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RESUMEN CON EL BJETO Y LA FINALIDAD DE LA INVENCION
7-aza~indolin-2-onas sustituidas en 4 y su uso como inhibidores de la protsina quinasa. Las 7-aza-indolin-2-onas
sustituidas en 4 especificas de |a presente tienen la Formula 1
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y sus sales aceplables para uso farmacéutico, solvatos, clatratos, y prodrogas del mismo, donde Ry, Ra, Ry, R, X, Y, y
Z se definen en la memoria descriptiva. La invencién también se refiere a composiciones farmacéuticas y formas de
dosificacién que comprenden los compuestos de Fémmula 1 y con métodos para su uso en el tratamiento y/o
prevencién de enfermedades tales como, por ajemplo, el céncer.

ANEXOS DE LA SOLICITUD
Certificado de Existencia y Representacion Legal cuando el solicitante sea PersonaJuridica
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LIN= 7-AZA-INDOLIN-2-ONAS SUSTITUIDAS EN 4 Y 8U USO COMO

INHIBIDORES DE PROTEINA QUINASA
1. CAMPQ DE LA INVENCION
La presenta invenclon se raﬂero a Inhlbadom da prataina quinasa

cutnposivivires Tannawbulicas y formas de dbsuﬁuc.ubn Gue Iu- ouuyr.'ll.
ara- su uso para of trafamiento y prewnctan-druna'enfennedadar"'-
tales como, per ejemplo. céncer.
2 ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La transduccion de la seflal celular es un mecanismo por medio del cual
los estimulos externos que regulan los procesos calularas se transmiten desda
los recsptores en la superficie de una célula a su interior. Uno de los
mecaniamos bloquimices clave de traneduccion de la sefal involucra [a
fosforilacion raversible de proteinas. El grado de fosforilacion de una proteina,
que puede afectar su conformacion, actividad enzimética, y localizacion celular.
se modifica a través de las acciones reciprocas de las proteina quinasas
("PKs") y de las proteina fosfatasas. Asi, |a regulacién o falta de reguiacitn de
las protelna quinasas puede tener un gran efecto sobra al comportamiento
celular.

Durante 1a transduccion de la sefial celular, la funcién de cada receptor
niinasAa AsIA determingda por su patrén de expresion. disponibilidad de
ligando, y Ia matriz de las vias transduccion de la sefial cescendente que
activa. Un ejemplo de una via incluye una cascada da |a lirosina quinasas del
receptor de Factor de Crecimiento ("RTKs"), tales como EGF-R, PDGF-R,
VEGF-R, IGF1-R, y el Receptor de Insulina, que entregan sefiaies por medio
de la fosfodlacion a otras quinasas, tales como Src tirosina quinasa y Ral, Mek



y Erk serinaftreosina quinmeas. Véass, por ejemplo, Davis, B. D., ef al.,
Microbiology B38-841 (42 ed., 1990, y Brott, B.K,, et al., Cell Growth Differ.
4(11):921-829 (19293). Cada una de esas quinasas juega roles relacionados,

pere funcichaiments distintss. La pérdida de regulacién de la via de’

saNalizacion del Factor de Crecimlento ocurre con frecuencia en estados de
enf‘ermedad como el cancer.

Se ha demostrado que la expresion aberranie de, o las muiaciones en
proteina quinasas llevan tanto a proliferacién celuler descontrolada (por
ejemplo, crecimiento de tumor maligno) o a defectos an procesos ciave
relacionados con el desarrollo. Lag proteina quinasas han sido relacionadas
como objetivos en desordenes del sistema nervioso central (tales como
Alzheimaer), desdrdenes inflamatorios (tales como psoriasis), enfermedades del
hueso (tales como osteoporpals), atercesclerosls, restenosis, trombosis,
deadrdenes metabdlicos (tales como diabetes), y enfermedades infecciosas
(tales como infecciones virales y fungicas).

Se ha dirgido una significativa cantidad de Investigacion al
descubrimiento de compuestos que afectan actividad de proteina quinasa
dubids & qus la regulacién y/o inhiblelén de las protsina quinasas pusdas ayudar
en el tratamiento y/o prevenclién de una variedad da enfermedades. Esta
inveatigacidr: es similar a la que podria haber llevado al descubrimliento de los
compueslos revelados por la solicitud WO 81/09598 PCT y la Patente de los
EEUU N* 5.811.432, que tienen ia fdrmula
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donde uno de A, B, D, y E es nitrégeno y los otros son carbono; X e Y puede
sar, por ajemplo, haldgeno u oxhidrilo; R4 &s alquilo{C+—Cg) 0 una amlida; R es

alquilo(C1~Cs), preferiblemente alquilo(Ca—Cg); y W es, por ejemplo, hidrégeno
o alcanollo(Co-C1p). Estos compuestos, que no se ha informado que sean
inhibidores de quinasa, supuestamente son inhibidores de ia blosintesis de
prosteglandina Hz sintetass, S-lipooxigenasa, e interleuquina—1, vy
supuestaments son agentes anti-inflamatorios y analgésicos.

En Ja Solicitud PCT WO 9§7/13771 se revelan ejemplos de compuestos
que supuestamente son inhibidores de proteina quinasa. Estos cnmplirstas

tianen la férmula:

AAY

th
donde X es nitrdggeno o CH; R2, Y, R3, y Rg ue seleccionan

indapendisniaments de entre una gran cantidad de unidades; ei grupo



representa, por ejemplo, un anillo heterociclico de 5 miembrot; y oada R

representa independientamente un anllio heterociclico de & 6 6 miembros.
La solicitud PCT WQ 86/02437 revela compusstos de estructura similar
a aquallos deacritos arriba, es decir:

u
th

Como arriba, Rq representa un anHlo heterociclico de 5 9 6 miembroe. Estos

compuestos también son supuestamente inhibidores da proteina tirosina

quinasa.
La solicitud PCT WO 98/02438 revela compuestos de la férmula:
/U
(N9
LA
Y
"%

donde X es nitrdgano o CH; R4, Rz, e Y se seleccionan independientemente de

entre una gran cantidad de unidades. U es un sistema mono o biciclico da



anillos de § a 10 miembros; e) grupo

X

represanta, por ejemplo, un anillo hetsrociclico da 5 miembros; y R" representa
un grupo fanllo o un anilio heterociclico de 5 & 8 miembros. Estos compuestos
supuestamente también son Inhibidores de proteina tirosina quinasa,

La sollcitud PCT WO 88/23613 revela compuastos de la férmula:

donde Z e puede un grupo de |a férmula

7
~
Yy Rg es H, haldgeno, clano, alqullo, o alquile susbtuido. Supuestamente se

pueden usar estos compuestos en el tratamientc de enfermedades
hiparpoliferativas como el cancer.
La solicitud PCT WO 859/21859 revela compuestes de la férmula:



donde los grupes R se definen de distintas maneras. Se ha informado que
estos compuestos son Litiles como inhibidores de protelna quinasa.
La solicitud PCT WO 99/37622 revela un cuinpuesto de fa fdrmula;
N

™~

A~

que supucstamanto e atil somo antagenista PNDC4 y TNIM—..
La Patente de los EEUU N° 5.816.891 revela un compuesto de Ia

férmula:




que es un derivado del compuesto de formula:

N

que supuestamente es un inhibidor p38/Raf. Ambos compuestos comparten
caracteristicas estruciuraies con el rofecoxib. que Merck vende con la marca
vioxx ® y que tiene la formula:




¢

y celecoxib, que vende Mansanto y que tiene la formula:
P
/
NI
j ;;.-NHZ
Los ejemplos finales de compuestos que supuestamante son utlies como
inhibidores de proteina quinasa ae revelan en Las solicitudes PCT WO
87/04828 y WO 96/16964.
A pesar de la gran cantidad de compuestos que se ha informado que
inhiben la actividad de protelna quinasa, ain existe una necesidad de
compuestos que se puedan usar en el tratamiento y/o prevencién del cancer y

ofras enfermedades en humanos. En parie, esio se debe a la blodlsponibilidad,
toxicidad, y ofros problemas que hacen que muchos da los inhibidores de

\)



proteina quinasa conocidos no sean apropiados para su dasarrolio clinico.

Por lo tanto & presente invenclén esté dirigida en pare a compuestos
que modulan la transduccion de la sefai por proteina quinasa ("PK") afectando
la actividad enzimatica de las tirosina quinasas y por lo tanto interfirlendo con
las sefiales que ellas transducen. Mas en particular, la preserte [nvencién se
dirge a compuestos que modulan las vias de transduccitn de Ia sefial
mediadas por RTK, tirosina quinasa celular ("CTK") y/o serina/treonina quinasa
("STK" como un enfoque terapéutico para tratar muchas clases de tumores
sdlidos. incluyendo por ejemplo: carcinomas, sarcomas incluyendo el sarcoma
de Kaposi, leucemia, eritroblastoma, glioblastoma, meningioma, astrocitoma,
melanoma y mioblastoma. Ofras indicaciones especificas relacionadas
incluyen, por ejemplo, cénceres cerabrales, canceres de vejiga, canceres de
ovarios, cénceres gastricos, cénceres de pancreas, céncerss de colon,
cénceres de la sangre, cinceres de pulmén, canceres de hueso y laucemias.

Otros ejemplos adicionales, sin limitacidn, de los tipos de desérdenas

relacionados con la actividad PK no regulada donde los compuestos descritos
aqul pueden ser Utiles para impedir, tratar y/o estudlar, son los desérdenas
proliferativos celularas, desérdenes fibroticos y desdrdenas metabélicos.
Los desdrdenss proliferativos celulares, que sa pueden impedir, tratar o
ademds estudiar mediante la presente invencidn inciuyen canceres,
desdrdenes proliferativos de los vasos sanguineos y desérdenes proliferativos
celulares mesangiales.

Loe destrdenes proliferativoa de los vasos sangulneos se mefleren a
desdrdenes angiogénicos y vasculogénicos que peneraimente provocan la en
proliferacion anormal de vascs sanguineos. La formacién y dispersidn de vasos
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sanguineos, o vasculogénesis y anglogénesis, respectivaments, juegan
papeles importantes en una variedad de procesos flsiolgicos tales como
desarrolio embritnico, formacién del cuserpo Iiteo. curacion de heridas y
reganeracién de drganos. También juegan un rol axial en el desamollo del
cancer. Olro ejemplos de desdrdenes de la proliferacion de vasos sanguineos
incluyen la artritis, donde vasos sanguinecs capilares nuevos invaden la
articulacién y destruyen al carilago, y enfermedades oculares, como
retinopatia diabética, donde los capilares nuevo en la retina Invaden el cuerpo
vitreo, sangran y causan ceguera. A la inversa, tamblén estan relacionados los
desordenes ralacionados con la encogimiento, contraccién u obturaclén de
vasos sanguineos, tales como restenosis.

Los desérdenes fibréticos se refiaren a ia formaclén anormal de matrices
axtracelulares. Los ejsmplos de desdrdenss fibréticas inzluysn clrrosis hapdtica
y desdrdenes proliferativos celulares mesangiales. La clirosis hepatica se
caracteriza por el aumento en ot conetituyontor de 1o motriz extracclular que
causan la formacidn de una cicatriz hepética. La cirrosis hepatica puede causar
enfermedades tales como la clrrosls del higado. Una inteccion viral como la
hapatitis también puede causar el aumento de la matriz extracalular que causa
una cicatriz hepéatica. Los lipogitos parecan representar uno de los papeles més
importantes en la cirrosia hepdtica. Otros desdrdenes flbrdticos relacionados
incluyen la ateroesclerosis.

Los desdrdenes proliferativos celulares meeangiales se refleren a
desérdenes causados por la prolileracién anormal de células mesangiales. Los
desrdenes proliferativos mesangiales Incluyen diferentes eafermedades

renales humanas, tales comoc glomerulonafntis, netropatia diabatica,

\,



i1

nefroeeclerosls maligna, sindromes de microangiopatia trombética, rechazo de
transplantes, y glomerulopatias. La PD3F-R se ha relacionado con el
mantenimisnto de la proliferacion celular meeangial. Floege et al., Kidney
Intemnational 43:475-548 (1993).

Como se safald con anterioridad, las PKs han sido asocladas con
dichos desdrdenes proliferativos celularee. Por ejemplo, algunos miembras de
ia familla RTK han sido asociados con el desarrollo del cancer. algunos de ssos
recaptores, como el EGFR (Tuzi et al., Br. J. Cancsr 63:227-233 (1991): Torp
et al., APMIS 100:713-719(1992)) HER2/neu (Slamon at al., Science 244:707-
712 (1988)) y PDGFR {Kumabs &t al., Oncogene, 7.627-833 (1902)) se
sncuentran sobre-expresados en muchos tumores y/o estdn aclivados
persistentemente por bucles autocrinoa. De hecho, se han demostrado esas
sobre—expresiones de los receptores en los cncereg mds cOmunes y Severos
Akbasak y Suner-Akbasak et al., J. Neurol, Sci,, 111:119-133 (1992); Dickscn
ot al., Cancer Tratamiento Res. 61:248-273 (1892); Korc et al., J. Clin. Invest.
90:1352-1360 (1992)) y bucles autocrinos (Lee y Donoghue, J. Cell. Biol.,
118:1067-1070 (1992), Korc et al., supra; Akbasak y Suner-Akbasak et al.,
supra). Por ejemplo, se ha asociado al EGFR con el carcinoma de células
escamosas, astrocitoma, glioblastoma, céncer de cabeza y cuello, cAncer de
pulmén y cancer de vejiga. E! HER2 se ha asociado con céncer ds mamas, de
ovarlos, gastrico, de pulmén, de péncreas y de vejiga. El PDGFR ge ha
asociado con glioblastoma, céncer de pulmdn, de ovarios, melanoma y de
prostata. El RTK c-met se ha asociado en general con |a hepatocarcinogénesia
y asl con carcinoma hepatocelular. C-met se ha ralacionado con formacién de

tumores malignos. Mas especificamente, &l RTK ¢c—met se ha asociado entre




otros cénceres, con carcinoma colorectal, de tiroldes, pancreatico y gastrico,
leucemia y linfoma. Ademas, [a sobre—expresién del gen c-met se ha
detectado sn pacientes con enfermedad de Hodgklins, enfermedad de Burkitts,
y la linea celular del linfoma. Fik se ha asoclado con un ampilo espectro de
tumores Incluyando 8in limitacién tumoras de mamas, de ovarlos y pulmdn asl
como gliomas tales como glioblastoma.

Ademés de estar relacionado con e! sustento nutriclonal y con la
diabetes de tipo-ll, también se ha asoclado al IGF-R, con varios tipos de
céncares. Por ejsmplo, &l IGF-| se ha identificado como un estimulador
autocrine del crecimlento para varios tipos de tumores, por elemplo, células de
carcinoma de cancer de memas humano {Arleaga et al., J. Ciin. Invest.
84:1418-1423 (1988)) y células de paquefio tumor pulmonar (Macauley et al.,
Cancer Res., 50:2511-2517 (1990)). Ademds, el IGF-, totaimente involucrado
en el crecimiento normal y la diferenciacién del sisterna nervioso, parecs ser un
estimulador autocrino de gliomas humanos, Sandbsrg—Nordqvist et al., Cancer
Res. 53:2475-2478 (1993). La importancia del IGF=IR y sus ligandos en la
proliferacién ceslular estd sustentada ademés por el hecho de que el IGF-|
estimula el crecimiento de muchos tipoe celulares en cultivo (fibroblastos,
células aplteliales, células de misculo liso, linfocitos—T, células mieloides,
condrocitos, osteoblastos, las células Indiferencladas de 1a méduia del hueso).
Goldring y Goldring, Eukaryotic Gene Expression, 1:301-326 (1991). En una
sarie de publicaciones reclentes, Baserga aun sugiere que el IGF-IR jusga un
papel central en los mecanismos de transformacién y, como tal, podria ser un
objetivo proferido para inteivenciones terapéuticas para un amplio espectro de
malignidades humanas. Basarga, Cancer Res., 55:249-252 (1895), Baserga,
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Cell, 78:927-830 (1994); Coppola et al., Mol. Cell. Biol., 14:4586-4595 (1984).
Los STKs han sido relacionados con muchos tipos de céncer incluyendo
notablemente céncer de mamas. Cance, et al., Int. J Cancer, 54.571=17
(1993).

Sin embargo. las asociaclones antre actividad PK anomal y enfermedad
no se restringen al cancer. Por gjemplo, los RTKs han sldo asociados con
onfermedades teles como psoriasis, diabetes meliitus, endometriosis,
angiogénesis, desamollo de placas ateromatosas, enfermedad de Alzheimer,
hiperproliferacién epidémica y enfermedades  neurodegenerativas,
degenaracién macular relacionada con ia adad, hemangiomas. Por ejampio, se
indica EGFR en la curaclén de heridas comeales y dérmicas. En diabetes
meliitus de tipo-il 8e han indicado deficiencias de Insullna-R y del IGF—1R. En
Plowman et al., DN&P 7:334-339 (1994) puede encontrarse una correlacion
més completa entre RTKs especificas y sus Indicaciones terapéuticas.

Como se seﬁfﬁ;_grlterionnente. no sdlo los RTKs gino también los CTKs,
también insluysndoNpar sjemplu, i, ubd, fps, yes, ym, I\lm_. ick, Bik, hok, fgr e
Yrk (revisado por Bolen et al., FASEB J., 8:3403-3409 (1852)) se halian
relaclonados con la transduccion de la sehal de las vias proliferativa y
metabdlica y asi se podria esperar, y de hecho se ha demostrade que estan
involucrados en muchos desdrdenas mediados por PTK a los cuales se dirlge
la presente invencion. Por ejemplo, se ha demostrado que la src (v-8rc)
mulado #s una oncoproteina (ppBOV-—STC) en pollos. Ademas, su homdiogo
celyigr, @) proto—oncogan ppB©—STrC transmite seflales oncogénicac do muchos
receptores. Por ejemxprema EGFR om tumores
lleva a la activacidn constitutiva de pp80C—9rC, que es caracteristica de la célula
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maligna pero no se encuentra en la célula normal. Por otro lado, ratones
deficlentes en la expresion de c-erc muestran un fehotlpo osteopetreftico, que
indica una participacidn clave del c—arc en ia funcién osteaclaslo y una posible
vinculaclon con desérdenes relacionados. En forma similar, el Zap70 se
relaciona con la sefializacion de Células T.

Las PKs han sido relacionadas con otras enfermedades y desdrdenes.
Por ejemplo, las STKs han sido asocladse con inflamacién, enfermedad
autoinmune, inmunomrespuestas, e hiparproliferacién tales como restinosis,
fibrosis, psoriasis, ostecaruids y artrills reumatoiden. Laa PKs lanbidn 48 han
relacionado con la implantaciéon del ambrién y los compuestos de la presents
Invancién pusdan proporcionar un métedo efectivo para impedir la implantacion
del embrién. Finaimente, en la actualidad se sospecha que tanio RTKs como

CTKs estdn involucradas en desérdenes hiperinmunes.
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3. RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencidn abarca las novedosas 7-aza-indolin—2—onas 4—
sustituidas, composiciones famacéuticas y formas de dosificacion que los
incluyen, métodos para su uso como inhibldores de proteina quinase, y
métodos para su uso parm el tratamiento y/o prevencion de una snfermedad.

A primera forma de raalizacién de la invencién abarca un compuesto de

la férmula 1
Y\
Lﬁ{;
N
AL =
NN
R;

1
o una sal acoptable para uso farmacéutico, solvato, clatrato, 0 prodroga de los

mismos, donde:
R1 es H o0 metllo;

Cada una de Rz y R3 es independisntemente H, halégeno, alquilo(C1—
04), & slaasd (C—Cg): 8 N3 ¥ Ny _,umm\untukrman un matilindsns

opclonalments sustituido o un anillo de 3 a 7 miembros que opcionaimente
incluys 0-3 heteroétomos;

R4 es H, matilo, trifluorometilo, alquilo(C1~C4). alcoxi, amido, amine. o
arilo opcionalmente sustituido;

X es una union quimica, efinil, =O=, =8—, =5{0}~, =S(02)=, -NR5C(0)~.
o ~NRs~, donde R5 es H, metilo, 0 metieno sustituido;



y D

Y a3 un anlilo aromdtico de 5 a 10 miembros mono o biciclico, saturado.
insaturado, o que incluye 0=3 hetarodtomas y opcionalmente sustituido; y

Z es N o CRg, donde Rg es H, haldgeno, nitro, ciano, alcoxilo,
suifonamida, amino, 0 amida,

Los compuestos preferidos de la férmula 1 son aquellos en los gue X es
una unidén quimica, =<O—, =8—, 0 -NRg~.

Los compuestos preferidos de la férmula 1 adiclonales son aquslios en
los que Y se selecciona antra al grupo que conalste en fenilo, indolllo, indolinilo,
1H-indazolilo, 2,3-dihidro~1H=indazolilo, 1H-bencimidazollio, 2,3-thidro-1H-
bencimidazoalilo, benzotriazalilo, piridia, pirimidilo, plperazin—1-ilo 4—gustituido,
morfolino, piperidinilo, pirrolidin~1-dlo, furanilo, tiofenilo, pimolilo, pirazolilo,
imidazolllo, pirldopirrolile, piridazopirrolllo, pirimidopimrolilo,  pirazopirrolilo,
piridofuranilo, y derivados de loa mismos.

Loe compuestoe praferidos de la formula 1 adicionales son aquellos en
losque Zes No CH.

Lm: nompuoctoc proforidoc do Iu fbnm_alu i udlolonnloi t_ufr] _aquellaa an {P" \
los que Rz YyR3 son ambos H, haldgeno o metllo.

L.os compuestos preferidos de la férmula 1 adicionales son aquellos en
ios qus R7 y R3 se toman Juntos para formar un aniio Seieccionado de entre el
grupo que consiste en 1,3-dioxolano, 1,3-dioxane, clclopropilo. ciciobutilo,
ciclopentilo, y ciciohexilo.

Los compuestos preferidos de la formula 1 adiclonales son aquelies en
o8 que Rz Y R3 se toman juntos para formar un metilindeno opclonaiments

sustituldo salacclonado de entre aquellos de formuias 1a—1n:
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donde:

n es un entero de 0-3;

cada Ry es independientamente H, alqullo, acido carboxilico, amina,
halégeno, nitro, clano, Xj, Xo~{C-Cglalquil-Rg, X2—C1-C4)alqueni-Rg, o
X2~(Cq~Cgq)alquini-Rg;

X4 es -C(O)NRg~, ~-NRgC(0}~, ~C(0)O~. G(O)R{1. =OC(0)-, O, —
NRg-. =S, =5(032), 0 —-S(O2)NRg~;



X2 88 una union quimica, ~C(O)NRg—, =NRgC(Q)-, <C(0)0O—, C(O)R14,
—0OC(O)~, =O-, -NRg—-, =8—, =5(032), 0 -§(02)NRg—;

Rg se selecciona entre el grupe que consiste en hidrégeno,
diaiqullamino, carboxilo, oxhidrilo, alcoxi, sulfonamida, urea. carbamato, diol,
alquilsulfonilo, y R1p:

Rg e3 H o aiquilo(C41~C3).

R40 o8 un hetereciclo saturado, insaturado, o aromético de 5 ¢ 6

miembros opcionalmente sustituido que incluye entre 1 y 4 heterodtomos, y
R11 es un anilo heterociclico saturado de 5 & 6 miembros

opcionaimente sustituido.

En mds compuestos prefefidos de la invencldn, Ry es Xp—(Cq-
Ca4)alqui-Rg, X2—~(C1-Cg)aiqueni-Rg, o Xo—{C1-Cg4)alquini-Rg, y Rg se
selecciona entre el grupo que consiste en alquilsulfonilo, alcoxi, carboxilo,
morfolino, 1—aiquil-piperazin—4-ilo, pirrolidinilo, piperidinilo, piridilo, imidazol,
triazol, tetrazol, y tiazol.

Compuestos preferidos adicionailes de ia invencién son aquelios de Ia
farmula 1 donde R4 a8 H, metilo, o trifiuorometlio.

Compuestos preferidos adicionales de la invencion son aquellos de la
formule 1 donde si Z e8 CH, R4 @8 CH3 0 R3 y R2 no forma un metilindenc
opclonalmente sustituido.

Los compuestos especificos preferidos de la invencién son aquellos de
foarmulas 3-54:
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y sales aceptables para uso farmacéuticos, solvatos, clatratos, y
prodrogas dea ios mismos. Las sales aceptable para uso farmacéuticos
preferidas de los compuestos da la invanclon son salas clorhidrato.

Una segunda forma de realizacidn de la invencidn ubarca un método

para preparar un compuesto de la férmula 2:

donde X, Y. Z, Ry, R4, R7. ¥ n se definieron amiba, que incluye hacer

reacclonar uh compuesto de la férmula;

donde L es un grupc saliente con un compuesto de la férmula YXH bajo las
condiciones necesarias para formar un compuesto de ia férmula 2. Los grupos
salientes preferidos incluyen, por ejemplo, Br, Cl. 8CH3, y S(O)CH3. En un
método preferido de esta forma de realizaclén, Ia reaccion se ileva a ¢abo en
un solvente. Los solventes preferidos son polares. Los solvantes mas
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preferidos incluysn, por ejempio, sicoholes, DMF, DMSO, y mezclas da los
mismos. En otro método praferido de esta forma de realizacion, la reaccién es
catalizada por un catallzador como, por sjampio, AgOTY, Pd(Pha)g, y p~TSOH.
Una tercera forma de realizacion de la invencién abarca un método para
preparar un compuesto de la férmula 2 que incluye hacer reaccionar un

compuesto de ia formula:

Y\
X
A,
NN
R,
con un compuesto de la formuia:
I Ry
/4 N

bajo las condiciones necesarias para formar un compuesto de la férmula 2. En
un método preferido de esta forma de realizacion, la reaccién se lleva a cabo
&n un solvente. Los colventas preferidos son polares. Los solventes mas
preferidos Incluyen, por ejemplo, algoholes, DMF, DMSO, y mezclas de los
mismos. En otro método preferido de esta forma de realizacion, la reaccion es
catalizada por una base. Las bases preferidas incluyen, por eJemplo, pindina y
piperidina,
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Una cuarta forma de reallzacién de la invencion abarca una composicién
farmacéutica que incluyea un compuesto de la férmula 1, o una sal aceptable
para uso farmacéutico, solvato, clatrato, o prodroga de ios mismos, y un
vahicule aceptabls para uao farmaodutico. Adomaic, acta forma de reallzaclén
abarca formas de dosificacibn apropiadas para administracion oral,
transdénmica, topica, parenteral (por ejemplo, subcutdnea, Intratecal,
Intramuscular, @ Intravenosa), © mucosa (por ejemplo, rectal, vaginal, y nasal).
Per lo tanto, agul se contemplan formulaciones sdlidas, liofllizadas, Inyectables
y trangdérmicas topicas.

Una quinta forma de reallzacién de la invencion abarca un métedo para
regular, modular, o inhibir la actividad de protelna quinasa que incluye poner an
contacto un compuesto de la férmula 1. o una sal aceptable para uso
farmacéutico o solvato de los mismos, con una proteina quinaza. En un método
preferido de esta forma de realizacién, la proteina gquinasa es una protelna
tirosing quinasa. Preferiblementa el contacto se lleva a cabo en un cultivo
celular ( /n vitro) 0 en un humano, animal o pajaro (in vivo).

En ofro método preferido de aesta forms de realizacién, la proteina
quinasa s selecciona entre el grupo que consiste en ab1, ATK, bcr-ab1, Blk,
Brk, Btk. c—fms, c—kit, c-met, c-src, CDK1, CDK2, CDK4, CDK6, cRaf1,
CSF1R, CSK, EGFR, ErbB2, ErbB3, ErbB4, ERK, Fak, fes, FGFR1, FGFR2,
FGFR3, FGFR4, FGFRS, Fgr, FLK-4, fit-1, Fps, Frk, Fyn, GSK, Gst=Flk1, Hck,
Her-2, Her-4, IGF-1R, INS-R, Jak, .JNK, KDR_Lck. Mentan. MEK, p3@.
PANHER, PDGFR, PLK, PKC, PYK2, Ratf, Rho, ros, SRC, tie, tiez, TRK,

ULS7, VEGFR, Yes, y Zap70.
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En un método més preferido de esta forma de realizacién, la proteina
quinasa se selecciona antrs el grupo que consiste en PANHER, EGFR, Her~2,
IIQHM Lek, cdk2, pdo, Raf, y Rlw. \7

En un métode ain ras preferido de esta forma de reatizacion, la

proteina quinasa se selecclona entre el grupo que consiste en PANHER,
CDK2, PDGFR, p38, y Ref.

Una sexta forma de realizacion de la invencién abarca un método de
tratar o impedir 2 enfermedad que se caracteriza por actividad de protsina
quinasa no reguleda que Incluye agministrar @ un paclents (por ejemplo, un
mamifero, preferiblemente un humano) qQue necesita ase tratamiento 0
prevencién una cantidad terspéutica o profildcticamente efectiva de un
compuesto de la férmula 1, 0 una sal aceptable para uso farmacéutico, solvato,
clatrato, o prodroga de los mismos.

En un método preferide de esta forma de realizacién, la enfermedad que
s@ caracteriza por actividad de proteina quinasa no regulada se selecciona
entre el grupo que consistes en: desbrdenes proliferativos de los vasos
ganyufiiovs lules como, pu ejemplo, arrdtls y restencsls; desdrdenes noroucos
tales como, por sjsmplo, cirrosis hepitica y ateroesclerosis; desérdenes
proliferativos celulares mesangieles tales como, por ejemplo, glomeniionefritls,
nefropatis diabédtica, nefroesclerosis maligna, sindromes de microangiopatia
trombética, rechazo de transplante de érganos, y giomerulopatias; desérdenss
metabdlicos tales como, por ejemplo, psoriasis, diabates mellitus, herdas
crénicas, inflamacién, y enfermedades neurodegenerativas; enfarmedades
auto-inmunes; alergias; asma; trombosis; enfermedades del slstema nervioso;

y cancer.
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En un método méas praeferido de ests forma de realizacién, la enfermedad
que se caractariza por actividad de proteina quinasa no regulada es céncer.
Los ejemplos de canceres incluyen, por ejempio, cincer de mamas, estdmago,
ovario, colon, puimédn (incluyendo célula no-pequefas). cerebro. laringe,
sistemna linfético, tracto genltourinario (incluyendo vejiga y prostata), de ovarios,
géstrico, hueso, y pancreatico.

- - 3.1. DEFINICIONES
Q_Q:gan to uca a;ul;)ol término "haldgena” incluye fOnr, rinen. hrnmn. y

yodo.
Segln se usa aqul, ol término "aiquila” incluye radicales hidrocarburo

saturado monovalentes con unidades linsales, ciclicas, o ramificadas, y
combinaclonas de las mismaos.

Sagun se usa aqul, ol término “"alquenilo” incluye radicales hidrocarburo
monovalentes con unidades lineales, ciclicas, o ramificadas, y combinaciones
de los mismos que comprenden por lo menos una unién doble carbono-
carbono.

