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RESUMO

"DERIVADOS DE INDOLE COMO AGONISTAS DO RECETOR S1P1"

A 1invencdo diz respeito a compostos de férmula
(I) em que um de Rs e R¢ & hidrogénio ou R, e o outro é (a)
processos para a sua preparacdo, composicdes farmacéuticas
que os contém e seu uso no tratamento de condicdes ou

desordens que sido mediadas via recetor S1P1l.

k (a)
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DESCRICAO

"DERIVADOS DE INDOLE COMO AGONISTAS DO RECETOR S1P1"

A presente invencdo diz respeito a novos
derivados de oxadiazole tendo atividade farmacoldbgica,
processos para a sua preparacdo, composicdes farmacéuticas

que os contém e seu uso no tratamento de varias desordens.

Esfingosina-1-fosfato (S1P) é um mediador de
lipido bicativo formado pela fosforilacdo de esfingosina
por esfingosina-cinases e é encontrada em niveis altos no
sangue. E produzida e segregada por numerosos tipos de
células, 1incluindo as de origem hematopoiética tais como
plagquetas e mastédcitos (Okamoto et al., J Biol Chem,
273(42) 27104; Sanchez e Hla, J Cell Biochem, 92 (2004)
913). Tem uma larga gama de acles bioldgicas, incluindo
regulacéo da proliferacéao, diferenciacédo, motilidade,
vascularizacdo e ativacdo celular de células inflamatdrias
e plaquetas (Pyne e Pyne, Biochem J., 349 (2000) 385).
Cinco subtipos de recetores responsivos a S1P foram
descritos, S1P1 (Edg-1), S1P2 (Edg-5), S1P3 (Edg-3), S1P4
(Edg-6) e S1P5 (Edg-8), formando parte da familia de
recetores do gene de diferenciacdo endotelial acoplado a
proteina G (Chun et al., Pharmacological Reviews, 54 (2002)
265, Sanchez e Hla, J Cellular Biochemistry, 92 (2004)

913). Estes 5 recetores mostram expressdao de mRNA
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diferencial, com S1P1-3 sendo largamente expresso, S1P4
expresso em tecidos linfoide e hematopoiético e S1P5
principalmente no cérebro e num grau mais baixo no baco.
Eles sinalizam via subconjuntos diferentes de proteinas G
para promoverem uma variedade de respostas bioldgicas (Kluk
e Hla, Biochem et Biophysica Acta, 1582 (2002) 72, Sanchez

e Hla, J Cellular Biochem, 92 (2004) 913).

Os papéis propostos para o recetor S1P1 incluem o
trafico de linfécitos, inducdo/supressdo de citocinas e
efeitos sobre células endoteliais (Rosen e Goetzl Nat Rev
Immunol., 5 (2005) 560). Os agonistas do recetor S1P1 tém
sido usados em numerosos modelos de animais autoimunes e de
transplantacéao, incluindo modelos de Encefalomielite
Autoimune Experimental (EAE) de EM, para reduzir a
severidade da doenca induzida (Brinkman et al., JBC, 277
(2003) 21453; Fujino et al., J Pharmacol Exp Ther, 305
(2003) 70; Webb et al., J Neuroimmunol, 153 (2004) 108;
Rausch et al., J Magn Reson Imaging, 20 (2004) 16). Esta
atividade ¢é relatada como sendo mediada pelo efeito de
agonistas de S1P1 sobre a circulacdo de linfécitos através
do sistema linfatico. O tratamento com agonistas de S1P1
resulta no sequestro de linfécitos no interior de o&érgéos
linfoides secundarios tails como nodos de linfa, induzindo
uma linfopenia periférica reversivel em modelos de animal
(Chiba et al., J Immunology, 160 (1998) 5037, Forrest et
al., J Pharmacol Exp Ther, 309 (2004) 758; Sanna et al.,
JBC, 279 (2004) 13839). 0Os dados publicados sobre agonistas
sugerem dgque o tratamento com composto 1induz a perda do

recetor S1P1 a partir da superficie celular via
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internalizacdo (Graler e Goetzl, FASEB J, 18 (2004) 551;
Matloubian et al., Nature, 427 (2004) 355; Jo et al., Chem
Biol, 12 (2005) 703) e é esta reducdo do recetor S1Pl1 sobre
células imunes que contribui para a reducdo do movimento de

células T dos nodos de linfa de volta a corrente sanguinea.

A delecdo do gene S1P1 é causa de letalidade
embriénica. O experimentos para examinar o papel do recetor
S1P1 na migracdo e trafico de linfécito tém incluido a
transferéncia de células T deficientes de S1P1 rotuladas
para ratos do tipo selvagem irradiados. Estas células
mostraram um egresso reduzido a partir de &6rgdos linfoides

secundérios (Matloubian et al., Nature, 427 (2004) 355).

A S1P1 foi também atribuido um papel na modulacédo
da juncdo da célula endotelial (Allende et al., 102 (2003)
3665, Blood Singelton et al., FASEB J, 19 (2005) 1646). Com
respeito a esta acdo endotelial, os agonistas de S1P1 foram
relatados como tendo um efeito sobre nodos de linfa
isolados que podem estar a contribuir para um papel na
modulacdo de desordens imunes. Agonistas de S1P1 causaram
um fecho das "portas" estromdticas endoteliais de seios
linfadticos gque drenam os nodos de 1linfa e previnem o
egresso de linfécito (Wei et al., Nat. Immunology, 6 (2005)
1228) .

O composto imunossupressivo FTY720 (JP 11080026-
-A) fol mostrado a reduzir os linfdécitos circulantes em
animais e no homem, tem atividade de modulacdo de doenca em

modelos de animal de desordens imunes e reduzem as taxas de
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remissdo em Esclerose Multipla remitente relapsa (Brinkman
et al., JBS, 277 (2002) 21453, Mandala et al., Science, 296
(2002) 346, Fujino et al., J Pharmacology and Experimental
Therapeutics, 305 (2003) 45658, Brinkman et al., American J
Transplantation, 4 (2004) 1019, Webb et al., J
Neuroimmunology, 153 (2004) 108, Morris et al., Eur J
Immunol, 35 (2005) 3570, Chiba, Pharmacology and
Therapeutics, 108 (2005) 308, Kahan et al., Transplanta-
tion, 76 (2003) 1079, Kappos et al., New Eng J Medicine,
335 (2006) 1124). Este composto é um prdé-farmaco que é
fosforilado in vivo por esfingosina-cinases para dar uma
molécula que tem atividade agonista nos recetores S1P1,
S1P3, S1P4 e S1P5. Estudos clinicos tém demonstrado que o
tratamento com FTY720 resulta em bradicardia nas primeiras
24 horas de tratamento (Kappos et al., New Eng J Medicine,
335 (2006) 1124). A bradicardia é pensada como sendo devida
a agonismo no recetor S1P3, baseada em numerosas células e
experimentos em animais. Estes incluem o uso de animais
nocaute S1P3 que, ao contréarios dos ratos de tipo selvagem,
ndo demonstram bradicardia a seguir a administracdo de
FTY720 e ao uso de compostos seletivos de S1Pl. (Hale et
al., Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 14 (2004)
3501, Sanna et al., JBC, 279 (2004) 13839, Koyrakh et al.,

American J Transplantation, 5 (2005) 529).

Por 1isso, existe uma necessidade de compostos
agonistas do recetor S1P1l com selectividade relativamente a
S1P3 que possam ser esperados a mostrarem uma tendéncia

reduzida para induzir bradicardia.
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Os seguintes pedidos de patente descrevem
derivados de oxadiazole como agonistas de S1P1l: WO
03/105771, WO 05/058848, WO 06/047195, WO 06/100633, WO

06/115188, WO 06/131336, WO 07/024922 e WO 07/116866.

O seguinte pedido de patente descreve derivados
de 1indole-oxadiazole como agentes antipicornavirais: WO
96/009822. 0Os seguintes pedidos de patente descrevem
derivados de acido indole-carboxilicos como antagonistas do
recetor de leucotrieno, pesticidas e fungicidas
agroguimicos respetivamente: WO 06/090817, EP 0 439 785 e
DE 39 39 238. Os pedidos de patente WO 04/103279 e
WO 05/032465 revelam derivados de oxadiazole como agonistas

do recetor de S1P

Uma classe de compostos estruturalmente nova foi
agora encontrada, a qual proporciona agonistas do recetor

S1P1.

A presente 1invencdo por conseguinte proporciona
compostos de férmula (I) ou um seu sal farmaceuticamente

aceitavel:

em que:

um de Rs e R¢ &€ hidrogénio ou R, e o outro é (a)
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A é um anel fenilo ou um anel heteroarilo de 5 ou
6 membros;

Ry é hidrogénio ou até +trés substituintes
independentemente selecionados de entre halogéneo,
algquilo C;-C4, alcoxi C;-C4, trifluorometoxi, difluoro-
metoxi, trifluorometilo, ciano, anéis fenilo
facultativamente substituido e hetercarilo de 5 ou 6
membros facultativamente substituido;

R é  hidrogénio ou até trés substituintes
independentemente selecionados de entre halogéneo,
algquilo C,-C4, alcoxi C;-C4, trifluorometoxi, difluoro-
metoxi, trifluorometilo e ciano;

Rs, Rs', Ry e Ryr sdo cada um independentemente
selecionados de entre hidrogénio, halogéneo e metilo;

R; é hidrogénio ou halogéneo;

X é uma ligacdo direta;

mé 0-2; e

n é 0-4.

Quando R; é fenilo ou um anel heterocarilo de 5 ou
6 membros ele pode ser substituido por até trés
substituintes selecionados de entre halogéneo, alquilo
C1—Cya, alcoxi C1-Cy4, trifluorometoxi, difluorometoxi,

trifluorometilo e ciano.



PE2091949 -7 -

Quando X é NH ele pode ser

metilo.

Quando X ¢é CH, ele pode ser

fluoro ou metilo.

Numa incorporacdo da invencdao,

A é tiofeno ou fenilo

substituidos;

Ry é hidrogénio, halogéneo,

trifluorometilo;

substituido por

substituido por

facultativamente

alcoxi Ci—-Cy ou

Rz, Rz e Ry sdo cada um hidrogénio;

X é& uma ligacdo direta;

Numa incorporacdo da invencao,

A é tiofeno substituido por fenilo;

Ri é hidrogénio, halogéneo,

trifluorometilo;

alcoxi C1-Cy4, ou

Rz, R3 e Ry sdo cada um hidrogénio;

X é& uma ligacdo direta;

O termo "alquilo" como um grupo ou parte de um
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grupo e.g. alcoxi ou hidroxialquilo refere-se a um Jgrupo
alquilo linear ou ramificado em todas as formas isoméricas.
O termo "alquilo Ci1-C¢" refere-se a um grupo alquilo,
conforme acima definido, contendo pelo menos 1, e no maximo
6 Aatomos de carbono. Exemplos de tais grupos alquilo
incluem metilo, etilo, propilo, isopropilo, n-butilo,
isobutilo, sec-butilo ou terc-butilo. Exemplos de tais
grupos alcoxi incluem metoxi, etoxi, propoxi, isopropoxi,

butoxi, isobutoxi, sec-butoxi e terc-butoxi.

Grupos cicloalquilo C3-C¢ incluem ciclopropilo,

ciclobutilo, ciclopentilo e ciclo-hexilo.

Grupos cicloalgquiloxi C3—Cg adequados incluem

ciclopropoxi, ciclobutoxi, ciclopentoxi e ciclo-hexiloxi.

Conforme aqui usado, o termo "halogéneo" refere-
-se a fluor (F), cloro (Cl), bromo (Br) ou iodo (I) e o
termo "halo" refere-se ao halogeno: fluoro (-F), cloro

(-Cl), bromo(-Br) e iodo(-I).

0 termo "heteroarilo" representa um anel
insaturado que compreende um ou mais heterocdtomos. Quando o
termo heterocarilo representa um grupo de 5 membros ele
contém um heterocdtomo selecionado de entre O, N ou S e pode
facultativamente conter ainda 1 a 3 atomos de azoto. Quando
heteroarilo representa um grupo de 6 membros, ele contém
desde 1 a 3 é&tomos de azoto. Exemplos de tais anéis

heteroarilo de 5 ou 6 membros incluem pirrolilo,
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triazolilo, tiadiazolilo, tetrazolilo, imidazolilo,
pirazolilo, isotiazolilo, tiazolilo, isoxazolilo,
oxazolilo, oxadiazolilo, furazanilo, furanilo, tienilo,
piridilo, pirimidinilo, pirazinilo, piridazinilo e

triazinilo.

Em certos compostos de fédrmula (IA), dependendo
da natureza do substituinte existem &tomos de carbono
quirais e por conseguinte os compostos de férmula (IA)
podem existir como estereocisédmeros. A invencdo estende-se a
todos os isbmeros obticos tais como as formas este-
reolsoméricas dos compostos de fédrmula (IA) incluindo
enantidémeros, diastereoisdmeros e suas misturas, tais como
racematos. As diferentes formas estereoisoméricas podem ser
separadas ou resolvidas uma da outra por métodos
convencionais ou qualgquer isdmero dado pode ser obtido por

sinteses estereosselectivas ou assimétricas convencionais.

Certos compostos presentes podem existir em
varias formas tautoméricas e deve ser entendido que a

invencdo abrange todas tais formas tautoméricas.

Os compostos da invencdo adequados sédo:
adcido 3-(5-{5-[4-fenil-5-(trifluorometil)-2-tienil]-
-1,2,4-oxadiazol-3-11}-1H-indol-1-il)propandico

dcido 3-[5-(5-{3-cloro-4-[(1l-metiletil)oxi]fenil}-

-1,2,4-oxadiazol-3-11)-1H-indol-1-il]propandico
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dcido 3-[3-cloro-5-(5-{3-cloro-4-[(l-metiletil)oxi]-

fenil}-1,2,4-oxadiazol-3-1il)-1H-indol-1-il]propandico
dcido 3-(3-cloro-5-{5-[4-fenil-5-(trifluorometil)-2-

-tienil]-1,2,4-oxadiazol-3-il}-1H-indol-1-1il)propandico
dcido 3-(4-{5-[4-fenil-5-(trifluorometil)-2-tienil]-

-1,2,4-oxadiazol-3-11}-1H-indol-1-il)propandico

ou seus sals farmaceuticamente aceitéveis.

Os derivados farmaceuticamente aceitaveis de
compostos de férmula (IA) incluem qualquer sal, éster ou
sal de tal éster farmaceuticamente aceitével de um composto
de férmula (IA) que, na administracdo ao recipiente é capaz
de proporcionar (diretamente ou indiretamente) um composto

de férmula (IA) ou um seu metabdlico ativo ou residuo.

Os compostos de fédrmula (IA) podem formar sais.
Serd evidente que para uso em medicina os sais dos
compostos de férmula (IA) deverdo ser farmaceuticamente
aceitdveis. 0Os sais farmaceuticamente aceitéveis adequados
serdo evidentes para os peritos na técnica e incluem
aqueles descritos em J. Pharm. Sci., 66 (1977) 1-19, tais
como o0s sals de adicdo de &acido formados com Aacidos
inorganicos e.g. &acido cloridrico, bromidrico, sulfurico,
nitrico ou fosfbérico; e 4acidos orgéanicos e.g. acido
succinico, maleico, acético, fumérico, citrico, tartéarico,
benzdico, p-toluenossulfdnico, metanossulfdénico ou

naftalenossulfénico. Certos compostos de férmula (IA) podem
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formar sais de adicdo de &cido com um ou mais equivalentes
do &cido. A presente invencado inclui dentro do seu ambito e
alcance todas as possivels formas estequiométricas e néao
estequiométricas. Os sais também podem ser preparados a
partir de bases farmaceuticamente aceitédveis incluindo
bases inorgénicas e bases organicas. 0s sails derivados de

bases 1inorgédnicas incluem de aluminio, ambénio, céalcio,

cobre, sais férrico, ferroso, de litio, magnésio,
mangéanico, manganoso, de potéssio, sodio, zinco e
semelhantes. O0Os sals derivados de Dbases inorganicas

farmaceuticamente aceitéveis incluem sais de aminas
primarias, secundarias e terciarias, aminas substituidas
incluindo aminas substituidas de ocorréncia natural, e
aminas ciclicas. As Dbases orgadnicas farmaceuticamente
aceitdveis particulares incluem arginina, betaina, cafeina,
colina, N,N'-dibenziletilenodiamina, dietilamina, 2-dietil-
—aminoetanol, 2-dimetilaminoetanol, etanolamina, etileno-
diamina, N-etilmorfolina, N-etilpiperidina, glucamina,
glucosamina, histidina, hidrabamina, isopropilamina,
lisina, metilglucamina, morfolina, piperazina, piperidina,
procaina, purinas, teobromina, trietilamina, trimetilamina,
tripropilamina, tris(hidroximetil)aminometano (TRIS,
trometamol) e semelhantes. O0s sais também podem ser
formados a partir de resinas de permuta idénica béasicas, por
exemplo resinas de poliamina. Quando o composto da presente
invencdo é bésico, os sais podem ser preparados a partir de

acidos farmaceuticamente aceitéaveis, incluindo acidos
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inorganicos e orgadnicos. Tais acidos incluem &acido acético,
benzenossulfdénico, benzdico, canforossulfdédnico, citrico,
etanossulfédnico, etanodissulfdnico, fumérico, glucbdnico,
glutémico, bromidrico, cloridrico, isetidnico, léatico, ma-
leico, mélico, mandélico, metanossulfdénico, miacico, pa-
mbéico, pantoténico, fosfoéorico, propidnico, succinico,

sulfurico, tartérico, p-toluenossulfdénico e semelhantes.

Os compostos de fédrmula (IA) podem ser preparados
em forma cristalina ou ndo cristalina e, se cristalina,
podem facultativamente ser hidratados ou solvatados. Esta
invencdo inclui dentro do seu admbito e alcance hidratos ou
solvatos estequiométricos bem como compostos contendo

quantidades variaveis de &gua e/ou solvente.

Incluidos dentro do admbito e alcance da invencéao
estdo todos os sais, solvatos, hidratos, complexos,
polimorfos, pré-farmacos, derivados radiomarcados, estereo-

isbémeros e isdmeros d6ticos dos compostos de fé6rmula (IA).

Num aspeto adicional, esta 1invencdo proporciona
processos para a preparacdo de um composto de férmula (IA).
Num aspeto, o composto de fédrmula (IA) pode ser preparado
pelo processo do Esquema I onde A, Ri, Rz, Ry sdo conforme
definidos para a férmula (IA) e Z representa X e Rz, R3', Ry

e Ryr sdo conforme definidos na formula (IA):
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ESQUEMA I

NHOHHCH O R, EDCLHC,
. HOBT, DMF

aq. NaOH
MeQH

O primeiro passo do processo (II a III) ¢é
realizado num solvente adequado, tal como metanol ou etanol
e é aquecido até uma temperatura no intervalo 50-80 °C. No
segundo passo do processo (IITI a V) reagentes adequados
incluem EDCHCI e HOBt num solvente tal como DMEF a uma
temperatura entre a temperatura ambiente e 90 °C ou
alternativamente PyBOP em DMF. Alternativamente (III) pode

ser convertido a (V) por tratamento com o éster carboxilico



PE2091949 - 14 -

de (IV) e etdxido de sddio em etanol numa reacdo de micro-
ondas a uma temperatura tal como 120 °C. No terceiro passo
(V. a VII) uma base tal como carbonato de césio ou
alternativamente carbonato de potéssio é usada e a reacéo
pode ser aquecida quer convencionalmente quer usando um
reator de micro-ondas a uma temperatura tal como 140 °C. O
quarto passo do processo (VII a I) é realizado num solvente
adequado tal como metanol ou alternativamente etanol e pode
ser realizado a quer temperatura ambiente quer temperatura

elevada tal como 40 ou 50 °cC.

Os compostos de féormula (IV) ou estdo comercial-
mente disponiveis, ou podem ser preparados usando métodos
descritos na literatura ou podem ser preparados conforme
descrito na seccdo experimental. Os brometos de férmula
(VI) ou estdo comercialmente disponiveis ou estdo comerci-
almente disponiveis, ou podem ser preparados usando métodos

descritos na literatura ou usando os métodos revelados.

Num outro aspeto a preparacdo de um composto de
férmula (IA) pode ser preparado pelo processo no Esquema I1
onde A, Ri, Rz, Ry sdo conforme definidos para a fbérmula
(IA). No primeiro passo a reacdo (ITI a VIII) pode ser
aquecida a 80 °C. O segundo passo do processo (VIII a IX) é
realizado num solvente adequado tal como etanol ou metanol.
O terceiro passo deste processo (IX a VII) requer reagentes
de acoplamento de amida tais como EDC-HCl1 e HOBt num
solvente tal como DMF a uma temperatura entre a temperatura

ambiente e 120 °C. O quarto passo do processo é realizado
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num solvente adequado tal como etanol ou metanol. Os
compostos de férmula (IV) ou estdo comercialmente disponi-
velis, ou podem ser preparados usando métodos descritos na
literatura ou podem ser preparados conforme descrito na
seccdo experimental. Os brometos de fédrmula VI ou estéo
comercialmente disponiveis, ou podem ser preparados usando

métodos descritos na literatura ou pelos métodos revelados.

EsouEMa II
8,00,
DMF NC. NH,OH.HCI
_ - N f NaHCOq
. I - G S
B.r\z iof‘\ R, F% solvente
Vi Vil

MNaOH(ag)
solvente

Nos casos onde o substituinte Ry na férmula IA é
um atomo de cloro ligado a C-3 do anel indole este pode ser

introduzido de wvarias maneiras. O intermedidrio (V) no
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Esquema I onde Ry = H e R;, R, e A sdo conforme definidos na
formula (I) pode ser tratado com N-clorossuccinimida em
diclorometano para originar o composto 3-cloro- (Va) o qual
pode em seguida ser convertido a (I) conforme descrito no

Esquema I (Esquema IITI).

ESQUuEMA III

Alternativamente, o intermedidrio (II) onde R; =
H pode ser clorado por tratamento com N-clorossuccinimida
em DMF para originar um 3-cloro-indole (IIa) o qual pode
ser convertido a um composto de estrutura (I) conforme

descrito no Esquema II (Esquema IV).

EsQuEMA IV
DCM
il Ha
Onde R; = Br, o intermediario (V) onde R; = H e

A, Ry e R; sdo conforme definidos na férmula (I) pode ser
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bromado por tratamento com Br, em DMF para originar (Vb)

onde R; = Br (Esquema V).

ESQUEMA V

DME

Nos casos onde R; é um grupo fenilo, é possivel
introduzir este grupo por uma reacdo de acoplamento cruzado
num composto de estrutura VII para originar VIIa (Esquema
VI) onde A, R, e R; sdo conforme definidos na férmula (IA)
e 7Z representa X e Rs3, Rz, Ry e Ryr sd@o conforme definidos
na féormula (IA) e Ar é fenilo facultativamente substituido,
seguido por hidrdélise até ao composto I. Nesta transforma-
cdo, M é& um grupo tal como B(OH), que permite a reacdo de
acoplamento cruzado ocorrer, Y é um grupo tal como bromo,
iodo ou trifluorometancossulfonato e o catalisador uma
espécie de palddio tal como tetraquis(trifenilfosfina)-
paladdio (0). Tails reaccdes sdo tipicamente realizadas a

temperatura elevada.

EsQuEMa VI
A A
oatglisador Ar
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Nos casos onde R; é& um grupo alcoxi tal como
O-etilo ou O-isopropilo o substituinte algquilo pode ser
introduzido num composto de fédrmula VII onde Ry = OH e A,
R; e Ry, sdo conforme definidos na férmula (IA) e Z
representa X e R3, Rz, Ry e Ryr sdo conforme definidos na
férmula (IA) para originar um composto de fédrmula VIIb onde
R1 = O-alquilo (Esquema VII). Neste caso Y é um halogéneo
tal como iodo. A reacdo pode ser realizada num solvente
polar tal como DMF na presenca de uma base tal como

carbonato de potéssio.

EsQueMa VII
{:?"‘*N %y
AlgultY s ) _ :
PESEREIE VN —— 8
G-Alauiin ¥ ‘ N\Z”E
R, ™
¥i Vil

Em certos casos é possivel algquilar o inter-
medidrio 1indole (V) onde Ri, Rz, R; e A sdo conforme
definidos mna férmula (IA) diretamente com brometo de
alquilo substituido por acido carboxilico para originar o
composto final (IA) sem a necessidade de um passo de

hidrdélise

(Esquema VIII, onde Z representa X e Rs, Rz, Ryq e
Ry+ sdo conforme definidos na férmula (IA)): Uma base

adequada para esta transformacdo é carbonato de césio.
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EsQuEMA VIII

base,
DMF

O
BT\ z
E'J\OH

Vi {

Os sais farmaceuticamente aceitéaveis podem ser
preparados convencionalmente por reacdo com o 4acido ou

derivado de &cido apropriado.

As poténcias e eficacias dos compostos desta
invencdo para o recetor S1Pl1 podem ser determinadas por
ensalio GTPYS realizado no recetor clonado humano conforme
aqui descrito ou pelo ensaio de ligacdo de levedura, também
aquil descrito. Os compostos de fédrmula (IA) tém demonstrado
actividade agonista no recetor S1Pl, usando oS ensaios

funcionais aqui descritos.

Os compostos de fédrmula (IA) e seus sais
farmaceuticamente aceitdveis s&o por conseguinte Uteis no
tratamento de condicdes ou desordens que sdo mediadas via
recetor S1Pl. Em particular os compostos de férmula (IA) e

seus sais farmaceuticamente aceitéaveis sdo Uteis no

tratamento de esclerose multipla, doencas autoimunes,
desordens inflamatdérias cronicas, asma, neuropatias
inflamatoérias, artrite, transplante, doenca de Crohn,

colite ulcerativa, 1lupus eritematoso, psoriase, lesdo de
isquemia-reperfusdo, tumores sbd6lidos e metastase de tumor,

doencas associadas com angiogénese, doencas vasculares,
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condicdes de dor, doencas virais agudas, condicdes
inflamatérias do intestino, diabetes dependente de insulina
e nédo dependente de insulina (daqui em diante referidas

como "Desordens da Invencadao").

Deve ser compreendido que "tratamento" conforme
aqui usado inclui profilaxia bem como alivio dos sintomas

estabelecidos.

Por conseguinte, a invencdo também proporciona um
composto de férmula (IA) ou um seu sal farmaceuticamente
aceitéavel, para uso como substancia terapéutica, em
particular no tratamento de condicdes ou desordens mediadas
via recetor S1Pl. Em particular, a invencdo proporciona
compostos de férmula (IA) ou um seu sal farmaceuticamente
aceitavel para uso como substéncia terapéutica no
tratamento de esclerose multipla, doencas autoimunes,
desordens inflamatdérias crdnicas, asma, neuropatias
inflamatérias, artrite, transplante, doenca de Crohn,
colite ulcerativa, 1luUpus eritematoso, psoriase, lesdo de
isquemia-reperfusdo, tumores sdlidos e metdstase de tumor,
doencas associadas com angiogénese, doencas vasculares,
condicdes de dor, doencas virais agudas, condicdes
inflamatérias do intestino, diabetes dependente de insulina
e nado dependente de insulina. A invencdo proporciona ainda
um método de tratamento de condicdes ou desordens em
mamiferos incluindo humanos as quais podem ser mediadas via
recetor S1Pl, o qual compreende a administracdo ao sofredor

de uma quantidade terapeuticamente segura e eficaz de um
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composto de férmula (IA) ou um seu sal farmaceuticamente

aceitavel.

Num outro aspecto, a invencdo proporciona o uso
de compostos de férmula (IA) ou um seu sal farmaceuticamen-
te aceitavel no fabrico de um medicamento para uso no
tratamento das condicdes ou desordens mediadas via recetor

S1P1.

De modo a usar os compostos de férmula (IA) e
seus sals farmaceuticamente aceitdveis em terapia, eles
serdo normalmente formulados numa composicdo farmacéutica
de acordo com a pratica farmacéutica padrdo. A presente
invencdo também proporciona uma composicdo farmacéutica, a
qual compreende um composto de Férmula (IA), ou um seu sal
farmaceuticamente aceitavel, e um agente de suporte ou

excipiente farmaceuticamente aceitéavel.

Num outro aspecto, a presente invencdo propor-
ciona um processo para a preparacdo de uma composicédo
farmacéutica, compreendendo o processo a mistura de um
composto de fédrmula (I) ou um seu sal farmaceuticamente
aceitéavel e um agente de suporte ou excipiente

farmaceuticamente aceitéavel.

Uma composicdo farmacéutica da invencdo, a dqual
pode ser preparada por mistura por adicdo, adequadamente a
temperatura ambiente e pressdo atmosférica, estd usualmente

adaptada para administracdo oral, parentérica ou retal e,
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como tal, pode estar na forma de comprimidos, céapsulas,
preparacdes liquidas orais, pds, granulos, pastilhas, pds
reconstituiveis, solucdes ou suspensdes injectdveis ou para
infusdo ou supositédrios. As composicdes administraveis

oralmente sdo geralmente preferidas.

