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DESCRIPCION
Derivados de piperazinil pirimidinas, método de preparacion y su uso
CAMPO TECNICO

La presente invencion se refiere a nuevos derivados de piperazinil pirimidinas capaces de antagonizar el receptor 4
de quimiocinas humano (en lo sucesivo denominado hCCR4), al método para preparar los compuestos, a las
composiciones farmacéuticas que comprenden los compuestos, y al uso de los compuestos en la fabricaciéon de un
medicamento para el tratamiento y/o prevencion de enfermedades o trastornos mediados por hCCRa.

TECNICA ANTECEDENTE

El CCR4 (receptor 4 de quimiocinas) fue descubierto por primera vez en 1995 por Christine A. Power et al (Christine
A.P. et al, J. Biol. Chem., 1995, 270 (8):19495-19500), que es uno de los miembros en la familia de receptores de
quimiocinas (CCR), y es un receptor acoplado a proteinas G, caracterizado por siete dominios transmembranales.
Tiene dos ligandos especificos de origen natural: MDC (quimiocina derivada de macrofagos) y TARC (quimiocina
expresada en el timo y regulada por activacion) (Sadatoshi Maeda et al, Veterinary Immunology and
Immunopathology 2002 (90): 145-154). El factor 1 similar a quimiocinas (factor 1 similar a quimiocinas, CKLF1)
descubierto recientemente es también uno de sus ligandos (Han W.L. et al, Biochem. J., 2001, 357 (Pt1): 127-135).

El CCRs se puede expresar en leucocitos de sangre periférica, en timocitos, baséfilos, monocitos, macréfagos,
plaquetas, células NK activadas por IL, bazo y cerebro, y puede desempefar un papel importante en diversas
enfermedades. Por ejemplo, cuando se produce la dermatitis alérgica (AD) humana, el CCR4 expresado por células
T CD4+ tiene una expresion incrementada en células mononucleares de sangre periférica (PBMCs), y también
aumenta de forma correspondiente el nivel de TARC en el suero. Esto muestra que la respuesta quimiotactica de
CCR4 expresado en células es inducida por TARC, y, cuando se produce la dermatitis alérgica humana, las células
Th2 migran selectivamente a la piel dafiada. Los farmacos utiles para el tratamiento de dermatitis alérgica incluyen
principalmente antihistaminas, broncodilatadores, pero solo pueden mejorar los sintomas, mientras que no tienen
ningun efecto sobre el desarrollo de la enfermedad. Ademas, los corticosteroides también tienen un cierto efecto
para la dermatitis alérgica, pero existe un riesgo de seguridad potencial. Existen estudios para mostrar que el
antagonismo de MDC o TARC puede reducir la acumulacién de células T en sitios inflamatorios, y los antagonistas
de CCR4 pueden ser muy eficaces para el tratamiento de dermatitis alérgica.

La expresion de CCRs esta incrementada cuando se produce artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico,
esclerosis multiple, etc. Mediante CCRs, también es posible hacer que MDC y TARC activen las plaquetas, lo que
sugiere que CCR4 puede desempefiar un papel importante en la activacion de plaquetas y en las enfermedades
trombdéticas asociadas con ella. EI CCR,4 también se puede acoplar indirectamente al VIH-1, y mientras tanto también
es un correceptor del VIH-2.

Ademas, CCRs también esta estrechamente relacionado con enfermedades pulmonares tales como neumonia
obstructiva crénica, bronquitis crénica y asma. CCR4 se puede expresar de forma restrictiva en células implicadas en
la reaccion asmatica, y se considera una buena diana para el tratamiento del asma. Actualmente, los antagonistas
de receptores de quimiocinas utiles para el tratamiento de asma que han entrado en la fase clinica | incluyen
antagonistas de los receptores CXCR;, CXCR4, CCR y CCRs, pero ningun antagonista del receptor CCRs. Por lo
tanto, el desarrollo de antagonistas del receptor CCR4 tiene buenas perspectivas.

CONTENIDOS DE LA INVENCION
SUMARIO DE LA INVENCION

El objeto de la presente invencién es buscar y desarrollar compuestos moleculares pequefios como antagonistas del
receptor CCRy, Utiles para el tratamiento de asma, dermatitis alérgica y enfermedades, factores de riesgo o
afecciones relacionados con CCRa.

Los presentes inventores han encontrado que los compuestos de férmula | son eficaces antagonizando el receptor
CCRa.

En consecuencia, en el primer aspecto de la presente invencién, se proporciona un compuesto de férmula I,
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en la que:
dos cualquiera de A, By D son N y el otro es CH, preferiblemente, Ay B son Ny D es CH;
Z se selecciona del grupo que consiste en -CH,-, -C(O)- y -S(O)-;
X es halégeno o N, con la condicion de que cuando X es halégeno, R1y Rz en la formula | estan ausentes;

R1 y Ry se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en H, alquilo lineal o
ramificado que tiene 1 a 6 atomos de carbono, heteroalquilo de C1-C6 lineal o ramificado que contiene 1 a
2 heteroatomos seleccionados independientemente del grupo que consiste en O, Ny S; o

R1y Rz, junto con N al que estan unidos, forman un heterocicloalquilo de 5 a 8 miembros que contiene 1 a 2
heteroatomos seleccionados independientemente del grupo que consiste en O, Ny S;

Rs3 y R4 se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en H, arilo, heteroarilo, arilo
condensado o heteroarilo condensado que contiene 5 a 10 atomos; en los que dicho arilo, heteroarilo, arilo
condensado o heteroarilo condensado esta opcional e independientemente mono-, di- o poli-sustituido con
un sustituyente seleccionado del grupo que consiste en haldgeno, ciano, trifluorometilo, hidroxi y nitro;

Rs se selecciona del grupo que consiste en alquilo lineal o ramificado que tiene 1 a 6 atomos de carbono,
heteroalquilo de C1-C6 lineal o ramificado que contiene 1 a 2 heteroatomos seleccionados
independientemente del grupo que consiste en O, N y S, grupo cicloalquilo que contiene de 4 a 8,
preferiblemente de 5 a 8, mas preferiblemente de 5 a 6 atomos de carbono, heterocicloalquilo de 5 a 8
miembros, preferiblemente de 5 a 6 miembros que contiene 1 a 2 heteroatomos seleccionados
independientemente del grupo que consiste en O, Ny S;

m y n son cada uno independientemente 0, 1 0 2;
o un estereoisémero, o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo.

En una realizacién del primer aspecto de la presente invencion, se proporciona un compuesto de formula | segun la
presente invencion, o un estereoisémero, o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que Ay
B sonNyD es CH.

En una realizacion del primer aspecto de la presente invencioén, se proporciona un compuesto de féormula | segun la
presente invencion, o un esterecisémero, o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que Z
es -C(O)-.

En una realizacion del primer aspecto de la presente invencion, se proporciona un compuesto de férmula | segun la
presente invencion, o un estereoisémero, o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que X
es N.

En una realizacion del primer aspecto de la presente invencion, se proporciona un compuesto de férmula | segun la
presente invencién, o un estereoisémero, o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que R3
es H.

En una realizacion del primer aspecto de la presente invencion, se proporciona un compuesto de férmula | segun la
presente invencion, o un estereoisdmero, o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que n
es 1.

En una realizacion del primer aspecto de la presente invencion, se proporciona un compuesto de férmula | segun la
presente invencion, o un estereoisémero, o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que R4
es fenilo opcional e independientemente mono-, di- o poli-sustituido con un sustituyente seleccionado del grupo que
consiste en haldégeno, ciano, trifluorometilo, hidroxi y nitro.
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En una realizacion del primer aspecto de la presente invencioén, se proporciona un compuesto de férmula | segun la
presente invencion, o un estereoisémero, o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que m
es 0.

En una realizacién del primer aspecto de la presente invencion, se proporciona un compuesto de férmula | segun la
presente invencioén, o un estereoisémero, o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que Rs
se selecciona del grupo que consiste en alquilo lineal o ramificado que tiene 1 a 6 atomos de carbono, heteroalquilo
de C1-C6 lineal o ramificado que contiene 1 a 2 heteroatomos seleccionados independientemente del grupo que
consiste en O, N y S, grupo cicloalquilo que contiene 5 o 6 atomos de carbono, heterocicloalquilo de 5 o 6 miembros
que contiene 1 a 2 heteroatomos seleccionados independientemente del grupo que consiste en O, Ny S.

En una realizacion del primer aspecto de la presente invencion, se proporciona un compuesto de férmula | segun la
presente invencion, en el que el arilo se selecciona del grupo que consiste en fenilo, naftilo, antrilo, fenantrilo,
indenilo, fluorenilo y acenaftilenilo, preferiblemente se selecciona del grupo que consiste en fenilo y naftilo, mas
preferiblemente se selecciona de fenilo.

En una realizacion del primer aspecto de la presente invencion, se proporciona un compuesto de férmula | segun la
presente invencion, en el que el heteroarilo se selecciona del grupo que consiste en: piridilo, pirrolilo, furilo, tienilo,
pirazolilo, imidazolilo, tiazolilo, oxazolilo, isoxazolilo, indolilo, benzofuranilo, carbazolilo, piridazinilo, pirazinilo,
quinolilo, isoquinolilo, purinilo, fenotiazinilo y fenoxazinilo, preferiblemente se selecciona del grupo que consiste en
piridilo, pirrolilo y pirazolilo, mas preferiblemente se selecciona del grupo que consiste en piridilo y pirrolilo, y mas
preferiblemente se selecciona de piridilo.

En una realizacién del primer aspecto de la presente invencion, se proporciona un compuesto de férmula | segun la
invencion o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que el compuesto se selecciona del
grupo que consiste en:

1-{4-{4-[(2,4-diclorobencil)amino]-6-[(2,2-dimetoxietil)metilamino]pirimidin-2-il}piperazin-1-il}propanona;

1-{4-{4-[(2,4-diclorobencil)amino]-6-[(2,2-dimetoxietil)metilamino]pirimidin-2-il}piperazin-1-il}-2-
metilpropanona;

1-{4-{4-[(2,4-diclorobencil)amino]-6-[(2,2-dimetoxietil)metilamino]pirimidin-2-il}piperazin-1-il-3-
metilthiopropanona;

1-{4-{4-[bis(2-metoxietil)amino]-6-(2,4-diclorobencilamino)-pirimidin-2-il}piperazin-1-il}propanona;
1-{4-{4-[bis(2-metoxietil)amino]-6-(2,4-diclorobencilamino)-pirimidin-2-il}piperazin-1-il}-2-metilpropanona;
1-{4-{4-[bis(2-metoxietil)amino]-6-(2,4-diclorobencilamino)-pirimidin-2-il}piperazin-1-il}-3-metiltiopropanona;
{4-{4-[bis(2-metoxietil)Jamino]-6-(2,4-diclorobencilamino)-pirimidin-2-il}piperazin-1-il}ciclohexilmetanona;
(R)-{4-{4-cloro-6-[(2,4-diclorobencil)amino]pirimidin-2-ilpiperazin-1-il}(piperidin-2-il)metanona; y
(R)-{4-{4-cloro-6-[(2,4-diclorobencil)amino]pirimidin-2-il}piperazin-1-il}(tiomorpholin-3-il)metanona.

En el segundo aspecto de la presente invencion, se proporciona el uso de un compuesto de férmula I, un racemato o
un estereoisdmero o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, segun el primer aspecto de la
presente invencioén, en la preparacion de un medicamento para el tratamiento o prevenciéon de enfermedades o
trastornos relacionados con CCRs.

