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DESCRIPCION
Aminopirimidinas Utiles como inhibidores de cinasas.
Campo técnico de lainvencion

La presente invencion se refiere a compuestos Utiles como inhibidores de proteinas cinasas Aurora. La invencion
también se refiere a composiciones farmacéuticamente aceptables que comprenden los compuestos de la invencion,
que se pueden utilizar en el tratamiento de varios trastornos.

Antecedentes de lainvencion

Las proteinas Aurora son una familia Oa de tres serina/treonina-cinasas relacionadas (denominadas Aurora-A,-B y -
C) que son esenciales para el avance a través de la fase mitética del ciclo celular. Especificamente, Aurora-A
desempefia una funcién crucial en la maduracion y la segregacion del centrosoma, la formacion del huso mitético y
la segregacion fiable de cromosomas. Aurora-B es una proteina pasajera cromosémica que desempefia una funcion
central en la regulacion del alineamiento de cromosomas en la placa metafésica, el punto de verificacion del
ensamblaje del huso y para la ejecucion correcta de la citocinesis.

Se ha observado sobreexpresion de Aurora-A, -B o -C en varios canceres humanos que incluyen los
adenocarcinomas colorrectales, ovaricos, gastricos y ductales infiltrantes.

Varios estudios han demostrado que la reduccién o la inhibiciéon de Aurora-A o -B en lineas celulares de céancer
humano mediante ARNip, anticuerpos negativos dominantes o anticuerpos neutralizantes interrumpe el avance a
través de la mitosis con consecuente acumulacién de células con ADN 4N y, en algunos casos, esto va seguido de
la endorreduplicacion y la muerte celular.

El documento WO 2004/000833 describe pirimidinas sustituidas y derivados de pirimidina utiles como inhibidores de
cinasas Aurora y para su uso en el tratamiento de afecciones o enfermedades mediados por Aurora.

Las cinasas Aurora son dianas especialmente atractivas debido a su asociacion con numerosos canceres humanos
y las funciones que desempefian en la proliferacion de estas células cancerosas. Seria deseable disponer de un
inhibidor de cinasas Aurora con propiedades tipicas de farmacos favorables, tales como la capacidad para inhibir la
proliferacion celular. Por consiguiente, se necesitan compuestos que inhiban cinasas Aurora y también exhiban
propiedades tipicas de farmacos favorables.

Compendio de lainvencion

Esta invencion proporciona compuestos y composiciones farmacéuticamente aceptables de estos que son utiles
como inhibidores de proteinas cinasas Aurora. Estos compuestos son representados por la férmula I
RZ
H
= NH
=N

HN
H . H 5
N N R
T o'y
RY7SNT g ~
I

o0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables, donde las variables son como se definen en la presente.

Estos compuestos y sus composiciones farmacéuticamente aceptables son Utiles para inhibir cinasas in vitro, in vivo
y ex vivo. Tales usos incluyen tratar o prevenir trastornos mieloproliferativos y trastornos proliferativos tales como un
melanoma, mieloma, leucemia, linfoma, neuroblastoma y céncer. Otros usos incluyen el estudio de cinasas en
fendmenos bioldgicos y patoldgicos; el estudio de los sistemas de transduccion de sefiales intracelulares mediados
por tales cinasas; y la evaluacion comparativa de nuevos inhibidores de cinasas.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencidn proporciona un compuesto de férmula I:
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RZ
H
" “NH
=
HN
H
/)\ (@]
RY™ N S

I
0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables, donde: R? es ciclopropilo o alquilo Ci.3; R® es CH,CHs, CH.CF3,
CH,CH,CFs3,

= il D
§_<] , F o, CFs %5
o}
LV,
R es
J1
H C
J?A‘gc Y Cy
. N—;
N N—
HO % , Ho><> o F>C : ;

J' es Ho CHg;
J? es alquilo C1.4] y
Cy es cicloalquilo Cs.s.
En algunos aspectos de esta invencion, R® se selecciona entre CH;CFs, CHaCH2CFs,

%“<L,F ]

F o CF3 .

En otras realizaciones, R® se selecciona entre CH>CF3 0

1

CF3 .
En otras realizaciones adicionales, R® es CH,CFs.

En otros aspectos de esta invencion, R" es

En algunas realizaciones, R es

En algunas realizaciones, Cy es ciclopropilo.



ES 2533241 T3

En otros aspectos de esta invencion, R? es metilo.

Un aspecto proporciona un compuesto seleccionado de la Tabla 1 (o una de sus sales farmacéuticamente
aceptables):
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I-19 I-20

1-21

A efectos de esta invencion, los elementos quimicos se identifican de acuerdo con la Tabla periddica de los
elementos, version CAS, “Handbook of Chemistry and Physics”, 75.% ed. Ademas, los principios generales de
guimica organica se describen en textos con los que estaran familiarizados los expertos en la técnica que incluyen,
por ejemplo, "Organic Chemistry", Thomas Sorrell, University Science Books, Sausalito: 1999 y "March's Advanced
Organic Chemistry", 5.% ed., Ed.: Smith, M.B. y March, J., John Wiley & Sons, Nueva York: 2001.

Un rango de &tomos especificado, tal como se describe en la presente, incluye cualquier nimero entero
comprendido en tal rango. Por ejemplo, un grupo que contenga 1-4 atomos podria tener 1, 2, 3 0 4 4&tomos.

Los compuestos de la invencion, tal como se describen en la presente, pueden estar opcionalmente sustituidos con
uno o mas sustituyentes como los que se han ilustrado de forma general anteriormente o como los representados
por clases, subclases y especies particulares de la invencion. Se apreciara que la frase "opcionalmente sustituido" y
la frase "sustituido o no sustituido" se emplean de forma indistinta. En general, el término "sustituido", ya sea
precedido o no por el término "opcionalmente", se refiere al reemplazo de radicales de hidrégeno en una estructura
determinada por el radical de un sustituyente especificado. A menos que se indique lo contrario, un grupo
opcionalmente sustituido puede tener un sustituyente en cada posicidn sustituible del grupo y, cuando se pueda
sustituir mas de una posicion en una estructura determinada con mas de un sustituyente seleccionado de un grupo
especificado, el sustituyente puede ser el mismo o diferente en cada posicion. Las combinaciones de sustituyentes
previstas por esta invencion son preferentemente aquellas que dan lugar a la formacion de compuestos estables o
guimicamente viables.

El término "estable", tal como se utiliza en la presente, se refiere a compuestos que no se alteran sustancialmente
cuando se someten a condiciones adecuadas para su produccién, deteccion y preferentemente su recuperacion,
purificaciéon y uso para uno o méas de los fines descritos en la presente. En algunas realizaciones, un compuesto
estable o un compuesto quimicamente viable es aquel que no se altera sustancialmente cuando se mantiene a una
temperatura menor o igual a 40 °C, en ausencia de humedad o en otras condiciones reactivas desde un punto de
vista quimico, durante al menos una semana.

El término "alquilo”, tal como se utiliza en la presente, se refiere a un hidrocarburo de cadena lineal, ramificada o no
ramificada, que estd completamente saturado y que tiene un Unico punto de unién con el resto de la molécula. Los
ejemplos especificos de grupos alquilo incluyen, sin caracter limitante, metilo, etilo, isopropilo, n-propilo y sec-butilo.

El término "cicloalquilo" se refiere a un hidrocarburo monociclico que esta completamente saturado y que tiene un
Unico punto de union con el resto de la molécula. Los grupos cicloalquilo adecuados incluyen, sin caracter limitante,
ciclopropilo, ciclobutilo y ciclopentilo.
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El término "insaturado”, tal como se utiliza en la presente, quiere decir que un resto tiene una o mas unidades de
insaturacion.

El término "haloalquilo” se refiere a un alquilo sustituido con uno o mas atomos halégenos. Este término incluye
grupos alquilo perfluorados tales como CFs.

El término "halégeno” quiere decir F, Cl, Bro I.

El término "grupo protector”, tal como se utiliza en la presente, se refiere a un agente utilizado para bloquear
temporalmente uno o0 mas sitios reactivos deseados en un compuesto multifuncional. En ciertas realizaciones, un
grupo protector tiene una o mas de las siguientes caracteristicas, o preferentemente todas ellas: a) reacciona
selectivamente con un buen rendimiento para proporcionar un sustrato protegido que es estable frente a las
reacciones que tienen lugar en uno o mas de los demas sitios reactivos; y b) se puede eliminar selectivamente con
un buen rendimiento utilizando reactivos que no atacan al grupo funcional regenerado. En el libro de Greene, TW.,
Wuts, P. G titulado "Protective Groups in Organic Synthesis", tercera edicion, John Wiley & Sons, Nueva York: 1999
y en otras ediciones de este libro se describen detalladamente grupos protectores ilustrativos. La expresion "grupo
protector de nitrégeno”, tal como se utiliza en la presente, se refiere a agentes utilizados para bloquear
temporalmente uno 0 mas sitios reactivos correspondientes a nitrégeno deseados en un compuesto multifuncional.
Los grupos protectores de nitrégeno preferidos también poseen las caracteristicas indicadas anteriormente y
también se describen ciertos grupos protectores de nitrogeno ilustrativos en el capitulo 7 del libro de Greene, TW.,
Wouts, P. G titulado "Protective Groups in Organic Synthesis", tercera edicién, John Wiley & Sons, Nueva York: 1999.

A menos que se indique lo contrario, también se pretende que las estructuras representadas en la presente incluyan
todas las formas isoméricas (p. €j., enantioméricas, diastereoméricas y geométricas (0 conformacionales)) de la
estructura; por ejemplo, las configuraciones R y S para cada centro asimétrico, los isémeros de doble enlace (Z) y
(E), y los isdbmeros conformacionales (Z) y (E). Por ello, tanto los isomeros estereoquimicos Gnicos como las mezclas
enantioméricas, diastereoméricas y geométricas (o conformacionales) de los presentes compuestos quedan
incluidos dentro del alcance de la invencion.

A menos que se indique lo contrario, todas las formas tautoméricas de los compuestos de la invencion quedan
incluidas dentro del alcance de la invencion. Como sobreentendera un experto, un grupo pirazol se puede
representar de varias formas. Por ejemplo, una estructura dibujada como

—
_ NH
w N
representa otros tautdmeros posibles, tales como
X
| N
St
Asimismo, una estructura dibujada como
H
N’N

s

también representa otros tautomeros posibles, tales como

Az
I

A menos que se indique lo contrario, un sustituyente puede girar libremente en torno a cualesquiera enlaces
rotables. Por ejemplo, un sustituyente dibujado como

T
 NH
N

7

también representa
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Asimismo, un sustituyente dibujado como

también representa

~N
HN-N,
~

g

Los compuestos de esta invencién se pueden preparar teniendo en cuenta la memoria descriptiva mediante pasos
con los que estaran familiarizados los expertos en la técnica. Estos compuestos se pueden analizar mediante
métodos conocidos que incluyen, sin caracter limitante, LCMS (cromatografia de liquidos combinada con
espectrometria de masas) y RMN (resonancia magnética nuclear). Se sobreentendera que las condiciones
especificas que se indican a continuacién son Unicamente ejemplos y que no se pretende que limiten el alcance de
las condiciones que se pueden utilizar para sintetizar los compuestos de esta invencién. En cambio, esta invencion
también incluye condiciones que seran evidentes para los expertos en la técnica en vista de esta memoria
descriptiva a la hora de sintetizar los compuestos de la invencién. A menos que se indique lo contrario, todas las
variables en los siguientes esquemas son como se definen en la presente.

Se emplean las siguientes abreviaturas:
DIPEA es diisopropiletilamina
DMF es dimetilformamida
n-BuOH es n-butanol
t-BuOH es tert-butanol
EtOH es etanol
MeOH es metanol
EtOAcC es acetato de etilo
TFA es acido trifluoroacético
DMSO es sulféxido de dimetilo
tr €s tiempo de retencion
DCM es diclorometano
MeCN es acetonitrilo
THF es tetrahidrofurano
TBTU es tetrafluoroborato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio

HPLC es cromatografia de liquidos de alta resolucion
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LCMS es cromatografia de liquidos combinada con espectrometria de masas

"H RMN es resonancia magnética nuclear

Esquema general

Cl el
Rfo HZNH o HN'HEt oxidacioén o HN’Hm
A~ xl)*n R xf\
CTNTs B
Cl! NJ\S" ASO;Me
NH HQR'
[-_.]JJ base. disolvente
06
rn et i Het
1z Rx \ .
Método A e R"fw Método B
[_ﬁ NS Cl N’)\Q‘R1
Jos
oxidacion lIJ\IH
Jos
HHet HQR' et
— Rx
f )\0 ILN
- base. disolvente N N/)\Q'R1
14
Joa Vo

El
esquema general anterior muestra algunos métodos para sintetizar compuestos de esta invencion.
Esquemal
H N
N._RS5 HzN “N HN-N
Ci r N/ S R?
Y N o] Sl " - =
Ho > HS . 5 ? HN
N . HOA N.__R H R 12 H .
o | N hig H gy > N R
CIANASD;\CH‘ . //J\ o} base, disolvente | | \HI
) Ci N S calor =~ = O
c” N s
1 2 3
N--N
. RE
HN
R N
Rﬁ
- H N o Y
base. disolvente )\ a
calor N

JJ 4

El Esquema | anterior muestra una ruta general para sintetizar compuestos de férmula 4 (en el Esquema 1), donde JJ
corresponde a las sustituciones en la azetidina tal como se describen en la presente y donde R? y R” son como se
definen en la presente. La pirimidina diclorada de férmula 1 se combina con HQ- R! para formar un compuesto de
10 férmula 2. En algunas realizaciones, los dos compuestos se calientan en presencia de un disolvente adecuado (p.
ej., t-BuOH) durante 16 horas. En otras realizaciones, los dos compuestos se mezclan a 0 °C en presencia de
acetonitrilo y trietilamina durante 1 hora. El compuesto de férmula 2 se calienta posteriormente en presencia de un
disolvente adecuado (p. ej., DMF) y una base adecuada (p. €j., DIPEA/Nal) con un aminopirazol opcionalmente

10
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sustituido para formar un compuesto de férmula 3, que se calienta en presencia de un derivado de azetidina en
presencia de un disolvente adecuado (p. €j., n-BuOH) para formar un compuesto de férmula 4.

Esquema II
~N
o x

HN )L HN

A L il
[TNTON s&_}—wz 2) NaOMe SN N*S-—@—NH
- ‘ MeOH -
JJ ‘ :

5 : 6

El Esquema Il anterior muestra una ruta general para sintetizar compuestos de formula 6 (en el Esquema Il), donde

5 JJ corresponde a las sustituciones en la azetidina tal como se describen en la presente y donde R? y R® son como se

definen en la presente. El compuesto de férmula 5 se combina con un cloruro de acilo adecuado (en el que X" es Cl)

en presencia de piridina para formar un compuesto intermedio que, al mezclarlo en presencia de metoxido de sodio

y metanol, forma un compuesto de férmula 6. En algunas realizaciones, X" puede ser OH, en cuyo caso se utiliza un

reactivo de acoplamiento de acido adecuado para acoplar el acido con la amina. Los ejemplos de reactivos de

10 acoplamiento de &cido adecuados incluyen, sin caracter limitante, EDC, DCI y HOBT. Los disolventes adecuados
para estas reacciones de acoplamiento incluyen, sin caracter limitante, THF, CH,Cl; y dioxano.

