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DESCRIPCION
4-Amino-3-(imidazolil)pirazol[3,4-d]pirimidinas
Antecedentes de la invencion

[0001]La presente invencion proporciona compuestos, composiciones farmacéuticas que contienen uno o mas de
esos compuestos o sus sales farmacéuticamente aceptables, que son eficaces en la inhibicidon de la union de
diversas quimiocinas, tales como MIP-1a, leucotactina, MPIF-1 y RANTES, al receptor CCR1. Como antagonistas o
moduladores del receptor CCR1, los compuestos y composiciones tienen utilidad en el tratamiento de afecciones y
enfermedades con trastorno inflamatorio e inmunitario.

[0002]La salud humana depende de la capacidad del organismo para detectar y destruir patégenos foraneos que de
otro modo podrian tomar recursos valiosos del individuo y/o inducir enfermedad. El sistema inmunitario, que
comprende leucocitos (glébulos blancos (GB): linfocitos T y B, monocitos, macrofagos granulocitos, células NK,
mastocitos, células dendriticas, y células inmunitarias derivadas (por ejemplo, osteoclastos)), tejidos linfoides y
vasos linfoides, es el sistema de defensa del organismo. Para combatir la infeccion, los glébulos blancos circulan por
todo el organismo para detectar patdgenos. Una vez que se detecta un patdgeno, las células inmunitarias innatas y
las células T citotdxicas en particular son reclutadas al sitio de infeccion para destruir el patégeno. Las quimiocinas
actian como balizas moleculares para el reclutamiento y la activacion de células inmunitarias, tales como los
linfocitos, monocitos y granulocitos, identificando los sitios donde existen patégenos.

[0003]A pesar de la regulacion por el sistema inmunoldégico de los patdgenos, se puede desarrollar cierta
sefializacion de quimiocinas inapropiada y se ha atribuido a la activacion o al mantenimiento de trastornos
inflamatorios, tales como la artritis reumatoide, esclerosis multiple y otros. Por ejemplo, en la artritis reumatoide, la
acumulacion de quimiocinas no regulada en articulaciones de los huesos atrae y activa los macroéfagos infiltrantes y
células T. Las actividades de estas células inducen la proliferacion de células sinoviales que conduce, al menos en
parte, a la inflamacion y a la eventual pérdida de hueso y cartilago (véase, DeVries, M.E., et al., Semin Immunol
11(2):95-104 (1999)). Un sello distintivo de algunas enfermedades desmielinizantes tales como esclerosis multiple es
el reclutamiento de monocitos/macrofagos y células T mediado por quimiocinas al sistema nervioso central (véase,
Kennedy, et al., J. Clin. Immunol. 19(5):273-279 (1999)). El reclutamiento por quimiocinas de GB destructivos a los
trasplantes ha sido implicado en su posterior rechazo. Véase, DeVries, M.E., et al., idem. Debido a que las
quimiocinas juegan un papel clave en la inflamacion y el desarrollo de linfocitos, la capacidad de manipular
especificamente su actividad tiene un enorme impacto en la mejora y la detencion de enfermedades que
actualmente no tienen un tratamiento satisfactorio. Ademas, el rechazo del trasplante se puede minimizar sin los
efectos generalizados y complicados de farmacos inmunosupresores costosos.

[0004]El metabolismo 6seo depende de la actividad global de los osteoblastos que controlan la formacién de hueso
y de los osteoclastos que controlan la resorcién 6sea. La anomalia del metabolismo 6seo se considera que esta
causada por un desequilibrio de la formacién de hueso y la resorcion 6sea. La osteoporosis (y la osteoporosis post-
menopausica), la hipercalcemia, la enfermedad de Paget, la osteodistrofia renal, la artritis reumatoide, la
osteoartritis, las metastasis Oseas liticas, el mieloma multiple y similares son conocidas como enfermedades que
acompanan la anomalia del metabolismo 6seo. La osteoporosis es una enfermedad tipica causada por dicha
anomalia del metabolismo 6seo. Esta enfermedad se genera cuando la resorcién 6sea por los osteoclastos excede
la formacion de hueso por los osteoblastos. La enfermedad se caracteriza por una disminucion tanto del material
calcificado del hueso como de la matriz ésea. Se cree CCR1 para jugar un papel en el reclutamiento de precursores
de osteoclastos y su maduracion, y la inhibicién de este proceso puede mejorar la enfermedad (Vallet et al, Blood,
110:3744-3752 (2007)). El secuestro adicional de células de mieloma multiple en la médula ésea conduce al
reclutamiento de osteoclastos a estos sitios, proporcionando un bucle de retroalimentacién para la proliferacion del
mieloma, y estimulando la descalcificacién (Menu et al, Clin Exp Metastases, 23:291-300 (2006)).

[0005]Las quimiocinas, un grupo de mas de 40 péptidos pequefios (7-10 kD), se unen a los receptores expresados
principalmente en los GB o células inmunitarias derivadas, y sefalizan a través de cascadas de sefializacion
acopladas a proteina G para mediar sus funciones quimioatrayentes y quimioestimuladoras. Los receptores pueden
unirse a mas de un ligando; por ejemplo, el receptor CCR1 se une a RANTES (regulado en la activacion normal de
células T expresadas), MIP-1a (proteina inflamatoria de macréfagos), MPIF-1/CKB8, y quimiocina leucotactina (entre
otras con menores afinidades). Hasta la fecha, se conocen 24 receptores de quimiocinas. El gran ndmero de
quimiocinas, receptores de unién de multiples ligandos, y diferentes perfiles de los receptores en las células
inmunitarias permite respuestas inmunitarias estrechamente controladas y especificas. Véase, Rossi, et al., Ann.
Rev. Immunol. 18(1):217-242 (2000). La actividad de las quimiocinas puede ser controlada a través de la
modulacion de sus correspondientes receptores, tratando las enfermedades inflamatorias e inmunoldgicas
relacionadas y permitiendo transplantes de 6rganos y tejidos.

[0006]EI receptor CCR1 y sus ligandos quimiocinas, incluyendo, por ejemplo MIP-1a, MPIF-1/CKB8, leucotactina y
2
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RANTES, representan dianas terapéuticas significativas (véase Saeki, et al., Current Pharmaceutical Design 9:
1201-1208 (2003)) puesto que han sido implicados en la artritis reumatoide, el rechazo de trasplantes (véase,
DeVries, M.E., et al., idem), y la esclerosis mdltiple (véanse, Fischer, et al., J Neuroimmunol. 110(1-2):195-208
(2000); Izikson, et al., J. Exp. Med.192(7):1075-1080 (2000); y Rottman, et al., Eur. J. Immunol. 30(8):2372-2377
(2000). De hecho, se han descubierto anticuerpos de bloqueo de la funcion, ligandos de receptores de quimiocinas
modificados y compuestos organicos pequerios, de los cuales se ha demostrado satisfactoriamente que algunos
previenen o tratan algunas enfermedades mediadas por quimiocinas (revisado por Rossi, et al., idem.).
Notablemente, en un modelo experimental de artritis reumatoide, el desarrollo de la enfermedad disminuye cuando
se administra el ligando RANTES modificado que bloquea la sefializacion, (véase Plater-Zyberk, et al., Immunol Lett.
57(1-3):117-120 (1997)). Si bien las terapias con anticuerpos de bloqueo de la funcién y péptidos pequefios son
prometedoras, adolecen de los riesgos de degradacion, las vidas medias extremadamente cortas, una vez
administrados, y el coste prohibitivo para su desarrollo y produccion, caracteristicos de la mayoria de las proteinas.
Son preferibles los compuestos organicos pequefios ya que a menudo tienen una vida media mas larga in vivo,
requieren dosis mas pequefias para ser eficaces, a menudo pueden ser administrados por via oral, y son por
consiguiente menos costosos. Algunos antagonistas organicos de CCR1 se han descrito previamente (véanse,
Hesselgesser, et al., J. Biol. Chem. 273(25):15687-15692 (1998); Ng, et al., J. Med. Chem. 42 (22):4680-4694
(1999); Liang, et al., J. Biol. Chem. 275(25):19000-19008 (2000); y Liang, et al., Eur. J. Pharmacol. 389(1):41-49
(2000)). En vista de la eficacia demostrada para el tratamiento de la enfermedad en modelos animales (véase,
Liang, et al., J. Biol. Chem. 275(25):19000-19008 (2000)), ha continuado la busqueda para identificar compuestos
adicionales que se puedan utilizar en el tratamiento de enfermedades mediadas por la sefalizaciéon de CCR1.

[0007] EI documento US 2008/058341 describe compuestos de azaindol que son antagonistas del receptor CCR1.
Breve compendio de la invencion

[0008]La presente invencion se refiere a compuestos que tienen la Férmula I

R2d
N
I\ O |/\>
Cl N N N N
2a R® N ;
R R1a = / NH2
N
N

o sales farmacéuticamente aceptables, hidratos o N-6xidos de los mismos. En la Férmula |, R'a y R'™ se seleccionan
cada uno independientemente entre H y CHj; R?% se selecciona entre H yF;y R se selecciona entre H, alcoxi C4-
C4 y haloalcoxi C4-C4. El compuesto no es 2-(4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il)-1-(4-(4-
cloro-3-metoxifenil)piperazin-1-il)etanona.

[0009]Ademas de los compuestos proporcionados en la presente memoria, la presente invencién proporciona
adicionalmente composiciones farmacéuticas que contienen uno o mas de estos compuestos, asi como métodos
para el uso de estos compuestos principalmente para tratar enfermedades asociadas con la actividad de
sefializacion de CCR1, CCR2 y/o CCR3.

Descripcion detallada de la invenciéon
I. Abreviaturas y definiciones

[0010]E! término "alquilo”, por si mismo o como parte de otro sustituyente, significa, a menos que se indique lo
contrario, un radical hidrocarbonado de cadena lineal o ramificada, que tiene el nimero de atomos de carbono
designado (es decir C4-Cg significa de uno a ocho carbonos). Los ejemplos de los grupos alquilo incluyen metilo,
etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, t-butilo, isobutilo, sec-butilo, n-pentilo, n-hexilo, n-heptilo, y n-octilo.

[0011]EI término "alcoxi", se utiliza en su sentido convencional, y se refieren a aquellos grupos alquilo unidos al resto
de la molécula a través de un atomo de oxigeno. Los ejemplos de los grupos alcoxi incluyen metoxi, etoxi, e
isopropoxi.

[0012]Los términos "halo" o "haldgeno”, por si mismos o como parte de otro sustituyente, significan, a menos que se
indique lo contrario, un atomo de fluor, cloro, bromo o atomo de yodo. Ademas, se pretende que términos tales como
"haloalquilo”, incluyan monohaloalquilo y polihaloalquilo. Por ejemplo, se pretende que el término " haloalquilo C1-C4"
incluya p. €j., trifluorometilo, 2,2,2-trifluoroetilo, 4-clorobutilo, y 3-bromopropilo. Del mismo modo, se pretende que el
término "haloalcoxi", incluya monohaloalcoxi y polihaloalcoxi, tales como trifluorometoxi (CF3O-) y 2-fluoroetoxi
(FCH2CH0-).
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[0013]"Grupo protector" se refiere a un radical, excepto grupos alquilo, que cuando se une a un grupo reactivo en
una molécula, enmascara, reduce o previene esa reactividad. Los ejemplos de los grupos protectores se pueden
encontrar en T. W. Greene y P.G.M. Wuts, Protective Groups in Organic Synthesis, tercera edicion, John Wiley &
Sons, Nueva York, 1999, y Harrison y Harrison et al., Compendium of Synthetic Organic Methods, Vol. 1-8 (John
Wiley and Sons, 1971-1996). Los grupos protectores de hidroxi representativos incluyen grupos acilo, éteres de
bencilo y tritilo, éteres de tetrahidropiranilo, éteres de trialquilsililo y éteres de alilo. Los grupos protectores de amino
representativos incluyen, p. €j., formilo, acetilo, trifluoroacetilo, bencilo, benciloxicarbonilo (CBZ), terc-butoxicarbonilo
(BOC), trimetilsililo (TMS), 2-trimetilsilil-etanosulfonilo (SES), tritilo y grupos tritilo sustituidos, aliloxicarbonilo, y 9-
fluorenilmetiloxicarbonilo (FMOC), nitro-veratriloxicarbonilo (NVOC).

[0014]EI "reactivo de acoplamiento de aminoacidos" se refiere a un reactivo, tal como HBTU (O-(benzotriazol-1-il)-
N,N,N',N-tetrametiluronio), etc., que reaccionara con el grupo acido carboxilico de un aminoacido para formar un
intermedio activado que puede ser utilizado para condensar con una amplia variedad de nucledfilos, por ejemplo,
aminas, alcoholes y tioles, para producir otros grupos éster, tioéster o amida.

[0015]Se pretende que el término "sales farmacéuticamente aceptables" incluya sales de los compuestos activos
que se preparan con acidos o bases relativamente no toxicos, dependiendo de los sustituyentes concretos
encontrados en los compuestos descritos en la presente memoria. Cuando los compuestos de la presente invencién
contienen funcionalidades relativamente acidas, se pueden obtener sales de adiciéon de bases poniendo en contacto
la forma neutra de tales compuestos con una cantidad suficiente de la base deseada, ya sea pura o en un disolvente
inerte adecuado. Los ejemplos de las sales derivadas de bases inorganicas farmacéuticamente aceptables incluyen,
p. €j. aluminio, amonio, calcio, cobre, férrico, ferroso, litio, magnesio, manganico, manganoso, potasio, sodio y zinc.
Las sales derivadas de bases organicas farmacéuticamente aceptables incluyen sales de aminas primarias,
secundarias y terciarias, incluyendo, p. €j. aminas sustituidas, aminas ciclicas y, aminas de origen natural, tales
como arginina, betaina, cafeina, colina, N,N'-dibenciletiiendiamina, dietilamina, 2-dietilaminoetanol, 2-
dimetilaminoetanol, etanolamina, etilendiamina, N-etilmorfolina, N-etilpiperidina , glucamina, glucosamina, histidina,
hidrabamina, isopropilamina, lisina, metilglucamina, morfolina, piperazina, piperidina, resinas de poliamina, procaina,
purinas, teobromina, trietilamina, trimetilamina, tripropilamina y trometamina. Cuando los compuestos de la presente
invencion contienen funcionalidades relativamente alcalinas, las sales de adicidon de acido se pueden obtener
poniendo en contacto la forma neutra de tales compuestos con una cantidad suficiente del acido deseado, ya sea
puro o en un disolvente inerte adecuado. Los ejemplos de sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables
incluyen las derivadas de acidos inorganicos como p. €j., los acidos clorhidrico, bromhidrico, nitrico, carboénico,
monohidrogenocarbénico, fosférico, monohidrogenofosférico, dihidrogenofosférico, sulfurico,
monohidrogenosulfurico, yodhidrico, o fosforoso, asi como las sales derivadas de acidos organicos relativamente no
toxicos como p. €j., acético, propionico, isobutirico, maldnico, benzoico, succinico, subérico, fumarico, mandélico,
ftalico, bencenosulfénico, p-tolilsulfonico, citrico, tartarico, y metanosulfénico. También se incluyen sales de
aminoacidos tales como, por ejemplo arginato, y sales de acidos organicos como, p. €j., acidos glucuronico o
galacturonico (véase, por ejemplo, Berge, S.M., et al., "Pharmaceutical Salts", Journal of Pharmaceutical Science,
1977, 66, 1-19). Ciertos compuestos especificos de la presente invencion contienen tanto funcionalidades alcalinas
como acidas que permiten que los compuestos sean convertidos en sales de adicion de base o de acido
cualesquiera.