Segun se usa aqui, el tdrmino "alquinilo" incluye radicales hidrocarburo
eaturados monovalentes coh unidades lineales, ciclicas, o ramificadas, y
combinaciones de fos mismos que comprenden por |0 menoe una union triple
carbono-carbono.

Segln se usa aqul para describir un compuesto o unidad, el término
"derivage” significa un compuesto o unidad donde se ha cambiade el grado de
saturacién de por lo menos una unlén (por ejemplo, una unlén simple se ha
cambiado a una unién doble o triple) o donde por lo menos un atomo de
hidrégeno se ha reemplazado con un dtomo diferente o una unidad qulimica.
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Los ejemplos de dtomos difsrentes y unidades quimicas Incluyen, por ejemplo,
halégeno, oxigeno, nitrbgeno, azufre, oxhidrilo, metoxi, alquilo, amina, amida,
cetona, y aldehido.

Segln se use aqui para describir un compuesto o unidad, el tdrmino
"sustituido” significa un compuesto o unidad donda por lo menos un &tomo de
hidrdgeno se ha reemplazado con un atomo diferente o una unidad quimica.
Los ejemplos de dtomos diferentes y unidades quimicas incluyen, por ejemplo,
halégeno, oxigeno, nitrégeno, azufre, oxhidrlio, metoxi, aiqullo, amina, amida,
cetona, y aldehldo.

Segun se usa aquf, al término "heterodtomo” significa un 4tomo
seleccionado de entre al grupo que conalsta en O, S, y N.

Segln se usa aqui, el término "metilindeno” significa una unidn doble
carbono-carbono opcionalimente sustitulda.

Segln se usa aqul, el tdrmino "prodroga" significa un derivado de un
compuesto que se puede hidrolizar, oxidar, 0 reaccionar de otra forma bajo
condiciones bloléglcas (in vitro o in vivo) para proporcionar et compuesio. Los
ejempios de prodrogas incluyen, por ejemplo, derivados de los compuestos de
férmula 1 que comprenden unidades biohidrolizables tales como amidas,
dsteres, carbamatos, carbonatos, o ureidos. Dichas unidades blohidrolizables
pueden astar ligadas, por ejemplo, a un péptido.

Segin se 1sA anul, al Mminna "carhamata hinhidmilizabie " "carhonata
biohidrolizable" y "ureide biohidrolizable” significa un carbamato, carbonato, o
ureido, respectivaments, de un compuesto que ya sea: 1) no interfiere con la
actividad biolégica del compuesto pero puede conferir propledades in vivo

vantajosas a ese compuesto, iales como absorcidn, duracién de accién, o inicio
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de la accion; o 2) es biolégicamenta inactivo pero se convierte in vivo al
compuesto biologicamente activo. Los ejemplos de carbamatos biohidrolizables
incluyen, por ejemplo, alquitaminas inferiores, etilenodiaminas sustituidas,
aminodcldos, hidroxialqullaminas, aminas heterociclicas y heteroaromiticas, y
poliéter aminas.

Seguin se usa aqui, el término "éster bichidrolizable" significa un éster de
un compuesto que ya sea: 1) no interfiere con la actividad blolégica del
compuesto pero pusde confarir propiedades in vivo ventajosas B ese
compuesto, tales cormo absorclon, duracién de accldn, o inicio de le acolén; a 2)
es Dbiolégicamente inactivo pero se convierts /n vivo al compueato
biolégicamente activo. Los ejemplos de ésteres biohidrolizables incluyen, por
sjemplo, alqull ¢steres Inferinran, alnnxiaclinkl Axteres, alquil acllamine alquil
dateres, y dsteres de colina.

Seglin se usa aqul, el término "amida biohidrolizable" significa una
amida de un compuesto que ya sea: 1) no interfiere con la actividad biolégice
del compuesto pero pueda conferr propiedades in vivo ventajosas a ese
comgpuasto, tales como absorclon, duracién de accidn, o inicio de la acclén; o 2)
a5 biolégicamente inactiva pero se conviete in vivo al compuesto
biologicamente activo. Los sjemplos de amidus bivlidivlizablas incluysn, per
ejemplo, alquil amidas Inferiores, amidas de a—amino 4cido, alcoxiacil amidas,
y alquitaminoalquilcarbonil amidas.

Segln se usa aqui, el término “enfermedad que se caracteriza por
actividad de proteina quinasa noregulada” significa a enfermedad o condicién
causada o agravidu pu alividdd guinasa anormai )Las ajsmples de dichas

enfermedades o condiciones inciuyen, por ejemplo. proliferacion celular
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descontrolada {por ejemplo, crecimiento de tumor maligno) o a deficiencias en
procesos clave relacionados con el desarrclio. Los ejemplos especificos
Incluyan, por ejemplo, destrdenes del sistema nervioso central, desérdenes
inflamatorios, enfermedades del hueso, ateroesclerosis, restenosis, trombosis,
desérdenes matabdlicos, y enfermedades infacciosas.

Segun ss usa aqul, el témino "tratar" incluye el mejoramiento,
reduccion, o erradicacion de los sintomas de la enfermadad.

4, DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invenclén abarca compuestos que afectan la actividad de
una o més proteina quinasas. La invencién ademdas abarca compuestos que
aon abilea e rélwdous paie regular, modular, y/o innipir proteina quinasas tanto
de los tipos recepior como no—receptor. La invencion ademds proporciona
métodos para tratar @ impedir enfermedades y desordenes que se relacionan
con la actividad de proteina quinasa no regulada en pajaros y animailes, y en
particular sn mamiferos tales como humanos,

Los compuestoa de la invencién son aquellos de la férmula 1
Y

h Y
szz
Z7 =
Ly
< NN

|
Ry

y sales aceptable para uso farmacéuticos, solvatos, clatratos, y prodrogas de
los mismos. donda Rq, R2, R3, Rq, X, Y, y Z se definan aqul. Se deberia
apreciar que ciertos compuestoa de la invencion pueden tener uno 0 mas
centroe 0 ejes quirales, asi la invencidh ademss abarca racémicos y

enantidmeros 6pticamanta puros de los compuestos de férmula 1, La Invencién
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6

también abarca formas cristalinas y amorfas asi como composiciones
liofilizadas, noiofilizadas, y estériles de ios compuestos de férmula 1,

Las sales aceptable para uso farmacéuticos de los compuestos de
formula 1 incluyen sales de unidades ac;ldicas o bislicas. Los compuestos de la
invencién de naturaieza bésica son capacas de formar una amplia variedad de
sales con diferentes dcidos Inorgénicos y organicos, Los 4cldos que se pueden
usar para preparar sales de adicidn dcida aceptable para uso farmacéuticos de
dichos compuestos basicos son aquaellos que forman sales de adicidn &cida no
téxicas, es decir, sales que contienen aniones farmacoldgicamente aceptables
tales como, por ejempio, clorhidrato, bromhidrato, yodhidrato, nitrato, sulfato,
bisulfato, fosfato, fosfato dcido, Isonicotinato, acetato, lactato, sallcilato, citrato,
citrato dcido, tartrato, pantotenato, bitartrato, ascorbato, succinato, maleato,
gentisinato, fumarato, gluconato, glucuronato, sacarato, formiato, benzoato,
glutamato,  melansuifonato,  etansulfonato,  bencénosulfonato, p-
toluénosulfonato, y pamoato [es decir, 1,1'-metilan—bie~{2-hidroxl—3-
naftoato)]. Los compuestos de Ia invencién que comprenden una unidad
bdsica, tal como un grupo amino, puedeﬁ formar sales aceptable para uso
farmacéuticos con diferantes amino dcidos ademas de los Acidos mencionados
amriba.

Los compuestos de la invencidn que son de naturaleza acidica son
capaces de formar sales de adicion bdsica con diferentes cationes
farmacolégicamente aceptables. Loe ejempios de dichas sales incluyen, por
ejemplo, las sales de metales aicalinoa o metaies aicalino témeos, por sjemplo,
sales de calcio, magnesio, sodio, y potasio.

4., SINTESIS
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Se pueden preparar fécilments los compuestos de Ia Invencién a partir
de 4-—cloro—1,3-dihidro-pirmoi[2,3-b]piidin~2—ona o 4-cloro-5,7-dihidro—
pirrol[2, 3-dpirimidina-8—-ona u otro material de partida comerclalmente o
fdclimente accesible. Un métado preferido para preparar 4—cloro~1,3—dihidro—
pirrol[2,3-b]piridin—2-ona se muestra en el Esquema 1:

o= 650
- I

& rofhux N
{w) ®)

CsHsN-HR-Bey
+BaOH, rt.

De acuerdo con el Esquema 1, se clora el compuesio (a) para
propargionar ol compuasto (b). Aunque para clorar el compussto (a) &8 pueden

usar una variedad de condiciones de reaccidn conocidas para aquellics
experimentados en el arte, se prefiere &l uso de POCI3. Lusgo el compuesto

(b) se convierte al compuesto (¢) usando CsHsN-HBr-Brz en (—butanol.

Preferiblemente esta reaccion se hace a temperatura amblente durante




aproximadaments cuatro horas, aungue aquelios experimentados en el arte
reconocerdn que se pueden variar al solvente y la temperatura y el tiempo de
reacclén para meximizar e! rendimianto de compuesto (¢). Finalmente, se forma
la 4—cloro—1,3—dihidro—pinol{2,3-b]piridin-2—ona (compuesto (d)) sustituyendo
con dtomos de hidrégeno & loa dtomos de bromo unidos al compuesto (¢). Esto
s8 consigue faciiments usando zinc en 4cldo acético, aunque tamblén se
pueden usar otros métodos canocidos por aquellos exparimentados en el arte.
En el Esquama 2 se desciibe un método preferide para preparar 4-
cloro—5,7=dihidro~pirrol{2,3~dlpltimidina—8-ona: /

’,
v

&
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De acuerdo con el Eaquema 2, s8 hace raaccionar el compuesto (@) con
ciorhidrato de formamidina bajo condiciones bsdsicas para proporcionar el
compuesto (). Luego se cicliza el compuesto (f) bajo condiciones acidicas,
preferiblemente usando HCl acuoso 1N, para proporcionar el compuesto (g).
Inmediatamente se reemplaza la parte cato del compuesto (g) con un cloro
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usando, por ejemplo, POCl3. Luego se convierte el compuesto resultante (h) al
compuesto (l) usando CsHsN-HBr~Brz en &butanol. Esta reaccién se hace

preferiblemente a temperatura emblente durants aproximadamente cuatro
horas, aunque aquellos experimentados en el arte reconocerén que se pueden
variar el solvente y la temperatura y el tiempo de reaccién para maximizar el
rendimiento de compuesto (i). Finaimente, se forma la 4-cloro—-5,7-dihidro—
pirrol[2,3-d]pirimidina-8-ona (compussto (J)) sustituyendo los dtomos de bromo
unidos al compuesto (i) con atemos de hidrégeno. Esto se consigua fécilmente
usando zinc en 4cido acético, aunque también se pueden usar otros métodos
conocidoe por aquellos experimentados en el arte.

Los compuestos de Ia Invencién se preparan faclimente a partir de 4-
cloro—1,3-dlhldro—pimol[2,3-b)piridin-2-ona y 4-cloro-5,7-dihldro—pirrol[2,3-

djpirimidina-&-ona. Un método preferido e muestra en el Esquema 3, donde
cadaunade X, Y, Z, Rq, R4, Rz, L, y n se definen aqui:
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De acuerdo con el Esquema 3, se acopla el materlal de partida (k) con
un dervado de pirrol bajo condiclones de reaccidn apropladas para rendir ei
compuasto (I). Luago se reemplaza el grupo sallente L con la unidad XY para
proporcionar el compuesto 2.

Otro método preferido para preparar compuestos de Ja Invencién se
museira en el Esquoma 4:
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De acuerdo con el Esquema 4, se acopla ol compuasto (m) con XY para
formar el compuesto (n). Luego se convierts el compuesto (n) al compuesto (o)
usando CsHsN—-HBr-Brg en &~butanol. Preferiblemente esta reaccion se hace
a temperatura ambiente durante aproximadamente cuatro horas, aunque
aquelios experimentados en el arte reconocerdn que se pueden variar el
solvente y la temperatura y el tlempo de reaccidn para maximizar el
rendimiento de compuesto (o). Finaimente, se acopla 8l compuesto (o) con un
derivado de pirrol bajo condiclones de reaccién apropladas para rendir el
compuesto 2.

4.2. ACTIVIDAD BIQLQQ]QA

Se pueds dsterminar féclimente la capacidad de un compuesto de la
invencién para afectar la actlvidad de una proteina quinasa usando métodos
bien conocldos por aguellos experimentados en el arte. Por ejemplo, se puede
poner en contacto un compuasto (in vitro © in vivo) con células que expresan
una quinasa de Iinterés, luego de lo cual: (a) se pueden estimar log cambios
fenotipicos en el cuitivo celular en comparacion con unas células de control que
no fueron expuastas al compuesto; o (b) se pueden preparar lisados de células
para evaluar las proteinas fosforiladas.

Este Ultimo enfoque esta ilustrado por varias metodologias. Una técnica
comun Involucra la Incubacidén células con un ligando y fosfato radioactivo,
lisando las células, separando los componentss celularas usando una técnica
en gel de SDS~poliacrilamida (SDS-PAGE}, ya sea en una o dos dimensiones,
y luago detectando la presencia de proteinas fosforlladas por exposicién sobre

pelicula de rayos X. Una tédcnica similar involucra la separacién de
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componentes celulares usando SDS-PAGE, la transferencia de los
componentes separados a un sustrato adlido como una hoja de nitrocslulosa, y
luego detectando & presencia de tirosinas fosforiladas usando un anticuerpo
antifosfotirosina (anti—PY). El anti-PY se puede detectar por marcéndolo con
una sustancia radioactiva, que lusgo raquiere la exploracion de la nitrocelulosa
marcada con un equipo especializado disefiado para detectar radloactividad o
exposicion de Pslicula de rayos X. Alternativamente, se puasde marcar el ant-
RPY con una enzima, como poroxidaga do ribane picante, y datsctado medlaniu
la subsecuente adicién de un sustratc colorimétrico para la snzima. Una
alternativa adiclonal involucra ia deteccién de! anti-PY haciéndolo reacclonar
con un segundo anticuerpo que reconoce el antl-PY y que se marca ya sea
con una unidad radicactiva o una enzima como se ha descrito anteriormente.
Los ejemplos de dichas técnicas y oiras simiiares ae describen en Hansen ot
al., Electrophoresis 14:112-126 (19€3). Campbell et &/, J. Blol. Chem.
288:7427-7434 (1893); Donato et al., Cell Growth and Diff, 3.258-268 (1892); y
Katagiri et al., J. Immunol. 150:565-683 (1983).

Otros, ensayos del tipo del ELISA, que se pueden usar para detarminar
ia actividad biolégica de un compuesto de la invencion se revelan en Peraldi !
sl., J. Biochem. 285:71-78 (1982); Schraag e! al, Analylical Biochemisiry
211:233-239 (1993), Cleaviand, Analytical Biochemistry 190:248-2563 (1890);
Farley, Analylical Biochemistry 203:151-157 (1992); y Lazaro, Analytical
Biochemistry 192:257-261 (1981).

Un método preferido para determinar la capacidad de un compuesto de
la invencidn para afectar ld actividad de protelna quinasa se revela en la
Solicitud de Patente de los EEUU N° 08/234,440, que se Incorpora aqul como
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referencia. Ds acuerdo con este método, se expone una célula objetivo que
sxpresa una quinasa y que se fosforlla o defosforila durante ia transduccion de
la sefial a un compuesto de la invencldn. De alll en adelante, se lisa la célula
objetivo para liberar los contenidos celulares, que incluyen el sustrato ds
protaina. Se alsla el sustrato poniendo en contacto el lisado de céiulas con a un
anticuerpo especifico para ese sustruto inmovilizado sobre un soporte sélido y
subsecuentemente se lavan los otros componentes celulares. Se lleva a cabo
un inmunoensayo sobre el sustrato alslado para detectsr la presencia o
ausencla de residuocs fosfotirosina sobre al sustrato, en comparacion con unos
lisados de control de células objetivo que no fusron expuestas sl compuesto de
interas. En los Ejemplos 20-24 se deacriben otros métcdos preferidos para
madir log efectos biol6gicos de compuesios de la invencién.

e,
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4.3. COMPOSICIONES FARMACEUTICAS Y METODOS DE TRATAMIENTO
Los compuestos de a invencién (sn adelante denominados “ingredisntes

activos”) pueden usarse para regular, moderar o inhibir la actividad ¢inasa de le
proteina. Pueden usarse asi en el tratamiento y/o prevencion de enfermedades
o trastomos en péjaros y animeles. Los pacientes preferidos son los
mamiferos y en particular los humanos. Los ejemplos de enfermedades y
trastomos que pueden tratarse o prevenirse con métodos de la Invencitn
incluyen, entre otros, trastomos proliferativos de los vasos sanguineos talas
como ariritis y estenosls, pero sin limitarse a elios, trastornos flbréticos tales
como cirrosls hepética y arteriosclerosis, entre otros, trastomos proliferativos de
las células mesanglales tales como glomerulonefritis, nefropatia diabética,
nefroesclerosis maligna, sindromes da microangiopatia trombética, rechazo de
transplante de érganos y glomerulopatias, entre otros, trastomos metabdlicos
tales como. psoriasis, diabetes mellitus, leslones cronicas, inflamacién vy
enfermedades neurodegenerativas, enfermedades autoinmunes, alergias,
asma, trombosis, enfermedades del sistema nervioso y cancer. Los ejemplos
de céncer incluysn, enire otros, el de mamas, de estdmago, ovario, colan,
pulmén (incluyendo céncer de pulmén de células no pequefias), cerebro,
larings, sistema linfitico, tracto genito-urinario (incluye vejiga y préstats),
ovérico, gastrico, de huesas y cidncer de pancreas.
4.3.1. INISTRAGION Y FO E DOSIF|CACI

Los compuestos de la Invencién pueden suministrarse al paciente por
cualquler via adecuada, lo que incluye, entre otras ia via omal, transdérmica,
tépica o parenteral (por ejemplo, subcutdnea, intratecal, intramuscular y
sndovenosa) y por ias mucosas (por ejemplo, rectal, vaginal y nasal). Las
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formas de dosificacion abarcadas por el invento incluyen, entre otras, tabletas,
capsulitas, cépsulas, pastillas, sustancias diapersas, suspensiones,
supositorios, soluciones, cremas, apésitos, soluciones, sdlidos liofilizados
aproplados para reconsfitucién en soluciones y asrosoles (por sjemplo, en
forma de mini-bombas).

Un compuesto de la invencién puede adminisirarse en forma local en
vez de en forma generai, por sjemplo, medianie inyeccion del compuesto
directamente en un tumer sdlido, a menudo en un depdsito o en una
formulacién de liberacién sostenida. Un compuesto tamblén puede ser
administrado en un sistema de administracién de drogas direccionado, por
ajlemplo, en un liposoma recubterto con un anticuerpo especifico del tumor. El
liposoma sera direcclonado al tumor y serd absarbido por el mismo en forma
selectiva.

Los compuestos farmacéuticos de la invencién pueden producirse de
una manera muy conogida para los profesionales de la actividad, por ejemplo,
por medio de mezciaa convencionalas o pracesos de disolucidn, granulacién,
preparacién de grageas, pulverizacidn, emulsificacibn, encapsulado,
aprisionamiento o lionlizacion. Las composiciones farmacéutcas puseden
formularce de esta manera usando uno 0 mis transportadores fisiolégicamente
aceptables que comprenden exciplentes y auxiliares que facilitan el
procesamiento de ios componentes activos an preparaciones aceptables a los
fines farmacéuticos. La formulaclén apropiada dependa de la via de
administracién elegida.

Para la Inyeccion, un ingredienta activo en una solucién acuosa,
preferentemente en un buffer compatible fisloldgicamente, tal como la solucién

AX
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de Hanks, ta solucién de Ringer o un buffer fisiolégico salino. Para la
administracion a8 través de las mucosas, s& usan en la formulacién los
penetrantes aproplados para la bamera que debe penetrarse. Dichos
penetrantes son ampilamente conocldos en la profesion.

Para |a administracidn por via oral, se puede combinar un ingrediente
auclive wont Und & maa de las mushog trangportadoros cooptabloc a loc fines
farmacéuticos, ya conocidos an Ia profasion. Diches transportadores permiton
que o8 compuestos de la invencion se formulen por ejemple, camo tabletas,
plidoras, grageas, cdpeulas, liquidos, geles, jarabes, pasta aguada y
suspensiones para ingestion por via orml por parte del paciente. Las
prepamciones farmacéuticas para uso oral pueden obtenerse por medio de la
mezcla de un compuesto de la invencién con un excipiente sélido, moliendo en
forma opclona! la mezcls resultante, procesando la mezcla hasta obtener
granuios y agregando los auxillares opcionales adecuados para obtsner la
parte cantral de las tabletas o grageas. Los excipientes adecuados inciuyan,
por sjemplo, rellenos tales como aztcares, 1o que inciuye lactosa, sacarosa,
manitol o sorbitol, preparaciones celulosas tales como por ejemplo, almidén de
malz, aimidén de trigo, aimidon de arroz, simidon de papa, gelatina, goma
tragacanto, celulosa de metilo, hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetilcelulosa
sddica y/o polivinilpirrolidona (PVP)...Si se.desea, se puedan agregar agentes
desintegrantes, tales como polivinlipimolidona de enlace cruzado, agar o 4cido
alginico o una sal del mismo, como el alginato de sodio.

Las partes centrales de {as grageas, que puaden ser libres de lactosa,
se racubren en forma apropiada para proveer las tabletas de la invencién, Para
este propdsito, se pueden utilizar soluciones concentradas de azlcar que
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pueden contener, opcionalmente, goma ardbiga, taico, polivinilpirrolidona, gel
carbopol, polietilenglicol y/o diéxido de titanio, soluciones de laca y solventes
orgénicos 0 mezcias de solventes adecuados. Se pueden agregar materias
colorantes o pigmentos a Iss cublertas de las tebletas o grageas para su
identificacién o para caracterizar diferentes combinaciones de dosis de
compuestios activos.

Las preparaciones farmacéuticas que pueden suministrarse por via oral
incluyen cépsulas apropladas pera introducir hechas de gelatina, asl como
también capsulas selladas suaves hachas de gelatina y un plastificante como
glicerol o sorbltol. Las cdpsulas para introducir pusden contener un ingredients
activo mezclade con rellenos tales como lactosa, substancias aglutinantes,
como almidones y/o lubricantes, tales como talco o estearato de magnesio vy,
opcionaiments, estabilizadores. En cédpsulas suaves, sl compuesto activo
puede disciverse o suspenderse en cualquier (lquido adecuado, tal como
aceltes grasos, parafina liquida o polietilenglicol liquide. También se puaden
agregar estabilizadores. Todas las formulaciones para la administracion por
via oral deben ser en dosis adecuadas para dicha administracién.

Para {a administracién por boca, las formnas de dosificaclén de la
Invencion pueden tomar la forma de tabletas o lozenges formulados de menera
convencional.

Para la adminigtracién por inhalacién, los ingredlentes activos de la
invencion pueden suministrarse convenientsments en forma de uma
presentacién en un spray aerosol de pressntacién presurizada o nebullzador,
con el uso de un propelents adecuado, por ejemplo diclorodiffuorometano,
triclorofiuorometano, diclorotetrafluoretano o didxido de carbono. En el caso

AD
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de un aerosol presurizado, la unided de dosificaclén puede determinarse
proveyendo una véivula que permita suministrar una cantidad medida. Las
cApsulas y cartuchos de gelatina que por sjemplo se usen en un inhalader o
Insufiador pueden formularee de manera que contengan una mezcla de poivos
del compuesto y una base de poivo apropiada tal como lactosa o aimidén.

Los compuestos de la Invencién pueden formularse para Ia
administrecion por via parenteral por medio de inyeccién, por ajemplo,
medianta inyeccion de bolo o una infusidn continua. Las formulaciones para
inyecclén pueden presentarse en forma de unidades dosificadas, por ejemplo,
en ampollas o ¢n envases para dosis miitiples con un conservante agregado.
Las composiciones pueden tomar la forma de suspsnsiones, soluclones o
emulisiones en vehiculos oleosos o acuosos y pueden contenar agentas de
formulacion tales como agentes de suspensién, de establlizaclén ylo de
disparsion,

Las formuiaciones farmacéuticas para ia administracién parenteral
incluyen soluclones acuosas de los compuestos activos an forma scluble an
agua, Ademds, se pueden preparar las suspensionas do compusestos activos
como suspensiones de Inysccion cleosas adecuadas. Los solventes lipofilicos
0 vehiculos adecuados incluyen aceitee grasoe tales como acelta de sésamo o
éateres de écido graso sintético tales como el oieato etllico, o triglicéridos o
iposomas. Las suspensicnes de inyeccibn acuosas pueden contener
substancias que incrementen la viscosidad de ia suspension, tales como
carboximetiicelulosa sddica, sorbitol © dextran. En forma opcional, la
suapensidn tamblon puede contenar estebilizadores o apgentas adantiados gue
Incrementen la solubihdad de los compuestos que permlt.on la preparacién de

P
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coluclonca altaments sancaritradas.

Los Ingredientes activos de la invencién pueden ser en forma de polve
para su constitucién con un vehiculo aproplado, por ejemplo, agua estéril libre
de pirdgencs, antes de usar.

Los compuestos de la Invenciin también pueden formularse en
composiciones rectales, tales como supositorios o enemas de retencién que
contangan por sjemplo, |as bases convencionales para supositorios tales como
manteca de cacao y otros glicéridos. Los compusstos que se dan a conocer en
la presente puaden ademds formularse como preparaciones de depdsito.
Dichas formulaciones de larga duracién pueden suministrarse por implantacion
(por ejemplo, subcuténea o intramuscular) o mediante inyeccién intramuscular.
De esta manera, por ejemplo, se puede formular un ingrediente activo con
materiales poliméricos o hidréfobos adecuados {(par ejempio, como una
emulsién en un aceite acaptable) o con resinas de Intercambio de lones o como
un derivado soluble scondmico, por ejemplo como una sal apenas soluble.

Uno de los transportadores farmacéulicos preferidos para los
compuestos de la invencion que son hidréfobos es un sistema de cosolventes
que comprende el alcohal bencllico, un tensloactivo no polar, un polimero
ofgénico que se puede mezclar con agua y una fase acuosa. El sistema de
cosolvente puede ser ! sistama de cosolvente VPD. VPD es una solucion de
3% peso/volumen de alcchol bencllico, 8% p/v del polisorbato 80 tensioactivo
no polar y 66% p/v polietilenglicol 300, completado hasta alcanzar el volumen
en etanol absoluto. El sistema de cosolventes VPD (VPD:D5W) esté formado

por VPD diluido 1:1 con dextrosa 5% en una solucién de agua. Esta sistema -

de cosolvente disuelve bien los compuastos hidréfobos, y produce baja
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toxicidad cuando se lo suministra en forma general. Naturaimente, se pusden
variar consideiablemente las proporciones del sistema de cosolventes sin
destruir sus caracteristicas de solubllidad y toxicidad. Adicionaimente, se
puede variar la identidad de los componentes del cosolvente; por ejemplo, se
pueden usar ofros tensioactivos no polares de baja toxicidad en lugar del
polisorbato 80, se puede variar ia medida de fracclon del polietienglicol y otros
polimeros compatibles bioldglcamente pueden reemplazar at poliatilenglicol,
por ejemplo la polivinilpirolidana y otros azlicares o polisacéridos pueden
substituir a la dextrosa.

Alternativamente, pueden smplearse otros sisiemas de suministro de
compuestos farmacéuticos hidréfobos. Los liposomas y emuisiones son
elemplos bien conocidos de vehiculos de administracién o transportadores de
drogas hidréfobas. Tembién pueden emplearse asigunos solventes orgdnicos
tales como el sulfoxido de dimetilo, & pesar de que habitualments a expensas
de una mayor toxicidad. Adicionalmente, los compuestos de la Invencidn
puedan suministrarse usando un sistema de liberacidn prolongada, tales como
matrices semi-permeables de polimeros sdlidos hidréfobos que contienen el
agente terapéulico. Una gran variedad de materiales de liberacién prolongada
son bien conocidos por [os profesionales del sector. Las cépsulas de liberactén
prolongada, dependiendo de su naturaleza quimica, pueden liberar los
compuestos por unas pocas semanas o hasta mas de 100 dias. Dapendiendo
de la naturaleza quimica y la estabilidad biolégica del reactivo terapéutico, se
pueden emplear estrategias adicionales para la establlizaclén de proteinas.

Las composiciones farmacsuticas también pueden comprender

transportadores de fase o exciplentes sélidos o en gal aproplados. Los




ejempios de dichos transportadores © excipientes incluyen, entre oftros,
carbornlu d& calsio, focfato de caicio, riivarsas azdcares, aimidones, derivedos
de celulosa, gelatinas y polimeros tales como polistitenglicoi.

Ademis de las formas de dosificacidn habituales mencionadas en el
presents, jos compuestos da la invencidn pueden suministrarse por medios de
liberaclén controlada y/o dispositivos de administracién que Incluyen, enire
otros bombas csmaticas Alzet® que se pueden obtener en Alza Corporation,
Palo Alto, CA. En ias patentes de los Estados Unidos Nro. 3.536.809,
3.608.123, 3.845.770, 3.9818.899, 3944084 y 4008719 se describen
dispositivos de administracion adecuados, cuyas descripciones se incorporan a
la presante como referencia.

Las composiclones de la invenclén, si se jo desea, pusden presentarse
en un paquets o en un dispositivo surtidor que puede contener una o més
formas de unidades de doslficacidn que contangan el ingredients activo. Por
ejemplo, sl paquets pueds estar hecho con hojas metalicas o pldaticas tales
como un paquete de blisters. E! paquete o dispositivo de distribucién puede
estar acompafado con instrucclones para su administracion. Las
composicionss que contangan un compuesto de la invencién formulado en un
transportador farmacéuticaments compatible tamblén pusden prepararse y
colocarse en un reciplente apropiado, & identificarias con etiquetas para el
tratamiento de una enfermedad Indicada. Las enfermedades correspondientes
indicadas en la etiqueta pueden incluir ei tratamiento de un tumor tat como
giloma o glioblastama Y la inhibicion de angiogénesis.

Las composiciones farmacéuticas apropiadas para su uso en la
Invoncién incluyen rampanicionge en lee cuales los ingredientes activos se

22
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encuentran en cantdades eficaces para lograr el propdsito deseado. La
detarminacion de las cantidades aficaces se sncuentra dentro de las
habilidades de aquelios profesionales del sector, espaciaimente a la luz dela
descripcién detallada que se suministra en el presente

4.3.2. DOSIFICACION

Para cualquier compuesto usado en los métodos de la invencion, se
puede estimar iniclalmente una dosis terapdutica o profilictica sficaz de los
ensayos de cultivos de células. Por ejemplo, se pusde formular una dosis en
modelos animales para lograr un rango de concentracién en circulacion que
Incluya el ICgp como se determina en el culivo de células (s decir, la
conceniracion del compuesto de prueba que logra una inhibicion de 1a actividad
de la cinasa de ia mitad de ia maxima). Dicha informacion puede emplearse
para detarminar més exactamente las dosis Utiles en humanos.