Os comprimidos e céapsulas para administracdo oral
podem estar em forma de dose unitdria e podem conter
exclpientes convencionais, tais como agentes de ligacéo
(e.g., amido de milho pré-gelatinizado, polivinilpirroli-
dona ou hidroxipropilmetilcelulose); agentes de enchimento
(e.g., lactose, celulose microcristalina ou hidrogenofos-
fato de célcio); lubrificantes para fazer comprimidos
(e.g., estearato de magnésio, talco ou silica); desinte-
grantes (e.g., amido de Dbatata ou glicolato de amido
sbdico); e agentes molhantes aceitaveis (e.g., sulfato de
laurilo e sbédio). Os comprimidos podem ser revestidos de
acordo com métodos bem conhecidos na pratica farmacéutica

normal.

As preparacdes liquidas normais podem estar na
forma de, ©por exenplo, suspensao aquosa ou ©oleosa,
solucdes, emulsdes, xaropes ou elixires, ou podem estar na
forma de um produto seco para reconstituicdo com agua ou
outro veiculo adequado antes do uso. Tais preparacdes
liquidas podem conter aditivos convencionais tais como
agentes de suspensdo (e.g., xarope de sorbitol, derivados
de celulose ou gorduras ediveis hidrogenadas), agentes de

emulsificacdo (e.g., lecitina ou acéacia), veiculos né&o
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aquosos (os quails podem incluir 6leos ediveis e.g. 6leo de
améndoa, ésteres oleosos, &alcool etilico ou 6leos vegetais
fraccionados), conservantes (e.g. p-hidroxibenzoatos de
metilo ou propilo ou é&cido sbébrbico) e, se desejado,
aromatizantes ou corantes convencionais, sais tamponantes e
agentes adocantes conforme apropriado. As preparacdes para
administracdo oral podem ser adequadamente formuladas para

dar uma libertacdo controlada do composto ativo.

Para administracdo parentérica, as formas de
dosagem unitdria fluidas sdo preparadas ulizando um
composto da invencdo ou seus sals farmaceuticamente
aceitdveis e um veiculo estéril. As formulacdes para
injeccdo podem ser apresentados em forma de dosagem
unitaria, e.g. em ampolas ou em multi-dose, utilizando um
composto da invencdo ou seus derivados farmaceuticamente
aceitaveis e um veiculo estéril, facultativamente com um
conservante adicionado. As composicdes podem tomar formas
tais como suspensdes, solucdes ou emulsdes em veiculos
oleosos ou aquosos, e podem conter agentes de formulacao
tais como agentes de suspensao, estabilizacdo e/ou
dispersdo. Alternativamente, o ingrediente ativo pode estar
na forma de pd para constituicdo com um veiculo adequado,
e.g. agua livre de pirogénio estéril, antes do uso. O
composto, dependendo do veiculo e concentracdo usados, pode
ser ou suspenso ou dissolvido no veiculo. Na preparacédo de
solucdes, o composto pode ser dissolvido para injeccdo e
esterilizado por filtracdo antes do enchimento num frasco

ou ampola adequados e selagem. Vantajosamente, adjuvantes
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tais como um anestésico local, conservantes e agentes de
tamponamento s&o dissolvidos no veiculo. Para aumentar a
estabilidade, a composicdo pode ser congelada apds enchi-
mento no frasco e a adgua removida sob vacuo. As suspensdes
parentéricas sdo preparadas substancialmente da mesma
maneira, excepto que o composto é suspenso no veiculo em
vez de ser dissolvido, e a esterilizacdo ndo pode ser
conseguida por filtracdo. O composto pode ser esterilizado
por exposicdo a o6xido de etileno antes da suspensdo num
veiculo estéril. Vantajosamente, um agente tensioativo ou
molhante ¢é incluido na composicdo para facilitar a

distribuicdo uniforme do composto.

As locdes podem ser formuladas com uma base
agquosa ou oleosa e em geral conterdo também um ou mais
agentes de emulsificacdo, agentes de estabilizacdo, agentes
de dispersido, agentes de suspensido, agentes espessantes ou
agentes de coloracdo. Os rebucados podem ser formulados com
uma base aquosa ou ndo aquosa compreendendo também um ou
mais agentes de disperséo, agentes de estabilizacéo,
agentes de solubilizacdo ou agentes de suspensdo. Eles

também podem conter um conservante.

Os compostos de férmula (IA) ou seus sais
farmaceuticamente aceitéveis também podem ser formulados em
composicdes retais tails como supositdrios ou clisteres de
retencdo, e.g. contendo bases para supositério convencio-

nais tais como manteiga de cacau ou outros glicéridos.
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Os compostos de férmula (IA) ou seus sais
farmaceuticamente aceitdveils também podem ser formulados
como preparacdes para depdsito. Tais formulacdes de longa
atuacdo podem ser administradas por implantacéo (por
exemplo subcutaneamente ou intramuscularmente) ou por
injecdo intramuscular. Por conseguinte, por exemplo, o0s
compostos da invencdo podem ser formulados com materiais
poliméricos ou hidrofdébicos adequados (por exemplo na forma
de uma emulsdo num Oleo aceitavel) ou resinas de permuta
idnica, ou na forma de derivados escassamente soluveis, por

exemplo, na forma de um sal escassamente soluvel.

Para administracdo intranasal, os compostos de
férmula (IA), ou seus sals farmaceuticamente aceitéveis,
podem ser formulados na forma de solucdes para
administracdo via um dispositivo adequado de dose medida ou
unitadria ou alternativamente na forma de uma mistura
pulverulenta com um agente de suporte adequado para
administracdo usando um dispositivo de entrega adequado.
Por conseguinte, os compostos de férmula (IA) ou seus sais
farmaceuticamente aceitédveis podem ser formulados para
administracdo oral, bucal, parentérica, toépica (incluindo
oftdlmica e nasal), por depdsito ou retal ou numa forma
adequada para administracdo por 1inalagdo ou 1insuflacéo

(quer através da boca quer do nariz).

Os compostos de foérmula (IA) ou seus sais
farmaceuticamente aceitédveis podem ser formulados para

administracdo toépica na forma de pomadas, cremes, Jéis,
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locdes, pessarios, aerossdis ou gotas (e.g. gotas para o
olho, ouvido ou nariz). As pomadas e cremes podem, por
exemplo, ser formuladas com uma base aquosa ou oleosa com a
adicéo de agentes espessantes e/ou de gelificacéo
adequados. As pomadas para administracdo ao olho podem ser
fabricadas de um modo estéril usando componentes

esterilizados.

A composicdo pode conter desde 0,1% a 99% numa
base ponderal, preferivelmente desde 10 a 60% numa base
ponderal, do material ativo, dependendo do método de
administracdo. A dose do composto usado no tratamento das
desordens acima mencionadas variara de uma maneira usual
com a severidade das desordens, o peso do paciente e outros
factores semelhantes. Contudo, como guia geral as doses
unitarias adequadas podem ser de 0,05 a 1000 mg, mais
adequadamente de 1,0 a 500 mg ou de 1,0 a 200 mg, e tais
doses unitarias podem ser administradas mais do que uma vez

num dia, por exemplo duas ou trés vezes num dia.

Os compostos de férmula (IA) ou seus sais
farmaceuticamente aceltaveis podem ser usados em
preparacdes de combinacdo. Por exemplo, os compostos da
invencdo podem ser usados em combinacdo com ciclosporina A,
metotrexato, esteroides, rapamicina, inibidores de citocina
pré-inflamatoéoria, imunomoduladores incluindo produtos

bioldgicos ou outros compostos terapeuticamente ativos.

A presente invencdo também inclui compostos
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marcados isotopicamente, 0s guails s&o 1idénticos aos
descritos nas féormula (IA) e seguintes, excepto para o
facto de que um ou mais &atomos sdo trocados por um atomo
tendo uma massa atdémica ou numero de massa diferente da
massa atémica ou numero de massa usualmente encontrado na
natureza. Exemplos de isdétopos que podem ser incorporados
nos compostos da invencdo incluem isdétopos de hidrogénio,
carbono, azoto, oxigénio, fébsforo, fluor, iodo e cloro, tal

como 3H, 11C’ 14C, IBF, 123I e 1251.

Os compostos da presente invencédo e sais
farmaceuticamente aceitaveis dos referidos compostos que
contém os isdtopos acima mencionados e/ou outros isdtopos
de outros éAatomos estdo dentro do é&ambito e alcance da
presente invencdo. Os compostos marcados isotopicamente da
presente invencdo, por exemplo aqueles nos quais isdtopos
radioativos tais como 3H, Mo sao incorporados, s&o Uteis em
ensaios de distribuicd3o de farmaco e/ou substrato no
tecido. Isdtopos tritiados, isto é 3H, e carbono-14, isto é
1c, sdo particularmente preferidos pela sua facilidade de
preparacdo e detetabilidade. Os isétopos MF e *F sao
particularmente uteis em PET (tomografia de emissdo de

positrdo), e os isbtopos 123

I sdo particularmente uteis em
SPECT (tomografia computorizada de emissdoc de fotdo unico),
todos uUteis em 1magiologia do cérebro. Além disso, a
substituicdo com isdétopos mais pesados tais como deutério,
isto é %H, pode produzir certas vantagens terapéuticas
resultantes de maior estabilidade metabdlica, por exemplo

meia-vida in vivo aumentada ou necessidades de dosagem

reduzidas e, por 1isso, podem ser preferidos em algumas
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circunsténcias. Os compostos de férmula (IA) e seguintes
desta invencdo marcados 1isotopicamente podem geralmente ser
preparados realizando os procedimentos revelados nos
Esquemas e/ou nos Exemplos abaixo, substituindo um reagente
nao marcado isotopicamente por um reagente marcado

isotopicamente prontamente disponivel.

As seguintes Descricdes e Exemplos ilustram a

preparacdo de compostos da invencéao.

ConNDICOES, HARDWARE E SOFTWARE PARA SISTEMAS LCMS ANaLniTICA

Hardware

Bomba de Gradiente Agilent 1100
Auto-amostrador Agilent 1100

Detetor Agilent 1100 DAD

Desgaseador Agilent 1100

Forno Agilent 1100

Controlador Agilent 1100

Gestor de Solvente Bindrio Waters Acquity
Gestor de Amostra Waters Acquity

PDA Waters Acquity

Espetrémetro de Massa Waters ZQ

Sedere Sedex 55, Sedere Sedex 85, Sedere Sedex 75 ou

Polymer Labs PL-ELS-2100

Software

Waters MassLynx versdao 4.0 SP2 ou versao 4.1
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Para método de 5 minutos

Coluna

A coluna usada é a Waters Atlantis, as dimensdes

da qual sdo 4,6 mm x 50 mm. O tamanho de particula da fase

estacionaria é 3 pum.

Solventes

A: Solvente aquoso = &gua + acido férmico 0,05%

B: Solvente orgadnico = acetonitrilo + acido férmico 0,05%

Método

O método genérico usado tem um tempo de jato de 5

minutos.
Tempo/min % B
0 3
0,1 3
4 97
4,8 97
4,9 3
5,0 3
Caudal

O método acima tem uma caudal de 3 mL/min
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Para método de 2 minutos

Software

Waters MassLynx versao 4.1

Coluna
A coluna usada é a Waters Acquity BEH UPLC C18,
cujas dimensdes sdo 2,1 mm x 50 mm. O tamanho de particula

da fase estacionaria é 1,7 um.

Solventes
A: Solvente aquoso = &gua + &acido férmico 0,05%

B: Solvente organico = acetonitrilo + &cido férmico 0,05%

Lavagem Fraca = Metanol:Agua 1:1

Lavagem Forte = Agua

Método

O método genérico usado tem um tempo de jato de 2

minutos.
Tempo/min % B
0 3
0,1 3
1,5 97
1,9 97
2,0 3

O método acima tem uma caudal de 1 mL/min
O volume de injeccdo para o método genérico é

0,5 nL
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A temperatura da coluna é 40 °
O intervalo de deteccdo em UV é desde 220 a

330 nm

CONDIGOES PARA SISTEMA AUTOPREP DIRIGIDO A MASSA DE ACESSO ABERTO

(MDAP)

Hardware

Os instrumentos de Prep Dirigido a Massa de
Acesso Aberto consistem do seguinte:
1 bomba Waters 600 Gradient
1 injetor/coletor Waters 2767
1 Waters Reagent Manager
1 Espectrédmetro de Massa MicroMass ZQ
1 coletor de residuos - Gilson Aspec
1 detetor de UV Gilson 115 pbés-fracéao

1 Sistema Computador.

Software

MicroMass MassLynx v4.0

Coluna
A coluna usada é tipicamente uma coluna Supelco
LCABZ++ cujas dimensdes sdo 20 mm de didmetro interno por
100 mm de comprimento. O tamanho de particula da fase

estacionaria & 5 um.
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Solventes

A: Solvente aquoso = &agua + acido férmico 0,1%

B: Solvente orgédnico = MeCN:a&gua 95:5 + &cido férmico 0,05%

Solvente de caraterizacdo = MeOH:&gua 80:20 + acetato de
aménio 50 mmol

Solvente de lavagem da agulha = MeOH:&gua:DMSO 80:10:10

Métodos
Umn de cinco métodos pode ser usado dependendo do

tempo de retencdo analitico do composto de interesse.

Todos tém um tempo de jato de 15 minutos, o qual
compreende um gradiente de 10 minutos seguido por um Jjorro
na coluna de 5 minutos e passo de reequilibracéao.

MDP 1,5-2,2 = 0-30% B
MDP 2,0-2,8 = 5-30% B
MDP 2,5-3,0 = 15-55% B
MDAP 2,8-4,0 = 30-80% B

MDP 3,8-5,5 = 50-90% B
Caudal
Todos oS cinco métodos tém uma caudal de

20 mL/min.

Sistema alternativo:

Hardware

Médulo de Gradiente Bindrio Waters 2525
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Bomba de Caraterizacdo Waters 515

Médulo de Controlo de Bomba Waters

Injetor Coletor Waters 2767

Gestor Fluidico de Coluna Waters

Detetor com Arranjo de Fotodiodo Waters 2996
Espectrémetro de Massa Waters ZQ

Coletor de fracdo Gilson 202

Coletor de residuo Gilson Aspec

Software

Waters MassLynx versao 4 SP2

Coluna
As colunas usadas sdo Waters Atlantis, cujas
dimensdes sao 19 mm x 100 mm (pequena escala) e
30 mm x 100 mm (grande escala). O tamanho de particula da

fase estacionédria é 5 mm.

Solventes

A: Solvente aquoso = &agua + acido férmico 0,1%
B: Solvente orgdnico = Acetonitrilo + &cido férmico 0,1%
Solvente de caraterizacdo = metanol:agua 80:20

Solvente de lavagem da agulha = metanol

Métodos
H4 cinco métodos usados dependendo do tempo de

retencdo analitico do composto de interesse. Eles tém um
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tempo de Jjato de 13,5 minutos, o dqual compreende um
gradiente de 10 minutos seguido por um jorro na coluna de
3,5 minutos e passo de reequilibracéao.

Grande/Pequena Escala 1,0-1,5 = 5-30% B

Grande/Pequena Escala 1,5-2,2 = 15-55% B

Grande/Pequena Escala 2,2-2,9 30-85% B
Grande/Pequena Escala 2,9-3,6 = 50-99% B
Grande/Pequena Escala 3,6-5,0 = 80-99% B (em 6 minutos

seguido por 7,5 minutes de jorro e reequilibracéo)

Caudal
Todos os métodos acima tém uma caudal de ou

20 mL/min (Pequena Escala) ou 40 mL/min (Grande Escala).

Gradientes rasos

Grande 1,5 a 2,3 min = 13-29% B
Grande 1,9 a 2,3 min = 25-41% B
Grande 2,3 a 2,6 min = 37-53% B
Grande 2,6 a 3,1 min = 49-65% B

Grande 3,1 a 3,6 min = 61-77% B

CONDIGCOES USADAS PARA NMR

Hardware

Ultraescudo Bruker 400MHz
Autoamostrador Bruker B-ACS60

Consola Bruker Advance 400
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Bruker DPX250
Bruker AVANCE 500

Bruker DRXo600

Software

Interface do utilizador - NMR Kiosk

Software de controlo - XWin NMR versdo 3.0

CROMATOGRAFIA

A menos que indicado de outra maneira, toda a
cromatografia em coluna foi realizada usando colunas de

silica.

Abreviaturas

g - grama
mg - miligrama
mL - mililitro
pL - microlitro
MeCN - acetonitrilo

MeOH

metanol

EtOH etanol

Et,0 - éter dietilico
EtOAc - acetato de etilo
DCM - diclorometano

DIAD - azodicarboxilato de diisopropilo

DME - 1,2-bis(metiloxi)etano
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DMF - N,N-dimetilformamida

DMSO - dimetilsulfédxido

EDAC - hidrocloreto de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcar-
bodiimida

EDC - hidrocloreto de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcar-
bodiimida

EDCI - hidrocloreto de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcar-
bodiimida

HOBT/HOBt - hidroxibenzotriazole

IPA - &4lcool isopropilico

NCS - N-clorossuccinimida

PyBOP - hexafluorofosfato de benzotriazol-l1-il-oxitripirro-
lidinofosfénio

THF - tetra-hidrofurano

dba - dibenzilideno-acetona

RT - temperatura ambiente

°C - graus Celsius

M - molar

H - protao

s - singleto

d - dupleto

t - tripleto

d - quarteto

MHz - mega-hertz

MeOD - metanol deuterado

LCMS - cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massa

LC/MS - cromatografia liquida acoplada a espectrometria de

massa
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MS - espectrometria de massa

ES - electrospray

MH' - i&o molecular + H'

MDAP - (cromatografia 1ligquida autopreparativa dirigida a
massa) («mass directed automated preparative liquid chromato-
graphy»)

sat® - saturado

Secgdo de quimica geral

Os intermedidrios para a preparacdo dos exemplos
podem ndo ter sido necessariamente preparados a partir do

lote especifico descrito.

DESCRIGCAO PARA D1

N-Hidroxi-1H-indole-5-carboximidamida (D1)

HO\F
H N A
N
H
5-Cianoindole (1,00 qg), hidroxilamina-HC1

(978 mg) e NaHCOs; (2,95 g) foram dissolvidos/suspensos em
MeOH (14 mlL), agquecidos até 50 °C e agitados durante a
noite. A anédlise por LCMS mostrou que a reacdo estava
incompleta depois deste tempo, de modo gue uma outra porcéo
de hidroxilamina-HC1 (978 mg) foli adicionada e a tempera-
tura de reacdo subiu até 80 °C. A reacdo ficou completa

apdés 4 horas. A mistura reacional foi arrefecida até a
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temperatura ambiente e evaporada até a secura sob presséao
reduzida. O residuo foi tratado com HC1l agquoso 1 M (50 mL)
e extraido com EtOAc (2 x 50 mL). Isto ndo resultou para
extrair o produto da solucdo agquosa e por isso foi tratado
com NaOH aquoso 2 M para ajustar o pH até aproximadamente 7
e em seguida reextraido com EtOAc (3 x 50 mL). Os extratos
orgénicos combinados foram lavados com Agua salgada
(30 mL), secos sobre MgSQOs, filtrados e evaporados até a
secura para dar o composto mencionado em titulo (1,36 g) na
forma de um éleo castanho. O0H (MeOD, 400 MHz) 6,50 (1H, s),
7,27 (1H, s), 7,36-7,45 (2H, m), 7,88 (1H, s). MS (ES):

CoHgN3O requer 175; encontrado 176 (MH').

DESCRIGAO PARA D2

5-{5-[4-fenil-5-(trifluorometil)-2-tienil]-1,2,4-oxadiazol-

-3-il}-1H-indole (D2)

D1 (174 mg) e 4-fenil-5-(trifluorometil)-2-
tiofenocarboxilato de metilo (286 mg) foram combinados,
tratados com etdéxido de sddio (21% m/m em EtOH, 411 pL) e
aquecida a 120 °C num reator de micro-ondas durante 30
minutos. A anédlise por LCMS mostrou que a reacdo estava
incompleta, por 1isso o aquecimento por micro-ondas foi

continuado durante mais dois periodos de 30 minutos. A
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mistura reacional foi em seguida arrefecida até a
temperatura ambiente, extinta com H,O (2 mL) e evaporada
até a secura sob pressdo reduzida para dar o produto cru
(411 mg) na forma de um sbélido castanho. O residuo cru foi
purificado num cartucho 40+S Biotage, eluindo com uma
mistura 0 a 50% de Et,0 em éter de petrdleo. Isto deu o
composto mencionado em titulo (122 mg) na forma de um
s6lido esbranquicado. &H (CDCls, 400 MHz): 6,68 (1H, s),
7,30 (1H, t), 7,41-7,55 (6H, m), 7,92 (1H, s), 7,99 (1H,
d), 8,36 (l1H, br. s), 8,50 (l1H, s). MS (ES): Cy1Hi1,F3N30S

requer 411; encontrado 410 (M-H').

DESCRIGAO PARA D3

3-(5-{5-[4-Fenil-5-(trifluorometil)-2-tienil]-1,2,4-

—oxadiazol-3-il}-1H-indol-1-il)propanocato de etilo (D3)

D2 (100 mg) foi dissolvido em DMF (1,2 mL),
tratado com K,CO3; (50 mg) em seguida 3-bromopropionato de
etilo (90 mg) e aquecida a 130 °C durante a noite. Apods
este tempo, LCMS mostrou a reacdo revelou-se incompleta por
isso mais 3-bromopropionato de etilo foi adicionado (45 mg)
a agitacdo continuou a 130 °C durante 2 horas. LCMS néo
mostrou alteracdo por 1sso a mistura reacional foi

evaporada e em seguida repartida entre DCM e H,O0. A camada
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organica foil removida e a solucdo aquosa extraida com DCM.
Os extratos orgdnicos combinados foram secos sobre MgSQOy,
filtrados e evaporados para dar o produto cru (148 mg).
Este foli purificado sobre um cartucho de silica (25+S),
eluindo com uma mistura de 0 a 25% de EtOAc em éter de
petrdéleo e em seguida outra vez sobre um cartucho 25+M com
uma mistura de 0 a 30% de EtOAc em éter de petrdleo para
dar o composto mencionado em titulo MF105672-144A3 (38 mg)
na forma de um sélido branco. OH (CDCls, 400 MHz): 1,21
(3, t), 2,85 (2H, t), 4,12 (2H, qgq), 4,50 (2H, t), 6,60
(1, d4), 7,21 (1w, d), 7,42-7,52 (6H, m), 7,91 (1H, s),
8,00 (1H, d), 8,46 (1H, s). MS (ES"): CueHzoF3N5055 requer

511; encontrado 512 (MH+).

DESCRICAO PARA D3 (PROCEDIMENTO ALTERNATIVO)

3-(5-{5-[4-Fenil-5-(trifluorometil)-2-tienil]-1,2,4-

—-oxadiazol-3-il}-1H-indol-1-il)propanocato de etilo (D3)

5-{5-[4-Fenil-5-(trifluorometil)-2-tienil]-1,2,4-
-oxadiazol-3-il1l}-1H-indole (D2) (600 mg), 3-bromopropanoato
de etilo (374 ul), carbonato de césio (950 mg) e DMF foram
aquecidos a 140 °C durante 1 hora num reator de micro-
-ondas. 1 eq adicional de 3-bromopropancato de etilo

(187 uL) foi adicionado e a mistura foi agquecida durante 30
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minutos. A mistura reacional foi em seguida evaporada,
dissolvida em DCM e filtrada para dar o composto mencionado
em titulo (650 mg) na forma de um s6lido castanho.
0H (CDCls, 400 MHz): 1,21 (3H, t), 2,85 (2H, t), 4,13 (2H,
q), 4,50 (2H, t), 6,61 (1H, d), 7,22 (1H, d), 7,44-7,52
(6H, m), 7,8%9-7,92 (1H, m), 7,98-8,02 (1H, m), 8,45-8,46
(1IH, m). MS (ES): Ca6H20F3N303S requer b511; encontrado 512

(MH") .

DESCRIGCAO PARA D4

Acido 3-cloro-4-[(l-metiletil)oxi]benzdico (D4)

/LZDJLOH

Propan-2-ol (2,45 mL) e PPhs (1,18 qg) foram
dissolvidos em THF (30 mL), arrefecidos até 0 °C, tratados
com 3-cloro-4-hidroxibenzoato de metilo (6,00 g) seguido
pela adicdo gota a gota de DIAD (9,44 mL) e agitados a
temperatura ambiente durante a noite. A mistura reacional
foi em seguida evaporada e purificada sobre cartuchos de
silica (4 x 100 g), eluindo com uma mistura 0 a 40% de
EtOAc em pentano para dar o produto cru (7,00 g) na forma
de um O6leo incolor. Este fol dissolvido em MeOH (30 mL) e
NaOH aquoso 2 M (30 mL) e agitado a temperatura ambiente
durante um fim-de-semana. A mistura reacional foi em
seguida evaporada e redissolvida em H,0. Esta solucédo foi

lavada com Et,0, acidificada até pH =1 e extraida com
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Et,0. Estes ultimos extratos foram secos sobre MgSOy,
filtrados e evaporados para darem o composto mencionado em
titulo (4,16 g) na forma de um sélido branco. O8H (MeOD,
400 MHz): 1,37 (eH, d), 4,77 (1H, septeto), 7,12 (1H, d),
7,90 (1H, d), 7,98 (1H, s). MS (ES): CipH1:Cl0; requer 214;

encontrado 215 (MH").

Sintese alternativa:

Acido 3-cloro-4-[(l-metiletil)oxi]benzdico (D4)

Josn

4-Hidroxi-3-clorobenzoato de metilo (13,4 g) foi
dissolvido em DMF (150 mL), tratado com K;COs3 (19,9 qg)
seguido por brometo de isopropilo (13,5 mL) e a mistura
resultante aquecida a 70 °C e agitada durante a noite. A
mistura reacional fol em seguida arrefecida até a
temperatura ambiente, evaporada até a secura, redissolvida
em EtOH, filtrada e evaporada uma vez mais para dar o éster
intermediario (22,2 g) na forma de um sbélido branco. Este
composto era uma mistura de ésteres de etilo e metilo e foi

usado cru na reacdo seguinte.

O intermedidrio cru (22,2 g) foi dissolvido em
MeOH (75 mL), tratado com NaOH aquoso 2 M (75 mL), aquecido
a 60 °C e agitado durante 2 horas. A mistura reacional foi

em seguida arrefecida até a temperatura ambiente, o MeOH
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evaporado e a solucdo aquosa restante acidificada com HCL
aquoso 5 M (30 mL). O precipitado foi separado por
filtracdo e seco para dar o composto mencionado em titulo
(15,1 g) na forma de um sélido branco. OH (CDCls, 400 MHz):
1,42 (eH, d), 4,70 (1H, septeto), 6,97 (1H, d), 7,97 (1H,
d), 8,12 (1H, s). MS (ES): C19H1:C103 requer 214; encontrado

213 (M-H").

DESCRIGAO PARA D5 ME105672-175A2

5-(5-{3-Cloro-4-[(l-metiletil)oxi] fenil}-1, 2, 4-oxadiazol-3-

—il)-1H-indole (D5)

f} O~

Loty

D1 (500 mg), D4 (611 mg) e PyBOP (1,66 g) foram
dissolvidos em DMF e agitados durante a noite. A mistura
reacional foil em seguida evaporada e repartida entre EtOAc
e H,O0. A camada orgénica foi 1lavada com H:O (x 2) em
seguida A4gua salgada, seca sobre MgSOy4, filtrada e
evaporada para dar o produto cru. Este fol purificado sobre
um cartucho de silica, eluindo com uma mistura 0 a 50% de
Et;0 em hexano para dar o composto mencionado em titulo
(120 mg) na forma de um sbélido branco. OH (CDCl;, 400 MHz):
1,43 (eH, d), 4,69 (1lH, septeto), 6,92 (1H, s), 7,04 (1H,
d), 7,25 (1€, s), 7,48 (1H, d), 8,00 (1H, 4), 8,07 (1H, d),
8,25 (1H, s), 8,39 (1H, br. s), 8,50 (1H, s). MS (ES):

C19H1¢C1N30, requer 353; encontrado 354 (MH) .
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DESCRIGAO PARA D5 (PROCEDIMENTO ALTERNATIVO)

5-(5-{3-Cloro-4-[ (1l-metiletil)oxi] fenil}-1,2,4-oxadiazol-3-

—il)-1H-indole (D5)

Uma mistura de b5-cianoindole (5,00 g), NH,OH-HC1
(6,11 g) e NaHCOs (14,77 g) em EtOH (176 mL) foi aquecida a
70 °C sob uma atmosfera de Ar durante a noite e em seguida
a 80 °C durante 2,5 horas. A mistura reacional foi em
seguida filtrada e evaporada para dar um sdélido amarelo-

-laranja (material cru D1).