[0016]Las formas neutras de los compuestos pueden regenerarse poniendo en contacto la sal con una base o acido
y aislando el compuesto original de la manera convencional. La forma parental del compuesto difiere de las diversas
formas de sal en ciertas propiedades fisicas, tales como la solubilidad en disolventes polares, pero por lo demas las
sales son equivalentes a la forma original del compuesto para los fines de la presente invencion.

[0017]Ademas de las formas de sal, la presente invencidon proporciona compuestos que estan en una forma de
profarmaco. Los profarmacos de los compuestos descritos en la presente memoria son aquellos compuestos que
experimentan facilmente cambios quimicos en condiciones fisioldgicas para proporcionar los compuestos de la
presente invencion. Adicionalmente, los profarmacos pueden ser convertidos a los compuestos de la presente
invencion por medio de métodos quimicos o bioquimicos en un entorno ex vivo. Por ejemplo, los profarmacos
pueden convertirse lentamente en los compuestos de la presente invencién cuando se colocan en un reservorio de
parche transdérmico con una enzima o reactivo quimico adecuados.

[0018]Ciertos compuestos de la presente invencidon pueden existir en formas no solvatadas asi como en formas
solvatadas, incluyendo formas hidratadas. En general, las formas solvatadas son equivalentes a las formas no
solvatadas y se pretende que estén incluidas dentro del alcance de la presente invencion. Pueden existir ciertos
compuestos de la presente invencion en multiples formas cristalinas o amorfas. En general, todas las formas fisicas
son equivalentes para los usos contemplados por la presente invencién y se pretende que estén dentro del alcance
de la presente invencion.

[0019]Ciertos compuestos de la presente invencion poseen atomos de carbono asimétricos (centros opticos) o
4
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enlaces dobles; se pretende que los racematos, diasteredmeros, isdmeros geométricos e isémeros individuales (p.
€j., enantidmeros separados) estén incluidos dentro del alcance de la presente invencion. Los compuestos de la
presente invencion también pueden contener proporciones no naturales de is6topos atémicos en uno o mas de los
atomos que constituyen tales compuestos. Por ejemplo, los compuestos pueden estar radiomarcados con isétopos
radiactivos, tales como por ejemplo tritio (°H), yodo-125 (**l) o carbono-14 (™C). Se pretende que todas las
variaciones isotépicas de los compuestos de la presente invencion, ya sean radiactivas o no, estén incluidas dentro
del alcance de la presente invencion.

Il. General

[0020]La presente invencion deriva del descubrimiento de que los compuestos de Férmula | actian como
antagonistas potentes del receptor CCR1. Los compuestos tienen actividad anti-inflamatoria vivo y tienen
propiedades farmacocinéticas superiores. Por consiguiente, los compuestos proporcionados en la presente memoria
son utiles en composiciones farmacéuticas, métodos para el tratamiento de enfermedades mediadas por CCR1, y
como controles en analisis para la identificacion de antagonistas de CCR1 competitivos.

[ll. Compuestos

[0021]En un aspecto, la presente invencion proporciona un compuesto de Férmula I:

R2d />
~ 0 B
CIQN NA/<~ N N
1b
RZa R1a R B NH2
N
XN 1))

o sales farmacéuticamente aceptables, hidratos o N-6xidos de los mlsmos En la Férmula I, R*™ y R'™ se seleccionan
cada uno independientemente del grupo que consiste en H y CHs; R* se selecciona del grupo que consiste en Hy
F;y R? se selecciona del grupo que conS|ste en H, alcoxi C4-C4 y haloalcoxi C1 C4 En una reallzaC|on R* es
hidrégeno. En otra reallzaC|on R' y R™ son cada uno H. En otra reallzaC|on R™ es metllo y R'™ es H. En otra
realizacion, R y R'™ son cada uno metilo. En otra realizacién mas, R* es hidrégeno y R? se selecciona del grupo
que consiste en metoxi, etoxi y trifluorometoxi.

[0022]En una realizacién preferida, los compuestos de la invencion tienen la férmula la o Ib:

R2a
N \ R2a

Ny Y | NN

of N N—<_ N /r\> L |/>
N 7N cl N N—<_ Ne” N

2d N N H

-
R CH N ) NH, R2d /I NH,
Ia Ib

en donde R* se selecciona del grupo que consisteen Hy F; y R? se selecciona del grupo que consiste en metoxi,
etoxi y trifluorometoxi.

[0023]En una realizacién especifica, los compuestos de la invencion se seleccionan del grupo que consiste en:

N7\
I\ L |/> N\
— 0
N\——<N—<-N'N\ g cl N N—<_ N |/f‘>
Me N\ _NH, N H
F Me NH
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MeQ
N N

N\ P ) /P 0
cl N N—/<_ NN cl N N—<_ Ne” N

—/ N H / N H

F = ) NH2 v F = ) NH>
NQN NaoN .

[0024]En ofra realizacion especifica, los compuestos de la invencién se seleccionan del grupo que consiste en:

MeO,
N
I\ L |,\>
cl N N—<— N=" "N
\_( N H
Me NH,

/i
N

EtO N
9 l/\> NN
CI4{;>'N\—/N_<—N'N\ EH C|‘©’-N/_\N-‘<O_ N IIEE

¢

= ) 5 \——< N, =
—
N%/N ! Me N l 2’
N
N
\ P |/\> MeO, o) N/\>
m—@—N N—(_ N’ ~N /\ I
\/ N H cl N N—(_ N=~"N
N H
“=\~NH; 7(
Ng / me Me /I NH;
N ’ NVN )

[0025]En ofra realizacion mas, el compuesto de la invencion es una sal hidrocloruro de un compuesto de férmula:

MeQ, N
7\ P I
Cl N - N{ N
_/ N

—

/
N

ZIZ\)
T Z

N

[0026]En ofra realizacion adicional, los compuestos de la invencién de formula | se seleccionan del grupo que
consiste en los compuestos indicados en la Tabla 1.
Tabla 1

(S)-2-(4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il)-1-(4-(4-cloro-2-fluoro-5-metoxifenil)-2-
metilpiperazin-1-il)etanona

(S)-2-(4-amino-3-(1H-imidazo1-2-il)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il)- 1-(4-(4-cloro-2-fluorofenil }-2-metilpiperazin-1-
il)etanona

2-(4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il)-I-(4-(4-cloro-2-fluoro-5-metoxifenil)piperazin-1-
il)etanona

2-(4-amino-3-(1H-imidazo1-2-il)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il)- 1-(4-(4-cloro-2-fluoro-5-metoxifenil)piperazin-1-
il)etanona

(S)-2-(4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il)-1-(4-(4-cloro-3-metoxifenil }-2-metil-piperazin-1-il)
etanona

2-(4-amino-3-(1H-imidazo1-2-il)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il)-1-(4-(4-cloro-3-etoxifenil )piperazin-1-il)etanona
(S)-2-(4-amino-3-(1H-imidazo1-2-il)- 1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il)-1-(4-(4-clorofenil)-2-metilpiperazin-1-il)etanona
2-(4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il)-1-(4-(4-clorofenil)piperazin-1-il)etanona
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2-(4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il)-1-(4-(4-cloro-3-metoxifenil )-2,2-dimetilpiperazin-1-
il)etanona

(S)-2-(4-amino-3-(1H-imidazo1-2-il)- 1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il)-1-(4-(4-cloro-3-etoxifenil)-2-metilpiperazin-1-
il)etanona

2-(4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il)-1-(4-(4-cloro-3-(trifluorometoxi)fenil )piperazin-1-
il)etanona

Preparacion de los compuestos

[0027]El Esquema 1 de mas abajo, asi como los esquemas de los ejemplos, proporcionan ciertas rutas sintéticas
que se pueden seguir para acceder a ciertos compuestos de la presente invencion. Otras rutas o modificaciones de
las rutas presentadas a continuacion serian facilmente evidentes para un experto en la técnica y estan dentro del
alcance de la presente invencion.

[0028]El Esquema 1 ilustra la sintesis de 4-amino-3-imidazolil sustituido pirazol[3,4-d]pirimidinas utilizadas en una
reaccion de acoplamiento con una piperazina sustituida para formar los compuestos de la presente invencién. Como
se muestra en el Esquema 1, el éster terc-butilico de acido hidrazincarboxilico y 2,3-diciano-but-2-enodinitrilo se
pueden combinar para formar el compuesto de pirazol sustituido B (5-amino-1H-pirazol-3,4-dicarbonitrilo). El
compuesto B, tras el tratamiento con, por ejemplo, un ortoformiato (p. €j., ortoformiato de trimetilo) proporciona el
intermedio C (mostrado como (E)-N-3,4-diciano-1H-pirazol-5-ilformimidato de metilo). El cierre del anillo para formar
la pirazol[3,4-d]pirimidina se muestra como compuesto A (4-amino-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-3-carbonitrilo) se puede
lograr mediante el tratamiento del intermedio C con amoniaco.

[0029]La elaboracion adicional de la pirazol[3,4-d]pirimidina se realiza mediante tratamiento del Compuesto A con,
por ejemplo, cloroacetato de terc-butilo en presencia de carbonato de potasio para obtener éster ferc-butilico de
acido (4-amino-3-ciano-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il)-acético, que a continuacion se puede someter a reflujo con
etilendiamina en presencia de etanol y acido acético para producir 2-(4-amino-3-(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il)-1H-
pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il) acetato de terc-butilo.

[0030]Como se muestra el 2-(4-amino-3-(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il)acetato de fterc-
butilo se puede oxidar con DMP en la presencia del disolvente DMSO para obtener 2-(4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-
1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il)acetato de terc-butilo.

[0031]Finalmente, el 2-(4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il)acetato de terc-butilo puede ser
tratado con HCI en dioxano para obtener una sal de 4-amino-3-imidazolilo sustituido pirazol[3,4-d]pirimidina de acido
(2-(4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il)acético . 2HCI).
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[ll. Composiciones farmacéuticas

5 [0032]Ademas de los compuestos proporcionados anteriormente, las composiciones para modular la actividad
CCR1, CCR2 y CCR3 en seres humanos y animales contendran tipicamente un portador o diluyente farmacéutico.

[0033]Se pretende que el término "composicion”, segun se utiliza en la presente memoria abarque un producto que
comprenda los ingredientes especificados en las cantidades especificadas, asi como cualquier producto que resulte,

10 directa o indirectamente, de la combinacion de los ingredientes especificados en las cantidades especificadas. Por
"farmacéuticamente aceptable" se entiende que el vehiculo, diluyente o excipiente deben ser compatibles con los
otros ingredientes de la formulacion y no perjudiciales para el receptor de los mismos.

[0034]Las composiciones farmacéuticas para la administraciéon de los compuestos de esta invencion pueden

15 presentarse convenientemente en forma de dosificacion unitaria y se pueden preparar por medio de cualquiera de
los métodos bien conocidos en la técnica de farmacia y la administracién de farmacos. Todos los métodos incluyen
la etapa de poner el ingrediente activo en asociacion con el vehiculo que constituye uno o mas ingredientes
accesorios. En general, las composiciones farmacéuticas se preparan poniendo en contacto uniforme e intimamente
el ingrediente activo en asociacion con un portador liquido o un portador sélido finamente dividido o ambos, y a

20 continuacion, si fuera necesario, conformando el producto a la formulacién deseada. En la composicion farmacéutica
el compuesto objeto activo esta incluido en una cantidad suficiente para producir el efecto deseado sobre el proceso
o afeccion de las enfermedades.
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[0035]Las composiciones farmacéuticas que contienen el ingrediente activo pueden estar en una forma adecuada
para uso oral, por ejemplo, en forma de comprimidos, trociscos, pastillas, suspensiones acuosas u oleosas, polvos o
granulos dispersables, emulsiones y autoemulsiones como se describe en la Patente de los Estados Unidos Num.
6.451.339, capsulas duras o blandas, jarabes, elixires, disoluciones, parches bucales, geles orales, goma de
mascar, comprimidos masticables, polvos efervescentes y comprimidos efervescentes. Las composiciones
destinadas a uso oral pueden prepararse de acuerdo con cualquier método conocido en la técnica para la
fabricacion de composiciones farmacéuticas y tales composiciones pueden contener uno o mas agentes
seleccionados del grupo que consiste en agentes edulcorantes, agentes aromatizantes, agentes colorantes,
antioxidantes y agentes conservantes con el fin de proporcionar preparaciones farmacéuticamente elegantes y
agradables al paladar. Los comprimidos contienen el ingrediente activo mezclado con excipientes
farmacéuticamente aceptables no tdxicos que son adecuados para la fabricaciéon de comprimidos. Estos excipientes
pueden ser por ejemplo, diluyentes inertes, tales como celulosa, didxido de silicio, 6xido de aluminio, carbonato de
calcio, carbonato de sodio, glucosa, manitol, sorbitol, lactosa, fosfato calcico o fosfato sddico; agentes de
granulacion y disgregantes, por ejemplo, almidén de maiz, o acido alginico; agentes aglutinantes, por ejemplo PVP,
celulosa, PEG, almiddn, gelatina o acacia, y agentes lubricantes, por ejemplo estearato de magnesio, acido
estearico o talco. Los comprimidos pueden estar sin recubrir o pueden estar recubiertos, entéricamente o de otro
modo, mediante mecanismos conocidos para retrasar la disgregacion y la absorcion en el tracto gastrointestinal y
proporcionar de ese modo una accion sostenida durante un periodo mas largo. Por ejemplo, se puede emplear un
material de retardo temporal tal como monoestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo. También se pueden
recubrir mediante las técnicas descritas en las Patentes de los Estados Unidos Nums. 4.256.108; 4.166.452; y
4.265.874 para formar comprimidos terapéuticos osméticos para su liberacion controlada.