En el tercer aspecto de la presente invencion, se proporciona un método para preparar un compuesto de férmula |
segun el primer aspecto de la presente invencion, comprendiendo el método las etapas de:

1) hacer reaccionar 2,4,6-tricloropirimidina con piperazina monoprotegida en presencia de un agente de unién
a acidos, para dar un compuesto de férmula 1,

Cl
A" D
P
(\N SN
o N
1
en la que A, B y D son como se definen anteriormente en la formula I, P es un grupo protector de nitrégeno;

2) hacer reaccionar el compuesto de féormula 1 con una amina sustituida con Rs y con -(CHz)r-Rs en

4
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presencia de un agente de union a acidos, para dar un compuesto de féormula 2,

Ry

Min

ATD

Rs.
N

en la que A, B, D, R3, Rs y n son como se definen anteriormente en la formula I, P es un grupo protector de
nitrégeno;

3) hacer reaccionar el compuesto de formula 2 con una amina sustituida con Ry y R, en presencia de un
agente de unidén a acidos, para dar un compuesto de férmula 3,

Rs
Rs\N/a)n
i
Ny
P,N\) R,
3

en la que A, B, D, Ry, Rz, R3, Rs y n son como se definen anteriormente en la férmula I, P es un grupo
protector de nitrégeno;

4) eliminar el grupo protector P del compuesto de férmula 3, y entonces hacerlo reaccionar con acido

carboxilico, haluro de acilo, cloruro de sulfonilo o hidrocarburo halogenado sustituido con Rs, para dar un
compuesto de féormula 4,

54
Rysyt In

s
S RAS
R{H\nZ’N\) Ry
4

en la que A, B, D, Ry, Rz, R3, R4, Rs, n' y m son como se definen anteriormente en la férmula I; o

5) cuando X es haldgeno, el compuesto de formula | se prepara segun la siguiente ruta de reaccion:
eliminando el grupo protector P del compuesto de formula 2, y haciéndolo reaccionar con acido carboxilico,

haluro de acilo, cloruro de sulfonilo o hidrocarburo halogenado sustituido con Rs, para dar un compuesto de
formula 5,

R;(“LZ'N\)

en la que A, B, D, Z, R3, R4, Rs, n y m son como se definen anteriormente en la formula 1.

En el cuarto aspecto de la presente invencién, se proporciona una composicion farmacéutica que comprende un
compuesto de formula |, un racemato o un estereocisémero o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del
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mismo, segun el primer aspecto de la invencion, y al menos un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente
aceptable.

En un aspecto adicional de la presente invencién, se proporciona un compuesto de formula |, un racemato o un
estereoisdbmero o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, para uso en el tratamiento o prevencion
de enfermedad o trastorno relacionado con CCRs.

La enfermedad o trastorno relacionado con CCR4 segun la presente invencién incluye, pero no se limita a,
enfermedades autoinmunitarias, inflamacion alérgica, enfermedades tromboéticas, dermatitis atdpica, rinitis alérgica,
asma, dermatitis alérgica, artritis reumatica, artritis reumatoide y lupus. Especificamente, la enfermedad o trastorno
relacionado con CCR4 segun la presente invencion es rinitis alérgica, asma, dermatitis alérgica, artritis reumatica o
artritis reumatoide.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Tal como se usa aqui, el término “alquilo” se refiere a un grupo hidrocarbonado monovalente lineal o ramificado,
saturado, que tiene 1-20 atomos de carbono (es decir, alquilo de C1.2). En algunas realizaciones, el alquilo tiene 1-
10 atomos de carbono (es decir, alquilo de C+.1¢), preferiblemente 1-6 atomos de carbono (es decir, alquilo de C1.),
1 a 4 atomos de carbono (es decir, alquilo de C+.4) o 1-3 atomos de carbono (es decir, alquilo de C+.3). Ejemplos de
“alquilo” incluyen, pero no se limitan a, metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, t-butilo, n-pentilo, neopentilo, n-
hexilo, 2-metilpentilo, 2,2-dimetilbutilo, 3,3-dimetilbutilo, y similares.

Como se usa aqui, el término “cicloalquilo” se refiere a un grupo hidrocarbonado ciclico que tiene 3-12 atomos de
carbono, preferiblemente 3-8 atomos de carbono, mas preferiblemente 5-6 atomos de carbono, y que tiene un solo
anillo o multiples anillos condensados o un sistema anular en puente. Como ejemplos, tal cicloalquilo puede incluir:
estructuras de un solo anillo, tales como ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclooctilo, 1-metil-ciclopropilo, 2-metil-
ciclopentilo, 2-metilciclooctilo y similares; y estructuras policiclicas, tales como adamantilo y similares.

Como se usa aqui, el término “heterocicloalquilo” se refiere a cicloalquilo como se define anteriormente del cual uno
0 mas atomos de carbono estan independientemente reemplazados por heteroatomos seleccionados del grupo que
consiste en N, O y S. Ejemplos de heterocicloalquilo incluyen, pero no se limitan a, pirrolidinilo, morfolinilo,
piperazinilo, piperidinilo, y similares.

Como se usa aqui, el término “arilo” se refiere a un grupo carbociclico aromatico que tiene 5-18 atomos de carbono y
que tiene un solo anillo o multiples anillos condensados. El arilo tiene preferiblemente 5-10, 5-8 0 5-6 0 6 atomos de
carbono. Ejemplos del “arilo” incluyen, pero no se limitan a, fenilo, naftilo, antrilo, fenantrilo, indenilo, fluorenilo y
acenaftilenilo, el cual puede estar opcionalmente mono- o poli-sustituido.

Como se usa aqui, el término “heteroarilo” se refiere a un grupo anular heteroaromatico que tiene 5-18,
preferiblemente 5-14, mas preferiblemente 5-10 miembros, incluyendo anillos heteroaromaticos monociclicos y
anillos heteroaromaticos policiclicos, en el que el anillo aromatico monociclico estd condensado con uno o mas
anillos aromaticos adicionales. Heteroarilo tiene uno o mas heteroatomos anulares seleccionados
independientemente del grupo que consiste en N, O y S. Como se usa aqui, el término “heteroarilo” incluye también
grupos en los que el anillo aromatico esta condensado con uno o mas anillos no aromaticos (anillos carbociclicos o
anillos heterociclicos), en los que el grupo o punto enlazante esta situado en el anillo aromatico. Ejemplos de
“heteroarilo” incluyen, pero no se limitan a, piridilo, pirrolilo, furilo, tienilo, pirazolilo, imidazolilo, tiazolilo, oxazolilo,
isoxazolilo, indolilo, benzofuranilo, bencimidazolilo, carbazolilo, piridazinilo, pirimidinilo, pirazinilo, quinolilo,
isoquinolilo, purinilo, fenotiazinilo, fenoxazolilo, y similares, que pueden estar opcionalmente mono- o poli-sustituidos.

Como se usa aqui, la expresion “arilo condensado” tiene su significado general como es bien conocido en la técnica,
que forma un resto radicalico en el compuesto de formula |, e incluye generalmente, pero no se limita a, los ejemplos
de arilo condensado enunciados aqui.

Como se usa aqui, la expresion “heteroarilo condensado” tiene su significado general como es bien conocido en la
técnica, que forma un resto radicalico en el compuesto de férmula I, e incluye generalmente, pero no se limita a, los
ejemplos de heteroarilo condensado enunciados aqui.

Como se usa aqui, el término “halégeno” se refiere a fluoro, cloro, bromo o yodo. Preferiblemente, halo es fluoro o
cloro, mas preferiblemente cloro. Como se usa aqui, el término “halégeno” también puede incluir su forma isotopica.

Como se usa aqui, los grupos representados por los siguientes términos tienen sus significados generales como son
bien conocidos en la técnica: nitrilo, trifluorometilo, trifluorometoxi, hidroxilo, nitro, carboxialquilo, alcoxicarbonilo,
alcoxicarbonilalquilo, acilo, carboxamidoalquilo, alquilo, cicloalquilo, alquiltio, alquilsulfinilo, alquilsulfonilo, sulfamoilo,
amidino, ciano, amino, amido, alquilamino, dialquilamino, alquilaminoalquilo.

Como se usa aqui, la frase “heteroalquilo lineal o ramificado de C1-C6 que contiene 1 a 2 heteroatomos
seleccionados independientemente del grupo que consiste en O, N y S” tiene su significado general como es bien
conocido en la técnica, y ademas, aqui se puede referir en particular al alquilo lineal o ramificado, cuyo atomo de
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carbono se sustituye por O, N o S.

Como se usa aqui, la frase “heterocicloalquilo de 5 a 8 miembros que contiene 1 a 2 heteroatomos seleccionados
independientemente del grupo que consiste en O, N y S” tiene su significado general como es bien conocido en la
técnica, y ademas, aqui se puede referir en particular al heterocicloalquilo, cuyo atomo de carbono en el anillo se
sustituye por O, No S.

Como se usa aqui, los términos “racemato” y “enantiomeros” tienen sus significados generales como es bien
conocido en la técnica.

Como se usa aqui, las expresiones “grupo protector” y “grupo de proteccion” se pueden usar de forma
intercambiable, y se refieren a un reactivo que se usa para bloquear temporalmente uno o mas grupos funcionales
deseados en un compuesto que tiene una pluralidad de sitios de reaccién. En algunas realizaciones, el grupo
protector tiene uno o mas, o preferiblemente todas las caracteristicas siguientes: a) se afiade selectivamente con
buen rendimiento al grupo funcional para dar un sustrato protegido; b) el sustrato protegido es estable a la reaccion
o reacciones que se producen en uno o mas sitios de reaccion adicionales; y c) se elimina selectivamente con buen
rendimiento mediante un reactivo que no ataca al grupo funcional desprotegido regenerado. Como apreciara una
persona experta en la técnica, en algunos casos, el reactivo no ataca otros grupos reactivos en el compuesto. En
otros casos, el reactivo también puede reaccionar con otros grupos reactivos en el compuesto. Los ejemplos de
grupos protectores se describen con detalle en Greene, T.W., Wuts, P.G., “Protective Groups in Organic Synthesis”,
3?2 Edicién, John Wiley & Sons, Nueva York: 1999 (y otras ediciones del libro). Como se usa aqui, la expresion
“grupo protector de nitrégeno” se refiere a un reactivo que se usa para bloquear temporalmente uno o mas sitios
reactivos de nitrogeno deseados en un compuesto polifuncional. Los grupos protectores de nitrogeno preferidos
también tienen caracteristicas tipicas de los grupos protectores mencionados anteriormente, y algunos grupos
protectores de nitrégeno tipicos también se describen con detalle en Greene, T.W., Wuts, P.G.’s “Protective Groups
in Organic Synthesis”, 32 Edicion, John Wiley & Sons, New York: 1999, Capitulo 7.

Como se usa aqui, la expresion “farmacéuticamente aceptable” se refiere generalmente a una forma que esta
farmacéutica o médicamente disponible, o si no esta farmacéutica o médicamente disponible de forma directa,
puede estar disponible como un intermedio de producto farmacéutico o médico, y entonces se elimina mediante
cualquier método adecuado antes de la aplicacion final en sustancia farmacéutica o médica. Por ejemplo, una sal
farmacéuticamente aceptable incluye no solo sales farmacéuticamente aceptables que se pueden usar clinicamente,
sino también aquellas que no se pueden usar clinicamente de forma directa, pero que se pueden usar en la
preparacion del compuesto de la presente invencion y después se pueden eliminar en el procedimiento subsiguiente.