D4 (7,55 g), HOBT (5,23 g) e EDCI (7,42 g) foram
dissolvidos em DMF (88 mL). Esta mistura foi agitada
durante 10 minutos e em seguida o sélido amarelo-laranja de
cima (6,16 g) dissolvido em DMF (88 mL) foi adicionado. A
mistura reacional foli agquecida a 80 °C durante a noite em
seguida evaporada e repartida entre EtOAc e H;0. As fases
foram separadas e a solucdo aquosa extraida com duas outras
porcdes de EtOAc. as solugdes orgédnicas combinadas foram
secas e evaporadas. Parte do residuo cru foil purificado
sobre um cartucho 40+M Biotage, eluindo com uma mistura
5-30% de EtOAc em hexano. Isto deu o composto mencionado em
titulo (1,45 g) na forma de um sdélido esbranquicado.

dH (CDCl;, 400 MHz): 1,45 (6H, d), 4,72 (lH, septeto),
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6,66-6,69 (1H, m), 7,06 (1H, d), 7,29 (1H, tripleto
aparente ou dd), 7,50 (1H, d), 8,01 (1H, dd), 8,08 (1H,
dd), 8,27 (1H, d), 8,49-8,52 (1H, m). MS (ES): CioH16CI1N30,
requer 353; encontrado 354 (MH"). O residuo cru restante
foi triturado com MeOH frio para dar o composto mencionado
em titulo (3,54 g) na forma de um sdélido esbrangquicado.

Dados de MS como acima.

DESCRIGAO PARA D6

3-[5-(5-{3-Cloro-4-[(l-metiletil)oxi] fenil}-1,2,4-

—-oxadiazol-3-il)-1H-indol-1-il]propanocato de etilo (D6)

o Q=N

/LOUA\'N \:}_Qf“

D5 (100 mg) foi dissolvido em DMF (1,5 mL). A
esta solucdo foi adicionado K;CO; (58 mg) seguido por
3-bromopropiocnato de etilo (72 plL) e a mistura agitada e
aquecida a 100 °C. Apds 1 hora apenas 5% da conversédo foi
observada por LCMS, por isso mais porcdes de KpCO3 (97 mg)
e 3-bromopropionato de etilo (72 uplL) foram adicionados.
Depois de 3 horas, a mistura reacional foil evaporada e em
seqguida repartida entre DCM e HO0. A camada aquosa foi
extraida com DCM e em seguida as solucdes de DCM combinadas
foram lavadas com Agua salgada, secas sobre MgSQy,
filtradas e evaporadas para dar o produto cru. Este foi
purificado sobre um cartucho de silica, eluindo com uma

mistura 0 a 50% de Et;0 em éter de petrdleo. Isto deu o
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composto mencionado em titulo (40 mg) na forma de um sélido
branco. OH (CDCls, 400 MHz): 1,21 (3H, t), 1,45 (eH, d),
2,85 (2H, t), 4,13 (2H, «¢g), 4,51 (2H, *t), 4,71 (1H,
septeto), 6,60 (1H, d), 7,07 (1H, d), 7,21 (1H, d), 7,45
(ly, d), 8,02 (1, d), 8,08 (1H, d), 8,27 (1H, s), 8,47

(1H, s). MS (ES): Cy4H»4CIN304 requer 453; encontrado 454

DESCRIGCAO PARA D7

3-Cloro-5-(5-{3-cloro-4-[ (1l-metiletil)oxi] fenil}-1,2,4-

—-oxadiazol-3-il)-1H-indole (D7)

ct
{ O

S n'ape

D5 (300 mg) e NCS (113 mg) foram dissolvidos em
DCM (4,2 mL) e agitados durante a noite a temperatura
ambiente. A mistura reacional foi em seguida diluida com
DCM e lavada com H;O. A solucdo aquosa foi extraida com
duas outras porcbes de DCM e as solucdes orgénicas
combinadas foram evaporadas até a secura. O produto cru foi
triturado com metanol para dar o composto mencionado em
titulo (42 mg) na forma de um sélido castanho. O metanol
foi em seguida evaporado e o s6lido castanho resultante
triturado com DCM para dar um segundo lote do composto
mencionado em titulo (205 mg) na forma de um sdbdlido

castanho. OH (d¢-DMSO, 400 MHz): 1,37 (eH, d), 4,89 (1H,
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septeto), 7,45 (1H, d), 7,62 (1H, d), 7,70 (1H, s), 7,93
(1, d4), 8,15 (1, d4), 8,24 (1H, s), 8,25 (1H, s), 11,77
(1H, s). MS (ES): Clﬁh5%ClN302 requer 387; encontrado 388

(MH") .

DESCRIGAO PARA D8

3-Cloro-5-{5-[4-fenil-5-(trifluorometil)-2-tienil]-1, 2, 4-

—oxadiazol-3-il}-1H-indole (D8)

o]
R
¥
H

D2 (200 mg) e NCS (65 mg) foram dissolvidos em
DCM (5 mL) e agitados durante a noite a temperatura
ambiente. A mistura reacional foli em seguida repartida
entre DCM e H,O0. A solucdo de DCM foi evaporada até a
secura e purificada num cartucho de silica Biotage, eluindo
com uma mistura 25-75% de éter dietilico em hexano. Isto
deu o composto mencionado em titulo (36 mg) na forma de um
s6lido castanho. Um segundo lote do composto mencionado em
titulo foi também obtido a partir desta purificacdo (86 mqg)
na forma de um sé6lido castanho. O0H (CDCls, 400 MHz): 7,28
(1, m), 7,45-7,54 (6H, m), 7,93 (1H, s), 8,05 (1H, d),
8,28 (1H, br s), 8,49 (1H, s). MS (ES): Cy1H1:C1F3N30S requer

445; encontrado 444 (M-H").
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DESCRIGAO 9

N-Hidroxi-lH-indole-4-carboximidamida (D9)

HO~ ol

ey

4-Cianoindole (850 mg) foi dissolvido em EtOH

M

bad

(25 mL). A esta solucdo foi adicionado NaHCOs (2,51 g) e
NH,OH-HC1 (831 mg). A mistura foi aquecida a 70 °C e
agitada durante a noite. A reacdo estava incompleta e por
isso foli agquecida a 80 °C durante mais 4 horas. A mistura
reacional foi filtrada e evaporada para dar o composto
mencionado em titulo (980 mg) na forma de um semissdlido

amarelo. Nenhuma purificacédo tentada.

DESCRIGAO PARA D9 (PROCEDIMENTO ALTERNATIVO)

N-Hidroxi-lH-indole-4-carboximidamida (D9)

Uma mistura de 4-cianoindole (5,0 g, 35,2 mmol),

hidrogenocarbonato de sbdio (8,9 g, 105, 6 mmol) e
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hidrocloreto de hidroxilamina (4,9 g, 70,4 mmol) em etanol
(200 mL) foi aquecida a 55 °C durante a noite.
Hidrogenocarbonato de sdédio (5,9 g, 70 mmol) e hidrocloreto
de hidroxilamina (4,9 g, 70,4 mmol) foram adicionados. A
mistura foi aquecida durante 4 dias até apenas uma pequena
quantidade de material de partida estar presente. Os
materiais inorgénicos foram separados por filtracéo,
lavando bem o sélido com etanol e separando por evaporacéo
o solvente. O residuo foil triturado com éter dietilico para
dar 5,8 g de sb6lido esbranquicado. 8H (400 MHz, metanol-d,)
6,76-¢6,78 (1H, m), 7,12 (1H, t), 7,24 (1H, dd), 7,29-7,33

(1H, m) 7,46 (1H, dd).

DESCRIGAO PARA D10

4-{5-[4-Fenil-5-(trifluorometil)-2-tienil]-1, 2, 4-oxadiazol-

-3-il}-1H-indole (D10)

Acido 4-fenil-5- (trifluorometil)-2-tiofenocar-
boxilico (310 mg), HOBT (170 mg) e EDCI-HCl1 (242 mg) foram
dissolvidos em DMF (3 mL) e agitados a temperatura ambiente
durante 20 min. D9 (200 mg) foi dissolvido em DMF (3 mL) e
adicionado a solucdo acima e a agitacdo continuou a

temperatura ambiente durante duas horas. A mistura
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reacional fol em seguida aquecida a 90 °C, arrefecida até a
temperatura ambiente, repousou durante a noite, foi
reaquecida a 80 °C e agitada durante 3 horas, arrefecida
até a temperatura ambiente e evaporada até a secura. O
residuo foi redissolvido em H,0O e extraido com EtOAc (x 3)
e os extratos orgdnicos combinados evaporados até a secura.
O residuo foi purificado por cromatografia flash sobre
silica, eluindo com uma mistura 25-75% de éter dietilico em
hexano para dar o composto mencionado em titulo (265 mg) na
forma de um sélido castanho. Uma amostra deste composto
(100 mg) foi purificada por MDAP para dar o composto
mencionado em titulo (62 mg) na forma de um sdélido
esbranquicado. OH (CDCls, 400 MHz) : 7,33-7,36 (2H, m),
7,41-7,42 (1H, m), 7,46-7,52 (5H, m), 7,61 (1H, d), 7,94
(1H, s), 8,06 (1H, d), 8,46 (1H, br s). MS (ES): Cy1Hj2F3N30S

requer 411; encontrado 412 (MH').

DESCRIGAO PARA D11

3-Bromo-2, 2-dimetilpropanocato de etilo (D1l1l)

Acido 3-bromo-2,2-dimetilpropandico (200 mg) foi
dissolvido em EtOH (5 mL) e tratado com H»S04 concentrado
(0,4 mL). Esta mistura foi aquecida em refluxo durante a
noite e em seguida evaporada. O residuo foli extraido a

partir de H,O com EtOAc (x 2) e as solucdes organicas
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combinadas foram secas e evaporadas para darem o composto
mencionado em titulo (316 mg) na forma de um 6leo limpido.
dH (CDCls, 400 MHz) 1,20 (3H, t), 1,32 (6H, s), 3,51 (2H,

s), 4,18 (2H, q).

DESCRIGAO PARA D12

3-Etil-4-(l-piperidinil)benzonitrilo (D12)

O

4-Amino-3-etilbenzonitrilo (3,0 g, 20,5 mmol),
1, 5-dibromopentano (11,1 mL, 82,1 mmol), carbonato de
potéassio (5,67 g, 41,0 mmol) e &gua (39,6 mL) foram todos
divididos igualmente entre dez frascos de micro-ondas e
cada um aquecido a 160 °C durante 1 h. Todas as misturas
reacionais foram combinadas e extraidas duas vezes com
acetato de etilo (40 mL) e as fracdes orgdnicas combinadas
secas (separador de fase) e concentradas em VAcCuo.
Diclorometano foi adicionado e em seguida a mistura
filtrada antes o filtrado foi purificado por cromatografia
sobre silica, eluindo acetato de etilo 2-5% em hexano para

dar o composto mencionado em titulo na forma de um &leo

incolor (823 mg, 3,85 mmol). A andlise indicou dque o
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composto continha uma pegquena impureza de dibromopentano.
0H (metanol-d,, 400 MHz) 7,52 (1H, dd), 7,47 (1H, dd), 7,13
(1, d4), 2,89 (4H, dd), 2,71 (2H, g), 1,76-1,71 (4H, m),
1,64-1,56 (2H, m), 1,25 (3H, t). MS (ES): Ci4HigN, requer

214; encontrado 215 (MH").

DESCRIGAO PARA D13

Acido 3-etil-4-(l-piperidinil)benzdico (D13)

COH

3-Etil-4- (1l-piperidinil)benzonitrilo (D12) (817
mg, 3,82 mmol) e hidrdéxido de potéssio (2,14 g, 38,2 mmol)
em etanol (35 mL) e &gua (8 mL) foram aquecidos a 90 °C
(temperatura de Dbloco) durante 9 h. Mais hidrdéxido de
potéassio (2,14 g, 38,2 mmol) e &gua (8 mL) foram adicio-
nados e a reacdo aquecida durante mais 18 h. A reacdo foi
deixada arrefecer e foi neutralizada com HC1 aquoso. Um
s6lido branco foi recolhido por filtracdo e foi feita uma
tentativa para purificar o filtrado por cartucho SCX, mas
isto falhou. Ndo s6 o sb6lido mas também o produto da SCX
foram combinados, metanol foi adicionado e em seguida a

mistura foli acidificada com &cido acético. A mistura foi
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filtrada para se obter o filtrado, o qual foi em seguida
aprisionado no cartucho SCX, lavado com metanol e eluido
com aménia 2 M em metanol. A escala de teste, isto deu o
composto mencionado em titulo na forma de um sbélido branco
(96 mg, 0,41 mmol) e no restante material deu um 6&leo
incolor (563 mg, 2,41 mmol). O8H (metanol-ds, 400 MHz): 7,85
(1, d4), 7,74 (14, 4dd), 7,03 (1H, d), 2,85 (4H, dd), 2,73
(2H, qgq), 1,72 (4H, m), 1,61 (2H, m), 1,25 (3H, t) ppm.

MS (ES): Ci14H:1sNO, requer 233; encontrado 234 (MH').

DESCRIGAO PARA D14

5-Cloro-6—-(l-pirrolidinil)-3-piridinocarboxilato de etilo

(D14)

Ci
8

i:K
O\SN

Uma mistura de éster de etilo do &acido 5,6-diclo-
ronicotinico (1,00 g, 4,57 mmol), pirrolidina (325 mg,
4,57 mmol), carbonato de potéassio (632 mg, 4,57 mmol) e pd
de cobre (34 mg) em DMF (6,8 mL) foi aquecida a 130 °C no
micro-ondas durante 20 min. Mais pirrolidina (163 mg,
2,29 mmol) foil adicionada e a reacdo aquecida a 130 °C
durante 20 min. Agua (7 mL) foi adicionada e a mistura
extraida com acetato de etilo (2 x 14 mL). Os extratos

orgadnicos combinados foram lavados com agua (7 mL) e agua
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salgada (7 mL) antes de serem secos (separador de fase) e
concentrados em vacuo para dar o composto mencionado em
titulo na forma de um &éleo laranja (1,06 g, 4,17 mmol).
0H (metanol-d4, 400 MHz): 8,45 (1H, d), 7,98 (1H, d), 4,31
(2H, q), 3,82-3,75 (4H, m), 2,0-1,93 (4H, m), 1,36 (3H, t)
ppm. MS (ES): Ci12H15CIN,O, requer 254, 256; encontrado 255,

257 (MH") .

DESCRIGAO PARA D15

Acido 5-cloro-6-(l-pirrolidinil)-3-piridinocarboxilico

(D15)

OH

5-Cloro-6-(l-pirrolidinil)-3-piridinocarboxilato
de etilo (D14) (1,06 g, 4,16 mmol) em etanol (20 mL) e
hidréxido de sbédio aquoso (2 M, 2,08 mL, 4,16 mmol) foram
aquecidos a 40 °C durante 18 h. A mistura reacional foi
deixada arrefecer e foi neutralizada com HC1 2 M (aq). O
composto mencionado em titulo formou-se na forma de um
s6lido branco e foi separado por filtracdo e lavado com
metanol para dar o composto mencionado em titulo (243 mg,
1,08 mmol) SJ108923-113A3. O filtrado foi aprisionado numa
coluna de SCX, eluindo com ambdénia 2 M em metanol para dar

mals composto mencionado em titulo na forma de um sélido
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laranja (467 mg, 2,07 mmol). O8H (metanol-d4, 400 MHz): 8,55
(lH, d4d), 8,03 (1H, d), 3,76-3,70 (4H, m), 1,96-1,90 (4H,

m). MS (ES): CioH11CIN0, requer 226, 228; encontrado 227,

229 (MH).
DESCRIGAO PARA D16
3-Etil-4-iodobenzonitrilo (D16)
A 4-amino-3-etilbenzonitrilo (2,50 g, 17,1 mmol)
agitado em &gua (14 mL) a O °C foi adicionado é&cido

cloridrico concentrado (7,80 mL, 257 mmol) gota a gota
seguido por uma solucdo de nitrito de sdbédio (1,24 g,
18,0 mmol) em A&gua (3,43 mL) gota a gota. A mistura
resultante foil agitada durante 15 minutos e em seguida
adicionada ao longo de 15 minutos a uma solucdo de iodeto
de potéssio (2,98 g, 18,0 mmol) em agua (6,0 mL) a 0 °C. A
mistura foli agitada a temperatura ambiente durante 2 h. A
mistura foi extraida com acetato de etilo (3 x 100 mL) e as
fracdes orgdnicas combinadas lavadas com &gua salgada
(100 mL), secas (separador de fase) e concentradas em vVAacuo
para dar o composto mencionado em titulo na forma de um
sbélido castanho (4,21 g, 16,4 mmol). OH (metanol-d,,

400 MHz): 8,02 (1H, 4), 7,61 (1H, d4d), 7,24 (1H, dd), 2,80



PE2091949 - 56 -

(2H, q), 1,21 (3H, t). MS (ES): Nenhum 140 méssico

observado.

DESCRIGAO PARA D17

4-(1l-Ciclo-hexen-1-il)-3-etilbenzonitrilo (D17)

CN

Uma mistura de 3-etil-4-iodobenzonitrilo (D16)
(1,23 g, 4,80 mmol), acido l-ciclo-hexen-1-ilbordnico
(907 mg, 7,20 mmol), metdxido de sbdbdio (778 mg, 14,4 mmol)
e cloreto de Dbis(trifenilfosfina)paladio (II) (337 mg,
0,48 mmol) em metanol anidro (12 mL) foi aquecida a 80 °C
durante 10 minutos no micro-ondas. A mistura reacional foi
repartida entre acetato de etilo (40 mL) e &gua (40 mL)
antes da camada orgénica ser ainda lavada com agua (40 mL),
seca (separador de fase) e concentrada em vacuo. O material
cru foi purificado por cromatografia sobre silica, eluindo
com EtOAc 0-5% em hexano ao longo de 30 minutos para dar o
composto mencionado em titulo na forma de um 6leo (824 mg,
3,91 mmol). OH (metanol-d4, 400 MHz) 7,56 (1H, d), 7,46

(14, dd4), 7,19 (1H, d), b5,61l-5,56 (1H, m), 2,68 (2H,
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quart), 2,23-2,16 (4H, m), 1,85-1,68 (4H, m), 1,20 (3H, t).

MS (ES): Nenhum ido méssico observado.

DESCRIGCAO PARA D18

Acido 4-(l-ciclo-hexen-1-il)-3-etilbenzdico (D18)

4-(1-Ciclo-hexen-1-il)-3-etilbenzonitrilo (D17)
(824 mg, 3,91 mmol) e hidréxido de ©potéssio (2,19 g,
39,1 mmol) em etanol (36 mL) e &gua (8 mL) foram aguecidos
a 90 °C (temperatura de Dbloco) durante 20 h. A mistura
reacional fol concentrada em vacuo e o residuo repartido
entre acetato de etilo (120 mL) e &cido cloridrico aquoso
(2 M, 50 mL) antes da fase orgénica foi lavada com mais
dcido cloridrico (2 M, 50 mL), seca (separador de fase) e
concentrada em vAcuo para dar o composto mencionado em
titulo na forma de um 6leo (808 mg, 3,51 mmol).
0H (metanol-d4), 400 MHz) 7,87 (1H, d4), 7,76 (1H, d4d), 7,11
(1H, d) 5,59-5,54 (1H, m), 2,68 (2H, q), 2,25-2,15 (4H, m),
1,84-1,67 (4H, m), 1,20 (3H, t). LCMS (ES): CisH.30, requer

230; encontrado 229 (M-H').
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DESCRIGAO PARA D19

Acido 4-ciclo-hexil-3-etilbenzdico (D19)

OH

Acido 4-(l-ciclo-hexen-1-il)-3-etilbenzdéico (D18)
(803 mg, 3,49 mmol) foi dissolvido em metanol (70 mL) e
hidrogenado num H-Cube usando um cartucho de palddio sobre
carbono. A solucdo produto foi concentrada em vacuo para
dar o composto mencionado em titulo na forma de um sé6lido
branco (792 mg, 3,41 mmol). O8H (metanol-d,, 400 MHz): 7,82-
7,68 (2H, m), 7,33 (1H, d), 2,83 (1H, m), 2,73 (2H, qg),
1,87 (2H, m), 1,85-1,70 (3H, m), 1,58-1,30 (5H, m), 1,22

(3H, t). LCMS (ES): nenhum ido méassico observado.

DESCRIGAO PARA D20

3-Bromo-4-[ (1-metiletil)oxi]benzoato de metiletilo (D20)

Q 0\{/
Br

\(0
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Uma mistura de &cido 3-bromo-4-hidroxibenzdico
(2,00 g, 9,22 mmol), 2-iodopropano (1,85 mL, 18,4 mmol) e
carbonato de potéassio (2,55 g, 18,4 mmol) em DMF (175 mL)
foi aquecida em refluxo durante 5 h. A reacdo fol deixada
arrefecer e foi filtrada. O filtrado foi concentrado em
vdcuo e o residuo repartido entre acetato de etilo (150 mL)
e 4agua (150 mL), gque foi basificada com NaOH 2M. A fase
organica fol seca (separador de fase) e concentrada em
vacuo para dar o composto mencionado em titulo na forma de
um 6leo (2,36 g, 7,84 mmol). O8H (metanol-ds, 400 MHz): 8,05
(g, d4), 7,90 (1H, dd), 7,25 (1H, d), 5,10 (1H, septeto),
4,81 (1H, septeto), 1,32 (6H, d), 1,31 (6H, d) ppmn.

MS (ES): nenhum ido méssico observado.

DESCRIGAO PARA D21

Acido 3-bromo-4-[ (l-metiletil)oxi]lbenzédico (D21)

Br
\\T,O

Uma solucéao de 3-bromo-4-[ (1l-metiletil)oxi]-
benzoato de 1l-metiletilo (D20) (2,36 g, 7,84 mmol) em

etanol (100 mL) e hidréxido de sdébdio aquoso (2 M, 39 mL)
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foi agquecida em refluxo durante 5 h. A mistura reacional
foi concentrada em vacuo e repartida entre acetato de etilo
(125 mL) e &gua (125 mL), a ultima acidificada com HCl 2 M
(40 mL). A camada aquosa foili extraida com mais acetato de
etilo (70 mL) e os extratos orgadnicos combinados secos
(separador de fase) e concentrados em vacuo para darem o
composto mencionado em titulo na forma de um sbélido
esbranquicado (1,83 g, 7,06 mmol) . O0H (metanol-d,,
400 MHz): 8,05 (1H, d), 7,89 (1H, dd), 7,23 (1H, d), 4,79
(1H, septeto), 1,32 (6H, d). MS (ES): CioH11BrO; requer 258,

260; encontrado 257, 259 (M-H').

DESCRIGAO PARA D22

4-Bromo—-3-clorobenzoato de etilo (D22)

A uma suspensdo de acido 4-bromo-3-clorobenzdico
(5,00 g, 21,2 mmol) em etanol (50 mL) foi adicionado &cido
sulfurico (5 mL) e a mistura resultante aquecida em refluxo
durante 60 h. A reacdo foli repartida entre acetato de etilo
(50 mL) e &agua (50 mL). A camada aquosa fol extraida com
mais acetato de etilo e as fracdes orgdnicas combinadas

secas (separador de fase) e concentradas em vacuo para dar
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o composto mencionado em titulo na forma de um déleo/sdlido
castanho (5,09 g, 19,3 mmol). OH (de-DMSO, 400 MHz): 8,06
(lH, d4), 7,96 (1H, d4), 7,80 (1H, dd), 4,33 (2H, qg), 1,33

(3H, t). MS (ES): nenhum ido0 méssico observado.

DESCRIGAO PARA D23

3-Cloro-4-(2-metilpropil)benzoato de etilo (D23)

O N

Uma solucdo de brometo de isobutilzinco em THF
(0,5 M, 30 mL, 15,0 mmol) foi adicionada sob &rgon a
4-bromo-3-clorobenzoato de etilo (D22) (2,00 g, 7,60 mmol)
e em seguida complexo dicloreto de 1,1'-bis(difenilfosfi-
no) ferroceno-paléddio (II)/diclorometano (930 mg, 1,14 mmol)
foi adicionado. A reacdo fol aquecida em refluxo durante
4,5 h. A mistura fol concentrada em vacuo e o residuo
repartido entre acetato de etilo (125 mL) e agua (125 mL).
Formou-se um sdélido, o qual foi separado por filtracdo e
desprezado. A camada organica foi lavada com &agua (100 mL),
seca (separador de fase) e concentrada em vacuo. O produto
cru fol purificado por cromatografia sobre silica, eluindo

com EtOAc 0-5% em hexano ao longo de 30 minutos para dar o
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composto mencionado em titulo na forma de um 6leo incolor
(1,76 g, 7,33 mmol). OH (dg-DMSO, 400 MHz): 7,91 (1H,d),
7,80 (1H, dd), 7,46 (1H, d), 4,30 (2H, qg), 2,66 (2H, d4d),
1,88-2,01 (1H, m), 1,32 (3H, t), 0,89 (6H, d). MS (ES):

nenhum 140 méssico observado.

DESCRIGAO PARA D24

Acido 3-cloro-4-(2-metilpropil)benzdico (D24)

Cl

Uma solucdo de 3-cloro-4-(2-metilpropil)benzoato
de etilo (D23) (1,76 g, 7,33 mmol), e hidréxido de sdédio
aquoso (2 M, 3,70 mL, 7,4 mmol) em etanol (30 mL) foi
aquecida a 40 °C durante 3 h. A mistura reacional foi
concentrada em vacuo e o residuo repartido entre acetato de
etilo (100 mL) e &gua (100 mL), a ultima acidificada com
HCl1 2 M (4 mL). A camada aquosa foli extraida com acetato de
etilo (100 mL) e os extratos orgénicos combinados secos
(separador de fase) e concentrados em vacuo para dar o
composto mencionado em titulo na forma de um sb6élido branco

(1,35 g, 6,36 mmol). OH (de-DMSO, 400 MHz): 13,20 (1H, br
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s), 7,89 (1H, d), 7,82 (1H, dd), 7,44 (1H, d), 2,64 (2H,
d), 1,94 (1H, m), 0,89 (6H, d). MS (ES): C.:H13>°Cl0, requer

212; encontrado 211 (M—HW.

DESCRIGAO PARA D25

3-Ciano-4-{[(trifluorometil)sulfonil]oxi}benzoato de metilo

(D25)
Os O~
Sy
v ,-O
AN
FC O

A uma solucdo de 3-ciano-4-hidroxibenzoato de
metilo (3 g, 16,93 mmol) e trietilamina (3,54 mL, 25,4
mmol) em diclorometano seco (60 mL) a 0 °C sob um fluxo de
argon foi adicionado anidrido trifluorometanossulfdnico
(3,15 mL, 18,63 mmol) lentamente gota a gota. A reacdo foi
deixada aquecer até a temperatura ambiente e agitada
durante 1 h. A mistura reacional foi lavada com carbonato
de potéssio aquoso 10% (2 x 50 mL) e em seguida HC1l aquoso
(2 M, 2 x 50 mL) antes da fase orgénica ser seca (separador
de fase) e o solvente removido em vacuo para dar o composto
mencionado em titulo na forma de um 6leo castanho escuro,
(5,165 g, 16,70 mmol). OH (CDCls, 400 MHz): 8,44 (1H, d),
8,38 (1H, dd), 7,60 (1H, d), 3,99 (3H, s). MS (ES): nenhum

180 méssico observado.
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DESCRIGAO PARA D26

2-Ciano-4-bifenilcarboxilato de metilo (D26)

A reacdo seguinte foi dividida em dois lotes com
metade das quantidades: 3-ciano-4-{[(trifluorometil)sulfo-
nil]oxilbenzoato de metilo (D25) (1,5 g, 4,85 mmol), acido
fenilborbénico (1,183 g, 9,70 mmol), carbonato de potéssio
(2,011 g, 14,55 mmol) e tetraquistrifenilfosfinapalddio (0)
(0,561 g, 0,485 mmol) foram recebidos em DMF (24 mL) e a
mistura aquecida no micro-ondas durante 30 min a 150 °C. As
duas reacdes foram combinados e diluidas com acetato de
etilo (50 mL) e a mistura filtrada através de Kieselguhr
para remover residuos de paladio. 0 filtrado foi
concentrado em vacuo para reduzir a quantidade de DMF e em
seguida o residuo foi repartido entre bicarbonato de sdédio
aquoso saturado (50 mL) e acetato de etilo (50 mL). A fase
orgénica foili lavada com mais bicarbonato de sédio (50 mL) e
em seguida &agua (50 mL) antes de ter sido seca (MgSO4),
filtrada e o solvente removido em vacuo. O sdélido castanho

foli purificado por cromatografia sobre silica, eluindo com
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EtOAc 0-25% em iso-hexano ao longo de 35 minutos para dar o
composto mencionado em titulo na forma de um sbélido branco
(935 mg, 3,94 mmol). OH (d¢-DMSO, 400 MHz): 8,42 (1H, d),
8,29 (1, dd4), 7,81 (1H, d), 7,65 (2H, m), 7,60-7,50 (3H,

m), 3,92 (3H, s). MS (ES): nenhum ido méassico observado.