[0036]Las formulaciones para uso oral también pueden presentarse en forma de capsulas duras de gelatina en
donde el ingrediente activo estd mezclado con un diluyente sélido inerte, por ejemplo, carbonato de calcio, fosfato de
calcio o caolin, o en forma de capsulas de gelatina blanda en donde el ingrediente activo se mezcla con agua o un
medio oleoso, por ejemplo aceite de cacahuete, parafina liquida, o aceite de oliva. Ademas, las emulsiones se
pueden preparar con un ingrediente no miscible con agua, tal como aceites y estabilizados con tensioactivos tales
como mono-diglicéridos o, ésteres de PEG.

[0037]Las suspensiones acuosas contienen los materiales activos mezclados con excipientes adecuados para la
fabricacion de suspensiones acuosas. Tales excipientes son agentes suspensores, por ejemplo carboximetilcelulosa
sodica, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, alginato de sodio, polivinilpirrolidona, goma de tragacanto y goma
arabiga; los agentes dispersantes o humectantes pueden ser un fosfatido de origen natural, por ejemplo lecitina, o
productos de condensacion de un 6xido de alquileno con acidos grasos, por ejemplo estearato de polioxi-etileno, o
productos de condensacion de o6xido de etileno con alcoholes alifaticos de cadena larga, por ejemplo
heptadecaetilenoxicetanol, o productos de condensacion de 6xido de etileno con ésteres parciales derivados de
acidos grasos y un hexitol tal como monooleato de polioxietilensorbitol, o productos de condensacion de 6xido de
etileno con ésteres parciales derivados de acidos grasos y anhidridos de hexitol, por ejemplo monooleato de
polietileno. Las suspensiones acuosas también pueden contener uno o mas conservantes, por ejemplo p-
hidroxibenzoato de etilo, o n-propilo, uno o mas agentes colorantes, uno o mas agentes aromatizantes, y uno o mas
agentes edulcorantes, tales como sacarosa o sacarina.

[0038]Las suspensiones oleosas se pueden formular suspendiendo el ingrediente activo en un aceite vegetal, por
ejemplo aceite de cacahuete, aceite de oliva, aceite de sésamo o aceite de coco, o en un aceite mineral tal como
parafina liquida. Las suspensiones oleosas pueden contener un agente espesante, por ejemplo cera de abejas,
parafina dura o alcohol cetilico. Se pueden afadir agentes edulcorantes tales como los expuestos anteriormente, y
agentes aromatizantes para proporcionar una preparacion oral de sabor agradable. Estas composiciones se pueden
conservar mediante la adicion de un antioxidante tal como acido ascorbico.

[0039]Los polvos y granulos dispersables adecuados para la preparacion de una suspension acuosa mediante la
adicion de agua proporcionan el ingrediente activo mezclado con un agente dispersante o humectante, agente
suspensor y uno o mas conservantes. Los agentes dispersantes o humectantes y los agentes suspensores se
ilustran mediante los ya mencionados anteriormente. Excipientes adicionales, por ejemplo edulcorantes,
aromatizantes y agentes colorantes, también pueden estar presentes.

[0040]Las composiciones farmacéuticas de la invenciéon también pueden estar en forma de emulsiones de aceite-en-
agua. La fase oleosa puede ser un aceite vegetal, por ejemplo aceite de oliva o aceite de cacahuete, o un aceite
mineral, por ejemplo parafina liquida o mezclas de éstos. Los agentes emulsionantes adecuados pueden ser gomas
de origen natural, por ejemplo goma arabiga o goma de tragacanto, fosfatidos de origen natural, por ejemplo soja,
lecitina, y ésteres o ésteres parciales derivados de acidos grasos y anhidridos de hexitol, por ejemplo monooleato de
sorbitan, y productos de condensacion de dichos ésteres parciales con 6xido de etileno, por ejemplo monooleato de
polioxietilensorbitan. Las emulsiones también pueden contener agentes edulcorantes y aromatizantes.

[0041]Los jarabes y elixires se pueden formular con agentes edulcorantes, por ejemplo glicerol, propilenglicol,
9
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sorbitol o sacarosa. Tales formulaciones también pueden contener un demulcente, un conservante y agentes
aromatizantes y colorantes. Las soluciones orales pueden prepararse combinados con, por ejemplo, ciclodextrina,
PEG y tensioactivos.

[0042]Las composiciones farmacéuticas pueden estar en forma de una suspension acuosa u oleaginosa inyectable
estéril. Esta suspension se puede formular de acuerdo con la técnica conocida utilizando agentes dispersantes o
humectantes y agentes suspensores que se han mencionado anteriormente. La preparacion inyectable estéril puede
ser también una disolucion o suspension inyectable estéril en un diluyente o disolvente parenteralmente aceptable
no toxico, por ejemplo en forma de una disolucién en 1,3-butanodiol. Entre los vehiculos y disolventes aceptables
que se pueden emplear estan el agua, la solucion de Ringer y la solucién isoténica de cloruro sédico. Ademas, los
se emplean convencionalmente aceites fijados estériles como medio disolvente o suspensor. Para este propdsito se
puede emplear cualquier aceite fijado blando incluyendo mono- o diglicéridos sintéticos. Ademas, acidos grasos
tales como el acido oleico encuentran uso en la preparacion de inyectables.

[0043]Los compuestos de la presente invencion también pueden administrarse en forma de supositorios para
administracion rectal del farmaco. Estas composiciones se pueden preparar mezclando el farmaco con un excipiente
no irritante adecuado que es soélido a temperaturas ordinarias pero liquido a la temperatura rectal y por lo tanto se
fundira en el recto para liberar el farmaco. Tales materiales incluyen manteca de cacao y polietilenglicoles.
Adicionalmente, los compuestos se pueden administrar a través de liberacién ocular por medio de disoluciones o
pomadas. Aln mas, la administracion transdérmica de los compuestos objeto se puede lograr por medio de parches
iontoforéticos y similares. Para uso tdpico, se emplean cremas, pomadas, jaleas, disoluciones o suspensiones
topicas, etc., que contienen los compuestos de la presente invencion. Segun se utiliza en la presente memoria,
también se entiende que la aplicacion topica incluye el uso de enjuagues bucales y gargarismos.

[0044]Los compuestos de la invencion pueden formularse para su depdsito en un dispositivo médico, que puede
incluir cualquiera de una variedad de injertos convencionales, estents, incluyendo injertos de estents, catéteres,
globos, cestas u otro dispositivo que se pueda desplegar o implantar permanentemente dentro de un lumen corporal.
Como un ejemplo particular, seria deseable disponer de dispositivos y métodos que puedan proporcionar
compuestos de la invencion a la region de un cuerpo que ha sido tratada por medio de la técnica intervencionista.

[0045]En una realizacion ilustrativa, el agente inhibidor de esta invencion se puede depositar dentro de un
dispositivo médico, tal como un estent, y se libera al sitio de tratamiento para el tratamiento de una porcién del
organismo.

[0046]Los estents se han utilizado como vehiculos de liberacion para agentes terapéuticos (es decir, farmacos). Los
estents intravasculares son generalmente implantados permanentemente en los vasos coronarios o periféricos. Los
disefios de los estents incluyen los de Patentes de los Estados Unidos Nums. 4.733.655 (Palmaz), 4.800.882
(Gianturco), 0 4.886.062 (Wiktor). Tales disefios incluyen estents tanto de metal como poliméricos, asi como estents
autoexpandibles y expandibles con balén. Los estents se pueden utilizar también para liberar un farmaco en el sitio
de contacto con la vasculatura, como se describe en la Patente de los Estados Unidos Num. 5.102.417 (Palmaz) y
en la Solicitud de Patente Internacional Nums. WO 91/12779 (Medtronic, Inc.) y WO 90/13332 (Cedars-Sanai
Medical Center), la Patente de los Estados Unidos Num. 5.419.760 (Narciso, Jr.) y la Patente de los Estados Unidos
Num. 5.429.634 (Narciso, Jr.), por ejemplo. Los estents también se han utilizado para suministrar virus a la pared de
un lumen para la liberacién de genes, como se describe en la Solicitud de Patente de los Estados Unidos con el
NUm. de Serie 5.833.651 (Donovan et al.).

[0047]EI término "depositado” significa que el agente inhibidor es aplicado como recubrimiento, adsorbido, colocado,
o incorporado de otro modo en el dispositivo por métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, el agente inhibidor
puede ser embebido y liberado desde dentro ("tipo matriz") o rodeado y liberado a través de ("tipo reservorio")
materiales poliméricos que recubren o abarcan el dispositivo médico. En el ejemplo de mas adelante, el agente
inhibidor puede ser atrapado dentro de los materiales polimeros o acoplado a los materiales poliméricos utilizando
una o mas de las técnicas para la generacion de tales materiales conocidos en la técnica. En otras formulaciones, el
agente inhibidor puede estar ligado a la superficie del dispositivo médico sin la necesidad de un recubrimiento por
medio de enlaces desprendibles y liberacion con el tiempo, se puede eliminar mediante procedimientos mecanicos o
quimicos activos, o esta en una forma inmovilizada de forma permanente que presenta el agente inhibidor en el sitio
de la implantacion.

[0048]En una realizacion, el agente inhibidor se puede incorporar a composiciones poliméricas durante la formacion
de recubrimientos biocompatibles para dispositivos médicos, tales como estents. Los recubrimientos producidos a
partir de estos componentes son tipicamente homogéneos y son utiles para el recubrimiento de una serie de
dispositivos disefiados para la implantacion.

[0049]EI polimero puede ser un polimero bioestable o bioabsorbible dependiendo de la tasa de liberacion deseada o
del grado deseado de estabilidad del polimero, pero se prefiere un polimero bioabsorbible para esta realizacién, ya
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que, a diferencia del polimero bioestable, no estara presente mucho tiempo después de la implantacién para causar
cualquier respuesta local adversa, cronica. Los polimeros bioabsorbibles que podrian ser utilizados incluyen, pero no
estan limitados a, poli(acido L-lactico), policaprolactona, poliglicolido (PGA), poli(lactida-co-glicélido) (PLLA/PGA),
poli(hidroxibutirato), poli(hidroxibutirato-co-valerato), polidioxanona, poliortoéster, polianhidrido, poli(acido glicélico),
poli(acido D-lactico), poli (acido L-lactico), poli(acido D,L-lactico), poli (D,L-lactida) (PLA), poli(L-lactida) (PLLA),
poli(acidoglicélico-co-carbonato de trimetileno) (PGA/PTMC), éxido de polietileno (PEO), polidioxanona (PDS),
polifosfoéster, polifosfoéster uretano, polilaminoacidos), cianoacrilatos, poli(carbonato de trimetileno),
poli(iminocarbonato), copoli(éter-ésteres) (por ejemplo, PEO/PLA), oxalatos de polialquileno, polifosfazenos y
biomoléculas tales como fibrina, fibrindgeno, celulosa, almidén, colageno y &acido hialurénico, poliépsilon
caprolactona, acido polihidroxibutirico, poliortoésteres, poliacetales, polidihidropiranos, policianoacrilatos,
copolimeros entrecruzados o en bloque anfipaticos de hidrogeles, y otros polimeros bioabsorbibles adecuados
conocidos en la técnica. Asimismo, se podrian utilizar polimeros bioestables con una respuesta tisular crénica
relativamente baja, tales como poliuretanos, siliconas, y poliésteres y también se podrian utilizar otros polimeros si
pudieran ser disueltos y curados o polimerizados sobre el dispositivo médico tales como poliolefinas, poliisobutileno
y copolimeros de etileno-alfaolefina; polimeros y copolimeros acrilicos, polimeros y copolimeros de haluro de vinilo,
tales como poli(cloruro de vinilo); polivinilpirrolidona; poli(éteres de vinilo), tales como polivinil metil éter; poli(haluros
de vinilideno), tales como poli(fluoruro de vinilideno) y poli(cloruro de vinilideno); poliacrilonitrilo, polivinil cetonas;
compuestos aromaticos de polivinilo, tales como poliestireno, poli(ésteres de vinilo), tales como poli(acetato de
vinilo); copolimeros de monémeros de vinilo entre si y olefinas, tales como copolimeros de etileno-metacrilato de
metilo, copolimeros de acrilonitrilo-estireno, resinas ABS, y copolimeros de etileno-acetato de vinilo; copolimero de
pirano; polihidroxi-propil-metacrilamida-fenol; polihidroxietil-aspartamida-fenol; poli(6xido de etileno)-polilisina
sustituido con residuos de palmitoilo; poliamidas, tales como Nylon 66 y policaprolactama; resinas alquidicas,
policarbonatos; polioximetilenos; poliimidas; poliéteres; resinas epoxidicas, poliuretanos; rayon; rayon-triacetato;
celulosa, acetato de celulosa, butirato de celulosa; acetato butirato de celulosa; celofan; nitrato de celulosa;
propionato de celulosa; éteres de celulosa; y carboximetilcelulosa.

[0050]Polimeros y matrices de polimeros semipermeables se pueden formar a articulos conformados, tales como
valvulas, estents, tubos y protesis.

[0051]En una realizacién de la invencion, el agente inhibidor de la invencién esta acoplado a un polimero o matriz de
polimero semipermeable que se forma como un dispositivo de estent o injerto de estent.

[0052] Tipicamente, los polimeros se aplican a la superficie de un dispositivo implantable mediante recubrimiento por
centrifugacion, inmersién o pulverizacion. También se pueden utilizar para este proposito métodos adicionales
conocidos en la técnica. Los métodos de pulverizaciéon incluyen métodos tradicionales, asi como técnicas de
microdepdsito con un dispensador de tipo inyeccion de tinta. Ademas, se puede depositar un polimero sobre un
dispositivo implantable utilizando foto-patrones para colocar el polimero solo en porciones especificas del
dispositivo. Este recubrimiento del dispositivo proporciona una capa uniforme alrededor del dispositivo que permite
mejorar la difusion de diversos analitos a través del recubrimiento del dispositivo.

[0053]En realizaciones preferidas de la invencion, el agente inhibidor se formula para la liberacién desde el
recubrimiento de polimero al entorno en el que se coloca el dispositivo médico. Preferiblemente, el agente inhibidor
se libera de una manera controlada durante un periodo de tiempo prolongado (p. €j., meses) utilizando al menos una
de varias técnicas bien conocidas que implican portadores o capas de polimeros para controlar la eluciéon. Algunas
de estas técnicas se describieron previamente en la Solicitud de Patente de los Estados Unidos Num.
20040243225A1.

