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DESCRIPCION
Compuestos a base de tiopirimidina y usos de los mismos
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencion se refiere compuestos basados en tiopirimidina a que son inhibidores de quinasas de
proteina, incluyendo las quinasas JAK. En particular, los compuestos son selectivos para las quinasas JAK1, JAK2 o
JAK3 y combinaciones de las mismas tales como JAK1 y JAK2. Los inhibidores de la quinasa pueden usarse en el
tratamiento de enfermedades asociadas con la quinasa, tales como enfermedades inmunoldgicas e inflamatorias
que incluyen trasplantes de érganos; enfermedades hiperproliferativas que incluyen cancer y enfermedades mielo-
proliferativas; enfermedades virales; enfermedades metabdlicas; y enfermedades vasculares.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] Las JAK son quinasas que fosforilan un grupo de proteinas llamadas transduccion de sefiales y activadores
de la transcripcion o STAT. Cuando se fosforilan, las STAT se dimerizan, se translocan al nucleo y activan la
expresion de genes que conducen, entre otras cosas, a la proliferacion celular, como la proliferacion de células
endoteliales y células del musculo liso, y causan hipertrofia de los miocitos cardiacos.

[0003] Una revision de la literatura de JAK/STAT ofrece un fuerte apoyo a la hipétesis de que esta via es importante
para el reclutamiento y la clasificacion de la respuesta inmune del huésped a agresiones ambientales, tales como la
infeccion viral y bacteriana. La informacion acumulada de los experimentos de desactivacion de genes ha subrayado
la importancia de los miembros de la familia JAK para la sefializacién intracelular desencadenada por una serie de
importantes citoquinas reguladoras inmunitarias. Las posibilidades terapéuticas derivadas de la inhibicion (o mejora)
de la via JAK/STAT estan, por lo tanto, en la esfera de la modulacién inmune y, como tales, probablemente sean
farmacos prometedores para el tratamiento de una variedad de patologias en esta area. Ademas, los inhibidores de
JAK podrian usarse para enfermedades inmunoldgicas e inflamatorias que incluyen trasplantes de érganos, asma y
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), asi como enfermedades autoinmunes como el lupus eritematoso
sistémico, enfermedad mixta del tejido conectivo, esclerodermia, vasculitis autoinmune, esclerosis multiple, artritis
reumatoide, enfermedad de Crohn, diabetes tipo | y trastornos autoinmunes de la tiroides.

[0004] EI papel central desempefiado por la familia JAK de quinasas de tirosina de proteinas en la regulacion
dependiente de citoquinas tanto de la proliferacion como la funcioén final de varios tipos de células importantes indica
que agentes capaces de inhibir las quinasas JAK son Uutiles en la prevencion y el tratamiento quimioterapéutico de
estados de enfermedad dependientes de estas enzimas. Los inhibidores potentes y especificos de cada uno de los
cuatro miembros de la familia JAK conocidos actualmente proporcionaran un medio para inhibir la accién de las
citoquinas que impulsan enfermedades inmunolégicas e inflamatorias, como las que se mencionaron anteriormente.
Ademas, el tratamiento de trastornos hiperproliferativos, como los canceres, incluido el mieloma multiple; cancer de
prostata, mama y pulmén; linfoma de Hodgkin; leucemia linfocitica cronica de células B; melanoma metastasico;
glioma; y se indica hepatoma, por inhibidores de JAK. Ademas, esta indicado el uso de inhibidores de la quinasa
JAK para el tratamiento de enfermedades virales y metabdlicas.

[0005] Los inhibidores potentes de JAK2, ademas de lo anterior, también seran utiles en enfermedades vasculares
como hipertension, hipertrofia, isquemia cardiaca, insuficiencia cardiaca (incluida la insuficiencia cardiaca sistdlica e
insuficiencia cardiaca diastdlica), migrafa y trastornos cerebrovasculares relacionados, apoplejia, fenédmeno de
Raynaud, sindrome de POEMS, angina de Prinzmetal, vasculitis, como la arteritis de Takayasu y la granulomatosis
de Wegener, enfermedad arterial periférica, enfermedad cardiaca e hipertension arterial pulmonar. Los inhibidores
de JAK2 también seran utiles en los trastornos mieloproliferativos (MPD), como la policitemia rubra vera (PCV).

[0006] Los inhibidores potentes y especificos tanto de JAK1 como de JAK2 seran utiles en el tratamiento de
canceres que incluyen mieloma multiple; cancer de prdstata, mama y pulmoén; linfoma de Hodgkin; leucemia
linfocitica cronica de células B; melanoma metastasico; glioma; y hepatoma.

[0007] Los inhibidores potentes y especificos de JAK3 seran utiles como agentes inmunosupresores para, entre
otros, trasplantes de 6rganos y enfermedades inmunoldgicas e inflamatorias como el asma y la enfermedad
pulmonar obstructiva crénica, asi como enfermedades autoinmunes como el lupus eritematoso sistémico,
enfermedad de tejido conectivo mixto, esclerodermia, vasculitis autoinmune, esclerosis multiple, artritis reumatoide,
enfermedad de Crohn, diabetes tipo | y complicaciones de la diabetes, enfermedades metabdlicas y otras
indicaciones donde la inmunosupresion puede ser deseable. Ademas, los inhibidores especificos de JAK3 pueden
encontrar aplicacion para tratamientos terapéuticos para enfermedades proliferativas, como la leucemia y el linfoma,
donde JAKS esta hiperactivado.

[0008] Aunque los otros miembros de la familia JAK son expresados por esencialmente todos los tejidos, la

expresion de JAK3 parece estar limitada a las células hematopoyéticas. Esto es consistente con su papel esencial
en la sefializacion a través de los receptores para IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 e IL-15 por asociacion no covalente de JAK3
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con la cadena gamma comun a estos receptores de multiples cadenas. Los varones con inmunodeficiencia
combinada grave ligada al X (XSCID) tienen defectos en el gen comun de la cadena gamma del receptor de
citoquinas (gamma c) que codifica un componente esencial compartido de los receptores de la interleucina-2 (IL-2),
IL-4, IL-7, IL-9, e IL-15. Se ha identificado un sindrome XSCID en el que se identificaron pacientes con niveles
mutados o reducidos severamente de la proteina JAK3, lo que sugiere que la inmunosupresion deberia resultar del
bloqueo de la sefalizacion a través de la via JAK3. Los estudios de Gene Knock out en ratones han sugerido que
JAK3 no solo desempefia un papel critico en la maduracion de los linfocitos B y T, sino que se requiere
constitutivamente de JAK3 para mantener la funcion de las células T. Tomados junto con la evidencia bioquimica de
la participacion de JAK3 en los eventos de sefializacion en sentido descendente del receptor de IL-2 e IL-4, estos
estudios de mutacién en humanos y ratones sugieren que la modulacién de la actividad inmune a través de la
inhibicién de JAK3 podria resultar util en el tratamiento de trastornos proliferativos de células T y células B, como
rechazo de trasplantes y enfermedades autoinmunes.

[0009] Inmunomodulacién prolongada a través de la inhibicion de la sefalizaciéon de JAK3 debe tener un gran
potencial terapéutico para enfermedades crénicas, siempre que la inhibicion de JAKS se logré de forma selectiva y
no acompafada por la inhibicién de otros procesos de sefializacion dependientes de quinasa. En particular, el alto
grado de identidad de secuencia mantenida en comun por los miembros de la familia de quinasas JAK plantea la
posibilidad de que un compuesto que inhibe JAK3 también inhiba a otros miembros de la familia con consecuencias
perjudiciales a largo plazo. Por ejemplo, la inhibicién prolongada de JAK2 puede conducir a eritropenia y
trombocitopenia, ya que los receptores tanto de eritropoyetina como de trombopoyetina usan solo JAK2 para la
transmision intracelular de sefiales.

[0010] Los compuestos de la presente invencion también pueden ser Utiles en la seleccion de otras quinasas de
relevancia terapéutica, tales como las quinasas Aurora. La familia Aurora de serina/treonina quinasas de proteina es
fundamental para la regulacion adecuada de la mitosis. Los mamiferos expresan tres paralogos de quinasa Aurora, y
al menos dos quinasas Aurora (Aurora A y B) se suelen sobreexpresar en tumores humanos, incluidos los canceres
de mama, pulmén, colon, ovario y pancreas. El gen Aurora A se amplifica en muchos tumores, lo que indica que la
sobreexpresion de Aurora A puede conferir una ventaja selectiva para el crecimiento de estos tumores. También se
ha informado que la sobreexpresién de Aurora B produce multi-nuclearidad e induce metastasis agresivas, lo que
sugiere que la sobreexpresion de Aurora quinasa B tiene multiples funciones en el desarrollo del cancer. La
experiencia clinica reciente y las aprobaciones subsiguientes de inhibidores de la quinasa como Imatinib, Gefitinib y
Erlotinib ilustran que esta clase de enzimas seran Utiles para el desarrollo de farmacos contra el cancer. La propia
Aurora A ha sido identificada como un objetivo farmacoldgico particularmente atractivo a través de observaciones de
que puede actuar como un oncogén y transformar células cuando se expresa ectépicamente. Se ha demostrado que
VX-680, un potente inhibidor de las quinasas Aurora A y B, suprime el crecimiento tumoral in vivo. Estos hallazgos
resaltan la conveniencia de identificar los inhibidores de la quinasa Aurora para su uso en el tratamiento del cancer.

[0011] Otras quinasas que pueden ser dianas terapéuticas utiles incluyen CK2, TBK1, NEK9, LCK, ACK1, la quinasa
p38, FAK, CAK, CDK4, GSK-3, Abl, PDGF-R, PLK1, PLK2, PLK3, PYK2, c -Kit, NPM-ALK, Flt-3, c-Met, KDR, EGFR,
TIE-2, VEGFR-2, VEGFR-3, FMS, HCK, Blk, Bmx, BTK, Flt-1 y Flt-4.

[0012] Aunque la inhibicion de varios tipos de quinasas de proteina, dirigidas a un rango de estados patoldgicos, es
claramente beneficiosa, hasta la fecha se ha demostrado que la identificacion de un compuesto que es selectivo
para una proteina quinasa de interés, y tiene buenas propiedades "de tipo medicamento" como la alta
biodisponibilidad oral, es un objetivo desafiante. Ademas, esta bien establecido que la previsibilidad de la inhibicién,
o selectividad, en el desarrollo de los inhibidores de la quinasa es bastante baja, independientemente del nivel de
similitud de secuencia entre las enzimas a las que se dirige.

[0013] Los retos en el desarrollo de inhibidores o combinaciones terapéuticamente apropiados de JAK1, JAK2 o
JAK3 para uso en el tratamiento de enfermedades asociadas con quinasa tales como enfermedades inmunolégicas
e inflamatorias incluyendo transplantes de o6rganos; enfermedades hiperproliferativas que incluyen cancer y
enfermedades mieloproliferativas; enfermedades virales; enfermedades metabdlicas; y las enfermedades
vasculares, incluyen el disefio de un compuesto con la especificidad apropiada que también tiene buena semejanza
con el farmaco.

[0014] Por tanto, existe una continua necesidad de disefiar y/o identificar los compuestos que inhiben
especificamente la familia JAK de quinasas, y particularmente los compuestos que pueden inhibir preferentemente
una o mas de las quinasas JAK con respecto a otras quinasas JAK. Existe la necesidad de tales compuestos para el
tratamiento de una variedad de estados de enfermedad.

[0015] El documento WO 2005/016348 describe derivados de quinazolina usados para inhibir respuestas inmunes
indeseables.

SUMARIO DE LA INVENCION

[0016] Los presentes inventores han encontrado que un grupo de compuestos basados en tiopirimidina (y analogos
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de los mismos, tales como tiopiridina vy tiiotriazinas), que pueden incluir un grupo de alquilacién tal como un aceptor
de Michael, son inhibidores de la enzima Janus Kinase 3,

[0017] Por consiguiente, en un primer aspecto, la presente invencion proporciona un compuesto de la formula
general I:
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o sales, y/o profarmacos de los mismos, en donde:

X e 'Y se seleccionan independientemente de N y CR3;

cada R3 se selecciona independientemente de hidrogeno, Cisalquilo, Cosalquenilo, hidroxilo, halégeno, amino
sustituido, no sustituido, ciano, nitro, trifluorometilo, metoxi, trifluorometoxi, arilo y heterociclilo de 5 o 6 miembros
sustituidos o no sustituidos. que contienen 1 a 2 atomos de N;

R+ es arilo; heterociclilo; Cysalquilo; o arilo sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados de NRsRs,
NRsCORy7, CN, Cisalquilo, OH, CO2R7, CONRsR7, CONRsR-s, NRsCO2R7, Chalquilo sustituido o no sustituido,
SR7, CHO y heterociclilo sustituido o no sustituido;

Ry se selecciona independientemente de halégeno, Cisalquilo sustituido, no sustituido, OH, (O), OCN, alquilo
sustituido o no SUStitUidO, CN, CF3, CFzCN, SCN, SOzNR5R5, SR7, CHO, C02R7, COR7, CONR5R5, CONR5R7,
NRsCOR7, NO2, NRsRs, NRsCN, CH(CN)NRsRs, NRsSO2R7, COCF3;, COCHzF, NRsCOCOR7, NRsCOOR;,
NRsCONRGsR7, heterociclilo y COheterociclilo, en donde cada heterociclilo puede estar opcionalmente sustituido
con 1 a 4 sustituyentes seleccionados de NH», CN, OH, CO2R;, CH,CN y heterociclilo que contiene N de 5
miembros; R es Cialquileno Re, OC1.salquileno Rg (excepto cuando Rg es NRsRs 0 OCqsalquilo, entonces R es
0C,.6 alquileno Ry); o

Ry y R, junto con los grupos a los que estan unidos, forman un heterociclilo que contiene N de 5 o 6 miembros,
sustituido o no sustituido;

Rs y Rs se seleccionan cada uno independientemente de H, Cisalquilo, CisalquiloCN, Csgcicloalquilo, arilo,
heterociclilo, Ci.salquileno, cicloalquilo, Cisalquileno sustituidos o no sustituidos, SO,C1.salquilo y Cysalquileno
heterociclilo; 0 Rs y Rs, junto con el nitrégeno al que estan unidos, forman un anillo de 4-8 miembros que tiene 1
a 3 heteroatomos seleccionados independientemente de NRg, O, S(O)m en donde m es 0, 1 0 2 y en donde el
anillo puede estar opcionalmente sustituido con Cisalquilo 0 NRsRs; Rs se selecciona de H, Cisalquilo, Co.
salquilenoOH, CysalquilenoNRsRs, Cs.scicloalquilo, arilo, heterociclilo, Ci alquilencicloalquilo, Cis-arilo, Ci.
salquilenoheterociclilo y C1.salquilenoCN;

Rz se selecciona de H, Cqalcilo sustituido o no sustituido, OC4salquilo sustituido o no sustituido, SC-C4.salquilo
sustituido o no sustituido, CNOH, C4salquilenoCN, Cs.scicloalquilo sustituido o no sustituido, arilo sustituido o no
sustituido, heterociclilo sustituido o no sustituido, Ci.salquilencicloalquilo, C1.sarilo, Ci.salquilenoheterociclilo, C,.
salquenilo, Cz.salquinilo, NRsRs, C1salquilenoNRsRs y C1-salquilenoORs;

W esta ausente, CO, SO, o Cqalquileno;

Rz es arilo; imidazolilo; metileno dioxi fenilo; o arilo sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados de un
heterociclilo de 5 6 6 miembros que contiene N; alquilo sustituido o OC1.s no sustituido; NRsCOR7 en donde Rs es
Hy R7 es Cisalquilo, Ca.salquenilo, Ca.salquinilo o CN; NHy; halo; CO2R7; SO2NRsRes; NO2; NHSO2Me; CHOHCF3
CHs; CH;NHSO1Me; OH y SH;

siempre que al menos uno de R1 y R; esté sustituido con un sustituyente seleccionado de:
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\ // Rya

en donde

DesOoN;

R10 se selecciona de H y Ci4alquilo sustituido o no sustituido;

R11 y R12 se seleccionan independientemente de H, Cq4alquilo sustituido o no sustituido, CssalquiloNR14R1s, Ci-
4alquiloORs, arilo sustituido o no sustituido o pueden unirse para formar un anillo sustituido o no sustituido de 5 a
8 miembros que contiene opcionalmente uno o mas heteroatomos seleccionados de O, S, SOz y NRqg;

R 13 se selecciona de OH, OC14alquilo, NR14R1s;

pesOad;y

R14 y Ris se seleccionan independientemente de H, Cyalquilo sustituido o no sustituido o pueden unirse para
formar un anillo de 3-8 miembros sustituido que contiene opcionalmente uno o mas heteroatomos seleccionados
de O, S, SOz y NR1¢; y en el que los sustituyentes se seleccionan entre Cq4alquilo, Csecicloalquilo, Czsalquenilo,
Casalquinilo, Cis, alquilarilo, arilo, heterociclilo, halo, haloarilo, haloheterociclilo, hidroxi, Ci4alcoxi, ariloxi,
carboxi, amino, C1.salquilacilo, arilacilo, heterociclilacilo, acilamino, aciloxi, C1.salquilsulfonilo, arilsulfonilo y ciano;

los heterociclilos se seleccionan de entre 5 a 7 heterociclilos saturados o insaturados miembros con 1 a 4
heteroatomos seleccionados independientemente de N, O, Sy SO; y

el profarmaco se selecciona de:

- compuestos en los que un residuo de aminoacido, o una cadena polipeptidica de dos o mas residuos de
aminoacidos, se une covalentemente a través de un enlace peptidico a un grupo amino libre del compuesto
de formula [;

- compuestos en los que un carbonato, carbarmato, amida o éster alquilico se une covalentemente a un grupo
amino o hidroxilo libre del compuesto de férmula |, a través de una cadena lateral de profarmaco de carbono
carbonilo; y

- Derivados de fosfato en los que la cadena lateral del profarmaco se une a través de un enlace fosforo-
oxigeno a un hidroxilo libre del compuesto de formula 1.

[0018] En un segundo aspecto, se proporciona un proceso para la preparacion del compuesto de férmula | definida
anteriormente que comprende las etapas de:

(a) afiadiendo S-Rsen donde R1 es como se define en la féormula | anterior a un compuesto de férmula Il
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LG LG

X
X
YY N
R
11

en donde X, Y y R3 son como se definen en la férmula | anterior y LG es un grupo saliente para preparar un

compuesto de formula Il
S Y, LG
R1/ l \(
X Y N
Rs
I

en donde X, Y, LG, Ry y Rs son como se definen anteriormente; y
(b) acoplar el compuesto de formula 1l con una fuente de NH-WRz en donde W y R, son como se definen en la
férmula | anterior.

[0019] Los compuestos de formula | son inhibidores de quinasa, preferiblemente inhibidores de JAK, mas
preferiblemente inhibidores de JAK2 o JAK3. Estos compuestos son Utiles en el tratamiento de una enfermedad
asociada a la quinasa, preferiblemente una enfermedad asociada a la quinasa JAK tal como enfermedades
inmunolodgicas e inflamatorias; enfermedades hiperproliferativas incluyendo enfermedades mieloproliferativas;
enfermedades vasculares tales como hipertension arterial pulmonar (HAP); enfermedades virales y metabdlicas.

[0020] En un tercer aspecto, se proporciona un inhibidor de quinasa que comprende el compuesto de férmula |
definido anteriormente.

[0021] Ademas, se proporciona el compuesto de formula | definido anteriormente para uso como un inhibidor de
quinasa.

[0022] Los compuestos de férmula | actian preferiblemente como inhibidores selectivos de JAK2, inhibidores
selectivos de JAK3 o inhibidores selectivos de JAK1 y JAK2.

[0023] El compuesto de férmula | también pueden administrarse en forma de una composicion farmacéutica junto
con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

[0024] En un cuarto aspecto, se proporciona una composicion farmacéutica que comprende el compuesto de
férmula | definida anteriormente y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

[0025] En una realizacion, la composicion farmacéutica también comprende uno o mas agentes terapéuticos
adicionales.

[0026] El compuesto de formula | puede estar contenido dentro o adherido a un implante, tal como un stent liberador
de farmaco. Por ejemplo, cuando el compuesto se usa para el tratamiento de la HAP, el compuesto puede estar
contenido dentro de un stent de la arteria pulmonar o unirse a él, que puede actuar localmente o liberarse del stent a
la circulacion pulmonar donde el compuesto ejerce su actividad terapéutica. En la vasculatura pulmonar.

[0027] En un quinto aspecto, se proporciona un implante que comprende el compuesto de férmula | definido
anteriormente.
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[0028] También se proporciona el uso del compuesto de formula | o una composicion farmacéutica como se define
anteriormente en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad asociada a la quinasa,
tales como enfermedades inmunoldgicas e inflamatorias que incluyen trasplantes de drganos; enfermedades
hiperproliferativas que incluyen cancer y enfermedades mieloproliferativas; enfermedades virales; enfermedades
metabdlicas; y enfermedades vasculares.