Una cantidad eficaz 8 10§ fines terapéuticos se refiere a la cantidad de
un compuesto que logra una mejoria de los sintomas o la prolongacién de la
supervivencia de un paciente. Una cantidad eflcaz a los fines profilicticos se
reflere a ia cantidad de un compuesto suficiente para prevenir o demorar el
comienzo de una enformedad o trastomo. La toxicidad y la eficacla terapéutica
de ios compuestos de [a invencion pueden determinarss mediante

procedimientos farmacéuticos estdndares en cultivos de calulas o animales
uxperimentales en los que se determine !a LDsq {la dosis letal para &l 50% de

la pollavitn) y la ED50 (la dosle eficaz a los fnas terapéuticos en 50% de ia
poblacién). E! coeficientsa de dosificacién entre los efectos téxicas y

tarapéuticos o profilacticos as el indice terapéutico y puede expreaarse como ia
relacién de LDsg a EDsg. Se prefieren los compuestos que exhiben altos
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indices terapéuticos. Los datos obtenidos a parlir de estos ensayos de cultivos
du vilulas y eotudioc cobre animales purden emploarse para formular un
rango de dosis para uso en seres humanos. La daosificacion de dichos

compuestos reside preferentemente en un rango de concentraciones en
circulaclén que Incluye ia EDgg ¢on poca o ninguna toxicidad. La dosis puade

variar de ste-rango-dependiendo de la forma de dosificacién empieada
Y18 Vi uw sdidilel swlst, C) médles puodo olegir 1a fnmianitin nlammib

de administracién y la doslficacion en vista de las condiciones del pacients,

Véase, por ejemplo, 8 Fingl y otros, The Pharmacological Basis of
Therapeutics 1 (1976).

Ls cantidad de las dosis y los intervalos puedan ajustarse
Individuaimente pam proveer niveles en plasma del ingrediente activo
suficientes pama mantener los efectos de moderacién de la cinasa o la
concentracién minima eficaz (MEC). La MEC variard para cads compuesto,
pero puede estimarse a partic de datoa /n vitro, por sjernplo, que la
conceantrucién necesaria para lograr uns inhibicion de la cinasa esta entre el
50-90% empleando los estudios descriptos en el presents. Las dosis
necasarlas para lograr la MEC dependera de las caracterfsticas individuales y
de la via de administracién, pero pueden emplearse estudios c'ie cromatograffa
liquida de aita psrformance (HPLC) o estudios bioldgicos para determinar las
concantracionas en plasma.

[ na Intarvalos de las dosis puaden determinarse también usando el vaior
MEC. Los componentes deben administrarse usando un régimen que
mantenga log niveles en plasma un 10-80% deal tiempo sobre 1a MEC,
preferentements sntre o 30-80% y major aln entre 50-90%.

92
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Las dosis habltuales para pacientes en los casos de administracién en
general varian entre 1 y 2000 mg por dfa, habituaiments entre 1 y 260 mg por
dia y tipicaments entre 10 y 150 mg por dis. Expresado en términos del peso
corporal del paciants, las dosis usuales varian de 0,02 a 25 mg por kilo por dla,
habituaiments de 0,02 a 3 mg por kilo por dia y tipicamente de 0,2 a 1,5 mg por
kilo por dia. Expresado en témminos del drea de la superficle corporal det
paciento las dosis habltuales varfan de 0.5 a 1200 mg por m2 por dia,
habltuaimente de 0.5 a 150 l1:lﬂ por m2 por dia y tipicamenta de 5 a 100 mg por
m2 por dia. Los niveles en plasma promedio usuales deben mantenerse dentro
de 50 a 5000 yg/mi, habituslmente 50 a 1000 jg/ml, y tipicaments de 100 &
500 ¢g/ml, a pesar de que en casos de administracion local o ;.'.aptmwn
sslectiva la soncantracidn local oficar da la droga no puads relacionarse von lu
concentracién en plasma. Tal como reconocen los profesionales del sactor, sin
embargo, estas dosis y niveles de plasma varlardn de acuerdo con el pacients,
la enfermedad tratada (por ejemplo, los distintos cénceres pueden requerir
diferentes dosis), la via de administracién y &l Ingrediente activo empleado en
particular. La dosis y quizds la frecuencia de la dosificacién también variardn
de acuerdo con la edad, peso corporal y respuesta del paclente en particular.
Por lo tanto, se recomienda que los infantes, nifios y pacientes mayores de 65
afos y aquellos con las funciones renales o hepéticas disminuidas reciban

Wnain hajas y qiin an Ios tifila anhra 1a hase de |a respuesta clinica

individual y niveles en sangre.

Los niveles convenientes en sangre ee pueden mantener por la Infusién
constante del compuesto tal como lo determine los niveles en plasma medidos
por HPLC. Debe destacarse que el médico interviniente deberd saber cdmo y
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cuédndo terminar, interrumpir o ajustar ia terapia a una dosificacidon menor
dobido a la toxicidad, o disfunciones de Ia mddula dses, higado o rifdn. El
médico intervinients deberd saber también ajustar el tratamiento a niveles m4s
alevados sl la respuesta clinica no es adecuada (previniendo |a toxicided).

Otras ventajas de la invencidn podrén comprenderse a partir de los
siguientes ajemplos no limitativos .

8. CJEMPLOS
8.1. EJEMPLO 1
8INTES!S DE 4-CLORO-1,3-DIHIDRO-PIRROLOI2,3-FIPIRIDIN-2-ONA

Se disolvié 1H-pirolo[2,3-b]piridina 7-6xddo (1.86 g, 13.9 mmol, fiferatura
de referancla: J. Ong. Chem. 45(20):4045-8 (1980)) en 10 mL de oxicloruro de
foaforo . La mezcla de la maccldn se sometié a refiujo durante 8 horas, se
enirid a temperatura ambiente y se concentrd. E! residuo se extrajo con
acetato de etilo/agua. La capa orgénica se lavd con salmuera a pH 6, ae secd
sobre sulfaio de sodio anhidro, se concentrd y se secd en un horno de vacio
durante toda la noche para proporclonar 0.88 g (42%) de 4-cloro-1H-pirrolo]2,3-
b]piridina como un sélido tostada.

14 NMR (360 MHz, DMSO-dg) 5 11,90 (s, br, 1H, NH), 8.16 (d, J = 5.15 Hz,
1H), 7.57 {t, br, J = 3.38 Hz, 1H), 7.17 (d, J = 5.15 Hz, 1H), 6.49 (dd, J = 1.80,
3.38 Hz, 1H).

MS m/e 153 (M*).

A una solucidn agitada de 4-cloro-1H-plvolof2,3-blpiridina (0.4 g, 2.6
mmel) en t-butanol (25 mL) se agregé perbromuro de bromuro de piridinio
(PBPB, 2.5 g, 7.8 mmol) por porciones. La mezcla de la reaccion se agitd a
temperatura ambiknte durante 3 haras y e agregé otros 0.39 g (3.1 mmol) de
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PBPB. La mezcla resultante de la reaccién se continud agitando durante 1
hora y sa extrajo con acetsto de etio/agua. La capa organica se lavd con
salmuera, se secd sobre sulfato de magnesio anhidro y se concentrd. La
trituracion del producto crudo con diclorometano proporciond 0.733 g (86%) de
3,3-dibromo-4-cloro-1,3-dihidro-pirrolo[2,3-blpiridin-2-ona como un sdlido
tostado. TH NMR (360 MHz, DMSO-dg) 8 12.23 (s, br, NH), 8.20 (d, J = 5.68
Hz, 1H), y 7.30 (d, J= 5.66 Hz, 1H). M8 m/e 326 [M*).

Una mezcla de 3,3-dibromo-4-claro-1,3-dlhidro-pirrolo2,3-b]piridin-2-ona
(0.746 g, 2.3 mmol), polvo de zinc (1.48 g, 23 mmol), dcido acético (10 mL) y
metano! (10 mL) se agité a temperatura ambiente durante 2 horas. La mezcia
de |a reaccién se diluy6 a continuacién con salmuera y ae axirajo con acetato
de etilo. La capa orgédnica se lavé nuevamente con salmuera, se sectd sobre
suifato de sodio anhidro, se concentrd y se secd en un horno de vaclo para

proporcionar 0.3 g (78%) de 4-cloro-1,3-dihidro-pirrolo[2,3-blpiridin-2-ona como
un sélido tostade. 1H NMR (360 MHz, DMSO-dg) & 11.21 (8, br, NH), 8.01 (d, J

= 5.86 Hz, 1H), 7.23 (d, J = 5.66 Hz, 1H), y 3.58 (s, 2H, CH5). MS m/e 168
[M*).
§.2. EJEMPLO 2

SINTESIS de 4-CLORQ-§,7-DIHIDRO-P{RROL Of2,3-DIPIRIMIDIN-8-ONA

A una solucién de 45.2 mmol de etéxido de sodio (preparado in situ &
partir de sodio y etancl absoluto) en 40 mL de etanol absoluto se sgregd
clorhidrato de formamidina (1.74 g, 21.5 mmol) y etliéster de dcldo 2-clano-4.4-
dietoxi-butirico (2.47 g, 11 mmol, llteratura de referencia: Davoll, J., J. Chem.
Soc. 131-138 (1960)). La mezxcle se sometid a reflujo durante 6 horas, se
anfrié a temperatura ambients y sa filtrd. El sdlido se lavé con acetonitriio




caliente. El filtrado g neutralizd con dcido acético a pH 6.5 y a continuacion se
evapard a la mitad del volumen. Se agregd acerato de etllo (50 mL) al filtrado
resultante. EI pracipitado se fiitrd, se lavé con EtOAC para proporcionar 1.8 g

(66%) de 8-amino-6-{2,2-dietoxi-etil)-3H-pirimidin-4-ona como un solido blanco
que se usb sin més purificacion. 1H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 5 11.46 (8, br,

1H, NH), 7.88 (s, 1H), 6.07 (s, br, 2H, NH3), 454 (t J = 6.0 Hz, 1H,
CH(OCH2CH3)32), 3.63-5.62 (m, 2H, CH(OCH2CH3)2), 3.31-3.49 (m, 2H,
CH(OCHZ2GH3)2), 250 (m, 2H, CHg), y 1.05 (t, J = 6.83 Hz, 6H,
CH{QCH2CHa)2).

Se disolvid $-amino-b-{Z,2-dietoxi-etil}-3H-pirimidin4-ona (160 mg, 0.7
mmol) en 5.0 mL de solucién 1N de HCI, La mezcla se agitd a temperatura
ambiente durante 1 hora y el precipitado se filtrd, se lavd con una cantidad
minima de agua y se secd en un homo de vacio durante toda la noche para
proporcionar 60 mg (84%) de 3,7-dihidre-pirrolof2,3-d}pirimidin-4-ona como un
solido blanco. 1H NMR (360 MHz, DMSO-dg) 8 11.83 (s, 1H, NH), 1.76 (a, 1H,
NH), 7.80 (s, 1H). 7.01 (dd, J = 2.65, 3.21 Hz, 1H), y 6.42 (dd, J = 2.09, 3.21
Hz, 1H). MS m/e 134 [M+1]*.

Se hizo reaccionar 3,7-Dihidro-pirroloj2,3-djpirimidin-4-ona (80 mp, 0.45
mmel) con 30 ml de nxiclonuro de fasforo para proporcionar 40 mg (70%) de
4-cloro-7H-pirrolo[2,3-d]plrimidina como un sélide blancuzco. TH NMR (300
MHz, DMSO-dg) 6 12.57 (s, br, 1H, NH), 8.58 (s, 1H), 7.68 (dd, / = 2.53, 3.38
Hz, 1H), y 8.58 (dd, J = 1.86, 3.36 Hz, 1H). M8 m/e 153 [M-1}*.

Se oxidé 4-Cloro-7H-plrolof2,3-d]pirimidina (245 mg. 1.65 mmol) usando
PBPB para proporcionar 230 mg (42%) de §,5-dibromo-4-cioro-5,7-
dihidro-pirrolo[2, 3-d]pirimidin-8-ona como un sdlido blanco. A continuacién se
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redujo uaando polvo de zinc para proporcionar 80 mg (42%) de 4-cloro-5,7-
dihidro-pirrolo[2,3-d]pirimidin-6-ona como un sdlido llgerameﬁte tosatado.

5.3. EJEMPLO 3 '
SINTESIS de 8-[4-(3-CLORO4-FLUORO-FENILAMINO)-2-0X0-1,2-
DIHIDRO-PIRROLO[2,3-B]PIRIDIN-3.ILIDENMETIL]-4-METIL-1H-PIRROL -2-
ACIDO CARBOXILICO (2-MORFOLIN-4-{L-ET]L)-AMIDA (FORMULA 3)

A 3 mi de (39.2 mmol) de N,N-dimetiiformamida enfrlada con hielo, se
agregd dimetiformamida (DMF) exicloruro de fésforo (0.67 mL, 7.18 mmol) por
goteo y la mezcla resultante se agitd durante 30 minutos. Se agregd a la
reaccién una soluclén de 1 g (6.53 mmol) de efiléster de écido
4-metil-1H-plrol-2- carboxllico en 3 mL de DMF. Luego de 1 hora, ia reaccién
86 calentd s temperatura ambiente durante otras 2.5 horas. La mezcla de |8
reaccion se diluyé con agua (100 mL) y se basifict a pH = 11 con solucién 1N
de hidréxide de eodio. El precipitado se separd por filtracion, fenjuagando con
agua y se s8cO parg proporcionar 0.8 g (68%) de etiléster de dcido

5-formli-4-metil-1H-pirrol-2- carboxflico como un sélido blanco. TH NMR (360
MHz, DMSO-dg) d 12.6 (br s, 1H, NH), 9.78 (s, 1H, CHO), 8.68 (s, 1H), 4.26 (q,

J = 7.0 Hz, 2H, OCHyCH3), 2.28 (s, 3H, CHj), 1.28 (t, J = 7.0 Hz, 3H,
OCHoCHz). MS 181 [M*].

A una soluclbn de 0.8 g eliléster de d&cido (4.4 mmol) de
§-formmil-4-metli-1H-pirrol-2- carboxllico en 35 mL de agua y 16 mL de etanc! se
agragd 0.6 g (8.9 r;\mol) de hidréxido de potasio. La mezcla de la reaccion se
calentd a 100 *C durante 1 hora, se enfrid a temperatura ambiente, y se
evapord el etanol. La capa acuosa se acidificd a pH = 3 usando solucién 2N da
cloruro de hidrogeno. Ei precipitado se filtrd y se iavdé con agua para
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proporcionar 0.67 g (68%) de #dcido 5-formll-4-metil-1H-pirrol-2- carboxilico

como un sdildo tostado.
14 NMR (360 MHz, DMSO-d8) d 12.92 (br s, 1H, CO3H), 12.48 (br s, 1H. NH),

9.76 (s, 1H, CHO-5), 6.63 (s, 1M), 2.28 (8. 3H, CH3). MS m/z 152 [M-1].

A una suspengion de acido 5-formil-4-metil-1H-pimol-2- carboxiiico (2 g,
13 mmol) en acetonitrilo se agregd 4-(2-aminoetii)morfolina (1.2 ml., 14 mmol),
EDC (2.7 g. 14 mmol), HOBt (1.9 g, 14 mmol) y triatilamina (3.6 mL, 28 mmol)
consecutivaments, La mezcia de la reaccién se agité a temperatura amblente
durante 12 horas y se concentré a presion reducida. El residuo se disolvid en
300 mL de solucién 1N de clorure de hidrdgeno. La capa acuosa se lavé con
160 mL de acatato de etilo dos vecas y se basific con bicarbonato de sodlo. A
continuacién se extrajo ef producto con 250 mL de diclorometano dos veces, se
secd sobre MgS0Oy4, y S@ concentrd para propoercionar 1.8 g (63%) de dcido

5-formil-4-metll-1H-pirol-2-carboxilico  (2-morfolin-4-il-etil}-amida como un
sdlido amarillento. 1H NMR (300 MHz, DM8O-dg) d 12.18 (br s, 1H, NH), 8.72

(s, 1H, CHO), 8.20 (brt, J - 8.6 Hz, 1H, CONH), 6.65 (d. J = 1.7 Hz, 1H), 3.5
(m, 4H), 3.3 (m, 2H, CONHCH3), 2.4 (m, 6H), 2.28 (5, 3H, CH3). MS m/ 285
M.

Una mezcia de ia reaccién de 4-cloro-1,3-dihidro-pirrelo[2,3-bjpiridin-2-
ona (85 mg. 0.5 mmol), écido &-formil-4-metil-1 H-pirrol-2- carboxillico (.2-
morfolin-4-il-etil)-amida (125 mg, 0.5 mmol), 0.1 mL de piperidina y 10 mL de
etanol se agitd a temperatura amblente durante toda ia nocha. El precipitado
amarliio se filtré luego se enfrié con un bafo de hielo, se lavé con etanol frio y
se socd para proporcionar 185 mg (02%) de 5-(4-cloro-2-ox0-1,2-

©)




59

dihidro-pirrolof2,3-b Ipiridin-3-llidenemetii)-4-metil-1 H-pirrol-2-acido carboxilico
(2-morfolin-4-il-efil)-amida.

Una mezcla de dcldo 5-(4-cloro-2-oxo-1,2-dihidro-pirroiof2,3-bjpiridin-3-
ilidenemetil}-4-matil-1H -pirrol-2- carboxilico (2-morfolin-4-il-etll}-amida (10 mg,
0.024 mmol), 3-cloro-4-fluoro-fenilamina (60 mg, 0.34 mmol), monohidrato de
dcido p-toluensulfénico de (5 mg, 0.0268 mmol) y 1 mL de éter de 2-metoxetiio
se calenid a 180-180°C en un tubo sellado durante & horas, se enfrid a
temperatura ambiente y se concentrs. El residuo se purificd a continuacién
usando placas de TLC preparativa eluyendo con 10% metanol en
diclorometano para proporcionar dcide 6-[4-(3-cloro-4-fluoro-fenllaminoc)-2-
oxo-1,2-dihidro-plrrolo[2,3-b]piridin-3-ilidenemetll]-4-metli-1H-pirrol-2-
carboxilico (2-morfolin-4-il-etil)-amida como un sdiido anaranjado (al
rendimiento es aproximadamenie del 28%).

54. EJEMPLO 4
8INTESIS de ACIDO 5{4-(3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMING)-8-OX0-8,7-
DIHIDRO-PIRROLO[2,3-D]PIRIMIDIN-S-ILIDENEMETIL]-4-METIL-1H-
PIRROL-2- CARBOXILICO (2-MORFOLIN4-IL-ETIL)-AMIDA,
CLORHIDRATO (FORMULA 4)

Se condensd 4-Cloro-5,7-dihidro-pirolof2,3-djpirimidin-8-ona (80 mg,
0.47 mmol) con &cido 5-formli-4-metil-1M-pirrol-2- carboxilico (2-morfolin-4-il-
etil)-amida (124 mg, 0.47 mmo!) a temperatura ambients para proporcionar 50
mg (26%) de dacido S$-(4-cloro-8-oxu-6,7-dihidro-pirrolof2,3-djpirimidin-5-
ilidenemetil)-4-matil-1H-pitrol-2- carboxilico (2-morfolin-4-il-atil}-amida como un
sdlido amarillo.
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. Una mezcla de acido 5-(4-cloro-6-0xo-6,7-dihidro-pirrolof2,3-d)pirimidin-
5-lldanemetil)-4-metit-1H -plrrol-2- carboxfico (2-morfolin-4-ll-etil}-amida (44
mg. 0.11 mmol), 3-cloro-4-fluoro-fenilamina (154 mg, 1.1 mmol) y monohidrato
de é&cldo p-toluenosulfénico (10.1 mg, 0.053 mmol), 1-metil-2-piralidinona (2.5
ml) y éter 2-metoxietiiico (2.5 mi) se calentd a 180 *C durante 16 horas y se
concentré. El residuo se purificd por HPLC de fase inversa, iuago ae disolvid
en HCI 2N y acetonitrilo y se secd por congelamiento para proparcionar 24 mg
{39%) de clorhidrato de acido 5-4-(3-cloro-4-fluoro-fenilamino)-8-axo-
8,7-dihidre-pirrolo]2,3-ojpirimidin-5-llidenemaetii}-4-metil-1H-pirol-2- carboxliico
(2-morfolin-4-il-etil)-amida coma un sdlido rojo. TH NMR (360 MHz, DMSO- dg)
5 13.46 (s, 1H, NH), 11.78 (s, 1H, NH), 10.74 (br 8, 1H, HCI), 9.33 (s, 1H), 8.83
{t, J = 5.5 Hz, 1H, NH), 8.33 (8, 1H, H-vinil), 7.74 (dd, J = 2.39, 6.68 Hz, 1H),

7.38-7.47 (m, 2H), 7.35 (t, J = 9.03, 1H), 6.94 (s, br, 1H), 3.96 (ct, J = 5.74,
11.37 Hz, 2H, CHg), 3.80 (t, J = 12,10 Hz, 2H, CH>3), 3.68 (dd, J = 5.99 & 11.61

Hz, 2H, CHg), 3.52 (d, br, J = 12.44 Hz, 2H, CHg), 3.28-3.31 (m, 2H, CHy),
3.10-3.13 (m, 2H, CHg), v 2.23 (8, 3H, CH3). MS 526 [M*),
6.3. EJEMPLO S

SINTESIS da ACIDO  §{6-0X0-4-PIPERIDIN-1-L-6,7-DIHIDRO-
PIRROLO[2,39-UJPIRIMIDIN-8-ILIDENEMETIL)-1 H-PIRROL-2- CARBOXILIC
(2-MORFOLIN-4-ILETIL)-AMIDA (FORMULA &)

A una mezcla de 4-cloro-5,7-dihidro-pirrolo{2,3-dlplrimidin-8-ona (85 mg.
0.5 mmol) y dcido 5-forml-1H-pitrol-2- carboxilico (2-morfolin-4-ll-etil)-amida
(125 mg, 0.5 mmol) en aetanol (4 mL) se agregd 0.2 mL de piperidina. La
mezcla se agitd a temperaturs ambiento duranta 20 horas. El precipitado
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amarillo se filtré iusgo se enfrié con un bafo de hielo, se lavé con atanol frio y

se secd para proporcionar 114 mg (50.6%) de! compuesto dal titulo.
TH NMR (300 MH2, DMSO-dg) 5 13.23 ( br 8, 1H, NH), 11.68 (br s, 1H, NH),

8.39 (m, 1H, CONHCH3), 8.32 (s, 1H, H-vinil), 7.11 (s, 1H), 6.91-8.98 (m, 2H),
3.58 (m, 4H, 2xCH2), 3.38 (m, 8H, 3xCHy), 2.38-2.47 (m, 6H. 3xCHp), 1.85 (m,
8H, 3xCHg). MS 452.2 (M*+1),
6.6. EJEMPLO G

SINTESIS de CLORHIDRATO DE ACIDO 5-[4{1-BENCIL.-1H-INDOL-S-
ILAMINQ)-6-OX0-8,7-DIHIDRO-PIRROLO[2,3-DIPIRIMIDIN-S-
ILIDENEMETIL}-4-METIL-1H-PIRROL-2- CARBOX[LICO (2-MORFOLIN-4-L-
ETIL}-AMIDA (FORMULA &)

El compuesto de! titulo (8% de rendimienio) se prepar a partir de dcido
5-(4-cloro-6-0x0-6, 7-dihidro-pirrolof2, 3-dipirimidin-6-lidenemetil)-4-matil-14-
pimol-2- carboxllico {2-morfolin-4-il-etil}-amida y 1-bencil-1H-indol-5-ilamina de

acuerdo con el procedimiento que se describe para el Elemplo 12. TH NMR
(360 MHz, DMSO-dg) & 13.44 ( brs, 1H, NH), 11.78 (br 5, 1H, NH), 10.97 (br s,

1H, HC1), 9.28 (br s, 1H), 8.85 (br s, 1H, CONHCHz), B.25 (s, 1H, H-vinil), 7.1-
7.5 (m, 10H), 6.89 (br 8, 1H), 6.43 (8, 1H), 5.40 (8, 2H), 3.96 {m, 2H, CHy), 3.84
(m, 2H, CHp), 3.68 (M, 2H, CH3), 3.62 (m, 2H, CHa), 3.29 (m, 2H, CHy), 3.12
(m, 2H, CHg), 2.63 (s, 3H, CH3).
5.7. EJEMPLO 7

SINTESIS de  CLORHIDRATO de  4-{3-CLORO-4-FLUORO-
FENILAMINO)-5-[3,8-DIME TIL-4-(3-MORFOLIN-4L-PROPIL)-1 H-PIRROL-2-
ILMETILENO]}-8,7-DIHIDRO-PIRROLO[2,3-D]PIRIMIDIN-6-ONA

{FORMULAT)
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A una mezcla de 4-cloro-5,7-dihldro-pirrelo[2, 3-d]pirimidin-6-ona (85 mg,
0.5 mmol) y 3,5-dimetil-4-(3-morfolin-4-ll-propil)-1 H-pirrol-2-carbaldehlido (125
mg, 0.5 mmol) en etanol (4 mL) se agregd 0.1 to O ? mL de piperidine. La
mezcla se agitd a temperatura ambients durante 20 horas. El precipitado
amarillo se filtrd luego se enfrié con un barfic de hislo, se lavéd con etanol frio, y
se 6ecld para proporcionar 89 mg (45%) de ducioro-5-3,5 dimotil-4-{3-raea fulin-
4-il-propi)-1 H-pirrol-z-ilmotllano]-s.T-dlhidro-pirrolo[.'z.3-d]plrimidl n-8-ona.

El compuesto del titulo (10% de rendimiento) se preparé a partir de 4-
clore-5-{3,5-dimetil-4-(3-morfolin-4-ll-propil)-1H-pirrol-2-iimetilenc)-5, 7-dihidro-
pirrolo[2,3-d]pirimidin-6-ona y 3-cloro-4-flucro-fenilamina de acuerdo con el
procedimiento que se describe para ! Ejemplo 12.

5.0. EVEMPLO 8
SINTESIS de 4{3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-8{5-METIL-3H-

IMIDAZOL-4-{LMETILEN)-8,7-DIHIDRO-PJRROLO[2.3-DIPIRIMIDIN-8-ONA
(FORMULA 8)

Se condensd 4-Cloro-5,7-dthidro-pitrolo[2,3-d]pirimidin-6-ona (1 ag.) con
5-metil-3H-imidazol-4-carbaidehldo (1 eq.) & temperatura ambiente para
proporcionar (76.9%) de 4-cloro-5-(5-metil-3H-imidazol-4-{imetilen)-5, 7-dihidro-
pirrolof2, 3-dlpirimidin-6-ona.

El compuesio del titulo (23% de rendimiento) se prapard a partir de 4-
cloro-5-{5-metil-3H-imidazol-4-iimetiien)-5, 7-dihidro-pirrolo{2,3-dlpirimidin-8-ona
y 3-cloro-4-flucro-fenilamina de acuerdo con el procedimiento que se describe

para el Ejemplo 12 sin la conversidn a la sal HCI. H NMR (360 MHz, DMSO-
dg) 6 13.45 ( br s, 1H, NH), 11.76 (br s, 1H, NH), 8.19 (s, 1H), 8.31 (s, 1H, H-
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vinil), 7.92 (s, 1H), 7.73 (m, 1H), 7.45 (m, 2H), 7.36 (m, 1H), 2.33 (s, 3H, CH3).
MS 371.4 [M++1),

5.9. EJEMPLO 9
SINTESIS de 4-{3-CLORO-4-FLUQRO-FENILAMING):5{3,5.DIMRTIL 1H-
PIRROL -2-LMETILEN)-8,7-DIHIDRO-PIRROLO[2,3-D]PIRIMIDIN-8-ONA
(FORMULA 9)

Se condensd 4-Cloro-8,7-dihidro-pirrolof2,3-d]pirimidin-8-ona (1 eq.) con
3,6-dimetil-1H-pirrpl-2-carbaldehido (1 eq.) a tamperatira ambiente para
proporcionar (44.5%) de 4-cloro-6-(3,5-dimetil-1H-pimol-2-iimetilen)-5,7-dihidro-
pirrola[2,3-d]pirimidin-6-ona.

El compussto del thulo (57% de rendimisnto) se prepard a partir de 4-
cloro-6-(3,5-dimetil-1H-pirrol-2-iimetilen)-5,7-dihldro-pirrolo[2, 3-djpirmidin-6-ona
y 3-cloro-4-fluoro-fenitamina de acuerdo con el procedimlento que se describe

para el Ejsmplo 12 sin la conversion a la sal HCl. 1H NMR (380 MHz, DMSO-
dg) 5 13.10 (br s, 1H, NH), 11.60 (br 8, 1H, NH), 8.10 (s, 1H), 8.27 (s, 1H, H-

vinll), 7.70 (m, 1H), 7.3-7.4 (m, 3H), 6.04 (br 8, 1H), 2.33 (3, 3H, CHg), 2.18 (s,
3H, CHa). MS 384.3 (M*+1),

§.10. EJEMPLO 10
SINTESIS de ACIDO 4-METIL-5{4-{4-METIL-PIPERAZIN-1-IL)-6-0X0-8,7-
DIHIDRO-PIRROLO[2,3-D]PIRIMIDIN-5-ILIDENEMETIL]-{ HPIRROL.2-
CARBOXILICO (2-MORFOLIN-4-IL-ETIL)-AMIDA (FORMULA 10)

E! compuesto del titulo (47% dae rendimiento) se prepard a partir dcido
de 5-(4-cloro-8-0xo-8,7-dihidro-pirrolof2, 3-dlpirimidin-5-llidenametil}-4-metil-1H-
pirrol-2- carboxilico (2-morfolin-4-il-atil)-amida y 1-mefiipiperazina de acuerdo
con el precedimiento que se describe para el Ejempio 14. TH NMR (300 MHz,

2z
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DMSO-dg) 8 13.37 (br s, 1H, NH), 11.83 (br 8, 1H, NH), 10.56 (v br 8, 1H), 8.45
(v br s, 1H), 8.38 (s, 1H, H-vinil), 7.00 (s, 1H), 8.87 (8, 1H), 3.4-3.6 (m, 10H,
5xCH3), 2.85 (m, 4H, 2xCH32), 2.4-2.8 (m, 6H, 3xCHs), 2.49 (under DMSO, 3H,
CHg), 2.31 (8, 3H, CH3). MS 481.3 [M*+1],
§.11. EJEMPLO 11

SINTESIS de 8-(6-METIL-3N-IMIDAZOL -4-ILMETILEN)-4-{4-METIL-
PIPERAZIN-1-L)-6,7-DIHIDRO- PIRROLO_ [2,3-D]PIRIMIDIN-8-ONA
(FORMULA 11)

El compuesto del titulo (48% de rendimiento) se prepard a partir de 4-
cloro-5~{5-maetil-3H-imidazol-4-iimetilen)-6,7-dIhldro-pirrolo[2,3-t]pirimidin-8-ona
y 1-metiiplperazina de acuerdo con el procedimiento que se describe para el
Ejemplo 14, MS-EI 325 M*].

