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DESCRIPCION
Procesos y productos intermedios para elaborar un inhibidor de JAK

Esta solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la Solicitud Provisional de Estados Unidos N°
61/773.659, presentada el 6 de marzo de 2013.

CAMPO TECNICO

Esta invencion se refiere a procesos y productos intermedios para elaborar {1-{1-[3-fluoro-2-
(trifluorometil)isonicotinoil]piperidin-4-il}-3-[4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)}- 1 H-pirazol-1-ilJazetidin-3-il}acetonitrilo, util
en el tratamiento de enfermedades relacionadas con la actividad de las Janus quinasas (JAK) incluyendo trastornos
inflamatorios, trastornos autoinmunes, cancer y otros enfermedades.

ANTECEDENTES

Las proteinas quinasas (PK) regulan diversos procesos bioldgicos, incluyendo el crecimiento celular, la
supervivencia, la diferenciacion, la formacion de érganos, la morfogénesis, la neovascularizacion, la reparacion de
tejidos, y la regeneracion, entre otros. Las proteinas quinasas también desempefian papeles especializados en una
serie de enfermedades humanas, incluyendo el cancer. Las citoquinas, los polipéptidos de bajo peso molecular o las
glicoproteinas, regulan muchas vias implicadas en la respuesta inflamatoria del huésped a la sepsis. Las citoquinas
influyen en la diferenciacion, la proliferacién y la activacion celular, y pueden modular tanto las respuestas
proinflamatorias como las antiinflamatorias para permitir que el huésped reaccione adecuadamente a los patdgenos.
La sefializacién de una amplia gama de citoquinas implica a la familia de las Janus quinasas (JAK) de proteinas
tirosina quinasas y transductores de sefial y activadores de la transcripcion (STAT). Hay cuatro JAK mamiferas
conocidas: JAK1 (Janus quinasa 1), JAK2, JAK3 (también conocida como Janus quinasa, leucocito; JAKL; y L-JAK),
y TYK2 (proteina tirosina quinasa 2).

Las respuestas inmunes e inflamatorias estimuladas por citoquinas contribuyen a la patogénesis de
enfermedades: patologias como la inmunodeficiencia combinada grave (SCID) surgen de la supresion del sistema
inmunitario, mientras que una respuesta inmune/inflamatoria hiperactiva o inapropiada contribuye a la patologia de
las enfermedades autoinmunes (por ejemplo, asma, lupus eritematoso sistémico, tiroiditis, miocarditis) y
enfermedades como la esclerodermia y la osteoartritis (Ortmann, R.A., T. Cheng, et al. (2000) Arthritis Res 2(1): 16-
32).

Las deficiencias en la expresion de JAK se asocian con muchos estados de enfermedad. Por ejemplo, los
ratones Jakl-/- son enanosal nacer, no se alimentan y mueren perinatalmente (Rodig, S.J., M.A. Meraz, et al. (1998)
Cell 93(3): 373-83). Los embriones de ratdon Jak2-/- son anémicos y mueren alrededor del dia 12.5 postcoito debido
a la ausencia de eritropoyesis definitiva.

Se cree que la via JAK/STAT, y en particular las cuatro JAK, desempefian un papel en la patogénesis de la
respuesta asmatica, la enfermedad pulmonar obstructiva crénica, la bronquitis y otras enfermedades inflamatorias
relacionadas del tracto respiratorio inferior. Las multiples citoquinas que sefalizan a través de JAK se han
relacionado con enfermedades/afecciones inflamatorias del tracto respiratorio superior, como las que afectan a la
nariz y los senos nasales (por ejemplo, rinitis y sinusitis) ya sean reacciones alérgicas clasicas o no. La via
JAK/STAT también se ha relacionado con enfermedades/afecciones inflamatorias del ojo y respuestas alérgicas
cronicas.

La activacion de JAK/STAT en los canceres puede tener lugar por estimulacion de citoquinas (por ejemplo,
IL-6 o GM-CSF) o por una reduccion en los supresores endogenos de la sefalizacion de JAK como SOCS (supresor
o sefalizacion de citoquinas) o PIAS (inhibidor de proteinas de STAT activado) (Boudny, V., y Kovarik, J., Neoplasm.
49:349-355, 2002). La activacion de la sefalizacion de STAT, asi como otras vias descendentes de las JAK (por
ejemplo, Akt), se han correlacionado con un prondstico pobre en muchos tipos de cancer (Bowman, T., et al.
Oncogene 19:2474-2488, 2000). Los niveles elevados de citoquinas circulantes que sefializan a través de JAK/STAT
desempefian un papel causal en la caquexia y/o fatiga cronica. Como tal, la inhibicion de JAK puede ser beneficiosa
para los pacientes con cancer por razones que se extienden mas alla de la potencial actividad antitumoral.