[0029] Todavia se proporciona ademas el compuesto de férmula | o una composicién farmacéutica definida
anteriormente para uso en el tratamiento de una enfermedad asociada a quinasa tales como las enfermedades
inmunolégicas e inflamatorias incluyendo transplantes de érganos; enfermedades hiperproliferativas que incluyen
cancer y enfermedades mieloproliferativas; enfermedades virales; enfermedades metabdlicas; y enfermedades
vasculares.

[0030] En un séptimo aspecto, se describe el uso del compuesto de féormula | o una composicion farmacéutica como
se define anteriormente en la fabricacion de un medicamento para suprimir el sistema inmune de un sujeto.

[0031] Todavia se describe adicionalmente el compuesto de férmula | o una composicion farmacéutica definida
anteriormente para uso en la supresion del sistema inmune de un sujeto.

[0032] En un octavo aspecto, se describe un compuesto para uso en un método para inhibir una quinasa en una
célula que comprende poner en contacto la célula con el compuesto de férmula | definida anteriormente.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[0033]

La Figura 1 muestra la alineacion de la secuencia de aminoacidos de las quinasas JAK seleccionadas.

La Figura 2 muestra un modelo del bolsillo de uniéon ATP de quinasa JAK3 que muestra el residuo de cisteina,
DESCRIPCION DETALLADA

[0034] La presente invencion se refiere a compuestos de formula | que inhiben quinasas, en particular las quinasas
JAK, tales como quinasas JAK2 o JAK3 y son utiles en el tratamiento de enfermedades asociadas con quinasas
tales como enfermedades inmunoldgicas e inflamatorias que incluyen trasplantes de drganos; enfermedades
hiperproliferativas que incluyen cancer y enfermedades mieloproliferativas; enfermedades virales; enfermedades

metabdlicas; y enfermedades vasculares.

[0035] Por consiguiente, en un primer aspecto, la presente invencion proporciona un compuesto de la formula
general I:

H
R N N Rs3

W | =
)
S
\R1
1

o sales, y/o profarmacos de los mismos, en donde:

X e'Y se seleccionan independientemente de N y CR3;

cada Rs3 se selecciona independientemente de hidrogeno, Cisalquilo, Cosalquenilo, hidroxilo, halégeno, amino
sustituido, no sustituido, ciano, nitro, trifluorometilo, metoxi, trifluorometoxi, arilo y heterociclilo de 5 o 6 miembros
sustituidos o no sustituidos que contiene 1 a 2 atomos de N;

R+ es arilo; heterociclilo; Cysalquilo; o arilo sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados de NRsRs,
NRsCORy7, CN, Cysalquilo, OH, CO2R7, CONRsR7, CONRsRs, NRsCO2R7, Cisalquilo sustituido o no sustituido,
SRy, CHO y heterociclilo sustituido o no sustituido;

Ry se selecciona independientemente de haldgeno, Cisalquilo sustituido o no sustituido, OH, (O), OCN, OC;.
salquilo sustituido o no sustituido, CN, CF3;, CF,CN, SCN, SO;NRsRs, SR7, CHO, CO2R7;, COR7, CONRGsRs,

7
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CONRsR7, NRsCOR7, NO; NRsRs, NRsCN, CH(CN)NRsRs, NRsSO2R;, COCF;, COCH:F, NRsCOCOR;y,
NRsCOOR7, NRsCONRgR7, heterociclilo y COheterocicliio, en donde cada heterociclilo puede estar
opcionalmente sustituido con 1 a 4 sustituyentes seleccionados de NH,, CN, OH, CO2R7, CH2CN vy heterociclilo
que contiene N de 5 miembros; R es Cisalquileno Re, OC1.salquileno Rg (excepto cuando Ry es NRsPs 0 OC1.
salquilo, entonces R es OCygalquileno Ry); o

Ry y R junto con los grupos a los que estan unidos forman un heterociclilo que contiene N de 5 o 6 miembros
sustituido o no sustituido;

Rs y Rs se seleccionan cada uno independientemente de H, Cisalquilo, CisalquiloCN, Csgcicloalquilo, arilo,
heterociclilo, Ci.salquileno, cicloalquilo, Ci.salquileno sustituido o no sustituido, SO,C1.salquilo y Cisalquileno
heterociclilo; 0 Rs y Rs, junto con el nitrégeno al que estan unidos, forman un anillo de 4-8 miembros que tiene 1
a 3 heteroatomos seleccionados independientemente de NRg, O, S(O)m en donde m es 0, 1 0 2 y en donde el
anillo puede estar opcionalmente sustituido con Chalquilo o NRsRs; Rs se selecciona de H, Ci.salquilo, alquileno
Cz.e OH, alquileno Cz.e NR5R5,

Cs-gcicloalquilo, arilo, heterociclilo, C1.salquilencicloalquilo, C1.¢-arilo, C1salquilenoheterociclilo y Ci.salquilenoCN;
Rz se selecciona de H, Cisalquilo sustituido o no sustituido, OC+.alquilo sustituido o no sustituido, alquilo SC1.s
sustituido o no sustituido, CNOH, C4salquilenoCN, C.scicloalquilo sustituido o no sustituido, arilo sustituido o no
sustituido, heterociclilo sustituido o no sustituido, C1-salquilencicloalquilo, C4¢-arilo, Ci.salquilenoheterociclilo, C».
salquenilo, Cz.salquinilo, NRsRs, C1salquilenoNRsRs y C1salquilenoORs;

W esta ausente, CO, SO, o Cqsalquileno;

Rz es arilo; imidazolilo; metileno dioxi fenilo; o arilo sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados de un
heterociclilo de 5 6 6 miembros que contiene N; alquilo sustituido o OC1.s no sustituido; NRsCOR7 en donde Rs es
H y R;7 es Cjsalquilo, Caealquenilo, Casalquinilo o CN; NHy; aureola; CO2R7; SO2NRsRs; NO2; NHSO:Me;
CHOHCF3 CH3; CH2NHSO2Me; OH y SH;

siempre que al menos uno de R1 y R; esté sustituido con un sustituyente seleccionado de:

i 2
H H
//%}\\ 3
. A P T/K/\Rsz /@P\O/L%/Aﬁm
R l Ry

b
Ri1 Ryq

19

! i o
Te r2 /S?T S iz U™ % g
R 2

s ! g
X%o/"\//\\f{, /kd"p\e/" s 12
[ 2 s} R \6}}/
ReY :

i 2

Oy

Byt

en donde

DesOoN;

R10 se selecciona de H y Ci4alquilo sustituido o no sustituido;

R11 y R12 se seleccionan independientemente de H, Cq4alquilo sustituido o no sustituido, CssalquiloNR14R1s, Ci-
4alquiloORe, arilo sustituido o no sustituido o pueden unirse para formar un anillo sustituto o no sustituido de 5a 8
miembros que contiene opcionalmente uno o mas heteroatomos seleccionados de O, S, SOz y NRyg;

R13 se selecciona de OH, OC14alquilo, NR14R15;

pesOad;y

R14 y Ris se seleccionan independientemente de H, Cyalquilo sustituido o no sustituido o pueden unirse para
formar un anillo de 3-8 miembros sustituido que contiene opcionalmente uno o mas heteroatomos seleccionados
de O, S, SOz y NR1¢; y en el que los sustituyentes se seleccionan entre Cq4alquilo, Csecicloalquilo, Czsalquenilo,
Casalquinilo, Cis, alquilarilo, arilo, heterociclilo, halo, haloarilo, haloheterociclilo, hidroxi, Ci4alcoxi, ariloxi,
carboxi, amino, C1.salquilacilo, arilacilo, heterociclilacilo, acilamino, aciloxi, C1.salquilsulfenilo, arilsulfonilo y ciano;
los heterociclilos se seleccionan de heterociclilos saturados o insaturados de entre 5 a 7 miembros con 1 a 4
heteroatomos seleccionados independientemente de N, O, Sy SO; y

el profarmaco se selecciona de:

compuestos en los que un residuo de aminoacido, o una cadena polipeptidica de dos o mas residuos de
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aminoacidos, se une covalentemente a través de un enlace peptidico a un grupo amino libre del compuesto de
formula [;

- compuestos en los que un carbonato, carbarmato, amida o éster alquilico se une covalentemente a un grupo
amino o hidroxilo libre del compuesto de férmula |, a través de una cadena lateral de profarmaco de carbono
carbonilo; y

- derivados de fosfato en los que la cadena lateral del profarmaco se une a través de un enlace fésforo-
oxigeno a un hidroxilo libre del compuesto de formula 1.

[0036] En una realizacién, el compuesto de férmula | inhibe selectivamente JAK 3 con respecto a JAK 1 o JAK 2. El
término "inhibe selectivamente" se define para significar que la aparente Clso del compuesto para JAK 3 es mas de
diez veces menor (es decir, mas potente) que el Clsp para JAK 1 0 JAK 2.

[0037] Los compuestos de férmula | que inhiben la JAK3 pueden o bien inhibir reversible o irreversiblemente la JAK
3. En general, la fuerza de unién de inhibidores reversibles de una enzima se mide por el valor de Clsp, que es un
reflejo de la constante de equilibrio de la interaccién entre el inhibidor y el sitio activo de la enzima. Los inhibidores
irreversibles muestran un Clsp aparente porque una vez que el inhibidor esta unido no abandonara el sitio activo y,
por lo tanto, el Clsp medido mejorara (es decir, el nimero disminuira) con el tiempo.

[0038] En los compuestos de formula |, X es preferiblemente N e Y es preferiblemente CR3 en donde Rz es como se
define anteriormente.

[0039] Asi, en una realizacion, los compuestos de férmula | tienen la férmula la
R H
2
\W/ \\
I =1 Rs

Ia

en donde W, R4, R2 y Rz son como se definen anteriormente.

[0040] En otra realizacion, los compuestos de férmula | y la tienen la formula Ib

7
“’\l R
s
N
N

en la que W, R1 y Rz son como se definen anteriormente; y
R’ es H, R 0 Rg como se define anteriormente.

[0041] En una realizacién adicional, los compuestos de férmula |, la y Ib tienen la formula Ic
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en la que W, Rz y R’ son como se definen anteriormente.

W esta preferiblemente ausente, CO o Cialquileno.

R+ es arilo tal como fenilo; heterociclilo, tal como un heterociclilo que contiene N, por ejemplo indolinilo; Cs.
salquilo; o arilo sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados de NRsRs, NRsCORy7, CN, C1alquilo, OH,
CO2R7, CONRsR7, CONRsRs, NRsCO2R7, Cqsalquilo sustituido o no sustituido, SRz, CHO, heterociclilo sustituido
o no sustituido, tal como tiomorfolin-3-ona, tetrazol pirrolidina-2,5-diona, CF3, OCN y COR7 en donde Rs a Ry son
como se define arriba.

Rz es arilo tal como fenilo; imidazolilo; metileno dioxi fenilo; o arilo sustituido con uno o mas sustituyentes
seleccionados de un heterociclio de 5 ¢ 6 miembros que contiene N, tal como morfolinilo, piperidinilo,
piperazinilo, pirrolidinilo o 1,3-tiazolidina 1,1-diéxido; OC1.salquilo sustituido o no sustituido tal como metoxi;
NRsCOR7 en donde Rs es H y Ry es Cialquilo, Cz.salquenilo, Casalquinilo o CN; NHy; halo como el cloro o el
flior; CO2R7; SO2NRsRs; NO2; NHSO2Me; CHOHCF3; CH3; CHoNHSO;Me; OH y SH en donde Rs a Ry son como
se definen anteriormente.

R3 es preferentemente H; Cisalquilo; halo tal como bromo, flior o yodo; Cs.salquenilo; amino que puede estar
sustituido con Cs.salquenilo; ciano nitro metoxi; arilo tal como fenilo; o heterociclilo de 5 o 6 miembros que
contiene 1 o 2 atomos de N tales como pirazolilo, 1,2,3,6-tetrahidropiridina y piridinilo, en donde el heterociclilo
puede estar sustituido con trimetilcarboxi.

[0042] En los compuestos de formulas | y la un sustituyente de uno de Ry y R» se selecciona de los aceptores de
Michael definidos a continuacion que puede reaccionar reversible o irreversiblemente con un resto tiol tal como los
grupos tiol del residuo Cys963 de JAK3. De manera similar, en los compuestos de féormulas Ib, uno de R’ y un
sustituyente de R' se selecciona de los aceptadores de Michael definidos a continuacion que pueden reaccionar de
manera reversible o irreversible con un resto tiol como los grupos tiol del residuo Cys963 de JAK3. Ademas, en los
compuestos de formulas Ic, uno de los sustituyentes R’ se selecciona de los aceptadores de Michael definidos a
continuacién que pueden reaccionar de manera reversible o irreversible con un resto tiol como los grupos tiol del
residuo Cys963 de JAKS.

[0043] El aceptores de Michael que estan presentes en al menos uno de Ry y Rz son la a, carbonilo insaturado 8 o
tiocarbonilo compuestos que se muestran a continuacion.

i o

]
° \
S AK Ak
\HQ/L\/\RG P T // Ruy 5 O)&/\Qg
R’IO

Ry Ry Ryt

D
f i i
/I!\
\ I
= /& S
P @12 BN =3 &2 /69\0 Y
,lg Rz

10

o
S ) s Q
/WQ/g%\R,z //f(wp\ /(':‘) A R1% g L
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en donde

DesOoN;

R10 se selecciona de H y Cialquilo sustituido o no sustituido;

R11 y R12 se seleccionan independientemente de H, Cq.alquilo sustituido o no sustituido, CssalquiloNR14R1s, Ci-
4alquiloORs, arilo sustituido o no sustituido o pueden unirse para formar un anillo sustituido o no sustituido de 5 a
8 miembros que contiene opcionalmente uno o mas heteroatomos seleccionados de O, S, SOz y NR1g;

R13 se selecciona de OH, OC14alquilo, NR14R15;

pesOad;y

R14 y Ris se seleccionan independientemente de H, Cyalquilo sustituido o no sustituido o pueden unirse para
formar un anillo de 3-8 miembros sustituido que contiene opcionalmente uno o mas heteroatomos seleccionados
de O, S, SOz y NR10.

[0044] Otros grupos que pueden someterse a reaccion reversible o irreversible con restos tiol incluyen, cetonas,
aldehidos, cetonas a-aciloxi, cetonas a-fenoxi, cetonas halometilo, maleimidas, nitrilos, 1,2,4-tiadiazoles, 2-
viniloxazoles, 2-alquiniloxazoles, ceto-oxazoles, disulfuros ciclicos, epdxidos e hidroxilatos de O-acilo.

[0045] Los ejemplos de compuestos de formula | incluyen, pero no se limitan a, los siguientes:

11
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[0046] EI término "C1.salquilo” se refiere a grupos hidrocarburo de cadena lineal o de cadena ramificada que tienen
de 1 a 6 atomos de carbono. Los ejemplos incluyen etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, sec-butilo, terc-butilo,
pentilo, neopentilo y hexilo.

[0047] EI término "C1.salquileno” es el equivalente divalente de “Cq.salquilo ".

[0048] EI término “Cs.salquenilo” se refiere a grupos hidrocarburo de cadena lineal o cadena ramificada que tienen al
menos un doble enlace de la estereoquimica E o Z cuando corresponda y de 2 a 6 atomos de carbono. Los ejemplos
incluyen vinilo, 1-propenilo, 1- y 2-butenilo y 2-metilo-2-propenilo.

[0049] EI término "C;.salquinilo” se refiere a cadena lineal o grupos hidrocarburo de cadena ramificada que tienen al
menos un triple enlace y de 2 a 4 atomos de carbono. Los ejemplos incluyen etinilo, 1- o 2-propinilo, 1-, 2- o 3-
butinilo y metilo-2-propinilo.

[0050] EI término "C+.s cicloalquilo" se refiere a grupos de hidrocarburos ciclicos no aromaticos que tienen de 3 a 8
atomos de carbono. Los ejemplos incluyen ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo y ciclohexilo.

[0051] EI término "arilo" se refiere a polinuclear, residuos individuales, conjugados o condensados de hidrocarburos
aromaticos. Los ejemplos incluyen fenilo, bifenilo, terfenilo, cuaterfenilo, naftilo, tetrahidronaftilo, antracenilo,
dihidroantracenilo, benzantracenilo, dibenxantracenilo y fenantrenilo. Se prefieren sistemas de anillos aromaticos
monociclicos de 5 a 7 miembros tales como fenilo.

[0052] EI término "heterociclilo” se refiere a heterociclilos saturados o insaturados de 5 a 7 miembros, que tienen de
1 a 4 heteroatomos seleccionados independientemente de N, O, S y SO, tal como morfolino, piperidinilo,
piperazinilo, pirrolidinilo y 1,3-tiazolidina 1,1-dioxido.

[0053] Los heterociclilios adecuados incluyen grupos heterociclicos que contiene N, tales como grupos
heteromonociclicos insaturados de 5 a 6 grupos que contienen 1 a 4 atomos de nitrégeno, por ejemplo, pirrolilo,
pirrolinilo, imidazolilo, pirazolilo, piridilo, pirimidinilo, pirazinilo, piridazinilo, triazolilo o tetrazolilo;

grupos heteromonociclicos saturados de 5 a 6 miembros que contienen de 1 a 4 atomos de nitrégeno, tales como
pirrolidinilo, imidazolidinilo, piperidino o piperazinilo;

grupo heteromonociclico insaturado de 5 a 6 miembros que contiene un atomo de oxigeno, tal como piranilo o furilo;
grupo heteromonociclico insaturado de 5 a 6 miembros que contiene 1 a 2 atomos de azufre, tal como tienilo;

grupo heteromonociclico insaturado de 5 a 6 miembros que contiene 1 a 2 atomos de oxigeno y 1 a 3 atomos de
nitrégeno, tales como oxazolilo, isoxazolilo u oxadiazolilo;

grupo heteromonociclico saturado de 5 a 6 miembros que contiene 1 a 2 atomos de oxigeno y 1 a 3 atomos de
nitrégeno, tal como morfolinilo;

grupo heteromonociclico insaturado de 5 a 6 miembros que contiene 1 a 2 atomos de azufre y 1 a 3 atomos de
nitrégeno, tal como, tiazolilo o tiadiazolilo; y

grupo heteromonociclico saturado de 5 a 6 miembros que contiene de 1 a 2 atomos de azufre y de 1 a 3 atomos de
nitrégeno, como tiazolidinilo.

[0054] EI término "halégeno" se refiere a fluor, cloro, bromo y yodo.

[0055] A menos que se especifique lo contrario, el término "sustituido o no sustituido" se refiere a un grupo que
puede o no estar ademas sustituido con uno o mas grupos seleccionados del grupo que consiste en Cs.alquilo, Cs.
scicloalquilo, Cs.salquenilo, Cs.alquinilo,, Cisalquilarilo, arilo, heterociclilo, halo, haloarilo, haloheterociclilo, hidroxi,
Cialcoxi, ariloxi, carboxi, amino, Cisalquilacilo, arilacilo, heterociclilacilo, acilamino, aciloxi, C1.salquilsulfenilo,
arilsulfonilo y ciano.

[0056] Los compuestos de la invencion también se pueden preparar en forma de sales que son farmacéuticamente
aceptables, pero se apreciara que las sales no farmacéuticamente aceptables también caen dentro del alcance de la
presente invencion, ya que éstas son Utiles como intermedios en la preparacion de sales farmacéuticamente
aceptables. Los ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables incluyen sales de cationes farmacéuticamente
aceptables tales como sodio, potasio, litio, calcio, magnesio, amonio y alquilamonio; sales de adicion de acidos
inorganicos farmacéuticamente aceptables tales como acidos clorhidrico, ortofosférico, sulfurico, fosférico, nitrico,
carbonico, bdrico, sulfamico y bromhidrico; o sales de acidos organicos farmacéuticamente aceptables tales como
acético, propidnico, butirico, tartarico, maleico, hidroximaleico, fumarico, citrico, lactico, mucico, glucénico, benzoico,
succinico, oxalico, fenilacético, metanosulfénico, trihalometanosulfénico, toluenosulfénico, bencenosulfénico,
isetidnico, salicilico, sulfanilico, aspartico, glutamico, edético, estearico, palmitico, oleico, laurico, pantoténico, tanico,
ascorbico, valérico y orético. Las sales de los grupos amina también pueden comprender sales de amonio
cuaternario en las que el atomo de nitrégeno amino lleva un grupo organico adecuado tal como un resto alquilo,
alquenilo, alquinilo o aralquilo.

[0057] Las sales pueden formarse por medios convencionales, tal como haciendo reaccionar la forma de base libre
del compuesto con uno o mas equivalentes del acido apropiado en un disolvente o medio en el que la sal es
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insoluble, o en un disolvente tal como agua que se elimina al vacio o por liofilizacién o intercambiando los aniones
de una sal existente por otro anién en una resina de intercambio iénico adecuada.

