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RESUMO

"COMPOSTOS E COMPOSICOES COMO INIBIDORES DA PROTEINA

QUINASE"

A invengdo ©providencia uma nova classe de
compostos, composicdes farmacéuticas compreendendo tais
compostos e métodos de utilizacdo de tais compostos para
tratar ou prevenir doencas ou patologias associadas a
atividade de quinase anormal ou desregulada,
particularmente as doencgas ou patologias gue envolvem a
ativacao anormal das gquinases FAK, Abl, BCR-Abl, PDGF-R, c-

Kit, NPM-ALK, Flt-3, JRK2 e c-Met.
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DESCRICAO

"COMPOSTOS E COMPOSIGCOES COMO INIBIDORES DA PROTEINA

QUINASE"

ANTECEDENTES DA INVENQAO

Campo da Invencido

A invengao providencia uma nova classe de
compostos, composicdes farmacéuticas compreendendo tais
compostos e métodos de utilizacdo de tais compostos para
tratar ou prevenir as doencas ou patologias associadas a
atividade de guinase anormal ou desregulada,
particularmente as doengas ou patologias que envolvem a
ativacao anormal das guinases FAK, Abl, BCR-Abl, PDGF-R, c-

Kit, NPM-ALK, Flt-3, JAKZ2 e c-Met.

Fundamento

As proteinas quinases representam uma grande
familia de proteinas, que desempenham um papel central na
regulacao de uma vasta variedade de processos celulares e
na manutenc¢ao do controlo sobre a funcao celular. Uma lista
parcial, nao limitante, destas quinases inclui: tirosina
gquinases receptoras tais como quinase receptora do fator de
crescimento derivado de plaqueta (PDGF-R), a qguinase

receptora do fator de célula estaminal, c-kit, o receptor
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do fator de crescimento do nervo, trkB, c-Met, e o receptor
do fator de crescimento de fibroblasto, FGFR3; tirosina
gquinases nao receptoras tais como Abl e a gquinase de fusao
BCR-Abl, quinase de adesao focal (FAK), Fes, Lck e Syk; e
serina/treonina gquinases tais como guinases b-RAF, MAP
(e.g., MKK6) e SAPK2PB. A atividade de quinase aberrante foi
observada em muitos estados de doenca incluindo patologias
proliferativas benignas e malignas bem como doencgas
resultantes da ativacao inadequada dos sistemas nervoso e
imune. A WO 03/074530 Al descreve certos derivados

biciclicos de piridina e pirimidina.

Os novos compostos desta invengdao inibem a
atividade de uma ou mais proteina quinases e é, portanto,
esperado que sejam Uteis no tratamento de doencas

associadas a quinase.

SUMARIO DA INVENGAO
Num aspecto, a presente invencao providencia

compostos de Férmula Ia:

Ri-yy

N/T§(R3)n
I N\
AP~

Rz

Ta
em que:
né 0 ou 1;
w é selecionado a partir de -NR,—-, e -0-, em que R, é

selecionado a partir de hidrogénio e Ci galquilo;
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R; é selecionado a partir de Cgiparil-Co_salquilo, Cs_
ioheteroaril-Cy salquilo, Cs_1pcicloalquilCysalquilo e Csg
heterocicloalquil-Cp_galgquilo; em qgue qualquer arilalquilo,
heteroarilalquilo, cicloalgquilalquilo ou heterociclo-
alquilalquilo de R; é opcionalmente substituido por 1 a 3
radicais selecionados independentemente a partir de
halogeno, nitro, ciano, Cg¢ iparilo, Cs.ipheterocarilo, Cs_
,cicloalgquilo, Cs_gheterocicloalquilo, Ci¢alquilo, Ci
¢alcoxi, Ciealquilo substituido com halogéneo, Cigalcoxi
substituido com halogéneo, —XNRs5Rs, —XNRsXNRsRs, —NR5XORs,
-XORs, -XSRs, -XS(0)Rs, -XS(0)2Rs, —-XC(0O)NR5sRs, -X0XRg e
-XC(O)Rg, em que X ¢é uma ligacao ou C;g¢alcileno; Ry &
selecionado a partir de hidrogénio, Cigalquilo e Cs_
1,cicloalquil-Co_salquilo, e Rg é selecionado a partir de Csg
heterocicloalquil-Cp_salquilo e Cs_ipheteroaril-Cyo_salquilo
opcionalmente substituido por 1 a 3 radicais selecionados a
partir de Ci¢alguilo e -C(O)OH, em gue qualgquer arilo,
heteroarilo, cicloalquilo ou substituinte hétero-
cicloalgquilo de Ry é ainda opcionalmente substituido por 1
a 5 radicais, independentemente selecionados a partir de
Ciealquilo e Ci¢alcoxi;

R, é selecionado a partir de Cgiparil-Cogsalquilo e Cs_10
heteroaril-Cy_salquilo, em que qualquer arilalquilo ou
heteroarilalguilo de R, é opcionalmente substituido por 1 a
3 radicais selecionados independentemente a partir de
halogeno, nitro, ciano, Cig¢alquilo, C; ¢alcenilo, C; galcoxi,
Ci¢algquilo substituido com halogéneo, Ci¢alcoxi substituido
com halogéneo, Cs_gheteroarilCosalquilo, -XNRsRs, -XORs,

-XSR5, —XS(0)3NRsRs, —-XC(O)ORs, —-XOC(O)Rs, —XC(O)NRsXNRsRs,
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—XC(0) NRs5XC(0)ORs, —XC(0O)NRsXNR5C(0O)R5, —XC(0O)NRsXNR5C(O)ORs,
-XC(0) NR5XOR5, —XC(O)N(XORs) 2, —-XNRsC (O) Rs, —XC (0O)NRsRg,
-XC(O)Rg, —XRy;, —-XRg e —-XC(O)NRsXR;, em que X é uma ligacéao
ou Ci¢alcileno, e Rs & selecionado a partir de hidrogénio,
Cie¢alquilo e Cs.izcicloalquil-Cypsalquilo, Re¢ é selecionado a
partir de Cs gheterocicloalquil-Cy 4alquilo e Cs_10
heteroaril-Cy 4alquilo opcionalmente substituido por 1 a 3
radicais selecionados a partir de Cjgalquilo e -C(O)OH, e
R, é ciano;

R3; é selecionado a partir de halogeno, hidroxi, -C(O)OH e
-C(0)0OCHs3; e os sais farmaceuticamente aceitdveis de tais

compostos.

Num segundo aspecto, a presente invencao
providencia uma composicdo farmacéutica que contém um
composto de Fdérmula I ou um seu sal farmaceuticamente

aceitdavel, em mistura com um ou mais excipientes adequados.

Num  terceiro aspecto, a presente invencao
providencia a utilizacdo de um composto de fdérmula I no
fabrico de um medicamento para tratar uma doenc¢a num animal
em que a atividade quinase, particularmente a atividade de
FAK, Abl, BCR-Abl, PDGF-R, c-Kit, NPM-ALK, Flt-3, JAK2 e/ou
de c-Met, contribui para a patologia e/ ou sintomatologia

da doenca.

Num quarto aspecto, a presente invencao
providencia um processo para preparar compostos de Fdérmula

I e 0s seus sails farmaceuticamente aceitdveis.
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DESCRIGCAO DETALHADA DA INVENGAO

Definicgdes

"Alquilo" como um grupo e como um elemento
estrutural de outros grupos, por exemplo alquilo e alcoxi
substituidos com halogéneo, pode ser de cadeia linear ou
ramificada. Ci_4—alcoxi inclui, metoxi, etoxi, e
semelhantes. Alquilo halogeno-substituido inclui

trifluorometilo, pentafluorocetilo, e semelhantes.

"Arilo" significa uma sistema anelar aromatico
monociclico ou biciclico fundido contendo seis a dez atomos
de carbono. Por exemplo, arilo poderd ser fenilo ou

naftilo, preferencialmente fenilo.

"Arileno" significa um radical divalente derivado
de um grupo arilo. "Heterocarilo" é como definido para arilo
em que um ou mais dos membros do anel & um heterodtomo. Por
exemplo heterocarilo inclui piridilo, indolilo, indazolilo,
quinoxalinilo, quinolinilo, benzofuranilo, benzopiranilo,
benzotiopiranilo, benzo[l,3]dioxole, imidazolilo, benzo-
imidazolilo, pirimidinilo, furanilo, oxazolilo,
isoxazolilo, triazolilo, tetrazolilo, pirazolilo, tienilo,

etc.

"Cicloalquilo" significa um sistema anelar
biciclico fundido ou policiclico em ponte, saturado ou
parcialmente insaturado, monociclico, contendo o numero de

atomos de anel indicado. Por exemplo, Cs.ipcicloalquilo
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inclui ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo,
ciclohexilo, etc. "Heterocicloalgquilo™" significa
cicloalguilo, como definido neste pedido, na condicao de
gue um ou mais dos carbonos do anel indicados, sao
substituidos por uma unidade selecionada a partir de -0-,
-N=, -NR-, -C(O0)-, -S-, -S(0)- ou -S(0);—, em qgque R &
hidrogénio, C; salquilo ou um grupo protetor de nitrogénio.
Por exemplo, Ci3 g heterocicloalquilo como utilizado neste
pedido para descrever compostos da invencgao inclui
morfolino, pirrolidinilo, piperazinilo, piperidinilo,
piperidinilona, 1,4-dioxa-8-aza-espiro[4.5]dec-8-ilo, 1,1-

dioxo-116-tiomorfolin-4-ilo, etc.

"Halogénio" (ou halogeno) representa
preferencialmente cloro ou fluor, mas poderda também ser

bromo ou iodo.
"Tratar", "tratando" e "tratamento" referem-se a
um método de aliviar ou diminuir uma doenca e/ou o0s seus

sintomas concomitantes.

Descricdo das Concretizacdes Preferidas

Os compostos desta invencdo sao uUteis na inibicao
de quinases e sao ilustrados através de um composto de

Férmula I tal como descrito no Sumdrio da Invencéo.

Numa concretizacdao adicional, R; é selecionado a

partir de Cgiparil-Cogsalquilo e Cs_jpheteroaril-Co_salgquilo;
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em que dqualquer arilalquilo e heteroarilalquilo de R; é
opcionalmente substituido por 1 a 3 radicais selecionados
independentemente entre halogeno, nitro, Cs.ioheterocarilo,
Ci¢alquilo, Ci ¢alcoxi, Cigalquilo halogeno-substituido,
—XNRsRs, XORs—, -XSRs, -XNRsXNRsRs, -XNRsXNRsRs, -XNRsXORs,
—XC(O)NRsRs, —XOXRg € —-XC(O)Rg; em que X é uma ligacao ou Ci_
salcileno; Rs € selecionado a partir de hidrogénio, Ci_
salquilo e Csz jycicloalquil-Cyalquilo; e Rg &€ selecionado a
partir de Cs_g—heterocicloalquil-Co4—alquilo e Cs_
1oheteroaril-Cyo_salquilo opcionalmente substituido por 1 a 3
radicais selecionados a partir de Cisalquilo e -C(O)OH, em
que qualquer substituinte heteroarilo de R; ¢é ainda

opcionalmente substituido por 1 a 5 radicais Ci¢alquilo.

Numa concretizacdo adicional, W & selecionado a
partir de -NH- e -0-; e R; é selecionado a partir de
fenilo, benzilo, 5,6,7,8-tetrahidro-naftalenilo, benzo[l, 3]
dioxolilo, 1H-indazol-7-ilo, indan-4-ilo e 1H-indolilo, em
gque qualquer arilalquilo e Thetercarilalquilo de R; ¢é
opcionalmente substituido por 1 a 3 radicais selecionados
independentemente a partir de metoxi, metilo, amino,
halogeno, hidroximetilo, hidroxi, quinoxalinilo, etilo,
piridinilo, metoxi-fenilo, piperazinil-carbonilo, etil-(2-
hidroxi-etil)-amino-2-(4-metil-piperazin-1-il)-etoxi,
formamilo, isopropilo, metil-sulfanilo, tri-fluoro-metilo,
etoxi, 3-isopropilamino-propilamino, dimetil-amino,
morfolino, ciclopropil-metoxi, butoxi, cicloheptil-oxi e

1,4,5,7-tetrametil-pirrolo([3,4-dlpiridazinilo.
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Numa forma de realizacao adicional, R, &
selecionado a partir de piridinilo, fenilo, tiazolilo,
piridinil-metilo, piridinil-etilo, tiofenilo, benzilo,
quinolinilo, 7-oxo-5,6,7,8-tetrahidro-naftalenilo, naftilo
e pirimidinilo; em que qualquer arilalquilo ou
heteroarilalquilo de R, é opcionalmente substituido por 1 a
3 radicais selecionados independentemente entre halogeno,
nitro, ciano, metilo, propil-sulfamoilo, metil-sulfamoilo,
metoxi, metil-carboxi, 2-dimetilamino-etil-formamilo,
carboxi, amino, ciano-etilo, cilano-metilo, etenilo, tri-
fluoro-metilo, hidroxi-metilo, etilo, metil-sulfanilo,

butilo, isobutilo, carboxi-metil-formamidilo, l-carboxi-

etil-formamidilo, carboxi-etilo, amino-etil-formamidilo,
amino-propil-formamidilo, dimetil-amino-etil-formamidilo,
dimetil-amino-propil-formamidilo, dimetil-amino-butil-

formamidilo, metil-formamidilo, etil-formamidilo, etil-
formamidil-metilo, 2-(2-dimetilamino-etilcarbamoil)-etilo,
2—(2-dimetilamino-formamidil)-etilo, 2—(amino-etil-
formamidil)-etilo, 2—(amino-propil-formamidil)-etilo, 2—
(propil-formamidil)-etilo, amino-propil-formamidil-metilo,
2-(metil-amino-carbamoil)-etilo, 2—-(etil-amino-carbamoil) -
etilo, morfolino—-etil-formamidilo, morfolino-carbonil-
metilo, amino-etil-formamidil-metilo, ciclobutil-
formamidilo, metil-formamidil-metilo, dimetil-formamidil-
metilo, hidroxi-etil-formamidil-metilo, hidroxi-propil-
formamidil-metilo, N,N-bis-(3-hidroxi-propil)-formamidilo,
ciclopentil-formamidilo, isobutil-formamidilo, isobutil-
formamidil-metilo, ciclopentil-formamidil-metilo, ciano-—

etil-formamidilo, ciano-metil-formamidilo, pirrolidinil-
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etil-formamidilo, 2—(isobutil-formamidil)-etilo, 1H-
tetrazolilo, 2-(lH-tetrazol-5-il)-etilo, 2-(lH-tetrazol-5-
il)-metilo, 2—-(l-metil-1H-tetrazol-5-il1l)-metilo, acetil-
amino, ciclopropil-formamidil-metilo, hidroxi-etil-
formamidilo, hidroxi-propil-formamidilo, propil-formamidil-
metilo, etoxi-propil-formamidilo, acetil-amino-etil-
formamidilo, l-metil-piperidin-4-il-formamidilo, morfolino-
carbonil-etilo, metoxi-carbonil-metilo, metoxi-carbonil-
etil-formamidilo, metoxi-carbonil-etil-formamidil-metilo,
metoxi-carbonil-metil-formamidil-metilo, metoxi-carbonil-
metil-formamidilo, 4-amino-ciclohexil-formamidilo, 4-amino-
ciclohexil-metil-formamidilo, acetil-amino-etil-formamidil-
metilo, etoxi-propil-formamidil-metilo, metoxi-carbonil-
etilo, acido l1-formil-pirrolidin-2-il-carboxilico, (1-
carboxi-3-metil-butil)-formamidilo, 2—(metoxi-carbonil-
metil-formamidil)-etilo, l-carboxi-(2,2-dimetil-propil) -
formamidilo, 3-terc-butoxicarbonil-amino-propil-

formamidilo, acetoxi-metilo e l-carboxi-etil-formamidilo.