5.12. EJEMPLO 12
SINTESIS de CLORHIDRATO DE ACIDO §-[4-(1-BENCIL-1HANDOL-5-
ILAMING)-8-QX0)-R, 7,DIHIDRO-PIRROLO{2,3-D]RIRIMIDIN-
5-ILIDENEMETIL]-1H-PIRROL-2:- CARBOXILICO (2-MORFOLIN~4-IL-ETIL)
AMIDA (FORMULA 12)

Uns mezcla de dcido 5-{4-cloro-6-ox0-6,7-dihidro-pirrolof2,3-
diplrimidin-5-ilidenemetil)-1H-pirrol-2- carboxflico  (2-morfolin-4-il-gtil)-amida,
écido 1-bencil-1H-indol-S-lamina y &cido p-toluenosulfdnico (5 mg) en 2 mL de
1-metil-2-pirrodinona y éter 2-metoxietllico (1:3) se calentd a 170-185°C
durante 7 a 15 horas. La mezcie de la reaccion se avaporé hasta la saquedad y
se purificd por HPLC de fase inversa, {uego se disolvié en HCI 2N y acatonitrio
Yy 8@ sacd por congelamiento para proporcionar 13.5 mg (42%) del
compuesto del titulo. MS 580.3 [M*+1),
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5.13. EJEMPLO 13
SINTESIS de ACIDO  G{4-MORFOLIN-4-IL.8-OXO-8,7-DIHIDRO-
PIRROLO([2,3-D]PIRIMIDIN-6-HLIDENEMETIL)-1 4-PIRROL-2-CARBOXILICO
(2-MORFOLIN4-IL-ETIL)-AMIDA (FORMULA 13)

El compuesto de!l titulo (35% de rendimiento) se prepard a partir de
dcido 5-{4-cloro-6-0x0-8,7-dihidro-pirrolof2,3-tipirimidin-§-lidenematl])-1 H-
pirrol-2-carboxllico (2-morfolin-4-ll-etil}-amida y morfolina de acuerdo con el
procedimiento que se dascribe para el Ejemplo 14. MS-E| 453 [M*].

5.14. EJEMPLO 14
SINTESIS de 6-(5-METIL-3M4-IMIDAZOL-44LMETILEN)4-MORFOLIN-4-L-
8.7-DIHIDRO-PIRROLO{2,3-D]PIRIMIDIN-8-ONA (FORMULA 14)

Una mazcla de 4-cloro-5-(6-mefil-3H-imidazol-4-iimefiien)-5,7-dihidro-
pirrolo[2,3-d)pirimidin-6-ona (26 mg, 0.1 mmal) y morfolina (100 mg, 1.15 mmol)
on stanol (1.6 m! ) sa nalentd @n un tubo gellado o 110°C durants 3 huias. La
soluclén de la reaccign se evapors hasta ia sequedad y se tratd con etanol frie.
El precipitado amarlllo se flitré para proporcionar 22 mg (70.5%) del compuesto
del titulo. MS-El 312 [M*].

8.15. EJEMPLO 15
SINTESIS de ACIDO 8-[4-{3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-8-OX0-6,T-
DIHIDRO-PIRROLO[2,3-01PIRIMIDIN-S-ILIDENEMETIL]-tH-PIRROL-2-
CARBOXILICO

RF L- =AM F LA

Se condensd acido 4-Cloro-5,7-dihidro-pirrolo[2,3-dpirimidin-6-ona (1
8q.) con S-formil-1H-pirrol-2- carboxflico (2-morfolin-4-il-etil}-amida (1 eq.) y
trietilamina en etanol a temperatura ambiente para proporcionar (82.5%) de

(>
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Acido 5-(4-clorp-8-0x0-8, 7<dlhidro-pirrolo[2,3-dipirimidin-5-llidenemetif)-1 H-
pirrol-2- carboxlilico (2-morfolin-4-il-etil)-amica.

El compussto del titulo (18% de rendimiento) se prapard a partir ds
dcido 5-(4-ctoro-8-ax0-8, 7-dihidro-pirrolof2, 3-dlpirimidin-S-llidenametil)-1 H-
pirrol-2- carboxilico (2-morfolin-4-il-etil)-amida y 3-cloro-4-flucro-fenllamina de
scuerdo con el procedimiento que we describe para el Ejempio 12 sin la
conversién a Sal de HCL. M8 §12.3 {M+1].

6.16. EJEMPLO 16
SINTESIS de ACIDO 6-[4-{3-ETINIL-FENILAMINO)-8-0X0-6,7-DIHIDRO-
PIRROLO[2,3-DIPIRIMIDIN-8-ILIDENEMETIL)-1H-PIRROL-2- CARBOXILICO
u IN O RATO (F

El compuesto del titulo (20% de rendimiento) se preparé a partir de
dcido 5-(4-cloro-8-ox0-8, 7-dihidro-pirrolo[2, 3-d]pirimidin-5-ilidenemetil)-1H-
pirrol-2- carboxllico (2-morfolin-4-ii-stil}-amida y 3-etinilanitina de acuerdo con el
procedimiento que se describe para el Ejemplo 12, MS 484.3 (M*+1],

5.17. EJEMPLO 17
8INTESIS de ACIDO 5-{4<{3-ETINIL-FENILAMINO)-8-OX0-8,7-DIHIDRO-
PIRROLO[2,3-D)PIRIMIDIN-S4LIDENEMETIL]-4-METIL-1H-PIRROL-2-
CARBOXILICO
OLIN-4 A (FORM 1

E! compuesto del titulo (15% de rendimienta) se prepard a partir de
dcido 5-{4-cloro-6-0x0-6,7-dihidro-plrolo[2,3-d)pirimidin-S-llidenemetii)-4-metil-
1H-pirrol-2- carboxflico (2-morfolin-4-il-atll)}-amida y 3-etinilanilina de acuerdo
con el pracedimiento que se describe para &l Ejempio 12 sin la conversion a sal
de HCI. MS 498.2 [M*+1].
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5.18. EJEMPLO 18
SINTESIS de 85.[3,6-DIMETIL4-{3-MORFOLIN-4-IL-PROPIL)-1H-PIRROL-2-
ILMETILENO]-4~(3-ETINIL-FENILAMINO)-8,7-DIHIDRO-
OL PIRIMIDI NA (FORM

El compuesto del titulo (7% de rendimiento) se prepard a partir de 4-
cloro-5{3,5-dimatil-4-(3-marfolin-4-i-propil)- 1 H-pirrol-2-limetilenoc}-5, 7-dihidro-
pitrolo[2,3-djpirimidin-6-ona y 3-etinilanilina de acuerdo con e} procedimiento
que se describe para ol Ejemplo 12 sin la conversion a sal de HCI. M8 483.3
M¥+1].
6.19. ESEMPLO 19
SINTESIS de ACIDO 3-{5-]4-{3-CLORO-4-FLUORO-FENILLAMINO)-8-OXO-
6,7-DIHIDRO-PIRROLO|2,3-D]PIRIMIDIN-8-ILIDENEMETIL]}-2,4-DIMETIL-1H-
PIRROL-3-IL}-PROPIONICO (FORMULA 19)

A una solucién de 4-cloro-7H-pirrolo[2,3-djpirimidina (767.9 mg, 5 mmol)
y 3-cloro-4-flucro-fenilamina (873.4 mg, 8 mmol) en 25 mL de DMF saco bajo
nitrégeno se agregé trifluorometansulfonato de plata (1.54 g, 6 mmel). La
mezcla se aglté a 95°C durante 15 horas. Se enfrié la reaccion, se diluyé con
acetato de efilo {70 mL) y se fiitrd a través de celite, se lavi snérgicaments con
acetaio de etilo. E! filtrado se lavé con saimuera (5x). La salmuera se exirajo
con acetato de etllo el que a continuacidn se lavé con salmuera, E! acetato de
etllo combinado se secd (sulfato de magnesio), se concentrd y purificd pam
proporcionar 1.22 g (93%) de {3-cloro-4-fiyoro-fenil)-(7 H-pirrmnlo[2,3-d]plrimidin
4-l)-amina como un sdiido blancuzeo. m.p. 274-275 "C. H NMR (380 MHz,
DMSO-dg) 5 11.78 (br 8, 1H, NH), 9.41 (s, 1H), 8.31 (s, 1H), 8.28 (m, 1H), 7.79

(m, 1H), 7.37 (1, 1H), 7.25 (m, 1H), 6.76 (m, 1H). MS 263.4 [M*+1).
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A una solucidn agitada de (3-cloro-4-fluoro-fenil)-(7H-pirrolof2,3-
d]pirimidin-4-il)-amina (26.3 mg, 0.1 mmol) en un mL de t-butanol se agregé por
porciones 64 mg (0.2 mmol) de perbromuro de bromuro de piridinlo (PBPB). La
mezcla de la reaccién se agitd a temperatura ambiente durante 4 horas. La
reaccién se diluyd con acetato de etilo, se lavd con agua, sulfato de sodio
acuoso, salmuera, se secd y 68 concantrd para proporcionar 5,5-dibromo-4-(3-
cloro-4-fluoro-fenilamine)-5,7-dihidro-plrralof2,3-dipirimidin-6-ona (usando en el
paso sigulente sin ninguna punficacion).

Se agité una mezda de 6,5-dibromo-4-(3-cloro-4-fluoro-fenliamino)-
5,7-dihidro-pirrolof2,3-d]pirimidin-8-ona (del parrafo anterior), polvo de zinc en 2
mL de dcldo acético a temperatura amblents durante una hora. La reaccion se
diluyé con acetato de etilo y se flitrd. El fiitrado se lavd con agua. bicarbonato
de sodio y saimuera, 88 sacd, se concentrd y ee purificé para proporcionar 11.2
mg (rendimiento combinado de 40% para ios doe pasos) de 4-{3-cloro-4-fluoro-

fenilamine)-5,7-dihidro-pirrolo]2,3-d}pirimidin-8-ona como un sélido blancuzco.
1H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 5 11.08 (br s, 1H, NH), 9.02 (s, 1H), 8.33 (s,

1H), 0.02 (m, 1H), 7.58 (m, 111}, 7.3G (t, 1H), 3.48 (s, 2H, CHy). MY 278.3
{M*+1].

Una mezcla de dcido  4-(3-cloro-4-flucro-faniiaming)-6,7-
dihidro-pirrolc{2,3-djpirimidin-8-ona (8.3 mg, 0.0226 nwnol), 3-{5-formll-2 4-
dimetli-1H-pimol-3-ll)- propidnico (4.9 mg, 0.0249 mmol) y piperidina (4 gotas)
en etanol (1 mL) se agité a temperatura ambiente durante 24 horas. La
reaccién se concentré y se purificd (HPLC de fase inversa) para proporclonar
5.2 mg (51%) del compuesto def titulo. MS 456.4 (M*+1].

8.20. EJEMPLO 20
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SINTESIS de
4-{3-CLORQ-4-FLUORO-FENILAMINO)-7-METIL-5,7-DIHIDRO-PIRROLOZ.3
IRIMIDIN

En este método especifico de la Invencion, el compuesto del titulo sa
rapara de acuerdo con el Esquema 6:

ESQUEMA 5 /



0

De acuerdo con el Esquema 5, carbonato de cesio(968 mg, 3 mmol)
seguldo por loduro de metiio (1 g, 7.1 mmol) se agregd a una solucién de
4-cloro-7H-pirrolo(2,3-djpirimidina (121 mg, 0.78 mmol) en OMF (5§ mL). La
meztla se agitd a tamperatura amblente durante & horas. La reaccién se vertié
en agua y ee extralo con acetato de efilo. La capa orgalnlca 30 lavé con
saimuera, se sect, se concentrd y se sometié a cromatografia de columna para

proporcionar 116 mg (88%) de 4-cloro-7-metil-7H- pirrolof2,3-djpirimidina como
un sdlido bianco. 1H NMR (380 MHz, DMSO-dg) 8.62 (s, 1H), 7.71 (s, 1H),

6.82 (s, 1H), 3.84 (s, 3H, CH3).

Una mezcla de 4-cloro-7-metil-7 H-pirrolof2, 3-d)pirimidina (398.8 mg, 2.4
mmol) y 3-cloro-4-fluoro-fenilamina (378 mg, 2.6 mmot) en DMF (6 mL) se agitd
& tamperatura ambiente durante 2 minutos. Se agregt triflato de plata (672 mg,
2.6 mmol), la mezcla se agitdé s confinuacion a 800C durante 2 horas. A
continuacién, sa dlluy 1a reaccion con acetato de etllo y se filtré el precipitado,
iavéndolo con solucién at 10% de amoniaco. El filrado se axirajo con acetato
de etilo, se sect y se concentrd. E! residuo se triturd con acetato de etiio y se
filtrd para proporcionar 549.1 mg (83%) de
(3-cloro-4-fluoro-fenil)~(7-metil-7 H-pirrolof2,3-d]pirmidin-4-ll}-amina como un
sélido blancuzco. TH NMR (300 MHz, DMSO-dg) 9.48 (s, 1H, NH). 8.35 (s,
1H), 8.29 (dd, J = 2.7 & 6.8 Hz, 1H), 7.76-7.80 {m, 1H), 7.37 (t, J = 8.3 Hz, 1H),
7.30 (d, J = 3.1 Hz, 1H), 8.77 {d. J = 3.1 Hz, 1H), 3.75 (s, 3H, CH3). MS 277
[M*+1).

Se agregd PBPB (28 g, 7.8 mmol} por porciones a Ia
(3-cloro-4-fluoro-fenil)-(7-maetil-7 H-pirrolof2,3-djpirimidin-4-il)-amina (1.08 g, 3.9
mmol) suspendikia en ferz-butancl (20 mi) y dcido acético (10 mL). Luago de
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agitar a temperatura ambiente durante 18 horas, se agregé polvo por porciones
a la mezcla de zinc (760 mg, 11.7 mmol) y se continud agitando durante toda la
noche. El precipitado se filtr6 y el filtrado se concentrd. El reslduo se triturd con
un poco de agua y el precipitado sa recolectd por filtracién al vaclo, se lavd con
un poco de acetato de etlio y se secd para proporcionar 1.12 g (98%) da
4-(3-cloro-4-fluoro-fenilamino)-7-metil-5,7-dihidro-pirrolo[2, 3-djpirimidin-6-ana

como un sélido coloreado tostado. 1H NMR (DMSO-dg) 9.07 (s, 1H, NH),

8.42 (8, 1H), 8.01 (d, J= 2.6 & 7.2 Hz, 1H), 7.56 (m, 1H), 7.34 (t, J = 9.1 Hz,
1H), 3.48 (s, 2H, CH 7). 3.07 (s, 3H, CH3).

$.21. EJEMPLO 21
SINTESIS de 4«(3-CLORO-4-FLUOROQ-FENILAMINO)-5-[3,5-DIMETIL-4-
(3-0X0-3-PIRROLIDIN-1L-PRQOPIL)-1H-PIRRQI -2-1 MFTII FNQ}.8,7.
DIHIDRO- PIRROLO[2,3-DJIRIMIDIN-8- ONA (FORMLILA 24)

Se agitd una mezcla de 4-(3-cloro-4-fluoro-fenilamino)-
5,7-dihidro-pirrolo[2,3-d]pirimidin-6-ona (70 my, 0.25 mmaol),
3,5-dimatii-4-(3-0x0-3-pirrolidin-1-il-propll)-1H-pirrol-2-carbaldshido (4.6 mg,
0.26 mmol) y piperidina (3 gotas) en etanol a temperatura amblente bajo
nitrégeno durante 2 dias. El pracipitado se recolects por filtracién al vaclo, se
lavé con etanol y se secd para proporcionar 66 mg (51%) del compuesto del
titulo. TH NMR (300 MHz, DMSO-dg) 5 13.18 (br 5, 1H, NH), 11.61 (br s, 1H,
NH), 9.13 (br 8, 1H), 8.26 (8, 1H), 7.70 (dd, J = 2.4 & 8.9 Hz, 1H), 7.31-7.42 (m,
3H), 3.25 (m, 4H, 2xCH»), 2.63 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CH2), 2.36 (m, 2H, CH2),
2.31 (s, 3H, CH3), 2.12 (s, 3H, CHa), 1.76 (m, 4H, 2xCH2). MS 508 [M *+1]}.

§.22. EJEMPLO 22
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SINTESIS de 4-(3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO) -5{3-METI
5-[3{4-METIL-PIPERAZIN-14L)-3-0X0O-PROPIL])-1H-PIRROL-24LMETILEN
0}-5,7-DIHIDRO-PIRROLO [2,3-0] PIRIMIDIN-6-ONA (FORMULA 28)

A una solucién de acldo 3-(5-formil-4-metil-1H-pirrol-2-il)- proplénico
(271.8 mg, 1.5 mmol) en DMF (4mL) se agregé HOB (243.2 mg, 1.8 mmol),
EDC (345.1 mg, 1.8 mmol) y a continuacién 1-metilplperazina (0.2 mi, 1.8
mmol). La mezcla se agltd a tamperatura ambiente bajo nitrdgeno durante toda
la noche. La reaccion se virtid en bicarbonato de sodio saturado (50 mL) y se
extrajo con acetato de stio. La capa orgénica combinada se secd, se concentrd
y se sometié a cromatografia de columna {(MeOH/DCM) para propercionar
325.2 mg (B2%) de 3-metll-S-{3-(4-metil-piperazin-1-il)-3-oxo-propil]-1H-pirrol
-2-carbaldehide come un sblido blanco.

Una mezcla de 4-(3-cloro-4-fluoro-feniiamino)-5, 7-dihidro
-pirrolof2,3-djplrimidin8-ona (70 mg, 0256 mmol), 3I-metil-5-]3-(4-metil-
pliperazin-1-il)-3-oxo-propill-1+-pirrol-2-carbaldehido (78 mg, 0.3 mmol) y
piperidina (3 gotas} en etanol (2 mL) se agitd en un bano de aceite a 65°C
durante 2 haras. La reaccién se enfrié a temperatura ambiente durante toda la
noche. El precipitado ae recolectd por filtracion al vaclo, se lavé con etanol (5x)
y 8@ secd para proporcionar 88.9 mg (88%) del compuesto del titulo. YH NMR
(380 MHz, DMB80-dg) & 13.15 (8 , 1H, NH), 11.55 (br 5. 1H, NH), 8.08 (s, 1H),
8.27 (3. 1H), 7.60 (dd, J = 2.5 & 6.6 Hz, 1H), 7.30-7.40 (m, 3H), 6.08 (d. J =
2,23 Hz, 1H), 3.43 (m, 4H, 2xCH>), 2.89 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CHp), 268 (t, J =
7.4 Hz, 2H, CH3), 2.24 (m, 4H, 2xCH2), 2.16 (8, 6H, 2xCH3). MS 524 [M*+1].

6.23 EJEMPLO 23
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SINTESIS de 4-{3-CLORO4-FLUORO-FENILAMINO)-5-[3-METIL
«5(MORFOLINA-4-CARBONIL)-1H-PIRROL-24LMETILEN]-6,7-DIHIDRO-PIR
ROLO[2,3-DIPIRIMIDIN-8-ONA (FORMULA 28)

A uns suspension de &cido S-formil-4-metll-1H-pirrol-2- carboxilico (4 g,
26 mmol) en DMF (80 mL) se agregd morfolina (1.8 mL, 31 mmol), ceguido por
EDAC (5.9 g, 31 mmol), HOBt (4.2 g, 31 mmol) y trietilamina (8 mL, 62 mmot).
La mezcla de la reaccidn se agitd a temperatura ambiente durante 2 dias. El
precipitado se filtr6, lavando con hexano y el fitrado a continuacién se
concentrd, s diluyd con agua y se exirajo con acetato de etilo (2x100 mL). La
capa acuosa se ajusté a pH = 8 usando carbonato de sodio y se extrajo
nuevamente. La capa orgdnica combinada se concentrd y re-suspendid en
acetato de etilo. El precipitado resultante se recolecté por filtracion al vaclo
para proporcionar 3 g de sodlido. El fillrado se purific6 sometiéndolo a
cromatografie de columna para proporcionar 1.2 g del sdlido. El rendimiento
total recolectado fue de 4.2 g (73%) de 3-metil-5-(morfolina-4-carbonil)-

1H-pirrol-2-carbaidehido como un solide amarllio claro . 1H NMR (30 MHz,
DMSO-dg) 5 12.24 (br s, 1H, NH), 8.71 (s, 1H, CHO), 6.39 (s, 1H). 3.58 (br s,

8H, 4xCHs), 2.29 (s, 3H, CHj).

Una mezcla de  4-(3-cloro-  4-fluoro-fenllamino)-5,7-dihidro
-pirrolof2,3-djpirimidin-6-ona (93 mg, 0.33 mmol),
3-metil-5-(morfolina-4-carbonil)-1H-plirrol-2-carbaldehido (73 mg, 0.33 mmol), y
piperidina (1 gota) en etanol (2 mL) se agité a temperatura amblente durante 3
dias. El precipitado se recolecté por filtracldn al vaclo, se lavd con etanol y se

secH para proporcionar 110.3 mg (69%) del compuasto del titulo. 1H NMR
(380 MKz, DMSO dg) 5 13.43 (br ¢, 1H, NH). 11.74 (br o, 1H, NH), 0.23 (br e,
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1H), 8.33 (8. 1H), 7.73 (dd, J=2.5 & 6.7 Hz, 1H), 7.44 (m, 1H), 7.32-7.37 (m,
2H), 6.61 (d, J = 2.28 Hz, 1H), 3.68 (m, 4H, 2xCH2), 3.65 (m, 4H, 2xCHy), 2.2
(s, 3H, CH3). MS 483 (M *}.

5.24. EJEMPLO 24
SINTESIS® de ACIDO 3{2{4-(3-CLORO-4-FLUORO -FENILAMIN )
-8-0X0-8,7-DIHIDRO-PIRROLO{2,3-D]PIRIMIDIN-8-LIDENEMETIL]-8-{§OPR
OPIL-1H4-PIRROL-3-IL}- PROPIONICO (FORMULA 27)

Una mezcla de 4-(3-cloro-4-fluoro-fenilamino )5.7-
dihidro-pirolo[2,3-djpirimidin6-ona (70 mg, 026 mmol), dcldo
3-(2-tormil-5-isopropil-1H-pirrol-3-il)- propidnico (54.4 mg, 0.286 mmol} y
piperidina (3 gotas) en etanol (2 mL) se agité a temperatura amblente durante 2
dlas. El precipitado se recolectd por filtracion al vacio, se lavé con agua, HCI
1N , agua y finaimante etanol, se sacd en horne de vacio para proporcionar 83
mg (71%) del compuesto del titulo. TH NMR (300 MHz, DMSO-dg) 8 13.44 (br
s, 1H, NH), 12.15 (br s, 1H, COOH), 11.69 (br 5, 1H, NH), 9.02 (br s, 1H), 8.29
(s, 1H), 7.77 (dd, J = 2.5 & 6.4 Hz, 1H), 7.47 (s, 1H). 7.43 (m, 1H), 7.33 (t, J £
8.8 Hz, 1H), 6.14 (d, J = 2 Hz, 1H), 3.01 (m, 1H, CH(CH3)2), 2.83 (t, /= 7.2 Hz,
2H, CH2), 2.48 (m, 2H, CHy), 1.21.27 (d, J = 8.8 Hz, 8H, CH(CH3)3). MS 489
M*+1).

5.25 EJEMPLO 25
SINTESIS de ACIDO 544-(3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-8-OX
<5,7-DIHIDRO-PIRROLO[2,3-D]PIRIMIDIN-S-LIDENEMETIL]-2,4-DIMETIL-1H
-PIRROL-3- CARBOXILICO (2-DIETILAMINO-ETIL)-AMIDA (FORMULA 28)

Una mezcla de dcido 4-(3-cloro-4-fluoro-fenilaminc)-5,7
-dihidro-pirrolo[2,3-d]pirimidin-6-ona (66 mg, 0.24 mmol), S-formii-2 4-dimel
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-1H-plrrol-3- carboxiiica (2-dletilamino-etil}-amida (63.7 mg, 0.24 mmol) y
piperidina (1 gota) en etanol (2 mL) se agitd a tamperatura ambiente durante 3
dias. El precipitado se recolectd por flltracion al vacio, 3e lavé con etanol y se
secd pana proporcionar 78.5 mg (62%) del compuesto del titulo.
1H NMR (360 MHz, DMSO-dg) 8 13.33 (br s, 1H, NH), 11,61 (br &, 1H, NH),
9.17 (br s, 1H), 8.28 (s, 1H), 7.68 (dd, J = 2.5 & 6.5 Hz, 1H), 7.35 (m, 4H), 3.28
(m, 2H, CHg), 2.5 (m, 8H, N(CH2CH3)2 & CH2), 2.45 (s, 3H, CH3), 2.25 (s, 3H,
CHg), 0.96 {t, J = 7 Hz, 6H, N(CH2CH3)72). MS 526 [M*+1).

5.28. EJEMPLO 26
SiNTESIS de 4-(3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-8-{3-METIL4-
(4-METIL-PIPERAZINA-1-CARBONIL)-1H-PIRROL-2-ILMETILENO}-5,7-DIHI
DRO-PIRROLO[2,3-DIPIRIMIDIN-6-ONA (FORMULA 29)

Una mezcia de 4-(3-cloro-4-fiuoro-fenilamino)-5,7
-dihidro-pirrolo(2,3-dpirimidin-8-ona (70 mg. 0.25 mmol),
3-metil-4-(4-matil-plperazina-1-carbonil}-1 H-plrol-2-carbaldehido (70.7 mg, 0.3
mmol) y plperidina (3 gotas) en etanol (2 mL) se aglté a temperatura amblante
durante 4 dias. E! precipitedo se recolecté por filtracién al vacio, a8 lavd con
etanol para proporcionar 63 mg (61%) del compuesto del titulo como un adlido
amarillo.
1H NMR (360 MHz, DMSO-dg) 5 13.28 (br &, 1H, NH), 11.73 (br 5, 1H, NH),
9.18 (brs, 1H), 8.31 (8, 1H), 7.72 (dd, J= 2.7 & 6.5 Hz, 1H), 7.46 (d, /= 2.7 Hz,
1H), 7.43 (m, 1H), 7.40 (s, 1H), 7.34 (t, J = 8.05 Hz, 1H), 3.49 (m, 4H, 2xCH3),
2.20 (m, 4H. 2xCH2), 2.18 (s, 3H, CH3), 2.18 (s, 3H, CHg), MS 406 [M*+1],

5.27. EJENMPLO 27
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SINTESIS de 4={3-CLORO4-FLUORO-FENILAMINC)-8-[3,3-DIMETIL
«44{3-MORFOLIN-4-1L:3:0X0PROPIL)e1 H-PIRROL-24LMETILENO].5, 7-DIH!
DRO-PIRROLOJ2 3-DIPIRIMIDIN-8-ONA (FORMULA 30)

Una mezcla de 4-{3-cloro-4-fluoro-fenilamine)-5,7- dihidro-pirrolo
[2,3-d]pirimidin-8-ona (86 mg. 0.31 mmal), 3.5-dimetil-4-
(3-morfolin-4-il-3-oxo-propli}-1H-pirrol-2-carbalidehido (83 mg. 0.31 mmel) y
plperidina (1 gots) an etanol (2 mL) se aglté a temperatura ambiente durants 3
dias. £l precipitado se recolectd por filtracion al vacio, se lavd con efanol y se
secH para proporcionar 91 compuesto del titulo. MS 525 [M*+1),

5.28. EJEMPLO 28
SINTESIS de 44{3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-5-[3-METIL- -
4-(MORFOLINA-4-CARBONIL)-1H-PIRROL-2-ILMETILENQ]-5,7-DIHIDRO-PI
RROLOJ2,3-DIPIRIMIDIN-8-ONA (FORMULA 31)

Una mezcla de 4-(3-cloro-4-fluoro-feniiamino)-5, 7-dihidro-
pirrolo[2,3-dlpirimidinG-ona (70 mg, 025 mmol), 3-metil-4-(morfolina-
4-carbonil)-1H-pirrol-2-carbaldshido (66.7 mg, 0.3 mmol) y piperidina { 3 gotas)
en etanol (2 mL) se agit6 a temperatura ambiente durante 4 dias. El precipitado
se recolectd por filtracion al vacio. se lavd con etanol y se secé para
proporcionar 38 mg (32%) del compuesto del titule. TH NMR (360 MHz,
DMSO-dg) 5 13.30 (brs, 1H, NH), 11.68 (br s, 1H, NH), 9.16 (br s, 1H), 8.31 (s,
1H), 7.72 (dd, J = 2.8 & 6.7 Hz, 1H), 7.46 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 7.43 (m, 1H),
7.41 (s, 1H), 7.35 (t, J = © Hz, 1H), 3.50 (m, 4H, 2xCH>), 3.51 (m, 4H, 2xCH>),
2.21 (s, 3H, CH 3). MS 483 [M*+1).

6.20. EJEMPLO 29
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SINTESIS de ACIDO 5{4{3-CLORO-4-FLUOR -
FENILAMING)-7-METIL-8-OXO- 8,7-DIHIDRO -PIRROLO[2,3-D]PIRIMIDIN
-8-ILIDENEMETIL]-4-MCTIL-1H-PIRROL-2- CARBUXILICO

(2-MORFOLIN 4-L-ETIL)-AMIDA (FORMULA 32‘)______, C = e

4 3?;’04-““01‘0"’011“-I"ill0;7'-—ﬂ1—8;|]-
44 mg. 0.83 mmol), acido
-pirol-2- carboxilico (2-morfolin-4-ll-etil)-amida (1.2 equiv.) y
piperidina (1 gota) en etanal y DMF (2 mL) se agitd a 909C durante 2 horas. La

reacclidn se diluyé con agua y el precipitado se recolactsd por filtracidn al vacio,

se lavo con agua, acetato de etilo y hexano y se secd para proporcionar 138.5
mg (31%) del compuesto def tiulo. TH NMR (300 MHz, DMSO-dg) 5 13.39 (br

s, 1H, NH), .29 (br s, 1H), 8.38 (m, 2H), 7.72 (m 1H), 7.38 (s, 1H, H-vinll), 7.34
(m, 2H), 8.81 (8, 1H), 3.58 (m, 4H, 2xCH»). 3.35 (m, 2H, CH3), 3.31 (s, 3H,
CHa), 245 (m, 2H, CH2), 2.41 (m, 4H, 2xCH3), 2.20 (s, 3H, CH3). MS 540
{M*+1].
8.30. EJEMPLO 30

SINTESIS de 44{3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-5-[5- (MORFOLINA
-4-CARBONIL)-1H-PIRRQI -24L METILLENO}-8,7 DIHIDRO-NMRROLO[2,3-D]PI
RIMIDIN-B-ONA (FORMULA 33)

Una mezcla de 4-(3-cloro-4-fluore-fenilamino)-6,7-dihidro
-pirrolo[2,3-dJplrimidin-8-ona (70 mg, 0.25 mmol), S{morfolina-4-carbonll)-
1 H-pirrol-2-carbaldehido (62.5 mg, 0.3 mmol) y plperidina (3 gotas) en etanol (2
mL) se agité a tomperatura amblents durante 4 dias. El precipitado se recolectd

por filtracién al vaclo, se lavé con etanol y se secd para proporcionar 69 mg
(59%) del compuesto del tituio. 1H NMR (380 MHz, DMSO-dg) & 13.41 (br s,




78

1H, NH), 11.65 (br s, 1H, NH), 8.81 (br 8, 1H, NH), 8.28 (s, 1H), 7.76 (a, 1H),
7.75 (m, 1H), 7.63 (m, 1H), 7.38 (t, J = 0.05 Hz, 1H), 6.81 {d, J= 3.6 Hz, 1H),
6.78 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 3.71 (m, 4H, 2xCH>2), 3.85 (m, 4H, 2xCH>). MS 468
[M*+1).