[0058] Cuando un compuesto posee un centro quiral, el compuesto puede ser utilizado como un enantiémero
purificado o diastereébmero, o como una mezcla de cualquier relacién de estereoisdmeros. Sin embargo, se prefiere
que la mezcla comprenda al menos el 70%, 80%, 90%, 95%, 97,5% o 99% del isémero preferido, donde el isémero
preferido proporciona el nivel deseado de potencia y selectividad.

[0059] Esta invencion también abarca profarmacos particulares de los compuestos de formula | como se define a
continuacion. La invencion también describe métodos para tratar trastornos que pueden tratarse mediante la
inhibicion de las proteinas quinasas, tales como JAK que comprende administrar farmacos o profarmacos de los
compuestos de la invencion. Por ejemplo, los compuestos de formula | que tienen grupos amino, amido, hidroxi o
acido carboxilico libres se pueden convertir en profarmacos. Los profarmacos de la invencion incluyen compuestos
en los que un residuo de aminoacido, o una cadena polipeptidica de dos o mas (por ejemplo, dos, tres o cuatro)
residuos de aminodacidos se unen covalentemente a través de enlaces peptidicos a grupos amino libres de
compuestos de la invencion. Los residuos de aminoacidos incluyen los 20 aminoacidos naturales comiunmente
designados por los simbolos de tres letras y también incluyen, 4-hidroxiprolina, hidroxilisina, demosina, isodemosina,
3-metilhistidina, norvlina, beta-alanina, acido gamma-aminobutirico, citrulina, Homocisteina, homoserina, ornitina y
metioina sulfona. Los profarmacos también incluyen compuestos en los que carbonatos, carbamatos, amidas y
ésteres alquilicos estan unidos covalentemente a grupos amino o hidroxilo libres de compuestos de la presente
invencion a través de la cadena lateral del profarmaco carbonilo-carbono. Los profarmacos también incluyen
derivados de fosfato de compuestos (como acidos, sales de acidos o ésteres) unidos a través de un enlace de
fésforo-oxigeno a un hidroxilo libre de compuestos de formula 1.

[0060] También se describen aqui compuestos para su uso en los métodos de tratar o prevenir trastornos que se
pueden tratar o prevenir mediante la inhibicion de quinasas de proteina, tales como las quinasas JAK que
comprenden farmacos o profarmacos de los compuestos de la invencién administradoras.

Proceso de elaboraciéon de compuestos.
[0061] Los compuestos se preparan generalmente en un proceso de 3 pasos a partir de un dihaloheterociclo.
[0062] EI primer paso es una sustitucion aromatica nucledfila para generar un monothiomonohalo intermedio.

[0063] La sustitucion aromatica nucledfila se lleva a cabo tipicamente mediante la adicién de un tiol al heterociclo di-
halogenado en un solvente como agua, metanol, etanol, isopropanol, tert-butanol, dioxano, THF, DMF, etoxietanol,
tolueno o xileno o una mezcla de solventes que contenga 2-3 solventes seleccionados de los listados anteriormente.
La reaccion se realiza tipicamente a temperatura ambiente hasta temperatura elevada en presencia de un exceso de
amina o una base no nucledfila como trietilamina o diisopropiletilamina, o una base inorganica como hidroxido de
potasio, carbonato de potasio o hidréxido de sodio o carbonato de sodio. Alternativamente, el tiol puede introducirse
a través de la generacion in situ de un tiolato a partir de una especie de tiol protegida o a partir de la reduccién de un
tiocianato. Las especies de tiol protegidas pueden ser, por ejemplo, tiosiliconas, que pueden desprotegerse con un
anion fluoruro.

[0064] Los tioles empleados en la primera etapa de la sintesis de estos compuestos se obtienen comercialmente o
se preparan usando métodos bien conocidos por los expertos en la técnica. Asi, por ejemplo, un bromuro o yoduro
aromatico o heteroaromatico se puede convertir en el tiol correspondiente mediante una reaccién catalizada por
paladio entre triisopropilsililtiol y el haluro siguiendo el método de Soderquist (Soderquist, 1994), o métodos
relacionados.

[0065] El segundo paso es una sustitucion aromatica nucledfila para generar el producto monoamino-monotio
necesario.

[0066] La sustitucion aromatica nucledfila se lleva a cabo tipicamente mediante la adicién de una amina primaria o
secundaria al heterociclo mono-halogenado en un disolvente tal como etanol, isopropanol, terc-butanol, dioxano,
THF, DMF, etoxietanol, tolueno o xileno. La reaccién se realiza tipicamente a temperatura elevada en presencia de
un exceso de amina o una base no nucledfila como trietilamina o diisopropiletilamina, o una base inorganica tal
como carbonato de potasio o carbonato de sodio. La reaccién también se puede realizar en condiciones acidas en
disolventes como dioxano, etanol o isopropanol, con acidos como el acido p-toluensulfénico y HCI. Con condiciones
acidas o basicas, las reacciones pueden realizarse bajo presion utilizando, por ejemplo, calentamiento por
microondas.

[0067] Alternativamente, el sustituyente amino se pueden introducir a través de un metal de transicion catalizada
reaccion de aminacion. Los catalizadores tipicos para tales transformaciones incluyen Pd (OAc) 2/P (t-Bu) 3, Pd 2
(dba) 3/BINAP y Pd (OAc) 2/BINAP. Estas reacciones se llevan a cabo tipicamente en solventes tales como tolueno
o dioxano, en presencia de bases tales como carbonato de cesio o terc-butéxido de sodio o potasio a temperaturas
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que van desde la temperatura ambiente hasta el reflujo.

[0068] Los productos formados a partir de cualquiera de las etapas de reaccion pueden derivatizarse adicionalmente
usando técnicas conocidas por los expertos en la técnica. Alternativamente, la derivatizacion del intermedio
monohalo puede realizarse antes de la reaccion del segundo sustituyente halo. Los expertos en la materia
apreciaran que el orden de las reacciones descritas para las sintesis anteriores se puede cambiar en ciertas
circunstancias y que ciertas funcionalidades deben ser derivadas (es decir, protegidas) en ciertos casos para que las
reacciones descritas anteriormente continden con un rendimiento razonable y eficiencia. Los tipos de funcionalidad
de proteccion son bien conocidos por los expertos en la técnica y se describen, por ejemplo, en Greene (Greene, T.,
Wouts, P. (1999) Protective Groups in Organic Synthesis. Wiley-Interscience; 32 edicion).

[0069] EI grupo saliente puede ser cualquier tipo conocido adecuado, tal como los descritos en J. March, "Advanced
Organic Chemistry: Reactions, Mechanisms y Structure" 42 edicion, pp 352-357, John Wiley & Sons, Nueva York,
1992.

[0070] preferiblemente, el grupo saliente es un halégeno, mas preferiblemente cloro.
Inhibicién de JAK

[0071] Los compuestos de formula | tienen actividad contra las proteinas quinasas, particularmente las quinasas
JAK y mas particularmente actividad selectiva contra las quinasas JAK1, JAK2 o JAK3 o combinaciones de las
mismas. Un inhibidor de JAK2 es cualquier compuesto que inhibe selectivamente la actividad de JAK2. Un inhibidor
de JAK3 es cualquier compuesto que inhibe selectivamente la actividad de JAK3. Un inhibidor selectivo de
JAK1/JAK2 es cualquier compuesto que inhibe selectivamente tanto JAK1 como JAK2. Una actividad tanto de JAK2
como de JAK3 es fosforilar una proteina STAT. Por lo tanto, un ejemplo de un efecto de un inhibidor de JAK2 o
JAKS3 es disminuir la fosforilacion de una o mas proteinas STAT. El inhibidor puede inhibir la forma fosforilada de
JAK2 o JAK3 o la forma no fosforilada de JAK2 o JAKS.

Inhibicion selectiva e irreversible de JAK3

[0072] Una PTK cataliza la transferencia de un grupo fosfato a partir de una molécula de ATP a un residuo de
tirosina situado en un sustrato proteico. Los inhibidores conocidos en la técnica suelen ser competitivos con el ATP o
el sustrato proteico de la quinasa (Levitzki 2000). Como la concentracion de ATP en una célula es normalmente muy
alta (milimolar), los compuestos que son competitivos con el ATP pueden carecer de actividad in vivo, ya que es
poco probable que dichos compuestos alcancen las concentraciones dentro de la célula que son necesarias para
desplazar el ATP de su sitio de unién.

[0073] Un enfoque alternativo que se ha intentado en relacion con EGFR es disefiar o seleccionar compuestos que
se unen a EGFR TK de una manera irreversible. Tales compuestos se describen en Fry 1998; Discafani 1999; Smaill
1999; Smaill 2000; Tsou 2001; Smaill 2001; Wissner 2003. Estos compuestos funcionan como inhibidores
irreversibles en virtud del hecho de que pueden formar enlaces covalentes a los residuos de aminoacidos ubicados
en el sitio activo de la enzima, lo que resulta en una potencia mejorada de los compuestos in vitro y en la inhibicién
del crecimiento humano. Tumores en modelos in vivo de cancer. Un beneficio adicional de tales inhibidores
irreversibles en comparacion con los inhibidores reversibles, es que los inhibidores irreversibles pueden usarse en la
supresion prolongada de la tirosina quinasa, limitada solo por la tasa normal de recambio de receptores.

[0074] La alineacion de los cuatro miembros de la familia JAK de proteinas tirosina quinasas revela que dentro de
los aminoacidos que comprenden el bolsillo de union a ATP de estas quinasas hay muy pocas diferencias de
aminoacidos que podrian usarse para dirigir inhibidores potenciales hacia un familiar u otro. Curiosamente, JAK3
solo entre esta subfamilia de quinasas posee un residuo de cisteina cerca del labio frontal de la cavidad de unién a
ATP (Cys 963). Al atacar esta cisteina con una funcionalidad que lleva un grupo alquilante como un aceptor de
Michael, u otro grupo similar que pueda reaccionar de manera reversible o irreversible con el resto tiol de este
residuo de cisteina, se puede lograr una inhibicién altamente selectiva de JAK3.

Composiciones farmacéuticas

[0075] La presente invencion proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden al menos uno de los
compuestos de la formula | y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. El vehiculo debe ser "farmacéuticamente
aceptable" significa que es compatible con los otros ingredientes de la composicidon y no es perjudicial para un
sujeto. Las composiciones de la presente invenciéon pueden contener otros agentes terapéuticos como se describe a
continuacién, y pueden formularse, por ejemplo, empleando vehiculos o diluyentes sdlidos o liquidos
convencionales, asi como aditivos farmacéuticos de un tipo apropiado para el modo de administraciéon deseado
(para ejemplo, excipientes, aglutinantes, conservantes, estabilizantes, sabores, etc.) de acuerdo con técnicas tales
como las bien conocidas en la técnica de la formulacién farmacéutica (véase, por ejemplo, Remington: The Science
and Practice of Pharmacy, 212 edicién, 2005, Lippincott Williams y Wilkins).
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[0076] Los compuestos de la invencion pueden administrarse por cualquier medio adecuado, por ejemplo, por via
oral, tal como en forma de comprimidos, capsulas, granulos o polvos; sublingualmente bucalmente parenteralmente,
tal como mediante inyeccion o infusion subcutanea, intravenosa, intramuscular, intra(trans)dérmica o intracisternal
(por ejemplo, como soluciones o suspensiones acuosas 0 no acuosas inyectables estériles); por via nasal, tal como
por inhalacién o por insuflacion; topicamente, tal como en forma de una crema o ungiento ocular | en forma de una
solucién o suspension; vaginalmente en forma de pesarios, tampones o cremas; o por via rectal, tal como en forma
de supositorios; en formulaciones de dosis unitarias que contienen vehiculos o diluyentes farmacéuticamente
aceptables y no téxicos. Los compuestos pueden, por ejemplo, administrarse en una forma adecuada para la
liberacion inmediata o la liberaciéon prolongada. La liberacion inmediata o prolongada se puede lograr mediante el
uso de composiciones farmacéuticas adecuadas que comprenden los presentes compuestos, o, particularmente en
el caso de liberacion prolongada, mediante el uso de dispositivos tales como implantes subcutaneos o bombas
osmoticas.

[0077] Las composiciones farmacéuticas para la administracion de los compuestos de la invencion pueden
presentarse convenientemente en forma de dosificacion unitaria y pueden prepararse por cualquiera de los métodos
bien conocidos en la técnica de farmacia. Estos métodos generalmente incluyen la etapa de asociar el compuesto de
férmula | con el vehiculo que constituye uno o mas ingredientes accesorios. En general, las composiciones
farmacéuticas se preparan asociando de manera uniforme e intima el compuesto de férmula | con un vehiculo
liqguido o un vehiculo sélido finamente dividido o ambos, y luego, si es necesario, moldeando el producto en la
formulacién deseada. En la composicién farmacéutica, el compuesto objeto activo se incluye en una cantidad
suficiente para producir el efecto deseado sobre el proceso o el estado de las enfermedades. Como se usa en el
presente documento, el término "composicién" pretende abarcar un producto que comprende los ingredientes
especificados en las cantidades especificadas, asi como cualquier producto que resulte, directa o indirectamente, de
la combinacion de los ingredientes especificados en las cantidades especificadas.

[0078] Las composiciones farmacéuticas que contienen el compuesto de férmula | pueden estar en una forma
adecuada para uso oral, por ejemplo, como tabletas, trociscos, pastillas, suspensiones acuosas u oleosas, polvos o
granulos dispersables, emulsiones, capsulas duras o blandas, o jarabes o elixires. Las composiciones destinadas a
uso oral pueden prepararse de acuerdo con cualquier método conocido en la técnica para la fabricacion de
composiciones farmacéuticas y tales composiciones pueden contener uno o mas agentes tales como agentes
edulcorantes, agentes aromatizantes, agentes colorantes y agentes conservantes, por ejemplo, para proporcionar
farmacos. Preparaciones cosméticamente estables y sabrosas. Los comprimidos contienen el compuesto de formula
| en mezcla con excipientes farmacéuticamente aceptables no toxicos que son adecuados para la fabricacién de
comprimidos. Estos excipientes pueden ser, por ejemplo, diluyentes inertes, tales como carbonato de calcio,
carbonato de sodio, lactosa, fosfato de calcio o fosfato de sodio; agentes de granulaciéon y desintegracion, por
ejemplo, almidén de maiz o acido alginico; agentes aglutinantes, por ejemplo almidén, gelatina o goma arabiga, y
agentes lubricantes, por ejemplo estearato de magnesio, acido estearico o talco. Los comprimidos pueden no estar
recubiertos o pueden recubrirse mediante técnicas conocidas para retrasar la desintegracion y absorcion en el tracto
gastrointestinal y, por lo tanto, proporcionar una accion sostenida durante un periodo mas largo. Por ejemplo, puede
emplearse un material de retardo temporal tal como monoestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo. También
pueden recubrirse para formar comprimidos terapéuticos osméticos para el control de liberacion.

[0079] Las formulaciones para uso oral también pueden presentarse como capsulas de gelatina dura en las que el
compuesto de férmula | se mezcla con un diluyente soélido inerte, por ejemplo, carbonato de calcio, fosfato de calcio
o caolin, o como capsulas de gelatina blanda en las que el compuesto de féormula | se mezcla con agua o un medio
de aceite, por ejemplo, aceite de mani, parafina liquida o aceite de oliva.

[0080] Las suspensiones acuosas contienen los materiales activos en mezcla con excipientes adecuados para la
fabricacion de suspensiones acuosas. Dichos excipientes son agentes de suspension, por ejemplo
carboximetilcelulosa de sodio, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, alginato de sodio, polivinilpirrolidona, goma
tragacanto y goma arabiga; Los agentes dispersantes o humectantes pueden ser un fosfatido natural, por ejemplo,
lecitina, o productos de condensacion de un 6xido de alquileno con acidos grasos, por ejemplo, estearato de
polioxietileno, o productos de condensacién de oxido de etileno con alcoholes alifaticos de cadena larga, por
ejemplo, heptadecaetileno, oxicetanol o condensacion. productos de 6xido de etileno con ésteres parciales
derivados de acidos grasos y un hexitol como el monooleato de polioxietileno sorbitol, o productos de condensacion
de oxido de etileno con ésteres parciales derivados de acidos grasos y anhidridos de hexitol, por ejemplo
monooleato de polietileno sorbitan. Las suspensiones acuosas también pueden contener uno o mas conservantes,
por ejemplo, etilo o n-propilo, p-hidroxibenzoato, uno o mas agentes colorantes, uno o mas agentes saborizantes y
uno o mas agentes edulcorantes, tales como sacarosa o sacarina.

[0081] Las suspensiones oleosas se pueden formular suspendiendo el compuesto de férmula | en un aceite vegetal,
por ejemplo, aceite de cacahuete, aceite de oliva, aceite de sésamo o aceite de coco, o en un aceite mineral tal
como parafina liquida. Las suspensiones oleosas pueden contener un agente espesante, por ejemplo, cera de abeja,
parafina dura o alcohol cetilico. Agentes edulcorantes tales como los expuestos anteriormente, y agentes
saborizantes pueden agregarse para proporcionar una preparacion oral sabrosa. Estas composiciones pueden
conservarse mediante la adicion de un antioxidante como el acido ascérbico.
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[0082] Los polvos dispersables y granulos adecuados para preparacion de una suspension acuosa mediante la
adicién de agua proporcionan el compuesto de férmula | en mezcla con un agente dispersante o humectante, agente
de suspensién y uno o mas conservantes. Los agentes dispersantes o humectantes adecuados y los agentes de
suspension se ejemplifican por los ya mencionados anteriormente. También pueden estar presentes excipientes
adicionales, por ejemplo agentes edulcorantes, saborizantes y colorantes.

[0083] Las composiciones farmacéuticas de la invencion también pueden estar en forma de emulsiones de aceite-
en-agua. La fase oleosa puede ser un aceite vegetal, por ejemplo, aceite de oliva o aceite de cacahuete, o un aceite
mineral, por ejemplo, parafina liquida o mezclas de estos. Los agentes emulsionantes adecuados pueden ser gomas
naturales, por ejemplo, goma de acacia o goma de tragacanto, fosfatidos naturales, por ejemplo, soja, lecitina y
ésteres o ésteres parciales derivados de acidos grasos y anhidridos de hexitol, por ejemplo monooleato de sorbitan
y condensacion. productos de dichos ésteres parciales con 6xido de etileno, por ejemplo monooleato de
polioxietileno sorbitano. Las emulsiones también pueden contener agentes edulcorantes y aromatizantes.

[0084] Los jarabes y elixires se pueden formular con agentes edulcorantes, por ejemplo glicerol, propilenglicol,
sorbitol o sacarosa. Tales formulaciones también pueden contener un demulcente, un conservante y agentes
aromatizantes y colorantes.

[0085] Las composiciones farmacéuticas pueden estar en la forma de una suspension acuosa u oleaginosa
inyectable estéril. Esta suspension puede formularse de acuerdo con la técnica conocida usando aquellos agentes
dispersantes o humectantes adecuados y agentes de suspension que se han mencionado anteriormente. La
preparacion inyectable estéril también puede ser una solucién o suspension inyectable estéril en un diluyente o
disolvente no téxico parenteralmente aceptable, por ejemplo, como una solucion en 1,3-butanodiol. Entre los
vehiculos y disolventes aceptables que pueden emplearse estan el agua, la solucion de Ringer y la solucion
isotonica de cloruro de sodio. Ademas, los aceites fijos estériles se emplean convencionalmente como un disolvente
o medio de suspension. Para este propdsito, se puede emplear cualquier aceite fijo insipido, incluyendo mono o
diglicéridos sintéticos. Ademas, los acidos grasos tales como el acido oleico encuentran uso en la preparacion de
formulaciones inyectables.

[0086] Para la administracion al tracto respiratorio, incluyendo la administracion intranasal, el compuesto activo se
puede administrar por cualquiera de los métodos y formulaciones empleadas en la técnica para la administracion al
tracto respiratorio.

[0087] Por lo tanto, en general, el compuesto activo se puede administrar en forma de una solucién o una
suspensién o como un polvo seco.

[0088] Las soluciones y suspensiones generalmente seran acuosas, por ejemplo, preparadas a partir de agua sola
(por ejemplo, agua estéril o libre de pirégenos) o agua y un co-solvente fisiolégicamente aceptable (por ejemplo,
etanol, propilenglicol o polietilenglicoles como PEG 400).).

[0089] Dichas soluciones o suspensiones pueden contener adicionalmente otros excipientes por ejemplo
conservantes (tales como cloruro de benzalconio), agentes solubilizantes/tensioactivos tales como polisorbatos (por
ejemplo., Tween 80, Span 80, cloruro de benzalconio), agentes tamponantes, agentes de isotonicidad de ajuste (por
ejemplo, cloruro de sodio), potenciadores de la absorcion y potenciadores de la viscosidad. Las suspensiones
pueden contener adicionalmente agentes de suspension (por ejemplo, celulosa microcristalina y carboximetilcelulosa
sodica).