Numa outra concretizacdo sao compostos de Fdérmula

geral Ig:
OCH;
H3CO NS
P
H3CO N N7 TN
H R,
Ig
em que R; é selecionado a partir de piridinilo,
fenilo, tiazolilo, piridinil-metilo, piridinil-etilo,

tiofenilo, benzilo, guinolinilo, 7-ox0-5,6,7,8-tetra-hidro-

naftalenilo, naftilo e pirimidinilo, em que qualquer
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arilalquilo ou heteroarilalgquilo de R, €& opcionalmente
substituido por 1 a 3 radicais selecionados
independentemente a partir de halogeno, nitro, ciano,
metilo, propil-sulfamoilo, metil-sulfamoilo, metoxi, metil-
carboxi, 2-dimetilamino-etil-formamilo, carboxi, amino,
cianoetilo, ciano-metilo, etenilo, tri-fluoro-metilo,
hidroxi-metilo, etilo, metil-sulfanilo, butilo, isobutilo,
carboxi-metil-formamidilo, l-carboxi-etil-formamidilo,
carboxi-etilo, amino-etil-formamidilo, amino-propil-
formamidilo, dimetil-amino-etil-formamidilo, dimetil-amino-
propil-formamidilo, dimetil-amino-butil-formamidilo, metil-

formamidilo, etil-formamidilo, etil-formamidilo-metilo, 2-

(2-dimetilamino-etilcarbamoil)-etilo, 2—(2-dimetilamino-
formamidil)-etilo, 2—(amino—-etil-formamidil)-etilo, 2—
(amino-propil-formamidil)-etilo, 2—(propil-formamidilo) -
etilo, amino-propil-formamidil-metilo, 2—(metil-amino-
carbamoil)-etilo, 2-(etil-amino-carbamoil)-etilo,
morfolino-etil-formamidilo, morfolino-carbonil-metilo,
amino-etil-formamidil-metilo, ciclobutil-formamidilo,
metil-formamidil-metilo, dimetil-formamidil-metilo,

hidroxi-etil-formamidil-metilo, hidroxi-propil-formamidil-
metilo, N,N-bis-(3-hidroxi-propil) - formamidilo,
ciclopentilo-formamidilo, isobutil-formamidilo, isobutil-
formamidil-metilo, ciclopentil-formamidil-metilo, ciano-—
etil-formamidilo, ciano-metil-formamidilo, pirrolidinil-
etil-formamidilo, 2—(isobutil-formamidil)-etilo, 1H-
tetrazolilo, 2-H-tetrazol-5-il)-etilo, 2-(lH-tetrazol-5-
il) -metilo, 2-(l-metil-1H-tetrazol-5-1il1l)-metilo, acetil-

amino, ciclopropil-formamidil-metilo, hidroxi-etil-
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formamidilo, hidroxi-propil-formamidilo, propil-
formamidil-metilo, etoxi-propil-formamidilo, acetil-amino-
etil-formamidilo, l-metil-piperidin-4-il-formamidilo,
morfolino-carbonil-etilo, metoxi-carbonil-metilo, metoxi-
carbonil-etil-formamidilo, metoxi-carbonil-etil-formamidil-
metilo, metoxi-carbonil-metil-formamidil-metilo, metoxi-
carbonil-metil-formamidilo, 4-amino-ciclohexil-formamidilo,
4—amino—ciclohexil-formamidil-metilo, acetil-amino-etil-
formamidil-metilo, etoxi-propil-formamidil-metilo, metoxi-
carbonil-etilo, &dcido l1-formil-pirrolidin-2-il-carboxilico,
(l1-carboxi-3-metil-butil)-formamidilo, 2-(metoxi-carbonil-
metil-formamidil)-etilo, l-carboxi-(2,2-dimetil-propil) -
formamidilo, 3-terc-butoxicarbonil-amino-propil-

formamidilo, acetoxi-metilo e l-carboxi-etil-formamidilo.

Os compostos preferidos de Fdérmula I sao

detalhados nos Exemplos e Tabela I, infra.

Farmacologia e Utilidade

Os compostos da invencao modulam a atividade de
proteina tirosina gquinases e, como tal, sao uteis para
tratar doencas ou patologias em que as proteina tirosina
guinases, particularmente FAK, Abl, BCR-Abl, PDGF-R, c-Kit,
NPM-ALK, Flt-3, JRAK2 e c-Met quinases, contribuem para a

patologia e / ou sintomatologia da doenca.

A quinase de adesdo focal (FAK), uma proteina

tirosina gquinase ndo receptora, estd localizada em locais
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de contacto de célula de matriz extracelular de substrato
(ECM), gque funcionam como parte de uma rede associada ao
citoesqueleto de proteinas de sinalizacadao (Schlaepfer et
al., Prog. Diophys., Mol., 1999,71, 435-478. Em células
aderentes, a FAK esta frequentemente associada as
integrinas em adesdes focais (Schlaepfer et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 1992, 89, 5192-5196). A fosforilacéao
da FAK resulta na ativacdao da via de proteina quinase
ativada por mitdgeno. A sobre-expressdo de FAK esta
envolvida na progressao de cancro. 0Os elevados niveis de
FAK correlacionam-se com a capacidade de invasao e
potencial metastdtico em tumores do cdlon (Weiner, T.M., et
al. Lancet, 1993, 342, 1024-1025), tumores de mama (Owens,
L.V., et al., Cancer Res., 1995, 55, 2752-2755) e cancros
orais (Kornberg, L.J., Head Neck, 1998,20, 634-639). O
papel da FAK na migracdo celular conduziu a especulacao de
que poderd ser relevante noutras doengas tais como
disfuncdes do desenvolvimento embriondario e patologias
angiogénicas (Kornberg, L.J., Head Neck, 1998, 20, 634-

639) .

A tirosina-quinase de Abelson (i.e. Abl, c-Abl)
estd envolvida na regulacdo do ciclo celular, na resposta
celular a tensdo genotdxica, e na transmissdo de informacgdo
sobre o meio celular por meio de sinalizacdo de integrina.
Globalmente, parece gque a proteina Abl desempenha um papel
complexo como um méddulo celular gue integra sinais a partir
de varias fontes extracelulares e intracelulares e dque

influencia decisdes em relagao ao ciclo celular e apoptose.
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A tirosina-quinase de Abelson inclui derivados de subtipos
tais como a fusdo quimérica (oncoproteina) BCR-Abl com a
atividade desregulada de tirosina quinase ou a de v-Abl. A
BCR-AB1 ¢ critica na patogénese de 95% de leucemia mieldide
crénica (CML) e 10% de leucemia linfocitica aguda. A STI-
571 (Gleevec) um inibidor da tirosina-guinase BCR-Abl
oncogénica e € utilizado para o tratamento de leucemia
mieldide crénica (CML). No entanto, alguns doentes na fase
de crise bléastica de CML sao resistentes a STI-571 devido
as mutacdes na guinase BCR-Abl. Mais de 22 mutacdes foram
relatadas até ao momento sendo as mais comuns G250E, E255V,

T315I, F317L e M351T.

Os compostos da presente invengdao inibem a
guinase abl, especialmente a quinase v-abl. 0Os compostos da
presente invencdo também inibem a guinase BCR-Abl de tipo
selvagem e mutacdes de quinase BCR-Abl e sao portanto
adequados para o tratamento de cancro positivo para BCR-ABL
e doencgas tumorais, tais como leucemias (especialmente
leucemia mieldide crénica e leucemia linfoblédstica aguda,
em que se encontram especialmente mecanismos apoptdticos de
acao), e também revela efeitos no subgrupo de células
estaminais leucémicas bem como potencial para a purificacao
destas células in vitro apds remogao das referidas células
(por exemplo, remocdo da medula Oéssea) e reimplante das
células uma vez que tenham sido eliminadas de células de
cancro (por exemplo, reimplante de células da medula 6ssea

purificadas).
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O PDGF (Factor de Crescimento Derivado de
Plaguetas) ¢é um factor de crescimento que ocorre muito
comummente, que desempenha um papel importante tanto no
crescimento normal e também na proliferacdao de células
patoldgicas, tal como ¢é observado em carcinogénese e em
doencas das células do musculo liso de vasos sanguineos,
por exemplo em aterosclerose e trombose. 0Os compostos da
invengao podem inibir a atividade do receptor de PDGF
(PDGFR) e sao, consequentemente, adequados para 0
tratamento de doencas tumorais, tais como gliomas,
sarcomas, tumores de prdéstata, e tumores do cdlon, mama e

ovario.

Os compostos da presente 1invengdao podem ser
usados ndo apenas como uma substdncia inibidora de tumor,
por exemplo no cancro do pulmdo de célula peguena, mas
também como um agente para tratar patologias proliferativas
nado malignas, tais como aterosclerose, trombose, psoriase,
escleroderma e fibrose, assim como para a protecao de
células estaminais, por exemplo para combater o efeito
hemotéxico de agentes quimioterapéuticos, tais como 5-
fluoruracilo, e em asma. Os compostos da invencdao podem ser
especialmente utilizados para o tratamento de doencas, que

respondem a uma inibicdao da guinase do receptor de PDGF.

Os compostos da presente invencao exibem efeitos
Uteis no tratamento de patologias que surjam como resultado
de transplante, por exemplo, transplante alogénico,

especialmente rejeicao de tecido, tal como especialmente
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bronguiolite obliterante (OB), i.e., uma rejeicao crdénica
de transplantes de pulmdao alogénicos. Em contraste com
pacientes sem OB, agueles com OB revelam muitas vezes uma
concentracao elevada PDGF em fluidos de lavagem

broncoalveolar.

Os compostos da presente invencdao também sao
eficazes em doencas associadas a migracdo e proliferacdo
celular de musculo liso vascular (em que PDGEF e PDGF-R
frequentemente também desempenham um papel), tais como
restenose e aterosclerose. Estes efeitos e as suas
consequéncias para a proliferacdao ou migracao de células do
musculo liso vascular 1in vitro e in vivo podem ser
demonstrados através da administracdo dos compostos da
presente invencgao, e também através da investigagao do seu
efeito sobre o espessamento da intima vascular apds lesao

mecdnica in vivo.

Os compostos da presente invencao também inibem
processos celulares que envolvem o factor de células
estaminais (SCF, também conhecido como 1ligando c-kit ou
factor de acgo), tal como a inibicao da autofosforilacao do
receptor de SCF (kit) e ativacdo estimulada por SCF de MAPK
guinase (proteina gquinase ativada por mitdégeno). As células
MO0 7e constituem uma linha celular de leucemia
promegalcariocitica humana, que depende de SCF para a
proliferacao. Os compostos da invencdao podem inibir a

autofosforilacdo de receptores de SCF.
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A via de sinalizacao de Ras-Raf-MEK-ERK media a
resposta celular para os sinais de crescimento. Ras sofre
mutacao para uma forma oncogénica em ~15% de cancro humano.
A familia de Raf pertence a serina / treonina proteina
quinase e inclui trés membros, A-Raf, B-Raf e c-Raf (ou
Raf-1). O foco em Raf sendo um farmaco alvo centrou-se na
relagdao de Raf como um efector a Jjusante de Ras. No
entanto, dados recentes sugerem que B-Raf poderda ter um
papel 1mportante na formacao de certos tumores sem O
requisito de um alelo de Ras ativado (Nature 417,949-954
(01 de Julho de 2002). Em particular, as mutacdes de B-Raf
foram detectadas numa grande percentagem de melanomas

malignos.

Os tratamentos médicos existentes para melanoma
estao limitados na sua eficacia, especialmente para
melanomas de fase tardia. Os compostos da presente invencao
também inibem processos celulares que envolvem guinase b-
Raf, proporcionando uma nova oportunidade terapéutica para
o) tratamento de cancros humanos, especialmente para

melanoma.