DESCRIGAO PARA D27

Acido 2-ciano-4-bifenilcarboxilico (D27)

A 2-ciano-4-bifenilcarboxilato de metilo (D26)
(935 mg, 3,94 mmol) foi adicionado etanol (18 mL) mas a
dissolucdo ndo ocorreu e por isso fol adicionado dicloro-
metano (10 mL). Hidréxido de sédio (2 mL, 4,00 mmol) foli em
seqguida adicionado e a reacdo agitada durante 2 h. A
mistura fol adicionado diclorometano (20 mL) e HCl1 2 M
aquoso (10 mL). As camadas foram separadas e a adgquosa
extraida com mais diclorometano (20 mL). A fase orgéanica
combinada foi seca (separador de fase) e o solvente
removido em vacuo para dar um sdélido branco, o qual foi

dissolvido em metanol (30 mL) e foil adicionado hidréxido de
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sbédio aquoso (2 M, 3 mL) . A  reacédo foi agitada a
temperatura ambiente durante 1 h antes da adicdo de 4&gua
(20 mL) . A reacédo foi agitada durante mais 1 h.
Diclorometano (60 mL) foil adicionado e a mistura agitada e
as camadas separadas. A fase aquosa fol extraida com mais
diclorometano (50 mL) antes da fase orgadnica combinada ter
sido seca (separador de fase) e o solvente removido em
vacuo para dar o composto mencionado em titulo na forma de
um s6élido branco (849 mg, 3,80 mmol). OH (dg-DMSO,
400 MHz): 13,60 (1H, br s), 8,38 (1H, d), 8,28 (1H, dd),
7,78 (1H, d), 7,63 (2H, m), 7,60-7,50 (3H, m). MS (ES):

C14HoNO, requer 223; encontrado 222 (M-H').

DESCRIGAO PARA D28

4-Cloro-3-(trifluorometil)benzoato de etilo (D28)

O (3xvx“
CF,
Gl
Acido 4-cloro-3-(trifluorometil)benzdico (1 g,
4,45 mmol) foi dissolvido em etanol (3 mL) e acido

sulfurico concentrado (0,15 mL) foi adicionado. A mistura
foi aquecida no micro-ondas a 100 °C durante 5 minutos e em
seguida a 120 °C durante 15 minutos. O solvente foi

removido em vacuo e o residuo repartido entre bicarbonato
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de sbébdio ag® saturado (50 mL) e acetato de etilo (50 mL). A
camada aquosa foi extraida com mais EtOAc (50 mL) e as
fases orgénicas foram combinadas, secas com a separador de
fase e concentradas em vacuo para dar o composto mencionado
em titulo (1,026 g) (DN108121-148A3) na forma de um O&leo
incolor. OH (metanol-d4, 400 MHz) 1,40 (3H, t), 4,41 (2H,
q), 7,76 (1H, d), 8,21 (1H, dd), 8,33 (1H, d). MS (ES)

nenhum ido massico observado.

DESCRIGAO PARA D29

Acido 2-(trifluorometil)-4-bifenilcarboxilico (D29)

O OH

CF,

A reacdo foi dividida em 4, usando um quarto dos
reagentes em cada uma: a uma mistura de 4-bromo-3-(trifluo-
rometil)benzonitrilo (4 g, 16,00 mmol), &acido fenilbordnico

(3,90 g, 32,0 mmol) e carbonato de potéssio (6,63 g,

48,0 mmol) em N,N-dimetilformamida (DMF) (64 mL) foi
adicionado  tetraquistrifenilfosfinapaladio (0) (1,849 g,
1,600 mmol). Cada reacdo foli aquecida no micro-ondas a

150 °C durante 30 min. As misturas reacionais combinadas
foram filtradas através de Celite, lavadas com acetato de

etilo e o solvente removido em vacuo. O residuo foi
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repartido entre acetato de etilo (100 mL) e agua (100 mL) e
a fase orgénica lavada com solucdo de bicarbonato de soédio
(100 mL). A fase organica foi seca (MgS0,), filtrada e o
solvente removido em vacuo. O 6leo castanho foi triturado
com diclorometano e filtrado para dar um sbélido amarelo
palido, 2-(trifluorometil)-4-bifenilcarboxamida (2,47 g), ©
qual foil usado sem outra purificacédo. A 2-(trifluorometil)-
4-difenilcarboxamida (2 g, 7,54 mmol) em etanol (80 mL) foi
adicionado hidréxido de potéassio (4,23 g, 75 mmol) e agua e
a mistura aquecida a 90 °C durante 18 h. A mistura
reacional foil concentrada em vacuo e o residuo repartido
entre diclorometano (100 mL) e HC1I 2 M (100 mL). A fase
organica foli isolada e seca (separador de fase) e o
solvente removido em vacuo para dar o produto cru. A
purificacdo usando o Biotage Horizon, cartucho de inverséao
de fases, eluindo com MeCN 5-100% em &gua para dar um
s6lido esbrangquicado o composto mencionado em titulo
(960 mqg) (N2123-46-AD) . MS (ES): C14HgF30, requer 266;

encontrado 265 (M-H').

DESCRIGAO PARA D29 (PROCEDIMENTO ALTERNATIVO)

Acido 2-(trifluorometil)-4-bifenilcarboxilico (D29)

Oa-OH

CF,
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Lote A: Uma mistura de D98 (1,0 g, 3,96 mmol),
adcido fenilborédénico (724 mg, 5,94 mmol), acetato de paléadio
(44 mg), (diciclo-hexilfosfino)bifenilo (140, 2 mqg) e
fluoreto de potéssio (689 mg, 11,9 mmol) em THF (8 mL) foi
aquecida no micro-ondas a 120 °C durante um total de 40

minutos.

Lote B: Uma mistura de D28 (500 mg, 1,98 mmol),
dcido fenilborédénico (290 mg, 2,38 mmol), acetato de paléadio
(2,2 mg), (diciclo-hexilfosfino)bifenilo (7 mg) e fluoreto
de potéssio (344 mg, 5,8 mmol) em THF (4 mL) foi aquecida
no micro-ondas a 120 °C durante 20 minutos. As misturas
reacionais dos lotes A e B foram combinadas, filtradas e o
filtrado concentrado em vacuo. O residuo foi purificado por
cromatografia flash (0 a 5% de EtOAc em hexano para dar a
mistura de material de partida e produto acoplado. Este
material foi dissolvido em etanol (10 mL) e NaOH 2 M (aq)
(5 mL) e em seguida aquecido em refluxo durante 3 h. O
solvente foi removido em vacuo e o residuo repartido entre
DCM e HC1l ag 2 M. A fase aquosa foil extraida com mais DCM.
As fases orgénicas foram combinadas e concentradas em
vacuo. O material cru foi purificado por cromatografia de
inversdo de fases no Horizon eluindo com 5 a 100% de MeCN
em Agua para produzir o composto mencionado em titulo na
forma de um sélido branco (367 mg). OH (de—DMSO, 400 MHz)
7,31-7,40 (2H, wm), 7,44-7,52 (3H, wm), 7,57 (1H, d), 8,24
(1, dd), 8,29 (1H, d), 13,57 (1H, br s). MS (ES): Ci4HeF30;

requer 266; encontrado 265 (M-H').
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DESCRIGAO PARA D30

Acido 2'-fluoro-2-(trifluorometil)-4-bifenilcarboxilico

(D30)

Este material foil preparado usando um método
semelhante ao descrito para D29 usando é&cido (2-fluoro-
fenil)bordédnico e D98 exceto que apenas uma Unica reacdo de
acoplamento fol realizada, semelhante ao lote A e a reacéo
de acoplamento foil aquecida durante 20 minutos. MS (ES):

C14HgF,02 requer 284; encontrado 283 (M—H+).

DESCRIGAO PARA D31

3-Ciano-4-(2-metilpropil)benzoato de metilo (D31)

2y,

A 3-ciano-4-{[(trifluorometil)sulfonil]oxi}benzo-
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ato de metilo (D25) (1,5 g, 4,85 mmol) foi adicionado
bromo (2-metilpropil)zinco (48,5 mL, 24,25 mmol) em tetra-
hidrofurano (50 mL) sob &argon. A solucdo foi em seguida
adicionado complexo 1,1'-bis(difenilfosfino)ferrocenodiclo-
ro-paladio (II)/diclorometano (0,355 g, 0,485 mmol) e a
reacdo aquecida em refluxo durante 6 h. A mistura foi
extinta com é4dgua (2 mL) e em seqguida filtrada através de
Celite, lavando com acetato de etilo. O solvente foi
removido em vacuo. O residuo foli repartido entre acetato de
etilo (50 mL) e é&agua (50 mL) e a fase organica seca
(separador de fase) e o solvente removido em vacuo. O
residuo foi purificado por cromatografia sobre silica,
eluindo com EtOAc 0-15% em iso-hexano ao longo de 40 min.
Dois lotes foram recolhidos, um dos quais foi o composto
mencionado em titulo na forma de um 6leo incolor (233 mg,
1,072 mmol). &H (CDCls, 400 MHz): 8,28 (1H, d), 8,15 (1H,
ad), 7,38 (1H, d), 3,94, 3H, s), 2,78 (2H, d), 2,02 (1H,

m), 0,96 (6H, d).

DESCRIGAO PARA D32

Acido 3-ciano-4-(2-metilpropil)benzdico (D32)

HO. .0

V4
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3-Ciano-4- (2-metilpropil)benzoato de metilo (D31)
(233 mg, 1,072 mmol) foi dissolvido em etanol (4 mL) e
hidroéxido de so6dio aguoso 2 M (1 mL, 2 mmol) foi
adicionado. A reacdo foi agitada durante 1 h. HCl1 2 M
aquoso (10 mL) foi adicionado e a mistura extraida com
diclorometano (20 mL+10 mL). As fases organicas foram
isoladas e secas por separador de fase e combinados antes
do solvente ser removido em vacuo para dar o composto
mencionado em titulo na forma de um s6lido branco (203 mg,
0,999 mmol). 8H (d¢-DMSO, 400 MHz) 13,43 (1H, br s), 8,29
(1§, d), 8,14 (1H, dd), 7,59 (1H, 4&), 2,74 (2H, d), 1,96
(1H, m), 0,91 (6H, d). MS (ES): Ci12H13NO, requer 203;

encontrado 202 (M-H").

DESCRIGAO PARA D33

4- (2-Metilpropil)-3-(trifluorometil)benzamida (D33)

H,N.__O

CF,

A uma solucdo de 4-bromo-3-trifluorometilbenzoni-
trilo (1,25 g, 5,0 mmol) e Dbrometo de isobutilzinco
(25 mmol) em THF (50 mL, 25 mmol) sob &argon foi adicionado

complexo 1,1"'-bis(difenilfosfino) ferrocenodicloro-paléadio
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(ITI)/diclorometano (612 mg, 0,75 mmol) e a reacdo aguecida
em refluxo durante 5 h. A mistura foi concentrada em vacuo
e o0 residuo repartido entre acetato de etilo (80 mL) e &gua
(80 mL). Formou-se um sé6lido e foil separado por filtracido e
desprezado. A camada organica foi lavada com &gua (80 mL)
antes de ter sido seca (separador de fase) e concentrada em
vadcuo para dar o composto mencionado em titulo cru na forma
de um &6leo negro. Este foi usado diretamente no passo

seguinte (1,35 qg).

DESCRIGAO PARA D34

Acido 4-(2-metilpropil)-3-(trifluorometil)benzdico (D34)

4-(2-Metilpropil)-3-(trifluorometil)benzamida
(D33) (1,35 g, 5,50 mmol) foi dissolvida Jjunto com
hidréxido de potéassio (3,09 g, 55,0 mmol) em etanol (40 mL)
e agua (10,0 mL) e a solucdo aquecida em refluxo durante
18 h. A mistura reacional foi concentrada em vacuo e a
mistura separada entre EtOAc (150 mL) e hidrdéxido de sdédio
aquoso (2 M, 150 mL). As camadas foram separadas e a fase

orgénica extraida com mais solucdo de hidrdéxido de sddio
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(200 mL). LCMS de ambas as fases mostrou o produto em
ambas. Por conseguinte a fase aquosa foi acidificada até
pH 1 com HC1l (5 M) e contraextraida em EtOAc (2 x 150 mL) e
estas fases orgdnicas combinados com a fase orgénica
original. O solvente foi removido em vacuo e o residuo
purificado por cromatografia de inversdao de fases, eluindo
com MeCN 5-100% em H;O ao longo de 2000 mL e o solvente
removido em vacuo para dar um sb6lido castanho (690 mg,
2,410 mmol). Este sbélido foi triturado com hexano para dar
o composto mencionado em titulo na forma de um sbélido cor-
—-de-bufalo (135 mg, 0,548 mmol) e o filtrado purificado por
MDAP para dar mails composto mencionado em titulo na forma
de um sdélido branco (102 mg, 0,414 mmol). O&H (d¢-DMSO,
400 MHz): 13,39 (1H, br s), 8,16 (1H, s), 8,13 (1H, d),
7,62 (1H, d), 2,69 (2H, d), 1,97 (1H, m), 0,90 (6H, d).

MS (ES): Ci,H:13F30, requer 246; encontrado 245 (M-H').

DESCRIGAO PARA D35

5-Formil-2-{[ (1S)-1-metilpropil]oxi}benzonitrilo (D35)

(28)-2-Butanol (0,99 g, 0,013 mol) foi dissol-
vido em DMF (50 mL) e a solucdo arrefecida até 0 °C. A isto

foi adicionado hidreto de sbédio, (dispersdo 60% em &6leo
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mineral, 1,54 g, 0,036 mol) em porcdes, a mistura foi
agitada a 0 °C durante 10 minutos depois da adicdo estar
completa. 2-Fluoro-5-formilbenzonitrilo (2,0 g, 0,013 mol)
foi em seguida adicionado e a mistura reacional deixada
aquecer até a temperatura ambiente (lentamente sem banho de
gelo) e a mistura reacional foli agitada durante a noite a
temperatura ambiente. A mistura reacional foi em seguida
arrefecida até 0 °C, extinta com &gua salgada e diluida com
EtOAc (~25 mL). A mistura foi repartida e a fracdo organica
extraida com agua (~30 mL), 0s extratos orgénicos
combinados foram secos por passagem através de um cartucho
de separacdo de fases e em seguida evaporados até a secura
sob pressdo reduzida para dar o produto cru. O residuo cru
foi purificado sobre um cartucho 40+M Biotage, eluindo com
uma mistura de EtOAc 20 a 50% em hexano. Isto deu o
composto mencionado em titulo (220 mg) na forma de um
s6lido branco. OH (de¢-DMSO, 400 MHz): 9,88 (1H, s), 8,30
(14, s), 8,15 (1H, d), 7,49 (1H, d), 4,73-4,81 (1H, m),
1,63-1,79 (2H, m), 1,33 (3H, d), 0,95 (3H, t). MS (ES):

C1,H13NO, requer 203; encontrado 204 (MH").

DESCRIGAO PARA D36

Acido 3-ciano-4-{[(1S)-1l-metilpropil]oxi}benzdico (D36)

’“*(ﬁwﬁ OH

NC
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A uma solucdo de b-formil-2-{[(1S)-1l-metilpro-
pil]oxilbenzonitrilo (D35) (220 mg, 1,08 mmol) em é&cido
acético (20 mL) foi adicionado tetra-hidrato de perborato
de sbédio (334 mg, 2,17 mmol), a mistura reacional foi
aquecida a 50 °C ao longo do fim-de-semana. A mistura
reacional foi concentrada em vacuo. Agua (~50 mL) foi
adicionada, EtOAc (~30 mL) foi adicionado e as camadas
repartidas, a camada aquosa foil extraida duas vezes mais
com EtOAc (~30 mL) e os extratos orgdnicos combinados foram
evaporados até a secura sob pressdo reduzida para dar o
composto mencionado em titulo (245 mg) na forma de um
s6lido esbranquicado. &H (dg-DMSO, 400 MHz): 8,17 (2H, d
aparente), 7,39 (1H, s), 4,68-4,74 (1H, m), 1,55-1,76 (2H,
m), 1,31 (3H, d), 0,95 (3H, t). MS (ES): Ci12H13NO, requer

219; encontrado 220 (MH').

DESCRIGAO PARA D37

5-Formil-2—-{[ (1R) -1l-metilpropil]oxi}benzonitrilo (D37)

unm{ H

0

NC

(2R) -2-Butanol (0,99 g, 0,013 mol) foi dissolwvido
em DMF (50 mL) e a solucdo arrefecida até 0 °C. A isto foi
adicionado hidreto de sédio, dispersdo 60% em 6leo mineral

(1,54 g, 0,036 mol) em porcdes, a mistura foli agitada a
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0 °C durante 10 minutos depois da adicédo estar completa. 2-
Fluoro-5-formilbenzonitrilo (2,0 g, 0,013 mol) foi em
seguida adicionado e a mistura reacional deixada adquecer
até a temperatura ambiente (lentamente sem banho de gelo) e
a mistura reacional foi agitada durante a noite a
temperatura ambiente. A mistura reacional fol em seguida
arrefecida até 0 °C, extinta com &gua salgada e diluida com
EtOAc (~25 mL). A mistura foi repartida e a fracdo organica
extraida com agua (~30 mL), 0s extratos orgénicos
combinados foram secos por passagem através de um cartucho
de separacdo de fases e evaporados até a secura sob pressao
reduzida para dar o produto cru. O residuo cru foi
purificado sobre um cartucho 40+M Biotage, eluindo com uma
mistura 20 a 50% de EtOAc em hexano. Isto deu o composto
mencionado em titulo (310 mg) na forma de um 6leo. O8H (dg—
DMSO, 400 MHz): 9,88 (1H, s), 8,30 (1H, s), 8,15 (1H, d),
7,49 (1H, d), 4,73-4,81 (1H, m), 1,63-1,79 (2H, m), 1,33

(3H, 4), 0,95 (3H, t) ppm.

DESCRIGAO PARA D38

Acido 3-Ciano-4-{[ (R)-l-metilpropil]oxi}benzdico (D38)

ﬂuu;{ OH

O

CN

A uma solucdo de b5-formil-2-{[(1R)-l-metilpro-

pilloxiltbenzonitrilo (D37) (310 mg, 1,53 mmol) em &cido
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acético (30 mL) foi adicionado tetra-hidrato de perborato
de sédio (471 mg, 3,05 mmol) e a mistura reacional foi
aquecida a 50 °C ao longo do fim-de-semana. A mistura
reacional foil concentrada em vacuo e foil adicionada &gua
(~50 mL), EtOAc (~30 mL) foi adicionado e as camadas
repartidas, a camada aquosa foi extraida duas vezes mais
com EtOAc (~30 mL) e os extratos orgédnicos combinados
evaporados até a secura sob pressdo reduzida para dar o
composto mencionado em titulo (315 mg) na forma de um
s6lido esbranquicado. O0H (d¢-DMSO, 400 MHz): 8,07-8,24 (2H,
m), 7,38 (1H, d), 4,63-4,77 (l1H, m), 1,55-1,83 (2H, m),
1,31 (3H, d), 0,95 (3H, t). MS (ES"): Ci,H13NO, requer 219;

encontrado 220 (MH).

DESCRIGAO PARA D39

6— (Metiloxi)-3-bifenilcarboxilato de metilo (D39)

3-Bromo-4- (metiloxi)benzoato de metilo (245 mg,
1 mmol, comercialmente disponivel) foi dissolvido em
DME:Na,CO3 2 N (2:1, 18 mL) e em seguida &cido fenil-
bordénico (244 mg) e tetraquistrifenilfosfinapalddio (0)

(58 mg) foram adicionados. A reacdo foi aquecida a 80 °C e



PE2091949 - 79 -

em seguida deixada arrefecer ao longo do fim-de-semana.
EtOAc e &agua foram adicionados, as fases organicas foram
separadas, secas e evaporadas para dar uma goma preta. A
purificacdo por cromatografia flash produziu o composto
mencionado em titulo (194 mg) na forma de uma goma. OH (dg-
DMSO, 400 MHz) 3,83 (3H, s), 3,85 (3H, s), 7,24 (1H, d),
7,33-7,50 (5H, m), 7,83 (1H, d), 7,97 (1H, dd). MS (ES):

C15H1403 requer 242; encontrado 243 (MH').

DESCRIGAO PARA D40

Acido 6— (metiloxi)-3-bifenilcarboxilico (D40)

6— (Metiloxi)-3-bifenilcarboxilato de metilo (D39)
(194 mg, 0,8 mmol) dissolvido em NaOH ag 2 N (3 mL) e
metanol (3 mL). Agitou-se a temperatura ambiente durante a
noite e em seguida o solvente orgdnico foi evaporado em
vacuo. EtOAc/&dgua foi adicionado, fez-se a separacdo e em
seguida acidificou-se o aquoso e reextraido. Os extratos
orgénicos foram secos e evaporados para produzirem 202 mg
do composto mencionado em titulo na forma de um sdélido
branco. 0O0H (d¢-DMSO, 400 MHz) 3,84 (3H, s), 7,22 (1H, d),
7,33-7,49 (5H, m), 7,82 (1H, d), 7,95 (1H, dd). MS (ES"):

C14H1,03 requer 228; encontrado 229 (M+H').
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DESCRIGAO PARA D41

3-Bromo-5-(5-{3-cloro-4-[ (1l-metiletil)oxi] fenil}-1,2,4-

—oxadiazol-3-il)-1H-indole (D41)

ol
,.< @___{’“{4 Br
O \N

N

A 5-(5-{3-cloro-4-[(l-metiletil)oxi]fenil}-1,2,4-
-oxadiazol-3-il)-1H-indole (D5) (450 mg, 1,27 mmol)
dissolvidos em DMF (12 mL) foi adicionado bromo (213 mg,
1,35 mmol) gota a gota. Agitou-se durante 15 minutos, DMF
foi separada por evaporacdo, éter dietilico (70 mL) foi
adicionado e lavou-se com &agua (2x70 mL). A mistura foi
seca sobre MgS0Os; e o solvente fol separado por evaporacéo.
O residuo foi cristalizado em éter dietilico/hexano para
dar 160 mg do composto mencionado em titulo na forma de um
s6élido branco. OH (400 MHz, d¢-DMSO) 1,37 (e6H, d), 4,88
(1H, sept), 7,44 (1H, d), 7,59 (1H, 4dd), 7,72 (1H, 4), 7,91
(1H, dd), 8,13-8,32 (3H, m). MS (ES) CisHis °BrClN;0, requer

431; encontrado 432 (MH').

Os seguintes ésteres foram preparados de uma
maneira semelhante aos exemplos previamente descritos (tal
como D6) usando o indole e agente de alquilacdo apropriado.

Os haletos de alquilo estavam comercialmente disponiveis
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fora o D11 usado para preparar D48. A menos que indicado de

outra maneira,

ocasides,

as reacdes foram realizadas em DMF. Nalgumas

as reacdes foram manipuladas por um procedimento

de manipulacdo aguosa ao passo Jgue noutras o material cru

tenha sido usado diretamente no passo de hidrdélise a seguir

a evaporacdo do solvente da reacéao.

Estrutura Nome Indole Comentirios MH+
precursor
D42 %{_i - (5-{5- [4-fenil-5- 2 solvente IMP em |-
* " |—(trifluorometil)—2- vez de DMF.

* |tienil]-1,2, 4-oxadia- Reacio a 100-
zol-3-il}-1H-indol-1~ 120 °C em micro-
il)acetato de etilo ondas.

H_e, "
D43 ;}w ) 3-[3-bromo—-5- (5-{3~ D41 Reacdo con— 534 para
R’Q‘ N cloro—4-[ (l-metil— vencionalmente |¥Br¥cl
'
u‘.:‘\dﬁ etil)oxi]fenil}-1,2,4- aquecida a 80 °C
N
i* oxadiazol-3-i1)-1H
&N —indol-1-i1]propancato
de etilo
e
D44 Q}_c " 5-[5-(5-{3-cloro—-4- D5 Reacdo con— 468
o [ (1-metiletil)oxi]- vencionalmente
! fenil}-1,2,4-oxadi— aquecida a 80 °C
L .
“@ azol-3-11)-1K-indol-1-
il]pentancato de
metilo
327
o
5
& O
D45 f@&k@*} 4-[5- (5—-{3-cloro-4- |D5 Reacio aquecida |-
e 5
[(1-metiletil)oxi]- no micro-ondas a
et &

fenil}-1,2,4-oxadi—-
azol-3-11)-1H-indol-1-

il]butanocato de etilo

130 °C. Material
cru usado no
passo que segue a

evaporacdo




PE2091949 - 82 -
(continuacéo)
Estrutura Nome Indole Comentarios MH+
precursor
ot il .
D46 'W’(@‘é }\@ (2R) =3-[5-(5-{3~cloro— D5 Reacdo aquecida |-
@I‘uu—' 4-[ (1-metiletil)oxi]- no micro-ondas a
fenil}-1,2,4-oxadia— 140 °C. Material
zol-3-il)-1H-indol-1- cru usado no
i1]-2-metilpropancato passo que segue a
de metilo evaporacdo
D47 Pfh&i‘ﬁﬂ;{: (25) -3~ [5~ (5-{3~cloro- |D5 Reacdo aquecida |-
S 4—-[ (1-metiletil)oxi]- no micro-ondas a
fenil}-1,2,4-oxadia— 130 °C. Material
zol-3-1il)-1H-indol-1- cru usado no
i11]-2-metilpropancato passo que segue a
de etilo evaporacio
D48 2,2-dimetil-3-(5-{5- |D2 Reacdo aquecida |540

[4-fenil-5-

- (trifluorometil)-2-
tienil]-1,2,4-oxadia-
zol-3-il}-1H-indol-1-

il)propancato de etilo

no micro-ondas a
131-150 °C. Ma-

terial cru usado
no passo que se—

gue a evaporacdo

5-[3-(1H-indol-4-il)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-2-[ (1-

DESCRIGAO PARA D49

-metiletil)oxi]lbenzonitrilo

N
/

o
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A acido 3-ciano-4-[ (l-metiletil)oxi]benzdico
(pode ser preparado conforme descrito em W02005/58848)
(500 mg, 2,44 mmol) em DMF (15 mL) foi adicionada EDAC
(514 mg, 2,67 mmol) e HOBt (367 mg, 2,67 mmol) e a solucao
foi deixada em repouso durante 30 minutos. N-hidroxi-1H-in-
dole-4-carboximidamida (D9) (427 mg, 2,44 mmol) e deixada
em repouso durante 1 hora. A solucdo foram adicionados EDAC
(117 mg, 0,61 mmol) e HOBt (84 mg, 0,61 mmol) e deixada em
repouso durante 2 horas. A solucdo foram adicionados EDAC
(234, 9 mg, 1,22 mmol) e HOBt (167,7 mg, 1,22 mmol) e
deixada em repouso durante a noite. Foil aquecida a 80 °C
durante a noite, arrefecida e adicionado EtOAc (30 mL). Foi
lavada com agua (30 mL), hidrogenocarbonato de sdédio sat®
(30 mL) e agua (30 mL). Foi seca sobre MgSOs e o solvente
separado por evaporacdo. O residuo foi triturado com éter
dietilico para dar 353 mg do composto mencionado em titulo
na forma de um sdélido castanho péalido. O&H (400 MHz, dg-
DMsSO) 1,39 (6H, d), 4,94-5,03 (1H, m), 7,09-7,10 (1H, m),
7,30 (1H, t), 7,56-7,59 (2H, wm), 7,67 (1H, d), 7,92 (1H,
dd), 8,45 (1H, dd), 8,55 (1H, d), 11,52 (1H, s largo). MS

(ES) C,oH16N40, requer 344; encontrado 345 (MH).

DESCRIGAO PARA D50

4-[4-(5-{3-Ciano-4-[ (1l-metiletil)oxi] fenil}-1,2,4-

—-oxadiazol-3-il)-1H-indol-1l-il]butanocato de etilo (D50)
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EIO,C

Uma mistura de 5-[3-(1H-indol-4-il)-1,2,4-oxadia-
z0l=-5-11]1-2-[ (1-metiletil)oxi]benzonitrilo (D49) (100 mg,
0,29 mmol), 4-bromobutirato de etilo (85 mg, 0,44 mmol) e
carbonato de césio (189 mg, 0,58 mmol) em DMF (2 mL) foi
aquecida a 80 °C durante 1 hora. Foi adicionado 4-bromo-
butirato de etilo (85 mg, 0,44 mmol) e agqueceu-se durante a
noite a 80 °C. Fol adicionado 4-bromobutirato de etilo
(85 mg, 0,44 mmol) e carbonato de césio (189 mg, 0,58 mmol)
e agueceu-se durante 24 horas. Foi adicionado 4-bromobuti-
rato de etilo (85 mg, 0,44 mmol) e aqueceu-se durante 24
horas. Foi adicionado 4-bromobutirato de etilo (85 mg,
0,44 mmol) e aqueceu-se durante 6 horas. Foi adicionado
EtOAc (20 mL) e lavou-se com agua (20 mL). Fol seca sobre
MgSO; e o solvente separado por evaporacdo. O residuo foi
cristalizado em etanol para dar o composto mencionado em
titulo (55 mg) na forma de um sbélido branco. MS (ES)

CoeH26N,04 requer 458; encontrado 459 (MH") .
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DESCRIGCAO 51

3-(5-Ciano-1H-indol-1-il)propancato de etilo (D51)

N\:\\

(

N
CQ,Et

Uma mistura de 1H-indole-5-carbonitrilo (1,42 g,
10 mmol), 3-bromopropancato de etilo (1,92ml, 15 mmol) e
carbonato de césio (6,5 g, 20 mmol) em DMF (50 mL) foi
aquecida a 80 °C durante 4 horas. A solucdo foi arrefecida,
foi adicionado éter dietilico (300 mL) e lavada com &gua
(3 x 300 mL). Fol seca sobre MgSO; e o solvente separado
por evaporacgdo para produzir 2,4 g de 6leo laranja péalido.