La tirosina quinasa JAK2 puede ser beneficiosa para pacientes con trastornos mieloproliferativos, por
ejemplo, policitemia vera (PV), trombocitemia esencial (TE), metaplasia mieloide con mielofibrosis (MMM) (Levin, et
al., Cancer Cell, vol. 7, 2005:387-397). La inhibicion de la quinasa JAK2V617F disminuye la proliferacion de células
hematopoyéticas, sugiriendo que JAK2 es un objetivo potencial para la inhibicién farmacolégica en pacientes con
PV, TE y MMM.

La inhibiciéon de las JAK puede beneficiar a pacientes que padecen de trastornos inmunitarios de la piel
como psoriasis, Yy sensibilizacion de la piel. Se cree que el mantenimiento de la psoriasis depende de una serie de
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citoquinas inflamatorias ademas de varias quimiocinas y factores de crecimiento (JCI, 113:1664-1675), muchos de
las cuales sefialan a través de JAK (Adv Pharmacol. 2000;47:113-74).

La JAK1 desempefia un papel central en una serie de vias de sefalizacion de citoquinas y factores de
crecimiento que, cuando se desregulan, pueden dar como resultado o contribuir a estados de enfermedad. Por
ejemplo, los niveles de IL-6 estan elevados en la artritis reumatoide, una enfermedad en la que se ha sugerido que
tiene efectos perjudiciales (Fonesca, J.E. et al., Autoimmunity Reviews, 8:538-42, 2009). Como las sefales de IL-6,
al menos en parte, a través de JAK1, antagonizan con IL-6 directa o indirectamente a través de la inhibicion de JAK1
se espera que proporcionen un beneficio clinico (Guschin, D., N., et al., Embo J 14:1421, 1995 ; Smolen, J.S., et al.
Lancet 371:987, 2008). Ademas, en algunos canceres, la JAK1 se muta dando como resultado un crecimiento y
supervivencia de células tumorales no deseables constitutivos (Mullighan CG, Proc Natl Acad Sci USA. 106:9414-8,
2009; Flex E., et al. J. Exp Med. 205:751-8, 2008). En otras enfermedades autoinmunes y canceres, los niveles
sistémicos elevados de citoquinas inflamatorias que activan JAK1 también pueden contribuir a la enfermedad y/o los
sintomas asociados. Por lo tanto, los pacientes con tales enfermedades pueden beneficiarse de la inhibicién de
JAK1. Los inhibidores selectivos de JAK1 pueden ser eficaces al mismo tiempo que evitan los efectos innecesarios y
potencialmente indeseables de inhibir otras JAK quinasas.

Los inhibidores selectivos de JAK1, en relacion con otras JAK quinasas, pueden tener multiples ventajas
terapéuticas sobre inhibidores menos selectivos. Con respecto a la selectividad frente a JAK2, una serie de
citoquinas importantes y factores de crecimiento sefializan a través de JAK2, incluyendo, por ejemplo, eritropoyetina
(Epo) y trombopoyetina (Tpo) (Parganas E, et al. Cell. 93:385-95, 1998). La Epo es un factor de crecimiento clave
para la produccioén de glébulos rojos; por lo tanto, una escasez de sefializacion dependiente de Epo puede dar como
resultado un numero reducido de glébulos rojos y anemia (Kaushansky K, NEJM 354:2034-45, 2006). La Tpo, otro
ejemplo de un factor de crecimiento dependiente de JAK2, desempefia un papel central en el control de la
proliferacion y maduracion de los megacariocitos, las células a partir de las cuales se producen las plaquetas
(Kaushansky K, NEJM 354:2034-45, 2006). Como tal, la sefalizacién reducida de Tpo disminuiria los nimeros de
megacariocitos (megacariocitopenia) y reduciria los recuentos de plaquetas circulantes (trombocitopenia). Esto
puede dar como resultado un sangrado no deseado o incontrolable. La inhibicion reducida de otras JAK, como JAK3
y Tyk2, también puede ser deseable, ya que se ha demostrado que los humanos que carecen de la version funcional
de estas quinasas padecen numerosas enfermedades como la inmunodeficiencia combinada grave o el sindrome de
hiperinmunoglobulina E (Minegishi, Y, et al. Immunity 25:745-55, 2006 ; Macchi P, et al. Nature 377:65-8, 1995). Por
lo tanto, un inhibidor de JAK1 con afinidad reducida para otras JAK tendria ventajas significativas sobre un inhibidor
menos selectivo con respecto a los efectos secundarios reducidos que implican la supresion inmunitaria, la anemia y
la trombocitopenia.