Os compostos da presente invencao também exibem
inibigao potente da atividade de tirosina quinase de
quinase do linfoma anapldsico (ALK) e da proteina de fuséo
da NPM-ALK. Esta proteina tirosina guinase resulta de uma
fusdo de genes de nucleofosmina (NPM) e a guinase de
linfoma anaplasico (ALK), tornando a atividade da proteina

tirosina quinase de ALK independente do ligando. A NPM-ALK
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desempenha um papel chave na transmissdo de sinal numa
série de células humanas hematopoiéticas e outras
conduzindo a doencas hematoldégicas e neoplésicas, por
exemplo em linfoma de célula grande anapldasico (ALCL) e
linfomas diferentes de Hodgkin (NHL), especificamente em
ALK + NHL ou Alkomas, em tumores miofibroblasticos
inflamatdérios (IMT) e neuroblastomas (Duyster, J. et al.,
2001, Oncogene 20, 5623-5637). Além de NPM-ALK, foram
identificadas outras fusdes de genes em doencas
hematoldégicas e neopldsicas humanas, principalmente TPM3-
ALK (uma fusdo de tropomiosina de nd&o musculo com ALK). A
inibicdo de atividade da tirosina guinase ALK pode ser
demonstrada utilizando métodos conhecidos, por exemplo
utilizando o dominio da qguinase recombinante do ALK em
analogia com o ensaio de quinase VEGF-R descrito em J. Wood

et al. Cancer Res. 60, 2178-2189 (2000).

A Flt3 ¢ um membro da familia de receptor de
tirosina quinase (RTK) de tipo III. A F1t3 (fms semelhante
a tirosina quinase) é também conhecida como FLK-2 (quinase
2 de figado fetal). A expressao aberrante do gene de F1t3
foli documentada em ambas as leucemias no adulto e infantil,
incluindo leucemia mieldide aguda (AML) , AML com
mielodisplasia de linhagem tripla (AML / TMDS), leucemia
linfoblastica aguda (ALL), e sindrome mielodisplasica

(SMD) .

Foram encontradas mutacgdes ativadoras do receptor

de F1t3 em cerca de 35% dos pacientes com leucemia
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mieloblastica aguda (AML), e estdo associadas a um mau
prognéstico. A mutacdao mais comum envolve a duplicacdo em
enquadramento no dominio da justamembrana, com um adicional
de 5-10% dos pacientes possuindo um ponto de mutacao na
asparagina 835. Ambas estas mutacgdes estdo associadas a
ativacao constitutiva da atividade de tirosina qguinase de
Flt3, e resultam em sinais de proliferacado e de viabilidade
na auséncia de ligando. 0Os pacientes que expressam a forma
mutante do receptor demonstraram ter uma probabilidade
menor de cura. Assim, existe uma evidéncia cumulativa de um
papel para a atividade de quinase F1lt3 hiper—-ativada
(mutada) em leucemias humanas e sindrome mielodispléasica.
Isto levou o requerente a procurar novos inibidores do
receptor de F1lt3 como uma possivel abordagem terapéutica
nestes pacientes, para quem as terapias farmacéuticas
atuais oferecem pouca utilidade, e para tais pacientes para
os quais falharam previamente as terapias farmacéuticas
atualmente disponiveis e / ou terapias de transplante de

células estaminais.

As leucemias resultam geralmente de uma lesao
genética adgquirida (nao hereditdria) no ADN de células
hematopoiéticas imaturas na medula bssea, nédulos
linfdaticos, bago ou outros oérgdos sanguineos e do sistema
imunitdrio. Os efeitos sdo: o crescimento acelerado e
blogqueio na maturacao de células, resultando na acumulacao
de células chamadas "blastos leucémicos"™, gque nao funcionam
como células sanguineas normais; e uma falha para produzir

células de medula normais, levando a uma deficiéncia de
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gldébulos vermelhos (anemia), plaquetas e gldbulos brancos
normais. 0Os Dblastdécitos sdo normalmente produzidos pela
medula &éssea e desenvolvem-se usualmente em células
sanguineas maduras, que compreendem cerca de 1 por cento de
todas as células da medula. Na leucemia, os Dblastos nao
amadurecem de forma adequada e acumulam-se na medula 6ssea.
Na leucemia mieldide aguda (LMA), estes sao chamados de
mieloblastos enquanto que na leucemia linfobldstica aguda
(ALL) sao conhecidos como linfoblastos. Outra leucemia &

leucemia de linhagem mista (MLL).

O termo "AML com mielodisplasia de linhagem
tripla (AML/TMDS)" relaciona-se com uma forma rara de
leucemia caracterizada por um quadro dishematopoiético que
acompanha a leucemia aguda, uma ma resposta a quimioterapia
de inducdao, e uma tendéncia para recaidas com sindrome

mielodispldsica pura.

O termo "Sindrome Mielodisplasica (SMD)" refere-
se a um grupo de patologias do sangue em que a medula 6ssea
para de funcionar normalmente, o) que resulta numa
deficiéncia no numero de células sanguineas saudaveis.
Comparado com a leucemia, em que um tipo de célula
sanguinea ¢é produzido em grandes quantidades, qualgquer e
por vezes todos o0s tipos de c¢células sanguineas séo
afectadas em MDS. Pelo menos 10 000 novos casos ocorrem
anualmente nos Estados Unidos. Até um terco de pacientes
diagnosticados com MDS vao desenvolver leucemia mieldide

aguda. Por esta razao a doenca é muitas vezes referida como
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pré-leucemia. A sindrome mielodisplédsica € por vezes também
chamada de dismielopoiese mielodisplasia ou leucemia
oligobléastica. A MDS é também referida como leucemia num
estado de laténcia gquando numeros elevados de células

blésticas permanecem na medula.

A sindrome mielodispldsica, tal como a leucemia,
resulta de uma lesao genética no ADN de uma uUnica célula da
medula &éssea. Certas anormalidades nos cromossomas estao
presentes em pacientes com MDS. Estas anormalidades sao
chamadas translocac¢des, qgque ocorrem quando uma parte de um
cromossoma quebra e se liga a uma parte qguebrada de um
cromossoma diferente. Os mesmos defeitos sdao frequentemente
encontrados na leucemia mieldéide aguda. No entanto, a MDS
difere da leucemia porque todas as células sanguineas do
paciente sao anormais e sao todas derivadas a partir da
mesma célula estaminal danificada. Em pacientes com
leucemia, a medula &ssea contém uma mistura de células

sanguineas sauddveis e doentes.

A AML e as sindromes mielodispléasicas avancadas
sdo atualmente tratadas com elevadas doses de farmacos
gquimioterapéuticos citotdxicos tais como citosina
arabinésida e daunorubicina. Este tipo de tratamento induz
cerca de 70% de pacientes a entrar em remissao
hematoldgica. No entanto, mais de metade dos pacientes que
entram em remissao ira depois recair apesar da

administracdao de quimioterapia durante longos periodos de

tempo. Quase todos o0s pacientes que ndo conseguem entrar em
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remissdo inicialmente, ou que recaem apds a obtencdao de
remissdo, acabardao por morrer por causa da leucemia. O
transplante de medula o6ssea pode curar até 50 - 60% dos
pacientes que se submetem ao procedimento, mas apenas cerca
de um terco de todos o0s pacientes com AML ou MDS sao
elegiveis para receber um transplante. Sao urgentemente
necessarios farmacos novos e eficazes para tratar os
pacientes que nao conseguem entrar em remissao com as
terapias padrao, os pacientes que mals tarde recaem, e 0s
pacientes que nao sdo elegiveis para o transplante de
células estaminais. Além disso, um novo medicamento eficaz
poderia ser adicionado a terapia padrdao com a expectativa

razoavel de que ird resultar numa melhoria da guimioterapia

de indugao para todos os pacientes.

Em conformidade com o acima exposto, a presente
invencao descreve adicionalmente um método para prevenir ou
tratar qualquer uma das doencas ou patologias acima
descritas num sujeito em necessidade de um tal tratamento,
cujo método compreende administrar ao referido sujeito uma
quantidade terapeuticamente eficaz (Ver, "Administration
and Pharmaceutical Compositions", infra) de um composto de
Férmula I ou de um seu sal farmaceuticamente aceitavel.
Para qualquer uma das utilizag¢des anteriores, a dosagem
requerida ird variar dependendo do modo de administracao,

do estado particular a ser tratado e do efeito desejado.



PE1713806 -22 -

Administracdo e Composicdes Farmacéuticas

Em geral, 0s compostos da invencao serao
administrados em quantidades terapeuticamente eficazes
através de qualgquer um dos modos habituals e aceitdveils
conhecidos na técnica, guer isoladamente ou em combinacao
com um ou mails agentes terapéuticos. Uma guantidade
terapeuticamente eficaz poderd variar amplamente dependendo
da gravidade da doencga, da idade e da saude relativa do
individuo, da poténcia do composto utilizado e de outros
fatores. Em geral, 0s resultados satisfatdrios sao
indicados para serem obtidos sistemicamente com dosagens
didrias de desde cerca de 0,03 até 2,5 mg/kg de peso
corporal. Uma dosagem didria indicada num mamifero de maior
porte, e.g. seres humanos, estd no intervalo de cerca de
0,5 mg até cerca de 100 mg, convenientemente administrada,
e.g., em doses divididas até quatro vezes por dia ou em
forma retardada. As formas de dosagem unitdrias apropriadas
para administracao oral compreendem desde ca. 1 até 50 mg

de componente ativo.

Os compostos da 1invencgdao podem ser administrados
como composicdes farmacéuticas através de qualquer via
convencional, em particular entericamente, e.g, oralmente,
e.g., na forma de comprimidos ou capsulas, ou
parentericamente, e.g., na forma de solucgdes ou suspensdes
injetdavels, topicamente, e.g., na forma de locdes, géis,
unguentos ou cremes, ou numa forma nasal ou de supositdrio.

As composicdes farmacéuticas compreendendo um composto da
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presente invenc¢dao na forma 1livre ou numa forma de sal
farmaceuticamente aceitdvel em associagdo com pelo menos um
veiculo ou diluente farmaceuticamente aceitdvel podem ser
fabricadas de um modo convencional, através de métodos de
mistura, granulacdo ou revestimento. Por exemplo, as
composicdes orais podem ser comprimidos ou cdpsulas de
gelatina compreendendo o componente ativo juntamente com a)
diluentes, e.g., lactose, dextrose, sacarose, manitol,
sorbitol, celulose e/ou glicina, b) lubrificantes, e.g.,
silica, talco, &cido estedrico, seu sal de magnésio ou de
cdlcio e/ou polietilenoglicol; para comprimidos também c)
aglomerantes, e.g., aluminossilicato de magnésio, pasta de
amido, gelatina, tragacanta, metilcelulose, carboxi-
metilcelulose de sdédio e ou polivinilpirrolidona; se
desejado d) desintegrantes, e.g., amidos, &gar, 4cido
alginico ou o seu sal de sdédio, ou misturas efervescentes
e/ou e) absorventes, corantes, aromatizantes e
edulcorantes. As composicgdes injetdveis podem ser solucgdes
ou suspensodes isotdnicas agquosas, e 0s supositdrios podem
ser preparados a partir de emulsdes ou suspensdes gordas.
As composig¢des poderdo ser esterilizadas e/ou conter
adjuvantes, tais como agentes conservantes, estabilizantes,
agentes molhantes ou emulsionantes, promotores de solucéao,
sals para regular a pressdao osmdética e/ou tampdes. Além
disso, poderao também conter outras substéncias
terapeuticamente valiosas. As formulagdes adequadas para
aplicacdes transdérmicas incluem uma quantidade eficaz de
um composto da presente invencdo com um veiculo. Um veiculo

pode incluir solventes absorviveis farmacologicamente
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aceitdveils para auxiliar a passagem através da pele do
hospedeiro. Por exemplo, o0s dispositivos transdérmicos
estdo na forma de uma ligadura compreendendo um membro de
suporte, um reservatdrio contendo o composto opcionalmente
com veiculos, opcionalmente uma barreira controladora da
velocidade para o fornecer o composto a pele do hospedeiro
a uma taxa controlada e predeterminada durante um
prolongado periodo de tempo, e meios para sSegurar O
dispositivo a pele. Poderdo também ser usadas formulacdes
matriciais transdérmicas. As formulacgdes apropriadas para
aplicacdo tépica, e.g., a pele e aos e olhos, séo
preferencialmente solucgdes aquosas, unguentos, cremes ou
géis bem conhecidos na técnica. Tais poderdao conter
solubilizantes, estabilizantes, agentes melhoradores da

tonicidade, tampdes e conservantes.

Os compostos da invencao poderao ser
administrados em quantidades terapeuticamente eficazes em
combinagao com um ou mais agentes terapéuticos (combinacdes
farmacéuticas). Por exemplo, os efeitos sinergéticos podem
ocorrer com outros imunomoduladores, anti-inflamatdérios ou
gquaisquer substéncias utilizadas no tratamento das doencas
acima mencionadas, por exemplo, quando utilizado em
combinacdo com ciclosporina, rapamicina ou ascomicina ou
seus andalogos imunossupressores, por exemplo ciclosporina A
(Csh), ciclosporina G, FK-506, rapamicina, ou compostos
comparaveis, corticosterdides, ciclofosfamida, azatioprina,
metotrexato, brequinar, leflunomida, mizoribina, acido

micofendlico, micofenolato de mofetilo, 15-
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desoxiespergualina, anticorpos imunossupressores,
especialmente anticorpos monoclonais para receptores de
leucécitos, por exemplo, MHC, CD2, CD3, (CDh4, CD7, CD25,
CD28, B7, CD45, CD58 ou seus ligandos, ou outros compostos
imunomoduladores, tais como CTLA41g. Quando os compostos da
invencao sao administrados conjuntamente com outras
terapias, as dosagens dos compostos coadministrados irao
naturalmente variar dependendo do tipo de cofdrmaco
empregue, do farmaco especifico empregue, do estado a ser

tratada e assim por diante.

A invencao também providencia combinacgdes
farmacéuticas, e.g., um kit (conjunto), compreendendo a) um
primeiro agente que ¢é um composto da invengao tal como
revelado aqui, na forma livre ou na forma de sal
farmaceuticamente aceitdvel, e b) pelo menos um coagente. O
kit (conjunto), pode compreender instrucdes para a sua

administracao.