[0054]Por otra parte, como se describe por ejemplo en la Patente de los Estados Unidos Num. 6.770.729, los
reactivos y condiciones de reaccion de las composiciones poliméricas pueden ser manipulados de manera que la
liberacion del agente inhibidor desde la capa de polimero pueda ser controlada. Por ejemplo, se puede modular el
coeficiente de difusién de los uno o mas recubrimientos poliméricos para controlar la liberacion del agente inhibidor
desde la capa de polimero. En una variacion de este tema, se puede controlar el coeficiente de difusiéon de los uno o
mas recubrimientos de polimero para modular la capacidad de un analito que esta presente en el entorno en el que
se coloca el dispositivo médico (por ejemplo, un analito que facilita la descomposicion o hidrélisis de alguna porcion
del polimero) para acceder a uno o mas componentes dentro de la composicidon polimérica (y, por ejemplo, por lo
tanto modular la liberacién del agente inhibidor desde la capa de polimero). Sin embargo, otra realizacion de la
invencion incluye un dispositivo que tiene una pluralidad de recubrimientos de polimero, teniendo cada uno una
pluralidad de coeficientes de difusion. En tales realizaciones de la invencion, la liberacion del agente inhibidor de la
capa de polimero puede ser modulada por la pluralidad de recubrimientos de polimero.

[0055]En otra realizacion mas de la invencion, la liberacion del agente inhibidor de la capa de polimero se controla
mediante la modulaciéon de una o mas de las propiedades de la composicién polimérica, tales como la presencia de
uno o mas compuestos endodgenos o exogenos, o alternativamente, el pH de la composicion polimérica. Por
ejemplo, ciertas composiciones poliméricas pueden ser disefiadas para liberar un agente inhibidor en respuesta a
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una disminucién en el pH de la composicion polimérica. Alternativamente, ciertas composiciones poliméricas se
pueden disefar para liberar el agente inhibidor en respuesta a la presencia de perdxido de hidrégeno.

Il. Métodos de tratamiento de enfermedades moduladas por CCR1

[0056]Se describen procedimientos de tratamiento de afecciones o enfermedades mediadas por CCR1, CCR2 y/o
CCR3 por medio de la administracion a un sujeto que tiene una enfermedad o afeccion, de una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de la férmula | anterior. El "sujeto" se define aqui para incluir animales
tales como mamiferos, incluyendo, pero no limitados a, primates (por ejemplo, seres humanos), vacas, ovejas,
cabras, caballos, perros, gatos, conejos, ratas, y ratones.

[0057]CCR1 proporciona una diana para interferir con o promover aspectos especificos de las funciones celulares
inmunitarias, o mas generalmente, con funciones asociadas con la expresion de CCR1 sobre una amplia gama de
tipos de células en un mamifero, tal como un ser humano. Los compuestos que inhiben CCR1, son particularmente
utiles para la modulacién de la funcion de monocitos, macréfagos, linfocitos, granulocitos, células NK, mastocitos,
células dendriticas, y ciertas células derivadas del sistema inmunitario (por ejemplo, osteoclastos) para fines
terapéuticos. Por consiguiente, la presente invencion se refiere a compuestos que son utiles en la prevencion y/o
tratamiento de una amplia variedad de trastornos y enfermedades inflamatorios e inmunorreguladores (véase Saeki,
et al., Current Pharmaceutical Design 9: 1201-1208 (2003)).

[0058]Por ejemplo, se puede administrar un presente compuesto que inhibe una o mas funciones de CCR1 para
inhibir (es decir, reducir o prevenir) la inflamacion o la infiltracién celular asociada a un trastorno inmunitario. Como
resultado, se pueden inhibir uno o mas procesos inflamatorios, tales como la emigracion o la infiliracion de
leucocitos, la quimiotaxis, la exocitosis (p. €j., enzimas, histamina) o liberacion de mediadores inflamatorios. Por
ejemplo, se puede inhibir la infiltracion de monocitos a un sitio inflamatorio (p. €j., una articulacion afectada en la
artritis, o en el SNC en la EM).

[0059]Del mismo modo, se administra un presente compuesto que promueve una o mas funciones de CCR1 para
estimular (inducir o mejorar) una respuesta inflamatoria, tal como la emigraciéon de leucocitos, la quimiotaxis, la
exocitosis (p. €j., de enzimas, histamina) o la liberacién de mediadores inflamatorios, dando como resultado la
estimulacion beneficiosa de procesos inflamatorios. Por ejemplo, los monocitos pueden ser reclutados para combatir
las infecciones bacterianas.

[0060]Las enfermedades y afecciones asociadas con la inflamacion, los trastornos inmunitarios, las enfermedades
Oseas, el cancer y las infecciones se pueden tratar utilizando el método de la presente invencion. En una realizacion
preferida, la enfermedad o afeccién es una en la que las acciones de células inmunitarias tales como monocitos,
macrofagos, linfocitos, granulocitos, células NK, mastocitos, células dendriticas, o ciertas células derivadas del
sistema inmunitario (por ejemplo, osteoclastos) van a ser inhibidas o promovidas, con el fin de modular la respuesta
inflamatoria o autoinmunitaria.

[0061]En un grupo de realizaciones, enfermedades o afecciones, incluyendo enfermedades cronicas, de seres
humanos u otras especies pueden tratarse con moduladores de la funcién de CCR1, CCR2 o CCR3. Estas
enfermedades o afecciones incluyen: (1) enfermedades alérgicas tales como anafilaxis sistémica o respuestas de
hipersensibilidad, alergias a medicamentos, alergias a picaduras de insectos y alergias alimentarias, (2)
enfermedades inflamatorias intestinales, como la enfermedad de Crohn, la colitis ulcerosa, la ileitis y la enteritis, (3)
vaginitis, (4) psoriasis y dermatosis inflamatorias tales como dermatitis, eczema, dermatitis atopica, dermatitis de
contacto alérgica, urticaria y prurito, (5) vasculitis, (6) espondiloartropatias, (7) esclerodermia, (8) asma y
enfermedades alérgicas respiratorias como el asma, el asma alérgica, la rinitis alérgica, las enfermedades
pulmonares por hipersensibilidad y similares, (9) enfermedades autoinmunitarias, tales como la fibromialgia, la
esclerodermia, la espondilitis anquilosante, la AR juvenil, la enfermedad de Still, la AR juvenil poliarticular, la AR
juvenil pauciarticular, la polimialgia reumatica, la artritis de Takuyasu, la artritis reumatoide, la artritis psoriasica, la
osteoartritis, la artritis poliarticular, la esclerosis mdltiple, el lupus eritematoso generalizado, la diabetes tipo |, la
diabetes tipo I, la diabetes de tipo | (aparicion reciente), la neuritis 6ptica, la glomerulonefritis, y similares, (10)
rechazo de injerto incluyendo el rechazo del aloinjerto y la enfermedad aguda y cronica de injerto contra anfitrion,
(11) fibrosis (p. €j., fibrosis pulmonar (fibrosis pulmonar idiopatica es decir, fibrosis pulmonar intersticial), fibrosis
asociada con la enfermedad renal en etapa terminal, fibrosis causada por la radiacion, fibrosis tubulointersticial,
fibrosis subepitelial, escleroderma (esclerosis sistémica progresiva), fibrosis hepatica (incluyendo la causada por
alcohdlica o hepatitis viral), cirrosis primaria y secundaria), (12) inflamacion pulmonar aguda y crénica (enfermedad
pulmonar obstructiva crénica, bronquitis crénica, sindrome de dificultad respiratoria del adulto, sindrome de dificultad
respiratoria de la infancia, alveolitis de complejo inmunitario) y (13) otras enfermedades en las que se van a inhibir
respuestas inflamatorias o trastornos inmunitarios no deseados, tales como las enfermedades cardiovasculares,
incluyendo la aterosclerosis, la inflamacién vascular resultante de trasplante de tejido o durante la reestenosis
(incluyendo, pero no limitadas a reestenosis después de angioplastia y/o insercién de un estent), otras afecciones
inflamatorias agudas y cronicas tales como miositis, enfermedades neurodegenerativas (p. €j., la enfermedad de

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2536 884 T3

Alzheimer), encefalitis, meningitis, hepatitis, nefritis, sepsis, sarcoidosis, conjuntivitis alérgica, otitis, sinusitis,
inflamacién sinovial causada por artroscopia, hiperuremia, trauma, lesién por isquemia-reperfusion, poliosis nasal,
preeclampsia, liquen plano oral, Sindrome de Guillain-Barré, enfermedades granulomatosas, afecciones asociadas
con la produccion de leptina, sindrome de Behcet y gota y en aplicaciones para cicatrizacion de heridas (14) alergias
alimentarias mediadas por el sistema inmunitario, tales como la enfermedad Celiaca.

[0062]En otro grupo de realizaciones, la enfermedades o afecciones pueden ser tratadas con moduladores de la
funcién de CCR1. Los ejemplos de las enfermedades a ser tratadas con moduladores de la funcion de CCR1
incluyen canceres (tanto primario como metastasico) (p. €j., mieloma multiple; Hata, H., Leukemia & Lymphoma,
2005, 46(7); 967-972), enfermedades cardiovasculares, enfermedades osteoliticas incluyendo osteoporosis (y
osteoporosis post-menopausica), hipercalcemia, enfermedad de Paget, osteodistrofia renal, artritis reumatoide,
osteoartritis, metastasis 6seas liticas, y mieloma multiple, enfermedades en las que la angiogénesis o la
neovascularizacion juegan un papel (enfermedades neoplasicas, retinopatia y degeneracion macular),
enfermedades infecciosas (infecciones virales, p. gj.., infeccion por VIH, e infecciones bacterianas) y enfermedades
inmunosupresoras tales como las afecciones del trasplante de érganos y las afecciones del trasplante de piel. Se
pretende que el término "afecciones del trasplante de érganos” incluya las afecciones del trasplante de médula ésea
y las afecciones del trasplante de érganos soélidos (p. €., rifion, higado, pulmén, corazén, pancreas o combinaciones
de los mismos).

[0063]Las composiciones farmacéuticas de esta invencién también pueden inhibir la produccién de
metaloproteinasas y citoquinas en sitios inflamatorios, ya sea directa o indirectamente (como consecuencia de la
disminucion de la infiltracion celular) proporcionando asi beneficios para enfermedades o afecciones relacionadas
con estas citoquinas.

[0064]Los compuestos de la presente invencidon son por consiguiente Utiles en la prevencion y tratamiento de una
amplia variedad de trastornos y enfermedades inflamatorios e inmunorreguladores.

[0065]Dependiendo de la enfermedad que se vaya a tratar y el estado del sujeto, los compuestos de la presente
invencion se pueden administrar por via oral, parenteral (p. €j., intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, ICV,
inyeccion o infusion intracisternal, inyeccion subcutanea, o implante), mediante aerosol para inhalacion, nasal,
vaginal, rectal, sublingual, o rutas tépicas de administracion y se pueden formular, solos o juntos, en formulaciones
de dosificacion unitaria que contienen portadores, coadyuvantes y vehiculos farmacéuticamente aceptables, no
téxicos, convencionales apropiados para cada ruta de administracion.

[0066]En el tratamiento o la prevencion de afecciones que requieren la modulacion del receptor de quimiocinas un
nivel de dosificacion apropiado generalmente sera de aproximadamente 0,001 a 100 mg por kg de peso corporal del
paciente por dia que puede administrarse en dosis Unicas o multiples. Preferiblemente, el nivel de dosificacién sera
de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 25 mg/kg por dia; mas preferiblemente de aproximadamente 0,05 a
aproximadamente 10 mg/kg por dia. Un nivel de dosificacion adecuado puede ser de aproximadamente 0,01 a 25
mg/kg por dia, de aproximadamente 0,05 a 10 mg/kg por dia, o de aproximadamente 0,1 a 5 mg/kg por dia. Dentro
de este intervalo la dosificacion puede ser de 0,005 a 0,05, de 0,05 a 0,5 o de 0,5 a 5,0 mg/kg por dia. Para la
administracién oral, las composiciones se proporcionan preferiblemente en forma de comprimidos que contienen de
1,0 a 1000 miligramos del ingrediente activo, particularmente 1,0, 5,0, 10,0, 15,0, 20,0, 25,0, 50,0, 75,0, 100,0,
150,0, 200,0, 250,0, 300,0, 400,0, 500,0, 600,0, 750,0, 800,0, 900,0, y 1000,0 miligramos del ingrediente activo para
el ajuste sintomatico de la dosificacion al paciente que se vaya a tratar. Los compuestos se pueden administrar en
un régimen de 1 a 4 veces por dia, preferiblemente una o dos veces por dia.

[0067]Se entendera, sin embargo, que el nivel de dosis especifico y la frecuencia de dosificacion para cualquier
paciente particular puede variarse y dependera de una variedad de factores incluyendo la actividad del compuesto
especifico empleado, la estabilidad metabdlica y la duracion de accidon de ese compuesto, la edad, el peso corporal,
las caracteristicas hereditarias, la salud general, sexo y dieta del sujeto, asi como el modo y tiempo de
administracion, la velocidad de excrecion, la combinacion de farmacos y la gravedad de la afeccion concreta para el
sujeto sometido a la terapia.

[0068]Las enfermedades y las afecciones asociadas con la inflamacion, los trastornos inmunitarios, las infecciones y
el cancer se pueden tratar o prevenir con los presentes compuestos, composiciones y métodos.

[0069]Los compuestos y composiciones de la presente invencion se pueden combinar con otros compuestos y
composiciones que tienen utilidades relacionadas para prevenir y tratar la afeccién o enfermedad de interés, tales
como trastornos, afecciones y enfermedades inflamatorios o autoinmunitarios, incluyendo la enfermedad inflamatoria
intestinal, la artritis reumatoide, la osteoartritis , la artritis psoriasica, la artritis poliarticular, la esclerosis multiple, las
enfermedades alérgicas, la psoriasis, la dermatitis atopica y el asma, y aquellas patologias indicadas anteriormente.

[0070]Por ejemplo, en el tratamiento o prevencion de la inflamacion o la autimmunidad o por ejemplo la pérdida ésea
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asociada a la artritis, los presentes compuestos y composiciones se pueden utilizar junto con un agente
antiinflamatorio o analgésico tal como un agonista opiaceo, un inhibidor de lipoxigenasa, tal como un inhibidor de la
5-lipoxigenasa, un inhibidor de la ciclooxigenasa, tal como un inhibidor de la ciclooxigenasa-2, un inhibidor de
interleucina, tal como un inhibidor de interleucina-1, un antagonista de NMDA, un inhibidor de 6xido nitrico o un
inhibidor de la sintesis de 6xido nitrico, un agente anti-inflamatorio no esteroideo, o un agente anti-inflamatorio
supresor de citocinas, por ejemplo con un compuesto tal como acetaminofeno, aspirina, codeina, fentanilo,
ibuprofeno, indometacina, cetorolaco, morfina, naproxeno, fenacetina, piroxicam, un analgésico esteroideo,
sufentanilo, sunlindaco, tenidap, y similares. Del mismo modo, los presentes compuestos y composiciones se
pueden administrar con un analgésico enumerado anteriormente; un potenciador tal como cafeina, un antagonista
de H2 (p. €j., ranitidina), simeticona, hidroxido de aluminio o magnesio; un descongestionante tal como la fenilefrina,
fenilpropanolamina, pseudoefedrina, oximetazolina, epinefrina, nafazolina, xilometazolina, propilhexedrina o levo
desoxi efedrina; un antitusivo, tal como la codeina, hidrocodona, caramifeno, carbetapentano, o dextrometorfano; un
diurético; y un antihistaminico sedante o no sedante.

