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Inhibidor de cinasas y método para el tratamiento d e enfermedades relacionadas
DESCRIPCION

CAMPO DE LA INVENCION

La presente solicitud proporciona las estructuras moleculares de compuestos de
(aminofenilamino)pirimidilbenzamidas y métodos de sintesis de los mismos, ademas del uso de los compuestos en
inhibir cinasas y tratar enfermedades asociadas a linfocitos B.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El mecanismo de accion de las cinasas es transferir grupos fosfato de moléculas donantes de alta energia (por
ejemplo, ATP) a moléculas especificas, que es un proceso llamado fosforilacion. Las proteinas cinasas alteran las
actividades de proteinas especificas mediante fosforilacién para controlar y regular la transduccién de sefiales
asociada a proteinas y otros efectos sobre las células. Debido a la importancia de las proteinas cinasas en la
sefializacion de células, la selectividad de algunos compuestos de molécula pequefia por cinasas especificas sera
atil para el entendimiento adicional del proceso de sefializacién de células. Mientras tanto, los compuestos de
molécula pequefia controlan las funciones de las células modulando las actividades de cinasas, que hace que las
proteinas cinasas sean buenas dianas para farmacos en el tratamiento de enfermedades clinicas.

La tirosina cinasa de Bruton (Btk), un miembro de la familia Tec de tirosina cinasas no de receptor, desempefia una
funcién clave en la transduccion de sefiales en células hematopoyéticas (excepto linfocitos T y células plasmaticas),
especialmente en los linfocitos B que desempefian una funcién importante en la patogénesis de enfermedades
autoinmunitarias e inflamatorias. Btk ha mostrado buena eficacia clinica en muchas enfermedades resistentes al
tratamiento graves, tales como artritis reumatoide, linfoma y leucemia.

Btk desempefia una funcion critica en el proceso de desarrollo, diferenciacion, proliferacion, activacion y
supervivencia de linfocitos B. El efecto de Btk sobre los linfocitos B se logra controlando la via de sefializacion de
receptores de linfocitos B (BCR). Btk esta localizado adyacente aguas debajo de BCR. Btk lega la sefial tras la
estimulacion de BCR, y después a una serie de transduccion de sefales, que finalmente conducen a la movilizacion
del calcio intracelular y a la activacion de proteinas cinasas C. La agammaglobulinemia ligada a X (también llamada
sindrome de Bruton, XLA) es una enfermedad rara. Estos pacientes con XLA son incapaces de producir linfocitos B
maduros. Los linfocitos B normales resisten a la infeccién externa produciendo anticuerpos (llamados
inmunoglobulinas). Debido a la falta de linfocitos B y anticuerpos, los pacientes con XLA son faciles para obtener
infecciones graves o incluso letales. Investigaciones adicionales encontraron que el motivo directo que inhibe el
desarrollo de linfocitos B es la mutacion del gen de Btk. Asi, se ha demostrado que Btk desempefia una funcién
extremadamente importante en el desarrollo y la funcién de linfocitos B normales.

Btk llegar a ser una diana para farmacos sorprendente en canceres que son relevantes para el linfocito B,
especialmente el linfoma de linfocitos B y leucemia.

Las células necesitan sefiales de BCR para crecer y proliferar. Como Btk es un miembro clave indispensable en la
via de sefializacién de BCR, los inhibidores de Btk pueden bloquear la sefializacion de BCR e inducir la apoptosis de
células cancerosas. Actualmente hay dos inhibidores de Btk en los Estados Unidos y Europa para el tratamiento
clinico de leucemia linfocitica cronica (ClI) y linfoma linfocitico pequefio (Sll): PCI-32765 (fase clinica Ill) y AVL-292
(fase clinica 1) (véase SE Herman et al. (2011), Blood 117 (23): 6287-96). Btk también esta asociado a leucemia
linfoblastica aguda. La leucemia linfoblastica aguda es el cancer mas comun en nifios, y tiene un mal prondstico en
pacientes adultos. Los andlisis genéticos encontraron que la deficiencia de expresion de BTK se encontr6 en todos
los tipos de leucemia. Btk defectuosa protege a las células de leucemia de la apoptosis.

Btk también es una diana terapéutica para enfermedades autoinmunitarias. La artritis reumatoide es una enfermedad
autoinmunitaria crénica. Btk es un componente importante de la sefializacién de BCR en linfocitos B y sefializacién
de FC-y en células de la médula 6sea. Se espera que los inhibidores de Btk reduzca dos componentes principales
de las enfermedades autoinmunitarias: los auto-anticuerpos patégenos producidos por linfocitos B y la citocina pro-
inflamatoria producida por células mieloides. En experimentos en células se ha demostrado que los inhibidores de
Btk pueden reducir eficazmente los auto-anticuerpos y las citocinas pro-inflamatorias. En ratones con artritis inducida
por colageno, los inhibidores de Btk redujeron in vivo el nivel de auto-anticuerpos y controlaron eficazmente la
enfermedad. Estos resultados proporcionan un nuevo entendimiento de las funciones de Btk durante el desarrollo de
linfocitos B o enfermedades motivadas por células de la médula ésea, y proporcionan un motivo convincente para
dirigirse a Btk en el tratamiento de artritis reumatoide (véanse LA Honigberg et al. (2010), Proc Natl Acad Sci USA
107 (29): 13075-80. JA Di Paolo et al. (2011), Nat Chem Biol 7 (1): 41-50.)

La funcién de Btk en enfermedades inflamatorias se ha demostrado por un modelo de células de leucemia basofila
de ratas (RBL-2H3). RBL-2H3 es un modelo comin para la investigacion de enfermedades inflamatorias de
mastocitos. Los mastocitos son ricos en granulos baséfilos y desempefian una funcion destacada en las reacciones
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alérgicas mediadas por inmunoglobulina E (IgE). EI ARN interferente pequefio (ARNip) y LFM-A13 (un inhibidor de
Btk eficaz) pueden suprimir la respuesta inflamatoria inducida por mastocitos, inhibiendo la actividad de Btk. En los
mastocitos tratados con ARNip y LFM-A13, la liberaciéon de un mediador pro-inflamatorio, histamina, se reduce el 20-
25 %.

También se informa en las bibliografias de que Btk se usa como diana terapéutica en enfermedades
heteroinmunitarias y enfermedades tromboembdlicas.

Por tanto, la presente divulgacion tiene como objetivo proporcionar un compuesto novedoso para tratar
enfermedades autoinmunitarias, enfermedades heteroinmunitarias, enfermedades inflamatorias, céanceres, o
enfermedades tromboembodlicas.

SUMARIO DE LA INVENCION

En un aspecto de la presente divulgacién proporciona:

Un compuesto de formula (1)

g w m

o sales farmacéuticamente aceptables del mismo, en la que:
W esté seleccionado de H, alquilo Ci.¢, -(NH-CO)p-L-Ls, -(CO-NH)n-L-L3 y -(NH-CO),-NH-L-Ls;
en las que:

L es un enlace, alquileno C;-3 0 alquenileno Cs.3;
L3 es cicloalquilo Cs.g, tal como

>0 0.0.0.0O
Ao Ao o =A

0. 0.020 D

Arilo tal como fenilo, naftilo, fenantrilo, antrilo, fluorenilo e indenilo, o heteroarilo tal como

& o T



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2578 605 T3

El cicloalquilo Csg, arilo y heteroarilo esta opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 sustituyentes seleccionados del
grupo que consiste en halégeno tal como F y Cl, amino, alquilo Ci.6, alcoxilo Ci.6, halo-alquilo C1.¢ tal como perhalo-
alquilo Cy.6 tal como CFs3;

n es un nimero enterode 0 0 1;

X esté seleccionado de H, halégeno tal como F y Cl, y alquilo Ci.¢ tal como metilo;

R1y Ry, iguales o diferentes entre si, estan seleccionados cada uno independientemente de H, C(O) y S(O)a;

L1 y Lo, iguales o diferentes entre si, estan seleccionados cada uno independientemente de alquenilo Cs.3
opcionalmente sustituido con alquilo Cy.3 y alquil C1.3-NHC(O)-alquenilo Ca.s;

con la condiciéon de que cuando R; sea H, L1 no esté presente; y cuando R, sea H, L, no esté presente.