Os termos "coadministracao" ou "administracao
combinada"™ ou semelhantes como utilizado aqui pretendem
abranger a administracao dos agentes terapéuticos
selecionados a um Unico paciente e pretendem incluir
regimes de tratamento nos quais o0s agentes nao sao
necessariamente administrados pela mesma via de

administracdao ou ao mesmo tempo.

O termo "combinacado farmacéutica", como utilizado

aqui, significa um produto que resulta da mistura ou



PE1713806 - 26 -

combinacdo de mais do que um componente ativo e inclui

tanto as combinagdes fixas e nao fixas dos componentes

ativos. O termo "combinagdo fixa" significa que o©s
componentes ativos, e.g., um composto de Férmula I e um
coagente, sao ambos administrados a um paciente

simultaneamente na forma de uma entidade ou dosagem uUnica.
O termo "combinacdao ndao fixa" significa que o0s componentes
ativos, e.g., um composto de Férmula I e um coagente, sao
ambos administrados a um paciente como entidades separadas
quer simultaneamente, concorrentemente ou sequencialmente
sem limites de tempo especificos, em qgue uma tal
administracao providencia niveis terapeuticamente eficazes
dos 2 compostos no organismo do paciente. Este ultimo
também se aplica a terapia de cocktail, e.g., a

administracao de 3 ou mais componentes ativos.

Processos para Preparar os Compostos da Invencdo

A presente invencdao também inclui processos para
a preparagao de compostos da invengao. Nas reacgodes
descritas, pode ser necessdrio proteger grupos funcionais
reativos, por exemplo grupos hidroxi, amino, imino, tio ou
carboxi, quando estes sao desejados no produto final, para
evitar a sua participacdo indesejada nas reagdes. 0s grupos
protetores convencionais podem ser utilizados de acordo com
a pratica padrédo, por exemplo, ver T.W. Greene e P.G.M.
Wuts em "Protective Groups 1in Organic Chemistry", John

Wiley and Sons, 1991.
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Os compostos de Férmula I, em que W é-NR,—, podem
ser preparados procedendo como no seguinte Esguema

Reacional I:

Esquema Reacional T

Ri~NR4H )
N3 (Ra)n 3) l\i/\/f\<>( a)n
N R RNk,
@ Ia

em que R;, Ry, R3, Ry, e n sdo como definidos para
a Férmula I no Sumdrio da Invencdo e Y é um grupo de saida
tal como halogéneo (e.qg., cloro, e semelhantes). Um
composto de fédrmula Ia pode ser preparado pela reacao de um
composto de fdérmula 2 com um composto de férmula 3 na
presenca de uma base apropriada (e.g., butdxido de potdssio
tercidrio e diisopropiletilamina, e semelhantes), um
solvente apropriado (e.qg., 1,4-dioxano e butanol, e
semelhantes). A reacdo é levada a cabo a 50 até 130°C, e
pode levar até 4 horas para estar completa. Do mesmo modo,
utilizando materiais de partida apropriados, a reacdo com
um composto de fdérmula 3 resulta em compostos de Fdoérmula
Ib, Ic, Id e Ie.

Os compostos de Férmula I, em que W é -0-, podem
ser preparados procedendo Ccomo no seguinte Esquema

Reacional IT:
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Esquema Reacional IT

Rion Ra)
Xy R3)n
~ (R (5) N S
jl'\\/ <>( o - R1‘OAN/ N
MeO,S~ “NZ ~N Ra
@ " Ia

em que R;, Ry, R3, R, e n sdo como definidos para
a Férmula I no Sumdrio da Invencdao. Um composto de férmula
Ia pode ser preparado por reacdo de um composto de fdoérmula
4 com um composto de fdérmula 5, na presenca de um solvente
apropriado (e.g., DMSO, e semelhantes) e uma base adequada
(e.g., butdéxido de potédssio tercidrio, e semelhantes). A
reagao & levada a cabo a 50 até 130°C, e pode levar até 4

horas para ficar completa.

As descrigbes detalhadas da sintese de um

composto de Fdérmula I podem ser encontradas nos Exemplos,

infra.

Processos Adicionais para a Preparacdo de Compostos da

Invengéo

Um composto da invencdao pode ser preparado como
um sal de adicgdo de &cido farmaceuticamente aceitdavel pela
reacao da forma de base livre do composto com um acido
inorganico ou organico farmaceuticamente aceitavel.
Alternativamente, um sal de adicao de base
farmaceuticamente aceitdvel de um composto da invencdo pode
ser preparado por reacgdao da forma de &cido 1livre do
composto com uma base inorganica ou organica

farmaceuticamente aceitdavel. Alternativamente, as formas de
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sal dos compostos da invencdo podem ser preparadas

utilizando sais dos materiais de partida ou intermedidrios.

As formas de dcido ou de base livre dos compostos
da invencao podem ser preparadas a partir da correspondente
forma de sal de adicdo de base ou de sal de adicao de
dcido, respetivamente. Por exemplo, um composto da invencao
numa forma de sal de adicdo de acido pode ser convertido na
base livre correspondente por tratamento com uma base
apropriada (e.g., solugdao de hidrdéxido de aménio, hidrdédxido
de sdédio, e semelhantes). Um composto da invengao numa
forma de sal de adicao de base pode ser convertido no acido
livre correspondente por tratamento com um acido apropriado

(e.g., acido cloridrico, etc.)

Os compostos da invengao na forma nao oxidada
podem ser preparados a partir de N-d6xidos de compostos da
invencao por tratamento com um agente de reducao (e.g.,
enxofre, didxido de enxofre, trifenilfosfina, borohidreto
de 1litio, Dborohidreto de sdédio, tricloreto de fésforo,
tribrometo, ou semelhantes) num solvente orgdnico inerte
apropriado (e.g., acetonitrilo, etanol, dioxano aquoso, ou

semelhantes) a 0 até 80°C.

Os derivados de pré-farmaco dos compostos da
invencao podem ser preparados por métodos conhecidos
daqueles peritos na técnica (e.g., para mais detalhes ver
Saulnier et al., (1994), Bioorganic and Medicinal Chemistry

Letters, Vol. 4., p. 1985). Por exemplo, os prdé-farmacos
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apropriados podem ser preparados por reacao de um composto
nao derivatizado da invencdo com um agente de carbamilacao
apropriado (e.qg., 1l,1-aciloxialquilcarbanocloridrato,

carbonato de para-nitrofenilo ou semelhantes).

Os derivados protegidos dos compostos da invencao
pode ser preparados através de meios conhecidos daqueles
peritos na técnica. Uma descrigao detalhada de técnicas
aplicaveis a criacdo de grupos protetores e sua remocao
pode ser encontrada em T. W. Greene, "Protecting Groups in
Organic Chemistry", 32 edicdo, John Wiley and Sons, Inc.,

1999.

Os compostos da presente invencgao podem ser
convenientemente preparados, ou formados durante o processo
da invencao, como solvatos (e.g., hidratos). Os hidratos de
compostos da presente invencadao podem ser convenientemente
preparados por recristalizagao a partir de uma mistura de
solvente aquoso/orgédnico, wutilizando solventes organicos

talis como dioxina, tetrahidrofurano ou metanol.

Os compostos da 1invencao podem ser preparados
como 0s seus estereoisdmeros individuais através da reacao
de uma mistura racémica do composto com um agente de
resolucao opticamente ativo para formar um par de compostos
diastereoisoméricos, separando 0s diasteredmeros e
recuperando os enantioméros opticamente puros. Enquanto que
a resolucao de enantidémeros pode ser levada a cabo

utilizando derivados diastereoméricos covalentes dos
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compostos da invencao, sdao preferidos 0s complexos
dissocidveis (e.g., sals diastereoméricos cristalinos). Os
diasteredmeros possuem propriedades fisicas distintas
(e.g., pontos de fusao, pontos de ebulicdo, solubilidades,
reatividade, etc.), e podem ser prontamente separados
tirando vantagem destas diferencas. Os diasteredmeros podem
ser separados por cromatografia, ou, preferencialmente, por
técnicas de separacdo/resolucdo baseadas em diferencas na
solubilidade. O enantidmero opticamente puro é seguidamente
recuperado, Jjuntamente com o agente de resolucao, por
quaisquer meios praticos que ndo resultem em racemizacdo.
Uma descricdao mais pormenorizada das técnicas aplicaveis a
resolucao de estereoisdmeros de compostos a partir da sua
mistura racémica pode ser encontrada em Jean Jacgues, Andre
Collet, Samuel H. Wilen, "Enantiomers, Racemates and

Resolutions™, John Wiley and Sons, Inc., 1981.

Em resumo, o0s compostos de Férmula I podem ser
preparados por um processo, que envolve:

(a) aquele dos esquemas reacionais I e II; e

(b) opcionalmente converter um composto da
invencdao num sal farmaceuticamente aceitavel,

(c) opcionalmente converter uma forma de sal de
um composto da invencao numa forma de nao sal;

(d) opcionalmente converter uma forma nao oxidada
de um composto da invencdao num N-6xido farmaceuticamente
aceitavel;

(e) opcionalmente converter uma forma de N-6xido

de um composto da invencao na sua forma nao oxidada;
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(f) opcionalmente resolver um isdmero individual
de um composto da invencdao a partir de uma mistura de
isdémeros;

(g) opcionalmente converter um composto nao
derivatizado da invencdo num derivado de prdé-farmaco
farmaceuticamente aceitavel, e

(h) opcionalmente converter um derivado de pré-
fdarmaco de um composto da invencdo na sua forma néo

derivatizada.

Na medida em que a produgao dos materiais de
partida ndo estd particularmente descrita, os compostos séo
conhecidos ou podem ser preparados analogamente com métodos
conhecidos na técnica ou como revelado nos Exemplos daqui

em diante.

Um especialista na técnica apreciarda que as
transformacdes acima sdo apenas representativas de métodos
para a preparacdo dos compostos da presente invencdo, e que
outros métodos bem conhecidos podem ser utilizados

semelhantemente.

Exemelos

A presente inveng¢ao é adicionalmente
exemplificada, mas nao limitada, pelos seguintes exemplos
que ilustram a preparacao de compostos de Foérmula I

(Exemplos) e intermedidrios (Referéncias) de acordo com a
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invencao. Compostos 61, 62, 63, 66, 67, 68 e 179 sao

providenciados com o propdsito de referéncia.

Exemplo I

(/“1’ OEt OEt
NOSYE N THE NS Br SnBuz /j{ifi[j§§w
/“\ P~ Cl/LN/ NH Cl N/ NH;
Cl N~ Cl o, 2 Pd(PPh3)s, Toiueno
>90 % 2 o
1 1 10 OC 55 —60 A>
3N HCI

iPrOH, Refluxo

d
j'\\ IR Método Nm Cul, L*, K3POy Nm
N N Cl)\\ N /l\\ ﬂ

HN N - N 2-bromopiridina  Cl N
/ \ / N\ 1,4-Dioxano, 90°C
— 2__> 3
MeO OMe 8% 4 RE ONHZ 90 %
OMe ‘NH»

A. KO!Bu, THF trimetoxianilina refluxo

B. Pdy(dba)s, (tBu),bifenilfosfina,
trimetoxianilina , KagPOy, 1,4-Dioxano

g0°C-110°C

Sintese de 5-Bromo-2-cloropirimidin-4-ilamina
(1): Uma solucdo de 5-bromo-2,4-dicloropirimidina (25 g,
110 mmol) em 200 mL de THF é tratada com 47 mL de amdnia
(330 mmol, 7,0 M solugcao em metanol). Apds agitacao durante
15 horas a solucdo € concentrada sob pressao reduzida e
purificada por filtracdo rapida (Si0O;, Hexanos : Acetato de
etilo / 1:1) para originar 21 g (92%) de 1 como um sdélido

branco.

Sintese de 2-Cloro-5-(2-etoxivinil)-pirimidin-4-
ilamina (2): Um baldo de fundo redondo de 500 mL &

carregado com 5-bromo-2-cloropirimidin-4-ilamina (1) (10 g,
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48 mmol), tetraquis(trifenilfosfina)palddio(0) (2,8 g, 2,5
mmol), e tolueno (200 mL). E adicionado tributil-(2-
etoxivinil)-estanano (22 g, 60 mmol) e a reacao aqgquecida
até 110°C com agitacdo durante aproximadamente 15 horas.
Apds arrefecimento até a temperatura ambiente, a solucgdo é
diluida com 100 mL de acetato de etilo e lavada com agua e
solucao aquosa saturada de cloreto de sdédio. O extracto
orgénico & seco sobre Na,SO,, filtrado e concentrado sob
pressao reduzida. A purificagao por cromatografia em coluna
(S10,, Hexano:Acetato de etilo / 5:1) providencia 2 (4,4 g,

46%) como um sdé6lido amarelo.