Los siguientes esquemas describen métodos para sintetizar varios tipos de azetidinas. Estas azetidinas se pueden
utilizar para formar compuestos de esta invencion de acuerdo con los métodos descritos en la presente.

Esquema A

Ph Ph
N)\Ph i-PrOH, KOH N)\_Ph PA(OH),, EIOH, H,

MsO 60 °C o HO ¥
) 3

NH

7 8 : 9

15 El Eﬁqyema A anterior muestra una ruta general para la sintesis de azetidinas sustituidas con OH en las que JJ es -
CHJ"J” 0 Cy.

11
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Esquema B

D—MgBr

. rlt piridina-triéxido de azufre a -78°C N
(-. \> DMSO & HCl/éter Hel
Et,N /
a8
10 " 12
deoxofluor F ' : F
DCM. -78 °C N H,, Pd:.C
2: T HN
Q Hel EtOH.TA HCI
g 80 psi
13 14

El Esquema B representa una ruta general para la sintesis de azetidinas sustituidas con ciclopropilo y fluoro. El
compuesto 10 se oxida en condiciones adecuadas para formar el compuesto 11, que, en condiciones de Grignard
adecuadas, se combina con ciclopropil-MgBr para formar la azetidina sustituida con ciclopropilo 12. El compuesto 12
se fluora posteriormente en condiciones de fluoracion adecuadas para formar 13, que se hidrogena en condiciones
de Pd/C para formar la azetidina libre desprotegida 14.

Por consiguiente, esta invencion se refiere a procesos para preparar los compuestos de esta invencion.

En la técnica se dispone de métodos para evaluar la actividad de los compuestos de esta invencion (p. €j., ensayos
de cinasas) y estos también se describen en los ejemplos expuestos.

La actividad de los compuestos como inhibidores de proteinas cinasas se puede evaluar in vitro, in vivo o en una
linea celular. Los ensayos in vitro incluyen ensayos que determinan la inhibicion de la actividad cinasa o la actividad
ATPasa de la cinasa activada. En cambio, los ensayos in vitro cuantifican la capacidad del inhibidor para unirse a la
proteina cinasa y esta se puede medir marcando radioactivamente el inhibidor antes de la union, aislando el
complejo de inhibidor/cinasa y determinando la cantidad de radiomarcador unido, o realizando un experimento
competitivo en el que los nuevos inhibidores se incuban con la cinasa unida a radioligandos conocidos.

Otro aspecto de la invencion se refiere a la inhibicion de la actividad cinasa en una muestra biolégica, este método
comprende poner en contacto dicha muestra bioldégica con un compuesto de formula | o una composicién que
comprende dicho compuesto. La expresion "muestra bioldgica”, tal como se utiliza en la presente, se refiere a una
muestra in vitro 0 ex vivo que incluye, sin caracter limitante, los cultivos celulares o extractos de estos; el material de
una biopsia obtenido de un mamifero o extractos de este; y sangre, saliva, orina, heces, semen, lagrimas u otros
fluidos corporales, o0 extractos de estos.

La inhibicién de la actividad cinasa en una muestra bioldgica es util para diversos fines con los que estara
familiarizado un experto en la técnica. Los ejemplos de tales fines incluyen, sin caracter limitante, una transfusion
sanguinea, trasplante de érganos, almacenamiento de especimenes biol6gicos y ensayos biol6gicos.

La inhibicion de la actividad cinasa en una muestra biolégica también es util para el estudio de cinasas en
fenémenos biolégicos y patoldgicos; el estudio de los sistemas de transduccion de sefiales intracelulares mediados
por dichas cinasas; y la valoracién comparativa de nuevos inhibidores de cinasas.

Los inhibidores de proteinas cinasas Aurora 0 sus sales farmacéuticas se pueden formular en composiciones
farmacéuticas para su administracion a animales o seres humanos. Estas composiciones farmacéuticas, que
comprenden una cantidad de un inhibidor de proteinas Aurora efectiva para tratar o prevenir una afeccion mediada
por Aurora y un portador farmacéuticamente aceptable, constituyen otra realizacion de la presente invencion.

La expresion "afeccion mediada por Aurora” o "enfermedad mediada por Aurora”, tal como se utiliza en la presente,
se refiere a toda enfermedad u otra afeccion perjudicial en la que se sabe que Aurora (Aurora A, Aurora B y Aurora

12
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C) interviene. Tales afecciones incluyen, sin caracter limitante, el cancer, trastornos proliferativos y trastornos
mieloproliferativos.

Los ejemplos de trastornos mieloproliferativos incluyen, sin caracter limitante, policitemia vera, trombocitemia,
metaplasia mieloide con mielofibrosis, leucemia mielégena crénica (LMC), leucemia mielomonocitica cronica,
sindrome hipereosinofilico, leucemia mielomonocitica juvenil y mastocitosis sistémica.

El término "cancer" también incluye, sin caracter limitante, los siguientes canceres: carcinomas epidermoides
bucales: de la cavidad bucal, labios, lengua, boca, faringe; tumores cardiacos: sarcoma (angiosarcoma,
fibrosarcoma, rabdomiosarcoma, liposarcoma), mixoma, rabdomioma, fibroma, lipoma y teratoma; carcinomas
broncopulmonares: carcinoma broncogénico (escamocelular o epidermoide, microcitico indiferenciado, de células
grandes indiferenciadas, adenocarcinoma), carcinoma alveolar (bronquioalveolar), adenoma bronquial, sarcoma,
linfoma, hamartoma condromatoso, mesotelioma; canceres gastrointestinales: de eso6fago (carcinoma
escamocelular, de laringe, adenocarcinoma, leiomiosarcoma, linfoma), estémago (carcinoma, linfoma,
leiomiosarcoma), pancreas (adenocarcinoma ductal, insulinoma, glucagonoma, gastrinoma, tumores carcinoides,
vipoma), intestino delgado (adenocarcinoma, linfoma, tumores carcinoides, sarcoma de Karposi, leiomioma,
hemangioma, lipoma, neurofiboroma, fibroma), intestino grueso (adenocarcinoma, adenoma cubular, adenoma
velloso, hamartoma, leiomioma), colon, colon-recto, colorrectal, recto; del sistema genitourinario: rifion
(adenocarcinoma, tumor de Wilm [nefroblastoma], linfoma, leucemia), vejiga y uretra (carcinoma escamocelular,
carcinoma de células de transicién, adenocarcinoma), prostata (adenocarcinoma, sarcoma), testiculos (seminoma,
teratoma, carcinoma embrionario, teratocarcinoma, coriocarcinoma, sarcoma, carcinoma de células intersticiales,
fiboroma, fibroadenoma, tumores adenomatoides, lipoma); de higado: hepatoma (carcinoma hepatocelular),
colangiocarcinoma, hepatoblastoma, angiosarcoma, adenoma hepatocelular, hemangioma, vias biliares; de huesos:
sarcoma osteogénico (osteosarcoma), fibrosarcoma, histiocitoma fibroso maligno, condrosarcoma, sarcoma de
Ewing, linfoma maligno (sarcoma de células reticulares), mieloma mditiple, tumor de células gigantes maligno,
cordoma, osteocronfroma (exostosis osteocartilaginosa), condroma benigno, condroblastoma, condromixofibroma,
osteoma osteoide y tumores de células gigantes; del sistema nervioso: craneo (osteoma, hemangioma, granuloma,
xantoma, osteitis deformante), meninges (meningioma, meningiosarcoma, gliomatosis), cerebro (astrocitoma,
meduloblastoma, glioma, ependimoma, germinoma

[pinealoma], glioblastoma multiforme, oligodendroglioma, schwannoma, retinoblastoma, tumores congénitos),
neurofibroma de la médula espinal, meningioma, glioma, sarcoma); ginecoldgicos: de Gtero (carcinoma endometrial),
cuello uterino (carcinoma cervical, displasia cervical pretumoral), ovarios (carcinoma ovarico [cistadenocarcinoma
seroso, cistadenocarcinoma mucinoso, carcinoma no clasificado], tumores de células de la granulosa-teca, tumores
de células de Sertoli-Leydig, disgerminoma, teratoma maligno), vulva (carcinoma escamocelular, carcinoma
intraepitelial, adenocarcinoma, fibrosarcoma, melanoma), vagina (carcinoma de células claras, carcinoma
escamocelular, sarcoma botrioide (rabdomiosarcoma embrionario), trompas de Falopio (carcinoma), mama;
hematoldgicos: sangre (leucemia mieloide [aguda y cronica], leucemia linfoblastica aguda, leucemia linfocitica
cronica, enfermedades mieloproliferativas, mieloma multiple, sindrome mielodisplasico), enfermedad de Hodgkin,
linfoma no hodgkiniano [linfoma maligno], tricoleucemia; trastornos linfoides; cutaneos: melanoma maligno,
carcinoma basocelular, carcinoma escamocelular, sarcoma de Karposi, queratoacantoma, nevo displasico, lipoma,
angioma, dermatofibroma, queloides, psoriasis, de la glandula tiroides: carcinoma tiroideo papilar, carcinoma tiroideo
folicular; carcinoma tiroideo medular, cancer tiroideo indiferenciado, neoplasia endocrina mudltiple del tipo 2A,
neoplasia endocrina mdltiple del tipo 2B, cancer tiroideo medular familiar, feocromocitoma, paraganglioma; y de las
glandulas suprarrenales: neuroblastoma. Por tanto, la expresiéon "célula cancerosa”, tal como se contempla en la
presente, incluye una célula afectada por una de las afecciones indicadas anteriormente. En algunas realizaciones,
el cancer se selecciona entre el cancer colorrectal, tiroideo o de mama.

En algunas realizaciones, los compuestos de esta invencién son Utiles para tratar el cancer, tal como el cancer
colorrectal, tiroideo, de mama y broncopulmonar; y trastornos mieloproliferativos, tales como la policitemia vera,
trombocitemia, metaplasia mieloide con mielofibrosis, leucemia mielégena crénica, leucemia mielomonocitica
cronica, sindrome hipereosinofilico, leucemia mielomonaocitica juvenil y mastocitosis sistémica.

En algunas realizaciones, los compuestos de esta invencion son Utiles para tratar trastornos hematopoyéticos, en
particular, la leucemia mielégena aguda (LMA), leucemia mielégena cronica (LMC), leucemia promielocitica aguda
(LPA) y leucemia linfocitica aguda (LLA).

Ademas de los compuestos de esta invencién, se pueden emplear derivados o profarmacos farmacéuticamente
aceptables de los compuestos de esta invencién en composiciones para tratar o prevenir los trastornos identificados
anteriormente.

Los compuestos de esta invencién pueden existir en forma libre para el tratamiento, o cuando proceda, como una sal
farmacéuticamente aceptable.
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La expresion "sal farmacéuticamente aceptable”, tal como se utiliza en la presente, se refiere a sales de un
compuesto que son, dentro del marco de un juicio médico razonable, adecuadas para su uso en contacto con los
tejidos de los seres humanos y animales inferiores sin dar lugar a toxicidad, irritacion, respuesta alérgica o una
reaccion similar excesiva, y se ajustan a una relacion beneficio/riesgo razonable.

La sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos de esta invencion incluyen aquellas derivadas de bases
y acidos organicos e inorganicos adecuados. Estas sales se pueden preparar in situ durante el aislamiento final y la
purificacién de los compuestos. Las sales de adicién de acidos se pueden preparar 1) haciendo reaccionar el
compuesto purificado en su forma de base libre con un acido organico o inorganico adecuado y 2) aislando la sal
formada de este modo.

Los ejemplos de sales de adiciéon de acidos adecuadas incluyen acetato, adipato, alginato, aspartato, benzoato,
bencenosulfonato, bisulfato, butirato, citrato, camforato, camforsulfonato, ciclopentanopropionato, digluconato,
dodecilsulfato, etanosulfonato, formiato, fumarato, glucoheptanoato, glicerofosfato, glicolato, hemisulfato,
heptanoato, hexanoato, clorhidrato, bromhidrato, yodhidrato, 2-hidroxietanosulfonato, lactato, maleato, malonato,
metanosulfonato, 2-naftalenosulfonato, nicotinato, nitrato, oxalato, palmoato, pectinato, persulfato, 3-fenilpropionato,
fosfato, picrato, pivalato, propionato, salicilato, succinato, sulfato, tartrato, tiocianato, tosilato y undecanoato. Otros
acidos, tales como el oxalico, aunque no son farmacéuticamente aceptables de por si, se pueden emplear en la
preparacion de sales Utiles como intermedios para obtener los compuestos de la invencion y sus sales de adicion de
acidos farmacéuticamente aceptables.

Las sales de adicion de bases se pueden preparar 1) haciendo reaccionar el compuesto purificado en su forma acida
con una base organica o inorganica adecuada y 2) aislando la sal formada de este modo.

La sales derivadas de bases adecuadas incluyen las sales de metales alcalinos (p. €j., sodio y potasio), metales
alcalinotérreos

(p. ej., magnesio), amonio y N*(alquilo C1.4)s. Esta invencién también contempla la cuaternizacion de cualesquiera
grupos que contengan nitrogeno basico de los compuestos descritos en la presente. Mediante dicha cuaternizacion
se pueden obtener productos solubles o dispersables en agua o aceite.

La sales de adicion de bases también incluyen las sales de metales alcalinos o alcalinotérreos. Las sales de metales
alcalinos o alcalinotérreos representativas incluyen sales de sodio, litio, potasio, calcio, magnesio y similares. Otras
sales farmacéuticamente aceptables incluyen, cuando proceda, sales de cationes de amonio atdxicos, amonio
cuaternario y aminicos formadas utilizando contraiones tales como haluro, hidroxido, carboxilato, sulfato, fosfato,
nitrato, sulfonato de alquilo inferior y sulfonato de arilo. Otros &cidos y bases, aunque no sean farmacéuticamente
aceptables de por si, se pueden emplear para preparar sales utiles como intermedios en la obtenciéon de los
compuestos de la invencion y sus sales de adicion de acidos o bases farmacéuticamente aceptables.