5.31. EJEMPLO 31
SINTEBIS de 4-(3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-7- METIL-5{3-METIL
-5-{MORFOLINA-4-CARBONIL)-1H-PIRROL-2-\LMETILEND]-5,7-DIHIDRO-PI
RROLO[2,3-DPIRIMIDIN-6-ONA (FORMULA 34)

Una mezcia de 4-{3-cloro-4-fluoro-fenilamino)-7-matil-
5,7-dihidro-pirrolo}2,3-dpirimidin-8-ona (116 mg, 0.4 mmol),
3-meth-S-(morfolina-4-carbonll)-1H-pirrol-2-carbaldehido (130 mg) y piperidina
(1 gota) en etanol (2 mL) se agitd a-00°C durante 2 horas. La reaccidn s¢-
diiuyd con agua y el precipitado se recolectd por filtracion al vaclo, se lavé con
agua, acetato de etilo y hexano y se sect para proporcionar 141 mg (74%) del
compuesto del titulo. 1H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 3 13.42 (br s, 1H, NH),
9.28 (br s, 1H), 8.38 (8, 1H), 7.72 (M, 1H), 7.34-7.41 (m, 3H), 6.6 (5. 1H), 3.67
(m, 4H, 2xCH2), 3.66 (m, 4H, 2xCH3), 3.20 (s, 3H, CH3). 2.20 (s, 3H, CH3). MS
497 [M*+1).

5.32. EJEMPLO 32
SINTESIS de 43-CLORO-4-FLUORO-FENILAMIN )-
5-{4-METIL-5-(4-METIL- PIPERAZINA-1-CARBONIL)- 1H-PIRROL-2-
ILMETILEN] -8,7-DIHIDRO-PIRROLO[2,3-D]PIRIMIDIN-8-ONA (FORMULA
as)

Se agreg6 dcido acético (360 mL) y agua (300 ml) a una solucién de
3,5-dimetil-2-pirrolcarboxilato de etllo (5 g, 29.9 mmol) en THF (300 mL). La
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mezcia sa enfrid to 10w 6 2C duranta 30 minutos. A continuacian, se agregé
a la mezcla nitrato de amonio cérico (CAN, 87.21 g, 122.8 mmol) durante un
periodo de 30 minutos. La mezcia se agité de -10 a -5°C durante 1.5 horas. Ls
reaccion se diluy6 con agua (800 mL) y se extrajo con diclorometano (3x). Loa
extractos combinados se lavaron con solucién de bicarbonato de sodio hasta
que la capa acuosa se hizc bdsica, se sacd y se concentrd. El residuo sa
purificé en una columna de gel de silice (10% EtOAc en hexane) para
proporcionar 2.4 g (44%) de etiléster de dcido 5-formil-3-metil-14- pirrol-2-
carboxfice como un solido blanco. 1H NMR (300 MHz, DMSO-dg) § 12.61 (br
s, 1M, NM), 0.641 (g, 1H, CHO), 6.78 (s. 1H), 4.27 (g, ./ = 717 Hr, ?H,
OCH2CH3), 2.26 (s, 3H, CHa). 1.30 (t, /= 7,17 Hz, 3H, OCH2CH3). MS 182
M*+1],

Se agregd hidrdxido de litio (8.73 g, 36.44 mmol) al etiléster de dcido
S-formil-3-metil-14-plrrol-2- carboxfiico (1.32 g, 7.27 mmol) en metanol (27 mi)
y agua (9mL). La mezcla s aglté a temperatura ambiente durante el fin de
ssmana. Le reacclén se diluyd con agua (10 mL), se evapord ia mayor parte del
metanol y se lavd con éter. La capa acuosa se acidificd con HCI 1N (37 mL) a
pH = 2, 38 extrajo con acelato de etilo. Se lavd con salmuera, se secd y se
concentrd, El residuc se lavé con diclorometano y se flitré para proporcionar

0.98 g (88%) de écido 6-formll-3-metil-1H- pirrol-2- carboxilico como un sdlido
tostado. TH NMR (380 MHz, DMSO-dg) 8 12.87 (br 8, 1H, COOH), 12.41 (br s,

1H, NH), 9.63 (s, 1H, CHO), 8.74 (s, 1H), 2.26 (s, 3H, CH3).

A una solucion de dcido 5-formil-3-metil-1H-pirrol-2- carbox(lico (308.3
mg, 2 mmol) en DMF 5 mL se agregd HOBt (324.3 mg, 2.4 mmol), EDC (460.1
mg, 2.4 mmol) y a continuacién 1-metilplperazina (0.27 mL, 2.4 mmol). La
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mezcla se agitd a temperatura ambients bajo nitrégono durants toda la nuche.
La reaccién se diluyé con acetato de etllo y se lavé con bicarbonato de sodio.
La capa acuosa se axtrajo varias veces con acetato de stiio. La capa orgénica
combinada se lavdé con salmuera, se sacd, se concentrd y se sometié a
cromatografia de columna (MeQH/DCM) para proporcionar 310 mg (66%) de
4-metil-5-(4-metil-plperazina-1-carbonil)-1H-pirrol-2-carbaldehido como un
amarillo claro espuma sdlida.

THNMR (360 MHz, DMSO-dg) 12.20 (br 8, 1H, NH), 8.47 (s, 1H, CHO), 8.80

(s, 1H), 3.58 {m, 4H, 2xCH3), 3.44 (m, 4H, 2xCH2), 2.03 (s, 3H, CH3).

' Una mezcia de 4-(3-cloro-4-fluoro-fentlamino)-
6, 7-dihidro-pirrolo[2,3-djpirimidin-8-ona (70 mg, 0.25 mmol), 4-meti-5
(4-metil-piperazina-1-carbonif)-1 H-plnpl:!_-curbﬂ!ahlﬂo.(?.ﬂﬁ.mg 0.3 mmol) y

piperiding {3 gotaa) en IInn@mlw temporatura omBIsREE du.an
dias. El precipitado se recolecté por filtracion al vaclo, se lavd con etanol y se

cood para prepercionar B9.1 iy (T2%) del compuesto del titulo. TH NMR (380
MHz, DMSO-dg) & 13,13 (br 8, TH, NH), 11.74 (br &, 1H, NH), 8.77 (br s, 1H,

NH), 8.27 (s, 1H), 7.75 (dd, v = 2.7 & 6.6 Hz, 1H), 7.71 (5. 1H), 7.52 (m, 1H),
7.38 (i, J = 8.85 Hz, 1H), 6.74 (8, 1H), 3.62 (m, 4H, 2xCH3), 2.37 (m, 4H,
2xCHy), 2.21 (s, 3H, CH3), 2.14 (s, 3H, CHg). MS 496 [M*+1].
5.33. EJEMPLO 33

SINTESIS de 4<3-CLLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-7-METIL-
5{3-METIL-5-{4-METIL-PIPERAZINA-1-CARBONIL)-1H-PIRROL-2-ILMETILE
N1-6.7-DIHIDRQ- PIRROY 0 [2,3-0]RPIRIMIDIN 8 ONA (FORMULA 38)

Una mezcia de 4-(3-cloro-4-ftuoro-fenilamino)-7-
metil-8,7-dihidro-pirrolo[2,3-d]pirimidin-8-ona (80 mg, 0.27 mmol), 3-metil-5-

GO



(4-metil-piperazina- 1-carbonil)-1H-pirol-2-carbaldehido (1.2 equiv.) y piperidina
(1 gota) en etanol (2 mL) se agitdé a 909C durante 2 horas. La reacclén se
diluyb con agua y el precipitado se racolectd por filtracion al vacia, se lavo con
agua, acetato de etilo y hexano y se secd para proporclonar 120.5 mg (72%)
del compuesto del titulo. 1H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 5 13.42 (br s, 1H,
NH), §.32 (br 8, 1H), 8.40 (s, 1H), 7.71 (m, 1H), 7.36-7 41 {m, 3H), 8.80 (s, 1H),
3.69 (m. 4H, 2xCHg), 3.30 (s, 3H, CH3), 2.36 (m, 4H, 2xCH9), 2.21 (s, 3H.
CHa), 2.20 (8, 3H. CHa). MS 510 [M*+1],
5.34. EJEMPLO M4

SINTESIS de 443-CLORO-4-FLUQORO-FENILAMIN )-8-
[4-METIL-8-(MORFOLINA-4-CARBONIL}-1 H-PIRROL-2-ILMETILENO)-8,7-DI
HIDRO-PIRROLO[2,3-DJPIRIMIDIN-6-ONA (FORMULA 37)

A una soluclén de dcido 5-formll-3-metil-1/H-pirrol-2- carboxllico (306.3
mg. 2 mmol) en DMF (5 mL) se agregdé HOBt (324.3 mg, 2.4 mmol), EDC
(460.1 mg, 2.4 mmol) y a continuaclén morfolina (0.21 mL, 2.4 mmol). La
mezcla se agitd a temparatura ambients bajo nitrégeno durante toda la noche.
La reacclén se diluyd con acetato de etilo y se lavé con bicarbonato de sodio.
La capa acuosa ga exitrajo varias veces con acetato de efilo. La capa organica
combinada se iavd con salmuera, se secd, se concentrd y se sometié a
cromatografia de columna {MeQH/DCM) para proporclonar 385 mg (89%) de

4-maetil-5-(morfolina-4-carbonil)-1 H-piol-2-carbaldehido como una espuma
sdlida de cofor amarillo claro . 1H NMR (3680 MHz, DMSO-dg) § 12.18 (br s,

1H, NH), 9.46 (s, 1H, CHO), 6.79 (s, 1H), 3.43 (m, 4H, 2xCH3), 2.20 (m, 4H,
2xCH2), 2.17 (8. 3H, CH3), 2.01 (s, 3H, CHa).

A



Una mezcla da 4-(3-cloro-4-fluoro-fenilamino)-5.7- dihidro-pirrolo
[2.3-d}pirimidin-6-ona (70 mg, 0.25 mmol), 4-metil-5-(
morfolina-4-carbonll)-1H-pirrol-2-carbaldehido (86.7 mg, 0.3 mmol) y piperidina
(3 gatas) en atanol (2 mL) se agitdé a temperatura amblente durante 4 digs. El
pracipitado se recolecté por filtracion al vacio, sa iava con etanol y se secd para
proporcionar 105 mg (87%) del compuesto del thulo. 1H NMR (360 MHz
DMSO-dg) 5 13.16 (br s, 1H, NH), 11.74 (br 8, 1H, NH), 8.78 (br 8, 1H), 8.27 (s,
1H), 7.74 (dd, J=2.2 & 6.5 Hz, 1H), 7.71 (8. 1H). 7.52 (m, 1H), 7.38 (t, J= 9.1
Hz, 1H), 6.74 (s, 1H), 3.65 (M, 4H, 2xCH3), 3.54 (M, 4H, 2xCH2), 2.15 (s, 3H,
CH3). MS 483 [MT+1].

$.35. EJEMPLO 35
SINTESIS de 4-(3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMING)-5-{3,5-
DIMETIL-1H-PIRROL-24LMETILEN)-7-METIL-8,7-DIHIDRO-
R Dl OR

Se condensé 4-(3-Cloro-4-fluoro-feniiamino)-7-meti-5,7-
dihldro-pirrolo[2,3-d)pirimidin6ona (100 mg, 034 mmol) con
3,5-dimetll-1H-pirrol-2-carbaldehlido (60 mg, 0.41 mmol) y piperidina (2 gotas)
en etanol (3 mL) a B09C durante 2 horas para proporcionar 50 mg (37%) del
compuesto del titulo, 1H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 13.07 (br s, 1H, NH),
9.18 (8, 1H), 8.34 (8, 1H), 7.69 (m, 1H), 7.35 (8, 1H), 7.30-7.40 (m, 2H), 6.05 (s,
1H), 3.32 (8. 3H, CH3 ), 2.34 (s, 3H, CH3), 2.16 (8, 3H, CH3). MS 398 [M* +1].

6.36 EJEMPLO 38
S8INTESIS de 4-{3-CLORO-4-FLUORQ-FENILAMINO)-8-[3-METIL-
5-{4-METIL-PIPERAZINA-1-CARBONIL)-1H-PIRROL-24L.METILEN]-§,7-DIHI
DRO-PIRROLO[2,3-DJPIRIMIDIN-§-ONA (FORMULA 39)
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A6

A una suspensién de écido 5-formil-4-metil-1H-pirrol-2- carboxilico (1.53
g. 10 mmol) on DMF (20 mL) co agrogé 1 motilpiporazina (1.2 g, 12 mmol),
saguido por clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbolimida (EDAC,
2.3 g. 12 mmol), 1-hidroxibenzotriazol (HOBt, 1.6g, 12 mmol) y trietllamina (3.2
mL, 24 mmol). La mezcla de la reaccién se agité a temperatura ambiente
durants 2 dias. La reaccion se concentrd, se diluyd con agua y se extrajo con
acstato de etilo (5x). Et acetato de etlio combinado se concentré a un volumen
de 20 mL y se trituré ¢con hexano (10 mL). El sdlido resultante se recolectd por
filtrmcién al vaclo pamm proporclonar 16 g (68%) de
3-metil-5{4-metil-piperazina-1-carbonil)-1H-pirol-2-carbaldehido como un
solido amarilio. TH NMR (300 MHz, DMSO-dg) 8 12.21 (s, 1H, NH), 8.7 (s,
1H, CHO), 6.35 (8, 1H), 3.68 (m, 4H 2xCH3), 2.30 (m, 7H, 2xCH5 & CH3), 2.18
(s, 3H, CH3). MS 236 [M*+1].

Una mezcla de 4-(3-cloro-4-fluoro-fenilamino)-5, 7-dihldro-
pirrolo[2,3-d)pirimidin-6-ona (70 mg, 025 mmol) y 3-metil-5-(4-mehl
-pipsrazina-1-carbonll)-1H-pirrol-2-carbaldehido (70.6 mg, 0.30 mmol) y
piperidina (3 gotas) en etanol se agité a temperatura ambiente durante 4 dlas.
€l precipitadn s mnnlacth por filtracidn al vacin, am lavh onn atannl y as aam
para proporcionar 124 mg (100%) del compuesto dal titulo. 1H NMR (360 MHz,
DMS8O-dg) 5§ 13.41 (8, 1H, NH), 11.77 (br s, 1H, NH), 9.22 (br s, 1H), 8.32 (s,
1H), 7.72 (dd, J = 2.7 & 6.6 Hz, 1H), 7.42 (m. 1H), 7.32-7.37 (m, 2H), 8.58 (d, J
= 1.8 Hz, 1H), 3.68 {m, 4H, 2xCH»), 2.36 (m, 4H, 2xCH3), 2.22 (s, 3H, CHa),
2,20 (s, 3H, CH 3). MS 496 {M*+1).

8.37. EJEMPLO 37
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SINTESIB de ACIDO  3-{5-[4-(3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-7-
METIL-8-0X0-8,7-DIHIDRO-PIRROLO[2,3-01PIRIMIDIN-S-ILIDENEMETIL}-2,
4-DIMETIL-1H-PIRROL-3-IL}- PROPIONICO (FORMULA 40)

Se condensd  4-(3-Cloro-4-fluoro-fenllamino)-7-metil-5,7-dihidro
-plrrolo]2,3-d]pirimidin-8-ona (100 mg. 0.34 mmol) con dcido 3~(5-formil-2 4-
dimetl|-1H-pirrol-3-il)- propiénico (80 mg, 0.41 mmol) y piperidina (2 gotas) en
etanol (3 mL) @ 80°C durante 2 horas para proporcionar 38 mg (23%) del
compuesto del titulo, TH NMR (300 MHz, DMSO-dg) § 13.15 (br s, 1H, NH),
12.07 (br 9, 1H, COQOH), 9.18 (s, 1H), 8.33 (8, 1H), 7.71 (m, 1H), 7.40 (s, 1H),
7.30-7.39 {m, 2H), 3.32 (s, 3H, CH3), 2.63 {m, 2H, CHg), 2.35 {m, 2H, CHg),
2.33 (s, 3H, CH3). 2.13 (s, 3H, CHy).

5.38. EJEMPLO 38
8INTESIS de  4-(3-CLORO4-FLUORO-FENILAMINO)-8-[3,5-DIMETIL4
{4-METIL-PIPERAZINA-1-CARBONIL)-1H-PIRROL-2-LMETILENO)-5,7-DiHl
QLO <ONA (FORMULA 4

Una mezcla de 4-{3-cloro-4-flucro-fenilamino)-5,7-dlhidro-pirrolo
[2.3-d]jpirimidin-8-ona (70 mg, 0.26 mmel), 3.5-dimetil-4-(4-metil-piperazina-1-
carbonil)-14-pirrol-2-carbaldehido (74.8 mg, 0.3 mmol) y piperidina (3 gatas) en
etanol (2 mL) se agitd a temperatura ambiente durante 4 dias. El precipitado se
recolectd por filtracién al vacio, se lavd con etanol y se secd para proporcionar
102 mg (80%) del compuesto dal tituio. 1H NMR (360 MHz, DMSO-dg) 8 13.27
(br 8, 1H, NH), 11.88 (br s, 1H, NH), 9.12 (br 8, 1H), 8.29 (s, 1H). 7.71 (m, 1H),
7.40 (m. 1H), 7.31-7.36 (m, 2H}, 3.43 (m, 4H, 2xCH3). 2.30 (8, 3H, CH3), 2.27
(m, 4M, 2xCHog), 2.18 (8, 3H. GH1), 2.12 (5, 3H, GH17). MS 510 [M*+1]

§.30. EJEMPLO 39
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SINTESIS de ACIDO 3-{5.[4-(3-CLORO-4-FLUORO- FENILAMIN )
-7-METIL-8-0XO- 6,7-DIHIDRO- PIRROLO [2,3-DIPIRIMIDIN
-54LIDENEMETIL] -4-METIL-1H-PIRROL-2-L}- PROPIONICO (FORMULA
42)

Se condensd 4-(3-Cloro-4-fluoro-fenilamino)-7-metil-5,7-
dihidro-pimotof2,3-dipiimidin6-ona (100 mg, 0.34 mmol) con 4cido
3-(5-formil4- matil-1H-pirrol-2-il}- proplénico (62 mg, 0.41 mmol) y piperidina (2
gotas) en etancl (3 mL) se agité 80°C durante 2 horas para proporcionar 31 mg
(20%) del compuesto de! tituio. 1H NMR (360 MHz, DMSO-dg) 5 13.14 (br s,
1H, NH), 8.14 (s, 1H), 8.34 (s, 1H), 7.69 (m, 1H), 7.30-7.40 (m, 3H), 6.08 (s,
1H), 3.32 (s, 3H, CH3), 2.89 (Mm, 2H, CH3), 2.53 (m, 2H, CH3), 2.18 (s, 3H,
CH3).

8.40. EJEMPLO 40
SINTESIS de 4-{3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-5-[3,5-DIMETIL-4-
(MORFOLINA-4-CARBONIL)-1H-PIRROL-2ALMETILENO}-5,7-DIHIDRO-PIR
ROLO[2,3-D]PIRIMIDIN-6-ONA (FORMULA 43)

Una mezcla de 4-(3-cloro-4-flucro-fenilamino)-5,7-dihidro-pirolo
[2,3-d]pirimidin-6-ona {70 mg, 0.25 mmol), 3,5-dimatil-4-(morfolina-4-carbonil)-
1H-pirol-2-carbaldehido (70.9 mg, 0.3 mmol) y piperidina (3 gotas) en etanol (2
mL) se agité a temperatura ambiente durante 4 dias. E! precipltado se recolectd
por filtracién al vaclo, se lav6 con etanoi y se secd para proporcionar 98.5 mg
(79%) del compuesto del titulo. TH NMR {380 MHz, DMSO-dg) & 13.28 (br s,
1H, NH), 11.68 (br s, 1H, NH), 8.12 (br s, 1H), 8.20 (s, 1H). 7.71 (m, 1H), 7.40
(m, 1H), 7.31-7.38 (m, 2H), 3.56 (M, 4H, 2xCH2), 3.45 (m, 4H, 2xCH3), 2.31 (s,
3H, CHa), 2.14 (s, 3H, CH3). MS 487 [M*++1].
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§.41. EJEMPLO 41
SINTESIS de 4-(3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-5-{3,8-DIMETIL-4-{3-
MORFOLIN-4-IL-PROPIL)-1H-PIRROL-2-ILMETILENO}-7-METIL-8,7-DIHIDR
O-PIRROLO[2,3-D]PIRIMIDIN-8-ONA (FORMULA 44)

Una mezcla de 4-(3-cloro-4-fluoro-fenilamino)-7-metii-6,7-dihidro-
pirroiof2,3-djpirimidin-6-ona (100 mg, 0.34 mmol), 3,5-dimetil-4-(3-morfolin-
4-jl-propil)-1H-pirrol-2-carbaldehido (85 mg, 0.34 mmol) y piperidina (2 gotas)
en etanol (3 mL) se agité a 80°C durante 1 hora. La reaccién se concentrd y se
sometid a cromatografia de columna para proporcionar 46 mg (26%) del

compuesto del titulo como un sdlido amarlilo claro . TH NMR (300 MHz,
DMSO-da) 5 13.14 (brs, 1H, NH), 8.17 (s, 1H), 8.33 (s, 1H), 7.68 (m, 1H), 7.36

(8, 1H, H-vinil}, 7.32 (m, 2H), 3.55 (m, 4H, 2xCH3), 3.30 (s, 3H, CH3), 2.40 (m,
2H, CH»), 2.31 (s, 3H, CH3), 2.30 (m, 4H, 2xCH3), 2.20 (m, 2H, CHp). 2.10 (s,
3H. CHa), 1.55 (m, 2H, CH2).

§42. EJEMPLO 42
SiINTESI® de 4-{3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-5-{8-{4-MET]L-
PIPERAZINA-1-CARBONIL)-1H-PIRROL-2-1.METILENO)-5,7-DIHIDRO-PIRR
OLO[2,3-DIPIRIMIDIN-6-ONA (FORMULA 46)

Una mezcla de 4-(3-cloro-4-fluoro-fenilamino)-5,7-dihidro-pirrolo
[2,3-d]pirimidin-6-ona (70 mg, 0.26 mmol), &-(4-matli-piperazina-1-
carbonil)-1H-pirrol-2-carbaldehido (66.4 mg, 0.3 mmaol) y piperidina (3 gotas) en
stanol (2 mL) ae agitd a temperatura ambiente durante 4 dias. E| precipitado ae
recolectd por filtracién al vacio, ae lavé con etanol y se secd para proporcionar

101.5 mg (84%) del compuesto del titulo. 1H NMR (3680 MHz, DMSO-dg) 8
13.39 (br s, 1H, NH), 11.74 {br 8, 1H, NH), 8.81 (br s, 1H), 8.28 (s, 1H), 7.78 (s,
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1H), 7.75 (m, 1H), 7.53 (m, 1H), 7.39 (¢, J = 8.9 Hz, 1H), 8.91 (m, 1H), 6.74 (m,
1H), 3.70 (m, 4H, 2xCH3), 2.37 (m, 4H, 2xCH3), 2.21 (s, 3H, CH3). MS 482
[M*+1].

5.43. EJEMPLO 43
SINTESIS de  5-[3-METIL-8-{MORFOLINA-4-CARBONIL)-1#-PIRROL-
2LMETILENO}-4<{1-FENIL-ETILAMINO)-5,7-DIHIDRO-PIRROLO[2,3-DJPIR}
MIDIN-6-ONA (FORMULA 46)

Una mezcla de 4-cloro-5-{3-metil-5-(morfolina-4-carbonil)-1H-pirrol-
2-limetilenc]-5,7-dihidro-pimrol[2,3-dlpiimidin-6-ona (37 mg, 0.1 mmol) y
(R)-(+)-1-feniletiiamina (121 mg, 1 mmol) en 2-metoxietanol (0.5 mL) se calentd
a 110-1209C duranta 1.5 horas. La reaccion se diluyé con agua y se flitr6. El
precipitado se lavé con agua, alge de atanol, acetato de efilo, hexano y se secd
para proporcionar 38.1 mg (81%) del compuesto del titulo como un sélido
amarillo. MS 459 (M*+1].

5.44. EJEMPLO 44
SINTESIZ da ACIDO §-[4-(3-CLONO-4-M_UORQ-TCNILAMING)-0-OX0-0,7-
DIHIDRO-PIRROLO[2,3-DJPIRIMIDIN-8-ILIDENEMETIL]4-METIL-1H-PIRRO
L-2- CARBOXILICO (FORMULA 47)

Se agitd una mezcla de Acido 4-(3-cloro-4-fluoro-fenilamino)-5,7-dihldro-
pirrolo]2,3-d]pirimidin-8-ona (70 mg, 0.25 mmol), 5-formil-4-metil- 1H-pimol-2-
carboxilico (45.9 mg, 0.3 mmol) y piperidina (3 gotas) en etanot (2 mL) a
temperatura ambients durante 4 dlas. El precipltado se racolacts por filtracion
al vaclo, se lavd con etanol y se sacd, luasgo sa lavd con HCI 1N (3x), agua (5x)

y se sacd para proporclonar 88.8 mg (86%) del compuesto dal titulo. TH NMR
(380 MHz, DMSO-0g) & 13.56 (br 8, 1H, NH), 11.84 (br s, 1H, NH), 8.28 (s, 1H),
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8.34 (s, 1H), 7.74 (m, 1H), 7.43 (m, 1H), 7.41 (s, 1H), 7.38 (&, J = 9.1'Hz, 1H),
6.74 (d, J = 2.15 Hz, 1H), 2.22 (s, 3H, CH3). MS 414 [M*+1}.

| '8.45. EJEMPLO 45
SINTEIS de 8 3-METIL-5{MORFOLINA-4-CARBONIL)-{H-PIRROL-
2-4LMETILENO})-4-PIPERIDIN-1 4L-5.7-DIHIDRO-PIRROL°[2.3'D!PIHIDIN-
6-ONA (FORMULA 48) )

Una mezcla de 4-cloro-8, 7-dihidro-piolef2,3-djpiimidin-6-ona (168 mg,
1 mmel), 3-meti-6-(morfolina-4-carbanil)-1H-pimi-2-rarbaidehido (222 mg, 1
mmol) y piperidina (2 gotas) en etanol (3 mL) se calentd a reflujo durante toda
{a noche. E! pracipitado ¢e recolootd por filtragion al vaels, se lavé con avwlulo
de etilo/ hexano y se secd para proporcionar 332.2 mg (79%) del compuesto
del tituio como un edlido amarilio. MS 423 [M*+1),

5.468. EJEMPLO 48
8INTESIS de ACIDO 3-(6-[4-(3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)-8-OXO-
6,7-DIHIDRO-PIRROLO[2,3-0]  PIRIMIDIN-84LIDENEMETIL}-4-METIL-1H-
PIRROL-2-IL}- PROPIONICO (FORMULA 49)

Se agregé fert-buttxido de sodio (1.37 g, 14.3 mmol) se agregé al
bromuro de teri-butoxicarbonilmatil)trifenilfosfono seco (6.56 g, 14.3 mmol) en
THF (anhidro, 30 mL) bajo nitrégeno. Se agregé = Ia mezcla se agitd a
temperatura ambiente durame 30 nunutos. A la mezcla se egregd etiiéster de
dcido 5-formil-3-metil-1H-pirrol-2- carboxflico (2.36 g, 13 mmol) en THF (36
mL). La mezcla se agité a continuacion a temperatura ambiente bajo nitrégeno
durante toda la noche. El sélido se filtrd y el filtrado se concentrd seguldo por
cromatografia de columna (10% EtOAc en hexano) para proporcionar 2.85
(81 %) de 5-(2-tert-butoxicarbonil-vinil)-3-metil-1H- pirral-2-dcido carboxilico
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etiiéster. 1H NMR (300 MH2z, DMSO-dg) 5 11.85 (br 8, 1H, NH). 7.35 (d, J =
16.7 Hz, 1H), 6.73 (9, 1H), 8.41 (d, J ~ 15.7 Wz, 1H), 4.23 (. J = 7.1 Hz, 2H,
OCH3), 2.22 (s, 3H, CH3), 1.44 (s, SH, 3xCH3), 1.28 (t, J = 7.1 Hz, 3H,
OCH2CH3). MS 279 [M*].

Una solucidn de otiléster de acldo
5-(2-tert-butoxicarbonil-vinil)-3-metil-1H-plrrol-2-carboxllico (2.48 g) en acetato
de etilo (80 mL) y etanol (30 mL) se hidrogend usando paladio sobre carbén 1%
a ismperatura ambiente durante toda la noche para proporcionar 2.49 g (100%)

etiiéster de &cido 5<{2-fert-butoxicarbonil-etil)}-3-metil-1H-pirral-2-carboxilico
coma un edlido blanco. TH NMR (300 MHz, DMSO-dg) § 11.12 (br s, 1H, NH),

6.74 (d, J=2.3 Hz, 1H), 4.17 (3, J= 7.1 Hz, 2H, OCH2), 2.71 (t. /= 7.5 Hz, 2H,
CHg), 2.47 (t, J ~ 7.6 Hz, 2ZM, CH3), 2.18 (8, JII, Clly), 1.30 (s, BH, 3aCH3),
1.28 (t, J = 7.1 Hz, 3H, OCHCH3). MS 2082 [M*+1).