En una realizacion preferida,
W esté seleccionado de H, etilo, -(NH-CO)n-L-Ls, -(CO-NH),-L-L3 y -(NH-CO),-NH-L-L3,
en las que:

L es un enlace o vinileno;

Lz es un grupo ciclopropilo, fenilo, naftilo, isoxazolilo o benzo[d][1,3]dioxol opcionalmente sustituido con 1 0 2
sustituyentes seleccionados de F, Cl, amino, metoxilo y CFs3;

n es un numero entero de 1.

En otra realizacion preferida,

X esté seleccionado de H, F, Cl y metilo.

En otra realizacion preferida,

R1y Ry, iguales o diferentes entre si, estan seleccionados cada uno independientemente de H, C(O) y S(O)z;

L1y Lo, iguales o diferentes entre si, estan seleccionados cada uno independientemente de alquenilo C;.3, y metil-
NHC(O)-etenilo;

con la condiciéon de que cuando R; sea H, L1 no esté presente; y cuando Rz sea H, L, no esté presente. En otra
realizacién preferida,

W esté seleccionado de H, etilo, -(NH-CO)n-L-Ls, -(CO-NH),L-L3 y -(NH-CO)n-NH-L-Ls,

en las que:

L es un enlace o vinileno;

Lz es un grupo ciclopropilo, fenilo, naftilo, isoxazolilo o benzol[d][1,3]dioxol opcionalmente sustituido con 1 o 2
sustituyentes seleccionados de F, Cl, amino, metoxilo y CFs3;

n es un numero entero de 1,

X esta seleccionado de H, F, Cl y metilo;

R1y Ry, iguales o diferentes entre si, estan seleccionados cada uno independientemente de H, C(O) y S(O)z;

L. y Lo, iguales o diferentes entre si, estan seleccionados cada uno independientemente de alquenilo Cs.3, ¥
metil-NHC(O)-etenilo;

con la condiciéon de que cuando R; sea H, L1 no esté presente; y cuando R, sea H, L, no esté presente.

En otro aspecto de la presente divulgacion se proporciona un compuesto seleccionado de:
H
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En otro aspecto de la presente divulgacion proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden una cantidad
terapéuticamente eficaz del compuesto de la presente invencion y excipientes farmacéuticamente aceptables.

En otro aspecto de la presente divulgacién proporciona usos de los compuestos o las composiciones de la presente
invencion en la fabricacion de medicamentos para tratar las siguientes enfermedades o afecciones: enfermedades
autoinmunitarias, enfermedades heteroinmunitarias, enfermedades inflamatorias, cénceres o enfermedades
tromboembdlicas.

En otro aspecto de la presente divulgacion proporciona los compuestos o las composiciones de la presente
invencion para su uso en métodos de tratamiento de las siguientes enfermedades o afecciones: enfermedades
autoinmunitarias, enfermedades heteroinmunitarias, enfermedades inflamatorias, céanceres o enfermedades
tromboembodlicas.

Se desvelan métodos de tratamiento de las siguientes enfermedades o afecciones: enfermedades autoinmunitarias,
enfermedades heteroinmunitarias, enfermedades inflamatorias, canceres o enfermedades tromboembdlicas,
comprendiendo dichos métodos administrar los compuestos o las composiciones de la presente invencion a sujetos
en necesidad de los mismos, por ejemplo, un mamifero tal como un ser humano.

Para todas y cada uno de de las realizaciones, los sustituyentes pueden seleccionarse de un subconjunto de las
alternativas enumeradas. Por ejemplo, en algunas realizaciones, W esta seleccionado de H, etilo, -(NH-CO),-L-Ls, -
(CO-NH)p-L-L3 y -(NH-CO)n-NH-L-Ls. En algunas realizaciones adicionales, W esta seleccionado de -(NH-CO),-L-Ls,
-(CO-NH)n-L-L3 y -(NH-CO)n-NH-L-Ls. En algunas realizaciones adicionales, W esta seleccionado de -(NH-CO),-L-Ls.

Otros objetivos, caracteristicas y ventajas de los métodos y composiciones descritos en el presente documento
seran evidentes de la siguiente descripcion detallada. Debe entenderse, sin embargo, que la descripcién detallada y
los ejemplos especificos, aunque indican realizaciones especificas, se dan a modo de ilustracién solo, ya que
diversos cambios y modificaciones dentro del alcance de las reivindicaciones seran evidentes para aquellos expertos
en la materia de esta descripcion detallada. Los encabezamientos de seccion usados en el presente documento son
para fines organizativos solo y no deben interpretarse como limitantes de la materia descrita.

REALIZACIONES

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado que comunmente es entendido por un experto en la materia a la que pertenece la
materia reivindicada.

La definicion de términos de quimica estandar puede encontrarse en trabajos de referencia, que incluyen Carey y
Sundberg “ADVANCED ORGANIC CHEMISTRY 4TH ED.” Vols. A (2000) y B (2001), Plenum Press, New York.
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“Alquilo Ci1.6" se refiere a un grupo alquilo con 1 a 6 atomos de carbono, que incluye metilo, etilo, propilo, butilo,
pentilo y hexilo, y todas las posibles formas isoméricas del mismo, por ejemplo, n-propilo e isopropilo, n-butilo,
isobutilo, sec-butilo y terc-butilo, y similares. “Alquilo C1.6 “ incluye todos los sub-intervalos contenidos en su interior,
por ejemplo, alquilo Ci.2, alquilo C1-3, alquilo Ci.4, alquilo Cy.s, alquilo Cys, alquilo Cs.s, alquilo Ca.s, alquilo Cs.4, alquilo
Cs5 y alquilo Ca.s.

“Alquileno C;.3" incluye metileno, etilideno, propilideno e isopropilideno.

“Algquenilo C,.3" incluye etenilo (-CH=CHy), propenilo (-CH=CHCH?3) e isopropenilo (-C(CH3z)=CHy).

“Alguenileno Cy.3” incluye etenileno (-CH=CH-), propenileno (-CH=CHCH,-) e isopropenileno (-C(CHz)=CH-).

El término “grupo aromatico” se refiere a un anillo plano que tiene un sistema de electrones T de miembros
deslocalizado que contiene 4n+21r electrones, en la que n es un ndmero entero. Los grupos aromaticos pueden estar
formados de cinco, seis, siete, ocho, nueve o0 mas de nueve atomos. Los grupos aromaticos pueden estar
opcionalmente sustituidos. Los grupos aromaticos incluyen “arilo” (cada uno de los atomos que forman el anillo es un
atomo de carbono), y “heteroarilo” (los &tomos que forman el anillo incluyen atomo(s) de carbono y heteroatomo(s)
seleccionado(s) de tales como oxigeno, azufre y nitrdgeno). “Arilo” y “heteroarilo” incluyen grupos de anillos
monaociclicos o policiclicos condesados (es decir, anillos que comparten pares adyacentes de atomos de anillo).

Ejemplos de grupos arilo incluyen, pero no se limitan a, fenilo, naftalenilo, fenantrenilo, antracenilo, fluorenilo e
indenilo.

Ejemplos de grupos heteroarilo incluyen

LG Co G Oy
OO0 000
& an T

“Cicloalquilo Cs.s “ se refiere a un radical monociclico o policiclico no aromatico que contiene solo carbono e
hidrégeno, que tiene 3 a 8 carbonos que forman un anillo, y puede estar saturado, parcialmente insaturado, o
completamente insaturado. Ejemplos de grupos cicloalquilo Cs.g incluyen los siguientes:

>0 0.0 0.0
%DAE?CQCD%
0.0 040D

“Haldgeno” se refiere a fltor, cloro, bromo y yodo.

etc.

“

etc.

“Alcoxilo Ci¢" se refiere al grupo (alquil C1.6)O-, en el que el alquilo Ci.s es como se define en el presente
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documento.

“Halo-alquilo Ci.6" se refiere a halo-(alquil Ci6)-, en el que el alquilo Ci1.6 es como se define en el presente
documento. Halo-alquilo C1.¢ incluye alquilo C1.¢ perhalogenado, en el que todos los atomos de hidrégeno en alquilo
C1.6 estan sustituidos con halégeno, tal como-CF3, -CH,CF3, -CF.CF3, -CH>,CH,CF3 y similares.