Sintese de 2-Cloro-7H-pirrolo-[2,3-d]pirimidina
3: Um baldo de fundo redondo de 500 mL foi carregado com 2-
Cloro-5-(2-etoxivinil)-pirimidin-4-ilamina 2 (4,4 g, 20
mmol). E adicionado isopropanol (200 mL) seguido de 25 mL
de dcido cloridrico concentrado. A solucdo € aguecida até
90°C e agitada durante duas horas. Apds arrefecimento até a
temperatura ambiente, a solucgcao é concentrada sob pressao
reduzida, seguidamente basificada até pH 9 com NaHCO;
aquoso saturado. A fase aquosa é extraida com acetato de
etilo, e o0s extractos orgédnicos sdo combinados e lavados
com NaHCO; aquoso saturado e solucgcao aquosa saturada de
cloreto de sdédio. Os extractos orgdnicos sao secos sobre
Na,S04, filtrados, e concentrados sob pressao reduzida. A
purificagdo por filtracdo rapida (Si0,, Hexanos : Acetato
de etilo / 1:1) origina 3 (3,1 g, 92%) como um sdélido

branco.
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Sintese de 2-Cloro-7-piridin-2-il-7H-pirrolo-[2,
3-d]pirimidina 4: Uma suspensao de 2-cloro-7H-pirrolo-[2,3-
d] pirimidina 3 (0,53 g, 3,5 mmol), 2-bromopiridina (0,66
mL, 1,1 g, 6,9 mmol), iodeto de cobre(I) (0,20 g, 1,0
mmol), trans-1,2-diaminociclohexano (0,12 mL, 0,11 g, 1,0
mmol), e fosfato de potédssio (2,2 g, 10 mmol) em 10 mL de
1,4-dioxano ¢ aquecida até 100 °C e agitada durante quatro
horas. A mistura reacional é arrefecida até a temperatura
ambiente, diluida com acetato de etilo, e lavada com agua e
solucdao aquosa saturada de cloreto de sdédio. O extracto
orgadnico foi seco sobre MgSQO,, filtrado e concentrado sob
pressao reduzida. A purificagao por cromatografia em coluna
(S10,, Hexano : Acetato de etilo / 5:1) providenciou 4

(0,69 g, 87%) como um sdlido branco.

Sintese de (7-Piridin-2-il1-7H-pirrolo[2, 3-d]

pirimidin-2-i1)-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-amina (5):

Método 1. A uma solugao de 2-cloro-7-piridin-2-
il-7H-pirrolo[2,3-d]lpirimidina em 1,4-dioxano é adicionada
3,4,5-trimetoxianilina (3 equivalentes), seguido pela
adicdo de solucdao de terc-butdéxido de potdssio (1,0 M em
tetrahidrofurano, 3 equivalentes) gota a gota. Apds a
adicdao, a mistura reacional é aquecida até 80 °C durante 2
horas. O solvente & removido apds arrefecimento até a
temperatura ambiente. A purificacdo por HPLC em fase
reversa origina (7-piridin-2-il-7H-pirrolo[2,3-dlpirimidin-

2-11)- (3,4,5-trimetoxi-fenil)-amina como um sdélido branco.
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Método 2. Um baldo de fundo redondo carregado com
2-cloro-7-piridin-2-il-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina, 0,1
equivalentes de tri(dibenzilidenoacetona)dipaladio(0), 0,2
equivalentes de bifenil-2-il-di-terc-butil-fosfano, 3
equivalentes de fosfato de potdssio e 1,5 equivalentes de
3,4,5-trimetoxi-anilina ¢é purgado com nitrogénio seguido
pela adicdo de 1,4-dioxano. A suspensao € aquecida até 110
°C durante 18 horas. A filtracdo através de uma compressa
de Celite removeu o sd6lido. O filtrado ¢é diluido com
acetato de etilo, e lavado com 4&agua e solucdo aquosa
saturada de cloreto de sdédio. Apds secagem sobre sulfato de
magnésio, o produto ¢é concentrado e purificado por
cromatografia (acetato de etilo : hexanos 1:1) para

originar 7-piridin-2-il1-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-2-il) -

(3,4,5-trimetoxi-fenil)—-amina como um sdélido branco.

Exemplo 2

Acido 3-[2-(3,4,5-trimetoxi—fenilamino)-pirrolo[2,3-d]

pirimidin-7-il]-benzdico
—0

\
o—% >—NH
7N Si:)\«OH
—° N“=z:§ o
>

Uma solucdo de éster metilico do 4acido 3-[2-

(3,4,5-trimetoxi-fenilamino)-pirrolo[2,3-d]lpirimidin-7-11]-
benzdéico em hidréxido de sédio 1 N (metanol : agua 1:1) é
agitada a temperatura ambiente durante 15 horas. A
acidificacdo com acido cloridrico 1 N até pH 6, origina um

precipitado. A filtracdo e lavagem com agua origina o acido
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3-[2-(3,4,5-trimetoxi-fenilamino)-pirrolo[2,3-d]lpirimidin-

7-11]-benzdico como um sdélido branco.

Exemplo 3

Cloreto de 3-[2-(3,4,5-trimetoxi-fenilamino)-pirrolo[2,3-

dlpirimidin-7-i1]-benzoilo

Um balao de fundo redondo seco carregado com
acido 3-[2-(3,4,5-trimetoxi-fenilamino)-pirrolo[2, 3-d]
pirimidin-7-il]-benzdéico ¢é purgado com nitrogénio, sao
adicionados diclorometano e algumas gotas de N,N’-
dimetilformamida. E adicionada gota a gota uma solucdo de
cloreto de oxalilo (2,0 M em diclorometano). A mistura
reacional € agitada a temperatura ambiente durante 30
minutos, resultando numa soluc¢do de cloreto de 3-[2-(3,4,5-
trimetoxi-fenilamino)-pirrolo[2,3-dlpirimidin-7-11]1~-

benzoilo.

Exemplo 4

N-Metil-3-[2-(3,4,5-trimetoxi-fenilamino)-pirrolo[2,3-d]

pirimidin-7-il]-benzamida
—0

% NH \
H
a Q\\(”
—0 N N 0
3
A uma solucgao de cloreto de 3-[2-(3,4,5-
trimetoxi-fenilamino)-pirrolo[2,3-d]lpirimidin-7-11]-

benzoilo em diclorometano sao adicionados 5 equivalentes de
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uma solugdo de metilamina
agitacdo a temperatura ambiente durante 1 hora,
extinta com

purificacao

agua. A

_38 -

remogao do

solvente

(2,0 M em tetrahidrofurano).

seguido

a reacao é

com HPLC de fase reversa origina N-metil-3—

[2(3,4,5-trimetoxi-fenilamino)pirrolo([2,3-dlpirimidin-7-

il]-benzamida como um sdélido branco.

Sao

descritos

partida apropriados,

obtidos,

pela

exemplos

acima,

repeticao

tal como identificados na Tabela 1.

dos

utilizando

procedimentos

materiais

0s seguintes compostos de Férmula T,

Numero do

Dados Fisicos de RMN ‘H

Estrutura
Composto e EM (m/z)
1 H,,i;'}} EM (m/z) 332,3 (M+1)
C)/ 7 N\
2 nee EM (m/z) 332,2 (M+1)
7\
MBOQ/ N_
HY
3 \% EM (m/z) 302,2 (M+1)
¢
AJ@Q\%
N7
|
4 i e ' EM (m/z) 376,3 (M+1)
N
N” A
s osd
5 RN R EM (m/z) 452,2 (M+1)

Apds

de

de
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6 mt;g EM (m/z) 428,1 (M+1)
7 “t§5 EM (m/z) 428,1 (M+1)
3
8 '“T% EM (m/z) 332,2 (M+1)
8
'H RMN 400 MHz (CDCls)
on 5 8,68 (s, 1H), 8,32
/E:r (m, 2H), 8,05 (d, 1H),
5 i 7,73 (m, 1H), 7,14 (m,
"~ 1H), 6,80 (d, 1H), 6,62
Cj‘ (d, 1H), 6,36 (d, 1H),
6,23 (m, 1H); EM (m/z)
318,2 (M+1).
'H RMN 400 MHz (CDCls)
& 10,35 (s, 1H), 8,52
(s, 1H), 8,07 (dd, 1H),
7,70 (m, 2H), 7,37 (dd,
1H), 7,24 (d, 1H), 7,10
TS 1H), 6,94 (d, 1H)
m)'\ N o\wu\/\ (dl 7 7 7 7
10 {tj%o 6,68 (d, 1H), 6,52
. (dd, 1H), 5,28 (b, 1H),
3,02 (m, 2H), 2,16 (s,
3H), 1,27 (m, 2H), 0,76
(t, 3H); EM (m/z) 438,2
(M+1) .
11 ﬁ?jlfw EM (m/z) 430,2 (M+1).
A O
12 \Egg EM (m/z) 418,2 (M+1).
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LQ\
13 "“5,% EM (m/z) 436,2 (M+1).
5
QL%
14 : b EM (m/z) 362,3 (M+1).
A Ow
15 7’@(4m\ EM (m/z) 396,2 (M+1).
\__~
16 % EM (m/z) 366,1 (M+1).
s
17 "‘1% EM (m/z) 332,3 (M+1).
)
18 “"\f‘% EM (m/z) 338,3 (M+1).
19 e EM (m/z) 306,2 (M+l).
wdod
20 & EM (m/z) 389,2 (M+l).
CL (m/z) (M+1)
21 "1 EM (m/z) 316,2 (M+1).
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0
22 ”I%B EM (m/z) 366,1 (M+1).
i
QO
23 \ ”1;5 EM (m/z) 445,2 (M+1).
/“\LLQ
24 jig) EM (m/z) 306,1 (M+1).
LT:L
25 “53> EM (m/z) 375,2 (M+1),
"’Q;(‘ﬂ
|
26 ¥ ju EM (m/z) 366,1 (M+1).
27 _ T&" 4 EM (m/z) 345,2 (M+1).
|
28 Q(;lWI:F3> EM (m/z) 332,1 (M+1).
29 mﬁﬁg EM (m/z) 362,2 (M+1).
0‘5
»
/ N
30 o EM (m/z) 302,1 (M+1).
e 4
31 EM (m/z) 342,2 (M+1).
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32 {3 EM (m/z) 392,2 (M+1).
33 EM (m/z) 330,2 (M+1).
34 EM (m/z) 304,1 (M+1).
35 EM (m/z) 332,1 (M+1).
36 EM (m/z) 318,1 (M+1).
37 EM (m/z) 327,1 (M+1).
38 EM (m/z) 327,1 (M+1).
39 EM (m/z) 346,2 (M+1).
40 EM (m/z) 334,1 (M+1).
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41 EM (m/z) 377,1 (M+1).
42 EM (m/z) 424,2 (M+1).
43 EM (m/z) 424,2 (M+1).
44 %Ejvij} EM (m/z) 356,1 (M+1).
45 EM (m/z) 346,2 (M+1).
46 EM (m/z) 366,1 (M+1).
47 EM (m/z) 366,1 (M+1).
48 EM (m/z) 380,1 (M+1).
49 EM (m/z) 372,2 (M+1).
50 EM (m/z) 337,1 (M+1).
51 EM (m/z) 374,2 (M+1).

g
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52 O"QN;Q}Q EM (m/z) 414,2 (M+1).
53 ‘""f( EM (m/z) 356,1 (M+1).

SO0
54 \(‘l Q EM (m/z) 389,2 (M+1).
el
55 L e e EM (m/z) 347,2 (M+1).
O
56 Q\mé EM (m/z) 316,2 (M+1).
kY
=
57 E} EM (m/z) 475,2 (M+1).
Y,
O
58 SN EM (m/z) 360,2 (M+1).
59 ;)% EM (m/z) 302,2 (M+1).
60 ! "YL,“ Q EM (m/z) 375,2 (M+1).
| o
NYL"‘Q
61 I EM (m/z) 379,9 (M+1).
Y
62 1 "W'\Q EM (m/z) 410,5 (M+1).
63 | j;'“@ EM (m/z) 394,4 (M+1).
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s
64 LN EM (m/z) 422,1 (M+1).
- 4
65 §§j%3 EM (m/z) 436,2 (M+1).
66 | (éé» EM (m/z) 394,4 (M+l).
t,, ~
67 I "Y"tj EM (m/z) 408,4 (M+1).
[ o
pols
68 LY EM (m/z) 412,2 (M+1).
] LN
69 %g;f EM (m/z) 477,8 (M+1).
G
70 1 o EM (m/z) 492,2 (M+1).
RO
“H RMN 400 MHz (DMSO-
de) & 9,31 (s, 1H),
8,75 (s, 1H), 7,65
A (m, 1H), 7,53 (s, 1H),
{ "ﬁ/u 7151 (dl lH)I 7139 (tr
71 jgj”‘ o 1H), 7,21 (m, 1H),
1 7,13 (s, 2H), 6,61 (d,
1H), 5,83 (s, 1H), 3,53
(d, 9H), 2,85 (m, 2H),
2,54 (m,2H); EM (m/z)
449,0 (M+1).
72 e §i° EM (m/z) 463,2 (M+1).
iy
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73 %gjx" y EM (m/z) 491,2 (M+1).
“’ oy /k
‘H RMN 400 MHz (DEMO-
ds) & 9,30 (s, 1H),
8,73 (s, 1H), 8,13 (m,
KQX 1H), 8,02 (m, 1H), 7,87
74 | ~\"\C2% (m, 1H), 7,59 (t, 1H),
DI:TW " 7,55 (d, 1H), 7,09 (s,
RS 2H), 6,61 (d, 1H),
5,77 (s, 1H), 3,48 (d,
9H); EM (m/z) 421,1
(M+1) .
75 iigfm ? EM (m/z) 505,3 (M+1).
] o ~“\
‘H RMN 400 MHz (DEMO-
ds) & 9,35 (s, 1H),
8,80 (s, 1H), 7,73 (4,
fQP”C%{O 1H), 7,60 (s, 1H), 7,53
76 o (. (d, 1H), 7,45 (t, 1H),
%ﬁ;rm 7,28 (d, 1H), 7,19 (s,
~ 2H), 6,67 (d, 1H),
3,59 (m, 11H); EM (m/z)
435,2 (M+1).
77 5;jxn ? ° EM (m/z) 516,3 (M+1).
r-d. <j
78 AI:;K EM (m/z) 504,3 (M+1).
7Y ~
79 Qi%L{€3*° EM (m/z) 434,2 (M+1).
_ ‘H RMN 400 MHz (MeOH-
N dg) O 8,70 (s, 1H),
50 LY N 8,57 (t, 1H), 8,10 (m,
j;j”‘ e 1H), 8,02 (m, 1H), 7,77
1Y (m, 2H), 6,97 (s, 2H),
6,86 (d, 1H), 3,69
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(d, 9H); EM (m/z) 445,2

(M+1) .

81

EM (m/z) 436,2 (M+1).

82

EM (m/z) 476,2 (M+1).

