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DESCRIPCION
Ciclohexilmetanosulfonamidas

La presente invencién se refiere a novedosas ciclohexilmetansulfonamidas sustituidas con heterociclilo que son
inhibidoras de la quinasa Janus, conocidas también como inhibidores de JAK, y a su uso en el tratamiento de
reacciones alérgicas que incluyen dermatitis alérgica, eczema, dermatitis atdpica, prurito y otras afecciones
pruriticas y también enfermedades inflamatorias.

Oclacitinib, una pirrolopirimidinaminociclohexilmetanosulfonamida, es un inhibidor de JAK, que esta aprobado para
el control del prurito asociado con la dermatitis alérgica y el control de la dermatitis atépica en perros. Sin
embargo, la busqueda de nuevas moléculas inhibidoras de JAK, mas potentes, continlia. Sorprendentemente, se
han encontrado nuevos inhibidores de JAK especificos que proporcionan una actividad mejorada en lo
concerniente a enfermedades de la piel, en particular dermatitis atépica y prurito.

Por lo tanto, la presente invencién, en un aspecto, se refiere a un compuesto de formula |

A 1CH;—S(0); NHR
(1,

en la que R es metilo; y en la que A consiste en la féormula 2a

v

R
m
= N
N H

(2a),

en la que Y se selecciona de entre el grupo que consiste en NH, N (alquilo C1-C2) u O, y R? se selecciona de entre
el grupo que consiste en ciano (CN), nitro (NO2), o NR'R", y R' y R" se seleccionan independientemente de entre el
grupo que consiste en H o alquilo C1-C4; 0enlaque Yy R? juntos forman

R /
\H/N\

N

en la que R® se selecciona de entre el grupo que consiste en H, alquilo C4-Cs, hidroxi-alquilo C4-C4, alcoxi C1-Ca-
alquilo C4-C4 o0 NHg; o una sal del mismo aceptable desde el punto de vista veterinario.

R® como hidroxi-alquilo C4-C4 es preferentemente hidroximetilo o hidroxietilo, en particular hidroximetilo. R° como
alcoxi C1-C4-alquilo C4-C4 es preferentemente metoximetilo o etoximetilo, en particular metoximetilo. La variable R°
es preferentemente H, metilo hidroximetilo, metoximetilo o NH,, mas preferentemente H, metilo o NH,, en
particular, H. R" y R" son, cada uno independientemente del otro, preferentemente H, metilo o etilo. R? es
preferentemente ciano o nitro.

Una realizacion de la invencion se refiere a un radical A de férmula (2a), en la que R? e Y tiene los significados
definidos. Un radical A preferente es de formula (2a), en la que R? es ciano o nitro e Y es NH, N(CHs) u O,
preferentemente NH o N(CHz), en particular N(CHj3).

Todavia un radical A adicional preferente es un radical de férmula
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»
j;,——w
N
= | A
S
N
N Ho (2a%).

Los compuestos de la presente invencidon pueden existir como uno o mas estereoisdmeros. Los diversos
estereoisdmeros incluyen enantiomeros, diasteredmeros, atropisémeros e isémeros geométricos.

En el caso en el que los compuestos de la formula (I) tienen un atomo de carbono quiral, pueden tener una
configuracion (R) o (S). La presente invencion abarca los compuestos de formula (1) con configuracion tanto (S)
como (R) en los atomos de carbono quirales particulares, lo que significa que la presente invencidon cubre los
compuestos de la formula general (I) en los que los atomos de carbono en cuestion tienen, cada uno
independientemente, una configuracion (R); o tienen una configuracion (S).

Si hay presentes una pluralidad de centros quirales en los compuestos de formula (I), es posible cualquier
combinacion deseada de las configuraciones de los centros quirales, lo que significa que (1) un centro quiral puede
tener una configuracion (R) y el otro centro quiral una configuracion (S); (2) un centro quiral puede tener una
configuracion (R) y el otro centro quiral una configuracion (R); y (3) un centro quiral puede tener una configuracion
(S) y el otro centro quiral una configuracion (S).

Un experto en la técnica apreciara que un estereoisdbmero puede ser mas activo y/o puede exhibir efectos
beneficiosos cuando se enriquece con relacion al otro o a los otros esterecisémeros o cuando se separa del otro o
de los otros estereoisomeros. Ademas, el experto en la materia sabe cémo separar, enriquecer y/o preparar de
manera selectiva dichos estereoisémeros. Los compuestos de la invencidon pueden estar presentes como una
mezcla de estereoisdmeros, estereoisémeros individuales o como una forma épticamente activa.

Un experto en la técnica apreciara que no todos los anillos heterociclicos que contienen nitrégeno pueden formar
N-o6xidos, ya que el nitrégeno requiere un par solitario disponible para la oxidacion al éxido; un experto en la
técnica reconocera aquellos anillos heterociclicos que contienen nitrégeno que pueden formar N-6xidos. Un experto
en la técnica reconocera también que las aminas terciarias pueden formar N-6xidos. Un experto en la técnica
conoce muy bien los procedimientos sintéticos para la preparacion de N-6xidos de anillos heterociclicos y aminas
terciarias, incluyendo la oxidacién de anillos heterociclicos y aminas terciarias con acidos peroxi, tales como acido
peracético y m-cloroperbenzoico (MCPBA), peréxido de hidrégeno, hidroperéxidos de alquilo, tales como
hidroperoxido de t-butilo, perborato de sodio y dioxiranos tales como dimetil dioxirano. Estos procedimientos para
la preparacion de N-Oxidos se han descrito y revisado ampliamente en la literatura. La fabricacion de S-oxidos
adecuados puede realizarse de manera analoga usando, por ejemplo, el mismo tipo de oxidantes que los indicados
anteriormente para los N-6xidos.

Un experto en la materia reconoce que, debido al medio ambiente y en condiciones fisiologicas, las sales de los
compuestos quimicos estan en equilibrio con sus formas no salinas correspondientes, las sales comparten la
utilidad biolégica de las formas no salinas. De esta manera, son Utiles una amplia diversidad de sales de los
compuestos de formula (l) (es decir, son adecuadas para uso veterinario). Las sales de los compuestos de formula
(I) incluyen sales de adicion de acido con acidos inorganicos u organicos tales como acidos bromhidrico,
clorhidrico, nitrico, fosférico, sulfurico, acético, butirico, fumarico, lactico, maleico, maldnico, oxalico, propiénico,
salicilico, tartarico, 4-toluensulfénico o valérico. Cuando un compuesto de férmula (l) contiene un resto acido, tal
como un acido carboxilico o fenol, las sales incluyen también aquellas formadas con bases organicas o
inorganicas, tales como piridina, trietilamina o amoniaco, o amidas, hidruros, hidréxidos o carbonatos de sodio,
potasio, litio, calcio, magnesio o bario. Por consiguiente, la presente invencién comprende compuestos
seleccionados de férmula (1), N-6xidos y sales de los mismos aceptables desde el punto de vista veterinario. Los
compuestos de la presente invencién pueden formar también sales internas.

Los compuestos de férmula (I) pueden prepararse, por ejemplo, haciendo reaccionar un compuesto de formula

A-Hal 3),

con un compuesto de formula
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HY CH;—S(0); NHR
(4),

en la que Y y R son tal como se han definido anteriormente, Hal es halégeno, por ejemplo, cloro, y A' es un radical
de féormula

T

en la que R? es tal como se ha definido anteriormente. La reaccion de sustitucidn nucledfila puede realizarse, por
ejemplo, segun se describe en los libros de texto de quimica organica. Por ejemplo, los compuestos de formula (3)
y (4) se hacen reaccionar en un disolvente adecuado o mezcla de disolventes en presencia de una base. La
eleccion del disolvente y de la base depende en gran medida de la naturaleza especifica de los compuestos de
férmulas (3) y (4). La reaccion puede tener lugar a temperatura ambiente o a temperatura elevada, por ejemplo,
por encima de 100°C. En el caso de un compuesto de formula (3) que comprende un radical A' con un grupo NH,
puede ser aconsejable proteger dicho grupo amina antes de realizar la reaccién con el compuesto de formula (4).
La proteccion del grupo amina y la desproteccion posterior pueden realizarse de una manera conocida en si
misma.