[0071]Del mismo modo, los compuestos y composiciones de la presente invencion se pueden utilizar combinados
con otros farmacos que se utilizan en el tratamiento, prevencion, supresion o mejora de las enfermedades o
afecciones para las que los compuestos y composiciones de la presente invencion son utiles. Tales otros farmacos
pueden administrarse, por una ruta y en una cantidad utilizadas cominmente para ello, contemporaneamente o
secuencialmente con un compuesto o composicion de la presente invencion. Cuando se utiliza un compuesto o
composicion de la presente invencidn contemporaneamente con uno o mas de otros farmacos, se prefiere una
composicion farmacéutica que contenga dichos otros farmacos ademas del compuesto o composicion de la presente
invencion. Por consiguiente, las composiciones farmacéuticas de la presente invencion incluyen aquellas que
también contienen uno o mas de otros ingredientes activos o agentes terapéuticos, ademas de un compuesto o
composicion de la presente invencion. Los ejemplos de los otros agentes terapéuticos que se pueden combinar con
un compuesto o composicién de la presente invencion, ya sea administrados por separado o en las mismas
composiciones farmacéuticas, incluyen, pero no se limitan a: (a) antagonistas de VLA-4, (b) corticosteroides, tales
como beclometasona, metilprednisolona, betametasona, prednisona, prenisolona, dexametasona, fluticasona,
hidrocortisona, budesonida, triamcinolona, salmeterol, salmeterol, salbutamol, formeterol; (c) inmunosupresores tales
como ciclosporina (ciclosporina A, Sandimmune®, Neoral®), tacrolimus (FK-506, Prograf®), rapamicina (sirolimus,
Rapamune®) y otros inmunosupresores de tipo FK-506, y micofenolato, p. ej., micofenolato de mofetilo (CellCept®);
(d) antihistaminicos (antagonistas de histamina H1), tales como bromofeniramina, clorfeniramina, dexclorfeniramina,
triprolidina, clemastina, difenhidramina, difenilpiralina, tripelenamina, hidroxizina, metdilazina, prometazina,
trimeprazina, azatadina, ciproheptadina, antazolina, pirilamina, feniramina, astemizol, terfenadina, loratadina,
cetirizina, fexofenadina, descarboetoxiloratadina, y similares; (e) antiasmaticos no esteroideos (p. e€j., terbutalina,
metaproterenol, fenoterol, isoetarina, albuterol, bitolterol y pirbuterol), teofilina, cromoglicato sddico, atropina,
bromuro de ipratropio, antagonistas de los leucotrienos (p. €j., zafmlukast, montelukast, pranlukast, iralukast,
pobilukast y SKB-106203), inhibidores de la biosintesis de leucotrienos (zileuton, BAY-1005); (f) agentes
antiinflamatorios no esteroideos (AINE) tales como derivados del acido propidnico (p. ej., alminoprofeno,
benoxaprofeno, acido bucldéxico, carprofeno, fenbufeno, fenoprofeno, fluprofeno, flurbiprofeno, ibuprofeno,
indoprofeno, cetoprofeno, miroprofeno, naproxeno, oxaprozina, pirprofeno, pranoprofeno, suprofeno, acido
tiaprofénico y tioxaprofeno), derivados del acido acético (p. €j., indometacina, acemetacina, alclofenaco, clidanaco,
diclofenaco, fenclofenaco, acido fenclézico, fentiazaco, furofenaco, ibufenaco, isoxepaco, oxpinaco, sulindaco,
tiopinaco, tolmetina, zidometacina y zomepirac), derivados del acido fenamico (p. ej., acido flufenamico, acido
meclofenamico, acido mefenamico, acido niflumico y acido tolfenamico), derivados del acido bifenilcarboxilico (p. €j.,
diflunisal y flufenisal), oxicamos (p. €j., isoxicamo, piroxicamo, sudoxicamo y tenoxicamo), salicilatos (p. €j., acido
acetilsalicilico y sulfasalazina) y pirazolonas (p. e€j., apazona, bezpiperilona, feprazona, mofebutazona,
oxifenbutazona y fenilbutazona); (g) inhibidores de la ciclooxigenasa-2 (COX-2) tales como celecoxib (Celebrex®) y
rofecoxib (Vioxx®); (h) inhibidores de la fosfodiesterasa tipo IV (PDE 1V); (i) compuestos de oro tales como
auranofina y aurotioglucosa, (j) etanercept (Enbrel®), (k) terapias con anticuerpos tales como ortoclona (OKT3),
daclizumab (Zenapax®), basiliximab (Simulect®) e infliximab (Remicade), (I) otros antagonistas de los receptores de
quimiocinas, especialmente CCR5, CXCR2, CXCR3, CCR2, CCR3, CCR4, CCR7, CX3CR1 y CXCR6; (m)
lubricantes o emolientes tales como vaselina y lanolina, (n) agentes queratoliticos (p. ej. tazaroteno), (o) derivados
de vitamina Ds, p. €j., calcipotrieno o calcipotriol (Dovonex®), (p) PUVA, (q) antralina (Drithrocreme®), (r) etretinato
(Tegison®) e isotretinoina y (s) agentes terapéuticos para la esclerosis multiple tales como interferon (-1
(Betaseron®), interferon (B-1a (Avonex®), azatioprina (Imurek®, Imuran®), acetato de glatiramer (Capoxone®), un
glucocorticoide (p. €j., prednisolona) y ciclofosfamida (t) DMARDS tales como metotrexato (u) otros compuestos
tales como acido 5-aminosalicilico y profarmacos de los mismos; hidroxicloroquina; D-penicilamina; antimetabolitos
tales como azatioprina, 6-mercaptopurina y metotrexato; inhibidores de la sintesis de ADN tales como hidroxiurea y
disruptores de microtibulos tales como colchicina. La razén en peso del compuesto de la presente invencién con
respecto al segundo ingrediente activo se puede variar y dependera de la dosis eficaz de cada ingrediente.
Generalmente, se utilizara una dosis eficaz de cada uno. Asi, por ejemplo, cuando un compuesto de la presente
invencion se combina con un NSAID, la razén en peso del compuesto de la presente invencién con respecto al
NSAID variara generalmente de aproximadamente 1000:1 a aproximadamente 1:1000, preferiblemente de
aproximadamente 200:1 a aproximadamente 1:200. Las combinaciones de un compuesto de la presente invencién y
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otros ingredientes activos estaran generalmente también estar dentro del intervalo anteriormente mencionado, pero
en cada caso, se debe utilizar una dosis eficaz de cada ingrediente activo.

V. Ejemplos
[0072]Los siguientes ejemplos se ofrecen para ilustrar, pero no para limitar la invencion reivindicada.

[0073]Reactivos y disolventes utilizados a continuacion se pueden obtener de fuentes comerciales tales como
Aldrich Chemical Co. (Milwaukee, Wisconsin, USA). RMN H' se registraron en un espectrometro de RMN Varian
Mercury a 400 MHz. Los picos significativos se proporcionan con respecto a TMS y se tabulan en el orden:
multiplicidad (s, singlete; d, doblete; t, triplete; c, cuartete; m, multiplete) y nimero de protones. Los resultados de la
espectrometria de masas son referidos como la razéon de la masa sobre la carga, seguida de la abundancia relativa
de cada ion (entre paréntesis). En las tablas, un solo se informa sobre un valor m/e para el ion M + H (o, cuando se
sefiale, MH) que contiene los isétopos atdmicos mas comunes. Los patrones isotépicos corresponden a la formula
esperada en todos los casos. El andlisis de espectrometria de masas de ionizacién por electropoulverizacion (ESI)
se llevé a cabo en un espectrometro de masas de electrospray Hewlett-Packard MSD utilizando la HPLC HP1100
equipada con una columna de 5 p Agilent Zorbax SB-C18, 2,1X50 mm, para la liberacion de la muestra.
Normalmente el analito se disolvié en metanol a 0,1 mg/mL y se infundié 1 microlitro con el disolvente de liberacion
en el espectrometro de masas, que escaneé de 100 a 1500 daltons. Todos los compuestos pudieron ser analizados
en el modo ESI positivo, utilizando acetonitrilo/agua con acido formico al 1% como disolvente de liberacion. Los
compuestos proporcionados a continuacion también se pudieron analizar en el modo ESI negativo, utilizando
NHsOAc 2 mM en acetonitrilo/agua como sistema de liberacion.

[0074]Las siguientes abreviaturas se usan en los Ejemplos y en toda la descripcion de la invencion:

DMF, Dimetilformamida; TFA, Acido Trifluoroacético; THF, Tetrahidrofurano; EtOAc, Acetato de etilo; BOC,O,
Bicarbonato de di-terc-butio o anhidrido BOC; HPLC, Cromatografia Liquida de Alta Presion; DIPEA,
Diisopropiletilamina; HCTU, Hexafluorofosfato de 1-[bis(dimetilamino)metilen]-5-cloro-1H-benzotriazolio-3-6xido (1-);
HBTU, Hexafluorofosfato de O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N',N-tetrametiluronio; dppf, 1,1-Bis(difenilfosfino)ferroceno;
Pdz3, Tris(dibencilidenacetona)dipaladio (0); DIPEA, diisopropiletilamina; DMP, ftalato de dimetilo; Me, metilo; Et,
etilo; DCM, diclorometano.

[0075]Los compuestos dentro del alcance de esta invencion pueden sintetizarse como se describe a continuacion,
utilizando una variedad de reacciones conocidas por el experto en la técnica. Un experto en la técnica también
reconocera que se pueden emplear métodos alternativos para sintetizar los compuestos diana de esta invencion, y
que los enfoques descritos en el cuerpo de la presente memoria no son exhaustivos, pero si ofrecen rutas
ampliamente aplicables y practicas para los compuestos de interés .

[0076]Ciertas moléculas reivindicadas en esta patente pueden existir en diferentes formas enantioméricas y
diastereoméricas y se reivindican todas estas variantes de estos compuestos.

[0077]La descripcion detallada de los procedimientos experimentales utilizados para sintetizar compuestos clave en
este texto conduce a moléculas que son descritas por los datos fisicos que las identifican, asi como por las
representaciones estructurales asociadas con las mismas.

[0078]Los expertos en la técnica reconoceran también que durante los procedimientos de trabajo convencionales de
la quimica organica, los acidos y las bases se utilizan con frecuencia. Las sales de los compuestos parentales a
veces se producen, si poseen la acidez o alcalinidad intrinseca necesaria, durante los procedimientos
experimentales descritos en esta patente.

Ejemplo 1

[0079]Este ejemplo ilustra la preparacion de 2-[4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il]-1-[4-(4-cloro-
3-metoxifenil)piperazin-1-illetanona

Etapa 1: 4-amino-1H-pirazol[3,4-d]pirimidina-3-carbonitrilo

o
PN

NHNH” O
2 NC_ CN NG ©ON NHz ¢N
NG CN M CH(OMe)s /z_\( NHy/MeOH N)I<
= HAN= S ~ N )
Nd oN EtOH Z N MeO™ SNy NI
reflujo H N H
B c A
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[0081]A una disolucidn de éster terc-butilico de acido hidrazincarboxilico (129 g, 0,976 moles) en etanol (700 mL)
colocada en un bafio de hielo se le afiadié 2,3-diciano-but-2-enodinitrilo (125 g, 0,976 moles) en porciones
manteniendo la temperatura interna por debajo de 16°C. Una vez completada la adicion, la mezcla de reaccion se
calento a reflujo durante 4 h, se concentrd y se seco a vacio para proporcionar 5-amino-1H-pirazol-3,4-dicarbonitrilo.
EM (ES) miz 134,1 (M + H").

[0082]El 5-Amino-1H-pirazol-3,4-dicarbonitrilo obtenido anteriormente se sometid a reflujo en ortoformiato de
trimetilo (1 L) durante 8 h. La mezcla se concentr6 y se seco a vacio para proporcionar éster metilico del acido N-
(4,5-diciano-2H-pirazol-3-il)-formimidico, que se disolvié en metanol (400 mL), se enfrié a 0°C, y se traté con NH3 7 N
en metanol (1 L). La mezcla resultante se dej6 calentando a temperatura ambiente durante la noche y se filtré. El
sélido se lavé con una mezcla 2:1 de MeOH-H,O (100 mL), acetona (100 mL) y éter (100 mL), después se seco a
vacio para proporcionar 4-amino-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-3-carbonitrilo (79 g, rendimiento 50%). EM (ES) m/z 161,0
(M +H".

Etapa 2: 2-(4-Amino-3-ciano-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il)acetato de terc-butilo

P (o] O
HN M _a aC0s 04 NeoN
+ ————- -~
N/ Nz Q DMF N
N /f\ N
A NN

[0084]A una mezcla de 4-amino-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-3-carbonitrilo (76,6 g, 0,476 moles) y carbonato de potasio
(197 g, 1,427 mmoles) en DMF (680 mL) a 0°C se le afadi6 cloroacetato de terc-butilo (68,1 ml, 0,476 moles) gota a
gota manteniendo la temperatura interna por debajo de 20°C. La mezcla resultante se agité durante 22 h, se filtro y
se lavé con EtOAc (100 ml x 2). El sélido obtenido se suspendié en agua con hielo (1,5 L), se filtro, se lavé con agua
con hielo (500 mL) y éter (100 ml x 2), después se seco a vacio para proporcionar 2-(4-amino-3-ciano-1H-pirazol[3,4-
d]pirimidin-1-il)acetato de terc-butilo (81,6 g, rendimiento del 62,3%). EM (ES) m/z 275,0 (M + H").

Etapa 3: 2-(4-Amino-3-(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il)acetato de ferc-butilo

H/\’NHz

AcOH, EtOH O D)
—<' _ areflio O—<_ N N
A AN
7;§/ 90% ZNC_NH
N I
N

[0086]A una mezcla de éster terc-butilico de acido (4-amino-3-ciano-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il)-acético (80 g, 0,291
moles) y EtOH (800 mL) en un bafio de agua con hielo se le afiadi6 acido acético (67 mL) y después etilendiamina
(195 mL). La mezcla resultante se calentd a reflujo durante 90 min, se enfrié a temperatura ambiente y se filtré. El
sélido se suspendié en agua (1 L), se filtr6 y se secd a vacio para proporcionar 2-(4-amino-3-(4,5-dihidro-1H-
imidazol-2-il)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il)acetato de terc-butilo (84,6 g, rendimiento 90%). EM (ES) m/z 318,1 (M +
HY).