Como se usa aqui, la expresion “vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable” significa adyuvantes
farmacéuticos usados habitualmente en el campo de la industria de la preparacion, por ejemplo los enumerados en
Luo Mingsheng et al, “Encyclopedia of Pharmaceutical Adjuvants”, Science and Technology Press, Sichuan, 1995.

Como se usa aqui, el término “isdmero” incluye todos los posibles isdmeros (por ejemplo, enantiomeros,
diasteredmeros, isémeros geométricos, isdmeros conformacionales, epimeros y rotameros) del compuesto de
férmula | de la presente invencion. Por ejemplo, las configuraciones R y S respectiva de centros asimétricos, los
isdbmeros de dobles enlaces (Z) y (E), y los isémeros conformacionales (Z) y (E) estan incluidos en la presente
invencion.

Los compuestos de la presente invencidon pueden existir en forma de no solvato y de solvato, incluyendo forma
hidratada, por ejemplo hemihidrato. En general, para el objeto de la presente invencion, forma de solvato con
disolvente farmacéuticamente aceptable tal como agua y etanol es equivalente a forma de no solvato.

Segun la presente invencion, el compuesto de férmula | y una sal farmacéuticamente aceptable o un solvato del
mismo se pueden preparar usando el siguiente método ejemplar tipico, comprendiendo el método las etapas de:

1) A temperatura ambiente, se afiade gota a gota una disolucién de piperazina monoprotegida y un agente de
unién a acidos, tal como N,N-diisopropiletilamina en diclorometano, a una disolucién de 2,4,6-
tricloropirimidina en diclorometano, y se agita durante dos horas. Después, las sales organicas se eliminan
por lavado con agua y salmuera saturada respectivamente. El producto de reaccién se somete a separacion y
purificacion a través de una cromatografia en columna sobre gel de silice, con éter de petréleo/acetato de
etilo como eluyente, para dar un compuesto de formula 1,

Cl

i

N B ~cl
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en la que A, B y D son como se definen anteriormente en la férmula I, P es un grupo protector de nitrégeno;

2) El compuesto de formula 1, una amina sustituida con Rs y con -(CH2),-R4, y un agente de union a acidos,
tal como N,N-diisopropiletilamina, se disuelven en NMP, se calientan hasta 90°C, y se agitan toda la noche.
Después, el producto de reaccion se diluye 5 veces con acetato de etilo, se lava 6 veces con agua, se lava 3
veces con salmuera saturada, y entonces se somete a separacion y purificacion a través de cromatografia en
columna sobre gel de silice, con éter de petrdleo/acetato de etilo como eluyente, para dar un compuesto de
formula 2,

en la que A, B, D, R3, Rs y n son como se definen anteriormente en la formula I, P es un grupo protector de
nitrégeno;

3) El compuesto de formula 2 se mezcla con 15 veces de una amina sustituida con Ry y Ry, amina la cual
actua tanto como agente reaccionante y como agente de union a acidos, y se pone a reflujo durante 24 horas.
Después, el producto de reaccion se diluye 5 veces con acetato de etilo, se lava 6 veces con agua, se lava 3
veces con salmuera saturada, y entonces se somete a separacion y purificacion a través de cromatografia en
columna sobre gel de silice, con éter de petrdleo/acetato de etilo como eluyente, para dar un compuesto de
formula 3,

en la que A, B, D, Ry, Rz, R3, Rs y n son como se definen anteriormente en la férmula I, P es un grupo
protector de nitrégeno;

4) Se mezclan volumenes iguales de etanol y disolucion acuosa al 10% de hidréxido sodico, en los que se
disuelve el compuesto de formula 3, y entonces se agita a reflujo durante 24 horas. Tras eliminar el grupo
protector P, el producto resultante se hace reaccionar con acido carboxilico, haluro de acilo, cloruro de
sulfonilo o hidrocarburo halogenado sustituido con Rs, para dar un compuesto de férmula 4,

|
R’%Z’N\) R

enlaque A, B, D, Z, Ry, R, Rs, R4, Rs, n y m son como se definen anteriormente en la férmula ;

5) Cuando X es halégeno, el compuesto de formula | se prepara segun la siguiente ruta de reaccion: se
mezclan volumenes iguales de etanol y disolucion acuosa al 10% de hidréxido sédico, en los que se disuelve
el compuesto de formula 2, y entonces se agita a reflujo durante 24 horas. Tras eliminar el grupo protector P,
el producto resultante se hace reaccionar con acido carboxilico, haluro de acilo, cloruro de sulfonilo o
hidrocarburo halogenado sustituido con Rs, para dar un compuesto de férmula 5,
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en la que A, B, D, Z, Rs, R4, Rs, n y m son como se definen anteriormente en la formula 1.

La persona experta en la técnica deberia reconocer que el compuesto de formula | de la presente invencién también
se puede usar en forma de una sal farmacéuticamente aceptable o un solvato del mismo. La sal farmacéuticamente
aceptable del compuesto de férmula | incluye sales convencionales formadas mediante acido inorganico o acido
organico o base inorganica o base organica y sales de adicién de acidos de amonio cuaternario farmacéuticamente
aceptables. Ejemplos mas especificos de sales de acidos adecuadas incluyen sales de acido clorhidrico, acido
bromhidrico, acido sulfurico, acido fosférico, acido nitrico, acido perclérico, acido fumarico, acido acético, acido
propionico, acido succinico, acido glicdlico, acido férmico, acido lactico, acido maleico, acido tartarico, acido citrico,
acido pamoico, acido malénico, acido hidroximaleico, acido fenilacético, acido glutamico, acido benzoico, acido
salicilico, acido fumarico, acido toluenosulfénico, acido metanosulfonico, acido naftaleno-2-sulfénico, acido
bencenosulfénico, acido hidroxinaftoico, acido yodhidrico, acido malico, acido estearico, acido tanico, y similares. En
cuanto a otros acidos, tal como acido oxalico, aunque en si mismos no son farmacéuticamente aceptables, se
pueden usar para la preparacién de sal Util como intermedio, para obtener de ese modo el compuesto de la presente
invencion y la sal farmacéuticamente aceptable del mismo. Ejemplos mas especificos de sales de bases adecuadas
incluyen sales de sodio, litio, potasio, magnesio, aluminio, calcio, cinc, N,N’-dibenciletilendiamina, cloroprocaina,
colina, dietanolamina, etilendiamina, N-metilglucamina y procaina.

La presente invencion también incluye un profarmaco del compuesto de férmula |, profarmaco el cual, una vez
administrado, puede sufrir conversién quimica a través de un proceso metabdlico para convertirse en un farmaco
activo. En general, tal profarmaco es un derivado funcional del compuesto de la presente invencion, que se convierte
facilmente in vivo en el compuesto de féormula | requerido. Por ejemplo, en “Design Of Prodrugs”, H Bund Saard,
Elsevier, 1985, se describen métodos convencionales para la seleccién y preparacion de derivados de profarmacos
adecuados.

La presente invencién también incluye un metabolito activo del compuesto de féormula 1.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de
férmula |, un racemato o un estereoisémero o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, y al menos
un vehiculo farmacéuticamente aceptable, que se puede usar para el tratamiento in vivo y tiene biocompatibilidad.
La composicion farmacéutica se puede preparar en diversas formas segun diferentes rutas de administracion. Los
compuestos mencionados en la presente invencién también se pueden preparar en diversas sales
farmacéuticamente aceptables.

La composicion farmacéutica de la presente invencién comprende una dosis eficaz de un compuesto de féormula |,
un racemato o un estereoisémero o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, tal como un hidrato,
segun la presente invencion, y uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables adecuados. El vehiculo
farmacéuticamente aceptable incluye aqui, pero no se limita a: intercambiador de iones, alimina, estearato de
aluminio, lecitina, proteina sérica tal como seroalbumina humana, agente amortiguador tal como fosfato, glicerina,
acido sorbico, sorbato potasico, mezclas de glicéridos parciales de acidos grasos vegetales saturados, agua, sal o
electrolito tal como sulfato de protamina, hidrogenofosfato disédico, hidrogenofosfato potasico, cloruro de cinc, sal de
cinc, silice coloidal, trisilicato de magnesio, polivinilpirrolidona, sustancias a base de celulosa, polietilenglicol,
carboximetilcelulosa sédica, poliacrilatos, cera de abejas, lanolina.

La composicién farmacéutica que comprende el compuesto de la presente invencién se puede administrar en
cualquiera de los siguientes modos: oralmente, inhalaciéon por pulverizacion, rectalmente, nasalmente, bucalmente,
topicamente, parenteralmente, tal como inyeccién o infusién subcutanea, intravenosa, intramuscular, intraperitoneal,
intratecal, intraventricular, intraesternal e intracraneal, o mediante la ayuda de un depdsito de explante. Entre ellos,
se prefiere el modo de administracién oral, intraperitoneal o intravenoso.

Cuando se administra oralmente, el compuesto de la presente invencion se puede conformar en cualquier forma de
preparacion oralmente aceptable, incluyendo, pero sin limitarse a, comprimidos, capsulas, disoluciones o
suspensiones acuosas, en la que el vehiculo usado en comprimidos generalmente incluye lactosa y almidén de
maiz, y adicionalmente, también se puede anadir un lubricante tal como estearato de magnesio. El diluyente usado
en las capsulas generalmente incluye lactosa y almidén de maiz seco. La suspension acuosa se usa generalmente
mezclando el ingrediente activo con un emulsionante y agente de suspension adecuados. Si es necesario, en las



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2621901 T3

preparaciones orales anteriores, también se pueden afiadir ciertos agentes edulcorantes, agentes saborizantes o
agentes colorantes.

Cuando se administra tdpicamente, especialmente en el caso del tratamiento de una superficie u 6rgano afectado en
el que la aplicacion tépica llega facilmente, tales como los trastornos oculares, dérmicos o nervioso intestinal inferior,
el compuesto de la presente invencion se puede obtener en diferentes formas de preparacion tépicas segun las
diferentes superficies u érganos afectados, como se describe mas abajo:

En el caso de la administracion ocular tépica, el compuesto de la presente invencion se puede formular en
forma de preparacion de una suspension o disolucién micronizada, en la que el vehiculo usado es una
disolucién salina estéril isotdnica de un cierto pH, en la que se puede anadir o no un conservante, tal como
alcoxido de cloruro de bencilo. Para la administracion ocular, el compuesto también se puede obtener en
forma de un ungliento, tal como un ungtiento de vaselina.

Cuando se administra tépicamente a la piel, el compuesto de la presente invencion se puede obtener en forma de
preparacion de unguento, locion o crema adecuada, en la que el ingrediente activo se suspende o disuelve en uno o
mas vehiculos. El vehiculo que se puede usar en la preparacion de ungiento incluye, pero no se limita a: aceite
mineral, vaselina liquida, vaselina blanca, propilenglicol, polioxietileno, polioxipropileno, cera emulsionante y agua; el
vehiculo que se puede usar en locidon o crema incluye, pero no se limita a: aceite mineral, monoestearato de
sorbitan, Tween 60, cera de ésteres cetilalquilicos, alcohol hexadecenarilico, 2-octildodecanol, alcohol bencilico y
agua.