83

‘H RMN 400 MHz (DEMO-

de) & 11,17 (
9,53 (s, 1H)
(s, 1H), 8,72
8,33 (d, 1H),

s, 1H),
, 8,94
(m, 1H),
8,17 (m,

18), 7,71 (d, 1H),
7,32 (s, 2H), 6,81 (d,
1), 3,72 (4, 9H), 2,33
(s, 3H); EM (m/z) 478,2

(M+1) .

84

'H RMN 400 MHz

(CDC1l3)

o 11,6 (s, 1H), 8,48

(s, 1H), 7,069

(m, 1H),

7,40 (m, 2H), 7,33 (m,
1), 7,25 (m, 1H), 6,73

(m, 3 H), 3,98

3,66 (d, oH),

2H), 2,92 (m,
(m/z) 473,3

(s, 3H),
3,09 (m,
2H); EM
(M+1) .

85

'H RMN 400 MHz

(CDC13)

o 8,74 (s, 1H), 7,70

(m, 1H), 7,49

(t, 1H),

7,27 (d, 1H), 7,23 (m,
1H), 6,98 (d, 2H), 06,61

(d, 1H), 3,91
3,77 (s, 6H),
2H), 2,70 (m,

(m/z) 430, 2

(s, 3H),
3,07 (m,
2H); EM
(M+1) .

86

EM (m/z) 477,2 (M+1).
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FE/Q&Q(O
87 AI;;f g EM (m/z) 474,2 (M+1).
Y
‘H RMN 400 MHz (CDCls)
rl? 5 8,67 (s, 1H), 8,02
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Ensaios

Os compostos da presente invencgdo sao ensaiados
para medir sua capacidade para inibir seletivamente a
proliferacao celular de células 32D que expressam BCR-Abl
(32D-p210) em comparacdao com as células 32D parentais. Os
compostos inibem seletivamente a proliferacao destas
células transformadas BCR-ABl sao testados relativamente a
atividade anti-proliferativa em células Ba/F3 expressando
quer de tipo selvagem ou as formas mutantes de Bcr-abl.
Além disso, o0s compostos sao ensaiados para medir sua

capacidade para inibir a FAK, F1lt-3, ALK e b-Raf.

Inibigdo da proliferagdo celular dependente de BCR-Abl
(método de Elevado Rendimento)

A linha celular murina wutilizada ¢é a 1linha
celular progenitora hematopoiética 32D transformada com
BCR-Abl ADNc (32D-p210). Estas células sao mantidas em
RPMI/10% soro de bovino fetal (RPMI / FCS) suplementado com
penicilina 50 Wg / mL, estreptomicina 50 Mg / mL e L-
glutamina 200 mM. As células 32D nao transformadas sao

similarmente mantidas com a adigcao de 15% de meio

condicionado de WEHI como uma fonte de IL3.
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50 UL de uma suspensao de células 32D ou 32D-p210
sdo colocadas em microplacas Greiner de 384 pocos (preto) a
uma densidade de 5000 células por pogo. 50 nL de composto
de teste (1 mM em solucdao mae de DMSO) sao adicionados a
cada pocg¢o (STI571 é incluida como um controlo positivo). As
células sao incubadas durante 72 horas a 37 °C, 5% de CO,.
10 UL de uma solugao a 60% de Alamar Blue (Tek diagnostics)
é adicionado a cada pogo e as células sao incubadas durante
um periodo adicional de 24 horas. A intensidade de
fluorescéncia (Excitacdo a 530 nm, Emissdo a 580 nm) ¢é
quantificada wutilizando o sistema Acquest™ (Molecular

Devices).

Inibig¢do de proliferagdo celular dependente de BCR-Abl

As células 32D-p210 sao colocadas em placas TC de
96 pocgos a uma densidade de 15 000 células por pogo. 50 UL
de diluicdes em série de duas vezes do composto de teste
(Chax € de 40 uM) séao adicionados a cada pogo (STI571 ¢é
incluida como um controlo positivo). Apds incubacao das
células durante 48 horas a 37 °C, 5% de CO,, 15 UL de MIT
(Promega) ¢é adicionado a cada pog¢o e as células sao
incubadas durante um periodo adicional de 5 horas. A
densidade 6ptica a 570 nm é quantificada
espectrofotometricamente e 0s valores de ICsq, a
concentracao de composto requerida para uma inibicdo de

50%, determinados a partir de uma curva de resposta a dose.
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Efeito sobre a distribuigdo do ciclo celular

As células 32D e 32D-p210 sao colocadas em placas
TC de 6 pocos a 2,5 x 10° células por poco em 5 ml de meio
e composto de teste a 1 ou 10 UM sao adicionados (STI571 é
incluida como um controlo). As células sao entadao incubadas
durante 24 ou 48 horas a 37 °C, 5% de CO;. 2 mL de
suspensao celular sao lavados com PBS, fixados em EtOH a
70% durante 1 hora e tratados com PRS / EDTA / RNase A
durante 30 minutos. O iodeto de propidio (Cf = 10 pg / mL)
é adicionado e a intensidade de fluorescéncia é
quantificada por citometria de fluxo no sSistema
FACScalibur™ (BD Biosciences). 0Os compostos de teste da
presente invencdao demonstram um efeito apoptdtico nas
células 32D-p210 mas nao induzem apoptose em células 32D

parentais.

Efeito sobre Autofosforilagdo Celular de BCR-Abl

A autofosforilacao de BCR-Abl é quantificada com
Elisa de captura wutilizando um anticorpo de captura
especifico c¢c-abl e um anticorpo antifosfotirosina. As
células 32D-p210 sao colocadas em placas TC de 96 pogos a 2
x 10° células por poco em 50 UL de meio. 50 UL de diluigdes
em série de duas vezes dos compostos de teste (Cpax € 10 UM)
sdo adicionados a cada pogo (a STI571 é incluida como um
controlo positivo). As células sao incubadas durante 90
minutos a 37 °C, 5% de CO,. As células sao em seguida
tratadas durante 1 hora em gelo com 150 UL de tampao de
lise (Tris-HC1 50 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, EGTA

1 mM e 1% de NP-40) contendo inibidores de protéase e
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fosfatase. 50 UL de lisado de células sao adicionados a 96
pocos de optiplacas previamente revestidos com um anticorpo
especifico anti-abl e bloqueados. As placas sao incubadas
durante 4 horas a 4 °C. Apds lavagem com tampdao de TBS-
Tween 20, sa&o adicionados 50 UL de anticorpo anti-
fosfotirosina conjugado com fosfatase alcalina e a placa é
incubada adicionalmente durante a noite a 4 °C. Apbds
lavagem com tampdao de TBS-Tween 20, sao adicionados 90 UL
de um substrato luminescente e a luminescéncia ¢é
quantificada wutilizando o sistema Acquest™ (Molecular
Devices). Os compostos de teste da invencdao que inibem a
proliferacao das células que expressam BCR-Abl, inibem a
autofosforilagao celular de BCR-Abl de uma forma dependente

da dose.

Efeito sobre Autofosforilagdo Celular de BCR-Abl
Efeito na proliferagdo de células que expressam formas
mutantes de Bcr-abl

Os compostos da invengao sao testados quanto ao
seu efeito anti-proliferativo em células Ba/F3 que
expressam quer tipo selvagem ou formas mutantes de BCR-Abl
(G250E, E255V, T315I, F317L, M351T) que confere resisténcia
ou sensibilidade diminuida para STI571. O efeito anti-
proliferativo destes compostos nas células gque expressam
mutantes de BCR-Abl e sobre as células nao transformadas
foi testado a 10, 3,3, 1,1 e 0,37 UM, como descrito acima
(em meios carentes de IL3). Os wvalores de 1ICsy dos

compostos que falta toxicidade nas células nao
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transformadas foram determinados a partir das curvas de

resposta a dose obtidas como acima descrito.

Inibigdo de Flt-3

A técnica geral envolve a comparacao de efeitos
de possiveis inibidores em linhas celulares que dependem do
mutante F1lt3 para proliferacdo vs. linhas celulares gque nao
dependem do mutante F1lt3 para a proliferacdo. 0Os compostos
que possuem atividade diferencial (mais do que ou igual a
uma diferenca de 10 vezes na sensibilidade entre F1t3 +
linhas celulares e linhas celulares F1t3 sao selecionados

para estudo posterior.

As linhas celulares usadas para a triagem inicial
sdo sub-linhas de Ba/F3 células que sdo projetadas para
sobre-expressar F1lt3 mutante ou tipo selvagem (nao mutado)
apdés infeccdo com um retrovirus que expressa FLT3 cADNs
apropriados. A linha celular mde, Ba/F3 ¢é dependente de
interleucina-3 para a proliferacao, e quando privado de IL-
3, as células deixam rapidamente de proliferar e morrem. O
retrovirus expressa F1lt3 a partir da LTR retroviral e o
gene neo a partir de um local de IRES. As células Ba/F3 sao
selecionadas em G418 e analisadas quanto a expressdo de
F1t3 por triagem de células ativadas por fluorescéncia
(FACS). Sdo wusadas 1linhas celulares com duas mutacdes
diferentes de FLT3. Um mutante expressa uma Flt-3 que
possui uma duplicacdo de 14 aminoacidos no dominio da
justamembrana codificado pelo exao 11, a duplicacéao

especifica sendo ....VDFREYEYDLKWEF .... (designada Ba/F3-



PE1713806 - 65 -

F1t3-ITD). A segunda mutacao tem uma mutacao de ponto que
converte asparaginas na posicdo 835 em tirosina (denominada
Ba/F3-F1t3-D835Y). Ambas as mutacdes conduzem a ativacdo de
Flt-3 guinase e tornam-na independente de IL-3 e as células
que expressam crescem na auséncia de IL-3. As células Ba/F3
que expressam F1t3 de tipo selvagem sao igualmente geradas
e utilizadas como a linha celular de "controlo". A linha
celular parental (ndo infectada), e a 1linha celular de
"controlo" de tipo selvagem continuam dependentes de IL-3

para a proliferacao.

As células Ba/F3 (-controlo, F1t3-ITD, ou-Flt3-
D835Y) sdo cultivadas até 500,000 células / mL em culturas
de 30 mL, com meio RPMI 1640 com soro de bovino fetal a 10%
como o0 meio de cultura. O meio para as células de controlo,
(mas nao as células de F1lt3 mutante) contém 10% de meio
condicionado a partir da 1linha celular WEHI-3B como uma
fonte de IL-3. Uma solucao "mae" 10 mM de cada composto é
preparada em dimetilsulfdxido (DMSO). As diluigdes sao em
seguida preparadas em meio RPMI 1640 com 10% de soro fetal
de bovino para criar concentragdes de farmaco finais
variando tipicamente desde 1 nM até 10 uUM. Sao preparadas
diluicdes semelhantes de DMSO para servir como controlos de
veiculo. 48 horas apds a adicao dos compostos, as células
sdo testadas relativamente a taxa de proliferacdo e de

citotoxicidade.

E adicionado iodeto de Yo-Pro-1 (Molecular

Probes) as células a uma concentragao final de 2,5 UM em
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NaCl / tampdo de citrato de Na. As células sao incubadas
com Yo-Pro durante 10 minutos a temperatura ambiente e em
seguida lidas num fluorimetro para determinacdo da
citotoxicidade. Em seguida, as células sao sujeitas a lise
com tampdo de NP40/EDTA/EGTA, incubadas a temperatura
ambiente durante 90 minutos e lidas para a determinacao de

proliferacéao.

Os compostos que sao seletivamente mais toéxicos
para as células Ba/F3-F1t3-ITD do gue para as células Ba/F3
de controlo do tipo selvagem sao testadas adicionalmente

nas células que expressam F1t3-D835Y.

Além disso, os anticorpos de 0O-F1lt3 sado usados
para imunoprecipitar ©proteinas Flt3 antes, e apds, a
exposicdo a varias concentragdes de compostos ativos. As
proteinas imuno-precipitadas sao separadas por géis de
poliacrilamida de dodecilsulfato de sddio e transferidas
electroforeticamente para uma membrana de PVDF, e
imunotransferidas com um anticorpo de a-fosfo-""'Y-F1t3.
Este ensaio determina se os compostos reduzem os niveis de
"autofosforilacao™ de F1lt3 caracteristicos das formas

mutadas do receptor.

Os compostos da invencdo exibem tipicamente
atividade anti-proliferativa contra Flt3-ITD na gama
nanomolar enquanto sao nao-tdéxicos contra controlo-Flt3 até
10 uM. Os compostos da invencao também reduzem a atividade

de autofosforilacao celular Flt-3, no intervalo nanomolar.
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Inibigdo de Adesdo Focal Quinase (FAK)

Os compostos da invencao sao testados
relativamente a sua capacidade para inibir a atividade de
FAK. As atividades de quinase FAK sdo medidas em placas de
384 pogos wutilizando um método de ensaio baseado em
transferéncia de energia de ressondncia de fluorescéncia
resolvida no tempo (TR-FRET). A FAK humana de comprimento
total é expressa em E. Coli como uma proteina alvo para GST
e purificada através de uma coluna de glutationa
imobilizada. Um péptido biotinilado, SETDDYAEIID-biotina
(Sintetizada por SynPep Corp.), gue corresponde a sequéncia
do sitio de auto-fosforilacdo de FAK humana, ¢é utilizado
como substrato no ensaio. A quinase de FAK expressa em E.
coli (2,4 Wwg / mL) é misturada juntamente com o péptido de
FAK (133 nM) em 15 UL de tampdo de ensaio (Hepes 20 mM, pH
7,4, MgCl, 5 mM, MnCl, 2 mM, NasvVOs 0,5 mM, 0,1 % de BSA,
0,1% de Triton X-100). Um composto da invengao (0,5 ML -
dissolvido em DMSO) é em seguida adicionado a solucdo de
enzima / péptido. Apds incubacdao a temperatura ambiente
durante 10 minutos, 5 UL de ATP 40 UM em tampao de ensaio
sdo adicionados para iniciar a reacdo. A mistura reacional
¢ idncubada a temperatura ambiente durante 2 Thoras.
Adicionam-se entdo 50 UL de reagentes de detecgdo contendo
0,15 nM de anticorpos antifosfotirosina marcados com Eu
(PT66-Eu, PerkinElmer) e 1,5 ng / mL de SA-APC
(PerkinElmer) em tampdao de deteccdo (Tris-HC1 10 mM, pH
7,4, EDTA 6 mM, 0,1% de BSA, 0,1% de TritonX-100). A

mistura € incubada a temperatura ambiente durante 30
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minutos e o0s sinais de TR-FRET sao medidos utilizando um

leitor de placas Acquest (Molecular Device).