De manera alternativa, los compuestos de formula (3) y (4) pueden acoplarse mediante aminacién Buchwald-
Hartwig catalizada por Pd, tal como se describe en los libros de texto de quimica organica.

Los compuestos de férmula (3) son conocidos en si mismos o pueden prepararse segun procedimientos conocidos
en si mismos.

Los compuestos de formula (4) son igualmente conocidos, o pueden prepararse segun procedimientos conocidos
en si mismos. Por ejemplo, el grupo HY de un compuesto de férmula

(3),

en la que Y es tal como como se ha definido anteriormente, se protege primero de una manera conocida en si
misma, antes de reducir el grupo carboxilo para producir el correspondiente alcohol de férmula

F'G‘r‘——<:>- 11 CH;—OH

en la que PG es un grupo protector e Y es tal como se ha definido anteriormente. El alcohol de formula (6) se
convierte a continuacion en el compuesto correspondiente de férmula (7)

P'G‘r'-—<:>- CH;—LG

en la que LG es un grupo saliente, por ejemplo, cloro, bromo, mesilato o tosilato, que a su vez se convierte en el
correspondiente acido sulfénico de formula (8)

F‘GY——<:>- 11 CH;—S(0,JOH

4

{'{:}}!

(7).

(8),
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usando sulfito de sodio o tioacetato de sodio, seguido de oxidacion con perdxido de hidrégeno.

El compuesto de férmula (8), después de haber sido convertido en el haluro metanosulfonico correspondiente, por
ejemplo, mediante reaccion con cloruro de tionilo, se hace reaccionar con una amina de férmula

H2N-R 9),

en la que R es tal como como se ha definido anteriormente, para producir un compuesto de formula (4) en forma
protegida, que finalmente se desprotege. Las etapas descritas anteriormente desde el compuesto de férmula (5) al
compuesto de férmula (4) son reacciones bien conocidas que pueden realizarse tal como se describe en los libros
de texto de quimica organica. Los ejemplos de trabajo ilustran adicionalmente las reacciones.

Como alternativa, los compuestos de formula (1) pueden sintetizarse de manera similar al Esquema Il de la pagina
14 del documento W02010/020905.

Ademas, un compuesto de formula (1), en la que A es un radical de férmula

0 /
R\rN
M e | \
TN
N H

(Za%),

en la que R® es tal como como se ha definido anteriormente, puede obtenerse preparando en primer lugar un

compuesto de férmula
o CH;—3(0); NHR
HM
QN

.
"MN |~|.||
PG (la),

en la que PG es un grupo protector, mediante un procedimiento como se ha descrito anteriormente, reduciendo el
grupo nitro del compuesto de formula (1a) de una manera conocida en si misma, por ejemplo, cataliticamente con
H2/niquel Raney, y haciendo reaccionar la diamina resultante con un acido haluro R°-C(O)Hal o con un trialquil
orto-éster (AIkO)3-C-R°, en la que Hal es Br o ClI, Alk es, por ejemplo, etilo, y R® es tal como se ha descrito
anteriormente, con el fin de producir un compuesto de férmula

R ﬂ CH;—S(0); NHR
/ M
N
~ AN
S
N N
H (1b),

después de la desproteccion de la amina, en donde Ry R son como se describe anteriormente.

Los compuestos de la presente invencion son inhibidores de Janus kinasa (JAK-i) con eficacia, por ejemplo, contra
Janus kinasa-1 (JAK-l), Janus kinasa-2 (JAK-2), Janus kinasa-3 (JAK-3) y tirosina quinasa-2 quinasa (TYK-2), en
particular JAK-I o JAK-3. Por consiguiente, son utiles como agentes terapéuticos para trasplantes de drganos,
lupus, esclerosis multiple, artritis reumatoide, psoriasis, diabetes tipo | y complicaciones de la diabetes, cancer,
asma, dermatitis atdpica, trastornos autoinmunes de la tiroides, colitis ulcerosa, enfermedades inflamatorias del

5
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intestino, enfermedad de Crohn, enfermedad de Alzheimer, leucemia, osteoartritis, control del prurito, enfermedad
respiratoria  crénica, queratoconjuntivitis y otras indicaciones en las que seria deseable una
inmunosupresiéon/inmunomodulacion.

En particular, ha resultado que los compuestos de la presente invencion son agentes seguros y eficaces para
controlar enfermedades de la piel, afecciones o trastornos que incluyen dermatitis atopica, eccema, psoriasis,
esclerodermia, prurito y otras afecciones pruriticas, reacciones alérgicas que incluyen dermatitis alérgica en
mamiferos incluyendo caballos, enfermedades alérgicas tales como hipersensibilidad a las mordeduras, eccema
de verano y “sweet itch” (picazén o eccema de verano) en caballos.

Debido a que los compuestos de la presente invencion son inhibidores de JAK con eficacia contra JAK-1 y JAK-3,
proporcionan resolucién para el prurito y la inflamacion crénicos que persistirian en la dermatitis atépica o
disminuirian lentamente después de la eliminacion del alérgeno o del agente causal, tal como pulgas en la
dermatitis alérgica a las pulgas.

Los compuestos de la presente invencién pueden administrarse en una forma farmacéuticamente aceptable, bien
solos o bien en combinacidon con uno o mas agentes adicionales que modulan el sistema inmunitario de un
mamifero o con agentes antiinflamatorios. Los ejemplos son ciclosporina A aspirina, acetaminofeno, ibuprofeno,
naproxeno, piroxicam y esteroides antiinflamatorios (por ejemplo, prednisolona o dexametasona). Estos agentes
pueden administrarse como parte de las mismas formas de dosificacion o formas de dosificaciéon separadas, a
través de las mismas vias de administracion o vias de administracion diferentes, y en los mismos esquemas de
administracion o en esquemas de administracion diferentes segun la practica farmacéutica estandar conocida por
un experto en la técnica.

En una realizacion, la invencién proporciona uno o mas compuestos descritos en la presente memoria para su uso
en el tratamiento o la prevencién de una enfermedad, afeccién o trastorno asociado con JAK en un sujeto, tal como
un mamifero humano o no humano. La enfermedad, afecciéon o trastorno asociado con JAK puede estar
relacionado con JAK-I, JAK-2, JAK-3 y/o TYK-2. Los sujetos adecuados que pueden ser tratados incluyen animales
domésticos o salvajes, animales de compaiiia, tales como perros, gatos, caballos y similares; ganado incluyendo
vacas y otros rumiantes, cerdos, aves de corral, conejos y similares; primates, por ejemplo, monos; y roedores,
tales como ratas, ratones, jerbos, cobayas y similares. En una realizacion, el compuesto se administra en una
forma farmacéuticamente aceptable, opcionalmente en un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En la presente memoria, se divulga un procedimiento de inhibicion de una enzima JAK, incluyendo JAK-I, JAK-2,
JAK-3 y/o Tyk-2, que incluye poner en contacto la enzima JAK con una cantidad no terapéutica o una cantidad
terapéuticamente eficaz de una o mas de los presentes compuestos. Dichos procedimientos pueden ocurrir in vivo
o in vitro. El contacto in vitro puede implicar un ensayo de seleccion para determinar la eficacia de los uno o mas
compuestos contra una enzima seleccionada en diversas cantidades o concentraciones. El contacto in vivo con
una cantidad terapéuticamente eficaz de los uno o mas compuestos puede implicar el tratamiento de una
enfermedad, trastorno o afeccién descrita o la profilaxis del rechazo de un trasplante de 6rganos en el animal en el
que se produce el contacto. También puede determinarse o medirse el efecto de los uno o mas compuestos sobre
la enzima JAK y/o el animal huésped. Los procedimientos para determinar la actividad de JAK se muestran en la
parte de Ejemplos a continuacion.