El compuesto de la presente invencion también se puede administrar en forma de preparacion inyectable esteéril,
incluyendo suspensién acuosa u oleosa inyectable estéril o disolucion inyectable estéril, en la que el vehiculo y el
disolvente usados incluyen agua, disolucion de Ringer y disolucién isotonica de cloruro de sodio. Ademas, también
se puede usar como disolvente o medio de suspension aceite no volatil estéril, por ejemplo mono- o diglicéridos.

También se ha de sefalar que la dosis y el método de uso del compuesto de la presente invencion dependen de
muchos factores, incluyendo la edad del paciente, el peso, el género, el estado de salud general, el estado
nutricional, la intensidad activa del compuesto, el tiempo de la toma, la velocidad metabdlica, la gravedad de la
enfermedad y el juicio subjetivo del médico. La dosis preferida esta entre 0,001 y 100 mg/kg de peso corporal/dia,
mas preferiblemente entre 0,01 y 50 mg/kg de peso corporal/dia, ain mas preferiblemente entre 0,1 y 25 mg/kg de
peso corporal/dia, y lo mas preferible entre 1 y 10 mg/kg de peso corporal/dia. Si se desea, una dosis diaria eficaz
se puede dividir en multiples dosis para los fines de administracion. Por lo tanto, una composicién monodosis puede
contener tal dosis o su dosis dividida, para constituir la dosis diaria. La frecuencia con la que el compuesto de
férmula | se administra se puede determinar segun la experiencia del médico y diversos factores que incluyen la
edad del paciente, el peso, el sexo, el estado de salud general, el tipo y gravedad de la enfermedad, y similar, por
ejemplo administrado 1, 2, 3, 4, 5 o mas veces por dia, o una vez cada dos dias, una vez cada tres dias, una vez
cada semana, una vez cada dos semanas, y similar.

MODO DE LLEVAR A CABO LA PRESENTE INVENCION

La presente invencion se describe ademas usando intermedios y ejemplos especificos mas abajo. Sin embargo, se
ha de entender que estos intermedios y ejemplos se usan meramente para describir la presente invencion de forma
mas detallada y especifica, y no se deben interpretar para restringir la presente invencion de ninguna manera.

Los materiales y métodos de ensayo usados en los ensayos se dan como descripcion general y/o especifica en la
presente invencion. Aunque en la técnica se conocen muy bien muchos materiales y procedimientos usados para
lograr el objeto de la presente invencion, se describen aun tan detalladamente como sea posible en la presente
invencion. Para que esté claro para una persona experta en la técnica, en el siguiente texto, si no se especifica de
otro modo, los materiales y procedimientos usados en la presente invencién son bien conocidos en la técnica.

El punto de fusién del compuesto se mide mediante un aparato de punto de fusiéon de tipo YRT-3, estando la
temperatura sin corregir. El espectro de RMN 'H se mide mediante un espectrometro de RMN de tipo Bruker ARX
400. La espectrometria de masas mediante FAB se mide mediante un espectrometro magnético de alta resolucion
Zabspect.

PREPARACION DE INTERMEDIOS

Intermedio 1

10
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A un matraz de fondo redondo de dos bocas de 1000 ml equipado con un termémetro y un embudo de presion
constante, se afiadieron diclorometano (350 ml) y 2,4,6-tricloropirimidina (20 g, 0,109 moles); al embudo de presion
constante se cargd una disolucion de 1-etoxicarbonilpiperazina (19 g, 0,120 moles) y N,N-diisopropiletilamina (15,5
g, 0,120 moles) en diclorometano (150 ml), y se afiadié lentamente gota a gota mientras se mantiene la temperatura
por debajo de 30°C. Tras terminar la adicién gota a gota, el sistema se agité durante 2 horas. Tras terminar la
reaccion, el producto de la reaccion se lavo 3 veces con 200 ml de agua, se lavd 3 veces con 200 ml de salmuera
saturada, se concentro, y se separo a través de una columna de gel de silice (eluyente: éter de petréleo/acetato de
etilo), para dar 8,0 g de un producto sélido blanco, rendimiento 24,05%.

RMN "H (400 MHz, CDCls) & ppm: 6,42 (1H, s), 4,18 (2H, m), 3,65-3,52 (8H, brm), 1,29 (3H,t, J = 7,0 Hz, J = 7,28
Hz); EI-MS (m/z): 305,1 [M+H]".

Intermedio 2
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A un matraz de fondo redondo de dos bocas de 250 ml equipado con un termémetro y un condensador de reflujo, se
afadieron Intermedio 1 (8,0 g, 0,026 moles), 2,4-diclorobencilamina (4,75 g, 0,027 moles), N,N-diisopropiletilamina
(6,72 g, 0,052 moles) y NMP (80 ml), se mezclaron uniformemente, se calentaron hasta 90°C, y se agitaron durante
12 horas. Después, el producto de reaccion se diluyé 5 veces con acetato de etilo, se lavo 6 veces con agua, se lavo
3 veces con salmuera saturada, se concentrd, y se separo a través de una columna de gel de silice (eluyente: éter
de petréleo/acetato de etilo), para dar 10,8 g de un producto sélido blanco, rendimiento 92,6%.

RMN "H (400 MHz, CDCls) 8 ppm: 7,39 (1H, d, J = 1,68 Hz), 7,34 (1H, d, J = 8,4 Hz), 7,21 (1H, d, J = 8,6 Hz), 4,94
(1H, s), 4,55 (2H, d, J = 6,16 Hz), 4,18 (2H, m), 3,71-3,55 (8H, brm), 1,30 (3H, t, J = 7,0 Hz, J = 7,28 Hz); EI-MS

(m/z): 444,2 [M+H]".
cl
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N

Intermedio 3
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A un matraz de fondo redondo de dos bocas de 100 ml equipado con un termémetro y un condensador de reflujo, se
afadieron Intermedio 2 (5,0 g, 0,011 moles) y acetal dimetilico de 2-metilaminoacetaldehido (19,64 g, 0,165 moles),
se mezclaron uniformemente, se calentaron hasta reflujo a 140°C, y se agitaron durante 24 horas. Después, el
producto de reaccion se diluyd 5 veces con acetato de etilo, se lavo 3 veces con agua, se lavd 3 veces con salmuera
saturada, se concentro, y se separo a través de una columna de gel de silice (eluyente: éter de petréleo/acetato de
etilo), para dar 4,22 g de un producto soélido blanco, rendimiento 71,2%.

RMN 'H (400 MHz, CDCls) & ppm: 7,38 (2H, m), 7,19 (1H, d, J = 8,4 Hz), 4,85 (1H, m), 4,82 (1H, s), 4,53 (2H, d, J =
6,16 Hz), 4,49 (1H, m), 4,13 (2H, m), 3,72 (4H, m), 3,58 (2H, d, J = 5,2 Hz), 3,37 (6H, s), 2,95 (3H, s), 2,9 (4H, m),
1,32 (3H, t, J = 7,0 Hz, J = 7,28 Hz); EI-MS (m/z): 527,2 [M+H]".

Intermedio 4

11
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A un matraz de fondo redondo de dos bocas de 100 ml equipado con un termémetro y un condensador de reflujo, se
afadieron Intermedio 2 (5,0 g, 0,011 moles) y dimetoxietilamina (21,98 g, 0,165 moles), se mezclaron
uniformemente, se calentaron hasta reflujo a 168°C, y se agitaron durante 24 horas. Después, el producto de
reaccion se diluyd 5 veces con acetato de etilo, se lavé 3 veces con agua, se lavé 3 veces con salmuera saturada,
se concentrd, y se separo6 a través de una columna de gel de silice (eluyente: éter de petroleo/acetato de etilo), para
dar 3,63 g de un producto sélido blanco, rendimiento 74,6%.

RMN 'H (400 MHz, CDCls) & ppm: 7,37 (2H, m), 7,18 (1H, d, J = 8,4 Hz), 4,84 (2H, m), 4,51 (2H, d, J = 6,4 Hz), 4,12
(2H, m), 3,68-3,47(12H, brm), 3,3 (6H, s), 2,88 (4H, m), 1,31 (3H, t, J = 7,0 Hz, J = 7,28 Hz); EI-MS (m/z): 541,2
[M+H]".

Intermedio 5

Ci
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A un matraz de fondo redondo de dos bocas de 500 ml equipado con un termémetro y un condensador de reflujo, se
afadieron Intermedio 3 (4,22 g, 0,009 moles), etanol (90 ml) y una disoluciéon acuosa de hidréxido de sodio al 10%
(90 ml), se mezclaron uniformemente, se calentaron hasta reflujo a 90°C, y se agitaron durante 24 horas. Después,
el producto de reaccion se sometié a destilacion a vacio para eliminar el etanol, y se extrajo 3 veces con acetato de
etilo. Los extractos se combinaron, se lavaron 3 veces con salmuera saturada, se concentraron, y se separaron a
través de una columna de gel de silice (eluyente: éter de petréleo/acetato de etilo/metanol), para dar 3,61 g de un
producto oleoso, rendimiento 88,1%.

RMN 'H (400 MHz, CDCls) § ppm: 7,38 (2H, m), 7,19 (1H, d, J = 8,4 Hz), 4,85 (1H, m), 4,82 (1H, s), 4,53 (2H, d, J =
6,16 Hz), 4,49 (1H, m), 3,72 (4H, m), 3,58 (2H, d, J = 5,2 Hz), 3,37 (6H, s), 2,95 (3H, s), 2,9 (4H, m); EI-MS (m/z):
455,2 [M+H]".

Intermedio 6
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A un matraz de fondo redondo de dos bocas de 500 ml equipado con un termémetro y un condensador de reflujo, se
afadieron Intermedio 4 (5,41 g, 0,010 moles), etanol (100 ml) y una disolucién acuosa de hidréxido de sodio al 10%
(100 ml), se mezclaron uniformemente, se calentaron hasta reflujo a 90°C, y se agitaron durante 24 horas. Después,
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el producto de reaccion se sometié a destilacion a vacio para eliminar el etanol, y se extrajo 3 veces con acetato de
etilo. Los extractos se combinaron, se lavaron 3 veces con salmuera saturada, se concentraron, y se separaron a
través de una columna de gel de silice (eluyente: éter de petréleo/acetato de etilo/metanol), para dar 4,46 g de un
producto oleoso, rendimiento 95,0%.

RMN "H (400 MHz, CDCls) & ppm: 7,37 (2H, m), 7,18 (1H, d, J = 8,4 Hz), 4,84 (2H, m), 4,51 (2H, d, J = 6,4 Hz), 3,68-
3,47(12H, brm), 3,3 (6H, s), 2,88 (4H, m); EI-MS (m/z): 469,4 [M+H]".

Intermedio 7

Cl

A un matraz de fondo redondo de dos bocas de 500 ml equipado con un termémetro y un condensador de reflujo, se
afadieron Intermedio 2 (4,45 g, 0,010 moles), etanol (100 ml) y una disolucién acuosa de hidréxido de sodio al 10%
(100 ml), se mezclaron uniformemente, se calentaron hasta reflujo a 90°C, y se agitaron durante 24 horas. Después,
el producto de reaccion se sometié a destilacion a vacio para eliminar el etanol, y se extrajo 3 veces con acetato de
etilo. Los extractos se combinaron, se lavaron 3 veces con salmuera saturada, se concentraron, y se separaron a
través de una columna de gel de silice (eluyente: éter de petréleo/acetato de etilo/metanol), para dar 3,54 g de un
producto sélido espumoso blanco, rendimiento 95,0%.