Inibigdo de ALK

A inibicdo da atividade de tirosina quinase ALK
pode ser demonstrada utilizando métodos conhecidos, por
exemplo utilizando o dominio quinase recombinante da ALK em
analogia com o ensaio da quinase VEGF-R descrito em J. Wood
et al. Cancer Res. 60, 2178-2189 (2000). Os ensaios
enzimdticos in vitro utilizando proteina tirosina quinase
GST-ALK sao realizados em placas de 96 pocos como um ensaio
de ligagao ao filtro em Tris-HC1 20 mM, pH = 7,5, de MgCl,
3 mM, MnCl, 10 mM, DTT 1 mM, 0,1 uCi / ensaio (= 30 uL) [Y-
*P]-ATP, ATP 2 UM, 3 Mg / mL de poli(Glu, Tyr 4: 1) Poli-
EY (Sigma P-0275), 1% de DMSO, 25 ng de enzima ALK. Os
ensaios sao incubados durante 10 min & temperatura
ambiente. As reagdes sado terminadas por adigao de 50 UL de
EDTA 125 mM, e a mistura reacional é transferida para uma
placa Multiscreen MAIP (Millipore, Bedford, MA, EUZA),
previamente molhada com metanol, e re-hidratada durante 5
minutos com H;O. Apds lavagem (0,5% de H3PO4), as placas sao
contadas num contador de cintilacdo liquida. Os valores de
ICsp sdo calculados por andlise de regressdo linear da
percentagem de 1inibicdo. Comparado com o controlo sem
inibidor, os compostos de férmula I inibem a atividade da

enzima em 50% (ICsy), por exemplo, numa concentracdao de

desde 0,001 a 0,5 uM, especialmente desde 0,01 até 0,1 uM.
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Os compostos de fdérmula I inibem potencialmente o
crescimento de NPM-ALK humana sobre-expressando células
BaF3 de murino (DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Alemanha). A expressao
de NPM-ALK ¢é alcancada através de transfecao da linha
celular BaF3 com um vector de expressao pCIneomI(Promega
Corp, Madison, WI, EUA) que codifica para NPM-ALK e selecao
subsequente de células resistentes a G418. As células BaF3
nao transfectadas dependem de IL-3 para a sobrevivéncia da
célula. Em contraste com a NPM-ALK expressando células BaF3
(denominado de  BaF3-NPM-ALK daqui em diante) podem
proliferar na auséncia de IL-3 porque obtém um sinal
proliferativo através da NPM-ALK guinase. Os inibidores
putativos da quinase NPM-ALK por conseguinte, suprimem o
sinal de <crescimento e resultam em atividade anti-
proliferativa. A atividade anti-proliferativa de inibidores
putativos da guinase NPM-ALK pode, no entanto, ser
ultrapassada por adicao de IL-3 que providencia sinais de
crescimento através de um mecanismo independente de NPM-
ALK. [Para um sistema de célula andlogo usando FLT3 guinase
ver E Weisberg et al. Cancer Cell, 1, 433-443 (2002)]. A
atividade inibidora dos compostos de férmula I é
determinada, resumidamente, como se segue: células de BaF3-
NPM-ALK (15, 000/ poco de placa de microtitulacdo) sao
transferidas para placas de microtitulacdo de 96 pocgos. Os
compostos de teste [dissolvidos em dimetilsulfdéxido (DMSO) ]
sdo adicionados numa série de concentracdes (séries de
diluicdo) de uma tal maneira que a concentracao final de

DMSO ndo seja superior a 1% (v / v). Apds a adicdo, as
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placas sao incubadas durante dois dias durante os gquais as
culturas de controlo sem composto de teste sao capazes de
sofrer dois ciclos de divisao celular. O crescimento das
células de BaF3-NPM-ALK ¢ medido por meio de coloracao
Yopro™ [T. Idziorek et al. J. Immunol. Methods; 185: 249-
258 (1995)1: 25 UL de tampao de lise consistindo em citrato
de sédio 20 mM, pH 4,0, cloreto de sdéddio 26,8 mM, NP40 a
0,4%, EDTA 20 mM e 20 mM sao adicionados a cada pocgo. A
lise celular é concluida em 60 min a temperatura ambiente e
a quantidade total de Yopro ligado ao ADN é determinada por
medicdo wutilizando o leitor de 96 pogos Cytofluor 1II

(PerSeptive Biosystems) com as seguintes definicodes:

Excitacdo (nm) 485/20 e Emissdao (nm) 530 / 25.

Os valores de 1ICsyp sao determinados por um

sistema assistido por computador utilizando a férmula:

Ic50 = [ (ABStest_ABSstart) / (ABScontrol_ABSstart) ] X

100. (ABS = absorcao)

O wvalor 1ICsy nestas experiéncias ¢é dado como
aquela concentracao do composto de teste em guestao que
resulta numa contagem de células que ¢é 50% inferior a
obtida utilizando o controlo sem inibidor. Os compostos de
féormula I exibem atividade inibidora com um ICsy na gama

desde aproximadamente 0,01 até 1 UM.

A agdao anti-proliferativa dos compostos de

féormula I também pode ser determinada na linha celular de
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linfoma KARPAS-299 humano (DSMZ Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig,
Alemanha) [descrita em WG Dirks et al. Int. J. Cancer 100,
49-56 (2002) ] usando a mesma metodologia descrita
anteriormente para a linha celular de BaF3-NPM-ALK. Os
compostos de Fdérmula I exibem atividade inibidora com um

ICso na gama desde aproximadamente 0,01 até 1 uM.

A  agdao dos compostos de Férmula I sobre a
autofosforilacdo da ALK pode ser determinada na linha
celular de 1linfoma KARPAS-299 humano, por meio de uma
imunotransferéncia como descrito em WG Dirks et al. Int. J.
Cancer 100, 49-56 (2002). Nesse teste, os compostos de

Foérmula I exibem um ICso de aproximadamente desde 0,001 até

1 uM.

Upstate KinaseProfiler™: Ensaio de ligagdo ao filtro
radio-enzimitico

Os compostos da invencdo sao avaliados quanto a
sua capacidade para inibir os membros individuais de um
painel de quinases (uma lista nao limitativa, parcial de
quinases inclui: FAK, Abl, BCR-2Abl, PDGF-R, c-Kit, NPM-ALK,
Flt-3, JAK2 e c—-Met. Os compostos sao testados em
duplicados numa concentracao final de 10 UM seguindo este
protocolo genérico. Note-se que a composicdao do tampdao de
guinase e o0s substratos variam para as diferentes gquinases
incluidas no  painel  "Upstate KinaseProfiler™r, Os
compostos sao testados em duplicados numa concentracao

final de 10 UM seguindo este protocolo genérico. Note-se
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que a composicdao do tampao de guinase e dos substratos
varia para as diferentes guinases incluidas no painel

"Upstate KinaseProfiler™"

O tampao guinase (2,5 UL, 10x -
contendo MnCl, quando reqgquerido), gquinase ativa (0,001 -
0,01 Unidades, 2,5 uUL), especifica ou Poli(Glu4-Tyr)
péptido (5 - 500 UM ou 0,1 mg / mL) em tampdoc de guinase e
tampdao de gquinase (50 uM; 5 uM) sd@o misturados num
eppendorf em gelo. Uma mistura Mg / ATP (10 uL, MgCl, 67,5
(ou 33,75) mM, ATP 450 (ou 225) UM e 1 MCi / uL de [y-"°P]
ATP (3000Ci/mmol)) ¢é adicionada e a reacdo € incubada a
cerca de 30 °C durante cerca de 10 minutos. A mistura
reacional é manchada (20 UL) num quadrado de papel de 2 cm
x 2 cm de P81 (fosfocelulose, para substratos peptidicos
carregados positivamente) ou Whatman N°® 1 (para substrato
Poli(Glu4-Tyr)péptido). 0Os quadrados de ensaio sao lavados
4 vezes, durante 5 minutos de cada vez, com 0, 75% de acido
fosférico e lavados uma vez com acetona durante 5 minutos.
Os quadrados de ensaio sao transferidos para um frasco de
cintilacdao, sao adicionados 5 ml de cocktail de cintilacgao
e a incorporacdo de °?P (cpm) ao substrato péptido é
quantificada através de um contador de cintilacdo de
Beckman. A percentagem de inibicdao ¢é calculada para cada
reacao. 0Os compostos de Férmula I, a uma concentracao de 10
UM, exibem preferencialmente uma percentagem de inibicao
superior a 50%, de preferéncia superior a 60%, mais
preferencialmente superior a 70%, contra as quinase FAK,
Abl, BCR-Abl, PDGF-R, c-Kit, NPM-ALK, Flt-3, JAK2 e / ou c-

Met.



PE1713806 -73 -

Os compostos de Férmula I, na forma livre ou na
forma de um sal farmaceuticamente aceitdvel, exibem
propriedades farmacoldgicas valiosas, por exemplo, como
indicado pelos testes in vitro descritos neste pedido. Por
exemplo, 0s compostos de Férmula I exibem preferencialmente
um ICsp na gama de 1 x 107 até 1 x 10° M, mais
preferencialmente inferior a 500 nM para pelo menos uma dos
seguintes guinases: quinases FAK, Abl, BCR-Abl, PDGF-R, c-
Kit, NPM-ALK, Flt-3, JAK2 e c-Met. Por exemplo:

(1) A N-(2-dimetilamino-etil)-3-[2-(3,4,5-
trimetoxi-fenilamino)-pirrolo[2,3-d]lpirimidin-7-11]-
benzamida (exemplo 73) tem um ICsy de 38 nM para a FAK.

(1i) O {3-[2-(3,4,5-trimetoxi-fenilamino)-pirrolo
[2,3-d]lpirimidin-7-il]-fenil}-acetonitrilo (exemplo 104)
tem um ICsp de 29 nM, 282 nM, 342 nM, 33 nM e 479 nM para
FLT3-1ITD, FGFR3, JAKZ2, PDGFR-beta, e Tel-TRkC
respectivamente.

(1ii1) A {7-[3-(1l-metil-1H-tetrazol-5-ilmetil) -
fenil]-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-2-11}-(3,4,5-trimetoxi-
fenil)-amina (exemplo 120) tem um ICsy de 29 nM para
BaF3/PDGFR-beta.

(iv) 0 3—{3-[2-(3,4,5-trimetoxi-fenilamino) -
pirrolo[2,3-d]lpirimidin-7-il]-fenil}-propionitrilo (exemplo
85) tem uma ICsy de 16 nM para FLT3-ITD.

(V) A (7-piridin-2-11-6, 7-di-hidro-5H-pirrolo
[2,3-d]lpirimidin-2-i1)-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-amina

(exemplo 61) tem um ICsy de 284 nM para FGFR3.



PE1713806 -74 -

(VI) A [7-(2-cloro-piridin-4-il)-7H-pirrolo[2,3-
d] pirimidin-2-il]-(4-metoxi-2-metil-fenil)-amina (exemplo

47) tem uma ICso de 408 nM para BCR-ADbI.

Lisboa, 8 de Agosto de 2013
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REIVINDICACOES

1. Um composto de Férmula Ia:

Nlj\/f‘\{)(Rs)n
X7 N
R

Ta

Ri-py

em que:

né 0 ou 1;

W €& selecionado a partir de -NRy,—, e -0-, em que
R, & selecionado a partir de hidrogénio e Cigalguilo;

R; &€ selecionado a partir de Cg iparil-Cy alquilo,
Cs_1oheterocaril-Co salquilo, Cs jpycicloalquilCygsalquilo e Csog
heterocicloalquil-Cy 4alguilo; em gue qualquer arilalquilo,
heteroarilalquilo, cicloalquilalquilo ou heterociclo-
alguilalquilo de R; é opcionalmente substituido por 1 a 3
radicais selecionados independentemente a partir de
halogeno, nitro, c¢iano, Ce¢iparilo, Cs.ipheterocarilo, Cs_
12cicloalquilo, Cz gheterocicloalqgquilo, Ci galquilo, Ci_
salcoxi, Cjgalquilo substituido com halogéneo, Cigalcoxi
substituido com halogéneo, —XNRsRs, -XNR5XNRsRs, —NR5XORs,
-XORs, -XSRs, -XS(0)Rs, -XS(0)2Rs, —-XC(0O)NR5sRs, -X0XRg e
-XC(O)Rg, em que X ¢é uma ligacdao ou Ciyg¢alcileno; Rs &
selecionado a partir de hidrogénio, Cisalguilo e Cs_
1,cicloalquil-Cosalquilo, e Rg é selecionado a partir de Csg
heterocicloalquil-Cy 4algquilo e Cs_1gheterocaril-Co salquilo
opcionalmente substituido por 1 a 3 radicais selecionados a
partir de Ciealquilo e -C(O)OH, em gue qgualquer arilo,

heteroarilo, cicloalquilo ou substituinte
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heterocicloalgquilo de R; ¢ ainda opcionalmente substituido
por 1 a 5 radicais, independentemente selecionados a partir
de Ci¢algquilo e Ci¢alcoxi;

R; €& selecionado a partir de Cg1oaril-Co_salquilo
e Cs_ipheterocaril-Cyalquilo, em que qualquer arilalquilo ou
heteroarilalquilo de R, é opcionalmente substituido por 1 a
3 radicais independentemente selecionados a partir de
halogeno, nitro, ciano, Ciealgquilo, C;galcenilo, C;g¢alcoxi,
Ci¢algquilo substituido com halogéneo, Cs_gheteroarilCy-
salquilo, —XNR5sRs, -XOR5, -XSRs, -XS (0) 2NRsRs, -XC (0)ORs,
-X0OC(O)Rs, —-XC (0) NRsXNRsRs, —XC(0O)NRsXC(0O) OR5,
—XC (0O)NR5XNRsC (O)Rs, —XC (0O) NRsXNR5C (0) OR5, —XC (0) NR5XORs,
-XC(O)N(XORs5),, —XNRsC(O)R;, —-XC(O)NRsRg, —-XC(O)Rg, —XRy, —-XRg
e -XC(O)NRsXR;, em que X é uma ligacgdo ou Cigalcileno, e Rs
é sgelecionado a partir de hidrogénio, Ciealquilo e Cs-
1pcicloalquil-Co-gsalquilo, Rg € selecionado a partir de Cs
sheterocicloalquil-Co-salquilo e Cs_ipheteroaril-Cosalquilo
opcionalmente substituido por 1 a 3 radicais selecionados a
partir de C; ¢alquilo e -C(O)0OH, e R; é ciano;

R; €& selecionado a partir de halogeno, hidroxi,
-C(O)OH e -C(O)OCHs; e seus sais farmaceuticamente

aceitaveis.