Se agregd hidréxido de litio (1.02 g, 42.65 mmol) a una suspension de
otiiéster de dcido 5-(2-terf-butoxicarbonil-atil)}-3-metil-1H-pirrol-2- carboxilico
(2.4 g, 8.53 mmol) en metanol (50 mL) y agua (12 mL). Se agregd etanol (4
mL) a la mezcla (para la solvatacién del material inicial) y se agitd a
{emperatura amblente durante toda ia noche. La reaccién se diluyé con agua
(20 mL.), se concentrd (para separar la mayor parte dal alcohol) y se sxtrajo con
éter. A continuacion, la cape acuasa aa acidifich & pH s 2 usando HCI 1N (43
ml) y e extrajo con acetato de efilo (2x). A continuacién se lavé el extracto
combinado con salmuera, ee secH y se concentrd para proporcionar 1.89 g de
etiléster de dcido 5-(2-carboxi-etil)-3-metil-1H-pirrol-2- carboxilico como un
sdlido blanco.
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Una mezcla de etiidster de 4dcldo 5-(2-carboxi-etil)-3-metil-1H-pirrol-2-
uabonllico (1.8 g, & mmol) e hidroxido de litio (1.64 g, 8 mmol) en THF (40 mL)
y agua (48 mL) ee agitd a temperatura ambiente durante 2 dias, luego en un
bano de aceite de BOPC durante 4 horas, La reaccién se enfrié a temperatura
ambiente, se acidificé a pH = 2 usando HCI concantrado, se extrajo con acetato
de etilo. La capa orgénica a continuacién ae 8ecd y se concentrd para
proporclonar 1,32 g de dcido 6-(2-carboxi-gtil)-3-metil-1 H-pirrol-2- carboxHico.

Una solucién de acido 5-(2-carboxi-stil)-3-metii-1H-pirrol-2- carboxllico
(1.3 g, 6.58 mmol) en trifluorodcido acético (6 mL) se agitd a temperatura
ambients durante 10 minutos. A continuacién se enfnd a 0°C y se agrego
ortoformato de trietilo (8 mL). La mezcla 9@ agitt a 0°C thrante 10 minutot y o
temperatura ambients durants 10 minutos. La reaccion se virlé en agua (50
mL) y se exirajo con acetato de etilo. El extracto se sect y se concentré para

proporcionar 1.2 g de 3-(5-formil-4-meth-1H-pirrol-2-i)-acido proplbnico como
un sélido marron. TH NMR (300 MHz, DMSO-dg) 8 12.17 (br s, 1H), 11.50 (br

s, 1H), 9.44 (8, 1H, CHO), 5.85 (s, 1H), 2.74 (t, /= 7.4 Hz, 2H, CHp), 2.54 (t, J
= 7.4 Hz, 2H, CH2), 2.23 (s, 3H, CH3). MS 182 [M*+1],

Una mezcla de 4-(3-cloro-4-fluoro-fenilamino)-5, 7-dihidro-
pirolo]2,3-djplrimidin-6-ona (70 mg, 025 mmol), 3-(b-formil-4-metil-
{H-pirrol-2-l)-acido propidnico (54.4 mg, 0.3 mmol) y piperidina (3 gotas) en
efanol (Z mL) se agité a temperatura ambiente durante 4 dias. La reaccién se
concantrd, el residuo se disolvié en agua y se acidificé con HC1 1N a pH=2. El
sdlido resultante, a continuacién, se lavd con agua, etanol y se secd para

proporcionar 93.9 mg (86%) del compuesto del titulo. TH NMR (380 MHz,
DMSO-dg) 5 13.18 (br s, 1H, NH), 12.19 (br 8, 1H, COOH), 11.61 (br 8, 1H,
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NH), 9.09 (s, 1H), 8.27 (s, 1H), 7.7Q (m, 1H), 7.39 (m, 1H), 7.30-7.35 (m, 2H),
6.07 (s, 1H), 2.80 (t, J = 7.2 Hz, 2H, CH2), 2.80 (t, J = 7.2 Hz, 2H, CH»), 2.16

(s, 3H, CH3a). MS 442 [M*++1).

547. EJEMPLO 47
SINTESIS de 4-(INDAN-4-ILAMINO)-5-[3-METIL-3-(MORFOLINA-
4-CARBONIL)-1H-PIRROL-2-ILMETILENO]-5,7-DIHIDRO-PIRROLO[2,3-D]P1
RIMIDIN-8-ONA (FORMULA 50)

Una mezcla de 4-cloro-5-[3-metil-5-(morfolina-4-carbonil)-1H-pirrol-
2-Iimetllenc]-5, 7-dihldro-pirrolo[2, 3-d]pirimidin6-ona (50 mg, 0.13 mmol),
5-aminoindan (178.12 mg, 1.3 mmol) en 2-metoxietanc! (0.6 mL) se calents a
110-1209C durante 8 horas y se exirajo con acetato de etilo/ agua. La capa
orginica se concentr6, el residuo se ftrituré con acetona y ss filtrd para
proporcionar 20 mg de a sdlido amarlllo. El licor madre se concentrd y se
somatid & cromatograffa de columna para proporcionar 10.1 mg del producto.
El rendimiento total fue de 38.1 mg (64%) del compuesto del titulo como un
sofido amarilie. 1H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 5 13.42 (br s, 1H, NH), 11.74
(br 8, 1H, NH), 8.11 (br 8, 1H), 8.27 (s, 1H, H-vinll), 7.25 (br &, 1H, NH).
7.04-7.16 (m, 3H), 6.57 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 3.63 (m, 8H, 4xCH2), 2.78 (m, 4H,
2xCHp), 2.08 (s, 3H, CH3), 1.98 (m, 2H, CH2). MS 471 [M*+1].

8.48. EJEMPLO 48
SINTESIS de ACIDO (8-[4-(3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMING)-8-0XO-
6,7-DIHIDRO-PIRROLO[2,3-D]PIRIMIDIN-54L.IDENEMETIL]-2,4-DIMETIL-1H-
PIRROL-3-L}- ACETICO (FORMULA 51)

Se agltd una mezcla de 4-(3-cloro-4-fluoro-fenilaming)-5,7-dihidro-pirrolo
[2.3-dpirimidin-€-ona (70 mg, 0.25 mmol), acldo (5-formil-2 4-dimetil-1H-
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pirrol-3-il)- acético (64.3 mg, 0.3 mmol) y piperidina (3 gotas) en atanol (2 mL)
a temperatuia ambiente durante 1 dia. La reaccidn se concentrd, el residuo se
suspendié en HCI 1N. El precipitado se filtrd, Se lavd con agua, suspandié en
acetato de etilo callente, se filtrd y 86 secd para proporcionar 42 mg (38%) del
compuesto del tituio. 1H NMR (300 MHz, DMS0Q-dg) 3 13.21 (br 8, TH, NH),

12,17 (br 5. 1H, CONH), 11.65 (s, 1H, NH), 0.13 (s, 11t), 8.26 (s, 1H), 7.71 (m,

e ———

1H), 7.3-7.4 (m, 3H), 3.37 (s, 2H, CHg), 2.3 (s, 3H, CHa), 2.10 (s, 3H, CH3). MS
442 TMF+1), .- i
8.49 EJEMPLO 49

8INTEEIE oo 4-{3-CLORO-4-F LUORO-FENILAMINO)-8-[5(3,5-
DIMETIL-PIPERAZINA-1-CARRONIL).3METIL-14 RPIRROL-2-ILMETILENO]-
5,7-DIHIDRO-PIRROLQ[2,3-0D]PIRIMIDIN-8-ONA (FORMULA 59)

Una mezcla de 4-(3-cloro-4-fluoro-fenllaming)-6,7-dihidro-pirrolo
[ wrpifimidinfenne (70 mg, 026 mml), &83-Jlnnedl-piperazna-
1-carbonil)-3-metli-1+-pirol-2-carbaldehido (74.8 mg, 0.3 mmol) y plperidina (3
gotas) an etanol (2 mL) ae agitd a temperatura amblente durante durante toda
12 noché. KL procipitada es recalectt par fluctn f vaclo. 38 18V ton etanoly >

) para proporcianar Al 1 mg (73%) del compuocin dol tituls come un ,7
sblido amarillo. TH NMR (380 MHzZ, GMSO-dg) 5 13.38 (br s, 1H, NH), 11.76
(br 8, 1H, NH), 8.23 (br &, 1H), 8.32 (s, 1H), 7.73 (dd, J= 2.6 & 6.7 Hz, 1H),
7.41 (m, 1H), 7.33-7.38 (m, 2H), 6.57 (d. J = 2 Hz, 1H), 4.22 (m, 2H, CH3), 2.68

(m, 2H, CHp), 2.52 (m, 2H, 2xCH), 2.22 (8, 3H. CH3), 0.89 (d, J = 8 Hz, 6H,
2xCHg), 0.88 (s, 3H, CH3). MS 510 [M*+1),
5.50. EJEMPLO 50
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SINTESIS de 4-(3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)- &-[3-
METIL-854(3.4,8-TRIMETIL-PIPERAZINA -1-CARBONIL)-14- PIRROL-2-
ILMETILENO]-5,7-DIHIDRO-PIRROLO[2,3-D)PIRIMIDIN-8-ONA  (FORMULA
53)

Se condensod 4-(3-Cloro-4 -fluoro-fenllamino)-5.7-
dihidro-pirroio[2,3-d)pirimidin-8-ona con J-metil- 5-(3,4,5-trimetil-
piperazina-1-carbonil)-1H-pirrol-2-  carbaldebido para proporcionar el
compussto del titulo. TH NMR (380 MHz, DMSO-dg) 3 13.41 (br s, 1H, NH),
11.78 (br 8. 1H, NH), 9.23 {br s, 1H), 8.23 (s, 1H), 7.72 (dd, J = 2.5 & 8.5 Hz,
1H), 7.43 (m, 1H), 7.33-7.38 (m, 2H), 6.58 (m, 1H), 4.19 (m, 2H, CH>), 2.78 (m,
2H), 2.23 (s, 3H, CH3), 2.18 (s, 3H, CH3), 2.11 (m, 2H), 1.08 (d, /= 6.6 Hz, 6H,
2xCHz3). MS 524 [M*+1).

5.51. EJEMPLO 51
SINTESIS de 4-{3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)- 8-[8(4-
ETIL-PIPERAZINA-1-CARBONIL)-3-METIL-1H-PIRROL-2-ILMETILENO]-5,7-
DIHIDRO- PIRROLOj2,3-D)PIRIMIDIN-8-ONA (FORMULA 34)

Una mezcla de 4-(3-cloro-4-fluoro-fenilamino)- 5,7-dlhidro-pirrolo
(2,3-d]pirimidinB-ona (70 mg, 025 mmol), 5-{4-etll-plperazina
-1-garbonil)-3-metil-1H-plrrol-2-carbaldehido (74.8 mg, 0.3 mmol) y piperidina (3
gntas) An Atannl (7 mi ) ae apgith a temperatura ambiente durante durante toda
la nacha. El precipitado se recolacts por filtracién al vacio, se lavéd con etanol y
se gacd para proporcionar 83 mg (73%) del compuasto del titulo,

TH NMR (300 MHz, DMSO-cg) & 3.40 (br s, 1H, NH), 11.81 (br s, 1H, NH),

9.28 (br s, 1H), 8.33 {8, 1H), 7.72 (m, 1H), 7.33-7.45 (m, 3H), 8.58 (m, 1H), 3.68
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(m, 4H, 2xCH2), 2.31-2.42 (m, 6H), 2.22 (s, 3H, CH3), 1.01 (t, J » 7.2 Hz, 3H,
CH2CH3). MS 510 [M*+1].

5.52. EJEMPLO 82

SINTESIS de¢ 4{(3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO) -5,7-DIHIDR
-PIRROLO[2,3-D]PIRIMIDIN-6-ONA (FORMULA 55)

A una soluclén de 4-cloro-7H-pirrolo[2,3-d]pirmidina (767.8 mg, 5 mmol)
y 3-cloro-4-fiuoro-fenilamina (873.4 mg, § mmol) en 25 mi de DMF seco bajo
nitrdgeno se agregd frifluorometansulfonato de plata (1.54 g, 6 mmol). La
mezcia se agitd a 85°C durante 15 hcras. La reaccién enfriada se dlluyé con
acetato de etilo (70 mL) y se filtr6 a través ds celite, se lavo a fondo con acets
de etllo. El filtrado se lavé con saimuera (5x). La salmuera se extrajo con
acetato de atilo, el cual a continuacién se lavd con salmuera. El acetato de atilo
combinado se secd (sulfato de magnesio), se concentré y se purificé para
proporcionar 1.22 g (83%) de (3-cloro-4-flucro-fenil)-(7 H-pirrolo[2,3-d)plimidin-
4-I-amina como un sdlido blancuzco. m.p. 274-275 °C. TH NMR (360 MHz,
DMSO-dg) & 11.78 (br 8, 1H, NH), 9.41 (s, 1H), 8.31 (s, 1H), 8.28 (m, 1H), 7.79
(m, 1H), 7.37 (t. 1H), 7.25 (m, 1H), 6.76 (m, 1H). MS 263.4 [M*+1].

A una solucién agiada de (3-cloro-4-fluoro-fenil)-(7H-pirolo[2,3-
djpiimidin-4-Il)-amina (28.3 mg, 0.1 mmol) en 1 mL de t-butanol sa agregd por
porciones 84 mg (0.2 mmol) de perbromuro da bromuro de piridin.~ {(PBPB). La
mezcla de la reacclon se agitd a temperatura ambiente durante 4 horas. La
reaccién se diluyd con acetato de afilo, se lavt con agua, sulfato de sodio
acuoso, salmuera, 3o secd y se concentré para proporcionar 5,5-dibromo-4-(3-
cloro-4-flucro-fenilamine)-5,7-dihidro-pirrolo[2,3-d]pirimidin-6-ona (usando en el

paso siguiente sin ninguna purificacion).
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Una mezcla de 5,5-dlbromo-4-(3-cloro-4-fluoro-fenilamine)-5,7-dihidro-
pirrolo[2,3-d]plrimidin-8-ona (del pdrrafo anterior), polvo de zinc en 2 mL de
dcido acético se agitd a temperatura ambiente durante una hora. La reaccién
se diluyd con acetato de elilo y se fitrd. El fillrado se lavé con agua,
bicarbonato de sodio y salmuers, se secd, se concentré y se purificd para
proporcionar 11.2 mg (rendimiento combinada da 40% para los dos pasos) de

4-(3-cloro-4-flucro-fenilamino)-5,7 dlhidro-pirrolo[2, 3-d]pirimidin-6-ona como un
sslido biancuzco. TH NMR (300 MHz, DMSO-dg) 5 11.08 (br 5. 1H, NH), 9.02

(8. TH), 8.33 (s, 1H), 8.02 (m, 1H), 7.58 (m, 1H), 7.36 (t, 1H), 3.45 (s, 2H, CH2).
MS 279.3 [M*+1].

3.53. EJEMPLO 33

8INTESIS de ACIDO 8:[4-{3-CLORO-4-FLUORO-FENILAMINO)
-7-MORFOLIN-4-LMETIL-6-0X0-8,7-DIHIDRO-PIRROLO[2,3-D]PIRIMIDIN-8-
il INFNFMFTIL)}4METIL:AH-PIRROL-2- CARBOXILICO (2-MORIOLIN
«4:L-ETIL)-AMIDA (FORMULA 56)

A la suspensidn de dcldo 5-[4-(3-Cloro-4-fluoro-fenilaminag)
-6-o0x0-8,7-dihidro-pirrolo[2, 3-d)pirim|din-S-ilidenmetil]-4-metil-1H-pirrol-2-carbox
lico (2-morfolin-4-il-atil}-amida (170 mg, 0.32 mmol) en EtOH-Dioxano-DMF
(2:2:1) (10 mL) se agregd N.N'-dimorfolinometanc (0.5 mL). La mezcla se agltd
a 100 9C durante 18 horas y & continuacidn se enfri a temparatura ambiente.
E! producto se cristalizé, se fiitrd, se lavé con metanol, y se secd bajo alto vaclo
para proporcionar acido
5-[4-(3-cloro-4-fluoro-fanilamino)-7-morfolin-4-imetil-8-oxo-6, 7-dihidro-pirrclof2,
3-djpirimidinilidenametil}-4-metil-1  H-plrol-2-carboxflico  (2-morfolin ~ -4il-
etil}-amida an forma pura (130 mg, 656%). MS 625 (M*+1].
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8.84. EJEMPLO 54

sINTESIS de 4-{(3-CLORO-4-FLUORO- FENILAMINO)
-83-{1-[5-{MORFOLINA-4-CARBONIL)-TIOFEN-24L]-METILIDEN)-§,7-DIHIDR
O-PIRROLO[2,3-D]PIRIMIDIN-8-ONA (FORMULA 87)

la mezcla de 4-(3-cloro-4 -fluoro-fenilamino)
-5,7-dihidro-pirrolof2,3-d]pirimidin-8-ona (80 mg, 0.32 mmol),
5~(morfolina-4-carbonii)-tiofen-2-carbaldehido (82 mg, 0.36 mmaol), y trietilamina
(2 gotas) an etancl (3 mL) s calentd a 80°C en baiio de aceite durante 2
horas, y se enfri6 a temperatura ambients. El solvents se evapord y el residuo
se purificd en una columna de gel de silice eluyendo con cloruro de
metileno-metanol (98:2 y 05.5) para proporcionar
4-{3-cloro-4-flucro-fenilamino)-5{ 1-{5-(morfolina-4-carbonil)-ofan-2-il}-metiliden
e}-6,7-dihidro-pirrolo[2,3-d]pirimidin-8-ona (41 mg, 28%) pura. MS 486 [M*+1).
6.856. EJEMPLO 3%
8INTESIS de 4{3-CLORO-4 -FLUORQ-FENILAMINO)
=3-[1+{2-CLORO=4-HIDROXI-FENIL)-METILIDEN]-8,7-DIHIDRO-PIRROLO[2,3
-D]PIRIMIDIN-6-ONA (FORMULA 58)

La mezcla de 4-(3-cloro-4-flucro-fenliamino)
-5, 7-dihidra-pirrolo[2, 3-d]pirimidin-6-ona (100 mg. 0.36 mmal),
2-cloro-4-hidroxi-benzaldehido (84.6 mg, 0.54 mmol), y piperidina (3 gotas) en

etanol (3 mL) se calentd a 60°C en bafio de aceite durante 4 horas, y &s en lé.———Q?

a tamparatura ambiants. Blproducts s ciiblabed, su fillid, wd lavd con etanol, y
ge s0cd bajo alto vacio para proporcionar

4-(3-cloro-4-fluoro-fenilamino)-5-[1-(2-cloro-4-hidroxi-fenil)-metiliden}-6,7-dihidro
-pirrolo[2,3-d]pirimidin-8-ona pura. TH NMR (400 MHz, DMSO-dg) d 11.52 (br s,

)
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1H), 10.45 (br s, 1H), 8.42 (s, 1H), 8.3b6 (br s, 1H), 7.85 (s, 1H), 7.11 (t, 1H),
6.86 (m, 1H), 6.79 (m, 1H), 6.72 (d, 1H), 6.88 (m, 1H), 8.58 (dd, 1H). MS 418
[M*+1].
8.86. EJEMPLO 88; ENSAYO PARA LA MODULACION DE LA ACTIVIDAD
DE PDGFR

Se puede dsterminar fdciimente la capacidad de loa compuestos de Ia
invencidn para modular la actividad in vitro de la PDGFR sn un eneayo con
Inmunosorbente ligado a enzimas (ELISA) utilizando los siguientss reactivos,
suministros, y métodos.

Reactiv inlstro

Tocdas las reacciones ELISA se realizan en placas Corning 96-well
ELISA (Corning, Catilogo # 26806-96). El anticuerpo monoclonal anti-PDGFR
(28D4C10) 88 aimacena a -20°C &n tubos de 50 mL antes de usar. Los
métodos de aielacion de anticuerpos empleados en la presenie son
cominmente conocidos en la técnica, tales como los descritos en Harlow y
Lane (Harlew, E. y Lane, D., 1988, "Antibodies: A Laboratory Manual*, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York).

E! buffer de dilucidon ss solucldn salina buffer de fosfato Dulbeccoys
((PBS); Glbeo, Catélogo # 450-1300EB). Como aitemativa, la PBS se pusde
hacer incluyendo magnesio, usando los sigulentas reactivos en el siguiente

protocolo. Para realizer un litro de solucién madre de PBS, agregar primero
aproximadaments 800 mL dH20 a un cifindro graduado de un litro al cual se

agregan 2.013 gramoa de KCI, 1.916 gramos de KH2PQ4 (monobésico), 80.65
gramos de NaC\, y 11.60 gramos de NazHPO4 (dibasico). Agitar 1a mezcla, y

cuando esté disuakta, llevar la solucién & un pH de 7.2 con HCI. Finalmente,
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agregar 1 .01? gramos de MgCi2u8H20 (anhidro), y llevar el volumen a 1 litro de
dHz O. Nétese que la PBS puede dejarse a temperatura amblents, pero corno
temperatura de aimacenamiento se preflers 4°C.

El buffer TBST (TBS + 0.1% Triton X-100) se usa a una concentraclén
final de trabajo de 1x. El buffer se prepam agregando aproximadamente
800mL dH20 a un dilindro graduado de 1 litro, y agregande 6.067 gramos de
Tris y 8.766 gramos de NaCl y agitando. Cuando los reactivoa estdn disueltos,
la mezcia se lleva a un pH de 7.2 con HCI. Luego se agrega 1 mL de Triton X-
100 y &l volumen se llava a 1 litro con dH70. Como altemativa se puede usar
una solucién madre de TBS que se ha preparado previamente y aimacenado a
4°C, y a ia cual se agrega Triton X-100 hasta alcanzar una concentracidn final
de 0.1%, mediante agitacion hasta que se disuelva of detergents, Nétese que
ol/la TBST puede dejarse a temperatura ambiente, psro como temperatura de
almacenamiento se prefiere 4°C,

El buffer de bioqueo ELISA se prepara pesando y separando 5 gramos
de leche instantdnea descremada (Camation) y volcando 100 mL de PBS (ver
mas arriba) en un vaso de precipitados limpio. Luego se debe agregar la leche
instanténea a la PBS y agitar a temperatura ambients hasta que la leche se
haya disuelto. Cien mbL de buffer de blogueo ELISA (también denominado
"buffer de bloqueo”) es suficiente para aproximadamente 6 piacas de sneayo.
Cuando esté almacenada a 4°C, ecta solucion es estable durante 1 a 2
semanas.

Se obtisnen los lisados de PDGFR-B que expresan células NIH3T3 y se
almacenan a -80°C en alicuotas de 1 mL. La expresitn de PDGFR- f en
células sucariontes ws muy conocida en la técnica. Los lisados se preparan

/--—
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mediante el siguiente método. Colocar los platos de vehiculos en bandejas de
hielo y luego de enfriar, eliminar el medic y reemplazar con PBS enfriada con
hislo. Eliminar la PBS y repetir. Aspirar la PBS restante si fuera necasario y
agregar 4 mL bufter da lisis de HNTG enfriado con hielo (descrito a
continuacion en & Ejempio 58) con una minipipata para cada plato. Dejar
asentar en hielo durante 5-10 minutos y luego rascar las célylas con un
protector de goma.

Absorber al lisado con una minipipeta y agragar a un tubo centrifugo de
30 mL sobre hielo. Someter los tubos a vortex durante 30-60 segundos y luago
centrifugar durante 10 minutcs a 7000 rpm en un rotor J-20 que ha sido
previamente enfriado hasta por debajo de los 0 ©C. Recuperar los
sobrenadantas y combinarios en un tubo de 260 mL y colocar sobre hislo.
Realizar la determinacién de las proteinas para medir la cantidad total de
proteina por per mL de solucién. Dividir el llsado en alicuotas de 1 mL y
a'lmacannr a -800C,
' Se prepara una solucién de trabajo 1x de TBS buffer agregando 800 mL
de dH20 a un cliindro graduado de 1 litro, y agregando 6.057 gramos de Tris y
8.768 gramos de NaCl y agitando. Cuando todos los reactivos se han disuelto,
la solucién se ajusta a un pH de 7.2 con HCI y &l volumen se lleva a 1 litro
dH20. Se pueds hacer una solucién madre 10x multiplicando los montos por

10 (pero manteniendo el volumen final de 1 litro). Esta sofucion madre luego se
diluys 10 veces con dH20 y su pH ajustado a 7.2. Ndtese que la TBS puede

mantenerse a tamp#sratura ambiente, pero se almacana mejor a 4°C,

Para hacer 1 litro de una solucién de trabajo 1x de TBS + 10% DMSO,
agregar aproximadaments 850 mL dH20 un dilindre graduado de 1 iitro y luego
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agragar 6.057 gramos de Tris y B8.7688 gramos de NaCl y agitar. Cuando todos
los reactivos se han disueito, pH la soluclén a pH 7.2 con HCl. Luego agregar
100 mL de DMSO y llevar el volumen & 1 litro con dH90. Como attemnativa
agregar 25 mL DMSO a 225mi. de TBS (ver més arriba). Notese que la TBS
serd ahora solaments de 0.9x, pero esto no debera afectar al ensayo,

Para hacer 1 mM de solucion madre de | mM Adenosina-5p-trifosfato
(ATP, da musculo equina) agregar 2.75 mg ATP (Sigma, Catdlogo # A-5394) a
5 mL de dH20, y someter a vortex. Nétese que los mayores volimenes de

solucién madre pueden prepararse a condiclon que se use ia misma relacion
de ATP a dH20. Notese también que este reaclivo deberd prepararse

inmadiatamenie anies de su uso y conservarse sobre hielo,
Se prepara una solucién madre de 1 M MnCly agregando 19.70 gramos

de MnCi2 a 100 mi dH20 y agitando hasta que esté disueita. La solucién luego

se flira, se esleriliza y sa almacena en alicuotas de 1 m| a -80*C.

El Buffer de cinasa 10x estd compusesto por las siguientes partes:

Reactivo ISOIuoién madre [Cantidad por 10 mL Conceniracién d
bajo

Tris 1M 260 pL 5 mM

NaCl bM POO L 100 mM

IMnClz | M 100 pL 10 mM

TX-100 100% 10 pL 0.1%

pT1T 100 mM 0 L 0.6 mM

Una mezcla de buffer de cinasa de diez millitros es suficients para
aproximadamenis 12.5 placas de ensayo. Para hacer Buffer da cinasa, dllulr
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1.0 mL 10x de buffer de cinasa hasta aicanzar un volumen final de 8.0 mL con
agua.

Las placas de polipropileno NUNC de B8 recipientes con fondo en forma
de V (Applied Scientific, Catdiogo # AS-72092) se usan para mezciar las
drogas de prueba y los lisados.

Se prepara de la siguients manera una solucién madre de 500 mM de
écido etilenodiamina-tetraacético (EDTA): 1) Agragar aproximadamente 70 mL
dH20 en un vaso de precipitados de 250 mL; 2) Agregar 14.12 g de EDTA: 3)
Con una sonda de pH en el vaso de precipitados, agregar 10 N NaOH en gotas
(el EDTA no ee disolverd hasta que el pH sea de aproximadamente 7.0), y
nétese que a medida que el EDTA se disueive, el pH caera, por ende ea
probable que se necesite agregar mias NaOH; 4) Cuando todo ef EDTA esté

disuelto, ajustar el pH a 8.0; 5) Transferr a un cilindro graduade de 100 miL,
llevar el volumen a 100 mL con dH20. Para hacer una solucién de trabajo de

200 mM agregar 30 mL dH20 a 20 mL 500 mM EDTA (antarior).

El suero anti-fosfotirosina policional de conejo se genera de acuerdo a lo
descrito en Methods of Enzymology, 201.65-78 (1991), y se aimacena a -80°C
en allcuotas de 0.1 mL. El antisuero as estable durants varias semanas
cuando as descongela y se almacena a 4°C. El conjugado de peroxidass I1gG
anticonejo de cabra es un producto comaercial (Biosource, Catdlogo #AL10404).

El reactivo de revelado, que incluye 2 2u-azino-bis (icido 3-
etilbenztiazolin-8- aulfénico) (ABTS) (Sigma, Catdlogo # A-1888) ss prepara de
la sigulente manera: Agregar aproximadaments 800 mL da dH20 a un cllindro

graduado de 1 litro. Agregar 19.21 gramos de Acido Citrico y 35.49 gramos de
NagHPO4 vy llevar el pH a 4.0 con 4cido fosforico. Agregar ABTS y cubrir con
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una ldmina. Dejar disolver durante aproximadamente 0.5 horas y filtrar Ia
sofucién. Nétese que la solucién debe mantenarse an la oscuridad a 4°C hasta
que eaté jista para usar.

La solucion de peréxido de hidrégeno al 30% es un producio comercial
de facil obtenclon (Fisher, Catdlogo # H325). Esta deberd aimacenarse en la

oscuridad a 4°C hasta que esgté lista para usar.
Una formulacién ABTS/H202 consiste en una solucién de 15 mL ABTS

{mencionada precedentemnente) y 2 pl. H205. Preparar 5 minutos antes de

usar y dejar a temperatura ambiente, Tomar ABTS aproximadamente 60
minutos antas de usar y calentar hasta alcanzar la temperatura ambiente, o

calentar rapidamente colacando el tuba en un bafic de agua a 37°C. Agregar 3
pL H202 antes de usar.

Se preparan 0.2 M HCI mezclando 98.3 mL de dH20 con 1.7 mL de HCI.

Esta soluclon se aimacena a temperatura ambiente.

Progadimignio

Recubrir placas ELISA de 98 recipientes Corning con 0.5 yg por
recipients de anticuerpo 28D4C10 en un volumen de 100 pl PBS durante toda
la noche, 2 4°C y eliminer el anticuerpo no ligado, 2804C10, de los recipientes
mediante la inversidn de la placa para eliminar at liquido. Lavar el ix con agua
destliada llenando los recipisntes. Secar suavemente la placa con toallas de
papel Secar suavemente la placa con togllas de papel para eliminar el ilquido
sobrante.

Agregar 150 uL de buffar de biogueo a cada raciplente. Incubar durante
30 minutos @ temperatura amblents, agitando y lavar la placa 3x con agua
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desionizada, luego una vez con TBST. Secar suavemente Ia piaca con una
toalia de papel para eliminar el liquido sobrante y las burbujas.

Diluir el lisado en PBS (10 mg lisado/t100 pl. PBS). Agregar 100 ul de
lisado diluido en cada reciplents. Agitar a tamperatura amblente durante 60
minutos. Lavar la placa 3x con agus desionizada, luego una vez con TBST.
Secar suavemente la placa con una toalla de papel para sliminar al liquido
sobrante y las burbujas.

Agregar 80 ul. de buffer de cinasa & una placa de ELISA que contenga
PDGFR capturado.

Diiulr drogas/extractos 1:10 (salvo especificacion en contrario) en TBS +
10% DMSO en 98-weli placas de pollpropileno. (i.e., 10 yl compuesio +80 uL
(TBS + 10% DMSQ)). Agregar 10 yl drogasa/exiractos diluidos a una placa de
ELISA. A los recipiantes de control (recipientes que no reclbleron ninguna
droga) agregar 10 yL de TBS +10% DMSO. Incubar durante 30 minutos
mientras se aglita a tamperatura ambiente.