[0090] Las soluciones o suspensiones se aplican directamente a la cavidad nasal por medios convencionales, por
ejemplo con un gotero, pipeta o spray. Las formulaciones se pueden proporcionar en forma Unica o multidosis. En
este ultimo caso, se proporciona deseablemente un medio de dosificacion de la dosis. En el caso de un cuentagotas
o pipeta, esto puede lograrse si el sujeto administra un volumen apropiado y predeterminado de la solucion o
suspension. En el caso de una pulverizacion, esto puede lograrse, por ejemplo, por medio de una bomba de
pulverizacién de atomizacion dosificadora.

[0091] La administracion al tracto respiratorio también se puede lograr por medio de una formulacién de aerosol en
la que el compuesto se proporciona en un paquete presurizado con un propelente adecuado, como un
clorofluorocarbono (CFC), por ejemplo diclorodifluorometano, triclorofluorometano o diclorotetrafluoroetano, carbono
diéxido u otro gas adecuado. El aerosol también puede contener convenientemente un agente tensioactivo tal como
lecitina. La dosis de compuesto activo puede controlarse mediante la provisiéon de una valvula dosificada.

[0092] Alternativamente, el compuesto activo puede proporcionarse en forma de un polvo seco, por ejemplo una
mezcla de polvo del compuesto en una base en polvo adecuada tal como lactosa, almidén, derivados de almidén
tales como hidroxipropilmetil celulosa y polivinilpirrolidina (PVP). Convenientemente, el portador de polvo formara un
gel en la cavidad nasal. La composicion en polvo puede presentarse en forma de dosis unitaria, por ejemplo en
capsulas o cartuchos de, por ejemplo, gelatina, o envases tipo blister a partir de los cuales se puede administrar el
polvo por medio de un inhalador.
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[0093] En las formulaciones destinadas a la administracion al tracto respiratorio, incluyendo formulaciones
intranasales, el compuesto activo tendra generalmente un tamafio de particula pequefio, por ejemplo del orden de 5
micras o menos. Dicho tamafio de particula se puede obtener por medios conocidos en la técnica, por ejemplo
mediante micronizacion.

[0094] Cuando se desea, se pueden emplear formulaciones adaptadas para dar una liberacién sostenida del
compuesto activo.

[0095] EI compuesto activo se puede administrar por inhalacion oral como un polvo de flujo libre a través de un
"Diskhaler" (denominacion comercial de Glaxo Group Ltd) o un inhalador de aerosol de dosis de medidor.

[0096] Los compuestos de la presente invencion también pueden administrarse en forma de supositorios para la
administracion rectal del farmaco. Estas composiciones se pueden preparar mezclando el farmaco con un excipiente
no irritante adecuado que sea sélido a temperaturas normales pero liquido a la temperatura rectal y, por lo tanto, se
fundira en el recto para liberar el farmaco. Tales materiales son manteca de cacao y polietilenglicoles.

[0097] Las composiciones adecuadas para administracion vaginal pueden presentarse como pesarios, tampones,
cremas, geles, pastas, espumas o aerosoles que contienen ademas del ingrediente activo, vehiculos que se sabe
que son apropiados en la técnica.

[0098] Para uso topico, cremas, pomadas, jaleas, soluciones o suspensiones, etc., que contienen los compuestos de
la presente invencion se emplean. (Para los propésitos de esta solicitud, la aplicacion topica debe incluir enjuagues
bucales y gargaras).

[0099] Para la aplicacion al ojo, el compuesto activo puede estar en la forma de una solucion o suspension en un
vehiculo acuoso o no acuoso estéril adecuado. También se pueden incluir aditivos, por ejemplo, tampones,
conservantes que incluyen agentes bactericidas y fungicidas, como acetato o nitrato de fenilo mercurio, cloruro de
benzalconio o clorohexidina, y agentes espesantes como la hipromelosa.

[0100] Los compuestos de la presente invencion también pueden administrarse en forma de liposomas. Como se
sabe en la técnica, los liposomas se derivan generalmente de fosfolipidos u otras sustancias lipidicas. Los liposomas
estan formados por cristales liquidos hidratados mono- o multilamelares que se dispersan en un medio acuoso. Se
puede usar cualquier lipido no toxico, fisiolégicamente aceptable y metabolizable capaz de formar liposomas. Las
presentes composiciones en forma de liposoma pueden contener, ademas de un compuesto de la presente
invencion, estabilizantes, conservantes, excipientes y similares. Los lipidos preferidos son los fosfolipidos y
fosfatidilcolinas, tanto naturales como sintéticos. Los métodos para formar liposomas son conocidos en la técnica.

[0101] La eficacia de esta clase de compuestos puede ser aplicable a los stents liberadores de farmacos. Las
aplicaciones potenciales de los stents liberadores de farmacos con estos compuestos incluyen la estenosis de la
arteria pulmonar, la estenosis de la vena pulmonar y la estenosis de la arteria coronaria. Los stents liberadores de
farmacos también se pueden usar en injertos de vena safena o injertos o conductos arteriales. Los stents liberadores
de farmacos que liberan esta clase de compuestos también pueden ser aplicables para tratar las estenosis de la
aorta o arterias periféricas, como la arteria iliaca, la arteria femoral o la arteria poplitea. El compuesto puede unirse a
la endoproétesis liberadora de farmacos mediante cualquiera de los diversos métodos conocidos en el campo. Los
ejemplos de dichos métodos incluyen polimeros, fosforil colina y ceramica. El compuesto también puede
impregnarse en un stent bioabsorbible.

[0102] Los compuestos activos también pueden presentarse para uso en la forma de composiciones veterinarias,
que se pueden preparar, por ejemplo, por métodos que son convencionales en la técnica. Ejemplos de tales
composiciones veterinarias incluyen los adaptados para:

(a) administracion oral, aplicacion externa, por ejemplo, empapados (por ejemplo, soluciones o suspensiones
acuosas 0 no acuosas); comprimidos o bolos; polvos, granulos o granulos para mezclar con piensos; pastas de
aplicacion a la lengua;

(b) administraciéon parenteral, por ejemplo, mediante inyecciéon subcutanea, intramuscular o intravenosa, por
ejemplo, como una solucion o suspension estéril; o (cuando sea apropiado) mediante inyeccion intramamaria en
la que se introduce una suspensién o solucién en la ubre a través de la tetina;

(c) aplicaciones topicas, por ejemplo, como una crema, ungiiento o aerosol aplicado a la piel; o

(d) por via rectal o intravaginal, por ejemplo, como pesario, crema o espuma.

[0103] La composicion farmacéutica y el método de la presente invencion pueden comprender ademas otros
compuestos terapéuticamente activos como se ha sefialado en el presente documento que normalmente se aplican
en el tratamiento de las condiciones patologicas mencionadas anteriormente. La seleccion de los agentes
apropiados para uso en terapia de combinacién puede ser realizada por un experto en la técnica, de acuerdo con
principios farmacéuticos convencionales. La combinaciéon de agentes terapéuticos puede actuar de forma sinérgica
para efectuar el tratamiento o la prevencion de los diversos trastornos descritos anteriormente. Usando este
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enfoque, se puede ser capaz de lograr una eficacia terapéutica con dosis mas bajas de cada agente, reduciendo asi
la posibilidad de efectos secundarios adversos. Los ejemplos de otros agentes terapéuticos incluyen los siguientes:
antagonistas de los receptores de endotelina (por ejemplo, ambrisentan, bosentan, sitaxsentan), inhibidores de la
PDE-V (por ejemplo, sildenafilo, tadalafilo, vardenafilo), bloqueadores de los canales de calcio (por ejemplo,
amlodipina, felodipina, varepamilo, diltiazem, mentol), prostaciclina, treprostinilo, iloprost, beraprost, 6xido nitrico,
oxigeno, heparina, warfarina, diuréticos, digoxina, ciclosporinas (por ejemplo, ciclosporina A), CTLA4-Ig, anticuerpos
tales como ICAM-3, anti-ILO-2 receptor (Anti-Tac), anti-CD45RB, anti-CD2, anti-CD3 (OKT-3), anti-CD4, anti-CD80,
anti-CD86, agentes que bloquean la interaccion entre CD40 y gp39, como los anticuerpos especificos para CD40 y/o
gp39 (es decir, CD154), proteinas de fusion construidas a partir de CD40 y gp39 (CD401g y CD8gp39), inhibidores,
tales como inhibidores de la translocacion nuclear, de la funcion NF-kappa B, como desoxiespergualina (DSG),
inhibidores de la biosintesis del colesterol como HMG Inhibidores de la CoA reductasa (lovastatina y simvastatina),
antiinflamatorios no esteroideos gs (AINE) como ibuprofeno, aspirina, paracetamol, lefluno-mida,
desoxiespergualina, inhibidores de la ciclooxigenasa, como celecoxib, esteroides, como la prednisolona o la
dexametasona, compuestos de oro, grandes cantidades de elementos, accesorios de oro, accesorios, accesorios,
accesorios, accesorios de oro, gas-beta, agonistas, etc. montelukast, agentes antiproliferativos como metotrexato,
FK506 (tacrolimus, Prograf), mofetilo de micofenolato, farmacos citotdxicos, tales como azatioprina, VP-16,
etopdsido, fludarabina, doxorubina, adriamicina, amsacrina, camptotecina, citarabina, gemcitabina,
fluorodeoxiuridina, melfalano y ciclofosfamida, antimetabolitos tales como metotrexato, inhibidores de topoisomerasa
como camptotecina, alquiladores de ADN como cisplatino, inhibidores de quinasa como sorafenib, venenos de
microtubulos, como paclitaxel, inhibidores de TNF-a como tenidap, anticuerpos anti-TNF o receptor de TNF soluble,
hidroxiurea y rapamicina (sirolimus o Rapamune) o sus derivados.

[0105] Cuando se emplean otros agentes terapéuticos en combinacion con los compuestos de la presente
invencion, se pueden usar, por ejemplo, en cantidades como se indica en Physician Desk Reference (PDR) o segun
lo determinado por un experto en la técnica.

Tratamiento

[0106] Los compuestos de formula | pueden usarse en la fabricacion de medicamentos para el tratamiento de
enfermedades asociadas con quinasa incluyendo enfermedades asociadas con quinasa JAK tales enfermedades
inmunoldgicas e inflamatorias incluyendo transplantes de érganos; enfermedades hiperproliferativas que incluyen
cancer y enfermedades mieloproliferativas; enfermedades virales; enfermedades metabdlicas; y enfermedades
vasculares.

[0107] En general, el término "tratamiento” significa que afecta a un sujeto, tejido o célula para obtener un efecto
farmacoldgico y/o fisioldgico deseado e incluye: (a) prevenir que ocurra la enfermedad en un sujeto que puede estar
predispuesto a la enfermedad, pero aun no se ha diagnosticado que lo tenga; (b) inhibir la enfermedad, es decir,
detener su desarrollo; o (c) aliviar o mejorar los efectos de la enfermedad, es decir, provocar la regresion de los
efectos de la enfermedad.

[0108] EI término "sujeto" se refiere a cualquier animal que tiene una enfermedad que requiere tratamiento con el
compuesto de formula .

[0109] Ademas de los primates, como los humanos, se puede tratar una variedad de otros mamiferos usando los
compuestos, composiciones y métodos de la presente invencion. Por ejemplo, se pueden tratar mamiferos que
incluyen, pero no se limitan a, vacas, ovejas, cabras, caballos, perros, gatos, cobayas, ratas u otras especies
bovinas, ovinas, equinas, caninas, felinas, roedoras o murinas. Sin embargo, la invencion también puede ponerse en
practica en otras especies, como las especies aviares (por ejemplo, pollos).

[0110] EI término "administracion" debe entenderse que significan proporcionar un compuesto de la invencion a un
sujeto en necesidad de tratamiento.

[0111] El término "enfermedades asociadas con quinasa" se refiere a un trastorno o trastornos que resultan directa o
indirectamente de o se agravan por la actividad aberrante de la quinasa, en particular actividad quinasa JAK y/o que
se alivian mediante la inhibiciéon de una o mas de estas quinasas enzimas.

[0112] En una realizaciéon preferida, el estado de enfermedad asociado con quinasa implica una o mas de las
quinasas JAK, JAK1, JAK2, JAK3 o TYK2. En una realizacién particularmente preferida, la enfermedad implica la
quinasa JAK2 o JAK3. Tales enfermedades incluyen, pero no se limitan a, las enumeradas en la Tabla a
continuacion.

Activacion de la via JAK/STAT en diversas patologias

[0113]
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hiperproliferativas-

cancer

Tipo de enfermedad Tipos de células | Citoquinas Quinasa JAK | Caracteristicas
involucradas involucradas | involucrada

Atopia Células mastil, IL-4, IL-5, IL- | JAK1, JAK2, | Activacion de células B de

Asma alérgica, eosinodfilos, 6, IL-7, IL-13 | JAKS, Tyk2 células T seguida de

dermatitis atépica células T, activacion mediada por

(eczema), rinitis células B, IgE de mastocitos y

alérgica, eosinodfilos residentes

CMH Células T, IL-2, IL-4, IL- | JAK1, JAK2, | Activacion de células B

Dermatitis de células B, 5, IL-6, IL- JAK3, Tyk2 y/o células Tpx Activacion

contacto alérgica, macrofagos, 10, IFNy, de

neumonitis por neutroéfilos TNF, IL-7, macrofagos/granulocitos

hipersensibilidad IL-13,

Enfermedades Células B, IL-2, IL-4, IL- | JAK1, JAK2, | Produccion de citocinas

autoinmunes células T, 5, IL-6, IL-7, | JAK3, Tyk2 (por ejemplo, TNF a/B, IL-

Esclerosis multiple, monocitos, 11-10, IL-13, 1, CSF-1, GM-CSF),

Glomerulonefritis, macrofagos, IFNy, TNF, activacion de células T,

Lupus eritematoso neutrofilos, GM-CSF; G- activacion de células B,

sistémico (LES), mastocitos, CSF, activacion de JAK/STAT

Artritis reumatoide, eosindfilos,

Artritis juvenil,

Sindrome de

Sjogren,

Esclerodermia

Polimiositis,

Espondilitis

anquilosante, Artritis

psoriasica

Trasplante Células T, IL-2, IL-4, IL- | JAK1, JAK2, | Necrosis mediada por

Rechazo de células B, 5, IL-7, IL- JAKS, macrofagos/células T,

aloinjerto GvHD macrofagos 13, TNF apoptosis mediada por
células Tcy
opsonizacién/necrosis
mediada por células B/lg
de injerto extrafio

Enfermedades Citoquinas JAK1, JAK2, | Mediacion JAK/STAT

virales virales, IL-2, JAK3

Virus de Epstein Barr | Linfocitos

(EBV)

Hepatitis B Hepatocitos

Hepatitis C Hepatocitos

El VIH Linfocitos

HTLV 1 Linfocitos

Virus de Varicela- Fibroblastos

Zoster (VZV)

Virus del papiloma Células

humano (VPH) epiteliales

Enfermedades
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Tipo de enfermedad Tipos de células Citoquinas Quinasa Caracteristicas

involucradas involucradas JAK

involucrada

Leucemia Leucocitos Varias citocinas JAK1, Produccion
Linfoma Linfocitos autocrinas, JAK2, citoquina,
Mieloma mudiltiple varios activacion JAK3 activacion
Cancer de prostata varios intrinseca. JAK/STAT
cancer de mama varios
Lympohoma Hodgkins varios
Leucemia linfocitica varios
cronica de células B
cancer de pulmén varios
hepatoma varios
mieloma metastasico varios
glioma varios
Enfermedades Hematopoyético Interleucina-3, Mutacién Activacion
mieloproliferativas eritropoyetina, JAK2 JAK/STAT
Policitemia rubra vera, trombopoyetina

mielofibrosis primaria.
Trombocitemia,
trombocitemia esencial,
mielofibrosis idiopatica,
leucemia mielégena

croénica
Enfermedad vascular Células endoteliales, | IL6, JAK1, Activacion
Hipertension, células del musculo angiotensina I, JAK2, JAK/STAT
Hipertrofia, Insuficiencia | liso, incluidas las LIF, TNFalfa, TYK2
cardiaca, Isquemia, células del musculo serotonina,
Hipertension arterial liso de la arteria caveolinl
pulmonar pulmonar, miocitos

cardiacos,

fibroblastos, células

endoteliales
Enfermedad Adipocitos, células Leptina JAK2 Activacion
metabdlica Obesidad, hipofisarias, JAK/STAT
sindrome metabdlico. neuronas,

monocitos.

[0114] EIl término "enfermedad inmunolégica e inflamatoria" se refiere a una enfermedad inmunoldgica, inflamatoria
o0 autoinmune, incluyendo pero no limitada a artritis reumatoide, poliartritis, espondilitis reumatoide, osteoartritis,
gota, asma, bronquitis, rinitis alérgica, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, fibrosis quistica, enfermedad
inflamatoria del tazon, sindrome del tazén irritable, colitis mucosa, colitis ulcerosa, colitis diabrética, enfermedad de
Crohn, trastornos autoinmunes de la tiroides, tritis, esofagitis, hepatitis, pancreatitis, nefritis, psoriasis, eczema, acné
vulgar, dermatitis, urticaria, esclerosis multiple, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Lou Gehrig, enfermedad
de Paget, sepsis, conjuntivitis, neranl catarro, artrorreumatismo cronico, sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica (SIRS), polimiositis, dermatomiositis (DM), polarisitis (PN), trastorno mixto del tejido conectivo (MCTD),
sindrome de Sjoegren, sindrome de Crouzon, acondroplasia, lupus eritematoso sistémico, esclerodermia, vasculitis,
displasia tanatoférica, resistencia a la insulina, diabetes tipo | y complicaciones de la diabetes y el sindrome
metabdlico.

[0115] EI término "enfermedades hiperproliferativas” incluye estados de cancer y enfermedades mieloproliferativas
como estados de enfermedades de proliferacion de células, incluyendo pero no limitado a: Cardiaco: sarcoma
(angiosarcoma, fibrosarcoma, rabdomiosarcoma, liposarcoma), mixoma, rabdomioma, fibroma, lipoma y teratoma;
Pulmén: carcinoma broncogénico (células escamosas, células pequefas indiferenciadas, células grandes no
diferenciadas, adenocarcinoma), carcinoma alveolar (bronquiolar), adenoma bronquial, sarcoma, linfoma,
hanlartoma condromatoso, inesotelioma; Gastrointestinal: esoéfago (carcinoma de células escamosas,
adenocarcinoma, leiomiosarcoma, linfoma), estdmago (carcinoma, linfoma, leiomiosarcoma), pancreas
(adenocarcinoma ductal, insulinoma, glucagonoma, gastrinoma, tumores carcinoides, vipoma), intestino delgado
(adenocarcinoma, linfoma, tumores carcinoides, sarcoma de Karposi, leiomioma, hemangioma, lipoma,
neurofibroma, fibroma), intestino grueso (adenocen), adenoma velloso, hamartoma, leiomioma); Tracto
genitourinario: rifidn (adenocarcinoma, tumor de Wilm [nefroblastoma], linfoma, leucemia), vejiga y uretra (carcinoma
de células escamosas, carcinoma de células transicionales, adenocarcinoma), prostata (adenocarcinoma, sarcoma),
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testiculo (seminoma), teratocarcinoma, coriocarcinoma, sarcoma, carcinoma de células intersticiales, fibroma,
fibroadenoma, tumores adenomatoides, lipoma); Higado: hepatoma (carcinoma hepatocelular), colangiocarcinoma,
hepatoblastoma, angiosarcoma, adenoma hepatocelular, hemangioma; Hueso: sarcoma osteogénico
(osteosarcoma), fibrosarcoma, histiocitoma maligno fibroso, condrosarcoma, sarcoma de Ewing, linfoma maligno
(sarcoma de la célula del reticulo), mieloma multiple, cordoma de tumor de células gigantes malignas,
osteocronfroma (exostosas osteocartilaginas), condroma benigno, condroblastoma, condromixofibroma, osteoma
osteoide y tumores de células gigantes; Sistema nervioso: craneo (osteoma, hemangioma, granuloma, xantoma,
osteitis defornios), meninges (meningioma, meningiosarcoma, gliomatosis), cerebro (astrocitoma, astrocitoma,
glandoma) schwannoma, retinoblastoma, tumores congénitos), neurofibroma de la médula espinal, meningioma,
glioma, sarcoma); Ginecoldgico: Utero (carcinoma endometrial), cérvix (carcinoma cervical, displasia cervical pre-
tumoral), ovarios (carcinoma de ovario [cistoadenocarcinoma seroso, cistoadenocarcinoma mucinoso, carcinoma no
clasificado, tumor de células granulosoeculares, cancer de la parasito) teratoma), vulva (carcinoma de células
escamosas, carcinoma intraepitelial, adenocarcinoma, fibrosarcoma, melanoma), vagina (carcinoma de células
claras, carcinoma de células escamosas, sarcoma botrioide [rabdomiosarcoma embrionario)], trompas de Falopio
(carcinoma); Hematoldgica: sangre (leucemia mieloide [aguda y crénica), leucemia linfoblastica aguda, leucemia
linfocitica crénica, mieloma mudltiple, sindrome mielodisplasico), enfermedad de Hodgkin, linfoma no Hodgkin
[linfoma maligno; ¢ji: melanoma maligno, carcinoma de células basales, carcinoma de células escamosas, sarcoma
de Karposi, lunares, nevos displasicos, lipoma, angioma, dermatofibroma, queloides, psoriasis; Glandulas
suprarrenales: neuroblastoma; y enfermedades mileoproliferativas como la policitemia rubra vera, mielofibrosis
primaria, trombocitemia, trombocitemia esencial (TE), metaplasia mieloide agnénica (AMM), también conocida como
mielofibrosis idiopatica (FMI) y leucemia mielégena crénica (CML).