Debido a la utilidad de los inhibidores de JAK, hay una necesidad de desarrollar nuevos procesos para
elaborar inhibidores de JAK. Esta invencion esta dirigida a esta necesidad y otras.

SUMARIO

Los inhibidores de JAK se describen en la US 2011/0224190 , incluyendo el {1-{1-[3-fluoro-2-
(trifluorometil)isonicotinoil]piperidin-4-il}-3-[4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)}- 1 H-pirazol-1-ilJazetidin-3-il}acetonitrilo,
que se representa a continuacién como Férmula I.
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La presente invencién proporciona, entre otros, procesos y productos intermedios para elaborar el
compuesto de Férmula |. En particular, la presente invencién proporciona un proceso para preparar un compuesto
de Férmula I:
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hacer reaccionar un compuesto de Férmula llla:
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con un compuesto de Férmula IVa:

IVa

bajo condiciones de acoplamiento de Suzuki para formar un compuesto de Férmula lla:
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desproteger el compuesto de Férmula lla por reaccion con acido clorhidrico para formar sal de diclorhidrato
de 2-(3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)azetidin-i-yl)acetonitrilo; y

hacer reaccionar la sal de diclorhidrato de 2-(3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)azetidin-3-
il)acetonitrilo con un compuesto de formula VI:

O F
QJ\@CF:g
N
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VI

en presencia de un agente reductor para formar un compuesto de Férmula I, o una sal del mismo.

También se describen en la presente procesos para elaborar un compuesto de Férmula Il:
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con un compuesto de Férmula 1V:

bajo condiciones de acoplamiento de Suzuki para formar un compuesto de Férmula Il, en el que:

Z es H o un grupo protector;
P! es un grupo protector;
X' es halo; y

ES 2707 355 T3

v

R' y R? son cada uno independientemente H o alquilo C1 ; 0

R' y R?, junto con los dos atomos de oxigeno a los que estan unidos y el atomo de boro al que estan unidos
los atomos de oxigeno, forman un anillo heterocicloalquilo de 5 a 6 miembros, que esta opcionalmente

sustituido con 1, 2, 3, 0 4 grupos alquilo C14 .

También se describen procesos para elaborar un compuesto de Férmula lla:

O O\ﬁ
N
g{/CN
N—N
{ Z
N~ |

s

N

IZ .

IIa

que comprende hacer reaccionar un compuesto de Férmula llla:

con un compuesto de Férmula IVa:
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Cl

N/
|\
Sy

IVa

bajo condiciones de acoplamiento de Suzuki para formar un compuesto de Formula lla, en donde las condiciones de
acoplamiento de Suzuki comprenden calentar una mezcla de la reacciéon que comprende el compuesto de Férmula
llla, el compuesto de Férmula 1Va, [1,1'-bis(diciclohexilfosfino)ferroceno]dicloropalladio (Il), fluoruro de cesio, y un
componente solvente, en donde el componente solvente comprende agua y terc-butanol.

También se describe un proceso para desproteger un compuesto de Férmula Il o lla para formar un
compuesto de Férmula V:

H

N

o sal del mismo.

También se describe un proceso que comprende ademas hacer reaccionar un compuesto de Férmula V, o
una sal del mismo, con un compuesto de Férmula VI:

VI

en presencia de un agente reductor para formar un compuesto de Férmula I:
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o una sal del mismo.

También se describen compuestos de Férmula ViII:
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R1O’B‘OR2
VII

o sales de los mismos; en los que:

R'y R? son cada uno independientemente H o alquilo C16; 0

R' y R?, junto con los dos atomos de oxigeno a los que estan unidos y el atomo de boro al que estan unidos
los atomos de oxigeno, forman un anillo heterocicloalquilo de 5 a 6 miembros, que esta opcionalmente
sustituido con 1, 2, 3, 0 4 grupos alquilo C1.4.