Los portadores farmacéuticamente aceptables que se pueden utilizar en estas composiciones farmacéuticas
incluyen, sin caracter limitante, intercambiadores de iones, alimina, estearato de aluminio, lecitina, proteinas
séricas, tales como la albumina sérica humana, sustancias tamponantes tales como fosfatos, glicina, acido sorbico,
sorbato de potasio, mezclas de glicéridos parciales de acidos grasos vegetales saturados, agua, sales o electrolitos,
tales como sulfato de protamina, hidrogenofosfato disédico, hidrogenofosfato potasico, cloruro sddico, sales de zinc,
silice coloidal, trisilicato de magnesio, polivinilpirrolidona, sustancias basadas en celulosa, polietilenglicol,
carboximetilcelulosa sédica, poliacrilatos, ceras, polimeros en blogue de polietileno-polioxipropileno, polietilenglicol y
lanolina.

Las composiciones de la presente invenciéon se pueden administrar por via oral, parenteral, mediante un espray de
inhalacion, por via tépica, rectal, nasal, bucal, vaginal o mediante un reservorio implantado. El término "parenteral”,
tal como se utliza en la presente, incluye las técnicas de infusion o inyeccion subcutanea, intravenosa,
intramuscular, intraarticular, intrasinovial, intraesternal, intratecal, intraperitoneal, intrahepatica, intralesional e
intracraneal.

Las formas inyectables estériles de las composiciones de esta invencidn pueden ser suspensiones acuosas u
oleaginosas. Estas suspensiones se pueden formular mediante técnicas conocidas en la técnica utilizando agentes
dispersantes o humectantes y agentes de suspension adecuados. El preparado inyectable estéril también puede ser
una solucién o una suspension inyectable estéril en un disolvente o diluyente parenteralmente aceptable atoxico, por
ejemplo, como una solucion en 1,3-butanodiol. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que se pueden emplear
se encuentra el agua, solucion de Ringer y solucién de cloruro sédico isotonica. Ademas, habitualmente se emplean
aceites fijos estériles como disolvente o medio de suspension. Con este fin, se puede emplear un aceite fijo suave
que incluya mono- o diglicéridos sintéticos. Los acidos grasos tales como el acido oleico y sus derivados glicéridos
son Utiles en la preparacién de composiciones inyectables, ya que son aceites farmacéuticamente aceptables
naturales, tales como el aceite de oliva o aceite de ricino, en especial en sus versiones polioxietiladas. Estas
soluciones o0 suspensiones de aceite también pueden contener un alcohol de cadena larga como diluyente o
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dispersante, tal como la carboximetilcelulosa o0 agentes dispersantes similares que se utilizan habitualmente en la
formulacion de formas farmacéuticas farmacéuticamente aceptables, incluidas emulsiones y suspensiones. También
se pueden utilizar otros surfactantes utilizados habitualmente, tales como Tween, Span, y otros agentes
emulsionantes o potenciadores de la biodisponibilidad que se utilizan habitualmente en la elaboracion de formas
farmacéuticas sélidas, liquidas o de otro tipo farmacéuticamente aceptables a efectos de su formulacion.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencion se pueden administrar por via oral en cualquier forma
farmacéutica oralmente aceptable que incluye, sin caracter limitante, capsulas, comprimidos, suspensiones o0
soluciones acuosas. En el caso de los comprimidos de uso oral, los portadores de uso habitual pueden incluir
lactosa y almidon de maiz. También se pueden afadir agentes lubricantes tales como el estearato de magnesio.
Para la administracion oral en forma de capsulas, los diluyentes Gtiles pueden incluir lactosa y almidén de maiz seco.
Cuando se requieren suspensiones acuosas para el uso oral, el principio activo se puede combinar con agentes
emulsionantes o de suspension. Si se desea, también se pueden afiadir ciertos agentes edulcorantes, saborizantes
o colorantes.

Como alternativa, las composiciones farmacéuticas de esta invencion se pueden administrar en forma de
supositorios para la administracion rectal. Estos se pueden preparar mezclando el agente con un excipiente no
irritante adecuado que sea sdlido a temperatura ambiente pero liquido a la temperatura rectal y que, por lo tanto, se
derretird en el recto para liberar el farmaco. Tales materiales pueden incluir manteca de cacao, cera de abejas y
polietilenglicoles.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencion también se pueden administrar por via topica, especialmente
cuando la diana del tratamiento incluya zonas u drganos a los que se puede acceder facilmente mediante la
aplicacion topica, entre estas dianas se encuentran las enfermedades de los ojos, la piel o el tubo digestivo bajo. Se
pueden preparar formulaciones tépicas adecuadas para cada una de estas zonas u 6rganos.

La aplicacion topica en el tubo digestivo bajo se puede conseguir mediante una formulacién en forma de supositorio
rectal (véase mas arriba) o en una formulacién en forma de enema adecuada. También se pueden utilizar parches
transdérmicos tépicos.

Para las aplicaciones tdpicas, las composiciones farmacéuticas se pueden formular en una pomada adecuada que
contenga el componente activo suspendido o disuelto en uno o méas portadores. Los portadores para la
administracion tépica de los compuestos de esta invencion pueden incluir, sin caracter limitante, aceite mineral,
petrolato liquido, petrolato blanco, propilenglicol, un compuesto polioxietilénico, polioxipropilénico, cera emulsionante
y agua. Como alternativa, las composiciones farmacéuticas se pueden formular en una lociéon o crema adecuada
que contenga los componentes activos suspendidos o disueltos en uno o mas portadores farmacéuticamente
aceptables. Los portadores aceptables pueden incluir, sin caracter limitante, aceite mineral, monoestearato de
sorbitan, polisorbato 60, cera de ésteres cetilicos, alcohol cetearilico, 2-octildodecanol, alcohol bencilico y agua.

Para el uso oftalmico, las composiciones farmacéuticas se pueden formular como suspensiones micronizadas en
solucién salina estéril con pH regulado isoténica o como soluciones en solucion salina estéril con pH regulado
isotonica, ya sea con o sin un conservante tal como cloruro de benzalconio. Como alternativa, para los usos
oftdlmicos, las composiciones farmacéuticas se pueden formular en una pomada tal como petrolato.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencién también se pueden administrar mediante un aerosol nasal o por
inhalacién. Tales composiciones se pueden preparar como soluciones en solucion salina, empleando alcohol
bencilico u otros conservantes, promotores de la absorcion para incrementar la biodisponibilidad, fluorocarburos y/u
otros agentes lubricantes o dispersantes adecuados.

La cantidad de inhibidor de cinasas que se puede combinar con los materiales portadores para producir una Unica
forma farmacéutica variara dependiendo del huésped que se haya de tratar, la via de administracion particular y la
indicacion. En una realizacién, las composiciones se deben formular de modo que se pueda administrar una dosis
comprendida entre 0,01-100 mg/kg de peso corporal/dia del inhibidor a un paciente que reciba estas composiciones.
En otra realizacion, las composiciones se deben formular de modo que se pueda administrar una dosis comprendida
entre 0,1-100 mg/kg de peso corporal/dia del inhibidor a un paciente que reciba estas composiciones.

También se sobreentenderd que una dosis y un régimen de tratamiento especificos para un paciente particular
dependeran de diversos factores que incluyen la actividad del compuesto especifico empleado, la edad, el peso
corporal, el estado de salud general, el sexo, la dieta, el tiempo de administracién, la velocidad de excrecion, la
combinacion de farmacos y el criterio del médico terapeuta y la gravedad de la enfermedad particular que se esté
tratando. La cantidad de inhibidor también dependera del compuesto particular que contenga la composicion.

Los compuestos de la invencién se pueden utilizar en métodos para tratar o prevenir el cancer, un trastorno
proliferativo o un trastorno mieloproliferativo que comprenden el paso de administrar a un paciente uno de los
compuestos o las composiciones farmacéuticas que se describen en la presente.
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El término "paciente”, tal como se utiliza en la presente, se refiere a un animal e incluye un ser humano.

En algunas realizaciones, dicho método se utiliza para tratar o prevenir un trastorno hematopoyético tal como la
leucemia mielégena aguda (LMA), leucemia promielocitica aguda (LPA), leucemia mielégena cronica (LMC) o
leucemia linfocitica aguda (LLA).

En otras realizaciones, dicho método se utiliza para tratar o prevenir trastornos mieloproliferativos, tales como la
policitemia vera, trombocitemia, metaplasia mieloide con mielofibrosis, leucemia mielégena crénica (LMC), leucemia
mielomonocitica crénica, sindrome hipereosinofilico, leucemia mielomonocitica juvenil y mastocitosis sistémica.

En otras realizaciones adicionales, dicho método se utiliza para tratar o prevenir el cancer, tal como los canceres de
mama, colon, préstata, piel, pancreas, cerebro, sistema genitourinario, sistema linfatico, estomago, laringe y pulmon,
incluidos el adenocarcinoma de pulmén, el carcinoma microcitico de pulmén y el carcinoma no microcitico de
pulmén.

Otra realizacién proporciona un método para tratar o prevenir el cancer que comprende el paso de administrar a un
paciente un compuesto de férmula | 0 una composicién que comprende dicho compuesto.

Los compuestos de la invencion se pueden utilizar para inhibir la actividad cinasa en un paciente, dicho método
comprende administrar al paciente un compuesto de férmula | o una composicion que comprende dicho compuesto.
En algunas realizaciones, dicha cinasa es una cinasa Aurora (Aurora A, Aurora B, Aurora C), Abl, Abl (T315I), Arg,
FLT-3, JAK-2, MLK1, PLK4, Tie2 o TrkA.

Dependiendo de las afecciones particulares que se deseen tratar o prevenir, se pueden administrar farmacos
adicionales junto con los compuestos de esta invencion. En algunos casos, estos farmacos adicionales normalmente
se administran para tratar o prevenir la misma afeccién. Por ejemplo, se pueden combinar agentes quimioterapicos u
otros agentes antiproliferativos con los compuestos de esta invencion para tratar enfermedades proliferativas.

Otro aspecto de esta invencién se refiere a un método para tratar el cancer en un sujeto que lo necesite, que
comprende la administracién secuencial o conjunta de un compuesto de esta invencion o una sal farmacéuticamente
aceptable de este y otro agente terapéutico. En algunas realizaciones, dicho agente terapéutico adicional se
selecciona entre un agente anticanceroso, un agente antiproliferativo o un agente quimioterapico.

En algunas realizaciones, dicho agente terapéutico adicional se selecciona entre camptotecina, el inhibidor de MEK:
U0126, un inhibidor de KSP (proteina cinesina del huso), adriamicina, interferones y derivados del platino, tales
como cisplatino.

En otras realizaciones, dicho agente terapéutico adicional se selecciona entre taxanos; inhibidores de bcr-abl (tales
como Gleevec, dasatinib y nilotinib); inhibidores de EGFR (tales como Tarceva e Iressa); agentes que dafian el ADN
(tales como cisplatino, oxaliplatino, carboplatino, inhibidores de topoisomerasas y antraciclinas); y antimetabolitos
(tales como AraC y 5-FU).

En otras realizaciones mas, dicho agente terapéutico adicional se selecciona entre camptotecina, doxorrubicina,
idarrubicina, cisplatino, taxol, taxotere, vincristina, tarceva y el inhibidor de MEK, U0126, un inhibidor de KSP,
vorinostat, Gleevec, dasatinib y nilotinib.

En otra realizacion, dicho agente terapéutico adicional se selecciona entre inhibidores de Her-2 (tales como
Herceptin); inhibidores de HDAC (tales como vorinostat), inhibidores de VEGFR (tales como Avastin), inhibidores de
c-KIT y FLT-3 (tales como sunitinib), inhibidores de BRAF (tales como BAY 43-9006 de Bayer), inhibidores de MEK
(tales como PD0325901 de Pfizer); y venenos del huso (tales como epotilonas y particulas de paclitaxel unidas a
proteinas (tales como Abraxaneb).