Etapa 4: Dihidrocloruro de acido (2-(4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il)acético
(o]

CLy
e ,I\ OAc

O bAc

o) N
o} N o~ N _/<— l’>
| | HO
°—<_ N :1> (1.5 eq.) 0‘(_ N ’N> HCI 4N NN
7< N H —7< N H — NH»
=N,-NH, j

N I
SN

==\-NH p-dioxano #2HCJ /
) 2 DMSO N SN

NN
[0088]A una mezcla de 2-(4-amino-3-(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il)acetato de terc-
butilo (84 g, 0,265 moles) y DMSO (900 mL) en un bafio de agua con hielo se le afiadié peryodinano de Dess-Martin
(169,6 g, 0,4 moles) en porciones, manteniendo la temperatura interna por debajo de 25°C. La mezcla se agitd
durante 2 h a temperatura ambiente y después se vertié en agua con hielo (2 L) que contenia 84 g de Na»S,0s. La
mezcla se ajustdé a pH 12-14 con NaOH 3 N y se filir6 para proporcionar un sélido, que se lavd con agua, se
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resuspendid en agua con hielo (2 L), se filtrd, se lavé con agua (500 mL), EtOAc (100 ml x 2) y Et,O (100 ml x 2) y se
seco a vacio para proporcionar éster terc-butilico de acido (2-(4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-
1-il)acético (66,2 g, rendimiento 80%). EM (ES) m/z 316,1 (M + H").

[0089]EI éster terc-butilico de acido (2-(4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il)acético (61 g, 193
mmoles) se traté con HCI 4 N en dioxano (700 mL) a reflujo durante 2 h. Después de enfriar a temperatura ambiente,
el sélido se recogi6 por filtracion, se lavé con EtOAc (80 ml x 2) y Et,O (100 mL) y se sec6 a vacio para proporcionar
acido (2-(4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il)acético en forma de una sal dihidrocloruro (66 g,
cuantitativo). EM (ES) m/z 260,1 (M + H").

Etapa 5: 2-[4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il]-1-[4-(4-cloro-3-metoxifenil )piperazin-1-illetanona

=
N
)
NH, d 2HC! (\NJK/N N
O N* \ N\/l N
Ho)l\/'il N o
N=" Cl ,\je
#2HCI "N ¢
@N’ ®PFg 0.
)\ DMF, DIEA
Me;sN €2

[0091]EI dihidrocloruro de acido [4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)pirazol[3,4-d]pirimidin-1-ilJacético (79 g, 0,238 moles) y
dihidrocloruro de 1-(4-cloro-3-metoxifenil)piperazina (71,3 g, 0,238 mol ) se suspendieron en DMF anhidro (793 mL)
y se enfriaron en un bafio de hielo. Se afiadié N,N-diisopropiletilamina (290 ml, 1,67 moles) y la mezcla se agit6é a
temperatura ambiente hasta que todos los sélidos se disolvieron para formar una disolucion de color pardo. Se
afiadié en porciones HCTU (113,23 g, 0,273 moles) a lo largo de 10 min mientras se mantenia la temperatura interna
por debajo de 20°C. Después de 3 h, la mezcla de reaccion se vertio lentamente en un matraz de agua con hielo
agitada vigorosamente (6 L) para proporcionar una suspension, que se agité durante 1 h, se filtrd, y se lavd con una
disolucion saturada de NaHCOs3 (500 ml x 2) y agua (500 ml x 2). El sélido se purificé mediante trituracion en MeCN
a reflujo (2 x 500 mL) para proporcionar 2-[4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)pirazol[3,4-d]pirimidin-1- |I] -1-[4-(4-cloro-3-
metoxifenil)piperazin-1-illetanona (90,5 g, rendimiento 81% ,> 98% pura mediante LC-MS). RMN H' (400 MHz, de-
DMSO) 6 13,0 (s, 1H), 10,14 (d, 1H, J= 3,7 Hz), 8,16 (s, 1H), 7,95 (d, 1H, d, J= 3,7 Hz), 7,25 (dd, 1H, J =1,03 y 1,36
Hz), 7,20 (d, 1H, J= 8,8 Hz), 7,16 (s, 1H), 6,70 (d, 1H, J= 2,4 Hz), 6,52 (dd, 1H, J =2,4 y 8,8 Hz), 5,37 (s, 2H) 383(5
3H), 3,74 (t, 2H, J =4,8 Hz), 3,58 (t, 2H, J= 4,8 Hz), 3,28 (t, 2H, J= 4,8 Hz), 3,17 (t, 2H, J= 4,8 Hz). RMN C" (100.6
MHz, de-DMSO) 6 165,3, 159,0, 157,3, 155,7, 155,5, 151,6, 141,2, 136,6, 130,3, 128,7, 119,0, 111,9, 109,0, 101,9,
98,0, 56,7, 49,4, 48,9, 48,8, 44,7, 42,1; IR (KBr) 3219, 2937, 1682, 1638, 1594, 1567 cm'1; EM (ES) m/z 468,1 (M +
H+). Anal. Calculado para C,1H22N9O2Cl 0,85 H,O: C, 52,20; H, 4,94; N, 26,09; Cl, 7,34. Encontrado: C, 51,92; H,
4,68; N, 26,44; Cl, 7,18.

Etapa 6: Sal dihidrocloruro de  2-[4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il]-1-[4-(4-cloro-3-

metoxifenil)piperazin-1-illetanona
/ \ O
CI‘QN N—<_ HCL conc. ‘Q N_<_
acetona/H,0 * 2 HCl
NH2

[0093]A una mezcla de 2-[4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il]-1-[4-(4-cloro-3-
metoxifenil)piperazin-1-ilJetanona (50 g, 0,1068 moles), H-O (250 mL), y acetona (750 mL) a 60°C se le afiadié HCI
concentrado (22,3 ml, 0,267 mol, 2,50 equiv) gota a gota para proporcionar una disolucién de color pardo. Después
de 90 minutos, formé una suspension espesa de color canela. La suspension se diluyé a una concentracion final de
0,03 M mediante la adiciéon gota a gota de acetona (2,1 L) mientras se mantenia la temperatura interna entre 58°C y
62°C. La mezcla resultante se agité a 60°C durante otros 90 min, se enfrid a temperatura ambiente y se filtré. El
solido se lavé con acetona (60 ml x 2) y se sec6 a vacio para proporcionar sal dihidrocloruro de 2-[4-amino-3-(1H-
imidazol-2-il)-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il]-1-[4-(4-cloro-3-metoxifenil)piperazin- 1-|I]etanona (49,2 g, rendimiento 80%,
>99% pura mediante LC-MS) en forma de prismas finos de de color canela. RMN H' (400 MHz, de-DMSO) & 13,45
(s, 1H), 11,92 (s, 1H), 9,43 (s, 1H), 8,50 (s, 1H), 7,33 (s, 2H), 7,22 (d, 1H, J= 8,8 Hz), 6,72 (d, 1H,J= 2,4 Hz), 6,55
(dd, 1H, J= 2,4, 8,8 Hz), 5,54 (s, 2H), 3,84 (s, 3H), 3,76 (t, 2H, J= 4,8 Hz), 3,61 (t, 2H, J= 4,8 Hz), 3,31 (t, 2H, J= 4,8
Hz), 3,20 (t, 2H, J =4,8 Hz). EM (ES) m/z 468,1 (M + H+). Anal. Calculado para C21H22N9O2CI-1,75,HCI-1,75H,0: C,
44,07; H, 4,84; N, 22,02; Cl, 18,58. Encontrado: C, 43,89; H, 4,48; N, 22,0; Cl, 18,26. KF (H20) Calculado para
C21H22NgO2CI-2HCI1,75H20: 5,51%. Encontrado: 5,14%.
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Ejemplo 2

[0094]Este ejemplo ilustra la preparacion de 2-[4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il]-1-[4-(4-cloro-
3-metoxifenil)-2,2-dimetilpiperazin-1-illetanona

[0095]Etapa 1: Dihidrocloruro de 4-(4-cloro-3-metoxi-fenil)-3,3-dimetilpiperazina

HN NH

s —~

a—QBr C"Q’” NH
/

1) NaOtBu, Pd,dba e2HCI

MeO rac-BINAP, Tolueno MeO
60 °C, durante la noche
2) HCI/EtOAC

[0096]Una mezcla de 5-bromo-2-cloroanisol (3,70 g, 16,7 mmoles, 1 equiv), 2,2-dimetilpiperazina (2,2 g, 1,2 equiv) y
racBINAP (1,04 g, 0,1 equiv) en tolueno (35 mL) se desgasificd con nitrdgeno comprimido durante 5 min. A la mezcla
se le afiadieron NaOfBu (2,3 g, 1,4 equiv) y Pdx(dba)s (54 mg, 0,005 equiv). La mezcla resultante se calenté a 60°C
durante la noche y se enfrié a temperatura ambiente. Se afiadié EtOAc (~ 200 mL) y la mezcla se filtr6 a través de
celite. El producto filtrado se lavé con K;COs3 (acuoso saturado (200 mL), NaHCO3; acuoso saturado (200 mL), y
salmuera (200 mL) secuencialmente y después se seco sobre sulfato de magnesio. El residuo resultante después de
la evaporacion se disolvié en EtOAc (100 mL) y se traté con HCI 2 N en Et,O (100 mL) a temperatura ambiente
durante 2 h. Un sdlido se recogié mediante filtracion y se secé a vacio para proporcionar dihidrocloruro de 4-(4-cloro-
3-metoxi-fenil)-3,3-dimetilpiperazina (4,0 g). EM (ES) m/z 255,1 (M + H").

Etapa 2: 2-[4-Amino-3-(1H-imidazol-2-il)-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il]- 1-[4-(4-cloro-3-metoxifenil)-2,2-dimetilpiperazin-1-
illetanona

S NH -
N/\\r'qH Q_ — N’\}

. e2HCI
o NZ NH, Q
|
HOJK,N 7N\ e2HCI 7/\ Z NHZ

HBTU, DIEA, DMF
N="

N\N

[0098]EI dihidrocloruro de acido [4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)pirazol[3,4-d]pirimidin-1-ilJacético (100 mg, 0,2 mmoles)
y dihidrocloruro de 1-(4-cloro-3-metoxifenil)-3,3-dimetilpiperazina (100 mg, 0,3 mmoles) se suspendieron en DMF
anhidra (2,5 mL). Se afiadio N,N-diisopropiletilamina (0,32 ml, 1 mmol) a 0°C y la mezcla se agité a temperatura
ambiente hasta que todos los soélidos se disolvieron para proporcionar una disolucién de color pardo. Se afadié
HBTU (114 mg, 0,3 mmoles). Después de 2 h, la mezcla de reaccion se vertié lentamente en un matraz de agua con
hielo agitada vigorosamente (100 mL). La suspension resultante se extrajo con diclorometano (100 mL) y se lavo con
una disolucion saturada de NaHCO3 (100 mL), salmuera (100 mL) y se evapordé. El residuo se purifico mediante
cromatografia en columna ultrarrapida para proporcionar 2-[4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il]-
1-[4-(4-cloro-3-metoxifenil)-2,2-dimetilpiperazin-1-ilJetanona en forma de un sélido de color canela claro (45 mg)
después de la evaporacion y el secado a vacio. RMN H1 (400 MHz, ds-DMSO) 6 10,14 (d, 1H,J= 3,6 Hz), 8,16 (s,
1H), 7,95 (d, 1H, d, J= 3,6 Hz), 7,24 (s, 1H), 7,15 (s, 1H), 7,14 (d, 1H, J= 8,8 Hz), 6,40 (d, 1H, J= 2,4 Hz), 6,31 (dd,
1H, J= 2,4y 8,8 Hz), 5,29 (s, 2H), 3,90 (t, 2H, J= 5,4 Hz), 3,84 (s, 3H), 3,46 (t, 2H, J =5,4 Hz), 3,30 (s, 2H), 1,38 (s,
6H). EM (ES) m/z 496,1 (M + H").

Ejemplo 3

[0099]Este ejemplo ilustra la preparacion de 2-[4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il]-1-[4-(4-cloro-
2-fluoro-5-metoxifenil)-piperazin-1-illetanona

BOP, DIEA

DMF, RT
@ AH(_ y
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02HCI HO H
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[0100]Una mezcla de sal de dihidrocloruro de 1-(4-cloro-2-fluoro-5-metoxifenil)piperazina (65,2 mg, 0,206 mmoles, 1
equiv), acido [4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)pirazol[3,4-d]pirimidin-1-ilJacético (50 mg, 1 equiv), reactivo BOP (109 mg,
1,7 equiv) y N,N-diisopropiletilamina (0,165 mL, 5 equiv) en DMF (0,5 mL) se agité a temperatura ambiente durante
la noche. La purificacion mediante HPLC de fase inversa (acetonitrilo-H.O con TFA al 0,1% como eluyente)
proporcioné 2-[4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il]- 1-[4-(4-cloro-2-fluoro-5-metoxifenil)-
piperazin-1-illetanona. EM (ES) m/z 486,5 (M + H).

Ejemplo 4

[0101]Este ejemplo ilustra la preparacion de 2-[4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il]-1-[4-(4-cloro-
2-fluoro-5-metoxifenil)-2-metilpiperazin-1-iljetanona

BOP, DIEA .
DMF, RT
' o]
»—g />—N NH c ’—\% N r\f/N\>
Q N H
A OZHCI \ N’ —NH2
< N NN

02 HCI

[0102]El compuesto del titulo se prepar6 mediante un procedimiento analogo al descrito en el Ejemplo 3 utilizando
dihidrocloruro de acido 1-(4-cloro-2-fluoro-5-metoxifenil)-3-metilpiperazina. RMN H1 (400 MHz, ds- DMSO) & 14,20
(ancho, 2H), 10,28 (ancho, 1H), 8,15 (s.1H), 7,93 (br s, 1H), 7,33 (d, 1H, J= 11,6 Hz), 7,17 (s, 1H), 6,71 (d, 1H, J=
8,0 Hz), 5,44 (m, 1H), 5,21 (d, 1H, J= 15,6 Hz), 4,54 (m, 0,5H), 4,39 (m, 0,5H), 4,19 (m, 0,5H), 3,97 (m, 0,5 H), 3,84
(s, 3H), 3,56 (m, 0,5 Hz ), 3,40 (m, 2H), 3,08 (m, 0,5H), 2,96 (m, 0,5H), 2,85 (m, 1H), 2,72 (m, 0,5H), 1,42 (d, 1H, J=
6,0 Hz), 1,24 (d, 2H, J= 6,8 Hz). EM (ES) m/z 500,5 (M + H").