[0116] EI término "enfermedades vasculares" se refiere a enfermedades incluyendo, pero no limitado a,
enfermedades cardiovasculares, la hipertension, hipertrofia, hipercolesterolemia, hiperlipidemia, trastornos
trombdticos, accidente cerebrovascular, fendmeno de Raynaud, sindrome POEMS, angina, isquemia, migrafa,
enfermedad arterial periférica, insuficiencia cardiaca, reestenosis, aterosclerosis, hipertrofia ventricular izquierda,
infarto de miocardio, enfermedades isquémicas del corazén, rifién, higado y cerebro, e hipertension arterial
pulmonar.

[0117] Las enfermedades preferidas para inhibidores selectivos de la JAK2 incluyen enfermedades inmunoldgicas e
inflamatorias tales como enfermedades auto-inmunes para la dermatitis ejemplo atdpica, asma, rinitis alérgica,
artritis reumatoide, artritis juvenil, sindrome de Sjogren, esclerodermia, polimiositis, espondilitis anquilosante, artritis
psoriasica, célula hipersensibilidad mediada, por ejemplo, dermatitis de contacto alérgica y neumonitis por
hipersensibilidad, enfermedad de Crohn, psoriasis, sindrome de Crouzon, acondroplasia, lupus eritematoso
sistémico, esclerodermia, enfermedad mixta del tejido conectivo, vasculitis, displasia tanatoférica y diabetes;
trastornos hiperproliferativos como el cancer, por ejemplo, cancer de prostata, cancer de colon, cancer de mama,
cancer de higado, hepatoma, cancer de cabeza y cuello, glioma, cancer de piel, melanoma metastasico, leucemia,
linffoma, mieloma mudltiple y enfermedades mieloproliferativas como policitemia rubra vera, mielofibrosis,
trombocitemia, trombocitemia esencial (TE), metaplasia mieloide agnénica (AMM), también conocida como
mielofibrosis idiopatica (FMI) y leucemia mielégena crénica (LMC); y enfermedades vasculares como hipertension,
hipertrofia, accidente cerebrovascular, fend6meno de Raynaud, sindrome de POEMS, angina, isquemia, migrafia,
enfermedad arterial periférica, insuficiencia cardiaca, reestenosis, aterosclerosis e hipertension arterial pulmonar.

[0118] Las enfermedades preferidas para los compuestos que inhiben selectivamente tanto JAK1 y JAK2 son
enfermedades hiperproliferativas tales como el cancer para el cancer de ejemplo de prostata, cancer de colon,
cancer de mama, cancer de higado tales como hepatoma, cancer de pulmoén, cancer de cabeza y cuello, tales como
glioma, cancer de piel como el melanoma metastasico, la leucemia, el linfoma y el mieloma multiple.

[0119] Las enfermedades preferidas para inhibidores selectivos de la JAK3 son enfermedades inmunoldgicas e
inflamatorias, incluyendo enfermedades autoinmunes tales como lupus eritematoso sistémico, enfermedad mixta del
tejido conectivo, la esclerodermia, la esclerosis mudltiple, neuritis autoinmune, artritis reumatoide, psoriasis,
resistencia a la insulina, diabetes tipo | y complicaciones desde diabetes, sindrome metabdlico, asma, dermatitis
atopica, trastornos autoinmunes de la tiroides, colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, enfermedad de Alzheimer y
otras indicaciones donde la inmunosupresion puede ser deseable, como trasplante de 6rganos y enfermedad de
injerto contra huésped. Ademas, los inhibidores especificos de JAK3 pueden encontrar una aplicacion para
tratamientos terapéuticos para enfermedades hiperproliferativas como la leucemia y el linfoma en los que JAKS esta
hiperactivado.

[0120] Los compuestos de férmula también se pueden usar en la fabricacion de medicamentos para uso en un
método de suprimir el sistema inmune de un sujeto. En una realizacion, el método para suprimir el sistema inmune
es modificar la respuesta del sistema inmune a un trasplante en el sujeto. Mas preferiblemente, el trasplante es un
trasplante de drganos o un trasplante de tejidos.

[0121] Preferiblemente, el método para suprimir el sistema inmune es para el tratamiento de estados de enfermedad

seleccionados de atopia, como asma alérgica, dermatitis atopica (eczema) y rinitis alérgica; hipersensibilidad
mediada por células, como dermatitis de contacto alérgica y neumonitis por hipersensibilidad; enfermedades
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autoinmunes, como la esclerosis multiple, glomerulonefritis, lupus eritematoso sistémico (LES), artritis reumatoide,
artritis juvenil, sindrome de Sjogren, esclerodermia polimiositis, espondilitis anquilosante, artritis psoriasica, lupus
eritematoso sistémico (LES), artritis reumatoide, artritis juvenil, sindrome de Sjogren, esclerodermia, polimiositis,
espondilitis anquilosante, artritis psoriasica, colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn; otras enfermedades
autoinmunes, como diabetes tipo |, trastornos autoinmunes de la tiroides y enfermedad de Alzheimer; enfermedades
relacionadas con el trasplante, como rechazo de Allographt y enfermedad de injerto contra huésped; enfermedades
virales, como el virus de Epstein Barr (EBV), la hepatitis B, la hepatitis C, el VIH, el HTLV 1, el virus de la varicela
zoster (VZV), el virus del papiloma humano (VPH), el cancer, como la leucemia, el linfoma y el cancer de préstata.

Dosificaciones

[0122] EI término "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a la cantidad del compuesto de férmula | que
provocara la respuesta médica o biolégica de un tejido, sistema, animal o humano que busca el investigador,
veterinario, médico o otro clinico.

[0123] En el tratamiento o prevencion de afecciones que requieren inhibicion de la quinasa, un nivel de dosificacion
apropiado generalmente sera de aproximadamente 0,01 a 500 mg por kg de peso corporal del paciente por dia, que
se puede administrar en dosis Unicas o multiples. Preferiblemente, el nivel de dosificaciéon sera de aproximadamente
0,1 a aproximadamente 250 mg/kg por dia; mas preferiblemente de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 100
mg/kg por dia. Un nivel de dosificacion adecuado puede ser de aproximadamente 0,01 a 250 mg/kg por dia,
aproximadamente de 0,05 a 100 mg/kg por dia, o de aproximadamente 0,1 a 50 mg/kg por dia. Dentro de este
rango, la dosis puede ser de 0,05 a 0,5, 0,5 a 5 o0 5 a 50 mg/kg por dia. Para la administracion oral, las
composiciones se proporcionan preferiblemente en forma de comprimidos que contienen de 1,0 a 1,000 miligramos
del ingrediente activo, particularmente 1,0, 5,0, 10,0, 15,0, 20,0, 25,0, 50,0, 75,0, 100,0, 150,0, 200,0, 250,0, 300,0,
400,0, 500,0, 600,0, 750,0, 800,0, 900,0 y 1000,0 miligramos del ingrediente activo. La dosificacion puede
seleccionarse, por ejemplo, para cualquier dosis dentro de cualquiera de estos intervalos, para la eficacia terapéutica
y/o el ajuste sintomatico de la dosificacion al paciente a tratar. Los compuestos se administraran preferiblemente en
un régimen de 1 a 4 veces por dia, preferiblemente una o dos veces por dia.

[0124] Se entendera que el nivel de dosis especifico y la frecuencia de dosificacion para cualquier paciente
particular puede variarse y dependera de una variedad de factores incluyendo la actividad del compuesto especifico
empleado, la estabilidad metabdlica y la duraciéon de accién de ese compuesto, la edad, el peso corporal, la salud
general, el sexo, la dieta, el modo y el momento de la administracion, la tasa de excrecion, la combinacion de
medicamentos, la gravedad de la afeccion en particular y el huésped que recibe la terapia.

[0125] Con el fin de ejemplificar la naturaleza de la presente invencion de manera que pueda entenderse mas
claramente, se proporcionan los siguientes ejemplos no limitativos.

EJEMPLOS

Sintesis compuesta

[0126] Los compuestos de la invencién se pueden preparar por métodos bien conocidos por los expertos en la
técnica, y como se ha descrito en los procedimientos sintéticos y experimentales como se muestra abajo para

compuestos seleccionados.

Definiciones:

[0127]

PyBOP benzotriazol-1-iloxitripirrolidinofosfonio hexafluorofosfato
DMF N, N-dimetilformamida

DMAP 4-Dimetilaminopiridina

DCM diclorometona

NMP 1-metilo-2-pirorrolidinona

n-PrOH n-propanol

ACN acetonitrilo

EDC.HCI 1-etilo-3-(dimetilaminopropilo)carbodiimida clorhidrato
HOBT N-hidroxibenzotriazol

TEA trietilamina

DIPEA diisopropiletilamina

p-TsOH acido p-tolueno sulfénico

HATU 0-(7-azabenzotriazol-1-ilo)-N,N,N',N-tetrametiluronio hexafluorofosfato
THF tetrahidrofurano

Ejemplos generales kw3

57



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2702362 T3

Sintesis de tiocianatos a partir de anilinas y posterior reduccioén y reaccion con dicloropirimidina

[0128]
N N Cl__N__ClI
S S N g '
NH,+ { ~N R
‘ R NaBH, S N Tl
R n LT oy
NaSH.H,0 NaOH N
_NH R -NH
R
A B C
Paso A

Tiocianato de 4-amino-2-cloro-3-metilfenilo

[0129] (JS Yadav, BV Subba Reddy, UV Subba Reddy y AD Krishna "lodine/MeOH as a novel and versatile reagent
system for the synthesis of (-ketothiocyanates" Tetrahedron Letters, Volumen 48, Numero 30, 23 de julio de 2007,
péginas 5243-5246) [KMH4]

1 s
+ R /;N
H,N cl s MeOH, rt H,N Ci
NH,+

[0130] A una solucion agitada de tiocianato de amonio (1,61 g, 0,02 mol) y yodo (1,79 g, 7,1 mmol) en metanol se le
afadié 3-cloro-2-metilanilina (0,84 mL, 7,1 mmol) gota a gota. La mezcla se dejo agitar a temperatura ambiente
durante 2 dias, tiempo después del cual se afadié agua (50 mL) y la mezcla se extrajo con diclorometano (4 x 50
mL). Los extractos se lavaron con una solucién 15% acuosa de tiosulfato de sodio (100 mL) después se seco
(Na2S04) y el disolvente se eliminé a vacio para dar tiocianato de 4-amino-2-cloro-3-metilfenil como un soélido marrén
(1,26 g, 90%). El material se utilizo crudo en etapas posteriores.

Paso b, ¢
3-cloro-4-[(2-cloropirimidina-4-ilo)tio]-2-metilanilina

[0131]

N

ez S._N._.Cl
s””  NaSHH,0 NaOH |
R =N
NaBH, Clu_N__Ci HN Gl
H,N cl [
=N

[0132] Tiocianato de 4-amino-2-cloro-3-metilfenilo crudo (600 mg, 3,0 mmol) se disolvi6 en una mezcla de
metanol:agua (2:1, 22 mL) y se enfrié a 0°C. Se afadieron hidrosulfuro de sodio monohidrato (338 mg, 4,6 mmol) y
borohidruro de sodio (447 mg, 11,8 mmol), luego la mezcla se dejo calentar a temperatura ambiente y se agitd
durante la noche. Después de este tiempo, se afiadié hidréxido de sodio (96 mg, 2,4 mmol) seguido de 2,4-
dicloropirimidina (360 mg, 2,4 mmol) y la mezcla se dejo agitar durante 24 h mas. El metanol se elimin6 al vacio y
luego la mezcla se extrajo con acetato de etilo. Los extractos se secaron (NaxSQO4) y se evaporaron, luego el residuo
se purificé por cromatografia ultrarrapida para proporcionar 3-cloro-4-[(2-cloropirimidina-4-ilo)tio]-2-metilanilina (353
mg, 41%).

Sintesis de tioles a partir de haluros de arilo y reaccion posterior con dicloropirimidina

[0133]

58



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2702362 T3

7/ Gl _N._ Gl
x TIPS-SH SN I"Y
i — =N
L. Pd(PPRIM )'_ Rz Tﬁwslt}rc'
l = Cs,CO, @ y\f/v]m =N
"

R Toelueno R

Ejemplo |

4 -[(2-cloro-5-metilpirimidina-4-ilo)tio]-2-(trifluorometilo)anilina

[0134]
r TIPS-SH STIPS Cl N_‘.:‘r Cl
PA[PPh3)4 N LN S Nap @
F - = F | e ——— |
" Cs,CO, F P TBAF, THF H N N
F NH !
4 Tolueno E NH, . .
F

[0135] Una mezcla de Pd[PPHs]s (75 mg, 0,065 mmol) y Cs,CO3 (550 mg, 1,69 mmol) se evacud y se purgd con
nitrégeno. Luego se afiadié tolueno (12 mL) seguido de 4-bromo-2-(trifluorometilo)anilina (187 mL, 1,33 mmol) y
triisopropilsilanotiol (TIPS-SH) (363 uL, 1,69 mmol). La mezcla se calentd a 100°C durante 24 h, luego se enfri6 a
temperatura ambiente. NH4Cl acuosa saturada se afiadié (5 mL) después se diluyé con agua y se extrajo dos veces
con EtOAc. Los extractos combinados se lavaron con agua, salmuera después se secod (Na>SO,). El disolvente se
eliminé a presion reducida para dar el TIPS de tiofenol en bruto como un aceite rojo oscuro (675 mg). Este aceite se
disolvié en THF (13 mL), se afiadi6 2,4-dicloro-5-metilpirimidina (190 mL, 1,62 mmol) y la solucién se enfrié a 0°C.
Se afadid gota a gota fluoruro de tetrabutilo amonio (TBAF) (1,0 M en THF, 2,6 mL, 2,6 mmol) y la mezcla se dejo
calentar a temperatura ambiente y se agit6 durante 3 h. Se afiadi6 agua y la mezcla se extrajo tres veces con
EtOAc. Los extractos combinados se lavaron con agua, salmuera después se secd (NaxSO,). La eliminacion del
disolvente a presion reducida y el residuo resultante se purificd por cromatografia en gel de silice con 30% de
EtOAc/gasolina como eluyente para dar 4-[(2-cloro-5-metilpirimidina-4-ilo)tio]-2-(trifluorometilo)anilina (410 mg, 95%).
'H RMN (CDCls, 300 MHz) & 8,07 (d, J = 0,9 Hz, 1 H), 7,58 (d, J = 2,4 Hz, 1 H), 7,43 (dd, J = 8,7, 2,4 Hz, 1 H), 6,81
(d, J = 8,4 Hz, 1 H), 4,43 (br s, 2 H), 2,25 (d, J = 0,6 Hz, 3H); LRMS (ESI): m/z calculado para [M+H]* 320,0,
encontrado 320,2.

Ejemplo II:

[0136]

1. TIPS-SH, Pd[PPh],
”’%[’Br Cs,CO,, '.I'_Dluﬂ) Nl/ﬁ,i‘n/\ﬂl&lf]’,ﬂl
|
/f\ ” 2. G _Ng_ClI /I\ z 2N
%= N | a NZ N
=N TBAF, THF

[0137] Se evacud una mezcla de 4-bromo-2-cianopirimidina (280 mg, 1,52 mmol), Pd[PPH3]4 (86 mg, 0,074 mmol) y
Cs2CO03 (628 mg, 1,93 mmol) y se purificd con nitrégeno. Luego se afiadié tolueno (15 mL) seguido de TIPS-SH (413
pl, 1,92 mmol). La mezcla se calentd a 100°C durante 22 h y la suspension naranja resultante se enfrié a 0°C. Luego
se afiadio 2,4-dicloro-5-metilpirimidina (267 mL, 2,28 mmol) seguido de fluoruro de tetrabutilamonio (1,0 M en THF,
3,8 mL, 3,8 mmol) gota a gota. La mezcla se agité a 0°C durante 30 min, luego se dejé calentar a temperatura
ambiente y se agité durante 6 h. La reaccién se inactivé con una solucion acuosa saturada de NH4Cl y la mezcla se
extrajo tres veces con EtOAc. Los extractos combinados se lavaron con agua, salmuera después se seco (Na2SO.).
La eliminacion del disolvente a presion reducida y la purificacién por cromatografia en gel de silice con 100% de
diclorometano, luego 1% de EtOAc/diclorometano como eluyente dio 5-(2-cloro-5-metilpirimidina-4-iltio)pirimidina-2-
carbonitrilo (327 mg, 82%) como un solido amarillo palido: '"H RMN (300 MHz, CDCls): & 8,97 (s, 2H), 8,25 (s, 1H),
2,35 (s, 3H); Std LC-MS; ta 6,30 min; m/z 264.1 [M+H] +; pureza 96% a 254 nm.

N

Ejemplo 1
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2-cloro-4-(feniltio)pirimidina

[0138] A una solucion agitada de 2,4-dicloropirimidina (1,00 g, 6,71 mmol) en etanol absoluto (10 mL), se afiadié sal
sodica de bencenotiol (0,89 g, 6,73 mmol) en pequefias porciones. La mezcla se agité a temperatura ambiente
durante 2 horas, luego a 40°C durante 16 horas. Se diluyé con acetato de etilo (20 mL) y se filtr6. El filtrado se
concentrd al vacio y el residuo se sometié a cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice usando acetato de etilo:
éter de petréleo (1:99 — 25:75) como eluyente para dar el producto deseado (498 mg, 36%).

1H-RMN (CDCls): 6 6,62 (d, 1H, J = 5,4 Hz, pirimidina-H), 7,47-7,54 (m, 3H, Ar-H), 7,59-7,62 (m, 2H, Ar-H), 8,18 (d,
1H, J = 5,4 Hz, pirimidina-H).

[0139] También se obtuvo el isémero menor, 4-cloro-2-(feniltio)pirimidina (274 mg, 20%). 1H-RMN (CDCls): & 7,58-
7,63 (m, 2H, Ar-H), 7,69-7,73 (m, 1H, Ar-H), 8,03 (d, 1H, J = 4,8 Hz, pirimidina-H), 8,06-8,09 (m, 2H, Ar-H), 8,92 (d,
1H, J = 4,8 Hz, pirimdina-H).

Ejemplo 2
4-(2-cloropirimidina-4-iltio)benzoato de metilo

[0140] Para un hidréxido de sodio (2,38 g, 59mmol) de solucién en metanol (50 mL) y agua (5 mL), se afiadio gota a
gota una solucion de 4-mercaptobenzoato de metilo (9,00 g, 54 mmol) en metanol (100 mL). La mezcla se agit6 a
temperatura ambiente durante 1 hora, a esto se le afiadié una solucion de metanol (100 mL) de 2, 4-diclorpirimidina
(8,77 g, 59 mmol) durante 5 minutos. El conjunto se agité a temperatura ambiente durante 16 horas. El metanol se
elimind al vacio y el residuo se repartio entre acetato de etilo (200 mL) y agua (100 mL). La capa organica se separo
y se seco (Na2S0,). La eliminacion del disolvente al vacio produjo el producto (14,60 g, 97%).

Ejemplo 3a

4-(2-cloropirimidina-4-iltio)bencenamina

[0141] A una suspension de hidruro de sodio (60% dispensado en aceite mineral, 0,97 g, 24 mmol) en
tetrahidrofurano anhidro (80 mL), se afadié 4-aminobencenotiol (2,77 g, 22 mmol) disuelto en tetrahidrofurano (20
mL) mas de 5 minutos. La mezcla se agité6 a temperatura ambiente durante 30 minutos, a esto se afiadié una
solucion de 2,4-dicloropirimidina (3,00 g, 20 mmol) disuelta en tetrahidrofurano (20 mL) durante 5 minutos. La
mezcla resultante se agitdé a temperatura ambiente durante 64 horas, se diluy6 con acetato de etilo (100 mL), se lavo
con agua y salmuera. Después de secarse (Na;SO,), la solucién organica se concentré a vacio. El residuo se
sometié a cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice usando 5% de acetona en diclorometano como eluyente
para dar el producto (3,60 g, 75%).