RMN "H (400 MHz, CDCls) 8 ppm: 7,42 (1H, d, J = 1,12 Hz), 7,27 (2H, m), 5,75 (1H, s), 5,19 (1H, s), 4,58 (2H, s),
3,73 (4H, m), 3,01 (4H, m); EI-MS (m/z): 372,1 [M+H]".

(o

T

]
Boe O

Intermedio 8

A un matraz de fondo redondo de 1000 ml, se afiadieron acido 2R-piperidincarboxilico (8,0 g, 0,062 moles),
dicarbonato de di-terc-butilo (14,8 g, 0,068 moles), bicarbonato de sodio (26,04 g, 0,310 moles) y metanol (400 ml), y
se agitaron a temperatura ambiente durante 24 horas. Después, el producto de reaccion se sometié a destilacion a
vacio para eliminar el metanol, se disolvié con agua, se lavd 3 veces con éter etilico, se ajustd hasta pH = 2 con
hidrogenosulfato de potasio saturado, y se extrajo 3 veces con diclorometano. Los extractos se combinaron, se
lavaron 3 veces con salmuera saturada, se concentraron, y se separaron a través de una columna de gel de silice
(eluyente: éter de petrdleo/acetato de etilo/acido acético), para dar 12,48 g de un producto blanco, rendimiento
87,8%.

RMN "H (400 MHz, DMSO) § ppm: 12,71 (1H, s), 4,61 (1H, d, J = 28,8 Hz), 3,82 (1H, d, J = 12 Hz), 2,93 (1H, m),
2,06 (1H, s), 1,62 (3H, m), 1,39(11H, m); EI-MS (m/z): 229,1[M]".

(o

Boc O

Intermedio 9

A un matraz de fondo redondo de 1000 ml, se afadieron hidrocloruro de acido 2R-tiomorfolincarboxilico (10,0 g,
0,054 moles), dicarbonato de di-terc-butilo (13,0 g, 0,060 moles), bicarbonato de sodio (45,0 g, 0,536 moles) y
metanol (500 ml), y se agit6é a temperatura ambiente durante 24 horas. Después, el producto de reaccion se sometio
a destilacion a vacio para eliminar el metanol, se disolvié con agua, se lavé 3 veces con éter etilico, se ajustd hasta
pH = 2 con hidrogenosulfato de potasio saturado, y se extrajo 3 veces con diclorometano. Los extractos se
combinaron, se lavaron 3 veces con salmuera saturada, se concentraron, y se separaron a través de una columna
de gel de silice (eluyente: éter de petréleo/acetato de etilo/acido acético), para dar 8,63 g de un producto blanco,
rendimiento 64,6%.
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RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & ppm: 5,33 (1H, d, J = 90,4 Hz), 4,39 (1H, brm), 3,30 (2H, brm), 2,95 (1H, m), 2,71 (1H,
m), 2,53 (1H, m), 1,53 (9H, s); EI-MS (m/z): 247 1[M]".

Intermedio 10

Cl
Cl

N

|
(\
O ”n’ e

Boc

z)\_/)—%

A un matraz de fondo redondo de 25 ml, se afiadieron Intermedio 7 (540 mg, 1,45 mmoles), el intermedio 8 (332 mg,
1,45 mmoles), EDCI (418 mg, 2,18 mmoles), HOBt (294 mg, 2,18 mmoles), DIEA (374 mg, 2,9 mmoles) y
tetrahidrofurano (9 ml), y se agitaron a temperatura ambiente toda la noche. Después, el producto de reaccion se
sometié a destilacion a vacio para eliminar el disolvente, se disolvié con agua, y se extrajo 3 veces con acetato de
etilo. Los extractos se combinaron, se lavaron 3 veces con salmuera saturada, se concentraron, y se separaron a
través de una columna de gel de silice (eluyente: éter de petroleo/acetato de etilo), para dar 650 mg de un producto
sélido espumoso blanco, rendimiento 76,8%.

RMN 'H (400 MHz, DMSO) & ppm: 9,13 (1H, s), 8,63 (1H, s), 8,08 (1H, s), 7,64 (1H, d, J = 1,52 Hz), 7,27 (2H, m),
5,97 (1H, s), 4,56 (2H, d, J = 4,48 Hz), 4,39 (1H, d, J = 9,24 Hz), 3,76-3,22 (9H, brm), 2,87 (1H, s), 1,99 (1H, m), 1,74
(4H, m), 1,45(10H, m); EI-MS (m/z): 583,2 [M+H]".

Intermedio 11

Cl
Cl

N
|

z>\_/>—§

oS,

1
Boc O

A un matraz de fondo redondo de 25 ml, se afadieron Intermedio 7 (540 mg, 1,45 mmoles), Intermedio 9 (359 mg,
1,45 mmoles), EDCI (418 mg, 2,18 mmoles), HOBt (294 mg, 2,18 mmoles), DIEA (374 mg, 2,9 mmoles) y
tetrahidrofurano (9 ml), y se agitaron a temperatura ambiente toda la noche. Después, el producto de reaccion se
sometié a destilacion a vacio para eliminar el disolvente, se disolvié con agua, y se extrajo 3 veces con acetato de
etilo. Los extractos se combinaron, se lavaron 3 veces con salmuera saturada, se concentraron, y se separaron a
través de una columna de gel de silice (eluyente: éter de petroleo/acetato de etilo), para dar 688 mg de un producto
sélido espumoso blanco, rendimiento 78,8%.

RMN "H (400 MHz, CDCls) 8 ppm: 7,42 (1H, d, J = 1,12 Hz), 7,27 (2H, m), 5,75 (1H, s), 5,19 (1H, s), 4,58 (2H, s),
3,95-3,44(10H, brm), 3,12 (1H, m), 2,82 (2H, m), 2,43 (2H, m), 1,92 (9H, s); EI-MS (m/z): 601,1 [M+H]".

Intermedio 12

OH
RN

)\

HO

Se pusieron en un mortero acido 2-aminonicotinico (5 g, 0,036 moles) y urea (9 g, 0,150 moles), se molieron
finamente y se mezclaron uniformemente. La mezcla resultante se verti6 en una capsula de porcelana de
evaporacion, se calentd en un manto calefactor mientras se continuaba la agitacion, y se fundié cuando la
temperatura se elevd hasta 185°C. Se calenté adicionalmente hasta 210°C, y se mantuvo a esta temperatura
durante 15 minutos. Después, se apago la energia. El producto de reaccion se enfrio, se disolvio en 100 ml de
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disolucién acuosa de NaOH 2 moles/l, y después se calenté hasta 80°C hasta la disolucién total, seguido de la

adicion gota a gota de acético acido hasta neutralidad, para dar 3,2 g de un producto cristalino blanco, rendimiento
54,2%.

RMN "H (400 MHz, DMSO) & ppm: 11,69 (1H, s), 11,48 (1H, s), 8,61 (1H, m), 8,27 (1H, m), 7,26 (1H, m).
Intermedio 13
cl
N7 e

|
Cl/kN/ ~N7

A un matraz de fondo redondo de dos bocas de 500 ml equipado con un termémetro y un condensador de reflujo, se
afadieron Intermedio 12 (10,0 g, 0,061 moles) y oxicloruro de fésforo (200 ml), se mezclaron uniformemente, se
calentaron hasta reflujo a 105°C y, se agitaron durante 24 horas. Después, el producto de reaccidon se someti6 a
destilacién a vacio para eliminar el oxicloruro de fésforo. La sustancia melosa que queda se vertio sobre 200 g de
hielo picado, y se extrajo inmediatamente 3 veces con cloroformo, 150 ml cada vez. Los extractos se combinaron, se
lavaron 3 veces con salmuera saturada, se concentraron, y se separaron a través de una columna de gel de silice
(eluyente: éter de petroleo/acetato de etilo), para dar 10,36 g de un producto soélido blanco, rendimiento 84,9%.

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & ppm: 9,34 (1H, m), 8,66 (1H, m), 7,76 (1H, m); EI-MS (m/z): 199,0[M]".
Intermedio 14

Cl

Cli

NH
NS
PP
Cl N N

A un matraz de fondo redondo de dos bocas de 250 ml equipado con un termémetro y un embudo de presion
constante, se afiadieron Intermedio 13 (10,36 g, 0,052 moles), N,N-diisopropiletilamina (7,35 g, 0,057 moles) y 1,2-
dicloroetano (80 ml); al embudo de presion constante, se cargd una disolucion de 2,4-diclorobencilamina (10,03 g,
0,057 moles) en 1,2-dicloroetano (10 ml), y se afiadio lentamente gota a gota a -10°C. Tras terminar la adicion gota a
gota, el sistema se agité toda la noche. El sélido precipitado se filtrd, y la torta del filtro se purifico a través de una
columna de gel de silice (eluyente: éter de petroleo/acetato de etilo), para dar 16,35 g de un producto sélido blanco,
rendimiento 92,6%.

RMN "H (400 MHz, DMSO) § ppm: 9,57 (1H, m), 9,03 (1H, m), 8,79 (1H, m), 7,69 (1H, m), 7,64 (1H, m), 7,45 (2H,
m), 4,79 (2H, d, J = 5,2 Hz); EI-MS (m/z): 339,2 [M+H]".

Intermedio 15

Cl

A un matraz de fondo redondo de dos bocas de 2000 ml equipado con un termémetro y un condensador de reflujo,
se afadieron Intermedio 14 (16,35 g, 0,048 moles), piperazina (8,27 g, 0,096 moles) y etanol (1200 ml), se
calentaron hasta 60°C y se agitaron durante 15 horas. Tras concentrar, el producto de reaccién se disolvié con 300
ml de diclorometano, se lavd 3 veces con salmuera saturada, y se purifico a través de una columna de gel de silice
(eluyente: acetato de etilo/metanol/amoniaco) para dar 13,86 g de un producto sélido blanco, rendimiento 74,2%.

RMN "H (400 MHz, DMSO) & ppm: 8,85 (1H, m), 8,66 (1H, m), 8,46 (1H, m), 7,63 (1H, m), 7,38 (2H, m), 7,10 (1H,
m), 4,73 (2H, d, J = 5,2 Hz), 3,63 (4H, s), 2,61 (4H, s); EI-MS (m/z): 389,2 [M+H]".

Intermedio 16
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Cl

A un matraz de fondo redondo de 100 ml, se afiadieron Intermedio 15 (1,28 g, 3,28 mmoles), Intermedio 9 (0,81 g,
3,28 mmoles), EDCI (0,94 g, 4,92 mmoles), HOBt (0,66 g, 4,92 mmoles), DIEA (0,85 g, 6,56 mmoles) y
tetrahidrofurano (40 ml), y se agitaron a temperatura ambiente toda la noche. Después, el producto de reaccién se
sometié a destilacion a vacio para eliminar el disolvente, se disolviéd con agua, y se extrajo 3 veces con acetato de
etilo. Los extractos se combinaron, se lavaron 3 veces con salmuera saturada, se concentraron, y se separaron a
través de una columna de gel de silice (eluyente: acetato de etilo/metanol/amoniaco), para dar 1,63 g de un producto
sélido espumoso blanco, rendimiento 80,5%.