Este produto cru foi usado no passo seguinte (preparacédo de

D52) .

DESCRIGAO PARA D52

3-{5-[ (Hidroxiamino) (imino)metil] -1H-indol-1-il}propanoato

de etilo
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3-(5-Ciano-1H-indol-1-1l1)propanocato de etilo
(D51) (1,7 g, 7,2 mmol), hidrocloreto de hidroxilamina
(1,0 g, 14,4 mmol) e hidrogenocarbonato de sédio (2,42 g,
28,9 mmol) foram suspensos em etanol (100 mL) e agitados a
50 °C durante 3 dias. Formou-se um Unico produto mas restou
15% do material de partida. Arrefeceu-se, separou-se por
filtracdo o material inorgénico e o solvente foil separado
por evaporacdo. O produto foi cristalizado numa mistura de
EtOAc, éter dietilico e hexano para produzir 1,9 g do
composto mencionado em titulo na forma de um sélido branco.

MS (ES) Ci4H17N303 requer 275; encontrado 276, (MH") .

DESCRIGAO PARA D53

3-[5-(5-{3-Ciano-4-[(l-metiletil)oxi] fenil}-1,2, 4-

—oxadiazol-3-il)-1H-indol-1-il]propancato de etilo (D53)

"\
—~ $
Ny
¢
CO,Et

Acido 3-ciano-4-[(l-metiletil)oxilbenzéico (pode
ser preparado conforme descrito em W02005/58848) (215 mg,
1,05 mmol), EDAC (219 mg, 1,14 mmol) e HOBt (156 mg,
1,14 mmol) em DMF seca (10 mL) foram agitados a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Foi adicionado 3-{5-[ (hidroxi-

amino) (imino)metil]-1H-indol-1-il}propancato de etilo (D52)
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(288 mg, 1,05 mmol) e agitou-se durante 1 hora a temperatu-
ra ambiente. A mistura foi aquecida a 80 °C durante 7
horas. A solucdo foil arrefecida e EtOAc (50 mL) adicionado.
Foi lavada com &gua (50 mL), hidrogenocarbonato de sdédio
sat® (50 mL) e é&gua (50 mL). Foi seca sobre MgSO;, e o
solvente separado por evaporacdo. O residuo foi cristali-
zado em éter para produzir 200 mg do composto mencionado em
titulo na forma de um sdélido cor-de-rosa muito pélido. MS

(ES) C»SH24N404 requer 444; encontrado 445 (MH').

DESCRIGAO PARA D54

3-(4-Ciano-1H-indol-1-il)propancato de etilo (D54)

CN
Co
O
. —
k%J»‘G
4-Cianoindole (2,5 g) foi dissolvido em DMF
(7,5 mL). Cs,CO3 (11,46 q) foi adicionado seguido por
3-bromopropionato de etilo (3,38 mL). Esta mistura foi

aquecida a 80 °C durante 40 minutos. Uma outra porcido de
DMF (5 mL) foi adicionada e o aquecimento a 80 °C continuou
durante 1 hora. A mistura reacional foi evaporada, em
seguida dissolvida em H,O (200 mL) e extraida com EtOAc
(200 mL). Isto foi evaporado para dar um &leo amarelo
(3,5 g) que fol purificado sobre um cartucho 40+M Biotage,
eluindo com uma mistura 25-75% de Et;0 em hexano. Isto deu

o composto mencionado em titulo (3,44 g) na forma de um
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6leo amarelo péalido. OH (CDCls, 400 MHz): 1,19 (3H, *t),
2,82 (2H, t), 4,12 (2H, q), 4,50 (2H, t), 6,71 (1H, d),
7,23-7,28 (1H, m), 7,33 (1H, 4), 7,47 (1H, d4), 7,60 (1H,

dd). MS (ES): Ci14H14N,0, requer 242; encontrado 243 (MH').

O exemplo seguinte foil preparado por um método
semelhante ao descrito acima. A reacdo ndo ficou completa
depois da manipulacdo e por isso o material foi
ressubmetido as condicbdes de reacdo com 0,2 equivalentes
extra de base e agente de alquilacdo e o produto foi

purificado por trituracdo com éter.

Nimero | Estrutura | Nome MH"*
CN

D55 (4d-ciano-1H-indol- | 229

-1-il)acetato de

N

b
0~H§> etilo

C%

DESCRIGAO PARA D56

4- (4-Ciano-1lH-indol-1-il)butanocato de etilo (D56)

%0”\
&)

O

Combinaram-se 4-cianoindole (5 g, 35,2 mmol),



PE2091949 - 89 -

4 bromobutancato de etilo (10,29 g, 52,8 mmol) e carbonato
de césio (22,92 g, 70,3 mmol) e aqueceu-se a 80 °C sob
argon durante 1 hora. A reacdo foi deixada arrefecer e em
seguida 150 mL de éter dietilico foram adicionados e a
solucdo orgéanica foi lavada com 3 x 150 mL de H,0. A
solucdo organica foli seca sobre MgSO, e o solvente
evaporado. Foil seca em alto vacuo ao longo do fim-de-semana
para produzir o composto mencionado em titulo (8,25 g) na
forma de um 6leo laranja. OH (400 MHz, d¢-DMSO). 1,13 (3H,
t), 1,96-2,05 (2H, m), 2,26 (2H, t), 3,99 (2H, qg), 4,29
(2, t), 6,60 (1H, dd), 7,29 (l1H, t aparente), 7,55 (1H,
dad), 7,68 (1H, d), 7,90 (1H, d). MS (ES): CisHigN,0, requer

256; encontrado 257 (MHW.

DESCRIGAO PARA D57

3-{4-[ (Hidroxiamino) (imino)metil] -1H-indol-1-il}propanoato

de etilo (D57)

?H
H 2:N o N

NL)"/"“N«
O

3-(4-Ciano-1H-indol-1-1l1)propanocato de etilo
(D54) (3,44 g), NHOH-HC1 (1,97 g) e NayCOs (5,96 g) foram
dissolvidos em EtOH (75 mL). Esta mistura foi aquecida a
50 °C durante a noite. Uma outra porcdo de NH,OH-HC1

(985 mg) foi adicionada e a mistura fol agitada a 70 °C
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durante a noite. A mistura reacional foi em seguida
filtrada e evaporada para dar o composto mencionado em
titulo (4,06 g). MS (ES): Ci4H17N303 requer 275; encontrado

276 (MH") .

DESCRIGCAO PARA D57 (PROCEDIMENTO ALTERNATIVO)

3-{4-[ (Hidroxiamino) (imino)metil]-1H-indol-1-il}propanoato

de etilo (D57)

H
HMN, N

N P
\%J»“Q

Uma mistura de 1H-indole-4-carbonitrilo (3,4 g,
23,92 mmol), 3-bromopropanoato de etilo (4,57 mL,
35,9 mmol) e carbonato de césio (15,59 g, 47,8 mmol) foi
aquecida a 80 °C durante 2 horas e deixada em repouso
durante a noite. Eter (400 mL) foi adicionado e a mistura
resultante foi lavada com &gua (3 x 400 mL), seca sobre
MgS0O, e evaporada para produzir 6,6 g de 6leo limpido

amarelo péalido.

O o6leo N4111-30-A2 (6,6 g, 27,2 mmol), hidro-
cloreto de hidroxilamina (3,79 g, 54,5 mmol) e bicarbonato
de sbébdio (9,15 g, 109 mmol) em etanol foram agitados a
50 °C durante a noite. Foil adicionado mais hidrocloreto de

hidroxilamina (2,3 g) e aqueceu-se a 50 °C durante 24
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horas. A reacdo foi filtrada e o residuo lavado com DCM
(50 mL). O solvente fol removido por evaporacdo e o residuo
triturado com hexano para se obter o composto mencionado em
titulo (4,2 g) na forma de um sélido branco. Mais composto
mencionado em titulo (1,0 g) na forma de um sbdélido branco
foi obtido da trituracdo de residuos. Dados de espectro de

massa consistentes com a sintese prévia.

O seguinte foi feito de uma maneira semelhante ao
primeiro procedimento listado para D57: Dbicarbonato de

s6dio foi a base usada e a reacdo fol realizada a 55 °C.

Numero | Estrutura Numero do Nome MH"*
precursor
?H
D58 Ny, NH, D55 {4-[ (hidroxiamino) - 262

(imino)metil]-1H-

-indol-1-}acetato de

AN
N
etilo
O
o

DESCRIGAO PARA D59

4-{4-[ (Hidroxiamino) (imino)metil]-1H-indol-1-il}butanoato

de etilo (D59)
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4-(4-Ciano-1H-indol-1-il)butanocato de etilo (D56)
(8,25 g, 32,2 mmol) foil dissolvido em EtOH e tratado com
NH,OH-HC1 (4,47 g, 64,4 mmol) e NaHCOsz (8,11 g, 97 mmol) e
aquecido a 55 °C durante 1 dia e duas noites. Mais
NH,OH-HC1 (500 mg) e NaHCOs; (500 mg) foram adicionados e a
reacdo foi aquecida durante outras 3 horas e em seguida os
materiais inorgénicos foram separados por filtracéao,
lavando bem com EtOH. O solvente foi evaporado e o residuo
seco sob alto vacuo. A trituracdo com éter e dcm produziu
dois lotes do composto mencionado em titulo N2668-20-A8
(5,14 g) e N2668-20-A9 (976 mg). O0H (400 MHz, de¢-DMSO) 1,15
(3H, t), 1,98 (2H, quint aparente), 2,25 (2H, t), 4,03 (2H,
q), 4,21 (2H, t), 5,73 (2H, br s), 6,82 (1H, 4dd4), 7,15 (1H,
t aparente), 7,27 (1H, dd), 7,35 (1H, d), 7,51 (1H, d),
9,58 (1H, br s). MS (ES): CisHisN3Os3 requer 289; encontrado
290 (MH").

DESCRIGAO PARA D60

5-Cloro-6-[ (1l-metiletil)oxi]-3-piridinocarboxilato de

l-metiletilo (D60)
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O &4cido b5-cloro-6-hidroxi-3-piridinocarboxilico
(1 g, 5,76 mmol) foi suspenso em tolueno (200 mL) e tratado
com carbonato de prata (3,97 g, 14,40 mmol) e 2-iodopropano
(3,46 mL, 34,6 mmol) e agitou-se a temperatura ambiente no
escuro durante 3 dias. LC/MS mostrou 2/3 de produto. Foi
adicionado 2-iodopropano (3 mL) e agitou-se durante 24
horas. LC/MS mostrou 80% de produto. Foi adicionado EtOAc
(200 mL) e lavou-se com agua (200 mL) + NaHCOs3; sat® (50 mL)
seguido por agua (200 mL). A mistura foi seca sobre MgS0O, e
o solvente separado por evaporacdo para produzir 1,0 g do
composto mencionado em titulo na forma de um 6leo incolor

limpido. MS (ES") Ci,Hi¢>°C1NO; requer 257; encontrado 257.

DESCRIGAO PARA D61

Acido 5-cloro-6-[ (l-metiletil)oxi]-3-piridinocarboxilico

(D61)

% on
5-Cloro-6-[(1l-metiletil)oxi]-3-piridinocarboxila-
to de l-metiletilo (D60) (1,6 g, 6,21 mmol) em isopropanol

(70 mL) e adgua (35,0 mL) foil tratado com hidréxido de sdédio
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2 N (6,21 mL, 12,42 mmol) e agitada durante 3 horas para
dar 2N hidréxido de s6dio um produto unico. Separou-se por
evaporacdo o IPA, acidificou-se com acido acético glacial e
extraiu-se produto para EtOAc (100 mL). Secou-se sobre
MgSO; e o solvente foil separado por evaporacdo para
produzir 1,30 g do composto mencionado em titulo na forma
de um sélido branco. MS (ES) CoHio°°CINOs requer 215;

encontrado 214 (M-H").

DESCRIGAO PARA D62

3-[4-(5-{5-Cloro-6-[ (1-metiletil)oxi]-3-piridinil}-1,2, 4-

—oxadiazol-3-il)-1H-indol-1l-il]propancato de etilo (D62)

\,
rwvm
o f
7=
N\\, /
i
N _oN
N
M
Q
O L\
A acido 5-cloro-6-[(l-metiletil)oxi]-3-piridi-
nocarboxilico (D61) (1,504 g, 6,97 mmol) em DMF seca

(30 mL) foram adicionados EDC (1,604 g, 8,37 mmol) e HOBT
(1,282 g, 8,37 mmol). A solucdo fol agitada a temperatura
ambiente durante 10 minutos em seguida foi adicionado 3-{4-
[ (hidroxiamino) (imino)metil]-1H-indol-1-1il}propanoato de
etilo (N4111-31-A4) (D57) (1,92 g, 6,97 mmol). A mistura
foi agitada durante 30 minutos. LC/MS mostrou um produto

(intermedidrio). A solucdo foi aquecida a 80 °C durante 2
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horas. Deixou-se em repouso durante a noite a temperatura
ambiente, em seguida foi aquecida a 80 °C durante mais 2
horas para dar por completa a reacdo. Arrefeceu-se e
adicionou-se EtOAc (250 mL). O EtOAc foi lavado com NaHCOs;
sat® (150 mL) seguido por agua (2 x 200 mL). A mistura foi
seca sobre MgSOs; e o solvente separado por evaporacao. O
residuo foi sujeito a cromatografia na Biotage (EtOAc/-
hexano 1:2). Na evaporacdo da maior parte do solvente das
fracdes limpidas e adicéao de hexano formou-se um
precipitado branco. 0O sélido foil separado por filtracao
para se obter 1,1 g do produto mencionado em titulo. MS

(ES) Ci3Hp3°°C1N4O4 requer 454; encontrado 455 (MH').

DESCRIGAO PARA D63

3-[4-(5-{3-Ciano-4-[(l-metiletil)oxi] fenil}-1,2,4-

—-oxadiazol-3-il)-1H-indol-1-il]propancato de etilo (D63)

COE

0 acido 3-ciano-4-[ (l-metiletil)oxi]benzdico
(pode ser preparado conforme descrito em W02005/58848)
(113 mg, 0,55 mmol), EDAC (115 mg, 0,60 mmol) e HOBt
(82 mg, 0,60 mmol) foram dissolvidos em DMF (5 mL) e
deixou-se em repouso durante 15 minutos. Foi adicionado 3-

{4-[ (hidroxiamino) (imino)metil]-1H-indol-1-il}propanocato de
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etilo (D57) (150 mg, 0,55 mmol) e deixou-se repousar
durante a noite a temperatura ambiente. A solucdo foi
aquecida a 80 °C durante 2 horas. LC/MS mostrou
principalmente o produto. Apds aquecimento durante mais

umas poucas horas ndo houve alteracdo. Foi adicionado EtOAc

(20 mL) e lavou-se com éagua (30 mL). Foi lavado com
hidrogenocarbonato de sdédio saturado (30 mL) e agua
(2 x 30 mL). Foi seco sobre MgSO; e o solvente separado por

evaporacdo para se obter 81 mg do composto mencionado em
titulo na forma de um sdélido castanho péalido. MS (ES)

C,5H4aN,04 requer 444; encontrado 445 (MH).

DESCRIGAO PARA D64

Etilo 3-(4-{5-[2-(trifluorometil)-4-bifenilyl]-1,2,4-

—oxadiazol-3-il}-1H-indol-1-il)propancato de (D64)

CO,Et

Ao &cido 2-(trifluorometil)-4-bifenilcarboxilico
(D29) (146 mg, 0,55 mmol) em DMF (5 mL) foi adicionada EDC
(115 mg, 0,60 mmol) e HOBt (82 mg, 0,60 mmol) e a solucéao
foi deixada em repouso durante 15 minutos. Foi adicionado

3-{4-[ (hidroxiamino) (imino)metil]-1H-indol-1-1il}propanocato
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de etilo (D57) (150 mg, 0,55 mmol) e agitou-se a tempera-
tura ambiente durante 1 hora. Aqueceu-se a 80 °C durante 1
hora em seguida aqueceu-se durante a noite. Arrefeceu-se e
em seguida adicionou-se EtOAc (20 mL). A mistura foi lavada
com agua (20 mL), hidrogenocarbonato de sédio aquoso sat®
(20 mL) e agua (20 mL). Foi seca sobre MgS0O; em seguida
evaporou-se o solvente. O residuo foi triturado com etanol
para dar 157 mg do composto mencionado em titulo na forma
de um sélido branco. OH (400 MHz, ds-DMSO) 1,11 (3H, t),
2,90 (2H, t), 4,02 (2H, gq), 4,55 (2H, t), 7,10 (1H, d),
7,32-7,48 (3H, m), 7,49-7,61 (3H, m), 7,61 (1H, d), 7,73-
7,84 (2H, m), 8,00 (1H, d), 8,53-8,56 (2H, m). MS (ES)

C28H22F3N303 requer 505; encontrado 506 (MH*).

DESCRICAO PARA D65 (ALTERNATIVA A DESCRICAO ParRAa D50)

4-[4-(5-{3-Ciano-4-[(1l-metiletil)oxi]fenil}-1,2,4-

—oxadiazol-3-il)-1H-indol-1l-il]lbutancato de etilo (D65)
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Uma mistura de &cido 3-ciano-4-[(l-metiletil)-
oxil]benzdéico (pode ser preparado conforme descrito em
wo02005/58848) (1,21 g, 5,88 mmol), EDC (1,35 g, 7,05 mmol)
e HOBt (1,08 g, 7,05 mmol) em DMF seca (85 mL) foi agitada
durante 20 minutos a temperatura ambiente. Foil adicionado
4-{4-[ (hidroxiamino) (imino)metil]-1H-indol-1-il}butanoato
de etilo (D59) (1,70 g, 5,88 mmol) e agitou-se a temperatu-
ra ambiente durante 1 hora. A mistura foil aquecida a 80 °C
durante 5 horas e deixada durante a noite a temperatura
ambiente. Fol aquecida a 80 °C durante 6 horas em seguida a

DMF foli separada por evaporacdo. Foi adicionado EtOAc

(200 mL) e lavou-se com NaHCO; sat® (200 mL) e A&gua
(200 mL). Secou-se sobre MgSO;, e o solvente foil separado
por evaporacdo. Sujeitou-se o residuo a cromatografia

usando o Biotage (EtOAc/hexano 1:2) e evaporaram—-se as
fracbes mais limpidas para produzir 1,42 g do composto
mencionado em titulo na forma de um sélido branco.
0H (400 MHz, dg-DMSO) 1,15 (3H, t), 1,39 (eH, d), 2,04 (2H,
quinteto aparente), 2,24 (2H, t), 4,00 (2H, qg), 4,31 (2H,
t), 4,94-5,04 (1H, m), 7,10 (1H, dd), 7,31 (1H, t), 7,56-
7,60 (2H, wm), 7,77 (1H, 4), 7,95 (1H, d), 8,45 (1H, dd),
8,56 (1H, d). MS (ES) Cy¢H6N4O4 requer 458; encontrado 459

(MHY) .

DESCRIGAO PARA D66

4-(1-Ciclo-hexen-1-il)-3-(trifluorometil)benzamida (D66)

o
|

T/ N\

MM
CF,
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4-bromo-3-(trifluorometil)benzonitrilo (comerci-
al) (1,2 g, 4,80 mmol), &cido 1-ciclo-hexen-1-ilbordénico
(0,907 g, 7,20 mmol), metodxido de so6dio (0,778 g,

14,40 mmol) e cloreto de bis(trifenilfosfina)palddio (II)
(0,337 g, 0,480 mmol) foram adicionados a metanol seco
(12 mL) e a mistura foi aquecida no micro-ondas a 80 °C
durante 10 minutos. A mistura reacional foi repartida entre
acetato de etilo (40 mL) e agua (40 mL) e em seguida a fase
orgénica lavada com mais agua (40 mL). A fase orgénica foi
seca (MgS0O4), filtrada e o solvente removido em vacuo. O
produto cru foi purificado por cromatografia flash sobre
silica, eluindo com acetato de etilo 0-75% em hexano para
dar o composto mencionado em titulo na forma de um sdélido
branco (1,02 g). OH (CDCls;, 400 MHz): 8,09 (1H, m), 7,90
(l1H, d4), 7,32 (1H, d), 6,3-5,8 (2H, m) 5,61 (1H, s), 2,25-
2,13 (4H, m), 1,80-1,60 (4H, m). MS (ES): C14H14F3NO requer

269; encontrado 270 (MH").

DESCRIGAO PARA D67

GSK1929583A, N2123-11-A2

4-Ciclo-hexil-3-(trifluorometil)benzamida (D67)

Q

H.N

CF,

4-(1l-ciclo-hexen-1-il)-3-(trifluorometil)benzami-
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da (D66) (850 mg, 3,16 mmol) foi dissolvida em metanol
(63 mL) e hidrogenada usando H-Cube, usando palddio sobre
carbono a 40 °C com uma caudal de 2 mL/min. O solvente foi
removido em vacuo para dar o composto mencionado em titulo
na forma de um sbélido branco (822 mg). OH (CDCls, 400 MHz):
8,08 (1H, 4), 7,94 (1H, 4d), 7,52 (1H, d), 6,54 (2H, Dbrs),
2,97 (1H, m), 1,90-1,75 (5H, m), 1,50-1,22 (5H, m).

MS (ES): C14Hi1sFsNO requer 271; encontrado 272 (MH).

DESCRIGAO PARA D68

Acido 4-ciclo-hexil-3- (trifluorometil)benzdico (D68)

Q,

HO

A uma solucdo de 4-ciclo-hexil-3-(trifluoro-
metil)benzamida (D67) (822 mg, 3,03 mmol) em etanol (40 mL)
foi adicionado hidréxido de potéssio (1,700 g, 30,3 mmol) e
dgua (5 mL) e a reacdo aquecida a temperatura de bloco de
90 °C durante 3 h e agitada a temperatura ambiente durante
16 h. Mais hidréxido de potassio (1,700 g, 30,3 mmol) foi
adicionado e a reacdo aquecida em refluxo durante 27 h.
Outros 5 mL de &gua foram adicionados e a reacdo aquecida
durante 66 horas (fim-de-semana). A mistura reacional foi
concentrada em vacuo e o residuo repartido entre acetato de
etilo (25 mL) e é&cido cloridrico aquoso (2 M, 25 mL). A

camada aquosa fol ainda extraida com acetato de etilo
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(25 mL) e as fases organicas combinados foram secas
(MgSQ4), filtradas e o solvente removido em véacuo para dar
o composto mencionado em titulo na forma de um sélido
branco (737 mg). OH (metanol-d,, 400 MHz): 8,24 (1H, d),
8,18 (1H, dd), 7,68 (1H, d), 2,98 (1H, t), 1,72-1,95 (5H,
m), 1,30-1,58 (5H, m). MS (ES): Ci4H15F30, requer 272;

encontrado 271 (M-H').

DESCRIGAO PARA D69

3-(4-{5-[4-Ciclo-hexil-3-(trifluorometil) fenil]-1,2,4-

—oxadiazol-3-il}-1H-indol-1-il)propancato de etilo (D69)

Uma solucdo de &acido 4-ciclo-hexil-3-(trifluoro-
metil)benzdico (D68) (148 mg, 0,545 mmol), EDC (115 mg,
0,599 mmol) e HOBt (92 mg, 0,599 mmol) em DMF (5 mL) foi
agitada durante 10 min antes da adicdo de 3-{4-[((hidroxi-
amino) (imino)metil]-1H-indol-1-il}propancato de etilo (D57)
(150 mg, 0,545 mmol). A reacdo foil agitada durante 30 min a
temperatura ambiente seguido por 16 h a 80 °C. A mistura
reacional fol repartida entre acetato de etilo (25 mL) e

dgua (25 mL) e a fase orgénica lavada com bicarbonato de
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sbédio aquoso (25 mL) e em seguida é&gua (25 mL). A fase
orgénica fol seca (separador de fase) e o0 solvente removido
em vacuo. O produto cru foi purificado por MDAP. Alguma da
mistura submetida a MDAP tinha precipitado e foi triturada
com etanol e filtrada. Os s6lidos brancos foram combinados
para dar o composto mencionado em titulo (63 mg). MS (ES):

C,8H2sF3N30s requer 511; encontrado 512 (MHY).

DESCRIGAO PARA D70

4-[ (1-Metiletil)oxi]-3-(trifluorometil)benzoato de

l-metiletilo (D70)

Uma mistura de acido 4-hidroxi-3-(trifluoro-
metil)benzdico (comercial) (450 mg, 2,18 mmol), 2—-iodo-
propano (435 uL, 4,36 mmol) e carbonato de potéssio
(603 mg, 4,36 mmol) em N,N'-dimetilformamida (40 mL) foi
aquecida a 70 °C durante 4 h antes de mais 2-iodopropano
(218 ulL, 2,18 mmol) ser adicionado e 0 aquecimento
continuar durante 18 h. 0O sbélido inorgédnico foi separado
por filtracdo e lavado com acetato de etilo. O filtrado foi
concentrado em vacuo e repartido entre acetato de etilo

(150 mL) e &gua (150 mL) contendo algum hidréxido de sdédio
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aquoso. A camada orgadnica fol seca (separador de fase) e
concentrada em vacuo para dar o composto mencionado em
titulo cru (704 mg) na forma de um &6leo. MS (ES): Ci14H17F303

requer 290; encontrado 291 (MH').

DESCRIGAO PARA D71

Acido 4-[ (1-metiletil)oxi]-3-(trifluorometil)benzdbico (D71)

A uma mistura de 4-[(l-metiletil)oxi]-3-(tri-
fluorometil)benzoato de l-metiletilo (D70) (704 mg,
2,43 mmol) em etanol (110 mL) foi adicionado hidrdéxido de
sbdio aquoso (2 M, 12,2 mL, 24,3 mmol) e a reacdo adgquecida
em refluxo durante 1 h. A mistura foi concentrado em vacuo
e 0 residuo repartido entre acetato de etilo (100 mL) e
adgua (100 mL) e acidificado com &cido cloridrico aquoso
(2 M, 13 mL). A camada aquosa fol extraida ainda com
acetato de etilo (100 mL) e as camadas orgénicas combinadas
secas e concentradas em vacuo para dar o composto
mencionado em titulo na forma de um s6lido amarelo
(563 mg). OH (metanol-d4, 400 MHz): 8,21-8,17 (2H, m), 7,26
(1H, d), 4,84 (1H, septeto), 1,38 (6H, d). MS (ES):

C11H11F303 requer 248; encontrado 247 (M-H").



PE2091949 - 104 -

DESCRIGAO PARA D72

3-(4-{5-[4-[(1-Metiletil)oxi]-3-(trifluorometil) fenil]-

-1,2,4-oxadiazol-3-il}-1H-indol-1-il)propanocato de etilo

(D72)

Acido 4-[(l-metiletil)oxi]-3-(trifluorometil)ben-
zbico (D71) (136 mg, 0,55 mmol), EDC (116 mg, 0,61 mmol) e
HOBt (82 mg, 0,61 mmol) foram agitados em N,N- dimetil-
formamida (5 mL) durante 20 min. 3-{4-[(Hidroxiamino)-
(imino)metil]-1H-indol-1-il}propanoato de etilo (D57)
(150 mg, 0,55 mmol) foi adicionado e a reacdo agitada a
temperatura ambiente durante 3 h e em seguida 80 °C durante
18 h. A mistura reacional foi repartida entre acetato de
etilo (25 mL) e &gua (25 mL). A camada organica foi lavada
com bicarbonato de sédio aquoso (25 mL) e &gua (25 mL)
antes de ter sido seca (separador de fase), filtrada e
concentrada em vacuo. O residuo fol triturado com etanol
para dar o composto mencionado em titulo (85 mg). OH (dg-
DMSO, 400 MHz): 8,44 (1H, dd), 8,35 (1H, d), 7,95 (1H, d),
7,81 (1H, d), 7,62-7,58 (2H, m), 7,36 (1H, t apar.), 7,07
(1H, d), 4,99 (1H, septeto), 4,54 (2H, t), 4,02 (2H, q),
2,89 (2H, t), 1,36 (eH, d), 1,11 (3H, t). MS (ES"):

Cu5H24F3N304 requer 487; encontrado 488 (MH').
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Os seguintes exemplos foram preparados de uma
maneira semelhante a descrita acima. Na ocasido foi
requerido EDAC adicional (até 2,6 eq) e no caso de D80 foi
necessario elevar a temperatura até 120 °C. A manipulacdo
foi ou aquosa ou alternativamente o solvente foi removido
em vacuo. No caso de D92 etanol, foi adicionado a mistura
reacional e o precipitado resultante foi filtrado. Os
compostos foram purificados ou por trituracdao, MDAP,

cromatografia normal ou de inversdo de fases.