Agregar 10 ulL 25 uM ATP directamente a todos los recipientas axcepto
& control hegativo que no recibe ATP. (100 pL volumen final en el reciplents
con 2.5 pM de ATP concentracion finai en el recipienta.) Incubar 30 minutos
mieniras se agita.

Luego de 30 minutos detener la raacciébn mediante el agregado de 10 uL
de 200 mM EDTA pH 8.0 para 20 mM final en el recipienta. Lavar 4x con agua
desionizada, dos veces con TBST,

Agregar 100 pL por reciplenta de mab de anti-fosfotirosina (dilucién
1:10,000 en TBST). Incubar 30-456 minutos a temperatura ambiente, mientras
ge agita. Lavar ia placa 3x con agua desionizads, luego una vez con TBST.

X

- q,’..r
A
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Secar suavemente la placa con une toalla de papel para eliminar el liquido
sobrante y las burbulas.

Agragar 100 pL por reciplente de conjugado de peroxidasa igG
anticonejo de cabra de origen biloldgico (dilucién 1:6,000 en TBST). incubar 30
minutos a temperatura ambiente mientras sa agita. Lavar ia placa 3x con agua
desionizada, luego una vez con TBST. Secar suavemente la placa con una
toalla de papel para sliminar el liquido sobrante y las burbujas.

Agragar 100 uL de solucién ABTS/H202 a cada recipiente. incubar 10a
30 minutos mientras se agita. Eliminar todas Ias burbujas. Si es necesario
detener |a reaccién con el agregado de 100 ubL de 0.2M HCI por reciplente

Leer el ensayo con un lector Dynatech MR7000 ELISA. Flitro de
Prueba: 410 nM:; Filtro de Referencia: 630 nM.

A continuaclén se ofrece una plantilla prefarida para la ubicacién de los
controles an este experimento:

3 |4 IG 7 |B |9 10 |11 |12

A Lgs l‘lﬁ_
8 pos NG
c JPos INEG
b Pos NEG

E  NEG os
£ hec POS
¢ Mg bos
H o NEs Pos
8.67. EJEMPLO B7; ENSAYO PARA LA MODULACION DE LA ACTIVIDAD

DE G8T-FLK1
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Usando los siguientes reactivos, suministros, y método, se pu%de
asignar la capacidad de compuestos de la Invenclén para afectar la actividad'!n
vitro de Gst-Fik1 en el dcido poligiutdmico, péptido de tirosina (pEY) en un
ensayo de rastrao de alto rendimiente.

Los ensayos %6 realizan en placas ELISA Coming de 86 reciplentes
{Coming, Catdlogo # 25805-86), usando el pEY 4:1, liofiizado (Sigma,
Catdlogo # P0275) como un substrato para FLK1. Preparar 1 mg/mL pEY en
PBS estdril y aimacenar en ailcuotas de | mL a -20°C .

Recubrir un recipients con 2 ug/ de pEY en 100 yL PBS a temperatura
ambiente durante 2 horas a 4°C durante toda la noche. Cubrir bian las placas
para evitar la evaporaclén. Almacenar a 4°C durants 7 a 10 dias.

El buffer de PBS se prepara agregando a un cilindro graduado de 1 litro,
aproximadamsnte 800mL dH20 y 0.2g de KH2PO4. 1.15g de NagHPO4, 0.2g

de KCI, y 8.0g de NaCl. Cuando todos loa reactivos se han disuelto, lievar el
pH a 7.2 con HC1, y llevar el volumen a 1 litro dH20. Se puade hacer una
solucion madre 10x multiplicando las cantidades por 10 (pero manteniendo el
volumen flnal de 1 litro). Esta soluclién madre luego ae diluya 10 veces con
dH720 y su pH se sjusta a 7.2. Nétese que la PBS puede mantenerse a
temperatura ambiente, pero se almacena mejor & 4°C.

El buffer PBS-Tw se prapare como se indicd mas arriba, excspto que
antes de (levar el volumen a 1 litro, se agrega 1 mL de tween-20. Nétese que
TBS-Tw puade dejarse a temperatura ambiente, pero se prefiere 4°C como
temperatura de aimacenamiento.
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El buffer de bloqueo TBB se prepara agregando a un vaso de
precipitados graduado de 1 litro, aproximadamente 900 mL dH20 1.21g de
Tris, 8.77g de NaCl, y 1 mL de Tween-20. Cuandc todos los reactivos se han
disuelto, llevar el pH & 7.2 con HCI. Luego, agregar 10g de BSA, y agitar hasta
que se disuelva. Usvar el volumen a 1 litro con dH2O v filtrar |8 solucién para
sliminar cualquier materia particulada, antes de aimacenar a 4°C. Se puede
hacer una solucién madre de 10x mulliplicando las cantidades por 10 (pero
manteniendo el volumen final de 1 litro). Esta solucién madre luago se dliuye
10 vacas con dH20. Fillrar la solucién para ellminar toda materia particulada, y
almacanar a 4°C. Nétese que cuando estd aimacsnada @ 4°C, esta solucidn es
astable durante aproximadaments 4 a B semanas.

Se prepara una solucion PBS + 1% BSA agregando a un vaso de
precipitados graduado de 1 litro aproximadamente 890 mL PBS. Luego, se
agregan 10 gramos de BSA y se agita hasta que se disuelva, Llevar el
volumen a 1 litro con PBS y filtrar la solucién para eliminar toda materia
particulada, antes de almacenar a 4°C. Ndtese que cuando estd aimacenada a
4°C, asta solucidn es estable duranta aproximadamente 4 a 8 semanas.

El buffer HEPES ea un producto comerclal (GIBCO, Catdlogo #15630-
080).

El QST-Fik1cd we purifica a partir de la tranaformacion del baculovirus
recombinants sfd y se almacena a -80°C en alicuotas de 100 pL (usar 5 ng
{0.005 ug) por recipiente an buffer de dilucién de cinasa, KDB). La
transformacion se prepara de acuerdo a lo sigulente. La proteina de fusidn con
QST de Flk-1(cd) se produce en el sistema de expresion del baculovirus
usando pFBG2T como vector de transferencla. Este pldsmida contiens la
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secuencia de codificacion GST, amplificada por PCR como un fragmento de
Bam H1/Bgl )l y clonada en el sitio Bam HI de pFastBac-1 (GIBCO-BRL). La
porcién de ADNc Flk-1 que codifica los aminodcidos 812-1348 se amplifica
mediante PCR como un fragmento Not I/Sph | y se liga hacia abajo da y dentro
del marco con la secuencla de codificacidn GST en pFBG2T. Los virus
recombinantes ke producen siguiendo 108 protocoloe normales (GIBCO-BRL,
FastBac manual). Para la produccion de proteinas las células 58 se Infectan
siguiendo los procedimientos normales (King, L. A. y Possse, R. D. "The
Baculovirus Expression Systam. A Laborstory Gulde," Chapman y Hall, London
(1992)) y las protelnas de fusidn sa purifican mediante cromatografia por

afinidad en sefarosa glutationa (Sigma).
Se prepara una solucién de dH>0O + 4% DMSO mezciando 10 mL de

DMSO con 240 mL dH20 y agitando.

Se prepara adenosina-5'-tifoafato (de masculo equino) 10 mM ATP
(Sigma, Catdlogo # A-5384) agregando § mL de dH20 a 27.5 mg ATP

mediante vortex. Noétese que se pusde usar cualquier cantidad de ATP a
condicién de qua se mantenga en la misma relacién de ATP a dH20. Noétese
también que ests reactivo pusde aimacenarse a -20°C en pequefias allcuctas
que deben tomarse inmadiatamente antes de usar y mantenerse sobre hielo.

No cangelar/ni descongeler las alicuotas; descartar toda porcion no utilizada.
Se prepara una solucion madre de 1 M MnCl; agregandc 19.78 gramos

de MnCiz a 10 mL de dH20 y agitando. Una vez que se ha disuelto 8l MnClz,

filtrar, esterilizar y aimacenar a -209C. Se prepara una solucién de trabajo de
40 mM MnC12 mezclando 88 mL de dHz0 y 4 mL de MnC14 de la soluclén

madre de 1 M inmediataments antes de usar.



108

\\

Cien mL de mezcila de buffer de cinasa son suficientes pam
aproximadamente 40 placas de ensayo. El buffer de dilucién de cinasa (KDB)
se prepara mezclando §8.58 mL de dH20 con 10 ml de 1M Hepes pH 7.5, 1
mL de 5M NaCi, 40m| de vanadato sédico 100 mM y 0.4 ml. de BSA 5% (en
dH20).

Clen mL de mezcla de buffer de cihasa son suficientes para
aproximadamente 40 placas de enssyo. Los ensayos de cinasa se realizan en
placas de polipropileno NUNC de 98 recipientes con fondo en forma de V
{Applied Sclentific, Catdlogo # AS-72092).

Fl dcido etliendlamina tetraacético (EDTA) se prapara como en el
Ejemplo 56.

E! buffer de diluclan del |" y 2°* anticuerpo se prepara mezciando 69.5 mL
de PBSTw con 0.5 mL de leche en PBS, 1 mL de vanadato sadico 10 mM y 10
ml de BSA 5% en PBS.

Los antisueros policicnales de conejo anti-foafotiroaina y el conjugado
HRP anticonejo de cabra son proguctoa comercinles (Biuvsuurce, Catdlogo
#A110404).

La solucién ABTS se prepara como en 8l Ejemplo 56.

Solucion de peréxido da hidrégeno 30% (Fisher, Catdlogo # H325).
Almacenar en lugar oscuro a 4'C hasta que estd lista para user.

Le ABTS/H202 se prepara como en el Elemplo 56. Tomar ABTS
aproximadamente 60 minutos antes de usar y calentar a temperatura ambients,

o calentar répldaments colocando el tubo sn un bafio de agua a 37°C. Agregar
3 pL H202 antes de usar.
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0.2 M HCl como se deacribld precedentemente y almacenar a

temperatura ambiente.
Procadimiento

Recubrir placas ELISA de 96 recipientas Coming con 2 ug de polyEY
péptido en PBS estérll. Eliminar el llquido no unido da los recipientes
invirtiendo |a placa. Lavar la Ix TBSTw. Secar suavemente la placa con toallas
de papel para eliminar el {iquido sobrante.

Agregar 100 pyL de 1% BSA an PBS a cada recipients. Incubar durante
1 hars a temperaiura smblente, mientras se agita. Replta el paso de
aliminacién del liquido no unido de los recipientes Invirtiendo Ia placa. Lavarla
Ix TBSTw. Secar suavements la placa con toailas de papel para eliminar el
liquido sobrante,

Remojar los reciplentes con 50 mM Hepes pH 7.5 usando 150 uL por
recipiente.

Diluir las drogas con loa extractos a 4x de la concentracion final deseada
del ensayo en dH20 + 4% DMSO (salvo especificacién en contrario) en placas
de polipropileno NUNC de 88 recipientes. Agregar sismpre 8l mayor volumen
de agua al menor volumen de compuesto para asegurar una rdpide mezcla.
Agregar 25 L drogas/extractos diluidos a la placa ELISA. A los recipientes de
control (recipientes que no reciben ninguna droga) agregar 25 pL de dHz0
+4% DMSO.

Diluir @ST-Fikl 0.005 pg (6 ng) por recipients en KDB. Para 50 mL KDB
agregar 100 pl. de enzima GST-FIk 0.050 mg/mL. Esto es suficlente pars una
placa de ensayo 10. Agregar 50 pL de enzima diluida a cada recipients.
Agregar 25 yl. 0.5 M EDTA a los recipientas de control nagativos.
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Agregar 25 uL de 40 mM MnCla gon 4x ATP (2 uM) directaments a
todos los reciplentes (100 pL volumen final en recipiente con 0.5 uM ATP de
concentraciéon final en recipiente.) Incubar durante 15 minutos mientras se
agita a temperatura ambiente. Luego de 15 minutoa detener la reaccion con el
agregado de 25 plL de 500 mM EDTA pH 8.0 para 50 mM final en el reciplente.
Lavar el 3x con TBSTw y secar suavemente con toalla de papel para eliminar el
liquido sobrants.

Agregar 100 uL por recipients de antisueros anti-fosfotirosina (dilucion
1:10,000 en buffer de dilucién de anticuerpo). Incubar 90 minutos a
temperatura ambients, mientras se agita. Lavar el 1x con TBSTw y secar
suavemente con toalla de papel para sliminar el liquido sobrante.

Agregar 100 uL por recipients de conjugado HRP de anticonojo de cabra
(dilucidn 1:6,000 en buffer de dliucién de anticuerpo). Incubar 80 minutos a
tempuratura ambiente mientras se agita. Lavar el 3x TBSTw. Secar
suavamente la placa con toallas de papal para eliminar el liquido sobrante.

Agregar 100 yL a temperatura ambiente. ABTS/H202 solucién a cada
recipiente. Incubar 16 a 30 minutos mientras se agita. Eliminar todas las
burbujas. Si es necesario detener la reaccién con el agregado de 100 plL de
0.2M HCI por recipients.

Leer el ensayo con un lector Dynatech MR7000 ELISA : Filtro de
Prueba: 410 nM; Filtro de Referencia: 630 nM. En el ejemplo 68 precadents se
proporciona una plantilla preferida para la ubicacidn de los controles en este
experimanto.

5.58. 58: P 0D ION ACTIVIDAD
R-2
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Usando los sigulentes reactivos, suministros, y método, se puede
ssignar la capacidad de los compuestos de la invencion para afectar [a
aclividad de HER-2 en célulaa completas en un formato ELISA.
Materisies y Reactivos

Cultiva de tgjidos

Los medios de cultivo liquidos, DMEM, (GIBCO, Catdlogo #11965-092),
y el Suero Bovino Fetal Inactivado (FBS), (GIBCO, Catalogo #16000-044) son |
productos comerclales. Trypain, (GIBCO, Catdlogo #25200-056), L-Glutamina
aimacenados en alicuotas de 6 mL a -20°C (QIBCO, Catdlogo #25030-081), v
HEPES, (GIBCO, Catdlogo #15630-080) también son productoa comerciales.

Los medios de crecimiento se praparan agregando a una botella de 600
mL de DMEM, FBS Inactivado por calor al 10% FBS (55 mL), 10 mi. HEPES y
5.5 mL L-Glutamina. Los medios de agotamiento se preparan sgregando a una
botella de 500 mL de DMEM, FBS inactivado por calor al 0.5% (2.5 mL), 10 mL
HEPES y 5.5 mL L-Glutamina.

Las placas de fondo plano de 95 reciplentes paru microtitule de oultivo,
(Coming, Catdlogo #25880), platos de cultivo de tejido de 16 cm, (Coming,
Catélogo #08757 148), placas Coming de 86 reclpientes para ELISA, (Corning,
Catalogo # 25805-88), placas de polipropileno NUNC de 96 recipientss con
fondo en forma de V (Applied Scienlific, Catdlogo #AS-72002), y cartuchos
Costar Transfer para e! Transtar 98, Catdlogo #7686 10 son todos productos
comarciales.

SUMO1 es un anticuerpo monoclonal anti-EGFR. Mée especificamente,
SUMO1 es anticuerpo monocional anti-EGFR derivado de ascitis producido por
el clon hibridoma mAb108 (PNAS 86. 925829 (1988)). E! anticuerpo se
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purifica por medios convencionales usando proteina A-agarosa de acuerdo a lo
descrito (Harlow, E. y Lane, D_, 1988, "Antibodies: A Laboratory Manual®, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York). )

La PBS (GIBCO, Catslogo # 450-1300EB), se compra a un proveedor o
se prepara de acuerdo a lo descrito en el Ejemplo 56.

El buffer de TEST se prepara en una sclucion madre agregando 6.057
gramos de Tris, y 8.766 gramos de NaC! 2 900 mL de dH20 ypH a 7.2, Luego

86 agrega 1 mL de Triton X-100 al dH20 y la mezcla se lleva a 1L con dHZ0.

El buffer de bloqueo al 5% se prepama pesando § gramos de leche
descremada Instantdnes y volcando 100 mL de TEST (ver mds arriba) en un
vaso de pracipitados limplo. Luego agregar la leche instanténea a TEST, agiter
a temperatura ambiente hasta que la leche se haya disuelto. Noétese que
cusndo estd aimacenada a 4°C, esta solucién es estable durante 1 a 2
semanas.

El ligando EGF: EG.-201, (Shinka American, Japan) es un producio
comercial. Amacenar los frascos de polvo a (100 ug/frasco) a 4°C,

El ligando EGF &n una concentracion de soluclén madre 16.5 uM se
prepara volviendo a suspender todo al polve en el frasco con 100 uL de 10mM
HGA y agragando 100 kL de 10 mm NaUH. Luego agregar 800 ul de PBS ul
frasco y transferir & un tubo Eppendorf para su almacenamiento a -20°C.
Nitese que para obtener Optimos resultados, completar un frasco EGF
inmediataments antes de usar. El EGF resuspendido por io general es estable
a -20°C durante varias samanas.

Se prepara una soluclén madre de buffer de lisis 5x HNTG mezclando
23.83 gramos da HEPES y 43.83 gramos de NaCl en 350 mL de dH;0. La
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mezcla se lleva a pH 7.2 y se agregan 500 mL de glicerol y 100 mL de Triton
X-100. El volumen se lleva a 1L con dH20. y se aglta con los reactivos.

Se prepara buffer de 1x HNTG* mazciando 2 mL de HNTG con 100 yL
de 1 mM Na3VOyg4, 240 uL da 25 mM NagP207 y 100 p L de 5 mM EDTA. La
mezcla se lleva a 10 mL con dH20.

Preparar EDTA de acuerdo a lo descrito sn el Ejemplo 56.

Se prepara 0.1 M de una solucibn madre de Na3VOg4 agregando
aproximadamente 90 mL de dH 20 a un vaso de precipitados de 250 mL y

agregando luego Na3VO4. Con el pH colocar sonda en el vaso de

precipitados, pH a 10 (se vuelve naranja) v luego hacer hervir mediante
microondas durante aproximadamente 1 minuto {Ia solucién sa aclara). Enfriar
hasta alcanzar la temperatura ambiente y colocar en un bafo de agua.
Verificar ol pH y llevar a un pH de 10 antes de hervir y enfriar hasta que el pH
permanezca on 10, Usar HCI o NaOH para ajustar pH y hacer allcuotas de |

mL para mantener a -80°C.
Se preparan 0.2 M de una soluclén madre NagP>O7 (Fisher, Catalogue

# 5390) agregando 8.92 gramos a 100 mL de dH>0. Flitrar la solucién antes

de usar.

Se genera antisuero policlonal de conejo especifico para fosfotirosina
(anticuerpo anti-Ptyr) de acuerdo a lo descrito por Methods of Enzymology,
201:685-79 (1961).

El antisuero purificado por afinidad, el anticuerpo IgG anti-conejo de
cabra, @l conjugado de peroxidasa es un producto comerclal (Blosource
antibady Cat # ALID404).

La solucién ABTS se prepara como en el Ejemplo 58,
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Solucién de perdxido de hidrogeno 30% (Fisher, Catilogo # H325).
Almacenar en lugar oscuro a 4 C hasta que esté lista para usar,

Se prepara ABTS/H202 como en el Ejemplo 56. Tomar ABTS
aproximadaments 60 minutos antes de uaar y calentar a temperatura ambiente
o calsntar rapidamants colocando sl tubo en un bafio de agua a 37°C. Agregar
3 uk. H202 antes de uaar.

Almacenar a temperatura ambients 0.2 M HC! como se describid
precedentementa.

Procedimiento
A. ubrimj de | LISA

Recubrir las placas ELISA de 96 racipiantes Corning con SUMOI en 1.0
Mg por recipiente an PBS, 100 uL volumen final por raciplents, durants toda la
noche a 4 “C. Las placas revestidas se mantienen en buen estado hasta 10
dias cuando estdn almacenadas a 4°C. S| es neceearlo, las placas puasden
recubrirse a temperatura ambiente durante dos horas mientras se agitan.

El dia que se han de utilizar, eliminar el buffer de cublerta y lavar ia
placa 3 veces con agua dasionizada y una vez con buffer TEST. Nétese que
todoe los lavados deben hacerse de esta forma, salvo especificaclén en
contrario. Agregar 100 pL de buffer de blogueo a cada recipients. Incubar la
placa, agitar a temperatura ambiente durante 30 minutos. Inmediataments
antes de usar, lavar la placa como se describié precedentemente.

B. Sembrado de céluias

Para este ensayo se usan las lineas de células EGFR/MHER-
2chimera®T3-C7. Elegir platos que tengan 80-80 % de confluencia para este
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experimanto. Recoger las células mediante tripsinizacion y centrifugar a 1000
rpm & tamperatura amblente durante 5 minutos.

Volvar a suspender las células en medio de agotamiento y contar con
trypan azul. Sdlo se acepta una viabilidad del 80 %. Sembrar las células an
medio de agotamiento a una densidad de 2,500 células por recipients, 80 pL

por reciplente, en una piaca microtitulo de 88 reciplentes. Incubar las células
sembradas en 5 % CO2 a 37°C durante toda Ia noche. niciar el ensayo dos

dias despuds de sembyrar.
C.  Procedimientos de ensaye
Rastrao Primario

Las muestras se diluyen diractamente en una placa de poliproplleno que
contiens DMEM de agotamiento (no-estéril es comrecto). Esta dilucion serd de
1:10 o mayor, dependiendo de las muestras que se han rastreado. En los
reciplentes de control &8 coloca la misma cantidad de DMSO. Todes las
células se transfiersn entonces a Ia placa de células a una diluclén de 1:10 (10
yL de la muestra y los medios en S0 yL de medios de agotamiento). La
concentracion final de DMSO seré de 1% o inferior.

Rastreo Secu

Se colocan diez muestrae en los recipientas 2-11 de la fila A de la laca
de polipropileno NUNC de 86 recipientes. Estos recipientss contienen DMEM d
agotamiento directo. Para una dilucién de 1:10, e pondrian 10 UL de droga en
80 ul de medio. El resto de los recipientes (incluyendo los de control) tendrén
una mezcia de DMSO/medic. El porcentaje de DMSO en eata mezcia se
determina por el primer factor de dlluclén, en este caso 1:10. La concentraclén
de DMSC es por lo tanto da 10%. Una cantidad Igual de droga y medio de la
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fila A se coloca en ia flla B, con DMSO y medio. La misma cantidad luego se
extraa y 88 coloca en la fila C. Esto se repite para todas las hileras. Se trata
de diluciones 1:2. Como los recipientes luege son transferidos a la placa de
células a una dilucién de 1:10 (10 UL de muestra y medio en 90 ulL de DMEM
de sgotamlento. La concentracion final de DMSO serd de 1% o Inferior.
Incubar en 5 % CO2 & 37°C durante 2 horas y en el periodo de incubacion,
preparar ligando diluyendo solucién madre EGF (16.5 uM) en DMEM calients
(no estéril es comactn) hasta 150 nM y preparar HNTQ* fresco suficiente para
100 pL por recipients y colocar sobre hielo.

Luego de 2 horas de Incubacién con la droga, agregar ligando EGF
preparado a las células 8 50 pL por reciplente, para obtener una concentracién
final de 50 nM. Los raclplentes de control positivo (8) reciben la misma
cantidad de EGF. Los controles negativos no reciben. Incubar a 37°C durante
10 minutos.

Ellminar la droga, EGF, y DMEM volcando en una pileta. Lavar ias
células una vez con PBS.

Transferir HNTG* a las células, 100 pL por recipiente. Colocar en hieio
durante 5 minutos. Mientras tanto, eliminar el buffer de bloqueo de |a placa
para ELISA y lavar como se describlé precedentements. Con una punta de
una pipeta colocada en forma segura en una microplpeta, rascar las células de
la placa y homogeneizar el material celular aspirando y emitiendo repetidas
veces el buffer de lisis HTNG*. Transferir el lisado & una placa para ELISA
revastida, bloqueada y lavada. Altemativamente, se puede usar un cartucho de
transferencia Costar para transferir lisado a |a placa de ELISA. Incubar, agitar,
a temperatura ambiente durante una hora.
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Eliminar el lisado en la pileta, luego lavar como se descrbid
precedentemente. Transferir el anticuerpo (anti-Ptyr) anti-fosfotirosina dlluldo
en forma fresca (1:3000 en TEST) a una placa para ELISA, 100 uL por
recipients. incubar, agitar, & temperatura ambiente, durante 30 minutos. ¥

Eliminar anticuerpo antl-Ptyr volcando en una pileta, luego lavar como se
describio precedentemente. Tranaferir anticuerpo BIOSOURCE diiuido fresco a
una placa para ELISA, (1:8000 en TEST), 100 pL por reciplente. Incubar,
agitar, a temperatura ambiente durante 30 minutos.

Eliminar &l anticuerpo BIOSOURCE volcando en la pilets, luego lavar
como se describlé precedentemente. Transferir la solucdn preparada fresca
ABTS/H202 a una placa para ELISA, 100 L por recipients. Incubar 5-10
minutos mientras se agita. Eliminar todas las burbujas y s fuera nébe;arlo.
detener la reacclon con el agragado de 100 pL de 0.2 M HCI por recipiente.

Leer el ensayo con un lector Dynatech MR7000 ELISA . Filtro de
Prueba: 410 nM; Fliitro de Referencis: 830 nM. A confinuacién se ofrece una

plantila preferida para la ublcacién de los controles en este experimento:

i bk 7 10 1 h2
A ___POS 0§
B s POS
c s POS
D __POS POS
E_ NEG Nea
F |N§G _ hEG
G kse 2} NEG
H  NEG NEG
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6.59. EJEMPLO 569: ENSAYO PARA LA INHIBICION DE CDK2

Usando los siguientes reactivos, suministros, y método, se puade
asignar la capacidad de los compuestos de la invencién para ensayar para la
modulacion de & actividad de la cinasa In vitro de ia cdk2/cyclin A humana en
una Ensayo de Proximidad de Centelleo (SPA).

Reactivos y S8uministros

Se realizan ensayos an placas (flexi) de polietilén tereftalato de Wallac
con 96 reciplentes (Wallac, Catalogo # 1450-401). Amersham Redivue [u33P]
ATP (Amersham, Catdlogo #AH 8068).

Las perias para o} ansayo son parias SPA de poliviniltolueno recublertas

con estreptavidina Amersham (Amersham, Catdlogo #RPNQO00Q7).
Reconstituir las perlas en PBS sin magnesio o calcio, en 20 mg/ mL.
Almacenar las perlas raconstituidas a 4°C.
El complejo de enzima A cdk2/ciclina activada se purifica a parfir de células Sf9
y se aimacena a -80°C en alicuotas de 200 UL. La protelna edk2/cicling A
humana se expresa, activa y purifica a partir de células sf9 infectadas con
baculovirus como se describld precedentements. (J. Mol. Biol., 230;1317-1319
(1993)).

El substrato es un substrato de péptide biotinllado (Debtide), que es un
péptido biotin-X-PKTPKKAKKL disuelto en dH20 a una concentracién de 5 mg/

mL y aimacenado a -80°C en alicuotas de 100 pL.
La mezcia de Péptldo/ATP se prepara mezclando 8.879 mL dHz0 con

0.00125 mL de 10 mM ATP frfo, 0.010 mL de 5mg/mL de Debtide, y 0.010 mL
de 10 pCimL p33pP ATP. '
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Se prepara un buffer de cinasa 2.5x mezclando 8.85 mL de dH20 con

0.625 mL de 1M Tria pH 7.4, 0.25 mL de 1M MgCi2, 0.25 mL de 10% NP40, y
0.025 mL de 1M DTT. Una mezcla de diex millilitras de buffer de cinasa es
suficiente para aproximadamente 4.5 placas de snsayo.

La adenosina-5'-trifosfato 10 mM (de misculo equino) ATP (Sigma,

Catélogo #A-5394) se prepara como en el Ejamplo 57. Nétese que este
reacliva puede ser almacenado a -20°C en pequefias allcuotas para ser
tomadas inmedistaments antes de usar y mantenidas sobre hielo. No
congelar/descongelar jas alicuotas; descartar toda porclon no utllizada,
La PBS (solucién salina de buffer de fosfato Dulbeccoys) sin magnesio o calcio
(Gibco, Catdlogo # 14 190-144) ge compra en un praveadaor comercial o se
prepara como en o! Ejemplo 67 y se prepara una solucién madre de 500 mM
EDTA como en el Ejemplo 56.

Antes del experimento, preparar [a siguiente soiucién madre:

[Raacﬂvo h\lonto por [Concantracién de]
s0lucion Madre[10 mL abajo
BS .25 mL
TP 100 mM 0.005 mi__ |50 uM
DTA 0.5 M D.| mL E mM
TritonX-100 10% 0.l mL 0.1%
borlan SPA bo mg/mL 1.25mL 0.5 mg/reciplente (200
L)

Procagimient
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Preparar soluciones de inhibidores a 5x la concentracién final deseada
en 5% DMSQ. Agregar 10 uL a cada recipiente. Para los controles negativos,
agregar 10 pL 5% DMSO.

Diluir una solucion de 5 ul de cdk2/ciclina A en 2.1 mL 2x de buffer de
cinasa (por placa) y agregar 20 yL de enzima por recipients. Esta puede
agregarse usando una pipeta manual o usando e! Titertek Mulfidrop. Nétess
que la enzime puede ser congelada/descongelada, paro esto da como
resuitado ia pérdida de cierta actlvidad. Para cada ciclo de
congelamiantoa/descongeiamiento, duplicar la cantidad de enzima usada sn el
ensayo. Ademds, la enzima deberia ser descongelada ripidamenta (e.g., en la
palma de la propia mano) y ser mantenida sobre hlelo antes de usar en el
ensayo. Agregar 10 ui de 0.5 M EDTA a ios reciplentes de control negativos.

Para comenzar con la reaccion de cinasa, agregar 20 pl. de mezcla de
péplido/ATP usando una pipsta manual ¢ blen el Titertek Multidrop. Dejar
reposér en una masada tras de una proteccidn durante una hora. No es
necesario agitar y no se jo recomienda 8l usar Flexipiates (placas que no son
faciles de agregar/retirar del agitador).

Agregar 200 pL de eolucidon stop por recipiente usando el Titertek
Multidrop o bien una pipets manual. Dejar reposar durante por lo menos 10
minutos. Hacer girar la placa a velocidad, aproximadamente a 2300 rpm
durante 3-5 minutos. Contar |as placas en un lector Trilux.

En el Ejemplo 56 precedents se mostraba una plantilla preferida para la
ubicacion de los controles en este experimento.

5.60 EJEMPLO 60: ENSAYO PARA MODULAGION DE LA ACTIVIDAD DE
EGFR

%
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Usando los siguientes reactivos, suministros, y método, capacidad de los
compuastos de la invenclén para maodular la actividad in vitro de EGFR puede
ser faciimente determinada en un ELISA.

Reaclivos y Suministros

Las reaccionas se realizan en piacas Coming de 98 reciplentes para
ELISA {Coming, CatAlogo # 25805-96).