Otras terapias 0 agentes anticancerosos que se pueden utilizar combinados con los agentes anticancerosos
novedosos de la presente invencién incluyen cirugia, radioterapia (pero en algunos ejemplos, radiacion gamma,
radioterapia con haz de neutrones, radioterapia con haz de electrones, terapia con protones, braquiterapia, is6topos
radiactivos sistémicos, entre otros), terapia endocrina, modificadores de la respuesta biologica (interferones,
interleucinas y el factor de necrosis tumoral (TNF), entre otros), hipertermia y crioterapia, agentes que atentan los
posibles efectos adversos (p. €j., antieméticos), y otros farmacos quimioterapicos autorizados que incluyen, sin
caracter limitante, farmacos alquilantes (mecloretamina, clorambucilo, ciclofosfamida, melfalan, ifosfamida),
antimetabolitos (metotrexato), antagonistas purinicos y antagonistas pirimidinicos (6-mercaptopurina, 5-fluorouracilo,
citarabile, gemcitabina), venenos del huso (vinblastina, vincristina, vinorelbina, paclitaxel), podofilotoxinas (etopdsido,
irinotecan, topotecan), antibidticos (doxorrubicina, bleomicina, mitomicina), nitrosoureas (carmustina, lomustina),
iones inorgéanicos (cisplatino, carboplatino), enzimas (asparaginasa) y hormones (tamoxifeno, leuprolida, flutamida y
megestrol), Gleevec™, dexametasona y ciclofosfamida.
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Un compuesto de la presente invencion también puede ser Util para tratar el cancer combinado con uno de los
siguientes agentes terapéuticos: abarelix (Plenaxis depot®); aldesleucina (Prokine®); aldesleucina (Proleukin®);
alemtuzumab (Campath®); alitretinoina (Panretin®); alopurinol (Zyloprim®); altretamina (Hexalen®); amifostina
(Ethyol®); anastrozol %Arimidex@)); trioxido arsénico (Trisenox %}; asparaginasa (Elspar®); azacitidina (Vidaza®);
bevacuzimab (Avastin~); cépsulas de bexaroteno (Targretin’); bexaroteno en gel (Targretin®); bleomicina
(Blenoxane®); bortezomib (Velcade®); busulfano intravenoso (Busulfex®); busulfano oral (Myleran®); calusterona
(Methosarb®); capecitabina (Xeloda®); carboplatino (Paraplatin®); carmustina (BCNU®, BiCNU®); carmustina
(Gliadel®); carmustina con implante de polifeprosan 20 (Gliadel Wafer®); celecoxib (Celebrex™); cetuximab
(Erbitux®); clorambucilo (Leukeran®); cisplatino (Platinol®); cladribina (Leustatin®, 2-CdA®); clofarabina (Clolar®);
ciclofosfamida (Cytoxan®, Neosar®); ciclofosfamida (Cytoxan Injection®); ciclofosfamida (Cytoxan Tablet®); citarabina
(Cytosar-U®(%; citarabina liposomal (De 0Cyt®); dacarbazina (DTIC-Dome®); dactinomicina, actinomicina D
(Cosmegen™); darbepoetina alfa (Aranesp); daunorrubicina liposomal (DanuoXome®); daunorrubicina, daunomicina
(Daunorubicin®); daunorrubicina, daunomicina (Cerubidine®); Denileucina diftitox (Ontak®); dexrazoxano (Zinecard®);
docetaxel (Taxotere®); doxorrubicina (Adriamycin PFS®); doxorrubicina (Adriamycin®, Rubex®); doxorrubicina
(Adriamycin PFS Injection®); doxorrubicina liposomal (Doxil®); propionato de dromostanolona (dromostanolone®);
propionato de dromostanolona (masterone injection®); solucion B de Elliot (Elliott's B Solution®); epirubicina
(Ellence®); epoetina alfa (epogen®); erlotinib (Tarceva®); estramustina (Emcyt®); fosfato de etopésido (Etopophos®);
etoposido, VP-16 (Vepesid®); exemestano (Aromasin®); filgrastim (Neupogen®); floxuridina (intraarterial) (FUDR®);
fludarabina (Fludara®); fluorouracilo, 5-FU (Adrucil®); fulvestrant (Faslodex"); gefitinib (Iressa®); gemcitabina
(Gemzar®); gemtuzumab ozogamicina (Mylotarg®); acetato de goserelina (Zoladex Implant®); acetato de goserelina
(Zoladex®); acetato de histrelina (Histrelin implant®); hidroxiurea (Hydrea®); Ibritumomab Tiuxetan (Zevalin®);
idarrubicina (Idamycin®), ifosfamida (IFEX®); mesilato de imatinib (Gleevec®); interferon alfa 2a (Roferon A®);
interferon alfa-2b (Intron A®); irinotecan (Camptosar®); lenalidomida (Revlimid®); letrozol (Femara®); leucovorina
(wellcovorin®, Leucovorin®); acetato de leuprolida (Eligard®); levamisol (Ergamisol®); lomustina, CCNU (CeeBU®);
mecloretamina, mostaza nitrogenada (Mustargen®); acetato de megestrol (Megace®); melfalan, L-PAM (Alkeran®);
mercaptopurina, 6-MP (Purinethol®); mesna (Mesnex®); mesna (Mesnex tabs®); metotrexato (Methotrexate®);
metoxsaleno (Uvadex®); mitomicina C (Mutamycin®); mitotano éLysodren®); mitoxantrona (Novantrone®);
fenpropionato de nandrolona (Durabolin-50®); nelarabina (Arranon”); Nofetumomab (Verluma®); oprelvecina
(Neumega®); oxaliplatino (Eloxatin®); paclitaxel (Paxene®); paclitaxel (Taxol®); particulas de paclitaxel unidas a
proteinas (Abraxane®); palifermina Kepivance®); pamidronato (Aredia®); pegademasa (Adagen (Pegademase
Bovine)®); pegaspargasa (Oncaspar ); Pegfilgrastim (Neulasta®); pemetrexed disodico (Alimta®); pentostatina
(Nipent®);®pipobromén (Vercyte®); plicamicina, mitramicina éMithracin®); porfimer sédico (Photofrin®); procarbazina
(Matulane™); quinacrina (Atabrine®); rasburicasa (Elitek™); Rituximab (Rituxan®); sargramostim (Leukine®);
sargramostim (Prokine®), sorafenib (Nexavar®); estreptozocina (Zanosar®); maleato de sunitinib (Sutent®); talco
(Sclerosol®); tamoxifeno (Nolvadex®); temozolomida (Temodar®); tenipésido, VM-26 (Vum0n®); testolactona
(Teslac®); tioguanina, 6-TG (Thioguanine®); tiotepa (Thioplex®), topotecan (Hycamtin®); toremifeno (Fareston®);
tositumomab (Bexxar®); tositumomab/I-131 tositumomab (Bexxar®); trastuzumab (Herceptin®); tretinoina, ATRA
(Vesanoid®); mostaza de uracilo (Uracil Mustard Capsules®); valrubicina (Valstar®); vinblastina (Velban®); vincristina
(Oncovin®); vinorelbina (Navelbine®); zoledronato (Zometa®) y vorinostat (Zolinza®).

Para consultar un andlisis mas completo sobre las terapias contra el cancer actualizadas remitase a
http://mwww.nci.nih.gov/, una lista de los farmacos oncolégicos autorizados por la FDA en
http://iwww.fda.gov/cder/cancer/druglistirame.htm y el Manual de Merck, 17.% Ed. 1999.

Otra realizacion proporciona un uso simultaneo, independiente o secuencial de un preparado combinado.

Estos agentes adicionales se pueden administrar por separado, como parte de un régimen multidosis, respecto al
compuesto o la composicion que contiene el inhibidor de cinasas. Como alternativa, estos agentes pueden formar
parte de una Unica forma farmacéutica, mezclados con el inhibidor de cinasas en una Unica composicion.

Para comprender mejor esta invencién, se exponen los siguientes ejemplos preparativos y de ensayo. Estos
ejemplos son a efectos meramente ilustrativos.

Ejemplos

El término "tr (min)", tal como se utiliza en la presente, se refiere al tiempo de retencion de HPLC, en minutos,
asociado con el compuesto. A menos que se indique lo contrario, el método de HPLC empleado para obtener el
tiempo de retencion indicado es el siguiente:

Columna: Columna C8 de ACE, 4,6 x 150 mm
Gradiente: 0-100% de acetonitrilo+metanol 60:40 (Tris fosfato 20 mM)
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Flujo: 1,5 mL/minuto

Deteccion: 225 nm.

Las muestras de espectrometria de masas se analizaron en un microespectrémetro de masas MicroMass Quattro
que operaba en modo MS simple con ionizacion por electronebulizacion. Las muestras se introdujeron en el
espectrometro de masas mediante cromatografia. La fase moévil para todos los analisis por espectrometria de masas
consistié en acetato de amonio 10 mM pH 7 y una mezcla 1:1 de acetonitrilo-metanol, las condiciones del gradiente
de la columna fueron un 5%-100% de acetonitrilo-metanol con una duracién del gradiente de 3,5 min y un tiempo de
analisis de 5 min en una columna ACE C8, 3,0 x 75 mm. El flujo fue de 1,2 mL/min.

Los espectros de '"H-RMN se registraron a 400 MHz con un equipo Bruker DPX 400. Los siguientes compuestos de
férmula | se prepararon y se analizaron como se indica a continuacion.

Ejemplo 1

Oy o

N-(4-(4,6-dicloropirimidin-2-iltio)fenil)ciclopentanocarboxamida

Una solucion de 4,6-dicloro-2-(metilsulfonil)pirimidina (1,96 g, 8,69 mmol) y N-(4-
mercaptofenil)ciclopentanocarboxamida (2,06 g, 8,69 mmol) en acetonitrilo (40 mL) se enfrié hasta 0 °C. Se afiadio
trietilamina (0,88 g, 8,69 mmol, 1,21 mL) gota a gota y la solucion se agité durante 10 min a 0 °C durante 10 miny a
continuacion a temperatura ambiente durante 2 h. Se afiadié agua (15 mL) y la suspension se filtrg, se lavé con agua
gBO mL) y después se sec6 para obtener el compuesto del titulo como un soélido de color amarillo claro (1,87 g, 49%).

H RMN (DMSO-ds) 1,50- 1,61 (2H, m), 1,65 — 1,78 (4H, m), 1,82 — 1,93 (2H, m), 2,76 — 1,82 (1H, m), 7,52 (2H, d),
1,70 — 1,75 (3H, m), 10,08 (1H, s). ES" 368.

Ejemplo 2

N-(4-(4-(3-metil-1H-pirazol-5-ilamino)-6-cloropirimidin-2-iltio)fenil)ciclopentanocarboxamida

A una solucion de 3-metil-1H-pirazol-5-amina (160 mg, 1,63 mmol) y N-(4-(4,6-dicloropirimidin-2-
iltio)fenil)ciclopentanocarboxamida (600 mg, 1,63 mmol) en dimetilformamida (10 mL) se afiadié diisopropiletilamina
(248 mg, 1,96 mmol, 0,34 mL). A continuacién la mezcla se calenté hasta 80 °C durante 18 h y se dej6 enfriar hasta
TA. Se afiadié EtOAc (40 mL), se lavé con salmuera, se secé (MgSO.) y se concentro al vacio. El producto crudo se
purificé posteriormente mediante cromatografia flash con 7:3 de EtOAc:hexano /E EtOAc A 5% de MeOH:EtOAc
para obtener el compuesto del titulo como un sélido blanquecino (431 mg, 62%). 'H RMN (DMSO-dg) 1,50 — 1,55
(2H, m), 1,61 — 1,78 (4H, m), 1,79 — 1,85 (2H, m), 1,90 (3H, sa), 2,72 — 1,81 (1H, m), 5,21 (1H ,sa), 6,46 (1H, sa),
7,52 (2H, d), 7,78 (2H, d), 10,11 (1H, s), 10,18 (1H, sa), 11,95 (1H, sa). ES" 429.

Ejemplo 3

Z N @ h’o
‘N* (o]
HO

N-(4-((4-(3-metil-1H-pirazol-5-ilamino)-6-(3-ciclopropil-3-hidroxiazetidin-1-il)pirimidin-2-
il)sulfanil)fenil)ciclopentanocarboxamida (I-9)
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A una suspension de N-(4-(4-(3-metil-1H-pirazol-5-ilamino)-6-cloropirimidin-2-iltio)fenil)ciclopentanocarboxamida
(200 mg, 0,47 mmol) y clorhidrato de 3-ciclopropilazetidin-3-ol (70 mg, 0,47 mmol) en n-BuOH (5 mL) se afiadio
diisopropiletilamina (239 mg, 1,88 mmol, 0,30 mL). La mezcla se calenté hasta 100 °C durante 16 h, después se dejo
enfriar hasta temperatura ambiente y se diluyé con EtOAc (30 mL) y NaHCOs; sat. La capa organica se lavé con
salmuera, se secO (Na,SO,) y se concentrd. Posteriormente el producto crudo se purific6 mediante cromatografia
flash con EtOAc /& 5% de MeOH:EtOAc para obtener el compuesto del titulo como un sélido blanquecino (70 mg,
30%). 'H RMN (DMSO-ds) 0,30 - 0,35 (2H, m), 0,39 - 0,44 (2H, m), 1,16 1,21 (1H, m), 1,56 - 1,75 (6H, m), 1,83 -
1,90 (2H, m), 2,00 (3H, s), 2,76 - 2,82 (1H, m), 3,65 (4H, dd), 5,35 (1H, s), 5,58 (1H, s), 7,47 (2H, d), 7,72 (2H, d),
9,19 (1H, s), 10,06 (1H, s), 11,65 (1H, s). ES* 506.

La Tabla 2 que se presenta a continuacion muestra datos de ciertos compuestos ilustrativos sintetizados de acuerdo
con el método descrito en el Esquema | y los Ejemplos 1-3. Los nimeros de los compuestos corresponden a los
compuestos representados en la Tabla 1.

Tabla 2

N.° de [M+1
compuesto | (obs)

I-1 496,00
I-2 466,00
I-3 494,50
I-4 454,00
I-5 468,00
I-6 482,49
I-7 492,84
1-8 478,78
-9 506,00
1-10 504,83

'H RMN

(DMSO-dg): 0,98 (9H, s), 1,10 (3H, 1), 1,66 (2H, sa), 1,98 (3H, sa), 2,34 (2H, c),
3,69 (2H, d), 3,83 (2H, d), 5,35 (1H, sa), 5,70 (1H, s), 5,75 (LH, sma), 7,46 (2H, d),
7,70 (2H, d), 9,18 (1H, sa), 10,08 (1H, s), 11,68 (1H, sa)

(DMSO-de): 0,29-0,33 (2H, m), 0,40-0,49 (2H, m), 1,10 (3H, t), 1,18-1,21 (1H, m),
1,99 (3H, sa), 2,34 (2H, c), 3,63 (2H, d), 3,68 (2H, d), 5,36 (1H, s), 5,60 (1H, s),
7,47 (2H, d), 7,70 (2H, d), 9,21 (1H, sa), 10,08 (1H, s), 11,67 (1H, sa),

(DMSO-de): 1,15 (311,t), 1,3-1,4 (2H,m), 1,5-1,8 (6H,m), 2,02 (3H,s), 2,17-2,23
(1H,m), 2,42 (2H,q), 3,68 (2H,d), 3,82 (2H,d), 55 (1H,s), 5,65 (111,s), 5,72
(1H,brs), 7,52 (2H,d), 7,78 (2H,d), 9,22 (1H,brs), 10,12 (1H,s), 11,7 (1H,brs)

(DMSO-ds): 0,89 (3H, t), 1,10 (3H, t), 1,65 (2H, ca), 1,99 (3H, sa), 2,35 (211, c),
3,64 (2H, d), 3,75 (2H, d), 5,38 (1H, sa), 5,51 (1H, s), 5,62 (1H, sma), 7,47 (2H, d),
7,70 (2H, d), 9,16 (1H, sa), 10,05 (1H, sa), 11,65 (1H, sa)

(DMSO-de): 0,87 (6H, d), 1,10 (3H, ), 1,81 (111, sep), 1,99 (311, sa), 2,34 (2H, c),
3,61 (2h, d), 3,81 (211, d), 5,37 (1H, sa), 5,47 (1H, sa), 5,63 (1H, sma), 7,47 (2H,
d), 7,70 (2H, d), 9,17 (1H, sa), 10,05 (1H, s), 11,65 (111, sa)

(DMSO-de): 0,90-0,83 (6 H, m), 1,12-1,08 (4H, m), 1,54-1,46 (2 H, m), 2,02 (3 H, s),
2,35 (2 H, c), 3,14 (1 H, ma), 3,68 (2 H, 1), 3,88 (2 H, 1), 5,40 (1 H, s), 5,61 (1 H, sa),
7,50 (2 H, d), 7,72 (2 11, d), 9,63 (1 H, sa), 10,14 (1 H, s),

(DMSO-de): 0,32 (2H, d), 0,41 (2H, d), 0,53 (2H, d), 0,82 (2H, d), 1,08 (3H, t), 1,20
(111, m), 1,70 (111, m), 2,34 (211, c), 3,65 (4H, c), 5,34 (1H, s), 5,68 (1H, sa), 7,52
(211, d), 7,71 (2H, d), 9,33 (1H, s), 10,04 (1H, s)

(DMSO-de): 0,34 (2H, d), 0,40 (2H, d), 0,81 (4H, d), 1,19 (1H, m), 1,81 (1H, m),
2,01 (3H, s), 3,66 (4H, c), 5,40 (1H, s), 5,61 (1H, sa), 7,48 (2H, d), 7,71 (2H, d),
9,37 (1H, s), 10,39 (1H, s)

(DMSO-dg): 0,30 - 0,35 (2H, m), 0,39 - 0,44 (2H, m), 1,16 - 1,21 (1H, m), 1,56 - 1,75
(6H, m), 1,83 - 1,90 (2H, m), 2,00 (3H, s), 2,76 - 2,82 (1H, m), 3,65 (4H, dd), 5,35
(1H, s), 5,58 (1H, s), 7,47 (2H, d), 7,72 (2H, d), 9,19 (1H, s), 10,06 (1H, s), 11,65
(1H,s)