Ejemplo 3b

4-[(2-cloro-5-metilpirimidina-4-ilo)tio]anilina

[0142] Se disolvid kunshidréxido de sodio (2,38 g, 5,9 mmol) en agua (10 mL), se afiadié 4-aminotiofenol (6,77 g,
5,4 mmol) como una solucién en metanol (25 mL) y la reaccién se agité a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Se afiadi6 lentamente 2,4-dicloro-5-metilpirimidina (7,05 g, 4,3 mmol) como una solucién en metanol (25 mL) y la
reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 1 hora mas, tiempo durante el cual se formé un precipitado. Este
precipitado se aisld por filtracion, se lavd con éter dietilico enfriado con hielo minimo y se sec6 al vacio para dar 4-
[(2-cloro-5-metilpirimidina-4-ilo)tio]anilina (8,49 g, 92%).

Ejemplo 4

3-(2-cloropirimidina-4-iltio)bencenamina

[0143] En un procedimiento analogo al del Ejemplo 3, la reaccidon de 4-aminobencenotiol (4,62 g, 37 mmol) y
pirimidina 2,4-dicloro-(5,00 g, 34 mmol) proporcioné el producto (7,98 g, 100%).

Ejemplo 5
2-cloro-4-(pirimidina-2-iltio)pirimidina

[0144] En un procedimiento analogo al del Ejemplo 3, la reaccién de pirimidina-2-tiol (415 mg, 3,70 mmol) y 2,4-
dicloro-pirimidina (500 mg, 3,36 mmol) proporcion6 el producto (705 mg, 93%).

Ejemplo 6

N1-(4-(feniltio)pirimidina-2-ilo) benceno-1,3-diamina
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[0145] A una mezcla agitada de 2-cloro-4-pirimidina(feniltio) (300 mg, 1,35 mmol) y diisopropiletilamina (0,35 mL,
2,02 mmol) en 2-etoxietanol (2 mL), se afiadio 1,3-fenilendiamina (291 mg, 2,70 mmol) en una porcion. El conjunto
se calent6 a reflujo durante 20 horas. La mezcla se enfrié a temperatura ambiente, se diluy6 con acetato de etilo (20
mL), se lavd con agua y salmuera. La soluciéon organica se secod (NaxSO4), se concentré a vacio. El residuo se
sometidé a cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice usando acetato de etilo: éter de petréleo (20:80 — 50:50)
como eluyente para dar el producto (167 mg, 42%).

Ejemplo 7

N1-(4-(piridina-2-iltio)pirimidina-2-ilo) benceno-1,3-diamina

[0146] En un procedimiento analogo al del Ejemplo 6, la reaccion de 2-cloro-4-(piridina-2-iltio)pirimidina (100 mg,
0,45 mmol) y 1,3-fenilendiamina (193 mg, 1,78 mmol) proporciond el producto (40 mg, 30%).

Ejemplo 8

4-(2-(4-morfolinofenilamino)pirimidina-4-iltio)benzoato de metilo (Compuesto 66)

[0147] A una mezcla agitada de 4-(2-cloropirimidina-4-iltio)benzoato de metilo (3,80 g, 14 mmol) y 4-
morfolinoanilina (2,89 g, 16 mmol) en 1,4-dioxano (100 mL), se afiadiéd monohidrato de acido p-toluensulfonico (2,57
g, 14 mmol) en una porcién. El conjunto se calenté a 100°C durante 16 horas, se enfri6 a temperatura ambiente y se
vertio en agua (200 mL). El precipitado se recogié por filtracion, se lavé repetidamente con acido citrico acuoso al
2%, agua y acetato de etilo. Luego se seco a alto vacio para proporcionar el producto (2,90 g, 51%).

Ejemplo 9

N-(4-(2-(4-morfolinofenilamino)pirimidina-4-iltio) fenilo)acrilamida (Compuesto 25)

[0148] En un procedimiento analogo al del Ejemplo 8, la reaccion de N-(4-(2-cloropirimidina-4-iltio)fenilo)acrilamida
(540 mg, 1,85 mmol) y 4-morfolinoanilina (400 mg, 2,24 mmol) proporcioné el producto (430 mg, 54%).

Ejemplo 10

N-(3-(2-(4-morfolinofenilamino)pirimidina-4-iltio)fenilo)acrilamida (Compuesto 23)

[0149] En un procedimiento analogo al del Ejemplo 8, la reaccion de N-(3-(2-cloropirimidina-4-iltio)fenilo)acrilamida
(1,10 g, 3,77 mmol) y 4-morfolinoanilina (806 mg, 4,52 mmol) proporcioné el producto (690 mg, 43%).

1H-RMN (CDClz): 6 P84, libro 155

Ejemplo 11

N-(3-(2-(3,4,5-trimetoxifenilamino)pirimidina-4-iltio)fenilo)acrilamida (Compuesto 51)

[0150] En un procedimiento analogo al del Ejemplo 8, la reaccion de N-(3-(2-cloropirimidina-4-iltio)fenilo)acrilamida
(100 mg, 0,34 mmol) y 3,4,5-trimetoxianilina (75 mg, 0,41 mmol) suministré el producto (20 mg, 14%).

Ejemplo 12
(E)-N-(3-(2-(4-morfolinofenilamino)pirimidina-4-iltio)fenilo)but-2-enamida (Compuesto 54)

[0151] En un procedimiento analogo al del Ejemplo 8, la reaccion de (E)-N-(3-(2-cloropirimidina-4-iltio)fenilo)but-2-
enamida (103 mg, 0,26 mmol) y 4-morfolinoanilina (47 mg, 0, 26 mmol) proporciond el producto (81 mg, 69%).

Ejemplo 13
3-(2-(4-morfolinofenilamino)pirimidina-4-iltio)benzoato de metilo (Compuesto 48)

[0152] En un procedimiento analogo al del Ejemplo 8, la reaccion de 3-(2-cloropirimidina-4-iltio)benzoato de metilo
(310 mg, 1,84 mmol) y 4-morfolinoanilina (394 mg, 2,21 mmol) proporcion6 el producto (410 mg, 87%).

Ejemplo 14
4-(4-(1H-tetrazol-1-ilo) feniltio)-N-(4-morfolinofenilo)pirimidina-2-amina (Compuesto 80)

[0153] En un procedimiento analogo al del Ejemplo 8, la reaccion de 4-(4-(1H-tetrazol-1-ilo) feniltio)-2-cloropirimidina
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(100 mg, 0,34 mmol) y 4-morfolinoanilina (75 mg, 0,41 mmol) suministré el producto (56 mg, 38%).

Ejemplo 15

N-(3-(4-(feniltio)pirimidina-2-ilamino)fenilo)acrilamida (Compuesto 16)

[0154] A una solucion agitada de N1-(4-(fenitio) pirimidm-2-ilo)benceno-1,3-diamina (80 mg, 0,27 mmol) y acido
acrilico (37 pL, 0,54 mmol) en diclorometano anhidro (2 mL), se afadi6 sal de clorhidrato de 1-[3-
(dimetilamino)propilo]-3-etilcarbodiimida (78 mg, 0,41 mmol), trietilamina (114 pL, 0,82 mmol) y 4-pirrolidinopiridina
(5 mg). La mezcla resultante se agitd a temperatura ambiente bajo atmosfera de nitrégeno durante 16 horas. Se
diluyé con dicloroetano romethane (20 mL), se lavd con agua, 2,0 soluciéon de carbonato sodico acuoso, y se seco
(Na2S04). Después de eliminar el disolvente a vacio, el residuo se sometié a cromatografia ultrarrapida sobre gel de
silice usando acetato de etilo: éter de petréleo (50:50 — 100:0) como eluyente para dar el producto deseado (31 mg,
33%).

Ejemplo 16

N-(3-(4-(feniltio)pirimidina-2-ilamino)fenilo)-2-cianoacetamida (Compuesto 17)

[0155] En un procedimiento analogo al del Ejemplo 15, la reaccién de N1-(4-(feniltio)pirimidina-2-ilo)benceno-1,3-
diamina (80 mg, 0,27 mmol) y cido cianoacético (46 mg, 0,54 mmol) proporciono el producto (46 mg, 47%).

Ejemplo 17

N-(3-(4-(piridina-2-iltio)pirimidina-2-ilamino)fenilo)acrilamida (Compuesto 2)

[0156] En un procedimiento analogo al del Ejemplo 15, la reaccion de N1-(4-(piridina-2-iltio)pirimidina-2-
ilo)benceno-1,3-diamina (35 mg, 0,12 mmol) y acido acrilico (16 yL, 0,24 mmol) proporcioné el producto (18 mg,
43%).

Ejemplo 18

N-(3-(2-(4-morfolinofenilamino)pirimidina-4-iltio)fenilo)-2-cianoacetamida (Compuesto 24)

[0157] En wun procedimiento analogo al del Ejemplo 15, Ila reaccion de 4-(3-aminofeniltio)-N-(4-
morfolinofenilo)pirimidina 2-amina (50 mg, 0,13 mmol) y acido cianoacético (23 mg, 0,26 mmol) suministré el
producto (38 mg, 64%).

Ejemplo 19

N-(4-(2-(4-morfolinofenilamino)pirimidina-4-iltio)fenilo)-2-cianoacetamida (Compuesto 26)

[0158] En un procedimiento analogo al del Ejemplo 15, Ila reaccion de 4-(4-aminofeniltio)-N-(4-
morfolinofenilo)pirimidina-2-amina (60 mg, 0,16 mmol) y acido cianoacético (46 mg, 0,32 mmol) suministré el
producto (48 mg, 68%).

Ejemplo 20

N-(3-(2-cloropirimidina-4-iltio)fenilo)acrilamida

[0159] En un procedimiento analogo al del Ejemplo 15, la reaccion de 3-(2-cloropirimidina-4-iltio)bencenamina (300
mg, 1,26 mmol) y acido acrilico (173 pL, 2,52 mmol) suministré el producto (250 mg, 68%).

Ejemplo 21

N-(4-(2-cloropirimidina-4-iltio)fenilo)acrilamida

[0160] En un procedimiento analogo al del Ejemplo 15, la reaccion de 4-(2-cloropirimidina-4-iltio)bencenamina 2-
cloro-4-(4'-aminotiofenilo)pirimidina (800 mg, 3,37 mmol) y acido acrilico (463 pl, 6,74 mmol) suministré el producto
(550 mg, 56%).

Ejemplo 22

N-(4-(4-(4-metoxifeniltio)pirimidina-2-ilamino)fenilo)acrilamida (Compuesto 39)

[0161] En un procedimiento analogo al del Ejemplo 15, la reaccién de N1-(4-(4-metoxifeniltio)pirimidina-2-
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ilo)benceno-1,4-diamina (80 mg, 0,23 mmol) y acido acrilico (24 pl, 0,46 mmol) proporciond el producto (48 mg,
55%).

Ejemplo 23

N-(4-(4-(4-metoxifeniltio)pirimidina-2-ilamino)fenilo)metacrilamida (Compuesto 41)

[0162] En un procedimiento analogo al del Ejemplo 15, la reaccién de N1-(4-(4-metoxifeniltio)pirimidina-2-
ilo)benceno-1,4-diamina (80 mg, 0,23 mmol) y acido metacrilico (50 mg, 0,46 mmol) proporciond el producto (42 mg,
47%).

Ejemplo 24

N-(4-(2-(4-morfolinofenilamino)pirimidina-4-iltio)bencilo)acrilamida (Compuesto 111)

[0163] En un procedimiento analogo al del Ejemplo 15, la reaccion de 4-(4-(aminometilo)feniltio)-N-(4-
morfolinofenilo)pirimidina-2-amina (70 mg, 0,18 mmol) y acido acrilico (19 mg, 0,27 mmol) proporcioné el producto
(22 mg, 27%).

Ejemplo 25

4-(2-(4-Morfolinofenilamino)pirimidina-4-iltio)-N-(cianometilo)benzamida (Compuesto 72)

[0164] En un procedimiento analogo al del Ejemplo 15, la reaccion de 4-(4-(aminometilo)feniltio)-N-(4-
morfolinofenilo)pirimidina-2-amina (70 mg, 0,18 mmol) y acido cianoacético (23 mg, 0,27 mmol) proporcioné el
producto (5 mg, 6%).

Ejemplo 26

N-(3-(2-(4-morfolinofenilamino)pirimidina-4-iltio)bencilo)acrilamida (Compuesto 112)

[0165] En un procedimiento analogo al del Ejemplo 15, la reaccion de 4-(3-(aminometilo)feniltio)-N-(4-
morfolinofenilo)pirimidina-2-amina (60 mg, 0,15 mmol) y acido acrilico (16 mg, 0,23 mmol) proporcioné el producto
(21 mg, 31%).

Ejemplo 27

(3-(2-(4-Morfolinofenilamino)pirimidina-4-iltio)fenilo)metanol (Compuesto 62)

[0166] A una mezcla agitada de 3-(2-(4-morfolinofeniloamino)pirimidina-4-iltio)benzoato de metilo (4,00 g, 9,46
mmol) en tetrahidrofurano anhidro, se afiadié litio y aluminio (360 mg, 9,46 mmol) en porciones pequefias mientras
que la mezcla se calenté suavemente a 40°C. La mezcla se agité a esta temperatura durante aproximadamente 4
horas. Luego se enfrié en un bafio de hielo, se afiadié lentamente una solucién acuosa de bicarbonato de sodio al
10% fria para apagar la reaccion. La mezcla completa se repartié entre acetato de etilo y solucién acuosa al 10% de
bicarbonato de sodio. La capa acuosa se volvid a extraer con acetato de etilo. La capa organica combinada se lavo
con salmuera, se sec6 (Na>SO,). La eliminacion del disolvente a vacio proporcion6 el producto (2,50 g, 80%).
Ejemplo 28

4-(3-(Bromometilo)feniltio)-N-(4-morfolinofenilo)pirimidina-2-amina (Compuesto 132)

[0167] A una mezcla agitada de tetrabromometano (370 mg, 1,12 mmol) y trifenilfosfina (293 mg, 1,12 mmol) en
diclorometano (10 mL), se afadi6 (3-(2-(4-morfolinofeniloamino)pirimidina-4-iltio)fenilo)metanol (400 mg, 1,01 mmol)
en porciones. Después de agitarse a temperatura ambiente durante 1 hora, se afiadié a la mezcla otro lote de
tetrabromometano (370 mg, 1,12 mmol) y trifenilfosfina (293 mg, 1,12 mmol) y la mezcla se agit6 a temperatura
ambiente durante 1 hora. Todos los compuestos volatiles se eliminaron al vacio, y el residuo se sometio a
cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice usando acetato de etilo: diclorometano (0:100 — 10:90) como eluyente
para dar el producto (208 mg, 45%).

Ejemplo 29

2-(1-(3-(2-(4-Morfolinofenilamino)pirimidina-4-iltio)bencilo)-1H-imidazol-4-ilo)acetonitrilo (Compuesto 128)
[0168] A una mezcla agitada de 4-(3-(bromometilo)feniltio)-N-(4-morfolinofenilo)pirimidina-2-amina (100 mg, 0,22

mmol) y 4-cianometilo imidazol (47 mg, 0,44 mmol) en dimetilformamida (2 mL), se afiadi6 carbonato de cesio (154
mg, 0,44 mmol) en una porcion. La mezcla se agit6é a temperatura ambiente durante 16 horas. Se filtro para eliminar
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cualquier material inorganico y la solucion de dimetilformamida se concentré al vacio. El residuo se cromatografio en
columna sobre gel de silice usando metanol:diclorometano (4:96) como eluyente para dar el producto (50 mg, 47%).

Ejemplo 30

2-(1-(4-(2-(4-morfolinofenilamino)pirimidina-4-iltio)bencilo)-1H-imidazol-4-ilo)acetonitrilo (Compuesto 90)
[0169] En un procedimiento analogo al del Ejemplo 29, la reaccion de 4-(3-(bromometilo)feniltio)-N-(4-
morfolinofenilo)pirimidina-2-amina (100 mg, 0,22 mmol) y 1,3-El imidazol (30 mg, 0,44 mmol) proporcioné el producto
(43 mg, 44%).

Analisis compuesto

[0170] Los datos de "H RMN se adquirieron en un espectrometro Bruker 300 MHz RMN.

LC-EI-MS y EI-MS

Parametros generales:

[0171] Los datos de LC-EI-MS y EI-MS se adquirieron en una Waters 2795 Alliance HPLC acoplada a un detector de
matriz de fotodiodos Waters 2996 y un espectrometro de masas de impacto electrénico Integrity TMD que operan
bajo el control del software Waters Millenium 32 version 4,0 con los ajustes descritos abajo.

Parametros del espectrometro de masas:

[0172] Flujo de helio de aproximadamente 0,36 L/min; modo de adquisicion configurado para escanear; tasa de
muestreo de 1 espectro/seg; temperatura de la fuente 200°C; temperatura del nebulizador 80°C; temperatura de la
region de expansion 75°C; rango de masa m/z 100-550, m/z 100-650 o m/z 100-700 segun sea necesario.
Parametros de HPLC

[0173] Los parametros de LC-MS fueron los descritos para cada uno de los métodos descritos a continuacion. Las
muestras de EI-MS se inyectaron y analizaron sin presencia de columna, con un caudal de disolvente de 0,25
mL/min.

LC-ESI-MS

Parametros generales:

[0174] Los datos de LC-ESI-MS se adquirieron en una HPLC 2695Xe de Waters acoplada a un detector de matriz de
fotodiodos Waters 2996 y el espectrometro de masas Waters ZQ que opera bajo condiciones de ionizacion por

electrospray 4,1 con los ajustes que se describen a continuacion.

Parametros del espectrometro de masas:

[0175]

Rango de masas: m/z 100-650

Tiempo de exploracién: 0,5

Retardo entre exploracion: 0,1

Desolvatacion de gas: 500 L/h N2 Capilar: +3,3 kV
Gas de cono: 100 L/h N2 Voltaje de cono: +30V
Temperatura de desolvatacion: 400°C Extractor: 3V
Temperatura de fuente: 120°C Lente RF: o0V
Parametros de HPLC:

[0176] Se describieron para cada uno de los métodos descritos a continuacion.
Detalles especificos del método LC-MS:

Método A (LC-EI-MS)

Gradiente de solvente:

[0177]
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Tiempo | % MilliQ agua | % ACN | % (0,5% ac. acido férmico | Curva
0 90 0 10 -
0,5 90 0 10 6
7,5 0 90 10 6
10,5 0 90 10 6
11,5 90 0 10 6
14,5 90 0 10 6
Velocidad de flujo: 0,25 mL/min
Calentador de columna: 35°C
Columna: una de
® Alltima HP C45 2,1 x 150 mm, 5 micrones
® XTerra MS Cqg, 3,0 x 100 mm, 3,5 micrones
® XBridge C1s, 3,0 x 100 mm, 3,5 micrones
Método B (LC-EI-MS)
Gradiente de solvente:
[0178]
Tiempo | % MilliQ agua | % ACN | Curva
0 90 10 -
7 0 100 6
9 0 100 6
10 90 10 6
13 90 10 6
Velocidad de flujo: 0,25 mL/min
Columna: una de
® Alltima HP C45 2,1 x 150 mm, 5 micrones
® XTerra MS Cqg, 3,0 x 100 mm, 3,5 micrones
® XBridge C1s, 3,0 x 100 mm, 3,5 micrones
Método C (LC-EI-MS)
Gradiente de solvente:
[0179]
Tiempo | % MilliQ agua | % ACN | Curva
0 90 10 1
5 0 100 6
6 0 100 6
7 90 10 6
10 90 10 6

Velocidad de flujo: 0,25 mL/min.
Columna: XTerra MS Cig, 2,1 x 50 mm, 3,5 micrones

Método D (LC-ESI-MS)

65




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2702362 T3

Gradiente de solvente:

[0180]
Tiempo | % MilliQ | % ACN | % (0,5% acido foérmico | Curva
agua (ac)
0 90 0 10 1
0,5 90 0 10 1
0,5 0 90 10 1
7,5 0 90 10 6
8,5 90 0 10 6
11,5 90 0 10 6
Velocidad de flujo: 0,25 mL/min.
Columna: XTerra MS Cys, 2,1 x 50 mm, 3,5 micrones
Método E (LC-ESI-MS)
Gradiente de solvente:
[0181]
Tiempo | % MilliQ agua | % ACN | Curva
0 90 10
7 0 100 6
9 0 100 6
10 90 10 6
13 90 10 6
Velocidad de flujo: 0,25 mL/min.
Columna: una de
® Alltima HP C18, 2,1 x 150 mm, 5 micrones
® XBridge C18, 3,0 x 100 mm, 3,5 micrones
Método F (LC-ESI-MS)
Gradiente de solvente:
[0182]
Tiempo | % MilliQ agua | % ACN | Curva
0 90 10 1
5 0 100 6
6 0 100 6
7 90 10 6
10 90 10 6
Método G (LC-ESI-MS)
Gradiente de solvente:
[0183]
Tiempo | % MilliQ agua | % ACN | % (0,5% acido férmico (¢ Curva
0 90 0 10 1
0,5 90 0 10 1
0,5 0 90 10 1
7,5 0 90 10 6
8,5 90 0 10 6
11,5 90 0 10 6
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Velocidad de flujo: 0,25 mL/min.
Columna: Alltima HP C1s, 2,1 x 150 mm, 5 micrones

Método H (EI-MS)

[0184] Velocidad de flujo: 0,25 mL/min ACN
Columna: Ninguno

[0185]
Tiempo | % MilliQ agua | % ACN | Curva
0 90 10
7 0 100 6
8 0 100 6
10 90 10 6
13 90 10 6

Velocidad de flujo: 0,25 mL/min.
Columna: XTerra MS Css, 3,0 x 100 mm, 3,5 micrones

Ejemplo 31 - Cribado de enzima
Dilucion de compuesto

[0186] Para los fines de deteccion, los compuestos (en DMSO al 100%) se calenté a 37 grados durante al menos 20
minutos antes de su uso. Inicialmente se hizo un reserva de 20 ym en un tampén de ensayo, donde la concentracion
final de DMSO fue del 0,3%. Las existencias se diluyeron luego en 384 pocillos Optiplates (Packard) donde la
concentracion final del compuesto fue de 5 um.