Estrutura Precursores [Name MH'
CH,
D73 a O*ﬂﬂ( D58 e D4 [4-(5—-{3-cloro-4-[ (1- 440/442
City -metiletil)oxi] fenil}-1,2,4-
oxadiazol-3-1l1)-1H-indol-1-
;} \ il]acetato de etilo
My, N

D74 D58 [4-(5—{3-ciano—4-[ (1-metiletil)- (431
oxi]fenil}-1,2,4-oxadiazol-3-il)—

-1H-indol-1-il]acetato de etilo
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(continuacéao)

Precursores

Neme

D75

D59

4—[4- (5-{3-ciano—4-[ (1-metil—
etil)oxi]fenil}-1,2,4-oxadiazol—
3-il1)-1H-indol-1-il]butancato de

etilo

459

D76

D57 e D30

3—-(4-{5-[2"-fluoro—2- (trifluo-
rometil)-4-bifenilil]-1,2,4-
-oxadiazol-3-il}-1H-indol-1-

il)propancato de etilo

524

D77

D59 e D4

4—[4—- (5-{3-cloro—4-[ (1-metil—
etil)oxi]fenil}-1,2, 4-oxadiazol—
3-il1)-1H-indol-1-il]butancato de

etilo

468




PE2091949

- 107 -

(continuacéao)

Estrutura Precursores [Nome MH"
£
D78 o o+; D59 4-[4-(5-{3-cloro-4-[ (trifluoro- 494
F metil)oxi]fenil}-1,2, 4—oxadiazol—
o -3-11)-1H-indol-1-il1]butanocato de
&: \N etilo
D79 D59 e D61 4—-[4- (5-{5-cloro—6-[ (1-metil- 469
etil)oxi]-3—piridinil}-1,2,4-
-oxadiazol-3-11)-1H-indol-1-
il]butanocato de etilo
B
D80 £ F D59 4— (4-{5-[4-fenil-5- 526
- (trifluorometil)-2-tienil]-
57 =
— 1,2,4-oxadiazol-3-il}-1H-indol-1-
:‘P { il)butancato de etilo
N\ N
o
N
\—Qj
o)
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(continuacéao)

Precursores

Neme

D59 e D29

4—(4-{5-[2— (trifluorometil)—-4-
-bifenilil]-1,2,4-oxadiazol-3—
il1}-1H-indol-1-i1)butanocato de

etilo

520

D57

3-(4-{5-[4- (metiloxi)-3—
(trifluorometil) fenil]l-1,2,4-
oxadiazol-3-i1}-1H-indol-1-i1)-

propancato de etilo

460

D59 e D38

4—{4-[5- (3—ciano—4-{[ (1R)-1-
metilpropil]oxi}fenil)-1,2,4-
—oxadiazol-3-i1]-1H-indol-1-

il}butancato de etilo

473
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(continuacéao)

Precursores

Neme

D59 e D36

4—{4-[5- (3~ciano—4-{[ (15) -1~
metilpropil]oxi}fenil)-1,2,4-
—-oxadiazol-3-11]-1H-indol-1-

il}butanocato de etilo

473

D85

D57 e D13

3-(4-{5-[3-etil-4- (1l-piperi-
dinil) fenil]-1,2, 4-oxadiazol-3~
i1}-1#-indol-1-il)propancato de

etilo

473

D86

D57 e D19

3—{4-[5-(4-ciclo-hexil-3-
etilfenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il] -

1H-indol-1-il}propancato de etilo

472

D87

D57 e D15

3-(4-{5-[5-cloro-6- (1-
-pirrolidinil)-3-piridinil]-
1,2,4-oxadiazol-3-il}-1H-indol-1~

il)propancato de etilo

466

D88

D59 e D21

4-[4- (5-{3-bromo—4-[ (1-
-metiletil)oxi] fenil}-1,2,4~-
oxadiazol-3-il)-1H-indol-1-il]-

butanocato de etilo

512

D89

D59 e D24

4—(4-{5-[3—-cloro—4- (2-metilpro-
pil) fenil]-1,2,4-oxadiazol-3-11}-
—1H-indol-1-il)butanoato de etilo

466
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(continuacéo)
Precursores [Name MH'

D90 D57 e D34 3 (4-{5-[4- (2-metilpropil) -3- 486
—(trifluorometil) fenil]l-1,2,4-
oxadiazol-3-11}-1H-indol-1-i1)-
propancato de etilo

D91 D59 e D32 4— (4—{5-[3—-ciano—4- (2— 457
-metilpropil) fenil]-1,2,4-
oxadiazol-3-il}-1H-indol-1-il) -
butanocato de etilo

D92 D59 e D27 4—{4-[5- (2-ciano—4-bifenilil) - 477

1,2,4-oxadiazol-3-il]-1H-indol-1—~

il}butancato de etilo
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DESCRIGAO PARA D93

3-Cloro-4-{5-[4-fenil-5-(trifluorometil)-2-tienil]-1, 2, 4-

-oxadiazol-3-il}-1H-indole (D93)

Este material fol preparado de uma maneira
semelhante a D7 (CQ107723-108A2) a partir de D10 exceto que
a reacédo foil agitada durante quatro horas em vez de durante
a noite. MS (ES): C,1H1;C1F3N30S requer 445; encontrado 446

(MHY) .

DESCRIGAO PARA D94

3-Cloro-l1lH-indole-5-carbonitrilo (D94)

A uma solucdo de b-cianoindole (3,0 g, 21 mmol)
em DMF seca (50 mL) foi adicionada N-clorossuccinimida
(2,94 g, 22 mmol) e a solucdo fol agitada a temperatura
ambiente durante 1 hora. A solucdo foli deixada em repouso
ao longo do fim-de-semana. LC/MS mostrou um produto uUnico.

Foi adicionado acetato de etilo (150 mL) e éter dietilico
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(50 mL) e lavou-se com agua (3 x 300 mL). A mistura foi
seca sobre MgSOs e o solvente separado por evaporagdo para
produzir 3,9 g do composto mencionado em titulo na forma de
um sé6lido amarelo péalido. O&H (400 MHz, d¢-DMSO) 7,54 (1H,
dd), 7,61 (1H, dd), 7,78 (1H, d), 8,01-8,02 (1H, m), 12,2
(1H, s largo). MS (a partir de LCMS da mistura reacional)

(ES) : CoHsC1N, requer 176; encontrado 177 (MH').

DESCRIGAO PARA D95

3-(3-Cloro-5-ciano-1H-indol-1-il)propanoato de etilo (D95)

i

CO,Et

Uma mistura de 3-cloro-l1H-indole-5-carbonitrilo
(D94) (1,8 g, 10 mmol), 3-bromopropionato de etilo (1,92
mL, 15 mmol), carbonato de césio (6,5 g, 20 mmol) e DMF
(50 mL) foi aquecida a 80 °C durante 4 horas para dar
reacdo completa. Depois de se deixar arrefecer a mistura
até a temperatura ambiente, foi adicionado éter dietilico
(300 mL) e a solucdo foi lavada com &agua (3 x 300 mL). Foi
seca sobre MgSO; e o solvente separado por evaporacdo para
dar um sd6lido castanho. O sélido foili triturado com a
mistura de éter dietilico e hexano para se obter 2,5 g do
composto mencionado em titulo na forma de um sdélido
acastanhado. Produto cru usado no passo seguinte (sintese

de D96) .
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DESCRIGAO PARA D96

3-{3-Cloro-5-(hidroxiamino) (imino)metil] -1H-indol-1-

—il}propancato de etilo (D96)

HOL
iN ol
iaes
N
CO,Et

Uma mistura de 3-(3-cloro-5-ciano-1H-indol-1-i1l)-
propancato de etilo (D95) (2,0 g, 7,2 mmol), hidrocloreto
de hidroxilamina (1,0 g, 14,4 mmol), hidrogenocarbonato de
sédio (2,42 g, 28,9 mmol) e etanol (100 mL) foi aquecida a
50 °C ao longo do fim-de-semana. Presentes ainda 25% do
material de partida por LC/MS. Foi adicionado hidrocloreto
de hidroxilamina (0,5 g, 7,2 mmol) e hidrogenocarbonato de
s6bdio (1,2 g, 14,3 mmol) e a mistura foi aquecida a 50 °C
durante 24 horas. Existia apenas uma pequena quantidade de
material de partida presente de modo gque foi decidido
manipular a reacdo. O material inorgénico foli separado por
filtracdo. O solvente foi evaporado e o residuo triturado
usando acetato de etilo e éter dietilico para produzir
1,9 g do composto mencionado em titulo na forma de um
s6lido amarelo palido. MS (ES) Ci14H1¢C1IN30O3 requer 309;

encontrado 310 (MH').
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DESCRIGAO PARA D97

3-[3-Cloro-5-(5-{3-cloro-4-[ (trifluorometil)oxi] fenil}-

-1,2,4-oxadiazol-3-il)-1H-indol-1-il]propanocato de etilo

(D97)

CO,Et

Acido 3-cloro-4-[ (trifluorometil)oxi]benzdico
(comercial: ABCR) (168 mg, 0,70 mmol) em agitacdo em DMF
(6 mL) foi tratado com EDC (146 mg, 0,76 mmol) seguido por
HOBt (104 mg, 0,76 mmol). A solucdo resultante foi agitada
durante 15 minutos. Foi adicionado 3-{3-cloro-5-[ (hidroxi-
amino) (imino)metil]-1H-indol-1-il}propancato de etilo (D96)
(216 mg, 0,70 mmol) e agitou-se a temperatura ambiente
durante 45 minutos. A solucdo foi aquecida a 80 °C durante
© horas e em seguida deixada em repouso a temperatura
ambiente durante a noite. Produto unico formado, por LC/MS.
Foi adicionado EtOAc (50 mL) e lavou-se com agua (50 mL),
hidrogenocarbonato de sédio aquoso saturado (50 mL) e &agua
(50 mL). Foi seco sobre MgSO; e o solvente separado por
evaporacdo. O residuo foi cristalizado em etanol para
produzir 200 mg de sdélido branco. OH (400 MHz, dg-DMSO)
1,11 (3H, t), 2,92 (2H, t), 4,00 (2H, q), 4,49 (2H, t),
7,75 (1H, s), 7,80 (1H, d), 7,85 (1H, dd), 7,95 (1H, dd)
8,23 (1H, d) 8,30 (1H, dd), 8,47 (1H, d). MS (ES)

CﬂH1£5ClﬂClFﬂhO4 requer 515; encontrado 516 (MHW.
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DESCRIGAO PARA D98 (ALTERNATIVA A DESCRIGAO PARA D28)

4-Cloro-3-(trifluorometil)benzoato de etilo (D98)

Cl
Fo
F 0 7

Uma solucdo de &cido 4-cloro-3-trifluorometil-

benzdéico (10 g, 44,5 mmol) em etanol (10 mL) foi dividida

igualmente entre dois frascos de micro-ondas. Acido
sulfurico concentrado (0,75 mL) foi adicionado a cada
frasco (1,5 mL no total). As reacdes foram aquecidas no

micro-ondas a 120 °C durante 30 minutos no total. As
misturas reacionais foram combinadas e concentradas em
vacuo. O residuo foil repartido entre EtOAc (100 mL) e
bicarbonato de sédio ag® (100 mL), a fase organica foi
separada, lavada com bicarbonato de sdédio ag® (100 mL) e
agua (2 x 100 mL) e em seguida seca (separador de fase) e o
solvente removido em vacuo para dar o composto mencionado
em titulo (4,126 qg) na forma de um 6leo incolor.
0H (400 MHz, metanol-d4) 1,40 (3H, t), 4,41 (2H, quart),

7,76 (1H, 4), 8,22 (1H, dd), 8,34 (1H, d).

DESCRIGAO PARA D99

3-Cloro-4-(propiloxi)benzoato de metilo (D99)
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Q
O
¢l ™~
O
4-Hidroxi-3-clorobenzoato de metilo (10 g,

53,6 mmol) foi dissolvido em DMF (110 mL) e em seguida
carbonato de potéssio (14,8 g, 107,2 mmol) foi adicionado
seguido por iodeto de n-propilo (10,4 mL, 107,2 mmol). A
reacdo foi aquecida a 70 °C durante a noite, filtrada e em
seguida o filtrado foi repartido entre EtOAc e &gua. A
camada orgédnica fol separada, seca e evaporada para dar o
composto mencionado em titulo na forma de um O6leo
(12,37 g). OH (400 MHz, de-DMSO) 1,00 (3H, t), 1,72-1,92
(2H, m), 3,82 (3H, s), 4,10 (2H, t), 7,24 (1H, d), 7,85-

8,10 (2H, m). MS (ES) C11H:3°°Cl0s; requer 228; encontrado 229

DESCRIGCAO PARA D100

Acido 3-cloro-4- (propiloxi)benzdico (D100)

Uma solucdo de 3-cloro-4-(propiloxi)benzoato de
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metilo (D99) (12,22 g, 0,053 mol) em etanol (40 mL) e NaOH
ag® 2 M (40 mL) foi aquecida a 60 °C durante 3 horas. A
reacdo foli deixada arrefecer e em seguida deixada a
temperatura ambiente ao longo do fim-de-semana. A mistura
reacional foi vertida numa mistura de HCl1 ag® diluido e
EtOAc. A camada organica foli separada, seca e evaporada
para dar um sé6lido que foi triturado com éter para dar o
composto mencionado em titulo na forma de um sbdélido branco
(7,7 g). OH (400 MHz, de-DMSO) 1,00 (3H, t), 1,67-1,87 (2H,
m) 4,10 (24, t), 7,24 (1H, d), 7,84-8,006 (2H, m), 12,97
(1H, br s). MS (ES) CigH::>°C10s requer 214; encontrado 213

(M-H") .

DESCRIGCAO PARA D101

3-(3-Cloro-5-{5-[3-cloro-4-(propiloxi) fenil]-1,2, 4-

—-oxadiazol-3-il}-1H-indol-1-il)propanocato de etilo (D101)

Ci

o~

Acido 3-cloro-4- (propiloxi)benzdico (D100)
(150 mg, 0,70 mmol) em agitacdo em DMF foil tratado com EDC
(146 mg, 0,76 mmol) seguido por HOBt (104 mg, 0,76 mmol). A
solucdo resultante foi agitada e 3-{3-cloro-5-[(hidroxi-
amino) (imino)metil]-1H-indol-1-il}propancato de etilo (D96)

(216 mg, 0,70 mmol) adicionado. Agueceu-se a mistura a
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80 °C até a reacdo estar completa. Da manipulacdo obteve-se
o composto mencionado em titulo na forma de 160 mg de
s6lido creme pélido. OH (400 MHz, d¢-DMSO) 1,03 (3H, t),
1,10 (3H, t), 1,77-1,86 (2H, m), 2,90 (2H, t), 4,05 (2H,
q), 4,18 (2H, t), 4,49 (2H, t), 7,40 (1H, 4), 7,74 (1H, s),
7,81 (1H, d4), 7,91 (1H, dd), 8,15 (1H, dd), 8,22-8,23 (2H,

m). MS (ES) Cp4Hp3’°Cl,Ns04 requer 487; encontrado 488 (MH').

Os seguintes compostos foram preparados por
métodos semelhantes aos descritos acima. As reacdes foram
manipuladas por reparticdo do material cru entre acetato de
etilo e bicarbonato de sdédio ag®, separacdo da camada
organica, secagem e evaporacdo até a secura. Os compostos

foram purificados por trituracdo ou cromatografia de fase

normal.

Precursor |Nome MH"

D102 D96 3— (3—-cloro—-5-{5-[3-cloro—4- 460
(metiloxi) fenil]-1,2,4-
—-oxadiazol—-3-il}-1H-indol-1-

il)propancato de etilo

Q
D103 D96 3— (3—cloro—5-{5-[4- (metiloxi)— (494
3—-(trifluorometil) fenil]-1,2, 4~
oxadiazol-3-i1}-1H-indol-1-i1) -
propancato de etilo
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(continuacéao)
Estrutura Precursor |Nome MH'
D104 wp)_wCH} D96 3-[3~cloro—5- (5—-{3—-ciano—4-[ (1-|479

metil-etil)oxi]fenil}-1,2,4-
oxadiazol-3-il)-1H-indol-1-il1]-

propancato de etilo

D105 omnq D96 3— (3-cloro-5-{5-[4—nitro-3- -
- (trifluorometil) fenil]-1,2,4-
—-oxadiazol-3-il1}-1H-indol-1-

il)propancato de etilo

DESCRIGAO PARA D106

3-(5-{5-[3-Bromo-4- (metiloxi) fenil]-1, 2, 4-oxadiazol-3-il}-

—3-cloro-1lH-indol-1-il)propanocato de etilo (D106)

Br

CO,Et

O &cido 3-bromo-4- (metiloxi)benzdico (comercial:
ICN) (243 mg, 1,05 mmol) em agitacdo em DMF (10 mL) foi

tratado com EDC (219 mg, 1,14 mmol) seguido por HOBt
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(156 mg, 1,14 mmol). A solucdo resultante foi agitada du-
rante 10 minutos. Foli adicionado 3-{3-cloro-5-[(hidroxi-
amino) (imino)metil]-1H-indol-1-il}propancato de etilo (D96)
(324 mg, 1,05 mmol) e a mistura agitada a temperatura
ambiente durante 45 minutos. A solucdo foil aquecida a 80 °C
durante 4 horas em seguida deixada em repouso durante a
noite. A solucdo foil agquecida a 80 °C durante mais 4 horas
para dar um produto principal. DMF foi separada por
evaporacdo, EtOAc foi adicionado (50 mL) e lavou-se com
agua (50 mL). O EtOAc foi lavado com hidrogenocarbonato de
sb6bdio aquoso sat® (50 mL) e &gua (50 mL) em seguida seco
sobre MgSO4. O solvente fol separado por evaporacdo e
cristalizado em etanol para produzir o composto mencionado
em titulo como 280 mg de sbélido creme. OH (400 MHz, dg-
DMsSo) 1,10 (3H, t), 2,90 (2H, t), 3,99-4,05 (5H, m), 4,49
(24, t©), 7,38 (1H, &), 7,74 (1H, s), 7,80 (1H, d), 7,97
(1H, d), 8,21-8,23 (2H, m), 8,36 (1H,d). MS (ES)

C22H16®Br*>C1N;0,4 requer 505; encontrado 506 (MH').

DESCRIGCAO PARA D107

3-(3-Cloro-5-{5-[6—(metiloxi)-3-bifenilil]-1, 2, 4-oxadiazol-

-3-il}-1H-indol-1-il)propanocato de etilo (D107)
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3-(5-{5-[3-Bromo-4-(metiloxi) fenil]-1,2, 4-oxadi-
azol-3-il}-3-cloro-1H-indol-1-il)propanocato de etilo (D106)
(212 mg, 0,42 mmol), acido fenilbordénico (104 mg,
0,84 mmol), Pd(PPhs), (20 mg) e solucdo aquosa 2 N de
carbonato de sbédio (3 mL, 6 mmol) foram suspensos em DME
(6 mL) e aquecidos a 90 °C durante 2 horas. Foi adicionado
dcido fenilbordénico (30 mg, 0,24 mmol) e Pd(PPhs)s (20 mg)
e aqueceu-se a 90 °C durante mais 2 horas. Foi adicionado
EtOAc (70 mL) e lavou-se com agua (100 mL). A mistura foi
seca sobre MgSO; e o solvente separado por evaporacao. O
residuo foi cristalizado em etanol para produzir o composto
mencionado em titulo na forma de 90 mg de sbélido
acastanhado claro. MS (ES) C8H24°°C1N30, requer 501;

encontrado 502 (MH").

DESCRIGAO PARA D108

3-{3-Cloro-5-[5-(3-cloro-4-hidroxifenil) -1, 2, 4-oxadiazol-3-

il]-1H-indol-1-il}propanoato de etilo (D108)

¢l
O~N ol
-4
HO » N \
N
o Q\\
Acido 3-cloro-4-hidroxibenzéico (comercial) (240

mg, 1,40 mmol) em DMF seca (8 mL) foi tratado com EDC
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(292 mg, 1,52 mmol) e HOBt (208 mg, 1,52 mmol) e agitado
durante 5 minutos. Foi adicionado 3-{3-cloro-5-[(hidroxi-
amino) (imino)metil]-1H-indol-1-il}propancato de etilo (D96)
(432 mg, 1,40 mmol) e agitou-se a temperatura ambiente
durante 30 minutos. A mistura reacional foil aquecida a
80 °C durante 7 horas. Foi adicionado EtOAc (70 mL) e
lavou-se com &agua (70 mL), hidrogenocarbonato de sbédio ag®
sat® (70 mL) e &gua (70 mL). A mistura foi seca sobre MgSO,
e o0 solvente separado por evaporacdo. O residuo foil sujeito
a cromatografia usando um Biotage (EtOAc/hexano 1:2) para
se obter o composto mencionado em titulo como 200 mg de
s6élido branco. O6H (400 MHz, de¢-DMSO) 1,10 (3H, t), 2,91
(24, t), 4,04 (2H, qg), 4,50 (2H, t), 7,67-7,70 (2H, m),
7,75 (1H, s), 7,80-7,81 (2H, m), 7,94 (1H, dd), 8,22-8,25
(1H, m), 10,95 (1H, s largo). MS (ES) C,1H17°°Cl,N304 requer

445; encontrado 446 (MH+).

DESCRIGCAO PARA D109

3-(3-Cloro-5-{5-[3-cloro-4-(etiloxi) fenil]-1, 2, 4-oxadiazol-

—3-il}-1H-indol-1-il)propanoato de etilo (D109)
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A 3-{3-cloro-5-[5-(3-cloro-4-hidroxifenil)-1,2,4-
-oxadiazol-3-1l1]-1H-indol-1-il}propanoato de etilo (D108)
(180 mg, 0,40 mmol) e KyCO3 (138 mg, 1,0 mmol) em DMF seca
(3 mL) foi adicionada iodeto de etilo (78 mg, 0,50 mmol) e
a mistura aquecida a 80 °C com agitacdo durante 30 minutos.
A mistura foi arrefecida e foi adicionado EtOAc (50 mL).
Foi lavada com &gua (3 x 40 mL) e seca sobre MgS0O4. O
solvente foi separado por evaporacdo e cristalizou-se em
etanol para produzir o composto mencionado em titulo na
forma de 110 mg de sdélido branco. 8H (400 MHz, dg—DMSO)
1,10 (3H, t), 1,42 (3H, t), 2,90 (2H, t), 4,02 (2H, qg),
4,27 (2H, q), 4,49 (2H, t), 7,40 (1H, d), 7,74 (1H, s),
7,80 (1H, d4), 7,95 (1H, dd), 8,16 (1H, dd), 8,21-8,22 (2H,

m). MS (ES) Cz3Hp1>°C1,N504 requer 473; encontrado 474 (MH').

DESCRIGCAO PARA D110

3-[3-Cloro-5-(5-{3-cloro-4-[ (1-metiletil)oxi] fenil}-1,2,4-

—-oxadiazol-3-il)-1H-indol-1l-il]propanocato de etilo (D110)
Cl o
,.< \‘“{i ¢l
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A 3-{3-cloro-5-[5-(3-cloro-4-hidroxifenil) -1, 2,

4-oxadiazol-3-1l1]-1H-indol-1-il}propanoato de etilo (D108)
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(180 mg, 0,40 mmol) e K,CO3 ( 138 mg, 1,0 mmol) em DMF seca
(5 mL) foi adicionado iodeto de isopropilo (85 mg,
0,50 mmol) e a mistura foi agitada a 80 °C durante 30
minutos. A mistura foi arrefecida e adicionou-se EtOAc
(50 mL). Foi lavada com &gua (2 x 50 mL) e seca sobre
MgSO,. Separou-se por evaporacdo o solvente e cristalizou-
se em etanol para produzir o composto mencionado em titulo
na forma de 120 mg de sbé6lido branco. OH (400 MHz, de¢-DMSO)
1,12 (3H, t), 1,37 (6H, d), 2,91 (2H, t), 4,02 (2H, 4q),
4,50 (2H, t), 4,89-4,98 (1H, m), 7,72-7,85 (bH, m), 7,95-
8,00 (1H, m), 8,24 (1H, d). MS (ES) C2H23>°C1,N30;4 requer

487; encontrado 488 (MH').

DESCRIGAO PARA D111

Acido 3-iodo-4-(trifluorometil)benzdico (D111)

O
OH

F.C

Acido 3-Amino-4- (trifluorometil)benzdico (comer-
cialmente disponivel) (6,5 g, 31,7 mmol) e triiodometano
(37,4 g, 95,1 mmol) foram dissolvidos em THF (300 mL). A
mistura reacional foil aquecida a 80 °C e em seguida nitrito
de butilo (5,56 mL, 47,6 mmol) foi adicionado lentamente a
esta temperatura. O aquecimento foi continuado a esta
temperatura durante 4 horas e em seguida a reacdo foi

concentrada em vacuo para dar o produto cru. A purificacéo
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por cromatografia em coluna (hexano até 30% de EtOAc em
hexano). Este material foil combinado com um outro lote de
uma reacdo semelhante realizada sobre 2 g de acido 3-amino-
4-(trifluorometil)benzdico. 0O material combinado foi
purificado por HPLC preparativa para dar o composto
mencionado em titulo (6,1 g). MS CgHyuF3;I0, requer 316;

encontrado 315 (M-H').

DESCRICAO PARA D112

3-(5-{5-[3-Iodo-4-(trifluorometil) fenil]-1, 2, 4-oxadiazol-3-

—il}-1H-indol-1-il)propanocato de etilo (D112)

H
FFE }\:) {S“i“
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D111 (1,0 g, 3,16 mmol) foi dissolvido em DMF
(25 mL) sob azoto. EDC (0,7 g, 3,7 mmol) e HOBt (0,5 qg)
foram adicionados. A reacdo fol agitada a temperatura
ambiente durante 15 minutos e em seguida trietilamina
(0,87 mL, 6,32 mmol) foi adicionada e a reacdo foi agitada
durante mais 5 minutos. D52 (0,87 g, 3,16 mmol) foi
adicionado e a reacdo fol agitada a temperatura ambiente
durante a noite. A reacdo foi concentrada em vacuo e o 6leo
resultante diluido com acetato de etilo (100 mL). A camada

organica foi lavada com &gua (2 x 30 mL), seca (Na,S0,) e
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concentrada em vacuo para dar o produto cru que foi
purificado por cromatografia em coluna. O produto foi
eluido em 7% de EtOAc em hexano e a evaporacdo produziu o
composto mencionado em titulo (0,45 g). MS CyHi17F3IN303

requer 555; encontrado 556 (MH').

DESCRIGAO PARA D113

3-(5-{5-[6-(trifluorometil)-3-bifenilil]-1, 2, 4-oxadiazol-3-

-il}-1H-indol-1-il)propanocato de etilo (D113)

Este material foi preparado por um método
semelhante ao usado para D107 a partir de D1l12. MS (ES)

CogH22F3N30, requer 505; encontrado 506 (MH") .

EXEMPLOS
ExEMPIO 1

Acido 3-(5-{5-[4-fenil-5-(trifluorometil)-2-tienil]-1,2,4-

-oxadiazol-3-il}-1H-indol-1-il)propandico (El)
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D3 (38 mg) foi dissolvido em NaOH aquoso 2 M
(0,5 mL) e MeOH (0,5 mL) e em seguida foi agitado a
temperatura ambiente durante a noite. A analise por LCMS
mostrou 41% do produto por isso a mistura reacional foi
aquecida a 50 °C e agitada ao longo do fim-de-semana. LCMS
mostrou a reacdo completa. A mistura reacional foi
evaporada e em seguida repartida entre H;O e DCM. A camada
organica foi extraida com HO0. Os extratos aquoso
combinados foram acidificados até pH = 1 e extraidos com
DCM. Estes extratos de DCM foram secos sobre MgSOy,
filtrados e evaporados para darem o produto cru MF105672-
149A1 (30 mg). O produto cru fol purificado sobre um
cartucho de silica (12+S), eluindo com uma mistura 0 a 10%
de MeOH em DCM para dar o produto purificado. Este foi
dissolvido em CHCl; e evaporado para dar o composto
mencionado em titulo (3 mg) na forma de um sdélido branco.
dH (CDCls, 400 MHz): 2,92 (2H, t), 4,50 (2H, t), 6,51 (1H,
), 7,24 (i, d), 7,40-7,53 (6H, m), 7,90 (1H, s), 8,00
(1H, d), 8,45 (1H, s). MS (ES"): Cy4HisF:N303S requer 483;

encontrado 484 (MH).