(DMSO-de): 0,32 (2H, d), 0,42 (2H, d), 0,55 (2H, m), 0,82 (611, m), 1,19 (1H, m),
1,70 (1H, m), 1,80 (1H, m), 3,65 (4H, c), 5,43 (1H, s), 5,65 (1H, sa), 7,47 (2H, d),
7,69 (2H, d), 9,68 (1H, s), 10,42 (1H, s)

19

(min)

8,93

7,63

8.9

7,87

8,35

8,830

8,402

8,229

8,938

8,544



10

15

ES 2533241 T3

N.° de M+1 1 tr
compuesto | (obs) HRMN (min)

(DMSO-dg): 0,35-0,41 (2H, m), 0,45-0,51 (2H, m), 1,2-1,28 (2H, s), 2,1-2,15 (5H,
-12 514,80 |m), 2,8-2,9 (1H, m), 3,68-3,75 (4H, m), 5,45 (1H, s), 5,65 (1H, sa), 7,58 (2H, d), | 8,18
7,78 (2H, d), 9,23 (1H, sa), 10,7 (1H, s), 11,7 (1H, sa)

(MeOD): 0,40-0,45 (2H, m), 0,57-0,62 (2H, m), 0,80-0,85 (2H, m), 0,90-0,95 (2H,
-13 480,00 'm), 1,30-1,40 (1H, m), 1,80-1,85 (1H, m), 2,05-2,10 (1H, s), 3,80-4,00 (4H, m), 9,148
5,40-5,50 (2H, m), 7,50-7,55 (2H, d), 7,65-7,70 (2H, d)

(MeOD): 0,40-0,45 (2H, m), 0,60-0,65 (2H, m), 1,3-1,4 (1H, m), 2,05 (2H, s), 3,25-
I-14 522,00 3,40 (2H, m), 3,85-3,40 (4H, m), 5,40-5,50 (2H, m), 7,50-7,55 (2H, d), 7,65-7,70 9,235
(2H, d)

(MeOD): 0,35-0,40 (2H, m), 0,55-0,60 (2H, m), 1,25-1,35 (6H, m), 2,0 (3H, m),

I-15 548,00 3 803,90 (4H, m), 5,35-5,40 (2H, m), 7,45-7,50 (2H. d), 7,60-7,65 (2H, d)

9,715

CD;0D: 0,80 (2H, m), 1,10 (2H, d), 1,65 (3H, t), 1,90 (1H, m), 2,50 (3H, s), 2,88

-16 468,40 | 511 ¢), 4,40 (4H, m), 5,94 (2H, m), 7,49 (2H, d), 8,10 (2H, d)

9,035

(DMSO-de): 0,42-0,46 (2H, m), 0,60-0,63 (2H, m), 1,4(1H, m), 1,98 (3H, s), 2,59-
-17 536,36 2,68 (4H, m), 3,80-3,93 (4H, m), 5,36 (1H, sa), 5,75 (1H, sa), 7,50-7,52 (2, d), 7,69- | 9,58
7,71 (2H, d), 9,37 (1H, s), 10,31 (1H, s) y 11,75 (1H, sa)

Ejemplo 4

N-(4-((4-(3-metil-1H-pirazol-5-ilamino)-6-(3-ciclopropil-3-hidroxiazetidin-1-il)pirimidin-2-il)sulfanil)-3-
fluorofenil)ciclopropanocarboxamida (I-11)

i
HNN
HNAS™
SN

I -,
cl NJ\S/

6-Cloro-N-(3-metil-1H-pirazol-5-il)-2-(metiltio)pirimidin-4-amina

A una solucion agitada de 4,6-dicloro-2-(metiltio)pirimidina (25 g, 0,128 mol) en DMF (100 mL) se afiadié
diisopropilamina (19,8 g, 0,154 mol) seguida de 3-amino-5-metilpirazol (13,7 g, 0,154 mol) en porciones en 10
minutos. La solucion se calentd hasta 50 °C durante 16 horas, periodo tras el cual todo el material de partida habia
reaccionado (por andlisis de LC/MS). La mezcla se enfrid hasta temperatura ambiente y se vertié en agua (250 mL).
El precipitado se filtro y el sélido himedo se suspendio en éter dietilico (300 mL). El sélido se volvié a filtrar de nuevo
y se volvid a suspender en metanol (100 mL). El producto filtrado se sec6 al aire sobre el filtro sinterizado y a
continuacion se secé aun mas al vacio. De este modo se obtuvo el compuesto del titulo como un sélido blanquecino
(22,1g, 66% de rendimiento). '"H RMN (DMSO-ds) 8 2,22 (3H, s, CHa), 3,31 (3H, s, CHa), 6,00-7,50 (2H, a, CH),
10,17 (1H, s, NH), 12,10 (1H, s, NH); MS ES" 256,08, ES™ 254,25.
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HN-N

AN

L
" NT T s0,Me

6-Cloro-N-(3-metil-1H-pirazol-5-il)-2-(metilsulfonil)pirimidin-4-amina

A una suspension agitada de 6-cloro-N-(3-metil-1H-pirazol-5-il)-2-(metilsulfinil)pirimidin-4-amina (8 g, 31,2 mmal) en
metanol (200 mL) a 0 °C se afiadié una suspension de Oxone (44 g, 71,7 mmol) en agua (100 mL) en porciones en
10 minutos. La mezcla se agit6 durante 30 minutos a 0 °C, y después se calent6é hasta temperatura ambiente y se
agitdé durante 2 horas mas. La mezcla de reaccion se filtrd y el solido resultante se suspendié en bicarbonato sédico
acuoso. La mezcla se filtro y el sélido se lavé con agua seguida de éter dietilico. El s6lido se suspendi6é en acetato
de etilo, se filtr6 y se secd. De este modo se obtuvo el producto del titulo como un sélido blanquecino (7,9 g, 88%);
'H RMN (DMSO-ds) 8 2,24 (3H, s) 3,35 (3H, s), 5,85 (0,5H, sa), 6,50 (0,5H, sa), 6,95 (0,5H, sa), 8,00 (0,5H, sa),
10,95 (1H, s), 12,28 (1H, s); MS ES" 288,07, ES™ 286,25.

HNJI"\g\l
At O

F

N-(4-(4-(3-metil-1H-pirazol-5-ilamino)-6-cloropirimidin-2-iltio)-3-fluorofenil)ciclopropanocarboxamida

Una solucion de N-(3-fluoro-4-mercaptofenil)ciclopropanocarboxamida (1,0 g, 4,8 mmol) y 6-cloro-N-(3-metil-1H-
pirazol-5-il)-2-(metilsulfonil)pirimidin-4-amina (1,4 g, 4,8 mmol) en t-butanol (10 mL) se calentd a 70 °C durante 18 h.
La mezcla de reaccién se enfri6 hasta temperatura ambiente, después se diluyé con EtOAc (60 mL), se lavd con
solucién saturada de NaHCOs; (30 mL) y salmuera (30 mL), se sec6d (MgSQa), se filtré y se concentré al vacio. El
producto crudo se purific6 mediante cromatografia flash en silice (20-60% de EtOAc/éter de petroleo) para obtener el
compuesto del titulo como un sélido blanco (800 mg, 40%). ES™ 419.

Jﬁx@*

N-(4-((4-(3-metil-1H-pirazol-5-ilamino)-6-(3-ciclopropil-3-hidroxiazetidin-1-il)pirimidin-2-il)sulfanil)-3-
fluorofenil)ciclopropanocarboxamida (I-11)

Una mezcla de N-(4-(4-(3-metil-1H-pirazol-5-ilamino)-6-cloropirimidin-2-iltio)-3-fluorofenil)ciclopropanocarboxamida
(160 mg, 0,38 mmol), clorhidrato de 3-cicloropilazetidin-3-ol (70 mg, 0,49 mmol) y DIPEA (0,20 mL) en n-butanol (1,5
mL) se calentd en un microondas a 130 °C durante 1 h. A continuacion la mezcla de reaccién se enfrid hasta
temperatura ambiente, se diluyé con EtOAc (20 mL), se lavé con solucién saturada de NaHCOs (10 mL), agua (2 x
10 mL) y salmuera (10 mL), se sec6 (MgSOQ,), se filtr6 y se evapor6 al vacio. El producto crudo se purific6 mediante
cromatografia flash en silice (30 -80% de EtOAc/éter de petr6leo) para obtener el compuesto del titulo como un
sélido blanco (55 mg, 29%). 'H RMN (DMSO-dg) 0,33-0,36 (2 H, m), 0,42-0,48 (2 H, m), 0,82-0,86 (4 H, m), 1,21-
1,24 (2 H, m), 1,85-1,89 (1 H, m), 2,08 (3 H, s), 2,10-2,15 (1 H, m), 3,66-3,75 (4 H, m), 5,42 (1 H, sa), 5,67 (1 H, 1 H,
s), 5,8 (1 H, sa), 7,42 (1 H, d), 7,52-7,58 (1 H, m), 7,75 (1 H, d), 9,27 (1 H, s), 10,65 (1 H, s), 11,9 (1 H, sa). ES+
496,90.

La Tabla 3 que se presenta a continuacion muestra datos de ciertos compuestos representativos sintetizados de

acuerdo con el método descrito en el Esquema general (Método B) y en el Ejemplo 6. Los niumeros de los
compuestos corresponden a los compuestos representados en la Tabla 1.
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Tabla 3

N.° de [M+1 1 tr

compuesto | (obs) HRMN (min)
(DMSO-dg): 0,33-0,36 (2H, m), 0,42-0,48 (2H, m), 0,82-0,86 (4H, m), 1,21-1,24 (2H,

111 496.90 M) 1,85-1,89 (1H, m), 2,08 (3H, s), 2,10-2,15 (1H,m), 3,66-3,75 (4H, m), 5,42 (1H, ¢ .,

sa), 5,67 (1H,s), 5,8 (1H, sa), 7,42 (1H, d), 7,52-7,58 (1H, m), 7,75 (1H, d), 9,27(1H,
s), 10,65 (1H, s), 11,9(1H, sa)

(DMSO-ds): 0,20 (2H, m), 0,42-0,51 (4H, m), 0,59 (2H,), 1,07 (1H, m), 1,40 (1H, m),
-19 494,58 1,99 (3H, m), 2,24 (2H, m), 3,81-3,94 (4H, m), 5,36 (1H, s), 5,70 (1H, sa), 7,47 (2, m), 9,304
7,72 (2H, m), 9,27 (1H, s), 9,99 (1H, s), 11,65 (1H, sa)

Ejemplo 5

N-Benzhidrilazetidin-3-ona

A una suspension agitada de 1-(difenilmetil)-3-hidroxiazetidina (30 g, 0,126 mol) en trietilamina (63 g, 0,628 mol) se
afiadio una solucion de complejo de trioxido de azufre-piridina (60 g, 0,376 mol) en DMSO anhidro (300 mL) gota a
gota en 30 minutos. La mezcla resultante se calentdé hasta 50 °C durante 30 minutos. La mezcla de reaccién se
enfrid posteriormente hasta temperatura ambiente y se vertié en una mezcla de agua (1 L) y acetato de etilo (800
mL). La capa organica se separ0 y la acuosa se extrajo con acetato de etilo (3 x 200 mL). A continuacion las
soluciones organicas combinadas se lavaron con agua (3 x 200 mL) y después con salmuera saturada (200 mL), se
secaron (sulfato de magnesio), se filtraron y se concentraron. El residuo se purificé en gel de silice, eluyendo con un
5-10% de acetato de etilo/éter de petréleo. Se obtuvo el producto como un sélido blanco (26,2 g, 86%); "H RMN
CDCl; 6 4,07 (4H, s), 4,62 (1H, s), 7,20-7,39 (6H, m), 7,53 (4H, d).

v
l f""’°“
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g

Clorhidrato de 1-benzhidril-3-ciclopropilazetidin-3-ol

Una solucion de bromuro de ciclopropilmagnesio en THF (0,5 M, 600 mL, 0,5 mol) se enfrid6 hasta -78 °C en
atmdsfera de nitrégeno. Se comenzd a observar precipitacion a esta temperatura. Se afiadié una solucion de N-
benzhidrilazetidin-3-ona (24,2 g, 0,102 mol) en THF anhidro (130 mL) gota a gota en 30 minutos. La mezcla se agitd
durante 90 minutos mas a -78 °C después de lo cual se afiadieron solucion saturada de bicarbonato de sodio (400
mL) y agua (100 mL) lentamente. A continuacién, la mezcla se diluyd con acetato de etilo (1 L) y se dejo calentar
hasta temperatura ambiente. Posteriormente la fase organica se separ6 (la capa acuosa era una emulsion de sales
de magnesio pero se pudo separar facilmente de la capa organica) y la acuosa se extrajo con acetato de etilo (3x300
mL). Las soluciones organicas combinadas se lavaron a continuacion con salmuera saturada (300 mL), se secaron
(sulfato de magnesio), se filtraron y se concentraron para obtener un aceite de color amarillo palido. El crudo se
purific en gel de silice eluyendo con un 20-30% de acetato de etilo/éter de petréleo. El alcohol resultante (28,3 g) se
disolvié en éter (350 mL) y la solucion se enfrié hasta 0 °C. A continuacién se afiadié una solucién de HCI en éter (2
M, 130 mL) gota a gota en 15 minutos. La sal clorhidrica precipité en la solucién. La suspension densa resultante se
agité a 0 °C durante 10 minutos mas y después se filtré. La masa retenida en el filtro se lavé con éter (2x100 mL) y
el sélido se seco al vacio. De este modo se obtuvo el producto como un sélido blanco (28,2 g, 88%); 'H RMN
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DMSO-ds & 0,31-0,50 (4H, m), 1,35 (0,3H, m), 0,51 (0,7H, m), 3,41-4,10 (5H, m), 5,88 (0,3H, d), 6,05 (0,7H, d), 6,35
(1H, sa), 7,30-7,50 (6H, m), 7,61-7,82 (4H, m); ES" 280,71.