Produccién de dominios de quinasa de tirosina
[0187] Los dominios de quinasa se produjeron usando los siguientes procedimientos:
JAK1

[0188] EI dominio de quinasa de JAK1 humana se amplificé a partir de U937mRNA utilizando la reaccion en cadena
de la polimerasa con los cebadores siguientes:

XHOI-J1 5'-CCG CTC GAG ACT GAA GTG GAC CCC ACA CAT-3 [SEQ. ID. NO. 5]
J1-KPNI 5'-CGG GGT ACC TTATTT TAA AAG TGC TTC AAA-3’ [SEQ. ID. NO. 6]

[0189] Los productos JAK1 PCR se clonaron en el vector de destino pDest20 (Gibco). El plasmido JAK1 entonces se
transformaron en células DH10Bac competentes (Gibco) y se prepar6é el baculovirus recombinante mediante
transfeccion de células de insecto Sf9.

JAK2

[0190] EI dominio de quinasa de JAK2 humano se amplificé a partir de U937mRNA utilizando la reaccion en cadena
de la polimerasa con los cebadores siguientes:

SALI-jk2 5'-ACG CGT CGA CGG TGC CTT TGA AGA CCG GGA T-3’ [SEQ. ID. NO. 7]
jk2-NOTI 5-ATA GTT TAG CGG CCG CTC AGA ATG AAG GTC ATT T-3’ [SEQ. ID. NO. 8]

[0191] Los productos de JAK2 PCR se clonaron en el vector de destino pDest20 (Gibco). El plasmido JAK2 se
transformé luego en células DH10Bac competentes (Gibco), y el baculovirus recombinante se preparé mediante
transfeccion de células de insecto Sf9.

JAK3

[0192] El dominio de quinasa de JAK3 humana se amplifico a partir U937mRNA utilizando la reaccién en cadena de
la polimerasa con los cebadores siguientes:

XHOI-J3 5'-CCG CTC GAG TAT GCC TGC CAA GAC CCC ACG-3’ [SEQ. ID. NO. 9]
J3-KPNI 5'-CGG GGT ACC CTA TGA AAA GGA CAG GGA GTG-3’ [SEQ. ID. NO. 10]
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[0193] Los productos de JAK3 PCR se clonaron en el vector de expresion de destino pDest20 (Gibco). El plasmido
JAK3 se transformoé luego en células DH10Bac competentes (Gibco), y el baculovirus recombinante se preparé
mediante transfeccion de células de insecto Sf9.

HCK:

[0194] El dominio de quinasa de la célula de la proteina tirosina quinasa hematopoyético humano (HCK) entre L212
y P505 (nimero de adhesién M16592) se amplificé a partir U937 ARNm utilizando la reaccion en cadena de la
polimerasa.

[0195] El producto de PCR se clon6 en el vector destino pDest20 (Gibco). El plasmido se transformé luego en
células DH10Bac competentes (Gibco) para producir un bacmid HCK. El baculovirus recombinante se prepar6
mediante transfeccion de células de insecto Sf9 con ADN de bacmid.

CSF-1R (FMS)

[0196] El dominio de quinasa de CSF-1-R humano de codon 1553 a Q961 se clond en el vector de expresion
pDest20 (Invitrogen). El plasmido CSF1-R se transformo luego en células DH10Bac competentes (Gibco), y el
baculovirus recombinante producido se preparé para la transfeccion en células de insecto Sf9.

Produccion a gran escala de dominios de quinasa

[0197] Las preparaciones de baculovirus de cada una de las construcciones se infectaron en uno o cinco litros de
células Sf9 (Invitrogen) cultivadas en medio SF-900 (Invitrogen) a una densidad celular de aproximadamente 1-2 x
108 células/ml. Las células se infectaron con virus a una MOI de 0,8-3,0. Las células se recogieron y se lisaron. Los
dominios de quinasa de tirosina se purificaron mediante cromatografia de afinidad en una columna de glutation-
agarosa (Scientifix Pty. Ltd. n® de catalogo: GSH-200).

[0198] La enzima quinasa de tirosina FLT-3 se adquirié de Upstate Cell Signaling Solutions, CA, EE.UU. (NUumero de
catalogo de flt-3: 14-500).

Protocolos de ensayo

[0199] Los ensayos de quinasa se realizaron en Optiplates de 384 pocillos (Packard) utilizando un kit de deteccion
de la proteina quinasa de tirosina PY100 de Alphascreen. Los compuestos se incubaron previamente con un
dominio PTK purificado por afinidad en presencia de un tampén de ensayo de fosfotirosina (HEPES 10 mM, pH 7,5).
MgCl> 100 mM, NaCl 25 mM, vanadato de sodio 200 mM y Tween 20 al 0,1% durante 20 minutos. Los compuestos
se incubaron entonces con sustrato en presencia de ATP. El sustrato utilizado fue sustrato 1 con la secuencia
biotina-EGPWLEEEEEAYGWMDF-NH; [SEQ. ID. NO. 13] (concentracion final 111 £IM). Para HCK se usaron 80 pm
de ATP y se incubaron durante 60 minutos. Perlas aceptoras de fosfotirosina Alphascreen seguidas de
estreptavidina, se afiadieron perlas de donante a una concentracién de 1/100 en tampoén de parada a cada pocillo
bajo luz tenue y se incubaron durante 2-3 horas. Las placas Alphascreen se leyeron en un instrumento Packard
Fusion Alpha.

Resultados

[0200] Los resultados del ensayo de la enzima para los compuestos seleccionados se dan a continuaciéon en la
Tabla 2, en donde +++ es <100 nM ++, es <500nM y + es <1 ym

Ejemplo 32 - Cribado celular
Dilucion compuesta

[0201] Para fines de seleccion, se diluyeron los compuestos en placas de 96 pocillos a una concentracion de 20 ym.
Las placas se calentaron a 37°C durante 30 minutos antes de realizar el ensayo.

Establecimiento de la linea celular TEL:JAK2.

[0202] La regién de codificacion que abarcaba los nucledtidos 1-487 de TEL se amplificd por PCR utilizando los
oligonucledtidos 5TEL (5' -GGA GGA TCC TGA TCT CTC TCG CTG TGA GAC-3’) [SEQ ID NO 14] y 3TEL (5' -
AGGC GTC GTC TTC TTC TTC ATG GTT CTG-3’) [SEQ ID NO 15] y mRNA U937 como plantilla. Se incorpord un
sitio de restriccion BamHI en el cebador 5TEL, y se incorpord un sitio de restriccion Sal | en el cebador 3TEL. Las
regiones que abarcan el dominio de quinasa de JAK2 (nucleétidos 2994-3914; JAK2F 5-ACGC GTC GAC GGT
GCC TTT GAA GAC CGG GAT-3' [SEC ID NO 16]; JAK2R5'-ATA GTT TAG CGG CCG CTC AGA ATG AAG GTC
ATT T-3’) [SEQ ID NO 17] y JAK3 (nucledtidos 2520-3469; JAK3F 5-GAA GTC GAC TAT GCC TGC CAA GAC CCC
ACG ATC TT-3') [SEC ID NO 18] se generaron por PCR utilizando ADN polimerasa Taq (Gibco/BRL) y ARNm U937
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como plantilla. Se incorporé un sitio de restriccion Sal | en el cebador directo de JAK2 y JAK3, se incorporé un sitio
Not | en el cebador inverso JAK2 y se afiadio un sitio Xba | al cebador inverso de JAK3.

[0203] Una fusion de TEL/Jak2 se generd por digestion del producto de TELPCR con enzimas de restriccion BamH
I/Sal |, digestion del producto de JAK2 PCR con enzimas de restriccion Sal I/Not |, seguido de la ligadura y la
subclonacion del producto de ligacion en la expresion de mamiferos Vector pTRE 2 (Clontech), que se prepard
mediante digestion con enzimas de restriccion BamH I-Not |, para dar el plasmido de fusion TEL/Jak2 pTELJAK2.

[0204] La fusion TEL/Jak3 se prepard mediante la ligadura del producto de la PCR del dominio de quinasa escindido
JAK3 Sal I/Not | con el producto TEL digerido con restriccion BamH/Sal |, seguido de la ligadura del producto de
ligacion en el BamH I/Not Digesté pTREZ2, para dar el plasmido de fusion TEL/Jak3 pTELJAKS.

[0205] El factor de crecimiento de linea celular mielomonocitica dependiente BaF3 que lleva el plasmido pTet-off
(Clontech) se transfecté con pTELJAK2 o pTELJAKS, y se seleccionaron las células transfectadas para el
crecimiento celular independiente del factor de crecimiento. Las células de tipo salvaje BaF3 se cultivaron en DMEM
que contenia 10% de FCS, 10% de medio acondicionado WEHI 3B. Las células BaF3 TELJAK (BafT_J2 o BafT_J2)
se cultivaron en FBS aprobado con sistema Tet DMEM al 10% (sin medio condicionado con WEHI 3B).

Ensayos celulares se realizaron de la siguiente manera:

[0206] Se prepararon suspensiones celulares por la recoleccion de células de cultivo (las células utilizadas en este
ensayo fueron a finales de crecimiento en fase logaritmica con alta viabilidad.) Las células se diluyeron en el medio
de crecimiento apropiado, como se describe anteriormente, a 1,1x concentracion final (a partir de 50.000 células/mL
a 200,000 células/mL, dependiendo de la linea celular).

[0207] Los compuestos a ensayar se afadieron (10 pL, concentracion final 10X) a una placa de 96 pocillos de fondo
plano. La suspension celular (90 L por pocillo) después se afiadid, y la placa se incubd durante 40 horas a 37°C,
5% de CO,, Se afnadié Alamar Blue 10 L por pocillo y las placas se devolvieron a la incubadora durante 4-6 horas
mas. Las placas se leyeron a 544 nm.

Resultados

[0208] Los resultados del ensayo celular se dan en la tabla 2, donde +++ es <1 ym, ++ es <5 ym y + es <20 ym
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Tabla 2
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Cribado adicional de enzimas

[0209] Otros ensayos enzimaticos se realizaron a Upstate Biotechnology (Dundee, Reino Unido) en el sistema de
ensayo QuinasaProfiler™.

[0210] El protocolo general es el siguiente. Todas las quinasas se diluyen previamente a una concentracion de
trabajo 10x antes de la adicion en el ensayo. La composicion del tampdn de dilucion para las quinasas es MOPS 20
mM pH 7,0, EDTA 1 mM, B-mercaptoetanol al 0,1%, Brij-35 al 0,01%, glicerol al 5%, BSA a 1 mg/ml. Todos los
sustratos se disuelven y se diluyen a las existencias de trabajo en agua desionizada.

[0211] Los resultados se resumen en la Tabla 3 expresados como % de inhibicion.

TABLA 3: Porcentaje de inhibicion a 500 nM

(’;‘;‘r’l:uesto Blk(m)Bmx(h) BTK(h)[Fit1(h) Fit4(h)|KDR(h)
23 97 100 |84 |4 a4

25 71 o7 |83

42 59 100 100 100
51 29 100 100 100
59 100 100|100 100
71 49 [36 |27 90
74 100 100|100 100
77 100 100|100 100
87 100 100|100 100
97 100 100|100 100
99 100 100|100 100
104 30 [100 |73

105 100 100|100 100
110 100 100|100 100
11 100 100|100 100
112 100 100|100 100
115 100 100|100 100
118 100 100|100 100
120 100 100|100 100
123 100 100|100 100
124 100 100 100 [100 [100 [100
125 100 100|100 100
126 43 |78 93 |99 |95
131 100 100|100 100
352 100 100|100 100
353 100 100|100 100
356 100 100|100 100
350 100 100|100 100
351 100 100|100 100
354 100 100|100 100
201 100 100|100 100
161 100 100|100 100
357 48 |48 76 |99 |95
233 85 |89 99 |9 |os
162 50 |55 82 8 |95
163 9% |85 83 |99 |92
237 % |92 98 |99 |97
165 0 [0 43 99 |86
164 62 o7 44 97 |83
364 81 |73 97 |99 |96
135 9 |58 9% |99 |95
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(’;‘;r::uesto Blk(m)Bmx(h) BTK(h)[Fit1(h) Fit4(h)|KDR(h)
238 99 |90 97 9 |95
307 0 |29 19 o3 |72
168 98 |92 66 |99 |96
170 9% |97 74 o o7
241 98 |92 [ss8  |100 [100 |o7
280 99 |98 |o7 |00 [100 |o7
285 97 |98 |91 |95 |98 |04
173 93 |94 |93 |95 |98 |96
239 99 |99 |or |00 [100 |96
243 99 |96 |or |00 [100 o7
286 88 |95 |74 |98 [100 |o4
288 99 [100 |98 [|100 [100 |o4
340 99 |92 |or 100 |95 |oa
374 96 |91 |96 |100 [100 |96
291 99 |99 |95 [|100 [100 |96
246 97 |98 |or |00 [100 |93
267 96 |89 |94 |100 [100 |o4
290 97 |o7 |94 100 00 |95
248 92 |o1 |80 |95 o0 |95
293 30 |79 |55 |79 oo |95
294 37 |92 |77 o4 |00 |93
292 10 o B b7 |100 |96
231 82 |99 |o1 |95 [100 |99
155 40 86 81 |74 |99 |08

Ejemplo 33

[0212] EI efecto de los compuestos sobre la iniciacion del tumor, la progresion y la metastasis se puede evaluar en
modelos relevantes de eficacia animal in vivo. Los modelos podrian ser modelos de xenoinjertos de tumores
humanos en ratones inmunodeficientes, de lineas celulares de tumores humanos o, preferiblemente, de tumores
humanos primarios o metastasicos. Otros modelos pueden ser xenoinjertos de tumores humanos cultivados en sitios
ortotopicos, modelos de enfermedad diseminada y modelos de tumores transgénicos o marcados. Los modelos
también podrian incluir la reseccion quirtrgica del tumor primario y la evaluacion de la enfermedad metastasica.

[0213] Los modelos podrian seleccionarse para asegurar que se exprese el farmaco molecular dirigido. Los
ejemplos de tumores que muestran una desregulacion de la via JAK/STAT incluyen carcinoma de prostata, cancer
de mama, carcinoma de colon, incluyendo leucemia, linfoma, mieloma, tumores de ovario, melanoma, carcinoma de
pulmon, glioma, tumores de células renales. La eficacia puede medirse en estos modelos mediante diversos
resultados segun el tipo de tumor (sélido, leucemia o metastasico) y podria incluir la medida de la aparicion del
tumor, la tasa de crecimiento del tumor, la carga tumoral, el retraso del crecimiento del tumor, la muerte de células
tumorales, la incidencia de metastasis, la obtencion de imagenes de tumor y invasividad/metastasis por diversos
enfoques que incluyen células marcadas o reactivos, supervivencia, angiogénesis, histopatologia. Los modelos de
eficacia animal in vivo también podrian usarse para determinar la aditividad o sinergia del efecto de los compuestos
en combinacién con otros farmacos.

[0214] La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria cronica y destructiva de la articulacion
poliarticular caracterizada por la proliferaciéon sinovial pasiva y la infiltracion subintimal de células inflamatorias.
Aunque la etiologia aun no se ha dilucidado, en general se reconoce que la AR es una enfermedad autoinmune y la
artritis es una consecuencia de la pérdida de tolerancia frente a un autoantigeno especifico del cartilago. En este
contexto, se han establecido modelos animales que evolucionan alrededor de la induccién de la AR por un
autoantigeno como 1, arthris inducido por colageno tipo Il (CIA) y 2, una combinacién de un antigeno de las
bacterias Gram-ve (LPS) con un panel de 4 anticuerpos monoclonales (mAb). Un tercer modelo de artritis es la
artritis inducida por adyuvantes (AlA) que se realiza principalmente en ratas. EI mecanismo subyacente de AlA sigue
siendo controvertido. Sin embargo, se demostré que una proteina de choque térmico miobacteriana de 65 kD
comparte una secuencia no apeptidica en la molécula de la proteina central del proteoglicano, y sugiere que el AlA
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también es una enfermedad inducible por un antigeno autélogo.

[0215] En AIA, a ratas Lewis de ocho semanas de edad se les dio adyuvante completo de Freund (CFA) preparado
al suspender una emulsion de Mycobacterium butyricum muertas por calor en parafina liquida a 12 mg/ml. La artritis
inducida por CFA se puede estimular mediante la inyeccion de 50 pl de emulsion de CFA por via intradérmica en la
almohadilla de la pata o en la base de la cola. Desde el dia 7 (inicio de la artritis), las ratas se examinan diariamente
para determinar la puntuacién artritica clinica en una escala de 0-4:0, normal; 1, hinchazén minima; 2, hinchazén
media; 3, hinchazdn severa; y 4, severos y sin carga. Para cada extremidad, se puntian la mitad media de la pata, la
mufieca, las articulaciones de los dedos, la parte media del pie, el tobillo y las articulaciones de los digitos, lo que da
una puntuacion clinica maxima de 48 por rata. Los animales se sacrifican el dia 17 y las patas traseras se amputan y
se fijan en formalina al 7,4%. Después de la descalcificacion y la insercion en parafina, las extremidades se
seccionan en un plano medio sagital, se tifien con eosina y hematoxilina y se examinan microscopicamente para
determinar la formacién de pannus (cartilago y erosion 6sea y destruccion), vascularidad (formacion de vasos
sanguineos por tincion de CD31) e infiltracion de células mononucleares (T, B y macréfagos).

[0216] En CIA, ratones DBA/1 que dan H-2 g MHC haplotipo se utilizan ya que son mas susceptibles a CIA. En
general, el colageno heterdlogo se utiliza porque es mas inmunogénico/artrogénico que el colageno homélogo de
tipo Il. Los ratones se ceban con una emulsién que consiste en colageno de tipo Il bovino y adyuvante completo de
Freund en una proporcion 1:1 (concentracion final = 2 mg/ml). La emulsion (0,1 mL) se inyecta en la cola de cada
raton a aproximadamente 1-2 cm de la base. Debe verse un bolo blanquecino debajo de la dermis. Un refuerzo de
colageno de tipo Il (200 ug por ratén) se administra por via intraperitoneal en PBS el dia 21. Los ratones altamente
susceptibles a CIA (DBA/1) generalmente desarrollan artritis 4-5 semanas después del cebado inicial. La artritis
completamente desarrollada, incluidas las patas rojas e hinchadas, se puede observar 3-5 dias después de la
aparicion y la artritis inflamatoria activa persiste mas de 3-4 semanas. Aunque la inflamacién eventualmente
disminuira, el dafio en las articulaciones visto como anquilosis es permanente. La evaluacién de los sintomas de la
CIA es esencialmente similar al modelo de AIA en el que a los signos clinicos se les asigna una puntuacion clinica
(0-4) segun la gravedad de la enfermedad. Las mediciones histoldégicas también se pueden realizar en articulaciones
fijadas con formalina para evaluar la erosina, los infiltrados celulares y la hiperplasia.

[0217] En artritis inducida por LPS-mAB combinada, una artritis severa y coherente puede ser inducida en ratones
mediante una combinacion de mezcla LPS y mAB que reconocen epitopos individuales agrupados dentro de un
fragmento de péptido de 83 aminoacidos situado dentro de la regiéon CB11 de colageno tipo Il. Este modelo se
desarroll6 sobre la base de la hipétesis de que la(s) toxina(s) bacteriana(s) absorbida(s) a través del tracto Gl juega
un papel sinérgico y patolégico con los niveles subartritogénicos de autoanticuerpos contra el colageno tipo Il en la
activacion de la AR. Las ventajas de este modelo son: 1, la artritis sincronizada (100%) se induce rapidamente
dentro de los 7 dias 2, se puede usar una variedad de cepas de ratén cuando la administracién del céctel mAB de
colageno anti-tipo Il evita el requisito para la generacién de autoanticuerpos del huésped al colageno tipo Il, por lo
tanto, se puede inducir artritis en ratones que no poseen haplotipos MHC susceptibles a la CIA y 3, facilidad de
administracion de mAB y LPS por las rutas iv e ip.