También se describen procesos para elaborar un compuesto de Férmula VII, que comprende hacer
reaccionar un compuesto de Férmula VIII:
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P

CF3

con un compuesto de férmula IX:

en presencia de un agente de acoplamiento para formar un compuesto de Férmula VII; en el que:

R'y R? son cada uno independientemente H o alquilo C16; 0

R' y R?, junto con los dos atomos de oxigeno a los que estan unidos y el atomo de boro al que estan unidos
los atomos de oxigeno, forman un anillo heterocicloalquilo de 5 a 6 miembros, que esta opcionalmente
sustituido con 1, 2, 3, 0 4 grupos alquilo C1.4.

También se describen procesos para elaborar un compuesto de Férmula Vlla, que comprende hacer
reaccionar un compuesto de Férmula VIII, o una sal del mismo:

A N
|
OSSN er,
N_ F
N
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VIII

con un compuesto de Férmula IXa:
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1Xa

en presencia de un agente de acoplamiento para formar un compuesto de Férmula Vlla:

AN
|
O N"cr,
)

N

5 on
N—N
(%

/B\
o 0

7K

Vlla.

También se describen procesos para elaborar un compuesto de Férmula |, que comprende hacer
reaccionar el compuesto de Férmula VIl o Vlla con un compuesto de Férmula IVa:

Cl
NL/|\
NS
N
N"H

IVa

bajo las condiciones de acoplamiento de Suzuki para formar un compuesto de Férmula I:
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en donde las condiciones de acoplamiento de Suzuki comprenden calentar una mezcla de la reaccién que
comprende el compuesto de Férmula VIl o Vlla, el compuesto de Férmula 1Va, un catalizador de acoplamiento de
Suzuki, una base y un componente solvente.

También se describe un compuesto de Férmula VII:

A N
|
OSSN er,
F
N
SN

-
T,

VI

o una sal del mismo.

También se describen procesos para preparar un compuesto de Férmula VIIl, o una sal del mismo, que
comprende hacer reaccionar un compuesto de Férmula VI:

con un compuesto de férmula X:
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ZT

SN
X

o una sal del mismo, en presencia de un agente reductor.

También se describen procesos de preparacion de un compuesto de Férmula lll, que comprende hacer
reaccionar un compuesto de Férmula X:

H
N

o una sal del mismo, con un compuesto de Férmula IX:
N—NH
/
S/
-B.
R'O” "OR?
IX

en presencia de un agente de acoplamiento para formar un compuesto de Férmula lll, o una sal del mismo; en el
que:

R'y R? son cada uno independientemente H o alquilo C1.6; 0

R' y R?, junto con los dos atomos de oxigeno a los que estan unidos y el atomo de boro al que estan unidos
los atomos de oxigeno, forman un anillo heterocicloalquilo de 5 a 6 miembros, que esta opcionalmente
sustituido con 1, 2, 3, 0 4 grupos alquilo C1.4.

DESCRIPCION DETALLADA

En varios lugares de la presente especificacion, los sustituyentes de los compuestos de la invencion se
divulgan en grupos o en intervalos. Se pretende especificamente que la invencion incluya todas y cada una de las
subcombinaciones de los miembros de dichos grupos e intervalos. Por ejemplo, se pretende especificamente que el
término "alquilo C+6" divulgue individualmente metilo, etilo, alquilo Cs, alquilo C4, alquilo Cs, y alquilo Ce.

Se aprecia ademas que ciertas caracteristicas de la invencién, que se describen, por claridad, en el
contexto de realizaciones separadas, también pueden proporcionarse en combinacién en una Unica realizacion. Por
el contrario, varias caracteristicas de la invencién que se describen, por brevedad, en el contexto de una Unica
realizaciéon, también pueden proporcionarse por separado o en cualquier subcombinacion adecuada.

El término "n miembros", donde n es un ndmero entero, describe tipicamente el nimero de atomos que
forman el anillo en una fraccién donde el nimero de atomos que forman el anillo es n. Por ejemplo, piperidinilo es un
ejemplo de un anillo heterocicloalquilo de 6 miembros y 1,2,3,4-tetrahidro-naftaleno es un ejemplo de un grupo
cicloalquilo de 10 miembros.