“Alguenilo Cz-3 opcionalmente sustituido con alquilo C;.3" se refiere a un alquenilo C,.3 0 un alquenilo Ca.3 sustituido
con alquilo Ci.3, en el que conecta con la estructura principal del compuesto mediante alquenilo Cx.3.

“Alquil C1-3-NHC(O)-alquenilo C,.3" se refiere a alquenilo Ca3 sustituido con alquil C13-NHC(O), en el que conecta
con la estructura principal del compuesto mediante alquenilo C».3.

El término “enlace” se refiere a un enlace quimico entre dos atomos, o dos restos cuando los atomos unidos por el
enlace se considera que son parte de subestructura mayor.

El término “farmacéuticamente aceptable”, con respecto a una formulaciéon, composicibn o componente, como se
usa en el presente documento, significa que no tiene efecto perjudicial persistente sobre la salud general del sujeto
que esta tratdndose o no anula la actividad bioldgica o propiedades del compuesto, y es relativamente no toxico.

El término “tirosina cinasa de Bruton”, como se usa en el presente documento, se refiere a tirosina cinasa de Bruton
de Homo sapiens, como se desvela en, por ejemplo, la patente de EE.UU. N.° 6.326.469 (N° de acceso de GenBank
NP 000052).

Los términos “cantidad eficaz” o “cantidad terapéuticamente eficaz”, como se usan en el presente documento, se
refieren a una cantidad suficiente de un agente o un compuesto que se administra que aliviara de algin modo uno o
mas de los sintomas de la enfermedad o afeccidn que estéa tratdndose. El resultado puede ser la reduccién y/o alivio
de los signos, sintomas o causas de una enfermedad, o cualquier otra alteracion deseada de un sistema biolégico.
Por ejemplo, una “cantidad eficaz” para usos terapéuticos es la cantidad de la composicién, que incluye un
compuesto como se desvela en el presente documento, requerida para proporcionar una disminucién clinicamente
significativo en los sintomas de la enfermedad sin excesivos efectos secundarios adversos. Una “cantidad eficaz”
apropiada en cualquier caso individual puede determinarse usando técnicas, tales como un estudio de aumento de
dosis. El término “cantidad terapéuticamente eficaz” incluye, por ejemplo, una cantidad profilacticamente eficaz. Una
“cantidad eficaz” de un compuesto desvelado en el presente documento es una cantidad eficaz para lograr un efecto
farmacolégico deseado o0 mejora terapéutica sin excesivos efectos secundarios adversos. Se entiende que “un
efecto cantidad” o “una cantidad terapéuticamente eficaz” puede variar de sujeto a sujeto, debido a la variacion en el
metabolismo del compuesto, edad, peso, condicion general del sujeto, la afeccion que esta tratandose, la gravedad
de la afecci6on que esta tratandose, y el criterio del médico que receta. A modo de ejemplo solo, cantidades
terapéuticamente eficaces pueden determinarse por experimentacion rutinaria, que incluye, pero no se limita a, un
ensayo clinico de aumento de dosis.

Los términos “inhibe”, “inhibir’ o “inhibidor” de una cinasa, como se usan en el presente documento, se refieren a la
inhibicidn de la actividad enzimatica de la fosfotransferasa.

Enfermedades autoinmunitarias, como se desvela en el presente documento, incluyen, pero no se limitan a, artritis
reumatoide, artritis psoriasica, osteoartritis, enfermedad de Still, artritis juvenil, lupus, diabetes, miastenia grave,
tiroiditis de Hashimoto, tiroiditis de Ord, enfermedad de Graves, sindrome de Sjogren, esclerosis mdltiple, sindrome
de Guillain-Barré, encefalomielitis aguda diseminada, enfermedad de Addison, sindrome de opsoclono-mioclono,
espondilitis anquilosante, sindrome de anticuerpos antifosfolipidos, anemia aplasica, hepatitis autoinmune, celiaquia,
sindrome de Goodpasture, purpura trombocitopénica idiopatica, neuritis Optica, esclerodermia, cirrosis biliar primaria,
sindrome de Reiter, arteritis de Takayasu, arteritis temporal, anemia hemolitica autoinmune caliente, granulomatosis
de Wegener, psoriasis, alopecia universal, enfermedad de Behget, fatiga cronica, disautonomia, endometriosis,
cistitis intersticial, neuromiotonia, esclerodermia y vulvodinia.

Enfermedades heteroinmunitarias, como se desvela en el presente documento, incluyen, pero no se limitan a,
enfermedad de injerto contra huésped, trasplante, transfusion, anafilaxia, alergias (por ejemplo, alergias a polenes
de planta, latex, farmacos, alimentos, venenos de insectos, pelo de animal, caspa de animal, acaros del polvo, o
cdliz de cucaracha), hipersensibilidad de tipo I, conjuntivitis alérgica, rinitis alérgica y dermatitis atopica.

Enfermedades inflamatorias, como se desvela en el presente documento, incluyen, pero no se limitan a, asma,
enfermedad inflamatoria del intestino, apendicitis, blefaritis, bronquiolitis, bronquitis, bursitis, cervicitis, colangitis,
colecistitis, colitis, conjuntivitis, cistitis, dacrioadenitis, dermatitis, dermatomiositis, encefalitis, endocarditis,
endometritis, enteritis, enterocolitis, epicondilitis, epididimitis, fascitis, fibrositis, gastritis, gastroenteritis, hepatitis,
hidradenitis supurativa, laringitis, mastitis, meningitis, mielitis miocarditis, miositis, nefritis, ooforitis, orquitis, osteitis,
otitis, pancreatitis, parotitis, pericarditis, peritonitis, faringitis, pleuritis, flebitis, neumonitis, neumonia, proctitis,
prostatitis, pielonefritis, rinitis, salpingitis, sinusitis, estomatitis, sinovitis, tendonitis, amigdalitis, uveitis, vaginitis,
vasculitis y vulvitis.
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Canceres, como se desvela en el presente documento, por ejemplo, trastornos proliferativos de linfocitos B, que
incluyen, pero no se limitan a, linfoma difuso de linfocitos B grandes, linfoma folicular, linfoma linfocitico crénico,
leucemia linfocitica crénica, leucemia prolinfocitica de linfocitos B, linfoma linfoplasmacitico / macroglobulinemia de
Waldenstrém, linfoma esplénico de la zona marginal, mieloma de células plasmaticas, plasmacitoma, linfoma
extranodal de linfocitos B de la zona marginal, linfoma nodal de linfocitos B de la zona marginal, linfoma de células
del manto, linfoma mediastinico (timico) de linfocitos B grandes, linfoma intravascular de linfocitos B grandes, linfoma
de efusion primaria, linfoma de Burkitt / leucemia y granulomatosis linfomatoide.

Los trastornos tromboembolicos, como se desvelan en el presente documento, que incluyen, pero no se limitan a,
infarto de miocardio, angina de pecho (incluyendo angina inestable), reoclusiones o reestenosis después de
angioplastia o derivacion aortocoronaria, accidente cerebrovascular, isquemia transitoria, trastornos oclusivos de la
arterias periféricas, embolias pulmonares y trombosis venosas profundas.

Se conocen en la técnica sintomas, pruebas de diagnostico y pruebas de pronéstico para cada una de las
afecciones anteriormente mencionadas. Véanse, por ejemplo, Harrison's Principles of Internal Medicine®©”, 16th ed.,
2004, The McGraw-Hill Companies, Inc. Dey et al. (2006), Cytojournal 3(24), y el sistema de clasificacion “Revised
European American Lymphoma” (REAL) (véase, por ejemplo, la pagina web mantenida por el Instituto Nacional del
Cancer).

Varios modelos animales son Utiles para establecer un intervalo de dosis terapéuticamente eficaces de compuestos
inhibidores de Btk irreversibles para tratar cualquiera de las anteriores enfermedades.

Por ejemplo, la dosificacion de compuestos inhibidores de Btk irreversibles para tratar una enfermedad
autoinmunitaria puede evaluarse en un modelo de ratén de artritis reumatoide. En este modelo, la artritis se induce
en ratones Balb/c administrando anticuerpos anti-colageno y lipopolisacarido. Véase Nandakumar et al. (2003), Am.
J. Pathol 163:1827-1837.