EXEMPLO 1 (PROCEDIMENTO ALTERNATIVO)

Acido 3-(5-{5-[4-fenil-5-(trifluorometil)-2-tienil]-1,2, 4~

—-oxadiazol-3-il}-1H-indol-1-il)propandico (El)
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D3 (600 mg) foi tratado com NaOH ag® 2 M (25 mL)
e MeOH (25 mL). Esta mistura foi agitada durante a noite e
em seguida aquecida a 50 °C durante 6 horas. O MeOH foi em
seguida evaporado e a solucdo restante acidificada e
extraida com EtOAc (x3). As solucdes organicas combinadas
foram lavadas com &gua salgada e evaporadas para dar o
residuo cru C (302 mg) na forma de um sdélido esbranguicado.
Este foi triturado com MeOH frio para dar o composto
mencionado em titulo (162 mg) na forma de um sbélido
cinzento. OH (de¢-DMSO, 400 MHz): 2,80 (2H, t), 4,46 (2H,
t), 6,64 (1H, d), 7,49-7,59 (6H, m), 7,72 (1H, d), 7,85
(1H, dd), 8,22-8,25 (l1H, m), 8,31-8,34 (1H, m). MS (ES):

Co4H16F3N303S requer 483; encontrado 484 (MH") .

EXEMPLO 2

3-(5-{5-[4-Fenil-5-(trifluorometil)-2-tienil]-1,2,4-

-oxadiazol-3-il}-1H-indol-1-il)propionato de sédio (E2)

El (30 mqg) foi dissolvido em EtOAc (1 mL),
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tratado com NaOH aquoso 2 M (40 pL), diluido com H,O (1 mL)
e extraido com EtOAc (3 x 5 mL), usando um pedqueno volume
de &gua salgada durante a terceira extracdo para ajudar a
separacdo de fases. 0Os extratos orgédnicos combinados foram
evaporados para darem o composto mencionado em titulo
(37 mg) na forma de um sdélido verde. O8H (metanol-dy,
400 MHz): 2,68 (2H, t), 4,48 (2H, t), 6,55 (1H, d), 7,49
(14, 4), 7,45-7,56 (5H, m), 7,62 (1H, d), 7,92 (1H, d),
8,03 (1H, s), 8,35 (1H, s). MS (ES'): Cu4HigF3N303S requer

483; encontrado 484 (MHY).

EXEMPIO 3

Acido 3-[5-(5-{3-cloro-4-[(l-metiletil)oxi]fenil}-1,2,4-

—-oxadiazol-3-il)-1H-indol-1-il]propandico (E3)

O~N

D6 MF105672-178A2 (38 mg) foi dissolvido em EtOH,
tratado com NaOH aquoso 12,5 M (2 mL) e agitado a tempera-
tura ambiente durante 4 horas. A mistura reacional foil
evaporada, redissolvida em H,O e lavada com éter dietilico.
A solucdo aquosa foili acidificada e em seguida extraida com
DCM. As solucdes de DCM foram combinadas, secas sobre
MgSQOs, filtradas e evaporadas para dar o) composto
mencionado em titulo MF105672-181A1 (5 mg) na forma de um
s6lido amarelo pélido. &H (CDCls, 400 MHz): 1,44 (e6H, d),

2,94 (2H, t), 4,51 (2H, t), 4,73 (1H, septeto), 6,61 (1H,



PE2091949 - 130 -

), 7,07 (1, &), 7,22 (1H, 4), 7,45 (1H, 4), 7,94 (1H, d),
8,07 (14, d), 8,27 (1H, s), 8,47 (1H, s). MS (ES):

C22H20oC1N3Os requer 425; encontrado 426 (MH*).

EXEMPLO 4

3-[3-Cloro-5-(5-{3-cloro-4-[ (l-metiletil)oxi] fenil}-1,2, 4-

-oxadiazol-3-il)-1H-indol-1-il]propancato de sédio (E4)

Ci

Gl
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D7 (200 mg) e CsyC0O3 (336 mg) foram colocados num
frasco de micro-ondas, tratados com DMF (2,8 mL) e 3-bromo-
propionato de etilo (99 uL) e sujeitos a ultrassons durante
10 minutos. A mistura foi em seguida aquecida a 120 °C num
reator de micro-ondas durante 25 min. A mistura reacional
foi em seguida evaporada, redissolvida em MeOH (10 mL) e
tratada com NaOH ag® 2 M (10 mL). Esta mistura foi sujeita
a ultrassons brevemente e em seguida aquecida a 50 °C
durante a noite. A mistura reacional foi em seguida
evaporada, diluida com H,O (70 mL) e extraida com EtOAc,
adicionando NaCl e acetona para melhorar a extracdo. Os
extratos orgénicos foram evaporados para darem o produto
cru que foi acidificado com HCl1l para dar o éacido livre.
Este foi insuficientemente soluvel para purificacdo por
cromatografia e por isso fol triturado com MeOH, tratado

com NaOH ag® 2 M (1,5 eq), evaporado, dissolvido em EtOAc,
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filtrado e evaporado para dar o composto mencionado em
titulo (56 mg) na forma de um sbdélido castanho. 0H (metanol-
d4, 400 MHz): 1,42 (eH, d), 2,66 (2H, t), 4,47 (2H, t),
4,82 (1H, m), 7,29 (1, d), 7,44 (1H, s), 7,65 (1H, d),
7,98 (1H, d), 8,12 (1H, d), 8,20 (1H, s), 8,30 (1H, s).

MS (ES): CyHis°°Cl,N30, requer 459; encontrado 460 (MH').

EXEMPIO 5

Acido 3-(3-cloro-5-{5-[4-fenil-5-(trifluorometil)-2-tie-—

nil]-1,2,4-oxadiazol-3-il}-1H-indol-1-il)propandico (E5)

D8 (86 mg), 3-bromopropionato de (52 mg), Cs,CO0O3
(126 mg) e DMF (1 mL) foram colocados num frasco de micro-
ondas e agitados a 131 °C no reator de micro-ondas durante
1,5 horas. A mistura reacional foli em seguida evaporada até
a secura e tratada com NaOH ag® 2 M e EtOH (20 mL). Esta
solucdo foli agitada a 50 °C durante 4 horas e em seguida
neutralizada com HCl e evaporada para remover o EtOH. A
solucdo aquosa fol em seguida extraida duas vezes com EtOAc
e o0s extratos combinados evaporados. O residuo foi
dissolvido em DMSO, filtrado, tratado com MeCN causando a
precipitacdo do produto que foi filtrado e lavado com MeCN
para dar o composto mencionado em titulo (23 mg) na forma

de um s6lido esbranquicado. OH (dg¢-DMSO, 400 MHz): 2,47-
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2,57 (solvente + 2H) 4,37 (2H, t), 7,51-7,59 (5H, m), 7,72
(14, s), 7,7¢ (1H, 4&4), 7,89 (1H, d), 8,17 (1H, s), 8,25
(1IH, s). MS (ES): Cy4H15C1F3N302S requer 517; encontrado 516

(M-H") .

EXEMPIO 6

Acido 3-(4-{5-[4-fenil-5-(trifluorometil)-2-tienil]-1,2,4-

-oxadiazol-3-il}-1H-indol-1-il)propandico (E6)

D10 (85 mg, 0,207 mmol) foi colocado num frasco
de micro-ondas com Cs,CO3 (135 mg) e DMF (1 mL). Este foi
agitado brevemente e bromopropionato de etilo (40 npL) foi
adicionado. A mistura foi aquecida a 130 °C durante 1,5
horas no reator de micro-ondas. A mistura reacional foi
transferida para um recipiente contendo NaOH aquoso 2 M
(5 mL) e EtOH (5 mL), em seguida agitada a temperatura
ambiente durante a noite. A mistura foi em seguida
evaporada e o residuo acidificado até pH = 2,5 com HCIL
agquoso 2 M. Esta solucdo foi extraida com EtOAc duas vezes
e 0s extratos combinados evaporados para darem um residuo
amarelo que foil purificado por MDAP para dar o composto
mencionado em titulo (50 mg) na forma de um sdélido branco.
OH (CDCls, 400 MHz): 2,93 (2H, t), 4,50 (2H, t), 7,26 (1H,

s), 7,33 (1, 4), 7,37 (1H, t ap), 7,45-7,52 (5H, m), 7,55
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(1§, 4), 7,93 (1H, s), 8,04 (1H, d). MS (ES): CyaHisF3N305S

requer 483; encontrado 482 (M-H').

EXEMPLO DE REFERENCIA 7

Acido 3-[4-(5-{3-cloro-4-[ (trifluorometil)oxi] fenil}-1,2,4-

-oxadiazol-3-il)-1H-indol-1-il]propandico (E7)

C

£
F’£
Lo

Acido 3-cloro-4-[ (trifluorometil)oxilbenzdico
(fonte comercial) (131 mg), EDCI (1 14 mg) e HOBT (81 mg)
foram dissolvidos em DMF (2,5 mL) e agitados & temperatura
ambiente durante 10 minutos. 3-{5-[(Hidroxiamino) (imino) -
metil]-1H-indol-1-il}propancato de etilo (D57) (150 mg) em
DMF (2,5 mL) foi adicionado e a agitacdo continuou a
temperatura ambiente durante 2 horas. A mistura foi em
seguida aquecida a 80 °C durante a noite. A mistura
reacional foil evaporada até a secura e em seguida extraida
com EtOAc (2 x 25 mL) a partir de H,O (25 mL). As solucdes
organicas combinadas foram evaporadas até a secura e O
residuo tratado com EtOH e NaOH ag® 2 M (mistura 1:1,
20 mL) . Esta mistura foi agitada a 50 °C durante 2 horas,
em seguida evaporada para remover o EtOH. O precipitado
resultante foi separado por filtracdo e lavado com uma
mistura de H;O e EtOH e em seguida HCl1 2 M. O residuo foi

recristalizado em EtOH quente ©para dar o composto
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mencionado em titulo (62 mg) na forma de um sdélido branco.
O0H (de-DMSO, 400 MHz): 2,81 (2H, t), 4,50 (2H, t), 7,08
(l1H, d4), 7,36 (1H, t aparente), 7,061 (1H, 4d), 7,83 (1H, d),
7,89 (1H, d4), 7,96 (1H, d), 8,32 (1H, dd), 8,50 (1H, d). MS

(ES7) ¢ CuoHp3 > C1lF3N50, requer 451; encontrado 450 (M-H').

EXEMPLO DE REFERENCIA 8

Acido 3-[4-(5-{3-cloro-4-[(l-metiletil)oxi]fenil}-1,2, 4-

-oxadiazol-3-il)-1H-indol-1-il]propandico (E8)

Lo

Acido 3-cloro-4-[(l-metiletil)oxi]benzdico (D4)
(117 mg) foi adicionado a EDCI (114 mg) e HOBT (81 mqg)
dissolvidos em DMF (2,5 mL). Isto foi agitado a temperatura
ambiente durante 10 minutos e em seguida 3-{4-[(hidroxi-
amino) (imino)metil]-1H-indol-1-il}propancato de etilo (D57)
(150 mg) em DMF (2,5 mL) foi adicionado e a agitacao
continuou a temperatura ambiente durante 2 horas e em
seqguida a 80 °C durante a noite. A mistura reacional foi
evaporada até a secura e extraida a partir de H,O (25 mL)
com EtOAc (2 x 25 mL). Os extratos orgénicos combinados
foram evaporados e tratados com NaOH ag® 2 M (10 mL) e EtOH
(10 mL), agitados a 50 °C durante 2 horas e em seguida
evaporados para remover o EtOH. A solucdo restante foi
acidificada, filtrada e o precipitado lavado com EtO/H,0 em

seguida recristalizado em EtOH quente/H,O0 em seguida em
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DMSO. Lavando com Et,0 e MeOH deu o composto mencionado em
titulo (46 mg) na forma de um sdélido branco. OH (dg-DMSO,
400 MHz): 1,37 (eH, d), 2,81 (2H, t), 4,50 (2H, t), 4,89
(1H, septeto), 7,08 (1H, d), 7,35 (1H, t aparente), 7,46
(g, d), 7,60 (1w, d), 7,81 (1H, d), 7,94 (1H, d), 8,15
(1H, dd), 8,23 (1H, d). MS (ES7): CuHys°°ClN3;04 requer 425;

encontrado 424 (M-H').

EXEMPLO DE REFERENCIA 9

Acido 3-[4-(5-{5-cloro—-6-[(1l-metiletil)oxi]-3-piridinil}-

-1,2,4-oxadiazol-3-il)-1H-indol-1-il]propandico (E9)

3-{4-[ (Hidroxiamino) (imino)metil]-1H-indol-1-i1}-
propanocato de etilo (D57) (150 mg) em DMF (2,5 mL) foi
adicionado a uma solucdo de acido 5-cloro-6-[(l-metiletil) -
oxi]-3-piridinocarboxilico (D61l) (118 mg), HOBT (81 mg) e
EDCI (114 mg) gue tinham estado em agitacdo a temperatura
ambiente durante 10 minutos em DMEF (2,5 mL). A mistura
resultante fol agitada a temperatura ambiente durante 2
horas, em seguida aquecida a 80 °C durante trés dias. A
mistura reacional foi evaporada até a secura e extraida a
partir de H,O (25 mL) com EtOAc (2 x 25 mL). Os extratos
organicos combinados foram evaporados e o residuo agitado

em EtOH/NaOH ag® 2 M (mistura 1:1, 20 mL) a 50 °C durante 2
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horas. O EtOH foli evaporado e o precipitado removido por
filtracdo. Este foli acidificado e em seguida purificado por
MDAP para dar o composto mencionado em titulo (48 mg) na
forma de um sdélido esbranquicado. OH (d¢—DMSO, 400 MHz):
1,40 (eH, d), 2,80 (2H, t), 4,50 (2H, *t), 5,46 (1H,
septeto), 7,08 (1H, d), 7,36 (1lH, t aparente), 7,60 (1H,
), 7,82 (1, d4), 7,95 (1H, d), 8,60 (1H, d), 8,97 (1H, d).

MS (ES7): CzHis>°ClN4O4 requer 426; encontrado 425 (M-H).

EXEMPLO DE REFERENCIA 9 (PROCEDIMENTO ALTERNATIVO)

Acido 3-[4-(5-{5-cloro-6-[(l-metiletil)oxi]-3-piridinil}-

-1,2,4-oxadiazol-3-il)-1H-indol-1-il]propandico (E9)

R
£
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3-[4-(5-{5-Cloro-6-[(1l-metiletil)oxi]-3-piridi-
nil}-1,2,4-oxadiazol-3-11)-1H-indol-1-il]propanoato de
etilo (D62) (1,1 g, 2,418 mmol) foi dissolvido numa mistura
de 1,4-dioxano (100 mL) e etanol (100 mL). Agua (50,0 mL)
foi adicionada seguido por  hidréxido de sbédio 2 N
(2,418 mL, 4,84 mmol). A mistura foi agitada a temperatura

ambiente durante uma hora e meia para dar um produto Unico.
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Separou-se por evaporacdo a maior parte do solvente,
acidificou-se com &cido acético glacial, adicionou-se &gua
(50 mL) e extraiu-se o produto em EtOAc (200 mL). Foi
lavado com &agua (30 mL) e seco sobre MgS0O,. O solvente foi
separado por evaporacdo até um precipitado branco se ter
formado. O sdélido foi separado por filtracdo e lavado com
éter. A massa de composto mencionado em titulo obtido foi
780 mg. OH (400 MHz, d¢-DMSO) 1,38 (6H, d), 2,81 (2H, t),
4,50 (2H, t), 5,41-5,51 (1H, m), 7,07 (1H, dd), 7,36 (1H,
t)y, 7,59 (14, d4), 7,81 (1H, d), 7,94 (1H, dd), 8,58 (1H,
d), 8,96 (1H, d), 12,40 (1H, s largo). MS (ES) CziHig  CI1N4O4

requer 426; encontrado 427 (MH').

ExXEMPLO DE REFERENCIA 10

3-[5-(5-{3-Cloro-4-[(l-metiletil)oxi] fenil}-1,2,4-

-oxadiazol-3-il)-1H-indol-1l-il]propanocato de sédio (E10)

<t o=
LD
o} A Y '&\w~>h~o“Na“
(D5) (200 mg) foi dissolvido em DMF (4 mL),

tratado com Cs,CO3; (368 mg) e em seguida bromopropionato de
etilo (109 ulL). A mistura resultante foi aquecida a 120 °C
num reator de micro-ondas durante 2 horas. A mistura
reacional foil decantada do residuo insoluvel e evaporada

até a secura para dar um 6leo laranja pélido. Este 6leo foi
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dissolvido em EtOH (2 mL) e tratado com NaOH aquoso 2 M
(2 mL). Isto produziu um precipitado branco de modo que uma
outra porcdo de EtOH (2 mL) foi adicionada para produzir
uma solucdo homogénea. A mistura resultante foi aquecida a
60 °C durante 1 hora em seguida repousou a temperatura
ambiente durante a noite. A mistura reacional foi evaporada
até a secura, redissolvida em H,O (10 mL), tratada com &gua
salgada (2 mL) e extraida com uma mistura de EtOAc e MeCN
(2 x 20 mL). A evaporacao deu o produto cru (313 mg) na
forma de um sélido verde pélido. Este foi dissolvido em
MeOH (5 mL), filtrado e evaporado e em seguida triturado
com Et,0 para dar o composto mencionado em titulo (247 mg)
na forma de um sélido verde péalido. O8H (metanol-dy,
400 MHz): 1,42 (eH, d), 2,68 (2H, t), 4,48 (2H, t), 4,83
(1H, septeto), 6,55 (1H, dd), 7,30 (1H, d), 7,38 (1H, d),
7,61 (1H, d), 7,91 (1H, dd), 8,12 (1H, dd), 8,21 (1H, d),
8,34 (1H, dd). MS (ES ): CyH29CIN304 requer 425 encontrado

424 (M-H) .

Os seguintes compostos foram preparados de uma
maneira semelhante a do Exemplo 1. O solvente para o passo
de hidrélise foli ou metanol ou etanol e a temperatura de
reacdo entre a temperatura ambiente e 60 °C. Nalguns casos,
as reacdes foram manipuladas por extracdo do produto ou
acidificando o produto num solvente orgénico e noutros
casos o composto final precipitou na camada aquosa e foi
isolado por filtracdo. A purificacdo foi por MDAP,

trituracdo ou recristalizacéao.
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Nome Comentarios MS
Acido (5-{5-[4-fenil-5-| Hidrélise de | 470 (MHY
(trifluorometil)-2-tie— D42
hil]l-1,2,4-oxadiazol-3—
il}-1H-indol-1-
il)acético
B—[3-Bromo—5- (5-{3- Hidrélise de | 504 (M-H'
rloro—4-[ (1- D43 para Bl e
% ' fmetiletil)oxi] fenil)- 8Br)
E12 4
" Pt 1,2,4-oxadiazol-3-il) -
i_* , lFindol-1-il1]-
o
¢ bropancato de sédio
B
de d b—[5- (5-{3-cloro—-4-[ (1-| Hidrélise de K54 (MH' parg
Referéncia | netiletil)oxi] fenil)- D44 1)
E13 L,2,4-oxadiazol-3-11)—
FlA-indol-1-i1]-
pentanoato de sédio
-
Q
o~
de wfﬂl{j{:km icido 4-[5-(5-{3-cloro-| Hidrélise de | (MH' para
Referéncia . i-[ (1-metiletil)oxi] fe- D45 *c1)
14 ®  hil}-1,2, 4-oxadiazol-3-
il)-1A-indol-1-
il]butandico
Ly A3 /
de (e "}\m Acido (2R)-3-[5-(5-{3- | Hidrélise de K40 (MH pard
Referéncia GIN Floro—4-[ (1-metiletil)- D46 *cl)
E15 pxi]fenil}-1,2,4-oxadi—
hzol—3—-1l1)-1H-indol-1-
il]—-2-metilpropandico
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(continuacéao)
Exemplo Estrutura Name Camentarios MS
iR 24
de mv{a@’&%}\@ fcido (25)-3-[5-(5-{3- | Hidrélise de W40 (MH' pard
: H ‘\‘mz
Referéncia “}_w Horo-4-[ (1-metiletil)— D47 1)

®  bxi]fenil}-1,2, 4-oxadi-
hzol-3-11)-1H-indol-1-

il]-2-metilpropandico

Acido 2,2-dimetil-3-(5-| Hidrdlise de | 512 (MH)

ial PH@:\) 5-[4—fenil-5- (trifluo- D48
3 Fometil)-2—tienil] -
E17 o
\1 11,2, 4-oxadiazol-3-i1}-
RE fmg

LHF-indol-1-

Fil)propandico

EXEMPLO DE REFERENCIA 18

Acido 3-[5-(5-{3-cloro-4-[(l-metiletil)oxi]fenil}-1,2, 4-
-oxadiazol-3-il)-1H-indol-1-il]-2, 2, 3-trifluoropropandico

(E18)
ot PN
IS avel
a N E:A?~0H
P F

D5 (200 mg), Cs,CO3 (552 mg) e DMF (2,8 mL) foram
agitados a temperatura ambiente e tratados com é&cido
3-bromo-2,2,3-trifluoropropandéico (175 mg). Esta mistura
foi aquecida a 140 °C durante 1 hora num reator de micro-
-ondas. 2 outros equivalentes de Cs;CO3 (368 mg) foram

adicionados e o aqgquecimento continuou a 140 °C durante 10



PE2091949 - 141 -

horas. A mistura reacional foili em seguida evaporada,
tratada com H;0, agitada e filtrada para dar um residuo
s6lido castanho. Este foi purificado por MDAP para dar o
composto mencionado em titulo (12 mg) na forma de um sbélido
branco. 6H (metanol-d,, 400 MHz): 1,42 (6H, d), 4,83 (1H,
septeto), 6,87 (1H, d), 7,29 (1H, d), 7,45 (1H, d), 7,54
(1, d), 7,61 (1w, d), 7,80 (1, d), 8,06 (1H, d), 8,11
(1, d4), 8,19-8,22 (1H, m), 8,44 (1H, s).

EXEMPLO DE REFERENCIA 19

4-[4-(5-{3-Ciano-4-[(l-metiletil)oxi] fenil}-1,2,4-

—-oxadiazol-3-il)-1H-indol-1-il]butanocato de sédio (E19)

Na

Uma solucdo de 4-[4-(5-{3-ciano-4-[(l-metiletil) -
oxi]fenil}-1,2,4-oxadiazol-3-11)-1H-indol-1-il]butanocato de
etilo (D65) (1,42 g, 3,09 mmol) numa mistura de dioxano

(70 mL) e etanol (70 mL) foi tratada com hidréxido de sodédio
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2N (1,86 mL, 3,71 mmol) seguido por &gua (35 mL). A
solucdo fol agitada a temperatura ambiente durante 4 horas.
Separou-se por evaporacdo a maior parte do solvente e
separou-se por filtracdo o sbdélido Dbranco do solvente
restante. Lavou-se o s6lido com &agua seguido por éter e foi
seco para dar 580 mg do composto mencionado em titulo.
OH (400 MHz, metanol-d4) 1,45 (6H, d), 2,09-2,22 (4H, m),
4,30 (2H, t), 4,92-4,98 (1H, m), 7,15 (1H, d), 7,31 (1H,
t), 7,38-7,43 (2H, m), 7,69 (1H, d), 7,95 (1H, d), 8,43-
8,46 (2H, m). MS (ES) Cy4H,,N,04 requer 430; encontrado 431

(MH") .

EXEMPLO DE REFERENCIA 20

3-[5-(5-{3-Ciano-4-[(l-metiletil)oxi] fenil}-1,2, 4-

-oxadiazol-3-il)-1H-indol-1-il]propanocato de sédio

\
—~ g
N

3-[5-(5-{3-Ciano-4-[(l-metiletil)oxi]fenil}-
1,2,4-oxadiazol-3-1il)-1H-indol-1-il]propanocato de etilo
(D53) (150 mg, 0,38 mmol) foil dissolvido em etanol (25 mL)
por aquecimento a 60 °C. Deixou-se a solucdo arrefecer até

a temperatura ambiente em seguida hidrdéxido de sdédbdio 2 N (3
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mL, © mmol) foi adicionado. A solucdo foil agitada a
temperatura ambiente durante 30 minutos. LC/MS mostrou um
produto 1Unico. Separou-se por evaporacdo o etanol e
separou-se por filtracdo o sdélido gque precipitou da
solucdo. A massa do composto mencionado em titulo na forma
de um sélido castanho claro obtida na secagem foi de 50 mg.
OH (400 MHz, d¢-DMSO) 1,45 (6H, d), 2,67 (2H, t), 4,48 (2H,
t), 4,92-4,98 (1H, m), 6,54- 6,55 (1H, m), 7,34 (1H, d),
7,38 (1, d4), 7,60 (1H, d), 7,91 (1H, dd), 8,35 (1H, d),
8,41-8,46 (2H, m). MS (ES) C,3H,oN4O; requer 416; encontrado

417 (MH') .

EXEMPLO DE REFERENCIA 21

3-[4-(5-{3-Ciano-4-[(l-metiletil)oxi] fenil}-1,2,4-

—-oxadiazol-3-il)-1H-indol-1-il]propanocato de sdédio (E21)

3-[4-(5-{3-Ciano-4-[(l-metiletil)oxi]fenil}-

-1,2,4-oxadiazol-3-11)-1H-indol-1-il]propanocato de etilo
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(D63) (81 mg, 0,18 mmol) foi dissolvido em etanol por
aquecimento a 50 °C. Foi adicionado hidrdéxido de sdéddio 2 N
(0,25 mL, 0,5 mmol) seguido por agua (2 mL), agqueceu-se a
50 °C para dar uma solucdo limpida, em seguida deixada em
repouso a temperatura ambiente durante 30 minutos. LC/MS
mostrou um produto uUnico. O etanol fol separado por
evaporacdo para se obter um precipitado que foi separado
por filtracdo e seco. A massa do composto mencionado em
titulo na forma de um sélido castanho péalido obtida foi
60 mg. OH (400 MHz, d¢-DMSO) 1,39 (6H, d), 2,32 (2H, *t),
4,39 (2H, t), 4,96-5,00 (1H, @), 7,01 (1H, d4d), 7,31 (1H,
t), 7,56-7,61 (2H, m), 7,74 (1H, d&), 7,91 (1H, d), 8,45
(1H, dd), 8,55 (1H, d). MS (ES) Cz23HooN404 requer 416;

encontrado 417 (MH').

EXEMPLO DE REFERENCIA 22

3-(4-{5-[2-(Trifluorometil)-4-bifenilil]-1, 2, 4-oxadiazol-3-

-il}-1H-indol-1-il)propanocato de sédio (E22)

)
\—gﬁz

NN

LI
Na

3-(4-{5-[2-(Trifluorometil)-4-bifenilil]-1,2,4-
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-oxadiazol-3-i1l1}-1H-indol-1-il)propancato de etilo (D64)
(15 mg, 0,31 mmol) foi dissolvido em etanol (50 mL) por
aquecimento a 40 °C durante 10 minutos e em seguida
hidréxido de sédio 2 N (4 mL, 8 mmol) foi adicionado
seguido por agua (8 mL). A solucdo fol deixada em repouso
durante 1 hora. Separou-se por evaporacdao o etanol e
separou-se por filtracdo o sélido esbranquicado. A massa do
composto mencionado em titulo na forma de um bege obtida na
secagem foi 42 mg. OH (400 MHz, metanol-dy) 2,69 (2H, t),
4,53 (2#, t), 7,17-7,18 (1H, m), 7,32-7,40 (3H, m), 7,46-
4,49 (4H, m), 7,66 (1H, d), 7,75 (1H, d), 8,02 (1H, d),
8,53 (1H, dd), 8,63 (1H, d). MS (ES) Cy¢H1gF3N303 requer 477;

encontrado 478 (MH).

EXEMPLO DE REFERENCIA 23

3-(4-{5-[4-Ciclo-hexil-3-(trifluorometil) fenil]-1,2,4-

-oxadiazol-3-il}-1H-indol-1-il)propanocato de sédio (E23)

~Q Na

3-(4-{5-[4-Ciclo-hexil-3-(trifluorometil) fenil]-
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1,2,4-oxadiazol-3-il}-1H-indol-1-il)propanoato de etilo
(D69) (63 mg, 0,123 mmol) foil dissolvido em etanol (8 mL) e
hidréxido de sdédio (2 M, 0,5 mL, 1,000 mmol) foi
adicionado. A reacdo foli aquecida a 40 °C durante 18 h.
LCMS mostrou conversdo completa ao produto. A mistura
reacional foi «concentrada em vacuo e o sélido Dbranco
separou-se por filtracdo e foi 1lavado <com &gua. Na
filtracdo, muito do composto foi redissolvido e passou
através do filtro, por 1sso o s6lido e filtrado foram
combinados e separados entre diclorometano (10 mL) e HCI
2 M (3 mL). A fase aquosa foi extraida com mais
diclorometano (10 mL). As fases orgdnicas foram isoladas
por separador de fase, combinadas e o solvente removido em
vacuo. 0O s6lido foli em seguida dissolvido em acetonitrilo e
dgua com adicdo de uma quantidade equimolar de hidréxido de
sb6bdio (2 M, 53 ulL) antes da solucdo ser seca por congelacéo
para dar o composto mencionado em titulo (42 mg) na forma
de um sé6lido branco. OH (metanol-d4, 400 MHz): 8,48 (1H,
d), 8,43 (1H, dd), 7,98 (1H, dd), 7,86 (1H, d), 7,73 (1H,
d), 7,46 (1H, d&), 7,32 (1H, t apar.), 7,15 (1H, dd), 4,52
(2H, t), 3,04 (1H, t), 2,69 (2H, t), 2,0-1,8 (5H, m), 1,63
(2H, dd), 1,53-1,37 (3H, m). MS (ES) CysH24F3N303 requer 483;

encontrado 482 (M-H").