RMN "H (400 MHz, CDCls) & ppm: 8,77 (1H, m), 8,02 (1H, m), 7,43 (1H, m), 7,31 (1H, m), 7,20 (1H, m), 7,05 (1H, m),
6,56 (1H, m), 4,85 (2H, d, J = 5,2 Hz), 4,02-3,44(10H, brm), 3,13 (1H, m), 2,83 (2H, m), 2,44 (2H, m), 2,02 (9H, s);
EI-MS (m/z): 618,2 [M+H]".

Ejemplo
Ejemplo 1:

1-{4-{4-[(2,4-diclorobencil)amino]-6-[(2,2-dimetoxietil)metilamino]pirimidin-2-il}piperazin-1-il}propanona  (Compuesto
1

El Intermedio 5 (300 mg, 0,66 mmoles), acido propidnico (54 mg, 0,73 mmoles), EDCI (190 mg, 0,99 mmoles), HOBt
(134 mg, 0,99 mmoles), DIEA (170 mg, 1,32 mmoles) se disolvieron en tetrahidrofurano (9 ml), y se agitaron a
temperatura ambiente toda la noche. Después, el producto de reaccién se sometié a destilacion a vacio para
eliminar el disolvente, se disolvié con agua, y se extrajo 3 veces con acetato de etilo. Los extractos se combinaron,
se lavaron 3 veces con salmuera saturada, se concentraron, se separaron a través de una columna de gel de silice
(eluyente: éter de petréleo/acetato de etilo/amoniaco), y se recristalizaron con acetato de etilo, n-hexano para dar un
producto sélido blanco.

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) 6 ppm: 7,39 (1H, d, J = 1,96 Hz), 7,35 (1H, d, J = 7,84 Hz), 7,20 (1H, d, J = 8,4 Hz), 4,85
(1H, s), 4,53 (2H, d, J = 6,2 Hz), 4,50 (1H, t, J = 5,04 Hz, J = 4,76 Hz), 3,71-3,47(10H, brm), 3,37 (6H, s), 2,96 (3H,
s), 2,41 (1H, m), 1,19 (3H, m); EI-MS (m/z): 511,3 [M+H]".

Ejemplo 2

1-{4-{4-[(2,4-diclorobencil)amino]-6-[(2,2-dimetoxietil)metilamino]pirimidin-2-il}piperazin-1-il}-2-metilpropanona
(Compuesto 2)
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Cl

El Intermedio 5 y el acido isobutirico se usaron como materias primas para llevar a cabo las etapas segun el Ejemplo
1, para dar un producto sélido blanco.

RMN "H (400 MHz, CDCls) & ppm: 7,3 (1H, d, J = 2,00 Hz), 7,3 (1H, d, J = 8,12 Hz), 7,20 (1H, dd, J = 2,24 Hz, J =
2,36 Hz), 4,85 (1H, s), 4,53 (2H, d, J = 6,44 Hz), 4,50 (1H, t, J = 5,36 Hz, J = 5,32 Hz), 3,75-3,50(10H, brm), 3,37
(6H, s), 2,96 (3H, s), 2,84 (1H, m), 1,16 (6H, d, J = 6,72 Hz); EI-MS (m/z): 525,3 [M+H]".

Ejemplo 3

1-{4-{4-[(2,4-diclorobencil)amino]-6-[(2,2-dimetoxietil)metilamino]pirimidin-2-il}piperazin-1-il}-3-metiltiopropanona
(Compuesto 3)

El Intermedio 5 y el acido 3-metiltiopropioénico se usaron como materias primas para llevar a cabo las etapas segun
el Ejemplo 1, para dar un producto sélido blanco.

RMN 'H (400 MHz, CDCls) 8 ppm: 7,39 (1H, d, J = 1,96 Hz), 7,35 (1H, d, J = 8,12 Hz), 7,20 (1H, dd, J = 1,96 Hz, J =
2,24 Hz), 4,85 (1H, s), 4,53 (2H, d, J = 6,16 Hz), 4,48 (1H, t), 3,76-3,46(10H, brm), 3,37 (6H, s), 2,96 (3H, s), 2,86
(2H, 1, J = 7,00 Hz, J = 7,84 Hz), 2,68 (2H, t, J = 8,12 Hz, J = 7,04 Hz), 2,16 (3H, s); EI-MS (m/z): 557,2 [M+H]".

Ejemplo 4
1-{4-{4-[bis(2-metoxietil)amino]-6-(2,4-diclorobencilamino)-pirimidin-2-il}piperazin-1-il}propanona (Compuesto 4)

Cl
Cl

e

|
N)jfo
]/
N

El Intermedio 6 y acido propidnico se usaron como materias primas para llevar a cabo las etapas segun el Ejemplo
1, para dar un producto sélido blanco.

RMN 'H (400 MHz, CDCls) & ppm: 7,38 (1H, d, J = 1,96 Hz), 7,34 (1H, d, J = 8,4 Hz), 7,20 (1H, dd, J = 1,96 Hz, J =
2,24 Hz), 4,88 (1H, s), 4,52 (2H, d, J = 6,44 Hz), 3,73-3,59(10H, brm), 3,49-3,44 (6H, brm), 3,30 (6H, s), 2,39 (2H, q,
J=7,56Hz, J=7,32Hz, J=7,56 Hz), 1,19 (3H, t, J = 7,32 Hz, J = 7,56 Hz); EI-MS (m/z): 525,0 [M+HT".
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Ejemplo 5

1-{4-{4-[bis(2-metoxietil)amino]-6-(2,4-diclorobencilamino)-pirimidin-2-il}piperazin-1-il}-2-metilpropanona (Compuesto

5)

El Intermedio 6 y acido isobutirico se usaron como materias primas para llevar a cabo las etapas segun el Ejemplo 1,
para dar un producto sélido blanco.

RMN "H (400 MHz, CDCls) & ppm: 7,38 (1H, d, J = 1,96 Hz), 7,34 (1H, d, J = 8,4 Hz), 7,20 (1H, dd, J = 1,96 Hz, J =
2,24 Hz), 4,88 (1H, s), 4,52 (2H, d, J = 6,2 Hz), 3,72-3,46(16H, brm), 3,30 (6H, s), 2,84 (1H, m), 1,16 (6H, d, J = 6,76
Hz); EI-MS (m/z): 539,1 [M+H]".

Ejemplo 6

1-{4-{4-[bis(2-metoxietil)amino]-6-(2,4-diclorobencilamino)-pirimidin-2-il}piperazin-1-il}-3-metiltiopropanona
(Compuesto 6)

5,

N

ous
IUSAad!

O

X

Cl
N

/

S

Intermedio 6 y acido 3-metiltiopropidnico se usaron como materias primas para llevar a cabo las etapas segun el
Ejemplo 1, para dar un producto sélido blanco.

RMN 'H (400 MHz, CDCls) & ppm: 7,38 (1H, d, J = 1,96 Hz), 7,34 (1H, d, J = 8,4 Hz), 7,20 (1H, dd, J = 1,68 Hz, J =
1,96 Hz), 4,88 (1H, s), 4,51 (2H, d, J = 6,2 Hz), 3,74-3,47(16H, brm), 3,30 (6H, s), 2,86 (2H, t, J = 7,28 Hz, J = 7,84
Hz), 2,67 (2H, t, J = 7,84 Hz, J = 6,96 Hz), 2,15 (3H, s); EI-MS (m/z): 571,2 [M+H]".

Ejemplo 7

{4-{4-[bis(2-metoxietil)Jamino]-6-(2,4-diclorobencilamino)-pirimidin-2-il}piperazin-1-il}ciclohexilmetanona (Compuesto

7)
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El Intermedio 6 y el acido ciclohexilcarboxilico se usaron como materias primas para llevar a cabo las etapas segun
el Ejemplo 1, para dar un producto sélido blanco.

RMN "H (400 MHz, CDCl3) 5 ppm: 7,38 (1H, d, J = 1,96 Hz), 7,34 (1H, d, J = 8,12 Hz), 7,20 (1H, dd, J = 1,96 Hz, J =
1,96 Hz), 4,88 (1H, s), 4,83 (1H, s), 4,52 (2H, d, J = 6,16 Hz), 3,75-3,46(16H, brm), 3,30 (6H, s), 2,50 (1H, m), 1, 82
(5H, m), 1,55 (2H, m), 1,27 (3H, m); EI-MS (m/z): 579,1 [M+H]".

Ejemplo 8

(R)-{4-{4-cloro-6-[(2,4-diclorobencil)amino]pirimidin-2-il}piperazin-1-il}(piperidin-2-il)metanona (Compuesto 8)

Cl
CI
NH
l\i =
oNSAN
g N
N
O

Se disolvié Intermedio 10 (300 mg, 0,514 mmoles) en 4 ml de diclorometano, al que se afiadi6 1 ml de acido
trifluoroacético, y se agité a temperatura ambiente durante 2 horas. El producto de reaccion se concentro, al que se
afnadi6 10 ml de agua, seguido de la extraccion 3 veces con diclorometano. Los extractos se combinaron, se lavaron
2 veces con salmuera saturada, y se purificaron a través de una columna de gel de silice (eluyente: acetato de
etilo/metanol/amoniaco), para dar un producto sélido blanco.

RMN 'H (400 MHz, DMSO) & ppm: 9,13 (1H, s), 8,63 (1H, s), 8,08 (1H, s), 7,64 (1H, d, J = 1,52 Hz), 7,27 (2H, m),
5,97 (1H, s), 4,56 (2H, d, J = 4,48 Hz), 4,39 (1H, d, J = 9,24 Hz), 3,76-3,22 (9H, brm), 2,87 (1H, s), 1,99 (1H, m), 1,74
(4H, m), 1,48 (1H, m); EI-MS (m/z): 483,2 [M+H]".

Ejemplo 9

(R)-{4-{4-cloro-6-[(2,4-diclorobencil)amino]pirimidin-2-il}piperazin-1-il}(tiomorfolin-3-i)metanona (Compuesto 9)

Cl

Cl
NH

[;j}( Oujli\)mj\m

El Intermedio 11 se us6 como materia prima para llevar a cabo las etapas segun el Ejemplo 8, para dar un producto
sélido blanco.

RMN "H (400 MHz, CDCls) 8 ppm: 7,42 (1H, d, J = 1,12 Hz), 7,27 (2H, m), 5,75 (1H, s), 5,19 (1H, s), 4,58 (2H, s),
3,95-3,44(10H, brm), 3,12 (1H, m), 2,82 (2H, m), 2,43 (2H, m); EI-MS (m/z): 501,1 [M+H]".

Ejemplo 10 (no segun la invencion)

1-{4-{4-[(2,4-diclorobencil)amino]pirido[2,3-d]pirimidin-2-il}piperazin-1-il}propanona (Compuesto 10)
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Cl

Cl
NH

N7
N
X

El Intermedio 15 y acido propionico se usaron como materias primas para llevar a cabo las etapas segun el Ejemplo
1, para dar un producto sélido blanco.

RMN 'H (400 MHz, CDCls) 8 ppm: 8,76 (1H, m), 8,07 (1H, d, J = 7,28 Hz), 7,42 (1H, d, J = 2,24 Hz), 7,35 (1H, d, J =
8,4 Hz), 7,2 (1H, m), 7,05 (1H, m), 6,61 (1H, s), 4,86 (2H, d, J = 5,92 Hz), 3,97 (4H, d, J = 19,32 Hz), 3,66 (2H, m),
3,50 (2H, m), 2,43 (2H, ), 1,20 (3H, t); EI-MS (m/z): 444,9 [M+H]".