Para los compuestos de la invencién en los que una variable aparece mas de una vez, cada variable puede
ser una fraccion diferente seleccionada independientemente del grupo que define la variable. Por ejemplo, cuando
se describe una estructura que tiene dos grupos R que estan presentes simultaneamente en el mismo compuesto,
los dos grupos R pueden representar diferentes fracciones seleccionadas independientemente del grupo definido
paraR.
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Como se usa en la presente, la frase "opcionalmente sustituido" significa no sustituido o sustituido. Como
se usa en la presente, el término "sustituido" significa que un atomo de hidrégeno se elimina y se reemplaza por un
sustituyente. Se entiende que la sustitucion en un atomo dado esta limitada por la valencia.

Como se usa en la presente, el término "alquilo”, empleado solo o en combinacién con otros términos, se
refiere a un grupo hidrocarburo saturado que puede ser de cadena lineal o ramificada. En algunas realizaciones, el
grupo alquilo contiene de 1 a 12, de 1 a 8, o de 1 a 6 atomos de carbono. Los ejemplos de fracciones alquilo
incluyen, pero no estan limitados a, grupos quimicos como metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, terc-butilo,
isobutilo, sec-butilo; homologos superiores como 2-metil-1-butilo, n-pentilo, 3-pentilo, n-hexilo, 1,2,2-trimetilpropilo, n-
heptilo, n-octilo, y similares. En algunas realizaciones, la fraccion alquilo es metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-
butilo, isobutilo, terc-butilo, n-pentilo, isopentilo, neopentilo, n-hexilo o 2,4,4-trimetilpentilo. En algunas realizaciones,
la fraccién alquilo es metilo.

Como se usa en la presente, los términos "halo" y "halégeno”, empleados solos o en combinacién con otros
términos, se refieren a fluor, cloro, bromo y yodo. En algunas realizaciones, halo es cloro, bromo o yodo. En algunas
realizaciones, halo es cloro.

Como se usa en la presente, "heterocicloalquilo” se refiere a un anillo monociclico no aromatico que incluye
grupos alquilo o alquenilo ciclados en los que uno o mas de los atomos de carbono que forman el anillo se
reemplazan por un heteroatomo como un atomo de O, N, S 0 B.

Los procesos descritos en la presente pueden monitorizarse de acuerdo con cualquier método adecuado
conocido en la técnica. Por ejemplo, la formacion del producto puede monitorizarse por medios espectroscopicos,
como espectroscopia de resonancia magnética nuclear (por ejemplo, 'H o '3C), espectroscopia infrarroja, o
espectrofotometria (por ejemplo, visible por UV); o por cromatografia como cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC) o cromatografia de capa fina (TLC) u otras técnicas relacionadas.

Como se usa en la presente, el término "reaccionar" se usa como se conoce en la técnica y se refiere
generalmente a juntar reactivos quimicos de tal manera que se permita su interaccion a nivel molecular para lograr
una transformacion quimica o fisica. En algunas realizaciones, la reaccion implica dos reactivos, en donde se usan
uno o mas equivalentes de segundo reactivo con respecto al primer reactivo. Los pasos de reaccion de los procesos
descritos en la presente pueden llevarse a cabo durante un tiempo y bajo condiciones adecuadas para preparar el
producto identificado.

La preparacion de compuestos puede implicar la proteccion y desproteccion de varios grupos quimicos. La
necesidad de proteccion y desproteccion, y la seleccion de grupos protectores apropiados pueden ser faciimente
determinadas por alguien experto en la técnica. La quimica de los grupos protectores puede encontrarse, por
ejemplo, en Greene, et al., Protective Groups in Organic Synthesis, 4d. Ed., Wiley & Sons, 2007, que se incorpora en
la presente por referencia en su totalidad. Los ajustes a los grupos protectores y los métodos de formacion y escision
descritos en la presente pueden ajustarse como sea necesario a la luz de los varios sustituyentes.

Las reacciones de los procesos descritos en la presente pueden llevarse a cabo en solventes adecuados
que pueden ser seleccionados facilmente por un experto en la técnica de la sintesis organica. Los solventes
adecuados pueden ser sustancialmente no reactivos con los materiales de partida (reactivos), los productos
intermedios, o productos a las temperaturas a las que se llevan a cabo las reacciones, por ejemplo, temperaturas
que pueden variar desde la temperatura de congelacién del solvente hasta la temperatura de ebullicion del solvente.
Una reaccion dada puede llevarse a cabo en un solvente o una mezcla de mas de un solvente. Dependiendo del
paso de la reaccion particular, se pueden seleccionar solventes adecuados para un paso de la reaccion particular.
En algunas realizaciones, las reacciones pueden llevarse a cabo en ausencia de solvente, como cuando por lo
menos uno de los reactivos es un liquido o gas.