EXEMPLO DE REFERENCIA 24

3-(4-{5-[4-[(1-Metiletil)oxi]-3-(trifluorometil) fenil]-1, -

2,4-oxadiazol-3-il}-1H-indol-1-il)propanocato de sédio (E24)
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F=Q
Na ©
A uma suspensido de 3-(4-{5-[4-[(l-metiletil)oxi]-
-3-(trifluorometil) fenil]l-1,2,4-oxadiazol-3-il1}-1H-indol-1-
-il)propanoato de etilo (D72) (81 mg, 0,17 mmol) em etanol
(8 mL) foi adicionado hidrdéxido de sbdbdio aquoso (2 M, 0,8
mL, 1,6 mmol) e a reacdo aquecida a 50 °C para dissolver os
reagentes antes de aquecimento a 40 °C durante 1H. O
solvente foi removido em vacuo e o residuo repartido entre

acetato de etilo (20 mL) e &gua (20 mL) e acidificado com

dcido cloridrico aquoso (2M). A fase aquosa foi extraida
com mais acetato de etilo (2 x 20 mL) e os extratos
organicos combinados secos (separador de fase) e

concentrados em vacuo. O sdé6lido foi em seguida dissolvido
em acetonitrilo e 4&gua com adicdo de uma gquantidade
equimolar de hidréxido de sdédio (2 M) antes da solucédo ser
seca por congelacdo para dar o composto mencionado em
titulo (57 mg). 8H (dg-DMSO, 400 MHz): 8,44 (1H, dd), 8,35
(g, d), 7,93 (1H, dd), 7,74 (1H, d), 7,65-7,54 (2H, m),
7,31 (1H, t apar.), 7,00 (1H, dd) 4,99 (1H, septeto), 4,38
(2H, t), 2,34 (2H, t), 1,36 (6H, d). MS (ES): Cz3Hz0F3N304

requer 459; encontrado 460 (MH').
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Os seguintes exemplos foram preparados por
reacdes de hidrdlise semelhantes as descritas acima. Pelo
menos dols equivalentes de hidrdéxido de sédio foram usados.
O solvente foi ou etanol ou metanol. Nalguns casos, foi
usado um cossolvente (diclorometano ou dioxano) para ajudar
a dissolucdo do material de partida. As reacdes foram
realizadas a uma temperatura entre a temperatura ambiente e
50 °C. Nalguns casos, algum ou todo o solvente foli removido
depois da reacdo estar completa. As reacdes foram guer
manipuladas por particdo entre uma camada orgédnica e uma
aquosa dque por filtracdo do produto sbdélido do solvente
aquoso. Nalguns casos o0s produtos crus foram purificados
por trituracdo. Os produtos foram ou isolados na forma do

adcido ou de sal de soédio.

Exemplo Estrutura Precursor Nome MS
de a ol D73 [4-(5-{3-cloro-4-[ (1~  |412 (MH'
Referéncia metiletil)oxi] fenil}- para *cl)
E25 1,2,4-oxadiazol-3-11)—

-1H-indol-1-il]acetato

de sdédio
de D74 [4- (5~ {3~ciano-4-[ (1~ 403 (MH)
Referéncia metiletil)oxi] fenil}-
E26 1,2,4-oxadiazol-3-11)—

-1H-indol-1-il]acetato
de sédio
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(continuacéao)

Exemplo Precursor Nome MS
de D76 3 (4-{5-[2"'-fluoro-2- 496 (MH")
Referéncia (trifluorometil)—4-

E27 bifenilil]-1,2,4-

F oxadiazol-3-il)-1H-
A indol-1-il]propancato de
" sé&dio
i
i

de D77 4-[4-(5-{3-cloro—4-[ (1- (440 (MH

Referéncia o o ~<m’ metiletil)oxilfenil}-  [para *Cl)

E28 THy 1,2,4-oxadiazol-3-11) -
—1H-indol-1-il]butanocato
de sbédio

"
o
G

de D78 4-[4~(5-{3~-cloro-4- 466 (MH'

Referéncia ~[ (trifluorometil) - para ¥cl)

E29 oxi]fenil}-1,2,4-
—-oxadiazol-3-i1)-1H
indol-1-il]butanocato de
sé&dio

de D79 hidrocloreto do &cido 4- |441 (MH'

Referéncia [4- (5-{5-cloro—6-[ (1- para

E30 -metiletil)oxi]-3-
-cl)piridinil}-1,2, 4-
oxadiazol-3-i1)-14
indol-1-i1]butandico
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(continuacéao)

Exemplo Precursor Nome MS
de D80 acido 4-(4-{5-[4-fenil- |[498 (MH)
Referéncia 5—- (trifluorcmetil)-2-

E3l tienil]-1,2, 4-oxadiazol—
3-il)-1H-indol-1-

—-il]butandico

de D81 acido 4-(4-{5-[2- 492 (MH)

Referéncia —(trifluorometil)-4-

E32 bifenilil]-1,2,4-
oxadiazol-3-il1)-1H-
indol-1-il]butandico

D82 acido 3-(4-{5-[4- 432 (MH)
—(metiloxi)-3—-
—(trifluorometil) fenil]-
'” 1,2, 4-oxadiazol-3-il}-
VYG ~1F-indol-1-i1)-
"o propandico

de Y Q,_(‘: D83 4-{4-[5- (3-ciano—4- 445 (VHY)

Referéncia e {[(1R) -1-metil-

E34 p propil]oxi}fenil)-1,2,4~

]

=

oxadiazol-3-i1]-1H-
indol-1-il}butanocato de
sé&dio
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(continuacao)

Exemplo Precursor Nome MS
de 3 ¥ D84 Acido 4-{4-[5-(3-ciano— (445 (MH)
Referéncia _{“‘““'! 4-{[ (19 -1-

E35 -metilpropil]oxil}fenil)-
) 1,2,4-oxadiazol-3-il] -
éﬁ» -1H-indol-1-i1}butandico
de D85 3-(4-{5-[3-etil-4-(1- 445 (MH
Referéncia piperidinil) fenil]-
E36 1,2,4-oxadiazol-3-11}—
-1H#-indol-1-11)-
propancato de sédio
de D86 3—-{4-[5- (4—ciclo-hexil- (444 (MH")
Referéncia 3-etilfenil)-1,2,4-
E37 —oxadiazol-3-11]-1H-
indol-1-il}propancato de
sédio
de D87 4cido 3-(4-{5-[5-cloro—- (438 (MH'
Referéncia 6- (1-pirrolidinil)-3- para *Cl)
E38 -piridinil]-1,2,4-
—-oxadiazol-3-i1}-1H
indol-1-il)propandico
de D88 4cido 4-[4-(5-{3-bromo— |484 (MH'
Referéncia 4-[ (l-metil-etil)oxi]- |para ™Br)
E39 fenil}-1,2,4-oxadiazol-
3-il}-1H-indol-1-
—-il)propandico
de ‘ D89 4cido 4-(4-{5-[3-cloro- [438 (MH'
Referéncia . > 4- (2-metil- para *Cl)
E40 H,c)\/glw -propil) fenil]-1,2,4-
' oxadiazol-3-11}-1H-
indol-1-il)butandico




PE2091949 - 152 -
(continuacao)

Exemplo Precursor Nome MS
de D90 3-(4-{5-[4-(2- 456 (M-H")
Referéncia —-metilpropil)-3-

E4l N —(trifluorometil) fenil]—

z 1,2, 4-oxadiazol-3-il}-
N
'S ~e 1H-indol-1-i1)propancato

de sé&dio

de D91 4cido 4-(4-{5-[3-ciano- (429 (MH

Referéncia 4— (2-metil- para *Cl)

E42 -propil) fenill]-1,2, 4~
oxadiazol-3-il1}-1H
indol-1-i1)butandico

de D92 4cido 4-{4-[5-(2-ciano- (447 (M-H")-

Referéncia 4-bifenilil)-1,2, 4—oxa—

E43 diazol-3-il]-1H-indol-1-
il}butandico

el
on

EXEMPLO DE REFERENCIA 44

Acido 3-(3-cloro-4-{5-[4-fenil-5-(trifluorometil)-2-tie—

nil]-1,2,4-oxadiazol-3-il}-1H-indol-1-il)propandico (E44)
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Este material foi ©preparado de uma maneira
semelhante a E5 (a partir de D93) exceto que o passo de
alquilacdo levou 4,5 h no micro-ondas e o passo de
hidrélise foi realizado a temperatura ambiente durante a
noite. MS (ES): C,4HisClF3N303S requer 517; encontrado 516

(M-H") .

EXEMPLO DE REFERENCIA 45

3-[3-Cloro-5-(5-{3-cloro-4-[ (trifluorometil)oxi] fenil}-
-1,2,4-oxadiazol-3-il)-1H-indol-1-il]propanocato de sédio

(E45)

: AN
F O N~

Na

A 3-[3-cloro-5-(5-{3-cloro-4-[ (trifluorometil) -
oxi]fenil}-1,2,4-oxadiazol-3-il)-1H-indol-1-il]propanoato
de etilo (D97) (150 mg, 2,9 mmol) em etanol (10 mL) foi

adicionado NaOH 2 N (2 mL, 4 mmol) e a mistura foi aquecida
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a 50 °C durante 30 minutos. Separou-se por evaporacdo o
etanol e separou-se por filtracdo o sélido creme palido que
tinha precipitado da solucdo restante. A massa do composto
mencionado em titulo obtida na secagem foi 100 mg.
OH (400 MHz, dg-DMSO) 2,35 (2H, t), 4,35 (2H, t), 7,73-7,75
(2H, m), 7,86 (1H, d4), 7,92 (1H, d4d), 8,22 (1H, s), 8,30-
8,32 (1H, m), 8,49 (1H, d). MS (ES) CzoHi»°Cl,F3N304 requer

485; encontrado 486 (MH').

EXEMPIO 46

3-(3-Cloro-5-{5-[3-cloro-4-(propiloxi) fenil]-1, 2, 4-

-oxadiazol-3-il}-1H-indol-1-il)propanocato de sédio (E46)

Gl

NS

ol
v N

Na

A 3-(3-cloro-5-{5-[3-cloro-4- (propiloxi) fenil]-
1,2,4-oxadiazol-3-il}-1H-indol-1-il)propanoato de etilo
(D101) (120 mg, 2,5 mmol) em etanol (10 mL) foi adicionado
NaOH 2 N (2 mL) e a mistura foi aquecida a 50 °C durante 30
minutos. Separou-se por evaporacdo o etanol e separou-se
por filtracdo o sdélido branco que tinha precipitado da
solucdo restante. A massa do composto mencionado em titulo

obtida na secagem foi de 85 mg. OH (400 MHz, d¢-DMSO) 1,03
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(35, t), 1,77-1,86 (2H, m), 2,34 (2H, t), 4,17 (2H, t),
4,35 (2H,t), 7,40 (1H,d), 7,71-7,74 (2H,m), 7,91 (1H, d),
8,15 (1H,dd), 8,20-8,21 (2H,m). MS (ES) CiHis°°Cl,N304 requer
459; encontrado 460 (MH').

Os seguintes exemplos foram preparados por um
método semelhante ao descrito acima, usando 2-60
equivalentes de hidrdéxido de sddio (Quadro 8). As reacdes

foram manipuladas

por remocao do etanol e

filtracdo do

s6lido resultante ou extracdo do produto em acetato de
etilo. Se requerido, os produtos foram purificados por
trituracdo com éter.
Exemplo Estrutura Precursor Name MS
de BEQ D102 3- (3-cloro-5-{5-[3- 430, 432 (M-
Referéncia G‘Q. —cloro—4- (metil- H' para
EA7 = -oxi) fenil]-1,2,4- *Cl,,
N J —oxadiazol-3-11}-14- »c1%c1)
i_ indol-1-il)propancato de
¥ 0" @ sbédio
de M D103 3- (3—cloro—-5-{5-[4~- 466 (MH
Referéncia | Y~ . — (metiloxi)-3- (tri- para *C1)
E48 4 fluorometil) fenil] -
”‘Lg% ~1,2, 4-oxadiazol-3-il}-
i’“‘ 1H-indol-1-i1)propancato
o w de sédio
de &Q? D109 3—(3-cloro-5-{5-[3- 444, 446 (M-
Referéncia < —cloro-4- (etiloxi) - H' para
EA9 cz%ﬁ%= fenil]-1,2, 4-oxadiazol- |*CL,,
ﬂg 3-il}-1H-indol-1-11)- *c17c1)

propancato de sédio
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(continuacéao)
Exemplo Estrutura Precursor Nome MS
D104 3-[3-cloro-5-(5-{3- 451 (MH
—ciano—4-[ (1-metil- para *cl)

—-etil)oxi] fenil}-1,2,4-
oxadiazol-3-il}-1H

indol-1-il)propancato de

sédio
D105 3-(3—cloro-5-{5-[4- 478, 480 em
—nitro-3-(tri- ES

fluorometil) fenil]-
-1,2,4-oxadiazol-3-11}-
1H-indol-1-i1)propancato
de sé&dio

EXEMPLO DE REFERENCIA 53

3-(3-Cloro-5-{5-[6—(metiloxi)-3-bifenilil]-1,2,4-oxadiazol-

-3-il}-1H-indol-1-il)propancato de sédio (E53)

Ng O

3-(3-Cloro-5-{5-[6-(metiloxi)-3-bifenilil]-1,2,4-
oxadiazol-3-1il1l}-1H-indol-1-il)propanocato de etilo (D107)
(90 mg, 0,18 mmol) foi aquecido em etanol (10 mL) para dar
uma solucdo limpida. Esta solucdo foil tratada com hidréxido

de sbédio 2 N (3 mL, © mmol) e agitada a 50 °C durante 30
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minutos. Separou-se por evaporacdo o etanol e separou-se
por filtracdo o sé6lido branco que precipitou da solucéao,
lavando bem o s6élido com uma pequena dquantidade de &agua e
éter. Agitou-se o sd6lido numa pequena quantidade de acetona
durante 1 hora, foi filtrado, 1lavado com uma pegquena
quantidade de éter e seco para produzir o composto
mencionado em titulo na forma de 45 mg de sélido branco.
OH (400 MHz, d¢-DMSO) 2,34 (2H, t), 3,91 (3H, s), 4,34 (2H,
t)y, 7,41-7,4¢6 (2H, wm), 7,48-7,50 (2H, m), 7,57-7,59 (2H,
m), 7,63-7,66 (2H, m), 7,80 (1H, d), 8,10 (1H, d), 8,10-
8,25 (2H, m). MS (ES) CueHpo°°CLlN3;O, requer 473; encontrado

474 (MH') .

ExEMPIO 54

Acido 3-(5-{5-[6-(trifluorometil)-3-bifenilil]-1,2,4-

-oxadiazol-3-il}-1H-indol-1-il)propandico (E54)

OH

Este material foli ©preparado por um método
semelhante para preparar E53. O solvente fol uma mistura de
etanol e 1,4-dioxano e foram usados 0,071 mL de NaOH aqg°®
2 M para hidrolisar 51 mg de D113. MS (ES) CyeHigF3N303

requer 477; encontrado 476 (M-H').
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ENSAIO DE LIGAGAO DE GTPYS

Células de leucemia basofilica de ratazana (RBL
ou LBR) expressando estavelmente o recetor SI1P1 foram
postas a crescer até 80% de confluéncia antes de serem
colhidas em 10 mL de salina tamponada por fosfato (PBS) e
centrifugadas a 1200 rpm durante 5 minutos. Apds remocdo do
sobrenadante, o pelete fol ressuspenso e homogeneizado em
20 volumes de tampdo de ensaio (HEPES 20 mM pH 7,4, NaCl
100 mM, MgClz-6H,0 10 mM, GDP 10 uM, saponina 10 pg/mL). A
suspensdao de membrana foi ainda centrifugada durante 20
minutos a 20 000 rpm, re-homogeneizada e turbilhonada outra
vez. A seguir a segunda centrifugacdo, o pelete foi
ressuspenso num volume apropriado (1 mL para cada frasco de

células) e ensaiado a concentracdo de proteina.

Estoque concentrado de S1P foi sujeito a
ultrassons antes de diluicbes em série serem preparadas a
partir de uma concentracdo de partida de 10°° M. Membranas
diluidas (10 pg/cavidade) foram incubadas com Vvéarias
concentracdes de S1P e °°S-GTPyYS 0,3 nM (NEN; atividade
especifica 1250 Ci/ mmol) em 96 placas de cavidade
profunda. A ligacdo foil realizada a 30 °C durante 45
minutos e terminada pela colheita das membranas sobre
placas de filtro GF/B usando um colhedor Packard Universal.
Apds secagem das placas durante 45 minutos, 50 pL de
Microscint 0 foram adicionados a cada cavidade e a ligacéo
medida num Topcount NXT (Perkin Elmer). Os dados foram

analisados usando Graphpad Prism 4 e expressos CcoOmo
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percentagem de estimulacdo acima da basal. 0Os Valores CEsg
foram definidos como a concentracdo de agonista requerida

para dar 50% da estimulacdo maxima.

Preparagdo da membrana (método alternativo)

Para as preparacdes de membrana todos os passos
foram realizadas a 4 °C. Células de hepatoma de ratazana
estavelmente expressando o recetor S1P1 humano ou células
de leucemia basofilica de ratazana (RBL) estavelmente
expressando o recetor S1P3 humano foram postas a crescer
até 80% de confluéncia antes de serem colhidas em 10 mL de
salina tamponada por fosfato (PBS) e centrifugadas a
1200 rpm durante 5 minutos. Apds remocdo do sobrenadante, o
pelete foli ressuspenso e as células foram homogeneizadas
dentro de um misturador Waring de vidro durante 2 tempos de
funcionamento de 15 s em 200 mL de tampdo (HEPES 50 mM,
leupeptina 1 mM, Dbacitracina 25 pg/ mL, EDTA 1 mM, PMSF
1 mM, pepstatina A 2 pM). O recipiente misturador foi
mergulhado em gelo durante 5 min apds o primeiro tempo de
funcionamento e 10-40 min apds o tempo de funcionamento
final para permitir a espuma dissipar. O material foi em
seguida turbilhonado a 500 g durante 20 min e o)
sobrenadante turbilhonado durante 36 min a 48 000 g. O
pelete fol ressuspenso no mesmo tampdo gque acima mas sem
PMSF e pepstatina A. 0O material foi em seguida forcado
através de uma agulha de 0,6 mm, até fazer o volume
requerido (usualmente x4 o volume do pelete celular

original), aliquotado e armazenado congelado a -80 °C.
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EnNsa1o DE S1P1—GTPyS (método alternativo)

Membranas de hepatoma de ratazana de S1P1 humano
(1,5 pg/cavidade) foram aderidas a pérolas de ensaio de
proximidade de cintilacdo (SPA) revestidas de aglutinina de
germe de trigo (WGA) (0,125 mg/cavidade) em tampdo de
ensaio (HEPES 20 mM, MgCl, 10 mM, NaCl 100 mM e pH ajustado
a 7,4 usando KOH 5 M, GDP 10 uM FAC (ou CFE -concentracéo
final no ensaio) e saponina 90 pug/mL FAC foi também

adicionado) .

Apbs 30 minutos de pré-acoplamento em gelo a
suspensdo de pérola e membrana foi dispensada numa placa LV
de 384 cavidades de polipropileno Greiner (5 ul/cavidade),
contendo 0,1 puL do composto. 5 pl/cavidade de [**S]-GTPyS
(conc. de radioligando final 0,5 nM) feito em tampdo de
ensaio foi em seguida adicionado a placas de agonista. O
coquetel de ensaio final (10,1 uL) foli em seguida
centrifugado a 1000 rpm durante 5 minutos e em seguida lido

imediatamente num leitor Viewlux.

Todos os compostos de teste foram dissolvidos em
DMSO numa concentracdo de 10 mM e foram preparados em DMSO
100% usando um passo de diluicdo 1 em 4 para proporcionar
curvas de resposta a dose de 11 pontos. As diluicdes foram
transferidas para as placas de ensaio assegurando dque a
concentracao de DMSO estava constante ao longo da placa

para todos os ensaios.
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Todos os dados foram normalizados para a média de
16 de alto e 16 de baixo controlo cavidades em cada placa.
Um ajustamento de curva de quatro pardmetros foi em seguida

aplicado.

Os compostos da invencdo exemplificados que foram

testados neste ensaio tinham pCEs; > 5.

S1P3

Membranas S1P3 de células de leucemia basofilica
de ratazana (RBL-2H3) (1,5 pg/cavidade) foram aderidas a
pérolas SPA revestidas de WGA (0,125 mg/cavidade) em tampéao
de ensaio (HEPES 20 mM, MgCl, 3 mM, NaCl 100 mM e ©pH
ajustado a 7,4 usando KOH 5 M), GDP 10 uM FAC e saponina

90 ng/mL FAC foram também adicionados).

Apds 30 minutos de pré-acoplamento em gelo a
suspensdo de pérola e membrana foi dispensada numa placa LV
de 384 cavidades de polipropileno Greiner (5 ul/cavidade),
contendo 0,1 puL do composto. 5 pl/cavidade de [*°S]-GTPyS
(conc. de radioligando final 0,5 nM) feito em tampdo de
ensaio foi em seguida adicionado a placas de agonista. O
coquetel de ensaio final (10,1 uL) foli em seguida
centrifugado a 1000 rpm durante 5 minutos e em seguida lido

imediatamente num leitor Viewlux.

Todos os compostos de teste foram dissolvidos em
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DMSO numa concentracdo de 10 mM e foram preparados em DMSO
100% usando um passo de diluicdo 1 em 4 para proporcionar
curvas de resposta a dose de 11 pontos. As diluicdes foram
transferidas para as placas de ensaio assegurando dgue a
concentracdo de DMSO estava constante ao longo da placa

para todos os ensaios.

Todos os dados foram normalizados para a média de
16 de alto e 16 de baixo controlo cavidades em cada placa.
Um ajustamento de curva de quatro pardmetros foi em seguida

aplicado.

Os compostos exemplificados testados neste ensaio

tinham pCEsg < 6, muitos tinham pCEsy < 5.

ENSAIO DE LEVEDURA

Células de 1levedura (Saccharomyces cerevisiae)
expressando o recetor S1P1 humano foram geradas por
integracéo de uma cassete de expressao no sitio
cromossdédmico ura3 de estirpe de levedura MMY23. Esta
cassete consistiu de sequéncia de DNA codificando o recetor
S1P1 humano flangqueado pelo promotor GPD de levedura a
extremidade 5' de S1P1 e uma sequéncia terminadora
transcricional de levedura a extremidade 3' de S1P1. MMY23
expressa uma subunidade alfa de proteina G guimérica de
levedura/mamifero em que os 5 aminodcidos C-terminal de
Gpal sado trocados com os 5 aminoadcidos C-terminal de

Goil/2 humano (conforme descrito em Brown et al., Yeast,
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16 (2000) 11-22). As células foram postas a crescer a 30 °C
em meio de levedura Sintético Completo (SC) liquido
(Guthrie e Fink, Methods in Enzymology, 194 (1991))
faltando uracilo, triptofana, adenina e leucina a ultima

fase logaritmica (aproximadamente 6 ODggo/mL) .

Os agonistas foram preparados como solucdes 10 mM
em DMSO. Os vwvalores CEsy (a concentracdo requerida para
produzir 50% de resposta maxima) foram estimados usando
diluicdes 4 vezes (BiomekFX, Beckman) em DMSO. As solucdes
de agonista em DMSO (volume de ensaio final 1%) foram
transferidas para ©placas de microtitulacdo pretas de
Greiner (384 cavidades). As células foram suspensas a uma
densidade de 0,2 ODgoo/mL em meio SC com falta de histidina,
uracilo, triptofana, adenina e leucina e suplementado com
3-aminotriazole 0,1 mM, fosfato de sbébdio 0,1 M pH 7,0, e
fluoresceina di-B-D-glucopirandésido (FDGIu) 10 uM. Esta
mistura (50pL por cavidade) foi adicionada a agonista nas
placas de ensaio (Multidrop 384, Labsystems) . Apbs
incubacdo a 30 °C durante 24  Thoras, a fluorescéncia
resultante da degradacdo de FDGIu a fluoresceina devida a
exoglucanase, uma enzima de levedura enddgena produzida
durante o crescimento celular estimulado por agonista, foi
determinada usando um leitor de placa de microtitulacdo de
fluorescéncia (Tecan Spectrofluor ou LJL Analyst,
comprimento de onda de excitacdo: 485 nm; comprimento de
onda de emissdo: 535 nm). A fluorescéncia foli representada
em grafico contra a concentracdo do composto e a curva

interativamente ajustada usando um ajustamento de quatro
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pardmetros para originar o valor do efeito da concentracéo.

A Eficécia (Epsx) fol calculada a partir da equacéao

Emax = Méx[composto X] — Min[composto X] / Méx[81P] - Min[slP] x 100%

onde MaXicomposto %] € MiNicomposte x] S80 © maximo e minimo
ajustados respetivamente da curva do efeito da concentracéo
para o composto X, e Max[sip; € Min(sip; s80 0 maximo e minimo
ajustados respetivamente da curva do efeito da concentracéo
para esfingosina-1-fosfato (disponivel em Sigma). Os
valores da Razdo Molar Equieficaz (EMR) foram calculados a

partir da equacéo

EMR = CEs0 [composto x] / CEso [s1p]

Onde CEso [composto x] € a CEsg do composto X e

CEso [S1P] é a CEsp de S1P.

Onde testados, os compostos da invencdo exem-

plificados tinham um pCEsy > 4,5 no ensaio de levedura.

Lisboa, 6 de Julho de 2011
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REIVINDICACOES

1. Umn composto de férmula (I) ou um seu sal

farmaceuticamente aceitéavel:

(1A)
em que:

um de Rs e Rg &€ hidrogénio ou R, e o outro é (a)
O-n
» A
N
(a)

A é um anel fenilo ou um anel heterocarilo de 5 ou 6

R,

membros;

R; é hidrogénio ou até trés substituintes independen-
temente selecionados de entre halogéneo, alquilo Ci-Cy4,
alcoxi C1-C4, trifluorometoxi, difluorometoxi, trifluoro-
metilo, ciano e anéis fenilo facultativamente substituido e
hetercarilo de 5 ou 6 membros facultativamente substituido;

R, é hidrogénio ou até trés substituintes independen-
temente selecionados de entre halogéneo, alquilo C;-Cy,
alcoxi C1-C4, trifluorometoxi, difluorometoxi, trifluoro-

metilo e ciano;
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R3, Rz, Ry e Ryr sdo cada um independentemente
selecionados de entre hidrogénio, halogéneo e metilo;

R; & hidrogénio ou halogéneo;

X €& uma ligacdo direta;

m é 0-2;

n é 0-4; e

quando R; compreende um fenilo substituido ou um anel
heteroarilo de 5 ou 6 membros, ele é substituido por até
trés substituintes independentemente selecionados de entre
halogéneo, alquilo C1-Cy, alcoxi C1-Cy, trifluorometoxi,

difluorometoxi, trifluorometilo e ciano.

2. Um composto selecionado de entre:

dcido 3-(5-{5-[4-fenil-5-(trifluorometil)-2-tienil]-
-1,2,4-oxadiazol-3-11}-1H-indol-1-il)propandico

dcido 3-[5-(5-{3-cloro-4-[(l-metiletil)oxi]fenil}-
-1,2,4-oxadiazol-3-11)-1H-indol-1-il]propandico

dcido 3-[3-cloro-5-(5-{3-cloro-4-[(l-metiletil)oxi]-
fenil}-1,2,4-oxadiazol-3-il)-1H-indol-1-il]propanocato

dcido 3-(3-cloro-5-{5-[4-fenil-5-(trifluorometil)-2-
-tienil]-1,2,4-oxadiazol-3-il}-1H-indol-1-1il)propandico

dcido 3-(4-{5-[4-fenil-5-(trifluorometil)-2-tienil]-
-1,2,4-oxadiazol-3-11}-1H-indol-1-il)propandico

ou seus sals farmaceuticamente aceitéaveis.

3. Uso de um composto de acordo com qualquer

uma das reivindicacdes 1 a 2 para o fabrico de um
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medicamento para uso no tratamento de condicdes ou

desordens mediadas por recetores S1P1l, em gque a condicdo ou

desordem é esclerose multipla, doencas autoimunes,
desordens inflamatoérias crbdnicas, asma, neuropatias
inflamatoérias, artrite, transplante, doenca de Crohn,

colite ulcerativa, 1lupus eritematoso, psoriase, lesdo de
isquemia-reperfusdo, tumores sbdélidos e metdstase de tumor,
doencas associadas com angiogénese, doencas vasculares,
condicdes de dor, doencas virais agudas, condicdes
inflamatérias do intestino, diabetes dependente de insulina

e ndo dependente de insulina.

4., Uma composicdo farmacéutica compreendendo um
composto de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a

2.

5. Um processo para a preparacdo de uma compo-

sicdo farmacéutica de acordo com a reivindicacado 4.

Lisboa, 6 de Julho de 2011
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