Clorhidrato de 1-benzhidril-3-ciclopropil-3-fluoroazetidina

Se afiadi6 NaHCO3 saturado (100 mL) a una suspension de clorhidrato de 1-benzhidril-3-ciclopropilazetidin-3-ol
(7,78 g, 24,50 mmol) en acetato de etilo (100 mL). La mezcla se transfiri6 a un embudo de separacion y se agitd
vigorosamente hasta que todo el sdlido se disolvi6. La capa organica se separ6 y la acuosa se extrajo
posteriormente con acetato de etilo (50 mL). Los extractos organicos combinados se secaron (Na;SOs) y se
concentraron para obtener un aceite. El aceite se disolvid en diclorometano (100 mL) y se enfrié hasta -78 °C . Se
afadio trifluoroetilo de [bis(2-metoxietillamino]azufre (5,98 g, 27,05 mmol, 5,0 mL) gota a gota, la solucién se agitd
durante 30 min a -78 °C, y después se calentd hasta 0 °C y se agit6 durante 1 h mas. La reaccion se desactivé con
NaHCO; saturado (50 mL) y salmuera (50 mL), y la capa acuosa se extrajo con diclorometano (50 mL). Los
extractos organicos combinados se secaron (Na;SO.) y se concentraron para obtener un aceite amarillo. El crudo se
purificé en gel de silice, eluyendo con un 5% de acetato de etilo/éter de petréleo. El alcohol resultante se disolvié en
éter (100 mL) y la solucién se enfrié hasta 0 °C. A continuacion se afiadié una solucion de HCI en éter (2 M, 25 mL)
gota a gota en cinco minutos. La sal clorhidrica precipit6 en la solucién. La suspension densa resultante se agité a 0
°C durante 10 minutos més y después se filtr. La masa retenida en el filtro se lavo con éter (20 mL) y el sélido se
sec6 al vacio. De este modo se obtuvo el producto como un sdlido blanco (4,71 g, 61%). 'H RMN MeOH- d4 8 0,30-
0,52 (4H, m), 1,22 (1H, sa), 4,01-4,23 (4H, m), 5,50-5,60 (1H, sa), 7,13-7,46 (10H, m); ES" 282.

NH ,
HCI

Clorhidrato de 3-ciclopropil-3-fluoroazetidina

A paladio sobre carbén al 10% (catalizador de Degussa) en atmosfera de nitrégeno se afiadié etanol (100 mL). Se
afiadio una solucion de clorhidrato de 1-benzhidril-3-ciclopropil-3-fluoroazetidina (6,74 g, 21,23 mmol) en etanol (50
mL) al catalizador y la mezcla se hidrogen6 a 60 psi en el hidrogenador Parr Shaker durante 5 h. La reaccién se
filtr6 a través de Celite y se concentrd para obtener un aceite. Se afadié éter (50 mL), y la mezcla se enfrié hasta 0
°C y se agito hasta que se form6 un precipitado. La suspension se filtr, la masa retenida en el filtro se lavé con éter
$20 mL) y el sélido se secé al vacio. De este modo se obtuvo el producto como un sélido blanquecino (3,00 g, 93%).
H RMN DMSO-dgs 5 0,52-0,56 (2H, m), 0,59-0,64 (2H, m) ,1,35-1,40 (1H, m), 3,91-4,10 (4H, m), 4,01-4,23 (4H, m),
9,50 (1H, sa), 9,63 (1H, sa).

Ejemplo 6

i
Loy
[ g o :
N N S
e

N-(4-(4-(3-Metil-1H-pirazol-5-ilamino)-6-(3-ciclopropil-3-fluoroazetidin-1-il)pirimidin-2-iltio)fenil)-3,3,3-
trifluoropropanamida (Compuesto 1-14)
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6-(3-Ciclopropil-3-fluoroazetidin-1-il)-N-(3-metil-1H-pirazol-5-il)-2-(metiltio)pirimidin-4-amina

A una mezcla de 6-cloro-N-(3-metil-1H-pirazol-5-il)-2-(metiltio)pirimidin-4-amina (150 g, 0,58 mol) y clorhidrato de 3-
ciclopropil-3-fluoroazetidina (132,2 g, 0,87 mol) se afiadieron diisopropiletilamina (208 g, 1,61 mol) e isopropanol
(1,125 L), y después se calenté a reflujo durante 23 horas. La reaccion se enfri6 para obtener una solucion
ligeramente turbia hasta 85 °C y se filtrd, y la solucion homogénea se concentré hasta un volumen minimo. Se
afadié EtOAc (1 L) y se concentrd hasta un volumen minimo. Se afiadieron EtOAc (1 L) y H>O (1 L), y las capas se
separaron (comenzo a cristalizar producto en la capa organica durante la extraccion). La capa acuosa se extrajo de
nuevo con EtOAc (500 mL). Se concentré la primera capa organica a sequedad para obtener un sélido blanco. Se
afiadio hexano (750 mL) al segundo extracto organico, y la suspension densa se agit6 a temperatura ambiente y
después se enfrié hasta 0 °C durante 30 min. Se filtré y se lavd con una gran cantidad de heptano. La masa retenida
en el filtro se sec6 al vacio. La masa retenida en el filtro y el sélido blanco de la primera extraccion se combinaron
para obtener 155,1 g del producto deseado. (155,1 g, 77 %). "H RMN (DMSO, 400 MHz) 0,44 (2H, m), 0,60 (2H, m),
1,38-1,43 (1H, m), 2,18 (3H, 5), 2,42 (3H, s), 3,89-3,97 (4H, m), 5,92 (1H, sa), 6,04 (1H, sa), 9,23 (1H, s), 11,86 (1H,
s). ES™ 335.

6-(3-Ciclopropil-3-fluoroazetidin-1-il)-N-(3-metil-1H-pirazol-5-il)-2-(metilsulfonil)pirimidin-4-amina

Una solucion de 6-(3-ciclopropil-3-fluoroazetidin-1-il)-N-(3-metil-1H-pirazol-5-il)-2-(metiltio)pirimidin-4-amina (130 g,
389 mmol) en MeOH (5,2 L) se enfrid hasta 0 °C. Se afiadi6 lentamente una solucién de Oxone (526 g, 855 mmol)
en H,O (5,2 L) a la suspension densa manteniendo la temperatura por debajo de 5 °C. Tras la adicion, la reaccion se
dejo calentar hasta temperatura ambiente durante toda la noche. A continuacion, se afiadieron una solucién al 10%
de NaHSO3 (325 mL) y una solucion al 10% de K,COs3 (2,6 L) para neutralizar la mezcla de reaccion, la solucién se
filtré y la masa retenida en el filtro se lavo con H,O (3,3 L). El sélido se suspendi6 en H,0 (2,6 L), la solucién se filtré
y la masa retenida en el filtro se lavé con H,O (3,3 L). El sélido se sec6 al vacio (72,3 g, 51 %). ‘H RMN (DMSO):
0,47 (2H, m), 0,60 (2H, m), 1,43-1,46 (1H, m), 2,20 (3H, s), 3,25 (3H, s), 3,97-4,11 (4H, m), 5,93 (1H, sa), 6,47 (1H,
sa), 9,88 (1H, s), 12,01 (1H, sa). ES" 367.
S

”N N CF
LT

N-(4-(4-(3-Metil-1H-pirazol-5-ilamino)-6-(3-ciclopropil-3-fluoroazetidin-1-il)pirimidin-2-iltio)fenil)-3,3,3-
trifluoropropanamida (Compuesto |-14)

HN |
N
D\;G“J\/“k'/*

Una suspension de 6-(3-ciclopropil-3-fluoroazetidin-1-il)-N-(3-metil-1H-pirazol-5-il)-2-(metilsulfonil)pirimidin-4-amina
(61 g, 170 mmol) y 3,3,3-trifluoro-N-(4-mercaptofenil)propanamida (41 g, 175 mmol) en CH3CN (1300 mL) se calento
a reflujo durante 1,5 horas. Durante este tiempo, la suspensién se transformé pasando de ser fluida y amarillenta a
espesa y de color blanco intenso. A continuacion, la mezcla se enfrid hasta 0 °C y se agit6 a esta temperatura
durante 15 min. Se filtr6 y se lavo con CH3CN frio (650 mL). El sélido resultante se sec6 durante 20 horas a 38 °C
con una trompa de vacio. El sélido blanco se introdujo en un reactor adecuado con EtOAc (1300 mL) y NaHCO3
(sat.) (1300 mL). La mezcla se agit6 hasta que todo el sélido se disolvio. A continuacion, las capas se separaron y se
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lavé la capa acuosa con EtOAc (390 mL). Las capas organicas combinadas se secaron con MgSQa, se filtraron, se
lavaron con EtOAc (130 mL) y se concentraron hasta un volumen minimo en un rotavapor. La mezcla resultante se
recristalizé6 con EtOAc y hexano para obtener el producto deseado como un sélido blanco (56,2 g, 72%). 'H RMN
(MeOD, 400 MHz): 0,40-0,45 (2H, m), 0,60-0,65 (2H, m), 1,3-1,4 (1H, m), 2,05 (2H, s), 3,25-3,40 (2H, m), 3,85-3,40
(4H, m), 5,40-5,50 (2H, m), 7,50-7,55 (2H, d), 7,65-7,70 (2H, d). ES+ 522.

La Tabla 4 que se presenta a continuacién muestra datos de ciertos compuestos representativos sintetizados de
acuerdo con el método descrito en el Esquema general (Método A) y en el Ejemplo 6. Los ndimeros de los
compuestos corresponden a los compuestos representados en la Tabla 1.

Tabla 4
N.° de (M+1 1 tr
compuesto | (obs) HRMN (min)

(MeOD): 0,40-0,45 (2H, m), 0,60-0,65 (2H, m), 1,3-1,4 (1H, m), 2,05 (2H, s), 3,25-
-14 522,00 |3,40 (2H, m), 3,85-3,40 (4H, m), 5,40-5,50 (2H, m), 7,50-7,55 (2H, d), 7,65-7,70 (2H, |9,235
d),

(DMSO-dg): 6,45-0,48 (2H,m), 0,6-0,63 (2H, m), 0,87-0,92 (4H, m), 1,45 (1H, sa),
-18 498,70 |1,82-1,85 (1H, m), 2,02 (3H, s), 3,8-3,95 (4H,m), 5,3 (1H, sma), 5,75 (1H, sa), 7.4 |9,2
(1H, d), 7,52-7,55 (1H, m), 7,8 (1H, d), 9,4 (1H, sa), 10,7 (1H, sa), 11,7 (1H, sa)

(DMSO-de): 0,22-0,25 (2H, m), 0,42-0,45 (2H, m), 1,20-1,26 (1H, m), 1,75-1,9 (511,
-20 516,60 |m), 2,6-2,7(1H, m), 3,65-3,8 (4H, m), 5,1 (1H, sa), 5.4 (1H, sma), 7,3 (2H, d), 7,52 |9,34
(2H, d), 9,1 (1H, sa), 10,4 (1H,s), 11,5 (1H, sa)

Ejemplo 7

r

HN

A HNN N o-Fr
RSN CRE:

F

N-(5-(4-(3-Metil-1H-pirazol-5-ilamino)-6-(3-ciclopropil-3-fluoroazetidin-1-il)pirimidin-2-iltio)piridin-2-il)-3,3,3-
trifluoropropanamida (I-21)

A una solucién de 2-(6-aminopiridin-3-iltio)-6-(3-ciclopropil-3-fluoroazetidin-1-il)-N-(3-metil-1H-pirazol-5-il)pirimidin-4-
amina (300 mg, 0,7 mmol) y BOC,0 (220 mg, 1 mmol) en solucién de hidréxido de sodio 4,5 M (0,470 mL) y DCM
(10 mL) se afiadi6 DMAP (5 mg). La solucion resultante se agité a temperatura ambiente durante 3 h y después se
lavo con solucién saturada de NaHCO; y salmuera, se secé (MgSQO.), se filtrd y se evaporé al vacio. El producto
crudo se purific6 mediante cromatografia flash (12 g de SiO,, EtOAc/éter de petrdleo) para obtener el intermedio
deseado (60 mg, 17%). ES’ 513. Este intermedio (60 mg, 0,12 mmol) se disolvi6 en piridina (2 mL), se afiadi6
cloruro de 3,3,3-trifluoropropanoilo (34 mg, 0,23 mmol) gota a gota y después se agité a temperatura ambiente
durante 30 min. Se afadieron 3 gotas mas de cloruro de 3,3,3-trifluoropropanoilo para obtener una conversién
completa en el producto tras agitar durante 30 min mas. Posteriormente, la mezcla de reaccion se concentrd al
vacio, el residuo se redisolvio en DCM (2 mL)/TFA (1 mL) y se agité a temperatura ambiente durante 2 h. La mezcla
se concentro al vacio, y el producto crudo se purific6 mediante LCMS preparativa y se liofilizé (MeCN/H,O/TFA) para
obtener el compuesto del titulo como un sélido blanco y la sal trifluoroacética (25 mg, 33%). 'H RMN (DMSO-dg)
0,20-0,21 (2 H, m), 0,36-0,38 (2 H, m), 1,15-1,20 (1 H, m), 1,77 (3 H, s), 3,40-3,50 (2 H, m), 3,57-3,72 (4 H, m), 5,10-
5,15 (12 H, s), 7,75-7,80 (1 H, d), 7,92-7,97 (1 H, d), 8,22 (1 H, s), 9,20 (1 H, s), 10,91 (1 H, s). ES+ 523.

Los experimentos que se presentan a continuacion describen la preparacién de algunos de los compuestos
empleados en los ejemplos descritos en la presente.
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Compuesto a

H
oy
HS ©

3,3,3-Trifluoro-N-(4-mercaptofenil)propanamida

M
N
(o} CF
FSC\)L S/© \ICl)/\ ’

3,3,3-Trifluoropropanotioato de S-4-(3,3,3-trifluoropropanamido)fenilo

Se derriti6 4-aminotiofenol y se introdujo en un matraz. Se afiadido EtOAc desgasificado (1950 mL). Se afiadié una
solucién de K».COs3 (92 g, 670 mmol) en H,O desgasificada (1300 vol). La solucién se enfrio hasta 0 °C y se afiadid
lentamente el cloruro de 3,3,3-trifluoropropanoilo (55,2 g, 600 mmol) para mantener la temperatura por debajo de 10
°C. La reaccion se calentd hasta TA. La capa organica se separé y se lavo con salmuera (1300 mL). A continuacion
se concentrd en el evaporador rotatorio. El sélido se suspendié en heptano/EtOAc (390 mL/390 mL) durante 30 min.
Se afiadié heptano (780 mL) y la suspension densa se enfrié hasta 0 °C durante 30 min. La suspensién densa se
filtr6. La masa retenida en el filtro se sec6 al vacio para obtener el compuesto deseado (51,3 g, 87,2%).

H
e
HS ©

3,3,3-Trifluoro-N-(4-mercaptofenil)propanamida

Se introdujeron 3,3,3-trifluoropropanotioato de S-4-(3,3,3-trifluoropropanamido)fenilo (44,8 g, 189 mmol) y EtOH (70
mL) en un matraz. Se afiadié HCI concentrado (22,5 mL) lentamente para mantener la temperatura por debajo de 30
°C. Posteriormente, la mezcla de reaccién se calent6 hasta 50 °C durante 17,5 h. Se redujo el volumen de la mezcla
de reaccion hasta 41 mL mediante destilacién al vacio a 50 °C. La reaccion se enfrié hasta temperatura ambiente y
se afiadié H>O (51 mL). La suspension se filtr6 y la masa retenida en el filtro se lavé con H2O (3 x 35 mL). El sélido
se seco al vacio para obtener el compuesto deseado (19,9 g, 58%).