2. O composto da reivindicacdo 1, em que:

R, é selecionado a partir de C; garil-Cypsalquilo,
Cs-1oheterocaril-Co-salquilo, em gque qualquer arilalquilo e
heteroarilalgquilo de R; é opcionalmente substituido por 1 a

3 radicais selecionados independentemente a partir de
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halogeno, nitro, Cs_jpheterocarilo, C;galgquilo, Cigalcoxi, Ci_
salquilo substituido com halogéneo, -XNRsRs;, —-XORs, -XSRs,
—XNRsXNRsRs5, —NRsXORs, —-XC(0O)NRsRs, —-XO0XRg e —-XC(O)Rg, em que
X é uma ligacao ou Cigalcileno; Rs €& selecionado a partir
de hidrogénio, Cigalquilo e Cs.iycicloalquil-Cosalgquilo, e
R¢ €& selecionado a partir de Cs3 heterocicloalgquil-Cq
salquilo e Cs_1oheterocaril-Cy salquilo opcionalmente
substituido por 1 a 3 radicais selecionados a partir de Ci_
calquilo e -C(0)OH, em que qualqgquer heteroarilo
substituinte de R; é ainda opcionalmente substituido por 1

a 5 radicais Ciealquilo;

3. O composto da reivindicacao 1 em que W &
selecionado a partir de -NH- e -0-, e R; é selecionado a
partir de fenilo, benzilo, 5,6,7,8-tetrahidro-naftalenilo,
benzo[l,3]dioxolilo, 1H-indazol-7-ilo, indan-4-ilo e 1H-
indolilo, em gue qualquer arilalquilo e heterocarilalquilo
de R; & substituido opcionalmente por 1 a 3 radicais
selecionados independentemente a partir de metoxi, metilo,
amino, halogeno, hidroximetilo, hidroxi, gquinoxalinilo,
etilo, piridinilo, metoxi-fenilo, piperazinil-carbonilo,
etil-(2-hidroxi-etil)-amino-2-(4-metil-piperazin-1-il) -
etoxi, formamilo, isopropilo, metil-sulfanilo, tri-fluoro-
metilo, etoxi, 3-isopropilamino-propilamino, dimetil-amino,
morfolino, ciclopropil-metoxi, butoxi, cicloheptil-oxi e

1,4,5,7-tetrametil-pirrolo[3,4-d]lpiridazinilo.

4. O composto da reivindicacdo 1 em que R; é

selecionado a partir de piridinilo, fenilo, tiazolilo,
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piridinil-metilo, piridinil-etilo, tiofenilo, benzilo,
gquinolinilo, 7-o0ox0-5,6,7,8-tetrahidro-naftalenilo, naftilo
e pirimidinilo; em que qualqgquer arilalquilo ou
heteroarilalquilo de R; € opcionalmente substituido por 1 a
3 radicais selecionados independentemente entre halogeno,
nitro, ciano, metilo, propil-sulfamoilo, metil-sulfamoilo,
metoxi, metil-carboxi, 2-dimetilamino-etil-formamilo,
carboxi, amino, ciano-etilo, ciano-metilo, etenilo, tri-
fluoro-metilo, hidroxi-metilo, etilo, metil-sulfanilo,
butilo, isobutilo, carboxi-metil-formamidilo, l-carboxi-
etil-formamidilo, carboxi-etilo, amino-etil-formamidilo,
amino-propil-formamidilo, dimetil-amino-etil-formamidilo,
dimetil-amino-propil-formamidilo, dimetil-amino-butil-
formamidilo, metil-formamidilo, etil-formamidilo, etil-
formamidil-metilo, 2-(2-dimetilamino-etilcarbamoil)-etilo,
2-(2-dimetilamino-formamidil)-etilo, 2—(amino-etil-
formamidil)-etilo, 2—(amino-propil-formamidil)-etilo, 2-
(propil-formamidil)-etilo, amino-propil-formamidil-metilo,
2-(metil-amino—-carbamoil)-etilo, 2-(etil-amino-carbamoil) -
etilo, morfolino-etil-formamidilo, morfolino-carbonil-
metilo, amino-etil-formamidil-metilo, ciclobutil-
formamidilo, metil-formamidil-metilo, dimetil-formamidil-
metilo, hidroxi-etil-formamidil-metilo, hidroxi-propil-
formamidil-metilo, N,N-bis-(3-hidroxi-propil)-formamidilo,
ciclopentil-formamidilo, isobutil-formamidilo, isobutil-
formamidil-metilo, ciclopentil-formamidil-metilo, ciano-
etil-formamidilo, ciano-metil-formamidilo, pirrolidinil-
etil-formamidilo, 2—(isobutil-formamidil)-etilo, 1H-

tetrazolilo, 2-(lH-tetrazol-5-il)-etilo, 2-(lH-tetrazol-5-
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il) -metilo, 2-(l-metil-1H-tetrazol-5-il)-metilo, acetil-
amino, ciclopropil-formamidil-metilo, hidroxi-etil-
formamidilo, hidroxi-propil-formamidilo, propil-formamidil-
metilo, etoxi-propil-formamidilo, acetil-amino-etil-
formamidilo, l-metil-piperidin-4-il-formamidilo, morfolino-
carbonil-etilo, metoxi-carbonil-metilo, metoxi-carbonil-
etil-formamidilo, metoxi-carbonil-etil-formamidil-metilo,
metoxi-carbonil-metil-formamidil-metilo, metoxi-carbonil-
metil-formamidilo, 4-amino-ciclohexil-formamidilo, 4-amino-
ciclohexil-metil-formamidilo, acetil-amino-etil-formamidil-

metilo, etoxi-propil-formamidil-metilo, metoxi-carbonil-

etilo, acido l1-formil-pirrolidin-2-il-carboxilico, (1-
carboxi-3-metil-butil)-formamidilo, 2—(metoxi-carbonil-
metil-formamidil)-etilo, l-carboxi-(2,2-dimetil-propil) -
formamidilo, 3-terc-butoxicarbonil-amino-propil-

formamidilo, acetoxi-metilo e l-carboxi-etil-formamidilo.

5. 0 composto da reivindicacdo 1 de férmula geral

Ig:
OCH3
H3CO
3 N \
X -
HaCO N“ NN
H Ry
Ig
em que R; é selecionado a partir de piridinilo,
fenilo, tiazolilo, piridinil-metilo, piridinil-etilo,

tiofenilo, benzilo, gquinolinilo, 7-ox0-5,6,7,8-tetrahidro-
naftalenilo, naftilo e pirimidinilo; em gque Qqualquer

arilalquilo ou heteroarilalgquilo de R, ¢é substituido
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opcionalmente por 1 a 3 radicais selecionados
independentemente entre halogeno, nitro, c¢iano, metilo,
propil-sulfamoilo, metil-sulfamoilo, metoxi, metil-carboxi,
2-dimetilamino-etil-formamilo, carboxi, amino, ciano-etilo,
ciano-metilo, etenilo, tri-fluoro-metilo, hidroxi-metilo,
etilo, metil-sulfanilo, butilo, isobutilo, carboxi-metil-
formamidilo, l-carboxi-etil-formamidilo, carboxi-etilo,
amino-etil-formamidilo, amino-propil-formamidilo, dimetil-
amino-etil-formamidilo, dimetil-amino-propil-formamidilo,
dimetil-amino-butil-formamidilo, metil-formamidilo, etil-
formamidilo, etil-formamidil-metilo, 2-(2-dimetilamino-
etilcarbamoil) -etilo, 2—(2-dimetilamino-formamidil)-etilo,
2—(amino-etil-formamidil)-etilo, 2—(amino-propil-
formamidil)-etilo, 2—(propil-formamidil)-etilo, amino-
propil-formamidil-metilo, 2-(metil-amino-carbamoil)-etilo,
2—(etil-amino-carbamoil)-etilo, morfolino-etil-formamidilo,
morfolino-carbonil-metilo, amino-etil-formamidil-metilo,
ciclobutil-formamidilo, metil-formamidil-metilo, dimetil-
formamidil-metilo, hidroxi-etil-formamidil-metilo, hidroxi-
propil-formamidil-metilo, N,N-bis-(3-hidroxi-propil) -
formamidilo, ciclopentil-formamidilo, isobutil-formamidilo,
isobutil-formamidil-metilo, ciclopentil-formamidil-metilo,
ciano-etil-formamidilo, ciano-metil-formamidilo,
pirrolidinil-etil-formamidilo, 2—(isobutil-formamidil) -
etilo, 1H-tetrazolilo, 2-(lH-tetrazol-5-il)-etilo, 2-(1H-
tetrazol-5-il1) -metilo, 2-(l-metil-1H-tetrazol-5-il)-metilo,
acetil-amino, ciclopropil-formamidil-metilo, hidroxi-etil-
formamidilo, hidroxi-propil-formamidilo, propil-formamidil-

metilo, etoxi-propil-formamidilo, acetil-amino-etil-
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formamidilo,

carbonil-etilo,

l-metil-piperidin-4-il-formamidilo,

metoxi-carbonil-metilo,

morfolino-—

metoxi-carbonil-

etil-formamidilo,

metoxi-carbonil-metil-formamidil-metilo,

metil-formamidilo,

ciclohexil-metil-formamidilo,

4—amino-ciclohexil-formamidilo,

metoxi-carbonil-etil-formamidil-metilo,

metoxi-carbonil-
4—amino-
acetil-amino-etil-formamidil-

metoxi-carbonil-

metilo,

etilo,

etoxi-propil-formamidil-metilo,

acido

l1-formil-pirrolidin-2-il-carboxilico,

carboxi-3-metil-butil)-formamidilo,

(1-

2—(metoxi-carbonil-

metil-formamidil)-etilo,
formamidilo,

formamidilo,

6.

selecionado a partir de:

l-carboxi-(2,2-dimetil-propil) -

3-terc-butoxicarbonil-amino-propil-

acetoxi-metilo e l-carboxi-etil-formamidilo.

Um composto de acordo com a reivindicagao 1,

7-piridin-2-il1-7H-pirroclo[l,2-d]pirimidin-2-il) -

(3,4,5-trimetoxi-fenil) -

fenilamino)-pirrolo[2,3-d]lpirimidin-7-1i1]-benzdico;

de

pirimidin-7-il]-benzoilo;

fenilamino)-pirrolo[2,3-d]lpirimidin-7-1i1]-benzamida;

amina; acido 3-[2-(3,4,5-trimetoxi-

cloreto

3-[2-(3,4,5-trimetoxi-fenilamino)-pirrolo[2, 3-d]

N-metil-3-[2-(3,4,5-trimetoxi-

S a

partir dos compostos apresentados na tabela seguinte:

HNA\N
\

W=
MeQ’
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7. Uma composicao farmacéutica compreendendo uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um composto de
qualgquer uma das reivindicagdes 1 a 6 em combinacao com um

excipiente farmaceuticamente aceitavel.

8. Um composto de qualquer uma das reivindicacdes

1 a 6 para utilizar no tratamento de cancro.

9. Um composto para utilizar de acordo com a
reivindicagdao 8, em que o cancro é um cancro selecionado a
partir de uma doenca tumoral, glioma, sarcoma, tumor da
préstata, tumor do c¢délon, mama, oOvario; cancro oral;
patologia angiogénica; leucemia (incluindo leucemia
melidéide croénica (CML), leucmia melidide aguda (AML), AML
com mielodisplasia de linhagem tripla (AML/TMDS), leucemia

linfoblastica aguda (ALL), e sindrome mielodisplasica
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(MD)), carcinogenese, melanoma, doencas hematoldgicas e

neopléasicas.

10. Utilizacao de um composto de qualquer uma das
reivindicacgdes 1 até 6 para a preparacao de um medicamento

para o tratamento de cancro.

11. Utilizagao de acordo com a reivindicacgao 10,
em que O cancro é um cancro selecionado a partir de uma
doenca tumoral, glioma, sarcoma, tumor da prdstata, tumor
do cdlon, da mama, do ovario; cancro oral; patologia
angiogénica; leucemia (incluindo leucemia melidide crénica
(CML), leucmia melidéide aguda (AML), AML mielodisplasia de
linhagem tripla (AML/TMDS), leucemia 1linfoblastica aguda
(ALL), e sindrome mielodispldsica (MD)), carcinogénese,

melanoma, doencas hematoldgicas e neopldsicas.

12. Uma qguantidade terapéutica eficaz de um

composto de qualquer uma das reivindicacgdes 1 até 6 em

combinacdao com um ou mais agentes terapéuticos.

Lisboa, 8 de Agosto de 2013
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