En el uso terapéutico para el tratamiento de trastornos en un mamifero (es decir, seres humanos y animales), un
compuesto de la presente invencion o sus composiciones farmacéuticas pueden administrarse por via oral,
parenteral, topica, rectal, transmucosal o intestinal. Las administraciones parenterales incluyen inyecciones
indirectas para generar un efecto sistémico o inyecciones directas en el area afectada. Las administraciones
topicas incluyen el tratamiento de la piel u érganos facilmente accesibles mediante aplicacion local, por ejemplo,
ojos u oidos. Incluye también el suministro transdérmico para generar un efecto sistémico. La administracion rectal
incluye la forma de supositorios. Las vias de administracion preferentes son oral y parenteral.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden fabricarse mediante procesos bien conocidos
en la técnica, por ejemplo, por medio de procedimientos convencionales de mezclado, disolucion, granulacion,
fabricacion de grageas, levigacion, emulsificacion, encapsulacion, atrapamiento, liofilizacion o secado por
pulverizacion. Las composiciones farmacéuticas para su uso segun la presente invencion pueden formularse de
manera convencional usando uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables que comprenden excipientes y
auxiliares, que facilitan el procesamiento del compuesto activo en preparaciones, que pueden usarse
farmacéuticamente. La formulacién apropiada depende de la via de administracion elegida. Los excipientes y los
vehiculos farmacéuticamente aceptables son generalmente conocidos por los expertos en la técnica y, de esta
manera, se incluyen en la presente invencion.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2702474 T3

Las formulaciones de la invenciéon pueden disefiarse de manera que sean de accioén corta, de liberacion rapida, de
accion prolongada y de liberacion sostenida. De esta manera, las formulaciones farmacéuticas pueden formularse
también para una liberacién controlada o para una liberacién lenta.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para su uso en la presente invencion incluyen composiciones en las
que los ingredientes activos estan contenidos en una cantidad suficiente para conseguir el propodsito deseado, es
decir, el control o el tratamiento de trastornos o enfermedades. Mas especificamente, una cantidad
terapéuticamente eficaz significa una cantidad de compuesto eficaz para prevenir, aliviar o mejorar los
sintomas/signos de la enfermedad o prolongar la supervivencia del sujeto que esta siendo tratado.

La cantidad de componente activo, que es el compuesto de la presente invencién, en la composicidon farmacéutica
y la forma de dosificacion unitaria del mismo, puede variarse o ajustarse ampliamente dependiendo de la forma de
administracion, la potencia del compuesto particular y la concentracion deseada. La determinacion de una cantidad
terapéuticamente eficaz esta dentro de la capacidad de los expertos en la técnica. En general, la cantidad de
componente activo estara comprendida entre el 0,01% y el 99% en peso de la composicion.

Generalmente, una cantidad de dosificacién terapéuticamente eficaz del componente activo estara comprendida en
el intervalo de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal/dia, preferentemente de
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal/dia, mas preferentemente de
aproximadamente 0,3 a 3 mg/kg de peso corporal/dia, incluso mas preferentemente de aproximadamente 0,3 a 1,5
mg/kg de peso corporal/dia. Debe entenderse que las dosis pueden variar dependiendo de los requisitos de cada
sujeto y de la gravedad de los trastornos o enfermedades tratados. La dosis deseada puede presentarse
convenientemente en una dosis Unica o como dosis divididas administradas a intervalos apropiados, por ejemplo,
como dos, tres, cuatro o mas sub-dosis por dia. La propia sub-dosis puede dividirse ademas, por ejemplo, en una
serie de administraciones discretas con poca separacion; tales como multiples inhalaciones desde un insuflador o
mediante la aplicaciéon de una pluralidad de gotas en el ojo. Ademas, debe entenderse que la dosis inicial
administrada puede incrementarse mas alla del nivel superior anterior para conseguir rapidamente la
concentracion plasmatica deseada. Por otra parte, la dosis inicial puede ser mas pequefia que la éptima y la dosis
diaria puede incrementarse progresivamente durante el curso del tratamiento, dependiendo de la situacion
particular. Si se desea, la dosis diaria puede dividirse también en multiples dosis para la administracion, por
ejemplo, de dos a cuatro veces por dia.

Los Ejemplos ilustran adicionalmente la invencion.

Ejemplo 1

Este ejemplo ilustra la preparacion de 1-[trans-4-(imidazo[4,5-d]pirrolo[2,3-b]piridin-1(6H)-il)ciclohexil]-N-
metilmetanosulfonamida (Compuesto 22 en la Tabla 3)

Etapa A: Se colocaron trans-4-aminociclohexanocarboxilato de metilo (0,19 g), acetonitrilo (3 ml) y KoCO3 (0,407
g) en un matraz de fondo redondo con agitador magnético y bafio de calentamiento. Se afiadié bromuro de bencilo
(0,29 ml) y la mezcla de reaccion se agité vigorosamente a una temperatura de 25 a 30°C durante 3 horas. La TLC
(DCM/MeOH 8:1) reveld una conversion completa del material de partida y la presencia de amina monobencilada.
El precipitado inorganico se separ6 mediante filtracion. El filtrado se evapord. El residuo se purificd6 mediante
cromatografia en gel de silce (DCM/Hexano 1:1 a DCM/MeOH 10:1) para producir trans-4-
(dibencilamino)ciclohexanocarboxilato de metilo como agujas blancas (0,33 g).

Etapa B: Se disolvioé trans-4-(dibencilamino)ciclohexanocarboxilato de metilo (0,22 g) en THF anhidro (2,2 ml) y se
enfrié a 0°C. Se afiadio hidruro de litio y aluminio (0,125 g) en porciones durante aproximadamente 15 minutos.
Cuando ces6 la formacion de espuma, la temperatura del lote se aumenté lentamente y la reacciéon se acelero
(exotérmica). Después de 30 minutos, se tomaron muestras para TLC (DCM) y no se detect6 material de partida.
La mezcla de reaccion se inactivd con agua y NaOH al 10%. Se separaron las fases. La parte acuosa se extrajo
con t-butil éter de metilo. Las fases organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron sobre sulfato de
sodio anhidro y se concentraron en vacio para dar [trans-4-(dibencilamino)ciclohexillmetanol como un aceite
incoloro que se solidifica tras dejarlo en reposo (0,20 g). El producto crudo obtenido se usd sin purificacion
adicional.

Etapa C: Se disolvieron [trans-4-(dibencilamino)ciclohexillmetanol (7,74 g) y trifenilfosfina (9,84 g) en THF anhidro
(60 ml). Se disolvid tetrabromometano (12,44 g) en THF (17,5 ml) y se afiadi6 gota a gota a la mezcla de reaccion.
El matraz se enfri6 con agua (~10°C) debido a la exotermia. Apareci6 el precipitado. Después de 1 hora, se
tomaron muestras para TLC (DCM 100%) que revel6 la reaccion completa. El disolvente se evapord y el residuo se
purific6 mediante cromatografia en gel de silice (DCM 100%). Las fracciones que contenian el producto se
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combinaron y se evaporaron. El residuo solido se tomd6 con hexano (30 ml) y se enfrio a entre 2 y 4°C. El
precipitado se separdé mediante filtracion, se enjuagé con hexano frio y se secé bajo vacio para dar N,N-dibencil-
trans-4-(bromometil)ciclohexanamina como un saélido blanco (9,2 g).

Etapa D: Se suspendié N,N-dibencil-trans-4-(bromometil)ciclohexanamina (5,0 g) en alcohol isopropilico (10 ml).
Se disolvieron Na;SO3 (2,2 g) y Kl (cat.) en agua (20 ml) y se afadieron a la suspension de N,N-dibencil-4-
(bromometil)ciclohexanamina en un reactor de presion. Se sellé y se calentd a 130°C con buena agitacion. El
progreso de la reaccion se controlé mediante TLC (DCM 100%). Cuando se encontré que la reaccion se habia
completado, los disolventes se evaporaron y se secaron mediante destilacion azeotrépica con tolueno para dar
acido [trans-4-(dibencilamino)ciclohexillmetanosulfénico. El producto crudo obtenido se usé sin purificacion
adicional.

Etapa E: Se suspendio acido trans-4-(dibencilamino)ciclohexillmetanosulfénico crudo (4,5 g) en cloroformo (75 ml)
y se enfrié en un bafo de hielo. Se afiadié cloruro de tionilo (19,4 ml) gota a gota. La mezcla de reaccion se agitd
durante 20 minutos a temperatura ambiente, a continuacion, se calenté a 65°C y se agit6 a 65°C durante la noche.
El disolvente y el exceso de cloruro de tionilo se evaporaron para dar cloruro de [trans-4-
(dibencilamino)ciclohexillmetanosulfonilo. El producto crudo obtenido se uso6 sin purificacion adicional.