Los solventes adecuados pueden incluir solventes halogenados como tetracloruro de carbono,
bromodiclorometano, dibromoclorometano, bromoformo, cloroformo, bromoclorometano, dibromometano, cloruro de
butilo, diclorometano, tetracloroetileno, tricloroetileno, 1,1,1-tricloroetano, 1,1,2-tricloroetano, 1,1-dicloroetano, 2-
cloropropano, a,a,a-triiluorotolueno, 1,2-dicloroetano, 1,2-dibromoetano, hexafluorobenceno, 1,2,4-triclorobenceno,
1,2-diclorobenceno, clorobenceno, fluorobenceno, mezclas de los mismos y similares.

Los solventes de éter adecuados incluyen: dimetoximetano, tetrahidrofurano, 1,3-dioxano, 1,4-dioxano,
furano, dietil éter, etilenglicol dimetil éter, etilenglicol dietil éter, dietilenglicol dimetil éter, dietilenglicol dietil éter,
trietilenglicol dimetil éter, anisol, t-butil metil éter, mezclas de los mismos y similares.

Los solventes proéticos adecuados pueden incluir, a modo de ejemplo y sin limitacion, agua, metanol, etanol,

2-nitroetanol, 2-fluoroetanol, 2,2,2-trifluoroetanol, etilenglicol, 1-propanol, 2-propanol, 2-metoxietanol., 1-butanol, 2-
butanol, alcohol i-butilico, alcohol t-butilico, 2-etoxietanol, dietilenglicol, 1-, 2- o 3-pentanol, alcohol neo-pentilico,
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alcohol t-pentilico, dietilenglicol monometil éter, dietilenglicol monoetil éter, ciclohexanol, alcohol bencilico, fenol o
glicerol.

Los solventes aproticos adecuados pueden incluir, a modo de ejemplo y sin limitacién, tetrahidrofurano
(THF), N,N-dimetilformamida (DMF), N,N-dimetilacetamida (DMA), 1,3-dimetil-3,4,5,6 -tetrahidro-2(1H) -pirimidinona
(DMPU), 1,3-dimetil-2-imidazolidinona (DMI), N-metilpirrolidinona (NMP), formamida, N-metilacetamida, N-
metilformamida, acetonitrilo, dimetilsulféxido, propionitrilo, formiato de etilo, acetato de metilo, hexacloroacetona,
acetona, etil metil cetona, acetato de etilo, sulfolano, N,N-dimetilpropionamida, tetrametilurea, nitrometano,
nitrobenceno, o hexametilfosforamida.

Los solventes hidrocarbonados adecuados incluyen benceno, ciclohexano, pentano, hexano, tolueno,
cicloheptano, metilciclohexano, heptano, etilbenceno, m-, o- o p-xileno, octano, indano, nonano, o naftaleno.

Las reacciones de los procesos descritos en la presente pueden llevarse a cabo a temperaturas apropiadas
que pueden ser determinadas facilmente por el experto en la técnica. Las temperaturas de reaccion dependeran, por
ejemplo, de los puntos de fusion y ebullicion de los reactivos y solventes, si los hay; la termodinamica de la reaccion
(por ejemplo, puede ser necesario llevar a cabo las reacciones vigorosamente exotérmicas a temperaturas
reducidas); y la cinética de la reaccion (por ejemplo, una barrera de energia de activacion alta puede necesitar
temperaturas elevadas). "Temperatura elevada" se refiere a temperaturas por encima de la temperatura ambiente
(aproximadamente 22° C).

Las reacciones de los procesos descritos en la presente pueden llevarse a cabo en aire o bajo una
atmosfera inerte. Tipicamente, las reacciones que contienen reactivos o productos que son sustancialmente
reactivos con el aire pueden llevarse a cabo usando técnicas sintéticas sensibles al aire que son bien conocidas por
los expertos en la técnica.