Ejemplo 11 (no segun la invencion)
1-{4-{4-[(2,4-diclorobencil)amino]pirido[2,3-d]pirimidin-2-il}piperazin-1-il}-2-metilpropanona (Compuesto 11)
Cl

N

/Jl\
/LH,ONN

El Intermedio 15 y acido isobutirico se usaron como materias primas para llevar a cabo las etapas segun el Ejemplo
1, para dar un producto sélido blanco.

AN
-

RMN 'H (400 MHz, CDCls) & ppm: 8,77 (1H, m), 8,02 (1H, d, J = 7,56 Hz), 7,42 (1H, d, J = 1,96 Hz), 7,35 (1H, d, J =
8,16 Hz), 7,21 (1H, m), 7,05 (1H, m), 6,49 (1H, s), 4,86 (2H, d, J = 5,6 Hz), 3,98 (4H, d, J = 21,56 Hz), 3,66 (2H, m),
3,54 (2H, m), 2,86 (1H, m), 1,17 (6H, d, J = 6,72 Hz); EI-MS (m/z): 459,2 [M+H]".
Ejemplo 12 (no segun la invencion)
Ciclohexil{4-{4-[(2,4-diclorobencilJamino]pirido[2,3-d]pirimidin-2-il} piperazin-1-il}metanona (Compuesto 12)

Ck

Ci
N

CHTO/LN N

El Intermedio 15 y acido ciclohexilcarboxilico se usaron como materias primas para llevar a cabo las etapas segun el
Ejemplo 1, para dar un producto sélido blanco.

~3
Z

RMN 'H (400 MHz, CDCls) 8 ppm: 8,76 (1H, m), 8,05 (1H, d, J = 7,00 Hz), 7,41 (1H, d, J = 1,96 Hz), 7,35 (1H, d, J =
8,12 Hz), 7,21 (1H, m), 7,04 (1H, m), 6,56 (1H, s), 4,86 (2H, d, J = 5,88 Hz), 3,96 (4H, d, J = 20,76 Hz), 3,65 (2H, s),
3,52 (2H, s), 2,51 (1H, m), 1,83 (5H, m), 1,52 (2H, m), 1,28 (3H, m); EI-MS (m/z): 499,1 [M+HT".
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Ejemplo 13 (no segun la invencion)
4-[(2,4-diclorobencil)amino]-2-(4-propilpiperazin-1-il)pirido[2,3-d]pirimidina (Compuesto 13)
Cl

Cl

N
|

N
NN N”
/\/N\)

El Intermedio 15 (400 mg, 1,03 mmoles), 1-bromopropano (139 mg, 1,13 mmoles) y DIEA (146 mg, 1,13 mmoles) se
disolvieron en NMP (10 ml), y se agitaron a temperatura ambiente toda la noche. Después, el producto de reaccién
se diluyé 5 veces con acetato de etilo, se lavd 6 veces con agua, se lavé 3 veces con salmuera saturada, se
concentro, se separod a través de una columna de gel de silice (eluyente: acetato de etilo/metanol/amoniaco), y se
recristalizé con acetato de etilo, para dar un producto sélido blanco.

RMN 'H (400 MHz, CDCls) 8 ppm: 8,74 (1H, m), 7,90 (1H, d, J = 6,72 Hz), 7,41 (1H, d, J = 2,24 Hz), 7,36 (1H, d, J
8,12 Hz), 7,21 (1H, m), 6,99 (1H, m), 6,18 (1H, s), 4,86 (2H, d, J = 5,6 Hz), 3,97 (4H, s), 2,48 (4H, s), 2,36 (2H, t, J
7,56 Hz, J = 7,84 Hz), 1,57 (2H, m), 0,95 (3H, t, J = 7,28 Hz, J = 7,56 Hz); EI-MS (m/z): 431,2 [M+H]".

Ejemplo 14 (no segun la invencion)
(R)-{4-{4-[(2,4-diclorobencil)Jamino]pirido[2,3-d]pirimidin-2-il}piperazin-1-il}(tiomorfolin-3-il)metanona (Compuesto 14)
Ci

Ci

N

=
I e

>_
N
=

(I

El Intermedio 16 se us6 como materia prima para llevar a cabo las etapas segun el Ejemplo 8, para dar un producto
sélido blanco.

RMN "H (400 MHz, CDCls) & ppm: 8,79 (1H, m), 7,93 (1H, dd, J = 1,96 Hz, J = 1,68 Hz), 7,44 (1H, d, J = 1,96 Hz),
7,34 (1H, d, J = 8,4 Hz), 7,22 (1H, m), 7,05 (1H, m), 6,26 (1H, t), 4,86 (2H, d, J = 5,88 Hz), 4,09-3,44 (10H, brm), 3,14
(1 H, m), 2,82 (2H, m), 2,44 (2H, m); EI-MS (m/z): 518,3 [M+H] .

La actividad antagonista de CCR4 de los compuestos de la presente invencion se puede ensayar usando el siguiente
método.

Ejemplo 15: Evaluacion de la actividad antagonista de CCR,4 de los compuestos de la presente invencion

Usando la camara de Boyden (Neuro Probe, Inc.), se estudio si los compuestos 1-9 de la presente invencion pueden
inhibir o no la respuesta quimiotactica de células HEK293 mediada por MDC (Peprotech).

1. Construccién del plasmido de expresion del receptor:

Los fragmentos de ADNCc, incluyendo el marco de lectura abierto del receptor de quimiocinas humano, se obtuvieron
mediante el siguiente método: el receptor CCR4 se cloné a partir de una biblioteca de ADNc de células K562 a través
de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Los cebadores se disefiaron de acuerdo con la secuencia del
acceso de Gen-Bank™: CCR,4 (NM_005508.2). Los fragmentos de ADNc del marco de lectura abierto del receptor se
insertaron respectivamente en el vector de expresion pcDI (vector transformado en la camara: vector de expresion
eucariota obtenido sustituyendo un fragmento Bglll Kpnl del plasmido pcDNA3 (Invitrogen Corporation) por un
fragmento Bglll Kpnl del plasmido pCl (Promega Corporation)), para hacer que se expresen eficazmente en células
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HEK293. La secuenciacion del ADN mostré que la secuencia codificante era correcta, y consistente con la secuencia
del acceso de Gen-Bank™.

2. Cultivo celular:

Las células HEK293 se cultivaron en RPMI 1640 (Life Technologies, Inc.) que contiene suero fetal bovino al 10%
inactivado por calor, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina. Cada 4 x 10° células HEK293/400 pl se
transfectaron transitoriamente a través de electroporacion con 15 nug de plasmidos de expresion del receptor de
quimiocinas, en la condicion de 120 V durante 20 ms, siendo el instrumento usado un generador de pulso eléctrico
(Electro Square porator ECM 830, BTX, San Diego, CA). Después de 36-48 h, se llevd a cabo el ensayo
quimiotactico.

3. El efecto inhibidor sobre la respuesta quimiotactica de células HEK293 mediada por MDC/TARC/C27

Las quimiocinas MDC/TARC/C27 se diluyeron hasta 10 ng/ml con RPMI1640 (Life Technologies, Inc.), 0,1% de BSA
(Sigma), y se anadieron a orificios inferiores en una camara quimiotactica de 48 orificios, 27,5 pl cada orificio. Los
plasmidos de expresion eucariotas pCDI-CCR4 se desplazaron eléctricamente hacia células HEK293, y se cultivaron
normalmente durante 36 h. Las células se digirieron, se resuspendieron con RPMI1640, 10% de FBS (Life
Technologies, Inc.), y se sometieron a incubacion giratoria a 37°C durante 6,5 horas. Las células se lavaron dos
veces con RPMI1640, y se suspendieron en RPMI1640, 0,1% de BSA, con una concentracion final de 1 x 10%/ml.
Las células y el compuesto candidato disuelto en DMSO (Sigma) se sometieron a incubacion giratoria a temperatura
ambiente durante media hora, siendo la concentracion final del compuesto candidato 1 uM, y siendo la
concentracion final de DMSO 0,1%, y después se anadieron a orificios superiores en la camara quimiotactica, 55 pl
cada orificio. Las dos capas se separaron mediante una membrana de policarbono con un tamarfio de poros de 10
pum (Neuro Probe, Inc.). La reaccion quimiotactica se llevé a cabo en 5% de CO; a 37°C durante 5 horas. Hubo tres
grupos de control en el experimento, en el que el primer grupo fue el control positivo, en el que las células
transfectadas se afiadieron directamente a los orificios superiores sin incubarlas con el compuesto candidato,
mientras que las quimiocinas MDC/TARC/C27 se anadieron a los orificios inferiores. El segundo grupo fue el control
negativo, en el que las células transfectadas se afiadieron directamente a los orificios superiores sin incubarlas con
el compuesto candidato, mientras que se afadieron a los orificios inferiores RPMI1640, 0,1% de BSA. El tercer
grupo fue el control con disolvente DMSO del compuesto candidato, en el que las células transfectadas y el DMSO
se incubaron a temperatura ambiente, siendo la concentracién final de DMSO 0,1%, mientras que las quimiocinas
MDC/TARC/C27 se afadieron a los orificios inferiores. Tras terminar la reaccién quimiotactica, se retiré la
membrana, se fijo y se tifig, y, a un aumento elevado de 400X, se seleccionaron al azar cinco horizontes para contar
las células, que entonces se sumaron. La relacién de la suma de los nimeros de células en cinco horizontes a un
aumento elevado en cada grupo experimental a la suma de los ndmeros de células en cinco horizontes a un
aumento elevado en el grupo del control negativo se obtiene como indice Quimiotactico (Cl). La tasa de inhibicién
quimiotactica se calculé como sigue:

1 indice quimiotacticodelascélulascoincubadas conelcompuesto

100% x
ox( indice quimiotacticodelascélulascoincubadasconDMSO

)

Los compuestos 1-9 de la presente invencién pudieron inhibir preferiblemente la respuesta quimiotactica de células
HEK293 mediada por MDC/TARC/C27.

Compuesto Tasa de inhibicion de MDC Tasa de inhibicion de TARC Tasa de inhibicion de C27
1 36,29% 46,43% 25,28%
2 36,10% 41,71% 39,03%
3 35,48% 58,29% 43,87%
4 54,87% 45,25% 34,57%
5 54,51% 39,11% 40,15%
6 19,35% 55,68% 51,16%
7 29,96% 51,02% 37,92%
8 79,17% 60,41% 69,77%
9 22,22% 10,41% 39,53%

10* 32,26% 59,78% 38,29%
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11* 32,26% 61,43% 35,19%
12* 57,22% 61,08% 6,17%
13* 48,79% 35,20% 16,67%
14* 62,10% 73,57% 30,48%

* no segun la invencion

Ejemplo 16: Evaluacion de la actividad de los compuestos de la presente invenciéon en un experimento
modelo de rinitis de ratones

Experimento modelo de rinitis de ratones
Método:

Ratones BALB/c hembras (6-8 semanas) se sensibilizaron con ovoalbimina de pollo (OVA, Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, USA). El compuesto de la presente invencion (por ejemplo, el compuesto del Ejemplo 8) se administré a la
mucosa nasal, a una dosis de 1 pg/kg. Como control positivo, se usé el farmaco hormonal glucocorticoide
budesonida, un farmaco clinico de primera linea, a una dosis de 1,28 mg/kg. Mientras, se proporcion6 un grupo
normal en el que los ratones no se sensibilizaron y a los que no se les administrd, y un grupo de OVA en el que los
ratones se sensibilizaron y a los que no se les administré. Se detectaron los siguientes cinco indicadores: el nimero
de estornudos, el nimero de rascados nasales en 10 min. tras la administracion; el nivel de IL-4 en el fluido del
lavado broncoalveolar; el nivel de IgE del suero; la puntuacion de la inflamacion del tejido pulmonar. La puntuacion
de la inflamacioén del tejido pulmonar se puntué de acuerdo con un método monoenmascarado: la inflamacion se
dividi6 en cuatro niveles de leve a severa, marcada como puntuaciones de 0-3: representando 0, ninguna
inflamacién detectada; representando 1, células inflamatorias ocasionales que son visibles; representando 2, los
bronquios o los vasos sanguineos estan rodeados de eosindfilos, pero menos de cinco capas celulares;
representando 3, los bronquios o los vasos sanguineos estan rodeados por un gran numero de eosinofilos, con cinco
0 mas capas celulares.