Etapa F: Se suspendié cloruro de trans-4-(dibencilamino)ciclohexillmetanosulfonilo crudo (~11,5 mmol) en THF
anhidro (45 ml) y se enfrié a 0°C. Se afiadio trietilamina (2,4 ml) seguido de metilamina (2M en THF, 11,5 ml). La
mezcla de reaccion se agité a 0°C durante 1 hora, se calenté a temperatura ambiente y se mantuvo durante 1 hora
a temperatura ambiente. El disolvente se evaporé y el residuo se tomé con EtOAc (100 ml) y se lavoé con NaHCO3
(sat.). La fase acuosa se lavé de nuevo con EtOAc (50 ml). Las fases organicas combinadas se lavaron con agua y
salmuera (50 ml cada una), se secaron sobre sulfato de magnesio y se concentraron en vacio. El material bruto se
purific6 mediante cromatografia en gel de silice (DCM/MeOH 8:1). Las fracciones que contenian el producto se
combinaron, se concentraron en vacio y se trituraron con DCM/hexano (1:1). El precipitado se separé mediante
filtracion, se lavd con DCM/hexano frio (1:1) y se secdé bajo vacio para producir 1-[trans-4-
(dibencilamino)ciclohexil]-N-metil-metanosulfonamida como un sélido blanco (1,67 g).

Etapa G: Se disolvié (parcialmente) 1-[trans-4-(dibencilamino)ciclohexil]-N-metil-metanosulfonamida (1,6 g) en
MeOH (16 ml). Se afiadieron formiato de amonio (1,04 g) y Pd/C himedo al 10% (0,3 g). La mezcla de reaccion se
calentd a reflujo con buena agitacion. Se encontré una conversion muy lenta (TLC - DCM/MeOH 8:1). El disolvente
se rellen6 con THF (10 ml). Se afadié otra porcion de formiato de amonio (1,04 g) seguido de Pd(OH)>/C al 10%
(0,3 g). La mezcla de reaccion se volvio a muestrear para TLC (DCM/MeOH 8:1) después de 1 hora, se observo
una conversion completa. El catalizador de paladio se separé mediante filtracion a través de un tapén de Celite. La
torta del filtro se lavé con MeOH (2 x 20 ml). Los filtrados se combinaron y se evaporaron. El residuo sdlido se
tomo con metanol y se evapord (para eliminar los volatiles aromaticos restantes y el formiato de amonio). Esta
etapa se repiti6 dos veces para dar 1-(trans-4-aminociclohexil)-N-metil-metanosulfonamida como un solido
blanquecino (0,85 g).

Etapa H: A una suspension de 4-cloro-7-azaindol (1,37 g), trietilamina (1,9 ml) y DMAP (0,11 g) en DCM (70 ml) se
afiadio a temperatura ambiente cloruro de bencenosulfonilo (1,3 ml). La mezcla de reaccion se agitdé a temperatura
ambiente durante la noche. La mezcla de reaccién se diluyé con DCM y se inactivd con una soluciéon acuosa de
HCI (1 M, 70 ml). La fase organica se separd y se extrajo con una solucion saturada de NaHCO3 (70 ml), con agua
y con una solucidon acuosa saturada de NaCl, se secé sobre Na;SO, y se concentré en vacio para dar 1-
(bencenosulfonil)-4-cloro-pirrolo[2,3-b]piridina como un sélido marréon (2,65 g). El producto crudo obtenido se uso
sin purificacién adicional.

Etapa |: Se afiadio gota a gota nitrato de tetrabutilamonio (381 mg) disuelto en DCM (5 ml) a una solucién de 1-
(bencenosulfonil)-4-cloro-pirrolo[2,3-b]piridina (292 mg) en DCM (5 ml) bajo nitrégeno a -10°C. Se afadié gota a
gota anhidrido trifluoroacético (180 pl), se agitdé durante 30 minutos a la misma temperatura y a continuacion
durante 4 horas a temperatura ambiente. Se afiadieron nitrato de tetrabutilamonio adicional (80 mg) y anhidrido
trifluoroacético (40 ul) y la mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante la noche. Se afhadieron
nitrato de tetrabutilamonio adicional (380 mg) y anhidrido trifluoroacético (180 pl) y la mezcla de reaccion se agitd
a temperatura ambiente durante 3 horas. Después de diluir con DCM, la mezcla de reaccion se inactivé con agua.
La fase organica se separd y se extrajo 3 veces con agua y una vez con una solucién acuosa saturada de NaCl, se
seco sobre Na»SO4 y se concentrd en vacio. El producto bruto se purific6 mediante cromatografia en gel de silice
(EtOAc/heptano 1:5) para dar 1-(bencenosulfonil)-4-cloro-5-nitro-pirrolo[2,3-b]piridina como un sélido de color
beige (111 mg).
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Etapa J: Se suspendieron 1-(bencenosulfonil)-4-cloro-5-nitro-pirrolo[2,3-b]piridina (337 mg), 1-(trans-4-
aminociclohexil)-N-metil-metanosulfonamida (ejemplo 1, etapa G, 206 mg) y carbonato de potasio (304 mg) en
dioxan/agua 9:1 (10 ml). La suspension resultante se calentd a 120°C en un horno de microondas. Después de 2
horas, se tomaron muestras de la mezcla de reacciéon para HPLC/MS, sin material de partida visible; se formé el
producto. La mezcla de reaccion se concentré en vacio. Se afiadieron THF (15 ml), EtOAc (45 ml) y agua (30 ml)
al residuo. La mezcla de reaccioén se agité a temperatura ambiente durante 30 minutos. La fase acuosa se separ6 y
se extrajo dos veces con una mezcla de THF/EtOAc 1:3. Las fases organicas combinadas se extrajeron con una
solucion acuosa saturada de NaCl, se secaron sobre Na,SO. y se concentraron en vacio. El producto bruto se
purific6 mediante cromatografia en gel de silice (EtOAc/heptano 1:1 a EtOAc 100%) para dar 1-[trans-4-[[1-
(bencenosulfonil)-5-nitro-1H-pirrolo[2, 3-b]piridin-4-ilJamino]ciclohexil]-N-metil-metanosulfonamida como una
espuma amarilla (276 mg).

Etapa K: Se disolvié 1-[trans-4-[[1-(bencenosulfonil)-5-nitro-1H-pirrolo[2,3-b]piridin-4-ilJamino]ciclohexil]-N-metil-
metanosulfonamida (254 mg) en THF (20 ml). Esta solucién se hidrogend durante 6 horas sobre un catalizador
Raney-Nickel usando el reactor de flujo H-cube® (Modo Full H2, temperatura = temperatura ambiente, caudal = 1
ml/min). El THF se elimind bajo vacio. El residuo se disolvié en EtOAc, se secd sobre sulfato de magnesio y se
concentré en vacio para dar 1-[trans-4-[[5-amino-1-(bencenosulfonil)-1H-pirrolo[2,3-b]piridin-4-ilJamino]ciclohexil]-
N-metil-metanosulfonamida como una resina amarilla (222 mg). El producto crudo obtenido se uso sin purificacion
adicional.

Etapa L: Una mezcla de 1-[trans-4-[[5-amino-1-(bencenosulfonil)-1H-pirrolo[2,3-b]piridin-4-ilJamino]ciclohexil]-N-
metil-metanosulfonamida (95 mg), ortoformiato de trietilo (80 pl) y monohidrato de acido p-toluensulfénico (4 mg)
en tolueno (6 ml) se sometié a reflujo durante la noche.

Después de diluir con EtOAc, la mezcla de reaccion se inactivdé con una solucion acuosa saturada de NaHCOs. La
fase organica se separd y se extrajo una vez mas con una solucion acuosa saturada de NaHCO3; y con una
solucion acuosa saturada de NaCl, se seco sobre MgSO, y se concentré en vacio. El producto bruto se purificd en
una HPLC semipreparativa para dar 1-[trans-4-(6-(fenilsulfonil)-imidazo[4,5-d]pirrolo[2,3-b]piridin-1(6H)-
il)ciclohexil]-N-metil-metanosulfonamida como una resina incolora (50 mg).