En otro ejemplo, la dosificacion de inhibidores de Btk irreversibles para el tratamiento de trastornos proliferativos de
linfocitos B puede examinarse en, por ejemplo, un modelo de xenoinjerto de ser humano a raton en el que las células
del linfoma de linfocitos B humano (por ejemplo, células Ramos) se implantan en ratones inmunodeficientes (por
ejemplo, ratones “desnudos”) como se describe en, por ejemplo, Pagel et al. (2005), Clin Cancer Res 11(13):4857-
4866.

También se conocen modelos animales para el tratamiento de trastornos tromboembalicos.

La eficacia terapéutica del compuesto para una de las enfermedades anteriores puede optimizarse durante un
transcurso del tratamiento. Por ejemplo, un sujeto que esta tratandose puede someterse a una evaluacion de
diagndstico para correlacionar el alivio de los sintomas de la enfermedad o patologias con la inhibicién de la
actividad de Btk in vivo lograda administrando una dosis dada de un inhibidor de Btk irreversible. Pueden usarse
ensayos celulares conocidos en la técnica para determinar la actividad in vivo de Btk en presencia o ausencia de un
inhibidor de Btk irreversible. Por ejemplo, como la Btk activada esta fosforilada en la tirosina 223 (Y223) y la tirosina
551 (Y551), puede usarse la tincion inmunocitoquimica especifica de fosfo de células positivas P-Y223 o P-Y551
para detectar o cuantificar la activacion de Bkt en una poblacion de células (por ejemplo, por andlisis de FACS de
células tefidas contra sin tefiir). Véase, por ejemplo, Nisitani et al. (1999), Proc. Natl. Acad. Sci, USA 96:2221-2226.
Asi, la cantidad del compuesto inhibidor del inhibidor de Btk que se administra a un sujeto puede aumentarse o
disminuirse seguin se necesite para mantener un nivel de inhibicibn de Btk 6ptimo para tratar el estado de
enfermedad del sujeto.

El material de partida usado para la sintesis de los compuestos descritos en el presente documento puede
sintetizarse o puede obtenerse de fuentes comerciales, tales como, pero no se limitan a, Aldrich Chemical Co.
(Milwaukee, Wisconsin), Bachem (Torrance, California), o Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo.). Los compuestos
descritos en el presente documento, y otros compuestos relacionados que tienen diferentes sustituyentes, pueden
sintetizarse usando técnicas y materiales conocidos para aquellos expertos en la materia, tal como se describen, por
ejemplo, en March, PROTECTIVE GROUPS IN ORGANIC SYNTHESIS 3rd Ed., (Wiley 1999); Fieser and Fieser's
Reagents for Organic Synthesis, Volimenes 1-17 (John Wiley and Sons, 1991); Rodd's Chemistry of Carbon
Compounds, Volumenes 1-5 y suplementos (Elsevier Science Publishers, 1989); Organic Reactions, Volimenes 1-
40 (John Wiley and Sons, 1991); y Larock's Comprehensive Organic Transformations (VCH Publishers Inc., 1989).
Otros métodos para la sintesis de compuestos descritos en el presente documento pueden encontrarse en la
publicacion de patente internacional N.° WO 01/01982901, Arnold et al. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 10
(2000) 2167-2170; Burchat et al. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 12 (2002) 1687-1690. Métodos generales
para la preparacion de compuestos como se desvelan en el presente documento pueden derivarse de reacciones
conocidas en el campo, y las reacciones pueden modificarse por el uso de reactivos apropiados y condiciones, como
se reconoceria por el experto, para la introduccion de los diversos restos encontrados en las formulas que se
proporcionan en el presente documento. Como guia pueden utilizarse los siguientes métodos sintéticos.
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Los productos de las reacciones pueden aislarse y purificarse, si se desea, usando técnicas convencionales, que
incluyen, pero no se limitan a, filtracion, destilacion, cristalizacion, cromatografia y similares. Tales materiales
pueden caracterizarse usando medios convencionales, que incluye constantes fisicas y datos espectrales.

Los compuestos descritos en el presente documento pueden prepararse usando los métodos sintéticos descritos en
el presente documento como un isémero individual o una mezcla de isémeros.

Los compuestos descritos en el presente documento pueden poseer uno o0 mas estereocentros y cada centro puede
existir en la configuracién R 0 S. Los compuestos presentados en el presente documento incluyen todas las formas
diaestereoméricas, enantioméricas y epiméricas, ademas de las mezclas apropiadas de las mismas. Pueden
obtenerse estereoisomeros, si se desea, por métodos conocidos en la técnica como, por ejemplo, la separacion de
estereoisbmeros por columnas cromatograficas quirales.

Las mezclas diaestereoméricas pueden separarse en sus diaesteredmeros individuales basandose en sus
diferencias fisicoquimicas por métodos conocidos, por ejemplo, por cromatografia y/o cristalizacion fraccionada. En
una realizacién, los enantiomeros pueden separarse por columnas cromatograficas quirales. En otras realizaciones,
los enantibmeros pueden separarse convirtiendo la mezcla enantiomérica en una mezcla diaestereomérica mediante
reaccion con un compuesto opticamente activo apropiado (por ejemplo, alcohol), separando los diaestereémeros y
convirtiendo (por ejemplo, hidrolizando) los diaestereémeros individuales en los enantiémeros puros
correspondientes. Todos aquellos isémeros, que incluyen diaesteredmeros, enantiomeros, y mezclas de los mismos,
se consideran parte de las composiciones descritas en el presente documento.

Los métodos y formulaciones descritos en el presente documento incluyen el uso de N-6xidos, formas cristalinas
(también conocidas como polimorfos), o sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos descritos en el
presente documento, ademas de metabolitos activos de estos compuestos que tienen el mismo tipo de actividad. En
algunas situaciones, los compuestos pueden existir como tautémeros. Todos los tautémeros estan incluidos dentro
del alcance de los compuestos presentados en el presente documento. Ademas, los compuestos descritos en el
presente documento pueden existir en formas sin solvatar, ademas de solvatadas, con farmacéuticamente
aceptables disolventes tales como agua, etanol, y similares. Las formas solvatadas de los compuestos presentados
en el presente documento también se considera que se desvelan en el presente documento.

Los compuestos en forma sin oxidar pueden prepararse a partir de N-Oxidos tratando con un agente reductor, tal
como, pero no se limita a, azufre, diéxido de azufre, trifenilfosfina, borohidruro de litio, borohidruro de sodio, tricloruro
de fosforo, tribromuro o similares en un disolvente organico inerte adecuado tal como, pero no se limita a,
acetonitrilo, etanol, dioxano acuoso o similares a 0 a 80 °C.

En algunas realizaciones, los compuestos descritos en el presente documento se preparan como profarmacos. Un
“profarmaco” se refiere a un agente que se convierte en el farmaco parental in vivo. Los profarmacos son
frecuentemente Utiles debido a que, en algunas situaciones, pueden ser mas faciles de administrar que el farmaco
parental. Pueden, por ejemplo, estar biodisponibles por administracion por via oral mientras que el parental no esta.
El profarmaco también puede tener solubilidad mejorada en composiciones farmacéuticas con respecto al farmaco
parental. Un ejemplo, sin limitacién, de un profarmaco seria un compuesto descrito en el presente documento que se
administra como un éster (el “profarmaco”) para facilitar la transmision a través de una membrana celular en la que
la solubilidad del agua es perjudicial para la movilidad, pero que luego se hidroliza metabdlicamente al acido
carboxilico, la entidad activa, una vez dentro de la célula en la que la solubilidad del agua es beneficiosa. Otro
ejemplo de un profarmaco podria ser un péptido corto (poliaminoacido) unido a un grupo acido en el que el péptido
se metaboliza para revelar el resto activo. En ciertas realizaciones, tras la administracién in vivo, un profarmaco se
convierte quimicamente en la forma biolégicamente, farmacéuticamente o terapéuticamente activa del compuesto.
En ciertas realizaciones, un profarmaco se metaboliza enzimaticamente por una o mas etapas o procedimientos a la
forma biol6gicamente, farmacéuticamente o terapéuticamente activa del compuesto. Para producir un profarmaco,
un compuesto farmacéuticamente activo se modifica de forma que el compuesto activo se regenere tras la
administracion in vivo. El profarmaco puede disefiarse para alterar la estabilidad metabdlica o las caracteristicas de
transporte de un farmaco, para enmascarar efectos secundarios o toxicidad, para mejorar el aroma de un farmaco o
para alterar otras caracteristicas o propiedades de un farmaco. En virtud del conocimiento de los procedimientos
farmacodinamicos y el metabolismo de farmacos in vivo, aquellos expertos en esta materia, una vez se conoce un
compuesto farmacéuticamente activo, pueden disefiar profarmacos del compuesto (véanse, por ejemplo, Nogrady
(1985) Medicinal Chemistry A Biochemical Approach, Oxford Universidad Press, Nueva York, paginas 388-392;
Silverman (1992), The Organic Chemistry of Drug Design and Drug Action, Academic Press, Inc., San Diego,
paginas 352-401, Saulnier et al., (1994), Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters, vol. 4, pag. 1985). Las formas
de profarmaco de los compuestos descritos en el presente documento, en las que el profarmaco se metaboliza in
vivo para producir un derivado como se expone en el presente documento, se desvelan en el presente documento,
pero no se incluyen dentro del alcance de las reivindicaciones. En algunos casos, algunos de los compuestos
descritos en el presente documento pueden ser un profarmaco para otro derivado o compuesto activo.