El SUMO1 e8 un anticuerpo monocional ant-EGFR almacenado a -
20°C, en alicuotas de 1 mL y esta descrito en el Ejemplo 58.

La PBS (Gibco, Catdlogo # 450-1300EB) se compra en un proveedor
comercial o e haca de acuerdo a lo descrito en el Ejemplo 58.

€l buffer TBS se prepara como en el Ejemplo 56, y se agrega Triton
X-100 haeta un 0.1%

El buffer de bloqueo 3e prepara como en el Ejemplo 57.

El lisado de células de raton A431 se almacena a -8B0°C (ATCC, Catdlogo
#HB-9629).
TBS +10% DMSO se prepara como en sl Ejempio 56.

Se preparan una solucién madre 1.0 mM ATP y una solucion madre 1M
MnCl; como se describlé precedentemente.

Se prepara una mezcia de fosforliaclon de ATP/MnCly agregando 300
pL de 1.0 mM ATP y 500 pL de 1M MnCl; a 8.2 mL de dH20 y mezclando.

Diez mL de mezcla de fosforilacién es suficiente para aproximadamente 6
placas de ensayo. Nétese que la mezcla deberd estar fresca y mantenerse
sobre hislo iInmediatamente antes de usar, y que si bien el ATP preferido es
fresco a partir de solucién madre en polvo, tods solucidn madre de ATP
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restante puede ser congelada a -20°C en pequefias alicuntas para rer usadas
an un momento posterior.
Las placas de polipropilanc NUNC de 86 recipiantas con foando en forme

de V 8@ yaan para lan macrianas (Applied Scientific, Catdlogo # AS 72003). P

EDTA se prapara de acuerdo a lo descrito en el Ejemplin 56

E! suero anti-fosfotirosina policlonal de conejo se prepara como se
describié precedentamenta y es almacena a -80°C, en allcuotas de 1 mL.
Descongelar un frasco de 1 mL y dividlr en alfcuotas en volimenes maés
pequefios para almacenar & -80°C. E| antisuaro es estable durante varias
semanas cuando se descongeia y se almacena a 4°C. El conjugado de
peroxidasa de igQ de anticonejo (Biosource, Catilogo # ALIO404) es un
praducto comercial.

La solucion ABTS se prepara de acuerdo a [o descrito en sl Ejemplo 56.

(__I IIIII-S-Il—H i-l ;n;_é;n;a dA_l'nd..wm.u_ﬂﬂ%_ca.uu_pmduulu_wmeruall-]
(Fisher, Catdlogo # H325). Almacenar en lugar oscuro a 4'C hasta que estd
listo para usar.

ABTS/H204 se prepara como en el Ejemplo 56.

Tomar ABTE aproximadaments 60 minutos antes de usar y calentar a
temperatura ambisnte o calentar rdpidamente colocando el tubo en un bafo da
agua a 37°C. Agregar 3 pL H02 antes de usar.

02 M HCI como se describié precedentementes y aimacenar a
temperatura ambiente.

ro len

Recubrlr placas ELISA de 88 recipisntes Coming con 0.5 ug por

revipiarile wwi 8UMOLeu un yolumen de 100 ut. PBS durante toda la noche, 8 N

1

N\
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4°C. Eliminar & SUMOI no ligado de los recipientes Invirtiendo las placas para
sacar ol liquido. Lavar (a Ix con agua destilada llenando los reciplentes. Secar
suavemente |a placa con toallas de papel para eliminar sl liquido sobrante.

Agregar 150 pL de buffer da bloqueo a cada recipiente. Incubar durante
30 minutos a temperatura amblents, mientras se agita. Lavar la placa 3x con
agua deslonizada, luego una vez con TBST. Secar suavements la placa con
una toalla de papel para eliminar ef fiquido acbrante y ias burbujas.

Diluir el lisado en PBS (7 ug lisado/100 pl. PBS) y agregar 100 uL de
llsado diluido a cada recipients. Agitar a temperatura ambiente durante 60
minutos, Lavar ia Ix con agua destilada llenando los reciplentes. Sacar
suavemeants la placa con tosllas de papel para eliminar el liquido acbrante.

Agregar 120 pL TBST a una placa para ELISA que contenga EGFR
capturado.

Diluir drogas/extractos 1:10 (salvo espacificacién en contrario) en TBST
en placas de polipropilenc de 98 recipientes. (/.e., 10 uL compuesto + 80 pL
TBST). Agregar 13.5 L de drogas/extractos diluidos @ una placa para ELISA.
A loa recipientes de control (recipientes que no recibieron ninguna droga)
agregar 13.5 uL de TBST + 10% DMSO. Incubar durante 30 minutos mientras
5o agita a temperetura amblente.

Agregar 16 yl. de mezcia de fosforllacién directaments a todos los
recipientas excepto el reciplente de control negativo que no recibs ATP/MnCls,.

Aproximadamente 150 uL volumen final &n recipiente con una concentracién
final de 3 uM ATP/§ mM MnCl2 en recipiente. Incubar § minutos mientras se

agita. Nétese que este es un evento con tiempo medido. Es esencial que
ATPMNCI fosforile ai receptor durante apenas 5 minutos. Es mejor agragar el
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ATP/MnCla con una eatacidn de trabajo automatizada de 98 lugares de

minipipeta, luego 5 minutos mas tarde datener la reaccién con EDTA usando la
misma estacidn de trabasjo. Alternativamente, se puede realizar la adicion
usando un a minipipeta de 12 canales, una fila por vaz, dejando 20 segundos
entre cada flla de manera que ia reaccidn pueda datenerse con EDTA
exactamente 5 minutos més tarde (esto depsnde de ia cantidad de placas que
a8 eatén fosforilando en un iote). Agitar entre cada agregado.

Luego da 5 minutos, para detener la reaccion, agregar 16.5 ul de 200
mM EDTA pH 8.0 para 20 mM final en recipiente, agitando continuamente entre
cada agregado. Esto se hace usando la misma estaclén de trabajo pracadente
o bien al mismo método de medicién del tempe empleado con ia minipipeta de
12 canales. Luego de que s ha agregado el EDTA, agitar durante 1 minuto.
Lavar la 4x con agua desionizada, dos veces con TBST.

Agregar 100 uL por recipiente de antl-fosfotirosina (dilucién 1:3000 en
TBST). Incubar 30-45 minutos a temperatura ambiente, mientras se agita.
Lavar la Ix con agua destilada llenando los reciplentes. Secar suavemsnte la
placa con toallas de papsi para eliminar el liquido sobrante.

Agregar 100 pL por rooipients de cohjuyudv de peroxidasa igl
anticonejo de cabra de origen biolégica (dilucion 1:2000 en TBST). Incubar 30
minutos a temperatura ambiente, mientras se agita. Lavar la Ix con agua
destilada llenando los recipientes. Sacar suavemente la placa con toslias de
papel para eliminar e liquido sobrante..

Agregar 100 uL de ABTS/H202 sclucion a cada recipiente. Incubar 5 a
10 minutos mientras e¢ agita. Eliminar todas las burbujas. Si es necesario
detaner la reaccion con el agregado de 100 ul de 0.2M HCI por reciplente
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Leer el eneayo con un lector Dynatech MR7000 ELISA . Filtro de
Prueba: 410 nM; Flitro de Referencia: 830 nM. En el Ejemplo 568 precedents
se ofrece una plantila preferida pars la ublcacién de los controles en este
experimento.

5.01. JEMPL : cio CIN DE C 11
SELECCIONADOS

Usando métados como 108 descritos precedentamente, la capacidad de
ios compuastos selacclonados de la Invencion para inhibir la actividad de las
cinasas FIKGST, EGFR, PDGFR, cdk2SPA, y HER-2 se consigna a

continuacion.

ormula delbio FIKGST plo EGFR #Io PDGFR k2SPA ||-|ER-2 cinasa

[ |

Compuesto 1C50 (kM) [C50 (M)  ICs0 (WM)  ICs0 (M) Cs0 (UM)

3 D.06 D.51 >100 >10 D272

i P.33 0.008 >100 10 0.16

L 20 20 >100 1.16

Ie 3.1 .001 >100 0.13

7 3.24 D.16 5.96 D.04

B 15.93 0.06 16.39 2.62 0.1
16.48 .04 >100 .01

10 20 20 >100 100

11 »20 >20 8.14 0.01 100

12 0.78 0.004 100 .28

13 20 19.07 >100 100

14 >20 20 100 0.04 >100
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15 20 .02 >100 13
16 28 A b20 1.02
17 16.22 0.02 Ezo .1
18 .18 0.18 15.29 0.03
19 1.05 0.17 12.76
4 2.73 0.88 20
5 12 0.058 11.92
26 15,16 0.16 >20
7 3 0.15 20 0.684
28 Ia.o7 21 20 0.16
9 14.88 0.45 20
ﬁ) 13.87 0.77 20
1 19.42 0.21 20 0.37
2 13.5 7.14 p20 18,74
3 18.68 0.9 >20
34 14,73 >20 >20 >20
35 >20 0.4 >20 D.59
36 520 17.39 20 >20
37 11.99 0.24 20 1.07
18 .08 8
38 >20 0.004 20
o >20 Ja.z
'41 >20 54 »20
k; 13.17 0.43
3 13.09 88 20
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|;4 13.76 520

I;s B.61 0.05 20

l;s 7.41 0.0012

L'r 10.18 D.036 >20

l;a >20 >20

Le 17.25 7@0‘5 P20 1.8
|so B.46 P.377

L1 7.15 0.038 D.66
Ez 1.62 _p.oot1

|53 .68 <0156

L4 20 0.156

A partir de estos datos, es obvio que los compuestos preferidos de la
invencion son capaces de inhlbir las actividades de una variedad de distintas
cinasas, También as avidente qus los compuestos particulares pueden axhibir
una Inhibicién altamente selactiva. Por ejemplo, el compuesto de sal de
clomidrato 6 (l.e., é&cido 5-{4-(1-bencil-1H-indol-B-llamino)-8-ox0-8,7-dlhidro-
pirroi[2,3-d}pirimidin-5-ilidenmetil}-4-metil-1 H-pimol-2-carboxilico clorhidrato (2-
morpholin-4-il-etll}-amida) inhibe EGFR en concentraciones muy bajas, incluso
exhibe un efacto relativamente bajo aobre Ia aclividad de PDGFR.

6.62 EJEMPLO 62: FORMULACION ORAL

Las formas de doaificacion en cépsulas de gelatina que contienen
inhibidores de cinasa de |a invenciéon puaden prepararse usando o siguisntes
ingredientes:

Componente Cépsula de 5 mg ICépsula de 10 mg ICidpsula de 20 @g_l




128

o hoo boo
bo.o t-o.o k0.0

nhibidor de Cinasa

100.3 L‘r.a B2s8
elatinizado
roscammelosa 7.0 7.0 7.0
stearato de Magnallé 2 0.2 0.2

El Inhibidor de cinasa se tamiza y se mez2cla con los excipientes
enumerados. La mezcla &8 usa para lienar cépsulas de gelatina dura de dos
piezas de tamano convenlente usandc la maquinaria adecuada y métodos bien
conocidos en la técnica. Ver , e.g.. Remingion’s Phammaceutical Sciences,
Ediciones 16 o 18, cada una de ellas incorporada a |a presente en su totalidad
como referencia, Se puerden preparar oirno deais alteivado el peso gsi relieno
y si fuera necesario, cambiando el tamafo de la capsula para que |a misma se
adecus. Se puede formar cualquisra de las formulaciones estables
precedentes para cépsulas de gelatina dura que no sean de lactosa.

Las foomas de dosificacién de tabletas comprimidos de inhibidores de
cinasa @ pueden preparar usando los sigulentas ingredientss:

Components Cépsula de 5 mg [Capayla de 10 mg [CApsula de 20 mg |
Inhibidor de Cinasa .0 10.0 0.0

Celulosa .0 ro.o .0
microcristalina

txmidon me 00.3 rts rz.a
elatinizado
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roscarmelosa |7.0 7.0 %g
stearato de ma nosiulg.z 0.2 2

- El Inhibidor de cinasa se tamiza a través de un tamiz adecuado y se

>l

mezcla con los exciplentss no de lactosa hasta que se forma una mezcla
uniforme. La mezcla seca so rastrea y s8 mezcia con el estearato de
magnesio. La mezcla de polvo resultante luego se comprime en tabletas de la
forma y el tamafic deseados. Se pueden preparar tabletass de otras
Intensidades alterando a relacién del Ingradiente activo con el /los exciplenta(s)
o modificando el peao de la tableta.

‘Las realizaciones de la invencidn descritas pracedentemente tienen
como finalidad ser meramente ejemplos y los expertos en la técnica
reconoceran o serén capaces de obtener, con sélo emplear la experimentacion
de rnutina, gran cantidad de equivalentes de ios materialas y procedimisntos
eapecificos. Todos eaos aquivalentes se consideran dentro del aicance de Ia
invencién y estin comprendidos por las relvindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES
1. Un compuasto CARACTERIZADO PORQUE tlene la Férmula 1
Y
~
X Ry .
-
A L=
4 N 1]'
Ri
© una sal aceptable para uso farmacéutico, solvato, clatrato, 0 prodroga del
mismo, donde:
R4 es H o metilo;

cada unc de Rz y R3 es independientemente H, halégeno, (C4-
Ca)alquilo, o (C4-Ca)alcoxi; o R2 y R3 tomados juntos de un metilindeno
opcionaimente sustituido o un anillo de 3 a 7 miembrogs qus comprende
opcionaiments 0-3 heterodtomos;

R4 o8 H, maetilo, trifluorometilo, (C4-C4)alquilo, alcoxl, amido, amino, o
arilo opcionalmente sustituido;

X o8 un enlace quimico, etinllo, -O-, -S-, -§(0)-, -8(03)-, NR§C(0)-, 0 -
NRs-, donde Rg as H, metilo, o metileno sustituldo;

Y es un anillo mono o biciclico de 5 a 10 miembros, saturado, insaturado

o aromético que comprende 0-3 heterodtomos y opcionalmente sustituido; y
Z ea N o CRg, donde Rg es H, halégeno, nitro, clano, alcoxilo,

sulfonamida, amino, 0 amida.

2. El compuesto de la relvindicacién 1 CARACTERIZADO PORQUE
X es un anlace quimico, -O-, -S-, 0 -NRg-.

3. El compuesto de (8 reivindicacidn 1 CARACTERIZADO PORQUE

Y 88 selecciona entre al grupo que consiste en fenilo, indolllo, indolintio, 1H-

A
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indazolilo, 2,3-dihidro-1H-indazolilo, 1H-bencimidazolilo, 2,3-dihldro-1H-
bencimidazolilo, benzotriazolilo, piridllo, pirimidilo, 4-substituted piperazin-1-ie,
morfolino, piperidiniio, plrrofidin-1-llo, furanilo, tiofenilo, pirrolilo, pirazolilo,
imidazolilo, piridopirrolilo, piridazopierollio, pirimidoplrrolilo, plrazopimolilo,
piridofuranilo, y derivadoa del mismo.

4, El compuesto de la relvindicacién 1 CARACTERIZADO PORQUE
ZesNoCH.

5. El compuesio de Ia relvindicacién 1 CARACTERIZADO PORQUE
Rz y R3 son ambos H, halégeno, o metilo.

8.  El compuesto da Is reivindiracion 1 CARACTERIZADO RQRQULC
R2 Y R3 se toman |untos para formar un anillo seleccionado entre & grupo que
consisie en 1,3-dioxolanc, 1,3-dioxano, ciclopropilo, ciciobutilo, ¢lclopentilo. y
ciclohexilo.

7. El compuesto de la relvindicacién 1 CARACTERIZADO PORQUE
Rz y R3 se toman juntos para formar un metllindenc opcionalments sustituldo

gelaccionado entre aquelios de las fdmulas 1a-1n:
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@ .f{?am. fti}m gﬂm (8:
o o

S AP
e fd Sl
IQ Y

n @s un entero de 0-3;
cada R7 es Indaspendientemente H, sigulio, dcido carboxfiico, amina,

haldgeno, nitro, clano, X4, X2-(C-Cqlaiquil-Rg. X2-(C1-C4)alquenil-Rg, o X2-
(C1-C4)alquinil-Rg;
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X1 es -C(O)NRg-, -NRgC(0)-, -C(0)0-, C(O)R44, -OC(D)-, -O-, -NRg-, -
§-, -8(02), 0 -S(02)NRg-;

X2 es un enlace quimico, -C(O)NRg-, -NRgC(Q)-, -C(0)O-, C(O)R11, -
0OC(0)-, -O-, -NRg-, -&-, -5(02), 0 -5{(02)NRg-;

Rg se selecciona entre e grupo que consiste en hidrégeno,
dlaiquilamino, carboxilo, hidroxilo, alcoxi, sulfonamida, urea, carbamato, dial,
alquitsulfonllo, y R1g;

Rg es H o (C¢-C3)alquilo;

R1p es un hetercciclo saturado, insaturado, o aromético de 5§ ¢ 6
miembros opcionaimente sustituido que comprende de 1 a 4 heteroatomos; v

R44 es un anillo heterociclico saturado de 5 a & miembros
opcionaimente sustituido.

8 El compuesto de ia reivindicacion 7 CARACTERIZADO PORQUE
R7 88 X2(C1-C4)alquil-Ra. X2-(C1-Cg)alquenil-Rg, o X2-(C1-Cg4)alquinil-Rg, y
Rg se selecciona entre o grupo que consiste en alquilsulfonilo, alcoxi,
carboxilo, morfolino, 1-aiquil-piperazin4-ilo, pirrolidinilo, piperidinilo, piridilo,
imidazol, triazol, tetrazol, y tiazol.

8. El compuesto de la reivindicacion 1 donde R4 88 H, maetilo, o
trifluorometilo.

10.  El compuesto de [a relvindicacién 1 donde si Z es CH, Rq es CH3

o R 3 ¥ R2 no forma un metilindeno apcionalmente sustituido.

11. Un compuesto CARACTERIZADO PORQUE se selacciona del

grupo que consiste en:
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y sales aceptables para uso farmacéutico, solvatos, clatratos, y prodrogas del

mismo.
12.  Un método para preparar un gompuesta de la Fémula 2;
Yo / (R7)a
X
N
=
AL~
O NF N
Ry

o una sal aceptable para uso farmacéutico, eolvato, clatrato, o prodroga del

miameo, donde:
R1 es H o metilo;

R4 es H, metilo. trifluorometilo, (C1-C4)aiqullo, alcoxi, amido, amino, o
arilo opcionaiments sustituido;

X es un enlace quimico, etinilo, -O-, -8-, -8(0)-, -8(02)-, -NR5C(0)-, 0 -
NRg-, donde Rx es H, metilo, 0 metileno sustituido;

Y os un anillo de 5 a 10 miembros mono o biciclico, saturado,
insaturado, o aromético que comprende 0-3 hetsrodtomos y opclonalmente
sustituido; y

Z ea N o CRg. donde Rg es H, haldgeno, nitro, ciano, alcoxilo,
sulfonamida, amine, o amida;

n en un entero de 0-3,
cada R7 es independientemente H, alquilo, acido carboxilico, amina,

halégeno, nitro, ciane, X1, X2-(C-Cqlalquil-Rg, X2-(C1-Cq)alquenii-Rg, 0 X2-
(C1-C4)alquinil-Rg,

X4 e8 -C{O)NRg-, -NRgC(0)-, -C(0)O-, C(O)R11, -OC(O)-, -O-, -NRg-, -
8-, -5(09p), 0 -S(O2)NRg-;
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X2 es un enlace quimico, -C(O)NRg-, -NRgC(0O)-, -C(0)O-, C(O)R14, -
OC(O)-, -O-, -NRg-, -8&-, -§(02), 0 -S(02)NRg-;

Rg se selecciona entre eof grupo que consiste en hidrogeno,
dialquilamino, carboxilo, hydoxilo, alcoxi, sulfonamida, urea, carbamato, diot,
aiquilauifonlio, y Rqg:

Rg es H 0 (C1-C3)aiquilo;

R4p es un heterocicio saturado.insaturade, o aromdlico de 5 @ 6
miembros opcionalmente sustituido que comprende de 1 a 4 heteroitornos; y

R11 es un anillo heterociclico saturado de 5 o 6 miembres
opcionalmente sustitulde; CARACTERIZADO PORQUE comprende hacer
reaccionar un compueato de la férmula:

I (R1)n
N

-
o
ALy
R
donde L es dejar un grupo con un compuesto de la Férmula YXH bajo
condiciones suficientes para fo/mar un compuesto de la Férmula 2.
13.  El método de ia relvindicacién 12 CARACTERIZADO PORQUE L
se selacciona entre el grupo que consiste en Br, Cl, SCH3, y §(O)CH3.
14.  El método de la reivindicacldn 12 CARACTERIZADO PORQUE
la reaccion se lleva a caba en un solvente polar.
15. £l método de la reivindicacion 14 CARACTERIZADO PORQUE
& solvente polar se selecciona entre el grupo que consiste en aicoholes, DMF,
y DMSO.

A
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16.  El método de la reivindicacién 12 CARACTERIZADO PORQUE
la reaccion es catalizada por un catalizador seleccionado entra &i grupo que
consiste en AgOTY. Pd(Pha)g, y p-TsOH.

17. Un método para preparar un compuesto de la Férmula 2
CARACTERIZADO PORQUE que comprende hacer reaccionar un compuesto
de la formula:

kN

X

AL

R

con un compuesto de la férmula:
/i N

bajo condiciones suficlentas para formar un compuesto de la Férmula 2.

18. El método de la reivindicacidin 17 CARACTERIZADO RORQUE
ia reaccldn se lleva a caba en un solventa polar.

19.  El método de la reivindicacién 18 CARACTERIZADO PORQUE
ol solvento polar se aelecciona entre &l grupo que consligte en alcohoirs, DMF,
y DMSO.

20. El mélodo de la reivindicacién 17 CARACTERIZADO PORQUE
se cataliza con una base.

21, El método de Ia reivindicacién 20 CARACTERIZADDO PORQUE
la base se selecciona entre el grupo que conasiste en piridina y piperidina.
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22 Una composicion farmacéutica CARACTERIZADA PORQUE
comprande un compuesio de la Formula 1, o una sal aceptable para uso
farmacéutico, solvato, clatrato, o prodroga del mismo, y un vehiculo aceptable
pars uso farmacéutico.

23. Una composlcion farmacéutica CARACTERIZADA PORQUE
comprende un compuesto de la relvindicacion 11 y un excipients o vehiculo
aceptable para el uso farmacéutico,

24, La composicién farmagéutica dmr I relvindicacion 22
CARACTERIZADA PORQUE es adecuada para administracién orai,
transdérmica, topica, parenteral 0 mucosal.

25. Un método para regular, modular o Inhibir la actividad de la
proteina quinasa CARACTERIZADO PORQUE comprande poner en contacto
un compuesto de la Férmula 1, o una sal aceptable para uso farmacéutico o
soivato del mismao, con una protelna quinasa

26. El método de Is relvindicacién 25 CARACTERIZADO PORQUE
la proteina quinasa es una proteina tirosina quinasa.

27. El método de la reivindicacion 25 CARACTERIZADO PORQUE
la proteina quinasa se gelacclona entre ol grupo que consiete an ab1, ATK, ber-
ab1, Blk, Brk, Btk, c--fms, c-kit, c-met, c-src, COK1, COK2, CDK4, CDKS,
cRaf1, CSF1R, CSK, EGFR, ErbB2, ErbB3, ErbB4, ERK, Fak, fes, FGFR1,
FGFR2, FGFR3, FGFR4, FGFRS, Fgr, FLK-4, fit-1, Fps, Frk, Fyn, GSK, Gst-
Flk1, Hck, Her-2, Her-4, IGF-1R, INS-R, Jak, JNK, KDR, Lck, Lyn, MEK, p38,
PANHER, PDGFR, PLK, PKC, PYK2, Raf, Rho, ros, SRC, tieq, tleg, TRK,

ULe7, VEGFR, Yes. y Zap70.

Qb
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28. El método de ia relvindicacion 27 CARACTERIZADO PORQUE
la proteina quinasa se sglecciona entre el grups que consists en PANHER,
EGFR, Her-2, Her-4, POGFR, SRC, Lek, cdk2, p38, Raf, y Rho.

28. €l método de la reivindicacién 28 CARACTERIZADO PORQUE
la proteina quinasa se eelecciona entre el grupo que consiste en PANHER,
CDK2, PDGFR, p38, y Raf.

30. El método de la relvindicacion 25 CARACTERIZADO PORQUE
la proteina giinasa estd en un oultive calulu.

31. Ei método de la reivindicacion 25 CARACTERIZADO PORQUE
la proteina quinasa estd en un mamifero.

32. Un métado de tratar 0 prevenir una enfermedad de mamliferos
caracterizade por una actividad de la proteina quinasa no reguiada
CARACTERIZADO PORQUE comprends administrar a un mamifero que
necesite dicho tratatmiento o prevencién una cantidad efecliva para uso
tarapéutico o profildctico de un compuesto de ia Formula 1, o una sal aceptable
para uso farmacautico, solvato, clatrato, o0 prodroga dal mismo.

33. El método de la reivindicacidn 30 CARACTERIZADO PORQUE
la enfermedad caracterizada por actividad no regulada de la protelna quinasa
se selacciona entre el grupo que consiste an. trastornas prollferativos e los
vasos ganguineos; trastomos fibroticos; trastomos proliverativos de las céluias
mesangiales; trastornas metabdlicos; alergias; asma; trombosis; enfermadades
del sistema nervioso, y cancer.

34. Ei método de la reivindicacion 31 CARACTERIZADO PORQUE
la enfermedad caracterizada por actividad no regulada de la proteina quinasa
a8 céncer,
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35. E! método de la reivindicacién 32 CARACTERIZADO PORQUE
el cAncer se seleo.cdona entre @l grupo que consiste en céncer de mamas, de
estdmago. de ovarios, de colon, de puimén, de cerebro, de laringe, del sistéma
linfatico, del tracto genitourinario (incluyendo vejiga y prostata), de ovarios
géstrico, éseo, y pancredtico.
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4 STITUIDAS: Y §U (v14)
INHIBIDOR J

RESUMEN

7-aza-indolin-2-onas sustituidas en 4 y su uso como inhibidores de la
proieina miinasa. Las 7.axa indolin-2-onas aualiluidus en 4 especincas de la
presente tienen la Formula 1 '

Y .
by
X Ry R,
277 X
A °
4 N N

y sus sales aceptables para uso farmacéutico, solvatos, clatratos, y prodrogas
del mismo, donde R, Rz ., R3. Rq, X, Y. y Z 66 definan en ia memoria
descriptiva, La invencitén también se refiere a8 composiciones farmacéuticas y
formas de dosificacién que comprenden los compuastos de Formula 1 y con
métodos para su usc en el tratamiento y/o prevancion de enfermaedades tales

como, por ejemplo, el cancer.
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REQUISITOS MINIMOS PARA ADM i + Wt 00
fﬂ' M): ﬁ:ﬁﬂlﬂg’?’a@l GEGISTA ALl PRESERTRL

m.uu 2020 DIVISION 1€ BUEWS REACICSES

PATENTE DE INVENCION | ,1/ MODELO DE UTILIDAD | |

Indicacion de que se solcila ia concesion de una patente 4/
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solcitud

Descripoion de lainvencion - [,1/
Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobente de Pago de las tesas esteblecides [4/

Folies: 158°

-~ ® 0 0 0 ©
.

INCOMPLETA [ |

DISENO mousmw.[ 3

. ° ]ndlcmlbn de que ss soicita’el reglstm de Dlseﬁo Industrial [ 1]
I

e ‘Datos dardmﬂfm delsdicﬂameode la persona que presenta la soficitud. |
° Reptasenimn gralba y: fotogréfica del Disefio Industrial o muestra del

[

[

matenat que.incorporda el disefio . |
I

INCOMPLETA [ ]

ESQUEMA DETRAZADO []

° lndlcaxbn da. que'se saiclln el registro de un Esquema de trazado. 11
° Datosdeldetﬂrﬁcacmdelsqhqtaneode la persona que presenta la solicitud. | ]
e Representacion gréﬁca dal esquerme de frezado [-.]
° Compmbmtedepagodebstasasestabbcudas []

INCOMPLETA [ ]

Fecha: : Carrera 13 No. 27-08 Piso 5 y10
Conmutador- 334 12 21-2-94
Fax: 281 31 25 o-mail:info@sic.gov.co

Santa Fe de Bogota D.C. -Colombia __ _
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SUPERINTENDENCIA

2020
Bogoté, D.C.

Doctora
DILIA MARIA RODRIGUEZ D'ALEMAN

REFERENCIA: Radicacién No. 00-07184
Tramite 002
Evento 001
Actuacién 430
Oficio No. 0930
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la Decisién
486 de la Comisién de la Comunidad Andina, se le comunica que:

- Para efectos de entendimiento, y posterior digitallzacién de la solicitud e¢ importante que los documentos
aportados se encuentren totaiments legibles, por lo tanio se sugiere enviar un nuevo capltulo reivindicatorio
y descriptivo, ya que el presentado con la solicitud contiene defectos en las fdrmulas y los esquemas.

- Debe allegar el poder otorgado al abogado que aparece en la solicitud como apoderado, con el lleno de
los requisitos exigidos en el Cédigo de Procedimlento Civil. Adiclonalments, deberé presentar el documento
que acradita |a existencia y representacion legal de la sociedad solicitants.

- Debe allegar copia del documento en que consta la cesidn del derecho a |a patente otorgado por el inventor
al soliciiants o a su causante (art. 26-k,Dec 488/2000).

- Dsbe indicarse ol lugar de constitucion de la sociedad solicitants (Art. 27-c, D 486/00).

En cumplimiento del articulo 39 de la Decisién 488 de la Comisién de la Comunided Andina, se
le requiere para que dentro del trmino de dos (2) meses siguientes a la fecha de notificacién del
presents oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados. En caso de no dar
cumplimiento al presente requerimiento, la soliciud se consideraré abandonada y perdera su
prelaciéon. .

Notiflquese el presente oficiy conforme a lo dispuesto en el articulo 8 de la Resolucién
Reglamentaria No, 210 dél 15/4e enerc del 2001.

ALIX CARM CESPEDES DE VERGEL
Jefe de la Di¥isién de Nuevas Creaciones

A0 P
El anterig/fequerimiento fue notificado por fjacidn en lista de fecha AR, 200

Se recuerds sl inhwresado que dabe presentar, dentro de los diecisédis meses sigulentes contados a pariir dé la fecha de presantaciin
de la soliciud cuya priorkdad se invoca, copila de ia misma ceriificada por la surforidad que ks expidid v, en los casos en que haya lugar,
la traduccién simpie del capitulo reivindicatorio. El incumplimianto da dets plezo, acameand la pérdida de la prioridad Invocada.

2020271202022 Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5, 7y 10
Conmutador: 382 0840
Fax: 382 2695
E-mall: Info@slc.gov.co
Bogotd, D.C., Colombla