Etapa M: Una mezcla de 1-[trans-4-(6-(fenilsulfonil)-imidazo[4,5-d]pirrolo[2,3-b]piridin-1(6H)-il)ciclohexil]-N-metil-
metanosulfonamida (68 mg) e hidroxido de litio (14 mg) en isopropanol/agua 1:1 (1 ml) se agité a 40°C durante la
noche. Después de 20 horas, la mezcla de reaccion se calenté a 50°C y se agit6é a 50°C durante un dia. Se afadio
hidréxido de litio adicional (14 mg). La mezcla de reaccion se calenté a 60°C y se agitdé a 60°C durante un dia. Se
afnadié una solucién acuosa de HCI al 37% (120 ul) hasta alcanzar un pH = 5 y a continuacion se afiadié una
solucion acuosa saturada de NaHCO3 (100 pl) hasta alcanzar un pH = 8. El isopropanol se evaporé. Se afadio
EtOAc/THF (2-3 ml) al residuo y la suspension resultante se agité a temperatura ambiente. Se afiadioé una solucion
acuosa de carbonato de potasio (2 M, 2-3 ml) hasta alcanzar un pH = 12. La suspension se agité adicionalmente a
temperatura ambiente y el precipitado se separé mediante filtracion, se enjuagd con agua y se secé en vacio para
dar 1-[trans-4-(imidazo[4,5-d]pirrolo[2,3-b]piridin-1(6H)-il)ciclohexil]-N-metil-metanosulfonamida (13 mg,
compuesto 22 en la Tabla 3). MS (HPLC/MS): 348 (MH"). Tiempo de retencién: 1,70 min.

Ejemplo 2

Este ejemplo ilustra la preparacion de N-metil-1-[trans-4-[(5-nitro-1H-pirrolo[2,3-b]piridin-4-
il)oxi]ciclohexillmetanosulfonamida (Compuesto 25 en la Tabla 3)

Etapa A: Se mezclaron juntos trans-4-hidroxiciclohexanocarboxilato de etilo (10 g), diisopropilamina (21 ml),
bromuro de bencilo (10 ml) y yoduro de sodio (0,9 g) y se calentaron en un tubo sellado a 120°C durante la noche.
Después de diluir con EtOAc, la mezcla de reaccion se inactivd con agua. La fase acuosa se separd y se extrajo
dos veces con EtOAc. Las fases organicas combinadas se secaron sobre MgSQO4 anhidro y se concentraron en
vacio. El producto bruto se purific6 mediante cromatografia en gel de silice (hexano/EtOAc 9:1) para dar trans-4-
(benciloxi)ciclohexanocarboxilato de etilo como un aceite amarillo (16,0 g).

Etapa B: Se suspendio trans-4-(benciloxi)ciclohexanocarboxilato de etilo (16,0 g) en THF seco mientras se enfriaba
en un bafio de hielo. Se afadio hidruro de litio y aluminio (5,2 g) en porciones. Después de la adicién, la mezcla de
reaccion se calenté a 60°C durante 4 horas. Después de ese tiempo, la mezcla de reaccién se enfrid a 0°C y se
afiadié EtOAc (30 ml) seguido de agua (30 ml). Las sales inorganicas resultantes se separaron mediante filtracion
a través de una almohadilla de Celite. Las fases se separaron. La parte acuosa se extrajo con EtOAc. Las fases
organicas combinadas se secaron sobre MgSO, anhidro y se concentraron en vacio para dar (trans-4-
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benciloxiciclohexil)metanol como un sélido amarillo claro (14,2 g). El producto crudo obtenido se uso sin
purificacién adicional.

Etapa C: Se suspendi6 (trans-4-benciloxiciclohexil)metanol (14,2 g) en THF seco mientras se enfriaba en un bafo
de hielo. Se afiadi¢ trifenilfosfina (22,32 g). La solucién resultante se agitd a 0°C durante 10 minutos, a
continuacion, se afadié tetrabromometano (28,22 g) en porciones y se dejo que la suspension alcanzara la
temperatura ambiente. Después de 24 horas de agitacion, el precipitado blanco se filtré y se lavo con THF seguido
de EtOAc. El filtrado se evaporod a presion reducida y se purifico mediante cromatografia en columna sobre gel de
silice (hexano/EtOAc 9:1) para dar trans-4-(bromometil)ciclohexil éter de bencilo como un sélido amarillo (17,0 g).

Etapa D: Se disolvié trans-4-(bromometil)ciclohexil éter de bencilo (8,0 g) en isopropanol (100 ml) y se afiadié
sulfito de sodio (7,12 g) en agua (100 ml). A continuacion, la mezcla de reaccién se agité vigorosamente mientras
se calentaba a 100°C durante la noche. Después de enfriar a temperatura ambiente, la mezcla de reaccién se
concentrd para dar un sélido blanco. Se afiadi6 metanol y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 3
horas, a continuacion, el precipitado se filtro, se enjuagdé con metanol, el filtrado se evapord para obtener acido
(trans-4-benciloxiciclohexil)metanosulfénico como un sélido blanco (9,5 g).

Etapa E: Se suspendi6é acido (trans-4-benciloxiciclohexil)metanosulfénico (1,0 g) en un cloroformo recién destilado
(50 ml) mientras se enfriaba en un bafio de hielo. Se afiadid6 DMF seco (3-5 gotas). La solucion resultante se agito
a 0°C durante 10 minutos, a continuacion, se afiadio gota a gota cloruro de tionilo (0,52 ml). La mezcla se agit6é a
esta temperatura durante 15 minutos, 30 minutos a temperatura ambiente y durante la noche a 45°C. Después de
enfriar, el disolvente se evaporo; se afiadié DCM seco y se evapord para eliminar el cloruro de tionilo residual. Este
procedimiento se repitid dos veces para dar cloruro de (trans-4-benciloxiciclohexil)metanosulfonilo en forma de un
aceite amarillo (1,0 g).

Etapa F: Se suspendié cloruro de (trans-4-benciloxiciclohexil)metanosulfonilo (1,0 g) en DCM seco (50 ml)
mientras se enfriaba en un bafio de hielo, se afiadié gota a gota metilamina (2M en THF, 5,0 ml). Posteriormente,
se dejé que la mezcla de reaccion alcanzara la temperatura ambiente y se agitdé a esta temperatura durante la
noche. Después de ese tiempo, el disolvente se evapord y se purificd6 mediante cromatografia en columna sobre
gel de silice (hexano/EtOAc 9:1) para dar 1-(trans-4-benciloxiciclohexil)-N-metil-metanosulfonamida como un
so6lido amarillo claro (0,56 g).

Etapa G: Se suspendié 1-(trans-4-benciloxiciclohexilo)-N-metil-metanosulfonamida (3,7 g) en metanol, se afiadié
Pd(OH), (1,75 g). Posteriormente, la reaccién se continué en un aparato Parr durante 12 horas. A continuacion, el
catalizador se separé mediante filtracion a través de una almohadilla de Celite. El filtrado se evapord, se lavé con
Et,O y se seco en vacio para dar 1-(trans-4-hidroxiciclohexil)-N-metil-metanosulfonamida como un sélido blanco
(2,44 q).

Etapa H: Se afiadid hidruro de sodio (60% en aceite mineral, 0,09 g) bajo nitrégeno a una solucién de 1-(trans-4-
hidroxiciclohexil)-N-metil-metanosulfonamida (0,40 g) en DMF (19 ml). Después de 30 minutos a temperatura
ambiente, se afadié cloruro de 2-(trimetilsilil)etoximetilo durante 15 minutos a la mezcla de reaccion. Después de
18 horas a temperatura ambiente, la mezcla de reaccion se diluyé con EtOAc y se inactivd con una solucién
acuosa de fosfato de sodio (1 M). La fase acuosa se separo y se extrajo dos veces con EtOAc. Las fases organicas
combinadas se lavaron con agua y dos veces con salmuera, se secaron sobre sulfato de magnesio anhidro y se
concentraron en vacio para dar 1-(trans-4-hidroxiciclohexil)-N-metilo-N-(2-trimetilsililetoximetil)metanosulfonamida
como un aceite amarillo (0,66 g). El producto crudo obtenido se us6 sin purificacion adicional.