Los profarmacos son frecuentemente Utiles debido a que, en algunas situaciones, pueden ser mas faciles de
administrar que el farmaco parental. Pueden, por ejemplo, estar biodisponibles por administracion por via oral
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mientras que el parental no. El profarmaco puede también tener solubilidad mejorada en composiciones
farmacéuticas con respecto al farmaco parental. Los profarmacos pueden disefiarse como derivados de farmaco
reversibles, para su uso como modificadores para potenciar el transporte de farmacos a tejidos especificos para
sitio. En algunas realizaciones, el disefio de un profarmaco aumenta la solubilidad en agua eficaz. Véanse, por
ejemplo, Fedorak et al., Am. J. Physiol., 269:G210-218 (1995); McLoed et al., Gastroenterol, 106:405-413 (1994);
Hochhaus et al., Biomed. Chrom., 6:283-286 (1992); J. Larsen y H. Bundgaard, Int. J. Pharmaceutics, 37, 87 (1987);
J. Larsen et al., Int. J. Pharmaceutics, 47, 103 (1988); Sinkula et al., J. Pharm. Sci., 64:181-210 (1975); T. Higuchi y
V. Stella, Pro-drugs as Novel Delivery Systems, vol. 14 del A.C.S. Symposium Series; y Edward B. Roche,
Bioreversible Carriers in Drug Design, American Pharmaceutical Association y Pergamon Press, 1987.

Los compuestos descritos en el presente documento incluyen compuestos isotépicamente marcados, que son
idénticos a aquellos citados en las diversas formulas y estructuras presentadas en el presente documento, excepto
por el hecho de que uno o mas atomos estan sustituidos con un atomo que tiene una masa atémica o namero
masico diferente de la masa atémica o nimero masico normalmente encontrado en la naturaleza. Ejemplos de
isétopos que pueden incorporarse en los presentes compuestos inclu?/en is6topos de hidrégeno, carbono, nitrégeno,
oxigeno, fltior y cloro, tales como 2H, °H, *3C, *c, N, 0, 0, **s, *®F, 3*Cl, respectivamente. Ciertos compuestos
isotépicamente marcados descritos en el presente documento, por ejemplo, aquellos en los que se incorporan
isétopos radiactivos tales como °H y ¢, son dtiles en ensayos de distribuciéon en tejido de farmaco y/o sustrato.
Ademas, la sustitucion con is6topos tales como deuterio, es decir, ’H, puede proporcionar ciertas ventajas
terapéuticas resultantes de mayor estabilidad metabdlica, por ejemplo, elevada semivida in vivo o requisitos de
dosificacion reducidos.

En realizaciones adicionales u otras, los compuestos descritos en el presente documento se metabolizan tras la
administraciéon a un organismo en necesidad de producir un metabolito que luego se usa para producir un efecto
deseado, que incluye un efecto terapéutico deseado.

Los compuestos descritos en el presente documento pueden formarse como, y/o usarse como, sales
farmacéuticamente aceptables. El tipo de sales farmacéuticas aceptables incluyen, pero no se limitan a: (1) sales de
adiciéon de acido formadas haciendo reaccionar la forma de base libre del compuesto con un acido inorganico
farmacéuticamente aceptable tal como acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfdrico, acido nitrico, acido
fosforico, acido metafosférico, y similares; o con un acido organico tal como acido acético, acido propiénico, acido
hexanoico, &cido ciclopentanopropionico, acido glicélico, acido piravico, acido lactico, acido malénico, acido
succinico, &cido malico, acido maleico, acido fumarico, &cido trifluoroacético, acido tartarico, acido citrico, acido
benzoico, acido 3-(4-hidroxibenzoil)benzoico, acido cinamico, acido mandélico, acido metanosulfonico, acido
etanosulfénico, &cido 1,2-etanodisulfénico, &cido 2-hidroxietanosulfénico, &cido bencenosulfénico, &cido
toluenosulfénico, acido 2-naftalenosulfénico, acido 4-metilbiciclo-[2.2.2]oct-2-eno-1-carboxilico, acido glucoheptonico,
acido 4,4'-metilenbis-(3-hidroxi-2-eno-1-carboxilico), acido 3-fenilpropiénico, acido trimetilacético, éacido terc-
butilacético, acido laurilsulfirico, acido glucénico, acido glutamico, acido hidroxinaftoico, acido salicilico, acido
estedrico, acido muconico, y similares; (2) sales formadas cuando un proton acido presente en el compuesto
parental tanto se sustituye con un i6n metalico, por ejemplo, un ién de metal alcalino (por ejemplo, litio, sodio,
potasio), un i6n de metal alcalinotérreo (por ejemplo, magnesio, o calcio), o un ién de aluminio; como se coordina
con una base organica. Bases organicas aceptables incluyen etanolamina, dietanolamina, trietanolamina,
trometamina, N-metilglucamina y similares. Bases inorganicas aceptables incluyen hidroxido de aluminio, hidréxido
de calcio, hidréxido potasico, carbonato sodico, hidroxido sédico y similares.

Los contraiones correspondientes de las sales farmacéuticamente aceptables pueden analizarse e identificarse
usando diversos procedimientos que incluyen, pero no se limitan a, cromatografia de intercambio idnico,
cromatografia de ion, electroforesis capilar, plasma inductivamente acoplado, espectroscopia de absorcién atomica,
espectrometria de masas, o cualquier combinacién de las mismas.

Las sales se recuperan usando al menos una de las siguientes técnicas: filtracion, precipitacion con un no disolvente
seguido de filtracion, evaporacién del disolvente o, en el caso de disoluciones acuosas, liofilizacion.

Debe entenderse que una referencia a una sal farmacéuticamente aceptable incluye las formas de adicién de
disolvente o formas cristalinas de las mismas, particularmente solvatos o polimorfos. Los solvatos contienen tanto
cantidades estequiométricas como no estequiométricas de un disolvente, y pueden formarse durante el
procedimiento de cristalizaciéon con disolventes farmacéuticamente aceptables tales como agua, etanol y similares.
Los hidratos se forman cuando el disolvente es agua, o se forman alcoholatos cuando el disolvente es alcohol. Los
solvatos de compuestos descritos en el presente documento pueden prepararse o formarse convenientemente
durante los procedimientos descritas en el presente documento. Ademas, los compuestos proporcionados en el
presente documento pueden existir en formas sin solvatar, ademas de solvatadas. En general, las formas solvatadas
se consideran equivalentes a las formas sin solvatar para los fines de los compuestos y procedimientos
proporcionados en el presente documento.

Debe entenderse que una referencia a una sal incluye las formas de adicion de disolvente o formas cristalinas de las
mismas, particularmente solvatos o polimorfos. Los solvatos contienen tanto cantidades estequiométricas como no
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estequiométricas de un disolvente, y se forman frecuentemente durante el procedimiento de cristalizacién con
disolventes farmacéuticamente aceptables tales como agua, etanol y similares. Los hidratos se forman cuando el
disolvente es agua, o se forman alcoholatos cuando el disolvente es alcohol. Los polimorfos incluyen las diferentes
disposiciones de empaquetamiento cristalino de la misma composicién elemental de un compuesto. Los polimorfos
normalmente tienen diferentes patrones de difraccion de rayos X, espectros de infrarrojos, puntos de fusion,
densidad, dureza, forma cristalina, propiedades Opticas y eléctricas, estabilidad y solubilidad. Diversos factores tales
como el disolvente de recristalizacién, tasa de cristalizacién y temperatura de almacenamiento pueden hacer que
domine una forma de monocristal.