Ejemplo 5

[0103]Este ejemplo ilustra la preparacion de 2-[4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il]-1-[4-(4-cloro-
2-fluorofenil)-2-metil-piperazin-1-iljetanona

7\
HN NH o)
HO*/(_N,N\
Pd2(dba)3,
F rac-BINAP, F / NH2 F
NaOBut  C N WH "N e2HCI ,\r\>
Cl Br _NaYBL. —_— . N
hCl o2HCI \ BOP, DIEA \ H
DMF, RT N” JNH2

NN
Etapa 1: 1-(4-cloro-2-fluoro-fenil)-3-metilpiperazina

[0104]Se suspendieron en tolueno (60 mL) 1-bromo-4-cloro-2-fluorobenceno (5 g, 23,9 mmoles, 1 equiv), 2-
metilpiperazina (2,8 g, 1,15 equiv), tris-bencilidinoacetona-dipaladio (0) (0,43 g, 0,05 equiv), racBINAP (0,89 g, 0,15
equiv), terc-butoxido de sodio (3,2 g, 1,4 equiv), y la mezcla se calentd a 65°C durante la noche. Después de enfriar
a temperatura ambiente, se afiadié acetato de etilo (100 mL). El producto precipitado de color negro se elimind
mediante filtracién. El producto filtrado se lavd con una disolucién de carbonato de potasio 3N dos veces. La fase
organica se seco sobre sulfato de sodio y se neutralizd con HCI 2 N-éter. El sélido se recogié mediante filtracion, se
lavé con éter y se secd a vacio para proporcionar 1-(4-cloro-2-fluorofenil)-3-metilpiperazina en forma de una sal
dihidrocloruro.

[0105]Etapa 2: El compuesto del titulo se prepard medlante un procedimiento analogo al descrito en el Ejemplo 3
utilizando 1-(4-cloro-2-fluorofenil)-3-metilpiperazina. RMN H' (400 MHz, CDCls) & 10,38 (ancho, 1H), 10,26 (ancho,
1H), 8,32 (s, 1H), 7,24 (m, 2H), 7,17 (s, 1H), 7,07 (s, 1H), 7,04 (d, 2H, J =2 Hz), 6,80 (t, 1H, J= 8,8 Hz), 5,93 (br s,
1H), 5,24 (m, 2H), 4,81 (s, 0,5H), 4,47 (d, 0,5H, J= 12 Hz), 4,20 (s, 0,5H), 3,68 (m, 1H), 3,31 (m, 2H), 2,88 (i, 1H, J=
16 Hz), 2,76 (dd, 1H, J= 12, 3,6 Hz), 1,50 (d, 1,5H, J= 5,2 Hz), 1,39 (d, 1,5H, J= 6,4 Hz). EM (ES) m/z 470,5 (M +
HY).

Ejemplo 6

[0106]Este ejemplo ilustra la preparacion de 2-[4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il]-1-[4-(4-cloro-

3-etoxifenil)-piperazin-1-illetanona
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[0107]El compuesto del titulo se prepar6 mediante un procedimiento analogo al descrito en el Ejemplo 3 utilizando
dihidrocloruro de 1-(4-cloro-3-etoxifenil)piperazina. RMN H1 (400 MHz, ds-DMSO) & 14,20 (ancho, 1H), 10,13
(ancho, 1H), 8,15 (s, 1H), 7,98 (d, 1H, J= 4 Hz), 7,25 (S, 1H,), 7,19 (d, 1H, J= 8,8 Hz), 7,15 (s, 1H), 6,68 (d, 1H,J=
2,4 Hz), 6,51 (dd, 1H, J= 8,8, 2,8 Hz), 5,36 (s, 2H), 4,09 (q, 2H, J= 6,4 Hz), 3,73 (ancho, 2H), 3,57 (ancho, 2H), 3,26
(ancho, 2H), 3,15 (ancho, 2H), 1,34 (t, 3H, J= 6,8 Hz). EM (ES) m/z 482,5 (M + H+).

Ejemplo 7

[0108]Este ejemplo ilustra la preparacion de 2-[4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il]-1-[4-(4-cloro-
3-metoxifenil)-2-metil-piperazin-1-illetanona

BOP, DIEA
DMF, RT

C N/—\NH '\’/>
’p;‘q H°‘<O_N,N\ \ >/: LQN—'(_N)t

—

H
NH,
N\_N *2HCl

%/N
N

[0109]El compuesto del titulo se preparé6 mediante un procedimiento analogo al descrito en el Ejemplo 3 utilizando
dihidrocloruro de 1-(4-cloro-3-metoxifenil)-3-metilpiperazina. RMN H1 (400 MHz, de-DMSO) & 14,4 (ancho, 1H),
10,13 (s, 1H), 8,16 (s, 1H), 7,99 (s, 1H), 7,25 (t, 1H, J= 1,2 Hz), 7,19 (d, 1H, J=8 Hz), 7,15 (s, 1H), 6,64 (s, 1 H), 6,50
(m, 1H), 5,51-5,21 (m, 2H), 4,49 (s, 0,5H), 4,38 (s, 0,5H) , 4,15 (m, 0,5 H), 3,98 (m, 0,5H), 3,83 (s, 3 H), 3,70 (m, 1H),
3,55 (m, 1H), 3,29 (s, 1H), 3,08-2,85 ( m, 2H), 1,37 (d, 1,5H, J= 6,0 Hz), 1,18 (d, 1,5H, J= 6,4 Hz). EM (ES) m/z 482,2
(M +H".

Ejemplo 8

[0110]Este ejemplo ilustra la preparacion de 2-[4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il]-1-[4-(4-
clorofenil)-2-metil-piperazin-1-illetanona

BOP, DIEA
— DMF, RT 0
O - O a
as
®2 HCI =
o—(_N Ne N NH,
N NH'Z HCI
NN

[0111]El compuesto del titulo se prepar6 mediante un procedimiento analogo al descrito en el Ejemplo 3 utilizando
dihidrocloruro de 1-(4-clorofenil)-3-metilpiperazina. RMN H1 (400 MHz, de-DMSO) & 11,96 (ancho, 1H), 9,62 (s, 1H),
8,52 (s, 1H), 7,48 (s, 1H), 7,35 (s, 1H), 7,30 (s, 1H), 7,22 (t, 2H, J= 2,4 Hz), 6,96 (t, 2H, J= 8 Hz), 5,50 (m, 2H), 4,45
(m, 0,5H), 4,15 (m, 0,5H), 3,90 (m, 0,5H), 3,55 (m, 2 H), 2.8 a 3.14 (m, 2H ), 2,60 (m, 0,5 Hz), 1,89 (s, 1H), 1,39 (d,
1,5H, J= 6,0 Hz), 1,18 (d, 1,5H, J= 6,8 Hz). EM (ES) m/z 452,1 (M + H").

Ejemplo 9

[0112]Este ejemplo ilustra la preparacion de 2-[4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il]-1-[4-(4-
clorofenil)piperazin-1-illetanona
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BOP, DIEA
— DMF, RT JI 8)
c N NH ci
/ _/ N/N\ N
2 HCl P m "
o~ o Ay N N2
N H NN
=\__nu.22HC!
N 7
NN

[0113]El compuesto del titulo se preparé mediante un procedimiento analogo al descrito en el Ejemplo 3 utilizando
dihidrocloruro de 1-(4-clorofenil)piperazina. EM (ES) m/z 438,1 (M + H").

Ejemplo 10

[0114]Este ejemplo ilustra la preparacion de 2-[4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il]-1-[4-(4-cloro-
3-etoxifenil)-2-metilpiperazin-1-illetanona

BOP, DIEA
DMF, RT

o~ c,pwj{g{’_“i?
) N\/ Kj NH,

d o
) *2HCI HO Ne '\’/N\>
H N

=

N ) NH, 82 HCI
NN

[0115]El compuesto del titulo se prepar6 mediante un procedimiento analogo al descrito en el Ejemplo 3 utilizando
dihidrocloruro de 1-(4-cloro-3-etoxifenil)-3-metilpiperazina. RMN H1 (400 MHz, de-DMSO) & 14,4 (ancho, 1H), 10,15
(s, 1H), 8,16 (s, 1H), 7,98 (s, 1H), 7,25 (s, 1H), 7,18 (d, 1H, J= 8,8 Hz), 7,15 (s, 1H), 6,62 (s, 1H,), 6,50 (m, 1H), 5,51-
5,25 (m, 2H), 4,48 (s, 0,5H), 4,38 (s, 0,5H ), 4,09 (m, 2,5 H), 3,93 (m, 0,5H), 3,68-3,51 (m, 2H), 3,07-2,75 (m, 2,5H),
2,61 (m, 0,5H), 1,33 (t, 3H, J= 6,8 Hz), 1,17 (d, 3H, J= 7,2 Hz). EM (ES) m/z 496,5 (M + H").

Ejemplo 11

[0116]Este ejemplo ilustra la preparacion de 2-[4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il]-1-[4-(4-cloro-
3-trifluorometoxifenil)piperazin-1-illetanona

HATU, DIEA
— DMF, RT 0 ,’/\>
Cl NH Cl
s/ N/ N N
Q_  e2Hcl P D H
CF HO B .
CFs SN CFs I
_ NHH NN
Hel
I 202
NeN

[0117]Una mezcla de sal dihidrocloruro de 1-(4-cloro-3-trifluorometoxifenil)piperazina (70 mg, 0,198 mmoles, 1
equiv), acido [4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)pirazol[3,4-d]pirimidin-1-ilJacético (96 mg, 1 equiv), HATU (98 mg, 1,3
equiv) y N,N-diisopropiletilamina (0,276 ml, 8 equiv) en DMF (0,5 mL) se agit6 a temperatura ambiente durante 3 h.
La mezcla de reaccion se diluy6é con acetato de etilo, se lavd con bicarbonato de sodio acuoso saturado, se seco
sobre sulfato de sodio, y se purific6 mediante TLC para proporcionar 2-[4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-pirazol[3,4-
d]pirimidin-1-il]-1-[4-(4-cloro-3-trifluorometoxifenil)piperazin-1-iljetanona. RMN H1 (400 MHz, CD3;OD) & 8,18 (s, 1H),
7,39 (s, 1H,), 7,18 (d, 2H, J= 8,8 Hz), 6,95 (s, 2H), 5,40 (s, 2H), 3,85 (m, 4H), 3,25 (m, 4 H). Los tres protones
restantes (del grupo amino y el anillo de imidazol) no se observaron debido a la utilizacion de CD3OD como
disolvente. EM (ES) m/z 522,1 (M + H").

Ejemplo 12

[0118]Este ejempilo ilustra la preparacion de 2-[4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il]- 1-[4-(4-cloro-2-
fluorofenil)piperazin-1-illetanona
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) HATU, DIEA -
1. BocN_NH F DMF, RT F 0 B
CI-@—N/_\NH N C"@‘N N_<_ Ney N
s —/ N’ H
2, HCi-Dioxano
e2HCI o r\r\> =\ Nk
HO—(_N,N\ N N /]
= L2 Hel
XN

Etapa 1: 1-(4-cloro-2-fluorofenil)piperazina

[0119]Se suspendieron en tolueno (60 mL) 1-bromo-4-cloro-2-fluorobenceno (5 g, 23,9 mmoles, 1 equiv), éster terc-
butilico de acido piperazin-1-carboxilico (5,3 g, 1,15 equiv), tris-bencilidinoacetona-dipaladio (0) (0,43 g, 0,05 equiv),
racBINAP (0,89 g, 0,15 equiv), terc-butéxido de sodio (3,2 g, 1,4 equiv), y la mezcla se calenté a 65°C durante la
noche. Después de enfriar a temperatura ambiente, se afiadié acetato de etilo (100 mL). El producto precipitado de
color negro se elimind mediante filtracion. El producto filtrado se lavé con una disolucidon de carbonato de potasio 3N
dos veces. La fase organica se seco sobre sulfato de sodio, se concentré y se traté con HCI 4 N en dioxano. El
solido se recogiéo mediante filtracion, se lavé con éter, y se secé a alto vacio para proporcionar 1-(4-cloro-2-
fluorofenil)piperazina en forma de una sal dihidrocloruro.

[0120]Etapa 2: El compuesto del titulo se prepar6 mediante un procedimiento analogo al descrito en el Ejemplo 11
utilizando dihidrocloruro de 1-(4-cloro-2-fluorofenil)piperazina. RMN H1 (400 MHz, CDsOD) & 8,16 (s, 1H), 7,19 (s,
1H), 7,1-7,17 (m, 3H), 7,05 (m, 1H), 5,40 (s, 2H), 3,85 (m, 2H), 3,75 (m, 2 H), 3,18 (m, 2H), 3,07 (m, 2H). Los tres
protones restantes (del grupo amino y el anillo de imidazol) no se observaron debido a la utilizacién de CD3;0D como
disolvente. EM (ES) m/z 456,1 (M + H").

Ejemplo 13

[0121]Este ejemplo ilustra la evaluacion de la actividad biologica asociada con los compuestos de interés de la
invencion.

Materiales y métodos

A. Células

1. Células que expresan CCR1
a) Células THP-1

[0122]Se obtuvieron células THP-1 de ATCC (TIB-202) y se cultivaron en forma de una suspension en medio RPMI-
1640 con un suplemento de L-glutamina 2 mM, 1,5 g/L de bicarbonato de sodio, 4,5 g/l de glucosa, HEPES 10 mM,
piruvato de sodio 1 mM, 2-mercaptoetanol al 0,05% y FBS al 10%. Las células se cultivaron en aire con 5% de
C0O2/95% de aire, 100% de humedad a 37°C g/ se subcultivaron dos veces por semana a 1:5 (las células se
cultivaron a un intervalo de densidad de 2 x 10° a 2 x 10° células/ml) y se recogieron a 1 x 10° células/mL. Las
células THP-1 expresan CCR1 y se pueden utilizar en la unién de CCR1 y ensayos funcionales.