Etapa |I: Se afiadi6 hidruro de sodio (60% en aceite mineral, 0,07 g) bajo nitrégeno a una solucion de 1-(trans-4-
hidroxiciclohexil)-N-metilo-N-(2-trimetilsililetoximetil)metanosulfonamida (0,49 g) en DMF (10 ml). Después de 30
minutos a temperatura ambiente, se afiadid 1-(bencenosulfonil)-4-cloro-5-nitro-pirrolo[2,3-b]piridina (ejemplo 1,
etapa |, 0,49 g) en DMF (5 ml) durante 15 minutos a la mezcla de reaccion. Después de tres dias a temperatura
ambiente, se afadié EtOAc y la mezcla de reaccion se vertié en agua. La fase acuosa se separ6 y se extrajo con
EtOAc. Las fases organicas combinadas se lavaron dos veces con agua, dos veces con una solucion acuosa de
hidroxido de sodio (2 N) y dos veces con salmuera, se secaron sobre sulfato de magnesio anhidro y se
concentraron en vacio. El producto bruto se purificé en una HPLC semipreparativa para dar N-metil-1-[trans-4-[(5-
nitro-1H-pirrolo[2,3-b]piridin-4-il)oxi]ciclohexil]-N-(2-trimetilsililetoximetil)metanosulfonamida como un sdlido
amarillo (0,12 g).

Etapa  J: Una solucion de  N-metil-1-[trans-4-[(5-nitro-1H-pirrolo[2,3-b]piridin-4-il)oxi]ciclohexil]-N-(2-
trimetilsililetoximetil)metanosulfonamida (120 mg) en AcOH (10 ml) y agua (5 ml) se agité a 70°C durante 1 hora
10
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bajo nitrégeno. La mezcla de reaccion se enfrid6 a temperatura ambiente y se verti6 en agua. Se afiadié una
solucion acuosa de NaOH (4N) hasta que se alcanzé un pH = 7-8. La fase acuosa se extrajo dos veces con EtOAc.
Las fases organicas combinadas se lavaron con agua, dos veces con una solucién acuosa de hidroxido de sodio (2
N) y con salmuera, se secaron sobre sulfato de magnesio anhidro y se concentraron en vacio. El residuo se
recristalizo en DCM/EtOAc (9:1) para dar N-metil-1-[trans-4-[(5-nitro-1H-pirrolo[2,3-b]piridin-4-
il)oxi]ciclohexillmetanosulfonamida (50 mg, Compuesto 25 en la Tabla 3). MS (HPLC/MS): 369 (MH"). Tiempo de
retencion: 1,12 min.

Ejemplo 3

Este ejemplo ilustra la preparacién de 1-[trans-4-[(5-ciano-1H-pirrolo[2,3-b]piridin-4-il)-metil-amino]ciclohexil]-N-
metil-metanosulfonamida (Compuesto 26 en la Tabla 3).

Etapa A: Se afiadié una solucion de hidruro de bis(2-metoxietoxi)aluminio sédico (Red-Al®, 65% en tolueno, 183
ml) durante 60 minutos a una solucién de acido trans-4-(tert-butoxicarbonilamino)ciclohexanocarboxilico (24,3 g)
en tolueno (250 ml) a 0°C. La mezcla de reaccién se calentd a continuacion a 130°C y se agit6 a esta temperatura
durante 1 hora. Después de enfriar a 0°C, se afiadié gota a gota una solucion acuosa saturada de sulfato de sodio
(195 ml). La mezcla de reaccion se filtré a continuacion a través de un filtro Hyflo. La torta del filtro se enjuagd con
DCM (150 ml) y agua (24 ml). La fase acuosa se separo y se extrajo dos veces con DCM (2 x 150 ml). Las fases
organicas combinadas se secaron sobre sulfato de magnesio anhidro y se concentraron en vacio para dar [trans-4-
(metilamino)ciclohexilimetanol como cristales de color blanco (12,5 g). El producto crudo obtenido se usé sin
purificacién adicional.

Etapa B: Se afiadio gota a gota cloruro de benzoilo (8,8 ml) a una emulsién de hidrogenocarbonato de sodio (12,6
g) en agua (50 ml) y [trans-4-(metilamino)ciclohexillmetanol (10,9 g) en DCM (50 ml) a 0°C. Posteriormente, se
dejo que la mezcla de reaccion alcanzara la temperatura ambiente y se agité a esta temperatura durante 3 horas.
La mezcla de reaccion se diluyé con agua (150 ml) y con DCM (200 ml). La fase organica se separd, se seco sobre
sulfato de magnesio anhidro y se concentré en vacio para dar N-[trans-4-(hidroximetil)ciclohexil]-N-metilbenzamida
en forma de cristales de color beige (17,2 g). El producto crudo obtenido se usé sin purificacion adicional.

Etapa C: Se afadieron trietilamina (11 ml), DMAP (0,43 g) y cloruro de p-toluenosulfonilo (13,2 g) a una solucion
de N-[trans-4-(hidroximetil)ciclohexil]-N-metilbenzamida (17,0 g) en DCM (250 ml). Después de 3 horas a
temperatura ambiente, la mezcla de reaccion se inactivd con agua (150 ml). La fase organica se separo, se seco
sobre sulfato de magnesio anhidro y se concentré en vacio. El producto bruto se purific6 mediante cromatografia
en gel de silice (EtOAc/heptano 1:1) para dar 4-metilbencenosulfonato de  [trans-4-
[benzoil(metil)amino]ciclohexiljmetilo como cristales de color blanco (19,5 g).

Etapa D: Se afiadio tioacetato de potasio (6,3 g) a una suspension de 4-metilbencenosulfonato de [trans-4-
[benzoil(metil)amino]ciclohexilimetilo (19,5 g) en DMSO (66 ml) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se
calentd a 55°C y se agitdé a 55°C durante 3 horas. Después de enfriar a temperatura ambiente, la mezcla de
reaccion se diluyé con EtOAc (200 ml) y se inactivo con una solucién acuosa de NaHCO3 (0,1 M, 300 ml). La fase
acuosa se separo y se extrajo dos veces con EtOAc (2 x 200 ml). Las fases organicas combinadas se lavaron con
agua y salmuera, se secaron sobre sulfato de magnesio anhidro y se concentraron en vacio. El residuo (17 g,
cristales de color amarillo claro) se disolvié en acido férmico (73 ml) y la mezcla de reaccion se calenté a 25-35°C.
Se afadio una solucidon de peroxido de hidrégeno (30% en agua, 25 ml) durante 60 minutos a esta temperatura.
Posteriormente, la mezcla de reaccion se enfrié a temperatura ambiente y se agité a temperatura ambiente durante
15 minutos. Después de enfriar a 0°C, la mezcla de reaccion se inactivé con una solucién acuosa de metabisulfito
de sodio (33%, 27 ml). A continuacion, se afiadié una solucion acuosa de NaOH (33%, 121 ml) a 0°C hasta que se
alcanzé un pH = 5 y la mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante la noche. La mezcla de
reaccion se concentré en vacio. El residuo obtenido se recogié en agua (160 ml) y 2-propanol (40 ml) y se agit6 a
45°C. Posteriormente, el 2-propanol se evaporé y se afiadié una solucion acuosa de HCI (2 M, 10 ml). La
suspension se agitdé a 0°C y se filtrd. El precipitado se secd en vacio sobre Sicapent® para dar acido [trans-4-
[benzoil(metil)amino]ciclohexiljmetanosulfénico como un sélido blanco (31,0 g) usado en la siguiente etapa sin
purificacién adicional.