Los compuestos descritos en el presente documento pueden estar en diversas formas, que incluyen, pero no se
limitan a, formas amorfas, formas trituradas y formas de nanoparticula. Ademas, los compuestos descritos en el
presente documento incluyen formas cristalinas, también conocidas como polimorfos. Los polimorfos incluyen las
diferentes disposiciones de empaquetamiento cristalino de la misma composicién elemental de un compuesto. Los
polimorfos tienen normalmente diferentes patrones de difraccion de rayos X, espectros de infrarrojos, puntos de
fusién, densidad, dureza, forma cristalina, propiedades Opticas y eléctricas, estabilidad y solubilidad. Diversos
factores tales como el disolvente de recristalizacién, tasa de cristalizacién y temperatura de almacenamiento hacen
que domine una forma de monocristal.

La seleccion y caracterizacion de las sales farmacéuticamente aceptables, polimorfos y/o solvatos puede llevarse a
cabo usando una variedad de técnicas que incluyen, pero no se limitan a, analisis térmico, difraccion de rayos X,
espectroscopia, sorcion de vapor y microscopia. Los procedimientos de andlisis térmico se refieren a procedimientos
de degradacion termoquimica o termofisicos que incluyen, pero no se limitan a, transiciones polimorficas, y tales
procedimientos se usan para analizar las relaciones entre formas polimérficas, determinar la pérdida de peso, para
encontrar la temperatura de transicion vitrea, o para estudios de compatibilidad de excipientes. Tales procedimientos
incluyen, pero no se limitan a, calorimetria diferencial de barrido (DSC), calorimetria diferencial de barrido modulada
(MDCS), analisis termogravimétrico (TGA) y andlisis termogravimétrico y de infrarrojos (TG/IR). Los procedimientos
de difracciéon de rayos X incluyen, pero no se limitan a, difractémetros de monocristal y de polvo y fuentes de
sincrotones. Las diversas técnicas espectroscopicas usadas incluyen, pero no se limitan a, Raman, FTIR, UVIS y
RMN (estado liquido y sélido). Las diversas técnicas de microscopia incluyen, pero no se limitan a, microscopia de
luz polarizada, microscopia electrénica de barrido (SEM) con analisis de rayos X por energia dispersiva (EDX),
microscopia electronica de barrido ambiental con EDX (en atmdésfera de gas o de vapor de agua), microscopia de IR
y microscopia Raman.

En toda la memoria descriptiva, grupos y sustituyentes de los mismos pueden elegirse por un experto en el campo
para proporcionar restos estables y compuestos.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos especificos y no limitantes deben interpretarse como simplemente ilustrativos, y no limitan
en absoluto la presente divulgacion de ningin modo. Sin elaboracién adicional, se cree que un experto en la materia
puede, basandose en la descripcion en el presente documento, utilizar la presente divulgacion a su mayor grado.

Sintesis de compuestos
Esquema sintético |

Etapa 1:

N (B0c);0, EtsN /@\
—_—— =
HNT S NH,  Dioxano/H:0 .y NHBoc
1 0°C~nl 2

rendimiento - 58%

Se afiadieron m-fenilendiamina (0,500 g, 4,62 mmoles), (Boc).O (0,92 ml, 4,02 mmoles) y trietilamina (1,4 ml, 9,98
mmoles) a un sistema de disolvente mixto de 1,4-dioxano y agua (30 ml, 2:1 V/V) que se habia enfriado a 0 °C.
Después de agitar durante 1 hora a 0 °C, el sistema de reaccion se recuperd a temperatura ambiente y se agitd
durante otras 10 horas. La disoluciéon de reaccién se concentré a presion reducida dando un aceite amarillo, que se
disolvié en acetato de etilo, se lavd con disolucion saturada de bicarbonato sédico y a continuacién con salmuera
saturada. La fase organica final se sec6 con sulfato de magnesio, se filtr6 y se concentré a presion reducida. El
concentrado se purificd con cromatografia en columna de gel de silice (n-hexano: acetato de etilo = 10:1 ~ 8:1 ~ 4:1
~2:1 ~ 1:1) dando el Compuesto 2 (0,48 g, rendimiento: 58 %) como un sélido blanco.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2578 605 T3

Etapa 2:

Cl M
o
T q
ﬁ NDE EDGHN\C/NMT\TTEj\
HN" " “NHBoo KaCOs, CHiCN 7  NAN0
RT 2
3

2

rendimiento - 599%

Se disolvieron en primer lugar el Compuesto 2 (0,352 g, 1,69 mmoles) y 2-cloro-5-nitro-pirimidina (0,270 g, 1,69
mmoles) en 12 ml de acetonitrilo, y a continuaciéon se afiadié carbonato de potasio (0,702 g, 5,08 mmoles) a la
disolucién. El sistema de reaccion completo se agité durante 3 horas a temperatura ambiente, y a continuacion el
disolvente de reaccion se elimind mediante evaporacion rotatoria a presiéon reducida. La sustancia concentrada se
disolvié entonces en acetato de etilo, se lavd con agua y a continuacion con salmuera saturada. La fase organica
final se secd con sulfato de sodio, se concentrd a presion reducida y se purificéd por cromatografia en columna de gel
de silice (hexano: acetato de etilo = 4:1 ~ 3:1 ~ 2:1 ~ 1:1 ~ 1:3) dando el Producto 3 (0,50 g, rendimiento: 89 %)
como un solido amarillo.

H H
N
EBEHN\©/N\“,\Nj\ PAIC. H, BocH ONYE\
e L
3 4

2
rendimiento.” 700%

Se afiadieron el Compuesto 3 (0,500 g, 1,51 mmoles) y paladio-carbén (0,16 g, fraccién masica: 5 %) a un matraz de
dos bocas de 25 ml, se afiadieron 10 ml de metanol al sistema de reaccién con agitacion lenta. Después de sustituir
el aire en el sistema de reaccion completo con nitrégeno, un globo relleno de hidrégeno con hidrégeno suficiente se
conecto al sistema, y entonces el nitrégeno en el sistema de reaccion se sustituyé con el hidrégeno en el globo (tres
veces). El sistema de reaccidon se agité durante 3 horas a temperatura ambiente antes terminar la reacciéon. La
disolucién de reaccion se filtré6 con embudo de frita para eliminar el residuo de paladio-carbén y producir un filtrado
marrén. El filtrado se concentré y se purificé con cromatografia en columna de gel de silice (n-hexano: acetato de
etilo = 1:1 ~ 1:2 ~ 1:4 ~ 1:6) dando el Producto 4 (0,45 g, rendimiento: 100 %) como un sélido amarillo.

Etapa 4:
HOOC
COOH
HOCC 1) SOCL,, reflujo
= HN. O
| g+ 2) DIEA, DCM, RT
FiC
2 NH, 3
R
5

Se dispers6 acido 3-(trifluorometil)benzoico (0,500 g, 2,63 mmoles) en 5 ml de cloruro de tionilo. El sistema de
reaccion se calenté a 80 °C y se mantuvo con agitacion y reflujo durante 1 hora, a continuacion se enfrid hasta
temperatura ambiente. Se afiadieron 10 ml de tolueno al liquido de reaccidon con agitacion lenta, y entonces la
disolucién de reaccion se concentr6 mediante evaporacion rotatoria a presion reducida dando un aceite amarillo
claro. La sustancia concentrada se disolvié en 15 ml de cloruro de metileno, y a continuacién se afiadieron acido 5-
amino-2-metil-benzoico (0,478 g, 3,16 mmoles) y diisopropiletiiamina (0,1 ml) a esta disolucién. El sistema de
reaccion se agité durante la noche a temperatura ambiente para precipitar una gran cantidad de soélido blanco. La
disolucién de reaccién se concentr6 a presion reducida y se dispersé en acetato de etilo, se lavé con disolucion
saturada de cloruro de amonio y a continuacion con salmuera saturada. La fase organica final se secé con sulfato de
sodio anhidro, se concentré a presion reducida y se purificé por cromatografia en columna de gel de silice dando el
Producto 5 (0,68 g, rendimiento: 80 %) como un sélido blanco.