[0218] Las enfermedades inflamatorias del intestino (Ell) que incluyen la enfermedad de Crohn (EC) y la colitis
ulcerosa (CU) representan un grupo de trastornos cronicos caracterizados por la inflamacion del tracto
gastrointestinal. EI CD puede afectar cualquier parte de la via digestiva, mientras que la UC afecta solo el colon y el
recto. La UC causa inflamacion y Ulceras, generalmente en el colon sigmoide y el recto. Los infiltrados celulares son
complejos y las citoquinas proinflamatorias son evidentes en CD y UC.

[0219] Un modelo experimental de UC se establece en ratones Balb/C mediante la administracion de sodio de
sulfato de dextrano (3% DSS) aislado a partir de Leuconostoc spp. en el agua potable. El experimento tiene un curso
de tiempo relativamente corto (8 dias) y los parametros para la evaluacion de la colitis incluyen pérdida de peso
corporal, consistencia de las heces, sangrado rectal, acortamiento de la longitud del colon, dafio de la cripta y
analisis de citocinas de los anillos del colon.

[0220] En CD, los ratones Balb/C se sensibilizaron en el dia 0 con 2 x 50 pyl de 5 mg/ml de dinitrofluobenceno
(DNFB) epicutaneamente a abdomen y los pies en dos dias consecutivos. El DNFB se suele solubilizar en acetona:
aceite de oliva (4:1). En el dia 5, los ratones son desafiados intracolonicamente con 50 pl de acido sulfonico de
dintrobenceno (DNS) a 6 mg/ml en 10% de etanol. Los ratones se sacrifican el dia 8, Los parametros que deben
medirse incluyen la supresion del niumero total de células sanguineas y los tipos de células, la proteasa 1 de
mastocitos de la mucosa (MMCP-1) en suero, el nivel de TNFa en el homogeneizado de colon, la consistencia de las
heces, la permeabilidad vascular y nimero de parches coldnicos. El nimero de neutréfilos y mastocitos que son
indicativos de dafio colénico y afluencia celular también se evaluara mediante examenes histologicos y
microscopicos.

[0221] El asma esta restringido a especies humanas, pero los modelos animales se usan a menudo para investigar
aspectos particulares de esta enfermedad humana. Se ha demostrado que las biopsias bronquiales y el liquido de
lavado broncoalveolar (BAL) recuperado de pacientes con asma contienen un mayor nimero de células T activadas,
células B, eosindfilos y mastocitos. Muchos pacientes con asma estan sensibilizados y tienen anticuerpos
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especificos de inmunoglogulina E (IgE) contra uno o mas alérgenos inhalantes. La atopia es, considerada una de las
principales causas de asma. En individuos atodpicos, la inhalacion de alérgenos induce preferentemente una
respuesta de células T-auxiliar 2 (TH2). En la mayoria de los modelos actuales, los ratones se sensibilizan mediante
inyeccion itraperitoneal (ip) de ovoalbumina (OVA), a menudo junto con un adyuvante sesgado THz, como el
alumbre. En el modelo de ratén clasico para el asma, los ratones C57/BL6 se sensibilizan activamente en el dia 0
mediante una inyeccion ip de 10 yg de OVA absorbida en 1 mg de alumbre. Desde el dia 14-21, los ratones se
exponen diariamente a OVA en aerosol durante un periodo de 30 minutos. En el dia 22, la inflamacién de las vias
respiratorias es aparente. El liquido BAL recuperado de estos animales demuestra un aumento en el espacio peri-
bronquio que consiste en infiltrados celulares mixtos de células mononucleares y eosindfilos. Los anticuerpos IgE
especificos de OVA se pueden demostrar en el suero de animales sensibilizados. La poblacién de células
mononucleares consiste principalmente en células de fenotipo TH> que secretan las citoquinas IL-4 e IL-5. IL-4
promueve el cambio de isotipo de las células B hacia la sintesis de IgE e IL-5 influye en la produccion, maduracion y
activacion de los eosindfilos.

Los compuestos también se pueden probar en un modelo murino de enfermedad mieloproliferativa positiva
para JAK2 V617F (MPD)

Establecimiento de MPD positivo por JAK2 V617F

[0222] La médula 6sea de ratones macho Balb/C tratados con 5-fluorouracilo podrian estar infectados con un JAK2-
V617F - retrovirus GFP y retroorbitalmente inyectados en hembras receptoras letalmente irradiadas. A partir del dia
21, los ratones pudieron controlarse mediante inspeccion diaria y recuentos sanguineos dos veces por semana +
FACS para células positivas para GFP. Se esperaria que un aumento en el hematocrito podria ocurrir alrededor del
dia 28 y un aumento en el recuento de glébulos blancos alrededor del dia 40.

Tratamiento con compuestos

[0223] Grupo de intervencion temprana: El tratamiento comenzaria el dia 21 con el compuesto o vehiculo dado por
sonda oral (12 ratones en cada grupo). Los ratones podrian controlarse mediante inspeccion diaria y recuentos
sanguineos dos veces por semana + FACS para células positivas para GFP. Los animales se sacrificarian el dia 60
8-12 h después de la ultima dosis de farmaco. Los ratones moribundos o los ratones con un recuento de leucocitos
de mas de 200.000/nl o una pérdida de peso >20% podrian sacrificarse antes.

[0224] Grupo de intervencidn tardia: Grupos de 3 ratones podrian ser sacrificados en el dia 29, 36, 43,50 y 57 y la
médula 6sea y el bazo podia analizarse para la fibrosis de reticulina. El tratamiento podria comenzar con compuesto
o portador administrado por sonda oral tan pronto como la fibrosis se documente en 3/3 ratones. Los ratones podrian
controlarse mediante inspeccion diaria y recuentos sanguineos dos veces por semana + FACS para células positivas
para GFP. Los animales podrian sacrificarse después de 30 dias de terapia 8-12 h después de la ultima dosis de
farmaco. Los ratones moribundos o los ratones con un recuento de leucocitos de mas de 200.000/nl o una pérdida
de peso >20% podrian sacrificarse antes. Los animales pueden ser sometidos a necropsia.

Analisis de tejidos y supervivencia.

[0225] Se pudieron determinar los pesos del higado y el bazo. Las secciones de tejido de la médula 6sea, el higado
y €l bazo se pudieron analizar mediante tincién con HE. La médula 6sea y los bazos también se pueden tefiir con
plata para evaluar la fibrosis de la reticulina. Las células de bazo y médula 6sea podrian analizarse mediante FACS
para GFP, marcadores de linaje, fosforilacion de JAK2 y STAT5. La sangre se puede extraer mediante puncion
cardiaca y el plasma se puede separar y congelar para medir la concentracion del farmaco. La supervivencia entre
grupos podria compararse con el método de Kaplan-Meyer.

Evaluacion de la actividad de los inhibidores de JAK2 en ensayos de formacion de colonias de células
hematopoyéticas humanas

[0226] Ceélulas mononucleares de sangre periféricas de pacientes con MPD (predominantemente mielofibrosis) con y
sin mutacion JAK2V®'7F (N = 10 para cada uno) y 5 controles normales (proveedor comercial) podrian ser aislados
por centrifugacion en gradiente de densidad (Ficoll). Las células CD34 + pueden seleccionarse utilizando kits
comerciales para enriquecer las células progenitoras. Las células CD34 + se pueden sembrar por triplicado en
metilcelulosa suplementada con suero bovino fetal y citoquinas (+/- EPO). Después de la incubacion de las placas
durante 2 semanas, se pudo evaluar la formacion de colonias eritroides y mieloides con un microscopio invertido.

Hipertension arterial pulmonar
[0227] Los compuestos de férmula | pueden ser probados en el modelo de perro de la hipertensién pulmonar como
se describe en Gust, R y Schuster, DP pulmonar experimental Research, 27: 1-12, 2001. Pueden también ser

ensayados en un modelo de conejo de hipertensién pulmonar inducida por monocromalina. Los compuestos de
férmula | también pueden ensayarse en humanos con hipertension arterial pulmonar. El efecto de los compuestos de
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férmula | puede ensayarse en humanos con hipertension arterial pulmonar mediante la medicion de sus efectos
agudos sobre la hemodinamica cardiopulmonar. El efecto de los compuestos sobre la presion del ventriculo derecho,
la presion de la arteria pulmonar, la resistencia vascular pulmonar y el gasto cardiaco puede determinarse. El efecto
de los compuestos en el tiempo de caminata de seis minutos y el consumo maximo de oxigeno puede determinarse
en humanos con HAP. El efecto de los compuestos en la calidad de vida (medido por un cuestionario), la
hospitalizacion y la supervivencia se puede determinar en humanos con HAP. En los humanos, la HAP puede
deberse a anomalias genéticas (es decir, HAP primaria o familiar) o causas secundarias como esclerodermia,
enfermedad cardiaca congénita no corregida, trastorno vascular mixto del colageno, hepatitis C u otra enfermedad
hepatica, infeccion por VIH o teleangiectasia hemorragica hereditaria. El efecto de los compuestos también puede
ensayarse en células endoteliales humanas, fibroblastos y/o lineas celulares de musculo liso: por ejemplo,
determinacién de CI50 para la fosforilacion de STAT3 en lineas celulares de musculo liso de arteria pulmonar
humana. Se pueden examinar lineas celulares de otras especies, es decir, la rata. Se puede examinar el efecto de
los compuestos en los anillos vasculares preconstruidos de los vasos sanguineos humanos o de los vasos
sanguineos de otras especies, es decir, la rata. Por ejemplo, se pueden estudiar los anillos arteriales pulmonares de
rata preconstruidos con fenilefrina, endotelina, serotonina, vasopresina, angiotensina Il o KCL para determinar la
dosis de respuesta a los compuestos para la vasorelaxacion. Se pueden examinar otros vasoconstrictores.

[0228] El efecto de los compuestos sobre la hipoxia inducida por la vasoconstriccion pulmonar puede ser
examinado. Un modelo de hipertension pulmonar inducida por hipoxia podria incluir el estudio de ratas, como la rata
Fawn-Hooded expuesta a bajo nivel de oxigeno (es decir, 5 por ciento de oxigeno). Otro modelo de hipertension
pulmonar inducida por hipoxia podria incluir el fetal bovino mantenido en una camara de gran altitud.

[0229] EI efecto de los compuestos puede ser examinado en modelos transgénicos de la hipertension pulmonar: es
decir, el ratén knockout BMPR2 tratado con IL6, el ratén knock out de caveolina-1, o el ratén knockout de péptido
vasoactivo intestinal.

[0230] El efecto de los compuestos sobre los cambios histopatolégicos que se producen en ambos modelos
animales y humanos de HAP se puede medir. Por ejemplo, los compuestos pueden disminuir la extension de las
lesiones plexiformes en las arteriolas pulmonares de los pulmones enfermos. La lesion plexiforme consiste en
células endoteliales, células de musculo liso y fibroblastos que proliferan y obstruyen en un grado variable, el lumen
arteriolar pulmonar. Todas las publicaciones mencionadas en esta especificacion se incorporan aqui como
referencia. Cualquier discusion de documentos, actos, materiales, dispositivos, articulos o similares que se haya
incluido en la presente especificacion es Unicamente con el propdsito de proporcionar un contexto para la presente
invencion. No debe tomarse como una admisién de que alguno o todos estos asuntos forman parte de la base de la
técnica anterior o eran de conocimiento general comun en el campo relevante para la presente invencion tal como
existia en Australia o en cualquier otro lugar antes de la fecha de prioridad de cada reclamacién de esta solicitud.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de la formula general I:

N Y R,
Ay

i

) 2
10 e

15 o sales, y/o profarmacos de los mismos, en donde:

X e'Y se seleccionan independientemente de N y CR3;
cada R3 se selecciona independientemente entre hidrégeno, Cisalquilo, Casalquenilo, hidroxilo, halégeno, amino
sustituido o no sustituido, ciano, nitro, trifluorometilo, metoxi, trifluorometoxi, arilo y heterociclilo sustituido o no
20 sustituido de 5 o 6 miembros que contiene 1 a 2 atomos de N;
R+ es arilo; heterociclilo; Cysalquilo; o arilo sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados de NRsRs,
NRsCORy7, CN, Cisalquilo, OH, CO2R7, CONRsR7, CONRsRs, NRsCO2R7, Cisalquilo sustituido o no sustituido,
SRy, CHO y heterociclilo sustituido o no sustituido;
Ry se selecciona independientemente de haldgeno, Cisalquilo sustituido o no sustituido, OH, (O), OCN, OC;.
25 salquilo sustituido o no sustituido, CN, CF3;, CF,CN, SCN, SO;NRsRs, SR7, CHO, CO2R7;, COR7, CONRGsRs,
CONRsR7, NRsCOR7, NO; NRsRs, NRsCN, CH(CN)NRsRs, NRsSO2R;, COCF;, COCH:F, NRsCOCORy,
NRsCOOR7, NRsCONRgR7, heterociclilo y COheterocicliio, en donde cada heterociclilo puede estar
opcionalmente sustituido con 1 a 4 sustituyentes seleccionados de NH,, CN, OH, CO2R7, CH2CN vy heterociclilo
que contiene N de 5 miembros;
30 R es Cisalquileno Rg, OCisalquileno Rg (excepto cuando Ry es NRsRs 0 OCqsalquilo, entonces R es OC,.
salquilenoRg); 0 Ry y R, junto con los grupos a los que estan unidos, forman un heterociclilo que contiene N de 5
0 6 miembros, sustituido o no sustituido;
Rs y Rs se seleccionan cada uno independientemente de H, Cisalquilo, CisalquiloCN, Cs.gcicloalquilo, arilo,
heterociclilo, Ci.salquileno, cicloalquilo, Ci.salquileno sustituido o no sustituido, SO,C1.salquilo y Cisalquileno
35 heterociclilo; o
Rs y Re junto con el nitrogeno al que estan unidos forman un anillo de 4-8 miembros que tiene de 1 a 3
heteroatomos seleccionados independientemente de NRg, O, S(O)n en donde mes 0, 1 0 2 y en donde el anillo
puede estar opcionalmente sustituido con C4salquilo o NRsRg;
Rs se selecciona de H, Cisalquilo, CysalquilenoOH, Cs.salquilenoNRsRs, Cs.scicloalquilo, arilo, heterociclilo, Ci.
40 salquilencicloalquilo, C1s-arilo, C1.salquilenoheterociclilo y C1salquilenoCN;
Rz se selecciona de H, Cisalquilo sustituido o no sustituido, OC+.alquilo sustituido o no sustituido, alquilo SC1.s
sustituido o no sustituido, CNOH, C4salquilenoCN, Cs.scicloalquilo sustituido o no sustituido, arilo sustituido o no
sustituido, heterociclilo sustituido o no sustituido, C1-salquilencicloalquilo, C4¢-arilo, Ci.salquilenoheterociclilo, C».
salquenilo, Cz.salquinilo, NRsRs, Cisalquileno NRsRs y Cysalquileno ORs;
45 W esta ausente, CO, SO, o Cqalquileno;
Rz es arilo; imidazolilo; metileno dioxi fenilo; o arilo sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados de un
heterociclilo de 5 6 6 miembros que contiene N; OC+salquilo sustituido o no sustituido; NRsCOR7 en la que Rs es
H y R;7 es Cjsalquilo, Caealquenilo, Cosalquinilo o CN; NHy; aureola; CO2R7; SO2NRsRs; NO2; NHSO:Me;
CHOHCF3 CH3; CH2NHSO2Me; OH y SH;

50 siempre que al menos uno de R1 y R; esté sustituido con un sustituyente seleccionado de:

| ] i

i
" A

P Rz i Ryz PO Rey
; Ri(} 5
Res Ry Ry
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N 8
{ ! R
Ryy Rt p O 12

en donde

DesOoN;

R10 se selecciona de H y Ci4alquilo sustituido o no sustituido;

R11 y R12 se seleccionan independientemente de H, Cq4alquilo sustituido o no sustituido, CssalquiloNR14R1s, Ci-
4alquiloORs, arilo sustituido o no sustituido o pueden unirse para formar un anillo sustituido o no sustituido de 5 a
8 miembros que contiene opcionalmente uno o mas heteroatomos seleccionados de O, S, SOz y NR1g;

R13 se selecciona entre OH, OC14alquilo, NR14R15;

pesOad;y

R14 y Ris se seleccionan independientemente de H, Cyalquilo sustituido o no sustituido o pueden unirse para
formar un anillo de 3-8 miembros sustituido que contiene opcionalmente uno o mas heteroatomos seleccionados
de O, S, SOz y NRig; ¥

en el que los sustituyentes se seleccionan de Cisalquilo, Csscicloalquilo, Caealquenilo, Casalquinilo, Ci.
salquilarilo, arilo, heterociclilo, halo, haloarilo, haloheterociclilo, hidroxi, C 1 -4 alcoxi, ariloxi, carboxi, amino, C1.
salquilacilo, arilacilo, heterociclilacilo, acilamino, aciloxi, C1.salquilsulfenilo, arilsulfonilo y ciano;

los heterociclilos se seleccionan de entre 5 a 7 heterociclilos saturados o insaturados miembros con 1 a 4
heteroatomos seleccionados independientemente de N, O, Sy SO5; y

el profarmaco se selecciona de:

- compuestos en los que un residuo de aminoacido, o una cadena polipeptidica de dos o mas residuos de
aminoacidos, se une covalentemente a través de un enlace peptidico a un grupo amino libre del compuesto
de formula [;

- compuestos en los que un carbonato, carbarmato, amida o éster alquilico se une covalentemente a un
grupo amino o hidroxilo libre del compuesto de férmula |, a través de una cadena lateral de profarmaco de
carbono carbonilo; y

- derivados de fosfato en los que la cadena lateral del profarmaco se une a través de un enlace fosforo-
oxigeno a un hidroxilo libre del compuesto de formula 1.

2. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde X es N e Y es CR3 en donde R3 es como se define en
la reivindicacioén 1,

3. El compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o la reivindicacion 2, en el que el compuesto de formula | tiene la
férmula la

H
R. N N
Q\W/ \( \\
] Rs
N /
N

ia
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en donde que W, R4, R2 y R3 son como se definen en la reivindicacion 1.

4. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el compuesto de formula |
tiene la formula Ib

) N i /S N
ach
N
AN
Ry
biv

en donde W, R; y Rs son como se definen en la reivindicacion 1 y R’ es H, R 0 Ry como se define en la
reivindicacion 1,

5. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el compuesto de férmula |
tiene la formula Ic

R

N W/N N\\
| —r
M F
s

en donde W, Rz y R’ son como se definen en la reivindicacion 4,

6. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde W esta ausente, CO o C;.
salquileno.

7. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde R3 es H; C1alquilo; aureola;
Cazsalquenilo; amino que puede estar sustituido con Caealquenilo; ciano nitro metoxi; arilo o heterociclilo de 5 o 6
miembros que contiene 1 o0 2 atomos de N que pueden estar sustituidos con trimetilcarboxi.

8. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en un sustituyente de R se selecciona
de:

AR Py
= {S/-\re//\R.\z A “k
18 | ) Pt
10
Ry R
Yy

en donde

DesO;
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R0, R11y Rizson H; y
pesO,

9. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el compuesto es un inhibidor
de quinasa.

10. Un proceso para la preparacion del compuesto de formula | de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8, que comprende las etapas de:

(a) agregar S-R1 en donde Ry es como se define en la reivindicacion 1 a un compuesto de férmula Il

LG X LG
X

YY
Ry
i

N

en donde X, Y y R3 son como se definen en la férmula | anterior y LG es un grupo saliente para preparar un
compuesto de formula Il

S Y R
Rf/ Y \Y 3
XY’N

LG

i

en donde X, Y, LG, Ry y Rs son como se definen anteriormente; y
(b) acoplar el compuesto de formula 11l con una fuente de NH-WRz en donde W y R, son como se definen en la
reivindicacion 1,

11. Una composicién farmacéutica que comprende el compuesto de férmula | de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

12. Un implante que comprende el compuesto de formula | de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 8.

13. El uso del compuesto de féormula | de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o una
composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 11 en la fabricacion de un medicamento para el
tratamiento de una enfermedad asociada a quinasa o para suprimir el sistema inmune de un sujeto.

14. El compuesto de féormula | de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o la composicion
farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 11 para uso en el tratamiento de una enfermedad asociada a quinasa
o para suprimir el sistema inmune de un sujeto.

15. Una composiciéon farmacéutica que comprende el compuesto de féormula | de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8 y otro compuesto terapéuticamente activo.
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