Resultados:

Los resultados se dieron en la tabla mas abajo. En términos del nimero de estornudos, el grupo de tratamiento con
el compuesto del Ejemplo 8 y el grupo de tratamiento con budesonida mostraron cada uno un ndmero que fue
significativamente menor que el del grupo sensibilizado con OVA, y ligeramente mayor que el del grupo de control
normal, indicando que el compuesto del Ejemplo 8 y la budesonida pudieron reducir significativamente el nimero de
estornudos de los ratones, y sus efectos fueron casi los mismos. En términos del nimero de rascado nasal, el grupo
de tratamiento con el compuesto del Ejemplo 8 mostré un nimero que fue mucho menor que el de cualquiera de los
otros grupos, indicando que el compuesto de la presente invencién pudo reducir el nimero de rascados nasales en
el modelo de rinitis de ratones. En términos del nivel de IL-4 en el fluido del lavado broncoalveolar, el grupo de
tratamiento con el compuesto del Ejemplo 8 y el grupo de tratamiento con budesonida mostraron cada uno un nivel
que fue significativamente menor que el del grupo sensibilizado con OVA, y proximo al del grupo de control normal,
indicando que el compuesto de la presente invencion y budesonida pudieron reducir significativamente el nivel de IL-
4 en el pulmodn de los ratones, y sus efectos fueron casi los mismos. En términos del nivel de IgE del suero, el grupo
sensibilizado con OVA, el grupo de tratamiento con budesonida y el grupo de tratamiento con el compuesto Ejemplo
8 mostraron niveles bastante similares, y todos ellos fueron mayores que el del grupo de control normal, indicando
que ni el compuesto de la presente invencidon ni budesonida tuvieron una accion sobre la reduccion de IgE en el
modelo de rinitis de ratones. En términos de puntuacion de la inflamacion del tejido pulmonar, el grupo de
tratamiento con el compuesto Ejemplo 8 y el grupo de tratamiento con budesonida mostraron cada uno una
puntuacion que fue menor que la del grupo sensibilizado con OVA, y mayor que la del grupo de control normal,
indicando que tanto el compuesto de la presente invencién como la budesonida pudieron reducir la inflamacién
pulmonar de los ratones con rinitis, y sus efectos fueron proximos entre si.

Para resumir, en el modelo de rinitis de ratones, el compuesto de la presente invenciéon, a una dosis baja (1 ug/kg),
pudo lograr el efecto terapéutico que se pudo lograr mediante budesonida solamente a una dosis elevada (1,28

mg/kg).
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Tabla 3: Efecto del compuesto del Ejemplo 8 en el experimento del modelo de rinitis de ratones

Normal OVA Budesonida Compuesto del Ejemplo 8
Estornudo (veces/10 min.) 245+1,8 51,7 £6,0 31,7+4,0 29,0+ 3,5
Rascado nasal (veces/10 min.) 10,7+0,5 10,5+1,2 12,0+1,3 8,0+0,6
IL-4 (pg/ml) 3405 10,1+ 1,9 29+15 3,7+0,3
IgE (ng/ml) 455+ 72 2853 + 32 2822 + 51 2861 + 49
Puntuacion de la inflamacion 0,8+04 2,8+04 1,5+0,6 22+04
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de férmula |,

Ry
Rs\N,(J)n
9
(\N)\B/ )I(,Rz
R{L)Fnz’N\) R

en la que:

dos cualquiera de A, By D son Ny el otro es CH;
Z se selecciona del grupo que consiste en -CH,-, -C(O)- y -S(O)-;
X es halégeno o N, con la condicidon de que cuando X es halégeno, Ry Rz en la féormula | estan ausentes;

R1 y Ry se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en H, alquilo lineal o
ramificado que tiene 1 a 6 atomos de carbono, heteroalquilo de C1-C6 lineal o ramificado que contiene 1 a
2 heteroatomos seleccionados independientemente del grupo que consiste en O, Ny S; o

R1y Rz, junto con N al que estan unidos, forman un heterocicloalquilo de 5 a 8 miembros que contiene 1 a 2
heteroatomos seleccionados independientemente del grupo que consiste en O, Ny S;

Rs3 y R4 se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en H, arilo, heteroarilo, arilo
condensado o heteroarilo condensado que contiene 5 a 10 atomos; en los que dicho arilo, heteroarilo, arilo
condensado o heteroarilo condensado esta opcional e independientemente mono-, di- o poli-sustituido con
un sustituyente seleccionado del grupo que consiste en halégeno, ciano, trifluorometilo, hidroxi y nitro;

Rs se selecciona del grupo que consiste en alquilo lineal o ramificado que tiene 1 a 6 atomos de carbono,
heteroalquilo de C1-C6 lineal o ramificado que contiene 1 a 2 heteroatomos seleccionados
independientemente del grupo que consiste en O, N y S, cicloalquilo que contiene 4 a 8 atomos de carbono,
heterocicloalquilo de 5 a 8 miembros que contiene 1 a 2 heteroatomos seleccionados independientemente
del grupo que consiste en O, Ny S;

m y n son cada uno independientemente 0, 1 o0 2;

0 un racemato o un estereoisémero, o una sal o solvato farmacéuticamente aceptables del mismo.

2. El compuesto o un racemato o un estereoisémero o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo
segun la reivindicacion 1, en el que el arilo se selecciona del grupo que consiste en fenilo, naftilo, antrilo, fenantrilo,

indenilo, fluorenilo y acenaftilenilo.

3. El compuesto o un racemato o un estereocisémero o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo
segun la reivindicacion 1, en el que el heteroarilo se selecciona del grupo que consiste en: piridilo, pirrolilo, furilo,
tienilo, pirazolilo, imidazolilo, tiazolilo, oxazolilo, isoxazolilo, indolilo, benzofuranilo, carbazolilo, piridazinilo, pirazinilo,

quinolilo, isoquinolilo, purinilo, fenotiazinilo y fenoxazinilo.

4. El compuesto de formula | o un racemato o un estereocisémero o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable
del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el compuesto se selecciona del grupo que

consiste en:

1-{4-{4-[(2,4-diclorobencil)amino]-6-[(2,2-dimetoxietil)metilamino] pirimidin-2-il}piperazin-1-il}propanona;

1-{4-{4-[(2,4-diclorobencil)amino]-6-[(2,2-dimetoxietil)metilamino]pirimidin-2-il}piperazin-1-il}-2-
metilpropanona;

1-{4-{4-[(2,4-diclorobencil)amino]-6-[(2,2-dimetoxietil)metilamino]pirimidin-2-il}piperazin-1-il}-3-
metilthiopropanona;

1-{4-{4-[bis(2-metoxietil)amino]-6-(2,4-diclorobencilamino)-pirimidin-2-il}piperazin-1-il}propanona;

1-{4-{4-[bis(2-metoxietil)Jamino]-6-(2,4-diclorobencilamino)-pirimidin-2-il}piperazin-1-il}-2-metilpropanona;
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1-{4-{4-[bis(2-metoxietil)Jamino]-6-(2,4-diclorobencilamino)-pirimidin-2-il}piperazin-1-il}-3-metiltiopropanona;
{4-{4-[bis(2-metoxietil)amino]-6-(2,4-diclorobencilamino)-pirimidin-2-il}piperazin-1-il}ciclohexilmetanona;
(R)-{4-{4-cloro-6-[(2,4-diclorobencil)amino]pirimidin-2-il}piperazin-1-il}(piperidin-2-il)metanona; y
(R)-{4-{4-cloro-6-[(2,4-diclorobencil)amino]pirimidin-2-ilpiperazin-1-il}(tiomorfolin-3-i)metanona.

5. Un método para preparar el compuesto de formula | o un racemato o un estereoisémero o una sal o solvato
farmacéuticamente aceptable del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende las
etapas de:

10

15

20

25

1) hacer reaccionar 2,4,6-tricloropirimidina con piperazina monoprotegida en presencia de un agente de unién
a acidos, para dar un compuesto de férmula 1,

cl
i
N 87 e
N
1

en la que A, B y D son como se definen en la formula | de la reivindicacion 1, P es un grupo protector de
nitrégeno;

2) hacer reaccionar el compuesto de féormula 1 con una amina sustituida con Rsz y con -(CHz)r-Rs en
presencia de un agente de union a acidos, para dar un compuesto de féormula 2,

Ry

Min

ATD

Rs.
N

en la que A, B, D, R3, Rs y n son como se definen en la formula | de la reivindicacion 1, P es un grupo
protector de nitrégeno;

3) hacer reaccionar el compuesto de formula 2 con una amina sustituida con Ry y R, en presencia de un
agente de unién a acidos, para dar un compuesto de férmula 3,

Rs
Rs\N/a)n
i
Ny
P,N\) R,
3

en la que A, B, D, Ry, Rz, R3, R4 y n son como se definen en la férmula | de la reivindicacién 1, P es un grupo
protector de nitrégeno;

4) eliminar el grupo protector P del compuesto de férmula 3, y entonces hacerlo reaccionar con acido
carboxilico, haluro de acilo, cloruro de sulfonilo o hidrocarburo halogenado sustituido con Rs, para dar un
compuesto de féormula 4,
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R4

3o B
s
S RAS
Rs’Q\Z’N\) R

R

m

4
en la que A, B, D, Ry, Rz, R3, R4, Rs, n'y m son como se definen en la formula | de la reivindicacion 1;
o

5) cuando X es haldgeno, el compuesto de formula | se prepara segun la siguiente ruta de reaccion:
eliminando el grupo protector P del compuesto de formula 2, y haciéndolo reaccionar con acido carboxilico,
haluro de acilo, cloruro de sulfonilo o hidrocarburo halogenado sustituido con Rs, para dar un compuesto de
formula 5,

R4

Rs In

N
A3
(NTE
RS’(/)PnZ'N\)
5

en la que A, B, D, Z, Rs, R4, Rs, n y m son como se definen en la formula | de la reivindicacion 1.

6. Una composiciéon farmacéutica que comprende el compuesto de formula | o un racemato o un estereoisémero o
una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, y al
menos un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable.

7. Uso del compuesto de formula | o un racemato o un estereocisémero o una sal o solvato farmacéuticamente
aceptable del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la preparacion de un medicamento para
el tratamiento o prevencion de enfermedad o trastorno relacionado con CCRa.

8. El compuesto de férmula | o un racemato o un estereoisémero o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable
del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, para uso en el tratamiento o prevencion de
enfermedad o trastorno relacionado con CCRas.
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