Ejemplo 9: Ensayo de inhibiciéon de Aurora-2 (Aurora A)

Los compuestos se evaluaron para determinar su capacidad para inhibir Aurora-2 utilizando un ensayo enzimatico
acoplado estandar (Fox et al., Protein Sci., (1998) 7, 2249). Los ensayos se realizaron en una mezcla de HEPES
100 mM (pH 7,5), MgCl, 10 mM, DTT 1 mM, NaCl 25 mM, fosfoenolpiruvato 2,5 mM, NADH 300 uM, 30 pg/mL de
piruvato-cinasa y 10 pg/mL de lactato-deshidrogenasa. Las concentraciones finales de sustrato en el ensayo son
400 pM para el ATP (Sigma Chemicals) y 570 pM para el péptido (Kemptide, American Peptide, Sunnyvale, CA). Los
ensayos se realizaron a 30 °C en presencia de Aurora-2 4 nM.

Se preparé una solucion patron de tampdn de ensayo que contenia todos los reactivos enumerados anteriormente,
salvo Aurora-2 y el compuesto de ensayo de interés. 55 L de la solucién patron se introdujeron en una placa de 96
pocillos y a continuacién se afiadieron 2 pL de patron de DMSO que contenia diluciones en serie del compuesto de
ensayo (normalmente partiendo de una concentracion final de 7,5 uM). La placa se preincub6 durante 10 minutos at
30 °C y la reaccion se inicié afladiendo 10 uL de Aurora-2. Las tasas de reaccion iniciales se determinaron con un
lector de placas SpectraMax Plus de Molecular Devices a lo largo de un periodo de 10 minutos. Los datos de Clso y
Ki se calcularon a partir del andlisis de regresion no lineal utilizando el paquete informatico Prism (GraphPad Prism,
version 3.0cx para Macintosh, GraphPad Software, San Diego California, EE. UU.).

Ejemplo 10: Ensayo (radiométrico) de inhibicién de Aurora-1 (Aurora B)

Se preparé una solucién de tamp6n de ensayo que consistia en HEPES 25 mM (pH 7,5), MgCl,10 mM, BSA al 0,1%
y glicerol al 10%. Se preparé una solucién de Aurora-B 22 nM, que también contenia DTT 1,7 mM y Kemptide
(LRRASLG) 1,5 mM en tampén de ensayo. A 22 pL de la soluciéon de Aurora-B en una placa de 96 pocillos se
afadieron 2 pL de una solucién patron del compuesto en DMSO y se dej6é que la mezcla se equilibrara durante 10
minutos a 25 °C. La reaccién enzimatica se inicié mediante la adicion de 16 pL de solucién patron de [y->*P]-ATP
(~20 nCi/uL) preparada en tampén de ensayo, hasta una concentracion de ensayo final de 800 pM. La reaccion se
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detuvo 3 horas después mediante la adicion de 16 pL de acido fosférico 500 mM y los niveles de incorporacion de
%p en el sustrato peptidico se determinaron mediante el siguiente método.

Una placa de 96 pocillos de fosfocelulosa (Millipore, n.° de cat. MAPHNOBS0) se pretratd con 100 pL de &cido
fosférico 100 mM antes de afiadir la mezcla de reaccién enzimética (40 pL). Se dejo que la solucion impregnara la
membrana de fosfocelulosa durante 30 minutos y la placa se lavé posteriormente cuatro veces con 200 pL de acido
fosférico 100 mM. A cada pocillo de la placa seca se afadieron 30 pL de cdctel de centelleo liquido Optiphase
'SuperMix' (Perkin Elmer) antes de realizar un conteo de centelleo (contador de centelleo liquido 1450 Microbeta,
Wallac). Los niveles de radiactividad de fondo no catalizada enzimaticamente se determinaron afiadiendo 16 pL del
acido fosférico 500 nM a pocillos de control, que contenlan todos los componentes del ensayo (que actla para
desnaturalizar la enzima), antes de afiadir la solucién de [y- P] -ATP. Los niveles de incorporacion de ¥p catalizada
enzimaticamente se calcularon sustrayendo la media de los conteos de fondo de los medidos en cada concentracién
de inhibidor. Para cada determinacion de Ki, se obtuvieron 8 datos, que normalmente abarcaban un rango de
concentracién de 0-10 uM del compuesto, por duplicado (se prepararon patrones de DMSO a partir de un patrén de
compuesto inicial de 10 mM con diluciones en serie posteriores con un factor de dilucion de 1:2,5). Los valores de Ki
se calcularon a partir de los datos de las tasas iniciales mediante una regresion no lineal utilizando el programa
informatico Prism (Prism 3.0, Graphpad Software, San Diego, CA).

Ejemplo 11: Ensayo de inhibicién de Itk: Ensayos basados en la radioactividad

Los compuestos de la presente invencidon se evaluaron como inhibidores de la cinasa Itk humana utilizando un
ensayo basado en la radioactividad.

Los ensayos se realizaron en una mezcla de MOPS 20 mM (pH 7,0), MgCIz, 10mM 0,1% de BSA y DTT 1mM. Las
concentraciones finales de sustrato en el ensayo fueron 7,5 uM para el [y->>P] ATP (400uCi **P ATP/ umol ATP,
Amersham Pharmacia Biotech / Sigma Chemicals) y 3uM para el péptido (proteina SAM68 A332-443). Los ensayos
se realizaron a 25 °C en presencia de Itk 50 nM. Se prepar6 una solucion patron de tampén de ensayo que contenia
todos los reactivos enumerados anteriormente, salvo ATP y el compuesto de ensayo de interés. 50 pL de la solucion
patron se colocaron en una placa de 96 pocillos y a continuacién se afiadieron 2 puL de patron de DMSO que
contenia diluciones en serie del compuesto de ensayo (hormalmente partiendo de una concentracion final de 50 pM
con diluciones en serie con un factor de diluciéon de 2) por duplicado (concentracion final de DMSO = 2%). La placa
se preincubd durante 10 minutos a 25 °C y la reaccién se inici6 mediante la adicién de 50 pL de [y->*PJATP
(concentracion final = 7,5 pM).

La reaccion se detuvo 10 minutos después mediante la adicion de 100 pL de &cido fosforico 0,2 M + 0,01% de
TWEEN 20. Se pretraté una placa de 96 pocillos con un filtro de fosfocelulosa multipantalla (Millipore, n.° de cat.
MAPHNOB50) con 100 pL de acido fosférico 0,2 M + 0,01% de TWEEN 20 antes de afiadir 170 pL de la mezcla de
ensayo detenida. La placa se lavd con 4 x 200 pL de é&cido fosférico 0,2 M + 0,01% de TWEEN 20. Tras secar, se
afiadieron 30 pL de coéctel de centelle liquido Optiphase 'SuperMix' (Perkin Elmer) al pocillo antes de realizar el
conteo de centelleo (contador de centelleo liquido 1450 Microbeta, Wallac).

Los datos de Ki(ap) se calcularon a partir de un analisis de regresion no lineal de los datos de las tasas iniciales
utilizando el paquete informético Prism (GraphPad Prism, version 3.0cx para Macintosh, GraphPad Software, San
Diego California, EE. UU.).

Ejemplo 12: Ensayo de inhibicién de JAK-3

Los compuestos se evaluaron para determinar su capacidad para inhibir JAK utilizando el ensayo que se muestra a
continuacién. Las reacciones se llevaron a cabo en un tampon para cinasas que contenia HEPES 100 mM (pH 7,4),
DTT 1 mM, MgCl, 10 mM, NaCl 25 mM y 0,01% de BSA. Las concentraciones de sustrato en el ensayo fueron ATP
5 uM (200 uCi/umol de ATP) y poli(Glu)sTyr 1 uM. Las reacciones se llevaron a cabo a 25 °C y en presencia de JAK-
31nM.

A cada pocillo de una placa de 96 pocillos de policarbonato se afiadieron 1,5 pL de un candidato a inhibidor de JAK-
3 junto con 50 pL de tampdn para cinasas que contenia poli(Glu)sTyr 2 uM y ATP 10 pM. A continuacion, se mezclo
y se afadieron 50 pL de tampdn para cinasas que contenia enzima JAK-3 2 nM para iniciar la reaccion. Después de
20 minutos a temperatura ambiente (25 °C), la reaccion se detuvo con 50 L de acido tricloroacético al 20% (TCA)
que también contenia ATP 0,4 mM. A continuacion, el contenido completo de cada pocillo se transfirid a una placa
con filtro de fibra de vidrio de 96 pocillos utlllzando un cosechador celular TomTek. Tras lavar, se afiadieron 60 uL
de liquido de centelleo y la incorporacion de **P se detect6 en un contador TopCount de Perkin Elmer.
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Ejemplo 13: Ensayo de inhibicion de JAK-2

Los ensayos son como se han descrito anteriormente en el Ejemplo 13, salvo que se utiliz6 la enzima JAK-2, la
concentracion final de poli(Glu)4Tyr fue de 15 uM y la concentracién final de ATP fue de 1,2 uM.

Ejemplo 14: Ensayo de inhibicién de FLT-3

Los compuestos se evaluaron para determinar su capacidad para inhibir la actividad de FLT-3 utilizando un ensayo
de unién a un filtro radiométrico. Este ensayo monitoriza la incorporacion de 33P en un sustrato poli(Glu, Tyr) 4:1
(PE4Y). Las reacciones se llevaron a cabo en una solucién que contenia HEPES 100 mM (pH 7,5), MgCl, 10 mM,
NaCl 25 mM, DTT 1 mM, 0,01% de BSA y 2,5% de DMSO. Las concentraciones finales del sustrato en el ensayo
fueron de 90 uM para el ATP y 0,5 mg/mL para pE4Y (ambos de Sigma Chemicals, St Louis, MO). La concentracion
final de un compuesto de la presente invencién estuvo comprendida en general entre 0,01 y 5 uM. Normalmente, se
realiz6 una valoraciéon de 12 puntos preparando diluciones en serie a partir de un patron de DMSO 10 mM del
compuesto de ensayo. Las reacciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente.

Se prepararon dos soluciones de ensayo. La solucion 1 contiene HEPES 100 mM (pH 7,5), MgCl, 10 mM, NaCl 25
mM, 1 mg/mL de pE4Y y ATP 180 mM (que contenia 0,3 mCi de [y-337JATP para cada reaccién). La solucién 2
contiene HEPES 100 mM (pH 7,5), MgCl, 10 mM, NaCl 25 mM, DTT 2 mM, 0,02% de BSA y FLT-3 3 nM. El ensayo
se realizé en una placa de 96 pocillos mezclando en cada uno 50 pL de la Soluciéon 1y 2,5 mL de los compuestos de
la presente invencién. La reaccién se inicid con la Solucion 2. Tras incubar durante 20 minutos a temperatura
ambiente, la reaccion se detuvo con 50 pL de TCA al 20% que contenia 0,4 mM de ATP. A continuacion, se transfirio
el volumen de reaccidon completo a una placa con filtro y se lavé con TCA al 5% mediante un cosechador 9600 de
TOMTEC (Hamden, CT). La cantidad de incorporacién de ¥pen pE4y se analizé mediante un contador de centelleo
para microplacas Packard Top Count (Meriden, CT). Los datos se ajustaron con el software Prism para obtener la
Clso o Ki.

Ejemplo 15: Ensayo de estabilidad microsomal

Se monitorizo la estabilidad microsomal mediante la generacion de perfiles de agotamiento frente al tiempo en
microsomas de un rango de especies (1 ratdbn CD-1 macho, una rata Sprague-Dawley macho, un perro Beagle
macho, un mono cinomdlogo macho y un grupo de seres humanos de ambos sexos). Se prepararon soluciones de
adicion del compuesto diluyendo la solucién patron del compuesto en DMSO (normalmente 10 mM) para obtener
una solucion en acetonitrilo (0,5 mM). El compuesto (para obtener una concentracion final de 5 uM) se incubé con
una mezcla de reaccion final (1000 pL) que consistia en proteina microsomal hepatica (1 mg/mL) y un sistema
regenerador (RGS) de [-fosfato del dinucle6tido de nicotinamida y adenina en su forma reducida (NADPH)
[constituido por B-fosfato del dinucleétido de nicotinamida y adenina (NADP) 2 mM, &cido isocitrico 20,5 mM, 0,5 U
de isocitrato-deshidrogenasa/mL, cloruro de magnesio 30 mM y tampdn fosfato (PB) 0,1 M de pH 7,4] en presencia
de PB 0,1 M (pH 7,4).

La reaccién se inici6 mediante la adicion (250 pL) de RGS preincubado a la mezcla preincubada de
microsoma/VRT/PB (la preincubacion en ambos casos fue de 10 minutos a 37 °C). Las muestras se incubaron
dentro de viales Eppendorf (1,5 mL) en un agitador-calentador (DPC Micromix 5 (ajustes; forma 20, amplitud 4)
modificado para calentarlo hasta 37 °C, mediante dos calentadores de placas fijados a la plataforma y controlados
por un calentador manual Packard) acoplado a un manipulador de liquidos automatico Multiprobe Il HT Ex. El
manipulador de liquidos se programé (software WIinPREP) para tomar muestras de la mezcla de incubacion
microsomal tras 0, 2, 10, 30 y 60 minutos de incubacion y para transferir una alicuota (100 pL) a un bloque de
parada (bloque de 96 pocillos) que contenia 100 pL de metanol frio. El % de materia organica en la mezcla de
parada se optimizd para el andlisis mediante la adicion de volimenes adecuados de disolvente acuoso/organico
(normalmente 100 pL de metanol:agua (50:50)).

Antes del andlisis, el bloque de parada se colocé en un agitador (DPC Micromix 5; 10 min, forma 20, amplitud 5)
para separar las proteinas por precipitaciéon. A continuacion, el bloque se centrifugé (Jouan GR412; 2000 rpm, 15
min, 4 °C). Posteriormente se transfirié una alicuota de la muestra (200 pL) a un bloque de andlisis y el bloque se
centrifugé de nuevo (Jouan GR412; 2000 rpm, 5 min, 4 °C) antes de enviarlo para su analisis. Los perfiles de
agotamiento se determinaron monitorizando la desaparicion de VRT mediante cromatografia de liquidos combinada
con espectrometria de masas en tdndem (LC-MS/MS). Las muestras se inyectaron (20 pL; sistema cromatografico
para liquidos Agilent 1100 equipado con un automuestreador) en una columna analitica. La fase mavil consistia en
agua + 0,05% (v/v) de &cido férmico (A) y metanol + 0,05% (v/v) de &cido férmico (B).

Aplicando un método de gradiente optimizado para el compuesto de interés se consiguié eluir el compuesto de la
columna analitica. El tiempo de analisis total fue de 6 minutos con un flujo de 0,35 mL/min. Todo el efluente de la
columna entro en la fuente de ionizacion por electronebulizacion (modo positivo) de un espectrometro de masas en
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tandem Micromass Quattro LC en un momento comprendido entre los 0,5 y 5,9 min del analisis. La espectrometria
de masas se optimizé para el compuesto de interés. Todas las incubaciones se realizaron por duplicado y los
resultados se expresaron como el % original remanente ya sea los 30 minutos o 60 minutos en relacion con la
muestra a los 0 minutos.