En algunas realizaciones, la preparacién de compuestos puede implicar la adicién de acidos o bases para
afectar, por ejemplo, a la catalisis de una reaccién deseada o a la formacion de formas de sal como sales de adicion
de acido.

Los acidos ejemplares pueden ser acidos inorganicos u organicos. Los acidos inorganicos incluyen acido
clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico, acido fosférico y acido nitrico. Los acidos organicos incluyen acido
férmico, acido acético, acido propidnico, acido butanoico, acido benzoico, acido 4-nitrobenzoico, acido
metanosulfénico, acido p-toluensulfénico, acido bencenosulfénico, acido tartarico, acido ftrifluoroacético, acido
propiolico, acido butirico, acido 2-butinoico, acido vinil acético, acido pentanoico, acido hexanoico, acido heptanoico,
acido octanoico, acido nonanoico y acido decanoico.

Las bases ejemplares incluyen hidroxido de litio, hidroxido de sodio, hidréxido de potasio, carbonato de litio,
carbonato de sodio, carbonato de potasio y bicarbonato de sodio. Algunos ejemplos de bases fuertes incluyen, pero
no estan limitadas a, hidroxido, alcéxidos, amidas metalicas, hidruros metalicos, dialquilamidas y arilaminas
metdlicas, en donde; los alcoxidos incluyen sales de litio, sodio y potasio de 6xidos de metilo, etilo y t-butilo; amidas
las metalicas incluyen amida de sodio, amida de potasio y amida de litio; los hidruros metalicos incluyen hidruro de
sodio, hidruro de potasio e hidruro de litio; y las dialquilamidas metalicas incluyen sales de sodio y potasio de amidas
sustituidas con metilo, etilo, n-propilo, i-propilo, n-butilo, t-butilo, trimetilsililo y ciclohexilo.

Los productos intermedios y los productos también pueden incluir sales de los compuestos divulgados en la
presente. Como se usa en la presente, el término "sal" se refiere a una sal formada por la adiciéon de un acido o base
aceptable a un compuesto divulgado en la presente. En algunas realizaciones, las sales son sales
farmacéuticamente aceptables. Como se usa en la presente, la frase "farmacéuticamente aceptable" se refiere a una
sustancia que es aceptable para su uso en aplicaciones farmacéuticas desde una perspectiva toxicologica y que no
interactia adversamente con el ingrediente activo. Las sales farmacéuticamente aceptables, incluyendo las mono- y
bi-sales, incluyen, pero no estan limitadas a, las derivadas de acidos organicos e inorganicos, como, pero no
limitados a, acéticos, lacticos, citricos, cinamicos, tartaricos, succinicos, fumaricos, maleicos, malénicos, mandélicos,
malicos, oxalicos, propionicos, clorhidricos, bromhidricos, fosféricos, nitricos, sulfuricos, glicélicos, piravicos,
metanosulfénicos, etanosulfénicos, toluensulfénicos, salicilicos, benzoicos y acidos aceptables igualmente
conocidos. Listas de sales adecuadas se encuentran en Remington's Pharmaceutical Sciences, 172 edicion, Mack
Publishing Company, Easton, Pa., 1985, p. 1418 y Journal of Pharmaceutical Science, 66, 2 (1977), cada una de los
cuales se incorpora en la presente como referencia en su totalidad.

Tras llevar a cabo la preparacién de compuestos de acuerdo con los procedimientos descritos en la
presente, pueden usarse las operaciones de aislamiento y purificacion habituales como concentracion, filtracion,
extraccion, extraccion en fase solida, recristalizacion, cromatografia y similares, para aislar los productos deseados.

En algunas realizaciones, los compuestos descritos en la presente y las sales de los mismos, estan
sustancialmente aislados. Por "sustancialmente aislado" se entiende que el compuesto esta por lo menos parcial o
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sustancialmente separado del entorno en el que se formo o detectd. La separacion parcial puede incluir, por ejemplo,
una composicién enriquecida en el compuesto de la invenciéon. La separacion sustancial puede incluir composiciones
que contienen por lo menos aproximadamente el 50%, por lo menos aproximadamente el 60%, por lo menos
aproximadamente el 70%, por lo menos aproximadamente el 80%, por lo menos aproximadamente el 90%, por lo
menos aproximadamente el 95%, por lo menos aproximadamente el 97%, o por lo menos aproximadamente el 99%
en peso del compuesto de la invencion, o una sal del mismo. Los métodos para aislar compuestos y sus sales son
rutinarios en la técnica.