Etapa E: Se suspendi6 acido [trans-4-[benzoil(metil)amino]ciclohexillmetanosulfonico (10,1 g) en DCM (40 ml) con
la adicion de unas pocas gotas de DMF. La mezcla de reaccion se enfrié a 0°C y se afiadié gota a gota cloruro de
tionilo (4,7 ml) durante 10 minutos. La mezcla de reaccién se sometidé a continuacion a reflujo durante 6 horas.
Después de enfriar a 0°C, se afiadié gota a gota cloruro de tionilo adicional (4,7 ml) durante 10 minutos. La mezcla
de reaccion se sometié a continuacion a reflujo durante la noche. Después de ese tiempo, la mezcla se enfrié a
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temperatura ambiente y se concentré casi hasta la sequedad en vacio. Se afiadio tolueno seco al residuo y se
elimind a presion reducida para asegurar la eliminacion de cualquier cloruro de tionilo sin reaccionar. El residuo se
recogié en THF (40 ml) y se afiadié metilamina (2 M en THF, 47 ml). La mezcla de reaccién se agit6 a temperatura
ambiente durante la noche. La suspension resultante se filtré y se enjuagoé con THF. El filtrado se evapord para dar
una resina de color marrén claro (2,6 g). El precipitado se suspendié en DCM (20 ml) con la adiciéon de unas pocas
gotas de DMF. Se afadié gota a gota cloruro de tionilo (2,4 ml) durante 10 minutos. La mezcla de reaccion se
sometié a continuacion a reflujo durante la noche. Después de 16 horas a reflujo, se afiadioé gota a gota cloruro de
tionilo adicional (2,4 ml) durante 10 minutos. La mezcla de reaccion se sometié a continuacion a reflujo durante la
noche. Después de ese tiempo, la mezcla se enfrié a temperatura ambiente y se concentré casi hasta la sequedad
en vacio. Se afadié tolueno seco al residuo y se elimind a presiéon reducida para asegurar la eliminacion de
cualquier cloruro de tionilo sin reaccionar. El residuo se recogié en THF (20 ml) y se afiadié metilamina (2 M en
THF, 24 ml). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 4 horas, a continuacion, se filtré y se
enjuago con THF. El filtrado se evapor6 para dar una resina de color marrén claro (2,0 g). Las resinas de color
marron claro combinadas (4,6 g) se purificaron mediante cromatografia en gel de silice (MeOH/DCM 1:49 a 1:19)
para dar N-metil-N-[trans-4-(metilsulfamoilmetil)ciclohexillbenzamida como cristales de color beige (2,18 g).

Etapa F: La N-metil-N-[trans-4-(metilsulfamoilmetil)ciclohexillbenzamida (875 mg) se recogié en una solucion
acuosa de HCI (6 M, 10 ml) y la mezcla de reaccion se calentd a reflujo durante dos dias. Después de enfriar a
temperatura ambiente, la suspensién resultante se filtré. El filtrado se concentré en vacio para dar clorhidrato de N-
metil-1-[trans-4-(metilamino)ciclohexilimetanosulfonamida como cristales de color beige (710 mg). El producto
crudo obtenido se usé sin purificacién adicional.

Etapa G: Se suspendieron clorhidrato de N-metil-1-[trans-4-(metilamino)ciclohexillmetanosulfonamida (129 mg), 4-
cloro-1H-pirrolo[2,3-b]piridin-carbonitrilo (89 mg) y carbonato de potasio (225 mg) en agua/dioxano 1:9 (4,5 ml). La
suspension resultante se calentd a 160°C en un horno de microondas durante 8 horas. La mezcla de reaccion se
concentré en vacio. El residuo se recogié en THF (10 ml) y se afiadi6 una mezcla de agua/solucion acuosa
saturada de NaCl 1:1 (20 ml). La mezcla se agité a TA. La fase acuosa se separo y se extrajo dos veces con THF
(2 x 10 ml). Las fases organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron sobre sulfato de magnesio
anhidro y se concentraron en vacio. El residuo se suspendio en acetonitrilo, se agité a temperatura ambiente, se
filtr6 y se enjuagd con acetonitrilo. El filirado se concentré en vacio y se purificé en una HPLC semipreparativa
para dar 1-[trans-4-[(5-ciano-1H-pirrolo[2,3-b]piridin-4-il)-metil-amino]ciclohexil]-N-metil-metanosulfonamida (22
mg, Compuesto 26 en la Tabla 3). MS (HPLC/MS): 362 (MH"). Tiempo de retencion: 2,19 min.

Ejemplo 6

Este ejemplo ilustra la preparacion de 1-[trans-4-((2-metoximetil)imidazo[4,5-d]pirrolo[2,3-b]piridin-1(6H)-
il)ciclohexil]-N-metil-metanosulfonamida (Compuesto 35 en la Tabla 3).

Etapa A:

Una mezcla de 1-[trans-4-[[5-amino-1-(bencenosulfonil)-1H-pirrolo[2,3-b]piridin-4-ilJamino]ciclohexil]-N-metil-
metanosulfonamida (Ejemplo 1, etapa K) (212 mg), cloruro de metoxiacetilo (40 pl) y trietilamina (70 pl) en cloruro
de metileno (5 ml) se agité una hora a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se concentré en vacio. El
crudo se recogi6 en acido acético (2 ml) y se calenté a 100°C durante 3 h en un microondas. Después de diluir con
EtOAc, la mezcla de reaccion se inactivd con una solucion acuosa saturada de NaHCOs;. La fase organica se
separ6 y se extrajo una vez mas con una solucién acuosa saturada de NaHCO3; y con una solucion acuosa
saturada de NaCl, se seco sobre MgSO4 y se concentré en vacio. El producto bruto se purific6 en una HPLC
semipreparativa para dar 1-[trans-4-((2-metoximetil)-6-(fenilsulfonil)-imidazo[4,5-d]pirrolo[2,3-b]piridin-1(6H)-
il)ciclohexil]-N-metil-metanosulfonamida como una resina incolora.

Etapa B:

La 1-[trans-4-((2-metoximetil)-6-(fenilsulfonil)-imidazo[4,5-d]pirrolo[2,3-b]piridin-1(6H)-il)ciclohexil]-N-metiimetano
sulfonamida se desprotegié usando un procedimiento similar al descrito en el Ejemplo 1, Etapa |, para dar 1-[trans-
4-((2-metoximetil)imidazo[4,5-d]pirrolo[2,3-b]piridin-1(6H)-il)ciclohexil]-N-metiimetanosulfonamida (26 mg,
Compuesto 35 en la Tabla 3). MS (HPLC/MS): 392 (MH"). Tiempo de retencién: 1,89 min.

El analisis de las muestras purificadas se realiz6 en cada caso usando un sistema Waters Autopurification
(HPLC/MS) con una columna de fase inversa (Daisogel SP-120-ODS-AP 5um, 150X3mm) de Bischoff, Leonberg,
Alemania. Las muestras se caracterizaron por m/z y por tiempo de retencion. Los tiempos de retencion
proporcionados anteriormente se refieren en cada caso al uso de un sistema disolvente que comprende dos
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disolventes diferentes, disolvente A: H,O + HCOOH al 0,01% y disolvente B: CH3;CN + HCOOH al 0,01%). Dichos
dos disolventes A y B se emplean a un caudal de 2,00 ml/min con un gradiente dependiente del tiempo tal como se
indica en la Tabla:

Procedimiento A: columna Daisogel SP-120-ODS-AP 5um, 150X3mm) de Bischoff, Leonberg, Alemania, caudal de
2,00 ml/min con un gradiente dependiente del tiempo tal como se indica en la Tabla 1:

Tabla 1:

Tiempo [min] UNA [%] B [%]
0,5 90 10
1,0 74 26
1,5 60 40
2,0 47 53
2,5 36 64
3,0 26 74
3,5 19 81
4,0 13 87

4,25 10 90
4,5 8 92
4,75 7 93
5,0 6 94
5,5 5 95
6,5 5 95

Procedimiento B: columna Waters XTerra MS C18 5um, 50X4,6mm (Waters), caudal de 3,00 ml/min con un
gradiente dependiente del tiempo tal como se indica en la Tabla 2

Tabla 2:
Tiempo [min] UNA [%] B [%]

0 90 10
0,5 90 10
2,5 5 95
2,8 5 95
2,9 90 10
3,0 90 10

Las sustancias nombradas en la Tabla 3 siguiente se prepararon de manera analoga a los procedimientos
descritos anteriormente. Los siguientes datos fisicos se obtuvieron segun el procedimiento de caracterizacion
HPLC/MS descrito anteriormente.
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Tabla 3
N° Ej. Compuesto de formula m/z: [M+H*] R [min] (Procedimiento) Estado fisico
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(Cont.)