Ejemplo 16: Andlisis de la proliferacion y la viabilidad celulares

Los compuestos se evaluaron para determinar su capacidad para inhibir la proliferaciéon celular y sus efectos sobre
la viabilidad celular utilizando células Colo205 obtenidas de ECACC y utilizando el ensayo que se muestra a
continuacion.

Se sembraron células Colo205 en placas de 96 pocillos y se afiadié el compuesto diluido en serie a los pocillos por
duplicado. Los grupos de control incluian células sin tratar, el diluyente del compuesto (0,1% de DMSO solamente) y
medio de cultivo sin células. Las células se incubaron a continuaciéon durante 72 o 96 h a 37 °C en una atmdsfera
con un 5% de CO2/95% de humedad.

Para medir la proliferacion, 3 h antes del final del experimento se afiadieron 0,5 pCi de 3H-timidina a cada pocillo.
Posteriormente se recogieron las células y se realiz6 un conteo de la radioactividad incorporada en un lector de
microplacas beta de Wallac. La viabilidad celular se evalud utilizando Promega CellTiter 96AQ para medir la
conversion de MTS. Las curvas de respuesta a la dosis se calcularon utilizando el software Prism 3.0 (GraphPad) o
SoftMax Pro 4.3.1 LS (Molecular Devices).

Ejemplo 17: Ensayo de inhibicién de la actividad de la cinasa Abl y determinacién de la constante de
inhibicién Ki

Se evaluaron los compuestos para determinar su capacidad para inhibir la actividad de la cinasa Abl truncada en el
extremo N (A 27) utilizando un sistema enzimatico acoplado estandar (Fox et al., Protein Sci., 7, pag. 2249 (1998)).
Las reacciones se llevaron a cabo en una solucion que contenia HEPES 100 mM (pH 7,5), MgCl, 10 mM, NaCl 25
mM, NADH 300 pM, DTT 1 mM y 3% de DMSO. Las concentraciones finales del sustrato en el ensayo fueron de 110
UM para el ATP (Sigma Chemicals, St Louis, MO) y 70 uM para el péptido (EAIYAAPFAKKK, American Peptide,
Sunnyvale, CA). Las reacciones se llevaron a cabo a 30 °C y en presencia de la cinasa Abl 21 nM. Las
concentraciones finales de los componentes del sistema enzimatico acoplado fueron de 2,5 mM para el
fosfoenolpiruvato, 200 pM para el NADH, 60 pg/mL de piruvato-cinasa y 20 pg/mL de lactato-deshidrogenasa.

Se preparé una solucion patrén de tampdén de ensayo que contenia todos los reactivos enumerados anteriormente,
salvo ATP y el compuesto de ensayo de interés. La solucion patron de tampon de ensayo (60 pL) se incubé en una
placa de 96 pocillos con 2 pL del compuesto de ensayo de interés en concentraciones finales normalmente
comprendidas entre 0,002 uM y 30 pM a 30 °C durante 10 min. Normalmente, se prepar6é una valoracion de 12
puntos mediante diluciones en serie (a partir de patrones de los compuestos 1 mM) con DMSO de los compuestos
de ensayo en placas secundarias. La reaccion se inicié6 mediante la adicion de 5 pL de ATP (concentracion final =
110 pM). Las tasas de reaccion se obtuvieron utilizando un lector de placas Spectramax de Molecular Devices
(Sunnyvale, CA) en 10 min a 30 °C. Los valores de Ki se determinaron a partir de los datos de las tasas residuales
en funcién de la concentracion de inhibidor utilizando una regresion no lineal (Prism 3.0, Graphpad Software, San
Diego, CA).

Ejemplo 18: Ensayo de inhibicién de la actividad de la cinasa Abl mutante (T315l) y determinacién de la
constante de inhibicién Clsg

Los compuestos se evaluaron para determinar su capacidad para inhibir la forma mutante T315I de la Abl humana
en soluciones de sefializacion celular Upstate (Dundee, R.U.). En un volumen de reaccion final de 25 pL, la forma
mutante T315I de la Abl humana (5-10 mU) se incub6é con MOPS 8 mM, pH 7,0, EDTA 0,2 mM, EAIYAAPFAKKK 50
UM, acetato de Mg 10 mM, [y-33P-ATP] (actividad especifica de aprox. 500 cpm/pmol, concentracion final de ensayo
= 10 mM) y el compuesto de ensayo de interés en concentraciones finales comprendidas entre 0 y 4 unM. La
reaccion se inici6 mediante la adicion de la mezcla MgATP. Tras incubar durante 40 minutos a temperatura
ambiente, la reaccion se detuvo mediante la adicion de 5 pL de una solucidn de &cido fosférico al 3%. 10 pL de la
reaccion se depositaron posteriormente sobre un filtro Filtermat P30 y se lavl tres durante 5 minutos en acido
fosférico 75 mM y una vez en metanol antes de secar y realizar un conteo de centelleo. Los valores de Clso de la
inhibicion se determinaron a partir de un andlisis de regresion no lineal de las actividades enzimaticas residuales
como una funcién de la concentracion de inhibidor (Prism 3.0, Graphpad Software, San Diego, CA).
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Ejemplo 19: Ensayo de inhibicion de Plk4

Los compuestos se evaluaron para determinar su capacidad para inhibir P1k4 utilizando un ensayo de incorporacién
de fosfato radioactivo. Los ensayos se realizaron en una mezcla de MOPS 8 mM (pH 7,5), MgCl,10 mM, 0,1% de
BSA y DTT 2 mM. Las concentraciones de sustrato finales fueron de 15 pM para [y-33P] ATP (227 mCi de 33P
ATP/mmol de ATP, Amersham Pharmacia Biotech / Sigma Chemicals) y 300 uM para el péptido (KKKMDATFADQ).
Los ensayos se llevaron a cabo a 25 °C en presencia de Plk4 25 nM. Se preparé una solucion patron de tampén de
ensayo que contenia todos los reactivos enumerados anteriormente, salvo ATP y el compuesto de ensayo de
interés. Se colocaron 30 pL de la solucién patrén en una placa de 96 pocillos y a continuacion se afiadieron 2 pL de
patron de DMSO que contenia diluciones en serie del compuesto de ensayo (normalmente partiendo de una
concentracioén final de 10 uM con diluciones en serie con un factor de dilucién de 2) por duplicado (concentracién
final de DMSO = 5%). La placa se preincub6 durante 10 minutos a 25 °C y la reaccion se inici6 mediante la adicion
de 8 pL de [y-33P] ATP (concentracion final = 15 pM). La reaccion se detuvo 180 minutos después mediante la
adicion de 100 pL de acido fosférico 0,14 M. Se pretratd una placa de 96 pocillos con un filtro de fosfocelulosa
multipantalla (Millipore, n.° de cat. MAPHNOB50) con 100 uL de acido fosférico 0,2 M antes de afadir 125 pL de la
mezcla de ensayo detenida. La placa se lavd con 4 x 200 pL de &cido fosforico 0,2 M. Tras secar, se afiadieron 100
pL de coctel de centelleo liquido Optiphase 'SuperMix' (Perkin Elmer) al pocillo antes de realizar el conteo de
centelleo (contador de centelleo liquido 1450 Microbeta, Wallac). Tras sustraer los valores de fondo medios para
todos los datos puntuales, los datos de Ki(ap) se calcularon a partir de un analisis de regresion no lineal de los datos
de las tasas iniciales utilizando el paquete informatico Prism (GraphPad Prism, versién 3.0cx para Macintosh,
GraphPad Software, San Diego, California, EE. UU.).

Ejemplo 20: Ensayo de inhibicion de FGFR1, MLK1, Tie2 y TrkA

Los compuestos se evaluaron para determinar su capacidad para inhibir Arg (Abl-2), FGFR1, MLK1, Tie2 y TrkA
utilizado métodos de cribado con los que estara familiarizado un experto en la técnica. Todas las enzimas anteriores
se evaluaron con concentraciones de ATP iguales o proximas a la Ky, del ATP.

La Tabla 5 que se presenta a continuacién muestra los valores de Clso obtenidos en el Ejemplo 20:

Tabla 5
N.° de | Clso de Arg (uM) | Clso de FGFR1 (uM) |Clso de MLK1 (uM) |Clsg de Tie2 (uM) | Clso de TrkA (uM)
compuesto
I-14 0,014 0,121 0,027 0,089 0,018
I-17 0,21 0,088 - - -
[-18 0,053 0,022 - - -
1-19 0,13 0,035 - - -

La Tabla 6 que se presenta a continuacién muestra los valores de Ki obtenidos en el Ejemplo 20:

Tabla 6
N.° de | Clso de Arg (uM) | Clso de FGFR1 (uM) |Clso de MLK1 (uM) |Clsg de Tie2 (uM) | Clso de TrkA (uM)
compuesto
I-14 0,0033 0,065 0,014 0,047 0,005

La Tabla 7 que se presenta a continuacion muestra datos de los Ejemplos 9, 10 y 16 que se han descrito
anteriormente.
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Tabla 7

N.° de |Ki de Aurora Ki de |Clso de la inporporacién fje 3H-Thy |Clso de la inpor_poracién ge 3H-Thy

compuesto | A (uM) Aurora B |en Colo205 inhib. después de 72 h |en Colo205 inhib. después de 96 h
(um) (um) (um)

I-1 0,00040 0,007 - 0,047

I-2 0,00039 0,0076 0,026 0,026

I-3 0,00067 0,0065 0,002 0,004

I-4 0,0017 0,015 - 0,092

I-5 0,0012 0,014 - 0,033

I-6 0,00077 0,0062 - 0,024

I-7 0,00036 <0,006 - 0,022

1-8 0,00087 0,0071 0,04 0,033

1-9 0,00043 <0,006 - 0,016

I-10 0,00042 0,007 - 0,042

1-11 0,00041 0,009 - 0,028

1-12 0,00035 0,003 0,019 -

1-13 0,0011 0,022 0,072 0,039

1-14 0,00035 0,0068 0,006 0,006

I-15 0,00040 0,0096 0,026

1-16 0,0010 0,024 0,051

1-17 0,00062 0,012 0,026 0,019

1-18 0,00035 0,018 0,027

1-19 0,00044 0,021 0,05

1-20 0,00077 0,018 0,012

1-21 0,00044 0,0095 0,02

La Tabla 8 que se presenta a continuacion muestra datos de los Ejemplos 12-14 y 17-18.
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Tabla 8

N.° de |[Ki de FLT-3|Ki de JAK-2|Ki de JAK-3 Ki de Abl (T3151) |Ki de Abl (natural)
compuesto (uM) (uM) (uM) (uM) (uM)
I-1 - - - 0,43 -

1-2 0,036 0,026 0,16 - 0,064
I-3 0,026 0,034 0,15 - 0,030
I-4 - - - - -

I-5 0,021 0,026 0,1 - -

I-6 0,048 0,044 0,19 - -

-7 0,023 0,023 0,037 - -

1-8 0,028 0,041 0,14 - 0,030
1-9 0,11 0,022 0,15 - -
1-10 0,0025 0,054 0,051 - -
1-11 0,02 0,015 0,056 - -
1-12 0,015 0,0029 0,028 - -
1-13 0,043 0,11 0,29 0,21 0,088
1-14 0,065 0,011 0,077 0,033 0,023
1-15 - - - 0,2 0,057
1-16 - - - 0,18 0,17
1-17 - - - 0,053 0,022
1-18 0,16 0,36 0,22 - -
119 0,14 0,13 0,62 - -

1-20 0,072 0,051 0,11 - -
1-21 0,12 0,028 0,1 - -

Aunque hemos descrito varias realizaciones de esta invencidn, es evidente que nuestros

ejemplos basicos se

pueden alterar para proporcionar otras realizaciones de esta invencion. Por tanto, se apreciara que el alance de esta
5 invencion ha de ser definido por las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de formula ii-d

R?

H
" “NH
/

HN
H S H 5

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables, donde:
R? es alquilo Cy.3 0 ciclopropilo;

R® es CH,CHa, CH,CF3, CH,CH,CFa,

Jz_kH C3«>CN__ Gy><>N_“
o F
J' es H o CH3;

J? es alquilo C1.4] y

Cy es Cg; cicloalquilo.

2. El compuesto de la reivindicacion 1, donde R® se selecciona entre CH2CF3, CH2CH2CFa,
§‘<%F —
F o CFy |

3. El compuesto de la reivindicacion 2, donde R® se selecciona entre CH,CF3 0

CFy

4. El compuesto de la reivindicaciéon 3, donde R® es CH,CFs.

5. El compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4, donde R" es
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Cy I
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6. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 5, donde R es

Cy
N.._
>
7. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 6, donde Cy es ciclopropilo.

8. El compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-7, donde R? es metilo.

9. Un compuesto seleccionado entre los siguientes:
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11. Una composicion que comprende un compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1-10 y un portador,
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I-11

adyuvante o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

12. Un método para inhibir la actividad de la proteina cinasa Aurora en una muestra biolégica que comprende poner

et
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HH

| AN
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I-20

en contacto dicha muestra biolégica con un compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1-10.

13. Un compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1-10 para su uso en el tratamiento de un trastorno

proliferativo en un paciente.
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14. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 13, donde dicho trastorno proliferativo se selecciona entre
melanoma, mieloma, leucemia, linfoma, neuroblastoma o un céancer seleccionado entre cancer de colon, mama,
gastrico, ovarico, cervical, broncopulmonar, sistema nervioso central (SNC), renal, de préstata, vejiga, pancreatico,
cerebral (gliomas), bucorrinofaringolaringeo, rifién, higado, melanoma, sarcoma o cancer de tiroides en un paciente
que lo necesite.

15. Un compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1-10 o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, y
otro agente terapéutico para su uso en el tratamiento del cancer en un sujeto que lo necesite, donde dicho
compuesto o sal de este y el agente terapéutico se administran de forma secuencial o se administran de forma
conjunta.

16. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 15, donde dicho agente terapéutico se selecciona entre taxanos,
inhibidores de bcr-abl, inhibidores de EGFR, agentes que dafian el ADN y antimetabolitos, o donde dicho agente
terapéutico se selecciona entre Paclitaxel, Gleevec, dasatinib, nilotinib, Tarceva, Iressa, cisplatino, oxaliplatino,
carboplatino, antraciclinas, AraC y 5-FU, o donde dicho agente terapéutico se selecciona entre camptotecina,
doxorrubicina, idarrubicina, cisplatino, taxol, taxotere, vincristina, tarceva, el inhibidor de MEK, U0126, un inhibidor
de KSP, vorinostat, Gleevec, dasatinib y nilotinib.
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