2. Andlisis de quimiotaxis
Identificacion de inhibidores de CCR1

[0123]Una de las funciones principales de las quimiocinas es su capacidad para mediar la migracion de células que
expresan el receptor de quimiocinas, tales como los glébulos blancos. Para confirmar que un compuesto de interés
no solo inhibe la unién y la sefalizacion especifica de CCR1 (al menos segun se determina mediante analisis de
movilizacién de calcio), sino también la migracion mediada por CCR1, se emple6 un analisis de quimiotaxis. Se
utilizaron células de leucemia mielomonocitica THP-1, que se asemejan a monocitos, asi como monocitos recién
aislados, como dianas para la quimioatraccién mediante ligandos de quimiocinas CCR1 (esto es, MIP-1q,
CCL15/leucotactina). Las células se colocaron en el compartimento superior de una camara de migraciéon de
micropocillos, policarbonato de poro de 5 micras, filtros recubiertos de polivinilpirrolidona en camaras de quimiotaxis
de 96 pocillos (Neuroprobe; Gaithersburg, MD) utilizando tampén de quimiotaxis (disolucién salina equilibrada de
Hank (HBSS) y FBS al 1%. Los ligandos de quimiocinas CCR1 (es decir, MIP-1a, CCL15/leucotactina; R & D
Systems, Minneapolis, MN) se utilizan para evaluar la inhibicion mediada por compuesto de la migracion mediada
por CCR1. Otras quimiocinas (es decir, SDF-1a; R & D Systems, Minneapolis, MN) se utilizaron como controles de
especificidad. La camara inferior se cargé con 29 pul de quimiocinas (es decir, CCL15/leucotactina 0,1 nM) y
cantidades variables de compuesto; la camara superior contenia 100.000 células THP-1 o monocitos en 20 ul. En
ausencia de inhibidor, las células migraran a la camara inferior en respuesta al agonista de quimiocinas; si un
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compuesto inhibe la funcion de CCR1, en ese caso la mayoria de las células permanecera en la camara superior.
Para determinar la afinidad de un compuesto de interés por CCR1 asi como para confirmar su capacidad para inhibir
la mlgra0|on celular mediada por CCR1, se titul6 la actividad inhibidora a lo largo de un intervalo de 1 x 10" a 1 x
10 M de de concentraciones de compuestos en este analisis de quimiotaxis. En este analisis, se varié la cantidad
de compuesto; mientras que el niumero de células y las concentraciones agonistas quimiocinas se mantuvieron
constantes. Después de incubar las camaras de quimiotaxis durante 1-2 horas a 37°C, las células que respondian
en la camara inferior se cuantificaron mediante marcaje con el ensayo CyQuant (Molecular Probes), un método
colorante fluorescente que mide el contenido de acido nucleico, y mediante la medicion con un Spectrafluor Plus
(Tecan). El programa de ordenador Prism de GraphPad, Inc. (San Diego, Ca) se utilizd para calcular los valores de
Clso. Los valores de Clsp son aquellas concentraciones de compuesto requeridas para inhibir el nimero de células
que responden a un agonista de CCR1 en 50%.

3. Eficacia in vivo
a) Modelo de conejo de inflamacién articular destructiva

[0124]Un estudio de LPS de conejo puede llevarse a cabo esencialmente como describen Podolin, et al. idem,
Conejos New Zealand hembra (aproximadamente 2 kilogramos) se tratan intraarticularmente en ambas rodillas con
LPS (10 ng). El compuesto de interés (por ejemplo, formulado en metocel al 1%) o vehiculo (metocel al 1%) se
dosifican por via oral a un volumen de dosis de 5 ml/kg en dos veces (2 horas antes de la inyeccion intra-articular de
LPS y 4 horas después de la inyeccion intra-articular de LPS). Dieciséis horas después de la inyeccion de LPS, las
rodillas se lavaron y se realizan los recuentos de células. Los efectos beneficiosos del tratamiento se determinan por
medio de la reduccion del nimero de células inflamatorias reclutadas al fluido sinovial inflamado de las
articulaciones de la rodilla. El tratamiento con el compuesto de interés da como resultado una reduccion significativa
de las células inflamatorias reclutadas.

b) Evaluacién de un compuesto de interés en un modelo de rata de artritis inducida por colageno,

[0125]Se puede llevar a cabo un estudio de artritis de tipo Il por colageno de desarrollo en 17 dias para evaluar los
efectos de un compuesto de interés sobre la hinchazén del tobillo clinica inducida por artritis. La artritis inducida por
colageno en rata es un modelo experimental de poliartritis que se ha utilizado ampliamente para los ensayos
preclinicos de numerosos agentes anti-artriticos (véanse Trentham, et al., J. Exp. Med. 146(3):857-868 (1977),
Bendele, et al., Toxicologic Pathol. 27:134-142 (1999), Bendele, et al., Arthritic Rheum. 42:498-506 (1999)). Las
caracteristicas de este modelo son la aparicion fiable y la progresiéon de inflamacién poliarticular robusta, facil de
medir, la marcada destruccion del cartilago en asociacion con la formacion de pannus y resorcion 6sea de leve a
moderada y la proliferacion 6sea peridstica.

[0126]Se anestesian ratas Lewis hembra (aproximadamente 0,2 kilogramos) con isoflurano y se inyectan con
coadyuvante incompleto de Freund que contiene 2 mg/ml de colageno de tipo Il bovino en la base de la cola y dos
sitios en el dorso los dias 0 y 6 de este estudio de 17 dias. Un compuesto de interés se dosifica diariamente de una
manera subcutanea desde el dia 0 hasta el dia 17 a una dosis eficaz. Se toman mediciones con un calibre del
diametro de la articulacion del tobillo, y la reduccion de la inflamacién articular se toma en forma de una medida de la
eficacia.

¢) Modelo de rata de osteoporosis inducida por ovariectomia

[0127]Un modelo de rata de osteoporosis inducida por ovariectomia puede llevarse a cabo esencialmente como
Dunstan et al, (1999) J. Bone y Min Res. 14: 953. Ratas Sprague-Dawley hembra jévenes (180-200 g) son operadas
simuladamente o ovariectomizadas (OVX). En el plazo de 7 dias de la operacion, se iniciaron las dosis orales diarias
de antagonista de CCR1 o vehiculo solo (aceite de sésamo). Después de dos semanas de dosificacion, las ratas se
sacrificaron y se analizaron los niveles en suero de osteoclastos y osteoblastos biomarcadores (telopéptido C y
osteocalcina MID, respectivamente). Adicionalmente, el fémur y la tibia se retiran para el examen histopatolégico con
H & E y/o tincion TRAP.

d) Moodelo Radl 5TGM1 modificado de enfermedad 6sea de mieloma

[0128]La enfermedad ésea de mieloma puede ser estudiado como se describe con mas detalle por Oyajobi et al,
Mol Cancer Ther, 2007, 6:1701-1708. Los estudios en animales se llevaron a cabo utilizando ratones
CS?BL/KaLWRuHsd hembra de 6 a 9 semanas de edad (Harlan). Las lesiones de mieloma son inducidas en ratones
inoculando por via i.v. 10° células H1.1 + 5TGM1-EGFP viables o células 5TGM1 parentales a través de venas de la
cola. El compuesto de interés (p. €j., formulado en aceite de sésamo al 100%) o vehiculo (aceite de sésamo al
100%) se dosifican por via oral a un volumen de dosis 2,5 ml/kg dos veces al dia durante 4 semanas. Los pesos
corporales de los animales se determinan al inicio del estudio y después semanalmente. Al final de 4 semanas, se
toman imagenes de los ratones completos e, inmediatamente después del sacrificio, los esqueletos y los drganos
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viscerales (bazos, higados, rifiones, génadas, cerebros, pulmones y corazén) se diseccionan y se toman imagenes
de los focos tumorales fluorescentes para evaluar la carga tumoral .

[0129]En la Tabla 2 (a continuacién), se proporcionan las estructuras y la actividad para los compuestos
representativos descritos en la presente memoria. La actividad se proporciona de la siguiente manera para el
analisis de quimiotaxis como se ha descrito anteriormente: +, 10 nM <Clsp< 150 nM; ++, 1 nM <Cls5o< 10 nM; y +++,

Clso< 1 nM.

Tabla 2
Estructura Estructura
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Cl N N—<_ N=""N cl N N—<_ N N
\_—/ N H — N H
= ) NH; Mé Me = ) NH;
NaN NS N
1.001/ +++ 1.002/ ++

Me

0}
/P
cl N N—<_ N
/Ny
F

¢

1.003/ +++

/P NI/\>
CI—-< \>—N N—<' N N
\__< N H
F Me NH;

—z
z::z\)
T V4

2

=z ==

MeQ
N
/L l/\>
cl N N—/<_ N’ N
- N H
F M NH>

_@ \ O [/N\>

N N N

Cl , _<_ PSS H
NH

e

1.004/ +++

= =
N | / ?
1.005/ ++ 1.006/ +++
MeOQ . N
N A\
/P I/\> I\ Q I/>
Cl N N—<_ N N Cl N N—<_ N N
\_< N’ H ‘ \ < N
Me = NH, Me cal ) NH»
I
N»N N%/N
1.007/ +++ 1.008/ ++

NN
OO
) N

A

1.009/ +

Ha

/
N

24

ETO, N
N\ P l
o N N-{_ N
L_< N
M

g =S

e 2

¢ 3

1.010/ +++



ES 2536 884 T3

Estructura Estructura
/P |/\> /P I/\>
cl N N{ N’ N cl N N‘<_ N N
\ / N’ H \__/ N
// NH», F /[ NH»
N\\/N N\\/N
1.011/ + 1.012/ ++

[0130]En comparaciones directas, los compuestos 1.001, 1.003, 1.004, 1.006, 1.007, 1.010 y 1.011 de la presente
invencion proporcionaron una actividad que era al menos un orden de magnitud mejor que la actividad demostrada

5 por los compuestos relacionados sometidos a ensayo (imidazol sustituido pirido[4,3-b]pirazoles en la Solicitud de
Patente de los Estados Unidos con el Num. de Serie 12/124.894. Por ejemplo, en el analisis de quimiotaxis,

10 proporcioné una Clsg que fue un orden de magnitud menor que

MeQ

Ci
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de Férmula I:

RZd

SN @

o sales farmacéuticamente aceptables, hidratos o N-6xidos de los mismos, en donde
R' y R se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en H y CHj;
R?® se selecciona del grupo que consisteen Hy F; y
R?® se selecciona del grupo que consiste en H, alcoxi C1-C4 y haloalcoxi C+-C4 cuyo compuesto no es 2-(4-
amino-3-(1H-imidazol-2-il)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il)- 1-(4-(4-cloro-3-metoxifenil)piperazin-1-il)etanona

2. El compuesto de la reivindicacion 1, en donde R% es H.

3. El compuesto de la reivindicacién 2, en donde R* se selecciona del grupo que consiste en metoxi, etoxi y
trifluorometoxi.

4. El compuesto de la reivindicacion 1, en donde:
(i) R"y R'™ son cada uno H; o
(i) R™ es metilo y R es H; o
(i) R™y R son cada uno CHs.

5. El compuesto de la reivindicacién 1, en donde dicho compuesto tiene la féormula la o Ib.

RZa

. N RZa
N S /9 S
cl N N—<_ N=” "N
N H cl N N—<‘ NN
\—/ N
R2d CHs N/I NH> R2d =N NH,
NN NN
Ia Ib

en donde R* se selecciona del grupo que consisteen Hy F; y R? se selecciona del grupo que consiste en metoxi,
etoxi y trifluorometoxi.

6. El compuesto de la reivindicacion 1, en donde dicho compuesto se selecciona del grupo que consiste en:

MeQ,
NN
— 9 B
cl N ‘{__ NN I\ P “W
N H CI-Q*\__(N—Q N "N
F Me /, NH; A _NH
NQ N F Me. | ) 2
N
MeQ
/P '\1/\> Ny I/\>
N N N N N ~ N
o] N—‘<_N, N Cl—Q L NN N
S = NH> E = NH
N ' Ne )
XN N
3y
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7. El compuesto de la reivindicacién 1, en donde el compuesto es una sal hidrocloruro de un compuesto de férmula
MeOQ
N
/P |/\>
ci N N—<7 Ne” N
/ N H
= ’ NH
NSN

8. Un compuesto seleccionado del grupo que consiste en:

(S)-2-(4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il)-1-(4-(4-cloro-2-fluoro-5-metoxifenil)-2-
metilpiperazin-1-il)etanona;
(S)-2-(4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il)-1-(4-(4-cloro-2-fluorofenil )-2-
metilpiperazin-1-il)etanona;

2-((4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il)- 1-(4-(4-cloro-2-fluoro-5-metoxifenil)piperazin-
1-il)etanona;

2-((4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il)- 1-(4-(4-cloro-2-fluoro-5-metoxifenil)piperazin-
1-il)etanona;
2-((4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il)-1-(4-(4-cloro-3-metoxifenil)piperazin-1-
il)etanona;

(S)-2-(4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il)-1-(4-(4-cloro-3-metoxifenil)-2-
metilpiperazin-1-il)etanona;

2-((4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il)- 1-(4-(4-cloro-3-etoxifenil )piperazin-1-
il)etanona;
(S)-2-(4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il)-1-(4-(4-clorofenil)-2-metilpiperazin-1-
il)etanona;
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2-((4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il)
2-((4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il)
dimetilpiperazin-1-il)etanona;
(S)-2-(4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il)-1-(4-(4-cloro-3-etoxifenil)-2-metilpiperazin-
1-il)etanona; y

2-((4-amino-3-(1H-imidazol-2-il)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-1-il)-1-(4-(4-cloro-3-
(trifluorometoxi)fenil)piperazin-1-il)etanona.

-(4-clorofenil)piperazin-1-il)etanona;

-1-(4
-1-(4-(4-cloro-3-metoxifenil)-2,2-

9. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, y
un excipiente o portador farmacéuticamente aceptable.

10. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para uso en el tratamiento del cuerpo
humano o animal mediante cirugia o terapia.

11. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para uso en el tratamiento de
enfermedades o afecciones mediadas por CCR1.

12. Un compuesto para uso como se reivindica en la reivindicacion 11, en donde dicha enfermedad o afecciéon
mediada por CCR1 es una afeccion inflamatoria o un trastorno inmunorregulador.

13. Un compuesto para uso como se reivindica en la reivindicacion 11, en donde dicha enfermedad o afecciéon
mediada por CCR1 se selecciona del grupo que consiste en enfermedad osteoartritica, mieloma mudltiple, artritis
reumatoide, esclerosis multiple, rechazo de trasplantes, restenosis, dermatitis, eczema, urticaria, vasculitis,
enfermedad inflamatoria intestinal, alergia alimentaria, asma, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson,
psoriasis, lupus eritematoso, osteoartritis, accidente cerebrovascular, restenosis y encefalomielitis.

14. Un compuesto para uso como se reivindica en la reivindicacion 11, que se formula para administracién oral,
parenteral, rectal, transdérmica, sublingual, nasal o topica.

15. Un compuesto para uso como se reivindica en la reivindicacion 11, para uso combinado con un agente anti-

inflamatorio, agente analgésico, un agente anti-proliferativo, un inhibidor metabdlico, un inhibidor de la migracion de
leucocitos o un inmunomodulador.
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