COF
35 ﬁ\ 392 1,89 (A) espuma
P,

Medicion del efecto sobre la enzima JAK

Las cuatro quinasas de la familia de quinasas JAK/TYK se usaron como proteinas de fusion GST recombinantes
purificadas, que contenian los dominios de quinasa activos. GST-JAK1 (866-1154), GST-JAK3 (811-1124) y GST-
TYK2 (888-1187) se expresaron y purificaron mediante cromatografia de afinidad en la unidad de biologia EPK.

Los ensayos de quinasa se basaron en el ensayo de cambio de movilidad Caliper usando los sistemas LabChip
3000. Esta tecnologia es similar a la electroforesis capilar y usa la separaciéon mediada por carga de sustrato y
producto en un chip microfluidico.

Todas las reacciones de quinasa se realizaron en placas de microtitulacion de 384 pocillos en un volumen de
reaccion total de 18 pl. Las placas de ensayo se prepararon con 0,1 ul por pocillo de compuesto de ensayo en la
concentracion de ensayo apropiada, tal como se describe en la seccion "Preparacion de diluciones de compuesto”.
Las reacciones se iniciaron combinando 9 ul de la mezcla de sustrato (que consistia en péptido y ATP) con 9 pl de
diluciéon de quinasa. Las reacciones se incubaron durante 60 minutos a 30°C y se detuvieron afiadiendo 70 ul de
tampoén de parada (Hepes 100 mM, DMSO al 5%, reactivo de revestimiento al 0,1%, EDTA 10 mM, Brij 35 al
0,015%).

Se usaron péptidos sintéticos marcados con fluorescencia como sustratos en todas las reacciones. Se usé un
péptido derivado de la secuencia de IRS-1 (péptido IRS-1, FITC-Ahx-KKSRGDYMTMQIG-NH2) para JAK1 y TYK2
y un péptido denominado JAK3tide (FITC-GGEEEEYFELVKKKK-NH2) para JAK3. Las condiciones de ensayo
especificas se describen en la Tabla 4:

Tabla 4: Condiciones de ensayo de los ensayos de quinasa individuales

Quinasa JAK1 JAK3 TYK2

Tampén 50 Hepes mM, pH 7,5,|50 Hepes mM, pH 7,5, Tween|50 Hepes mM, pH 7,5, Tween
Tween 20 al 0,02%, DTT 1|20 al 0,02%, DTT 1 mM, BSA|20 al 0,02%, DTT 1 mM, BSA al
mM, BSA al 0,02%, MgCl2|al 0,02%, MgCI2 1,5 mM 0,02%, MgCI2 9 mM
12 mM

DMSO 0,6% 0,6% 0,6%

Conc. 50 nM 6 nM 40 nM

Quinasa

Conc. sustrato|5 uM 2 uM 5 uM

péptido

Conc. ATP 40 uM 80018 uM 30uM

Las reacciones terminadas se transfirieron al lector Caliper LabChip 3000 y se midio la rotacién de cada reaccion
determinando la relacioén sustrato/producto.

Preparacion de diluciones de compuestos

Los compuestos de ensayo se disolvieron en DMSO (10 mM) y se transfirieron a tubos de matriz plana de fondo
plano o en forma de V de 1,4 ml que transportaban un Unico chip de matriz 2D por centros de compuestos
individuales. Los numeros de estos chips se vincularon distintivamente a los niumeros de identificacion de los
compuestos individuales. Las soluciones madre se almacenaron a -20°C si no se usaron inmediatamente. Para el
procedimiento de ensayo, los viales se descongelaron y se identificaron mediante un escaner mediante el cual se
generé una hoja de trabajo que sirvid de guia para las etapas de trabajo posteriores. Las diluciones de los
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compuestos se realizaron en placas de 96 pocillos. Este formato permiti6 el ensayo de un maximo de 40
compuestos de ensayo individuales en 8 concentraciones (puntos unicos), incluyendo 4 compuestos de referencia.
El protocolo de dilucion incluia la produccién de placas de predilucion, placas maestras y placas de ensayo:

Placas de predilucion: se usaron placas de 96 pocillos de polipropileno como placas de predilucion. Se
prepararon un total de 4 placas de predilucion que incluian 10 compuestos de ensayo cada una en las
posiciones de placa A1-A10, un compuesto estandar en A11 y un control con DMSO en A12. Todas las etapas
de dilucién se realizaron en un robot HamiltonSTAR.

Placas maestras: se transfirieron 100 ul de diluciones de compuestos individuales que incluian el compuesto
estandar y los controles de las 4 "placas de predilucion" a una "placa maestra" de 384 pocillos que incluia las
siguientes concentraciones 1'820, 564, 182, 54,6, 18,2, 5,46, 1,82 y 0,546 uM, respectivamente, en 90% de
DMSO.

Placas de ensayo: A continuacion, se prepararon placas de ensayo idénticas pipeteando 100 nl de diluciones de
compuestos de las placas maestras en las "placas de ensayo" de 384 pocillos. A continuacion, los compuestos
se mezclaron con 9 ul de componentes de ensayo mas 9 ul de enzima correspondiente a etapas de dilucion de
1:181 que permitian una concentracion final de 10, 3,0, 1,0, 0,3, 0,1, 0,03, 0,01 y 0,003 pM, respectivamente.
La preparacion de las placas maestras se realizé mediante el robot Matrix PlateMate Plus y la replicacion de las
placas de ensayo con el robot HummingBird.

En base a este estudio, un compuesto de la invencion muestra una eficacia terapéutica especialmente contra
trastornos dependientes de la proteina quinasa, especialmente enfermedades proliferativas mediadas por la

actividad quinasa JAK/TYK.

N° Ej. JAK1/IC50 (uM) | JAK3/IC50 (uM) | TYK2/IC50 (uM)
18 0,021 1,2 0,39
22 0,01 0,26 0,13
25 0,071 3,6 1.1
26 0,034 3 0,84
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de férmula |

A ' CH;—8(0); NHR
(1),

en la que R es metilo; y en la que A consiste en la féormula 2a

v

R
\f\|/\>
“‘“"Q'f’ﬁ““*N
N H

(2a),

en la que Y se selecciona de entre el grupo que consiste en NH, N(alquilo C1-C2) u O, y R? se selecciona de entre
el grupo que consiste en ciano (CN), nitro (NO2), o NR'R", y R' y R" se seleccionan independientemente de entre el
grupo que consiste en H o alquilo C1-C4; 0enlaque Yy R2 forman juntos

R N
N
N—_

en la que R? se selecciona de entre el grupo que consiste en H, alquilo C4-Cs, hidroxi-alquilo C4-C4, alcoxi C1-Ca-
alquilo C4-C4 o0 NHz; o una sal del mismo aceptable desde el punto de vista veterinario.

2. El compuesto segun la reivindicacion 1, en el que Y se selecciona de entre el grupo que consiste en NH,
N(alquilo C1-C2) u O, y R? se selecciona de entre el grupo que consiste en CN, NO2, o NRR", y R'y R" se
seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en H o alquilo C4-C4; 0 una sal del mismo
aceptable desde el punto de vista veterinario.

3. El compuesto segun la reivindicacion 1, en el que A consiste en la féormula 2a'

R\rN
M o \'
= TN
N H (9
(2a’),
en la que R° se selecciona de entre el grupo que consiste en H, alquilo C4-Cs, hidroxi-alquilo C4-C4, alcoxi C1-Ca-
alquilo C4-C4 0 NHz, o una sal del mismo aceptable desde el punto de vista veterinario.

4. un compuesto segun la reivindicacion 1, que es 1-[trans-4-((2-amino)imidazo[4,5-d]pirrolo[2,3-b]piridin-1(6H)-
il)ciclohexil]-N-metilmetanosulfonamida y puede ser representado estructuralmente como
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5. Una composicion que comprende un compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, y un vehiculo
aceptable desde el punto de vista veterinario.

6. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, para su uso en el tratamiento de
enfermedades inflamatorias o relacionadas con el sistema inmune.

7. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, para su uso en el tratamiento de dermatitis
atopica, eccema, psoriasis, escleroderma, prurito y otras afecciones pruriticas o dermatitis alérgica en un
mamifero.

8. Un compuesto para su uso segun la reivindicacion 7, en el que el mamifero es un animal de compaiiia.

9. Un compuesto para su uso segun la reivindicacion 8, en el que el animal de compafiia es un perro.
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