Etapa 5:

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2578 605 T3

H
i ”‘T:f”_
HoOC > M;ﬁ/\'L
H
BacHN N._N _ NHBoc
\©’ Y _ 1)4, SOC,, reflujo
N, HN-2C 28 DiEA, DEM,
4

rendimiento. 92%

FiC & Fal
&

Se dispers6 el Compuesto 4 (0,263 g, 0,813 mmoles) en 3 ml de cloruro de tionilo. El sistema de reaccion se calenté
a 80 °C y se mantuvo con agitacion y reflujo durante 1 hora, a continuacién se enfrié hasta temperatura ambiente. Se
afnadieron 5 ml de tolueno a la disolucién de reaccién con agitacion lenta, y la disolucién de reaccion se concentré a
presion reducida dando un aceite marrén. La sustancia concentrada se disolvié en 5 ml de diclorometano, luego se
afiadieron el Compuesto 5 (0,270 g, 0,894 mmoles) y diisopropiletilamina amina (0,1 ml). El sistema de reaccién final
se agitd durante la noche a temperatura ambiente, y la disolucién de reaccién se concentré dando un soélido a
presion reducida. El residuo se disolvid en acetato de etilo, se lavo con disolucién saturada de bicarbonato sddicoy a
continuacion con salmuera saturada. La fase organica final se secé con sulfato de magnesio anhidro y se concentré
a presion reducida, la sustancia concentrada se purificé por cromatografia en columna de gel de silice (n-
hexano/acetato de etilo = 2:1 ~ 1:1 ~ 1:2 ~ 1:4) dando el Compuesto 6 (0,451 g, rendimiento: 92 %) como un sélido
amarillo.

Etapa 6:

IT=

NN ~="
TS SRYW
Mg~ I N M
TFADCM, rt MH- H
H Q

NHBaoc
™
ES g
6 7 =
F
FsC ©

Se dispers6 el Compuesto 6 (0,278 g, 0,458 mmoles) en 2 ml de diclorometano. Se afiadieron gota a gota 2 ml de
acido trifluoroacético en el sistema de reaccion lentamente con agitacion. El sistema de reaccion final se agitd
durante 1 hora a temperatura ambiente, y a continuacién se concentr6 a presion reducida dando un sélido. El
residuo se disolvié en acetato de etilo, se lavé con disolucion al 10 % de hidréxido sédico y a continuaciéon con
salmuera saturada. La fase organica final se sec6 con sulfato de magnesio anhidro y se concentré a presion
reducida. La sustancia concentrada se purificd por cromatografia en columna de gel de silice (n-hexano/acetato de
etilo = 1:1 ~ 1:2 ~ 1:4) dando el Producto 7 (0,193 g, rendimiento: 83 %) como un sélido blanco.

Esquema sintético Il

Etapa 1:

5 N =y
NH, B cl

. DIEA, THFIH,O, & HN . -0
HN. O D e,

2_0
iy
]
\_q%
IZ

-4
il
Ll
(]
4
-

Se dispers6 el Compuesto 7 (0,080 g, 0,16 mmoles) en un disolvente mixto de THF y agua (4 ml, 1:1 V/V), y a
continuacion se anadid diisopropiletilamina (27 pl, 0,16 mmoles). Se afiadié gota a gota cloruro de acriloilo (13 pl,
0,16 mmoles) en el sistema de reaccion lentamente con agitacién. La disolucion de reaccién se agit6 a temperatura
ambiente durante 2 horas, y a continuacion se concentré a presion reducida. El residuo se disolvié con acetato de
etilo, se lavo con disolucion al 10 % de acido citrico y a continuacion con salmuera saturada. La fase organica final
se seco con sulfato de magnesio anhidro y se concentrd a presion reducida. La sustancia concentrada se purificod por
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cromatografia en columna de gel de silice (n-hexano/acetato de etilo = 1:1 ~ 1:2) dando el Producto 8 (80 mg,
rendimiento: 89 %) como un soélido en polvo blanco.

Esquema sintético 11l

Etapa 1:

KOH, H.O/Dioxano

H.N" “cooH + (Boc)O = > BocHN™ “COOH
9

Se disolvié glicina (1,00 g, 13,3 mmoles) en un disolvente mixto de disoluciéon acuosa de hidréxido potasico y 1,4-
dioxano (40 ml, 1:1 V/V). Se afiadié (Boc).O (3,7 ml, 16,0 mmoles) a la disolucién de reaccién. El sistema de
reaccion se agité durante 12 horas a temperatura ambiente, y a continuacion la disolucion de reaccién se concentrd
a presion reducida. El concentrado se disolvié en acetato de etilo, se lavé con disolucién al 10 % de bisulfato de
sodio y a continuaciéon con salmuera saturada. La fase organica final se secé con sulfato de sodio anhidro y se
concentré a presion reducida dando el Producto 9 en bruto (2,33 g, rendimiento: 100 %) como un sélido blanquecino.

Etapa 2:

H
HWN-T o T%—“'N ..-N"-‘ o]

N HATL, DIEA,
MH; = +  BocHNT UEOGH “CMFRT u%,. HH
HH L . En:u:HN"’
=g | = |
TR FaC

Se disolvieron el Compuesto 7 (0,090 g, 0,177 mmoles), glicina 9 protegida con Boc (0,032 g, 0,213 mmoles) y
HATU (0,101 g, 0,266 mmoles) en 3 ml de DMF, se afiadi6é lentamente diisopropiletilamina (44 ul, 0,266 mmoles)
con agitacion. La disolucion de reaccion se agitd6 durante 2 horas a temperatura ambiente, y a continuacion el
disolvente se elimind mediante evaporacion rotatoria a presion reducida. El residuo se disolvié en acetato de etilo, se
lavo con disolucion saturada de bicarbonato sédico y a continuacion con salmuera saturada. La fase organica final
se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtré, se concentré a presion reducida y se purificé por cromatografia en
columna de gel de silice (n-hexano: acetato de etilo = 1:1 ~ 1:2 ~ 1:4) dando el Producto 10 (0,106 g rendimiento:
90 %) como un solido blanco.

Etapa 3:

HN N
T % |““"“""|°
Mo = N

-
TFADCHM, rt -

BocHN HaN F

Se dispers6 el Compuesto 10 (0,102 g, 0,154 mmoles) en 2 ml de diclorometano. Se afiadieron gota a gota 2 ml de
acido trifluoroacético en el sistema de reaccion lentamente con agitacion. El sistema de reaccion final se agitd
durante 1 hora a temperatura ambiente, y a continuacién se concentr6 a presion reducida dando un sélido. El
residuo se disolvié con acetato de etilo, se lavé con disolucion al 10 % de hidroxido sédico y a continuacion con
salmuera saturada. La fase orgéanica final se sec6 con sulfato de magnesio anhidro, se concentré a presion reducida
y se sec0 a vacio durante la noche dando el Producto 11 (0,080 g, rendimiento: 92 %) como un soélido blanco.

N
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Etapa 4:
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Se dispersé el Compuesto 11 (0,050 g, 0,089 mmoles) en un disolvente mixto de THF y agua (2 ml, 1:1 V/V), y a
continuacién se afadié diisopropiletilamina (18 ul, 0,11 mmoles). Se afiadié gota a gota cloruro de acriloilo (14 pl,
0,18 mmoles) en el sistema de reaccidon lentamente con agitacion. La reaccion se agitdé durante 2 horas a
temperatura ambiente, y a continuacion se concentré a presion reducida. El residuo se disolvié en acetato de etilo,
se lavd con disolucion saturada de bicarbonato sédico y a continuacién con salmuera saturada. La fase organica
final se sec6 con sulfato de magnesio anhidro y se concentré a presion reducida. El concentrado se purificé por
cromatografia en columna de gel de silice (hexano: acetato de etilo = 1:2 ~ 1:4 ~ 1:8 ~ 100 % EA) dando el Producto
12 (43 mg, rendimiento: 79 %) como un sélido blanco.

Andlisis de la actividad inhibitoria de Btk in vitro

La Clsp de Btk de los compuestos desvelados en el presente documento se determind en un ensayo de cinasa
acelular por los métodos o métodos similares como se describen a continuacion.

Se determind la actividad de la cinasa Btk usando una metodologia de transferencia de energia por resonancia de
fluorescencia resuelta en el tiempo (TR-FRET). Las mediciones se realizaron en un volumen de reacciéon de 50 pl
usando placas de ensayo de 96 pocillos. Se incubaron la enzima cinasa, inhibidor, ATP (a la Km para la cinasa) y
sustrato de péptido 1 uM (Biotina-AVLESEEELYSSARQ-NH;) en un tampon de reaccion compuesto de Tris 20 mM,
NaCl 50 mM, MgCl; (5-25 mM dependiendo de la cinasa), MnCl, (0-10 mM), DTT 1 mM, EDTA 0,1 mM, 0,01 % de
albumina de suero bovino, 0,005 % de Tween-20 y 10 % de DMSO a pH 7,4 durante una hora. La reaccion se
inactivd mediante la adicion de 1,2 equivalentes de EDTA (con respecto a cation divalente) en 25 ul de 1 x tampén
Lance (Perkin-Elmer). Se afiadieron estreptavidina-APC (Perkin-Elmer) y anticuerpo p-Tyrl00 marcado con Eu
(Perkin-Elmer) en 1 x tamp6n Lance en un volumen de 25 pl para dar concentraciones finales de 100 nM y 2,5 nM,
respectivamente, y la mezcla se dejo incubar durante una hora. La sefial de TR-FRET se midi6 en un lector de
placas de multimodo con una longitud de onda de excitacion (Aex) de 330 nm y longitudes de onda de deteccion (Aem)
de 615 y 665 nm. La actividad se determind por la relacion de la fluorescencia a 665 nm con respecto a la de a 615
nm. Para cada compuesto, la actividad enzimatica se midi6 a diversas concentraciones de compuesto. Las
reacciones de control negativo se realizaron en ausencia de inhibidor en duplicados de seis, y se usaron dos
controles sin enzima para determinar los niveles de fluorescencia del nivel inicial. Las Clsp se obtuvieron usando el
programa Batch K; (Kuzmic et al. (2000), Anal. Biochem. 286:45-50).

Los Compuestos 1-37 de ejemplo de la presente invencién se sintetizaron segun los Esquemas sintéticos I, Il y IlI
descritos anteriormente. Las etapas sintéticas especificas y la caracterizacién de los compuestos de ejemplo se
mostraron en la siguiente tabla. Durante el analisis de la actividad inhibitoria de Btk in vitro se midieron los valores de
Clso de los compuestos de ejemplo 1-37 de la presente invencién. Ademas, los valores de Clso se dan en la siguiente
tabla en el tipo de intervalos de valores de Clsg, en los que “+++" representa Clso <100 nM; “++" representa 100 nM <
Cls0 <1000 nM; “+” representa 1000 nM < Clso <10000 nM.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de férmula (1)

H
NYN | o X
N N
/N\ :
R'l R2
L1 L2 W (I)

o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que:
W esta seleccionado de H, alquilo Ci.6, -(NH-CO)n-L-Ls, -(CO-NH)n-L-L3 y -(NH-CO)n-NH-L-L3;
en las que:

L es un enlace, alquileno C;.3 0 alquenileno C».3;

Ls es cicloalquilo Cs.g, arilo o heteroarilo, cada uno opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 sustituyentes
seleccionados del grupo que consiste en halégeno, amino, alquilo Ci., alcoxilo Ci.¢, halo-alquilo Ci.;

n es un nimero entero de 0 0 1;

X esta seleccionado de H, halégeno y alquilo C1.6;

R1y Ry, iguales o diferentes entre si, estan seleccionados cada uno independientemente de H, C(O) y S(O)z;

L1 y Lo, iguales o diferentes entre si, estan seleccionados cada uno independientemente de alquenilo C;3
opcionalmente sustituido con alquilo Cy.3 y alquil C1.3-NHC(O)-alquenilo Ca.s;

con la condicion de que cuando R; sea H, L1 no esté presente; y cuando R, sea H, L, no esté presente;
0 un compuesto seleccionado de

NN
Na N
H

RN
Y’ | O CH,
NH, N N
H
HN_ . NH
N C’O Ar

O HN

|
C,Hg co
CH,CH; |

o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. El compuesto de la reivindicacion 1, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que W esta
seleccionado de H, etilo, -(NH-CO)n-L-Ls, -(CO-NH)n-L-L3 y -(NH-CO)n-NH-L-L3, en las que:

L es un enlace o vinileno;

Lz es un grupo ciclopropilo, fenilo, naftilo, isoxazolilo o benzo-[d][1,3]-dioxol opcionalmente sustituido con 1 o0 2
sustituyentes seleccionados de F, Cl, amino, metoxilo y CFs3;

n es un numero entero de 1.

3. El compuesto de la reivindicacion 1, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que X esta
seleccionado de H, F, Cl y metilo.

4. El compuesto de la reivindicacion 1, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que

R1y Ry, iguales o diferentes entre si, estan seleccionados cada uno independientemente de H, C(O) y S(O)z;

L1 y L, iguales o diferentes entre si, estan seleccionados cada uno independientemente de alquenilo Cz3 y metil-
NHC(O)-etenilo;

con la condicion de que cuando R; sea H, L1 no esté presente; y cuando R, sea H, L, no esté presente.

5. El compuesto de la reivindicacion 1, o una sal farmacéuticamente aceptable mismo, en el que
W est4 seleccionado de H, etilo, -(NH-CO)u-L-L3, -(CO-NH)n-L-Lz y -(NH-CO)n-NH-L-L3,

en las que:
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L es un enlace o vinileno;

Lz es un grupo ciclopropilo, fenilo, naftilo, isoxazolilo o benzo-[d][1,3]-dioxol opcionalmente sustituido con 1 o0 2
sustituyentes seleccionados de F, Cl, amino, metoxilo y CFs3;

n es un nimero entero de 1;

X esté seleccionado de H, F, Cl y metilo;

R1y Ry, iguales o diferentes entre si, estan seleccionados cada uno independientemente de H, C(O) y S(O)a;

L1 y Lo, iguales o diferentes entre si, estan seleccionados cada uno independientemente de alquenilo C,.3 y
metil-NHC(O)-etenilo;

con la condiciéon de que cuando R; sea H, L1 no esté presente; y cuando R, sea H, L, no esté presente.

6. Un compuesto de la reivindicacion 1 seleccionado de:

H
N__N
¥y O cH, NS o en
l | 3
Ny Na
N N
Oy, -NH H O MH H
/j HN\
o / HN. o
FiC X X ,
H
N\{ﬁN O CHy NY«N o F
. g
N N
N N
O _NH HJ\Q Os_NH Hb
o> j/
/) HN< g Z HN<

FiC

¥

NN
vy o9 oH
Nx N Na N
oerH H O MH H
co

3 F3C

NN

e O CH,
Oy N Ny |
j/ \i N

Y
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NN
\f‘ l 0 <l
NP N
OjNH H
HN.
7 co

FiC

NN
\r/ ' O CH,
Na ﬁ
/\H/NH
0 o
HN..C,O
NN
Y/\J\ O CH,
Na m
/,\[rNH

o HN_ .0
CI

\0/ i :\0/

H
NY”\Ni o CH,
Nx ﬁ
O

¥

HN_ .
C’O
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CF,

0 HN.
NN
Y 9 coH
Na N
NH, H
HN. -0
FoC
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7. Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

8. Uso del compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o la composicién farmacéutica de la
reivindicacion 7 en la fabricacion de un medicamento para tratar las siguientes enfermedades o afecciones: una
enfermedad autoinmunitaria, una enfermedad heteroinmunitaria, una enfermedad inflamatoria, un céncer o un
trastorno tromboembdlico.

9. El compuesto segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o la composicion farmacéutica de la
reivindicacion 7 para su uso en métodos de tratamiento de las siguientes enfermedades o afecciones: una
enfermedad autoinmunitaria, enfermedad heteroinmunitaria, una enfermedad inflamatoria, un cancer o un trastorno
tromboembodlico.

10. Un compuesto segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o la composicion farmacéutica de la
reivindicacion 7 para su uso en terapia.
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