Los procesos para preparar algunos de los productos intermedios pueden encontrarse en la Solicitud de
Patente Provisional de Estados Unidos N° 61/531.896, presentada el 7 de septiembre de 2011, la Solicitud de
Patente de Estados Unidos N° 12/687.623, presentada el 14 de enero de 2010 y la Solicitud de Patente de Estados
Unidos N° 13/043.986, presentada el 9 de marzo de 2011 .

PROCESOS Y PRODUCTOS INTERMEDIOS

La presente invencidon proporciona un proceso para preparar un compuesto de Féormula I:

0 una sal del mismo, que comprende:

hacer reaccionar un compuesto de Férmula llla:

X

con un compuesto de Férmula IVa:
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h
Sy

IVa

bajo condiciones de acoplamiento de Suzuki para formar un compuesto de Férmula lla:

\
N
H

1Ia;

desproteger el compuesto de Férmula lla por reaccion con acido clorhidrico para formar sal de diclorhidrato

de 2-(3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)azetidin-3-il)acetonitrilo; y

hacer reaccionar la sal de diclorhidrato de 2-(3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)azetidin-3-

il)acetonitrilo con un compuesto de féormula VI:

VI

en presencia de un agente reductor para formar un compuesto de Férmula |, o una sal del mismo.

En la presente también se describen, entre otros, procesos y productos intermedios para elaborar el
compuesto de Férmula I. Por consiguiente, en la presente se divulga un proceso que comprende:

hacer reaccionar un compuesto de Férmula lll:

con un compuesto de Férmula 1V:
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X1

N
N~ ~N
Z

v

bajo las condiciones de acoplamiento de Suzuki para formar un compuesto de Férmula Il
P1
|
N

en el que:

Z es H o un grupo protector;

P! es un grupo protector;

X' es halo; y

R'y R? son cada uno independientemente H o alquilo C16; 0

R' y R?, junto con los dos atomos de oxigeno a los que estan unidos y el atomo de boro al que estan unidos
los atomos de oxigeno, forman un anillo heterocicloalquilo de 5 a 6 miembros, que esta opcionalmente
sustituido con 1, 2, 3, 0 4 grupos alquilo C1.4.

En algunas realizaciones, P! es terc-butoxicarbonilo. Los grupos protectores P4 apropiados incluyen, pero
no estan limitados a los grupos protectores para aminas delineadas en Wuts y Greene, Protective Groups in Organic
Synthesis, 42 ed., John Wiley & Sons: Nueva Jersey, paginas 696-887 (y, en particular, las paginas 872-887) (2007).
En algunas realizaciones, P; es benciloxicarbonilo (Cbz), 2,2,2-tricloroetoxicarbonilo (Troc), 2-
(trimetilsilil)etoxicarbonilo (Teoc), 2-(4-trifluorometilfenilsulfonil)etoxicarbonilo (Tsc), t-butoxicarbonilo (BOC), 1-
adamtiloxicarboxilo Adoc), 2-adamantilcarbonilo (2-Adoc), 2,4-dimetilpent-3-iloxicarbonilo (Doc),
ciclohexiloxicarbonilo (Hoc), 1,1-dimetil-2,2,2-tricloroetoxicarbonilo (TcBOC), vinilo, 2 -cloroetilo, 2-fenilsulfoniletilo,
alilo, bencilo, 2-nitrobencilo, 4-nitrobencilo, difenil-4-piridilmetilo, N',N'-dimetilhidrazinilo, metoximetilo, t-butoximetilo
(Bum), benciloximetilo (BOM), o 2-tetrahidropiranilo (THP). En algunas realizaciones, P+ es tri(alquilo C14)sililo (por
ejemplo, ftri(isopropil)sililo. En algunas realizaciones, Py es 1,1-dietoximetil. En algunas realizaciones, P es 2-
(trimetilsilil)etoximetilo (SEM). En algunas realizaciones, P4 es N-pivaloiloximetilo (POM).

En algunas realizaciones,

R'0” " ~OR?

es
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En algunas realizaciones, R' y R? son cada uno independientemente metilo o etilo. En algunas
realizaciones, R' y R? son cada uno metilo. En algunas realizaciones, R' y R? son cada uno etilo.

En algunas realizaciones, X' es cloro.
En algunas realizaciones, Z es H.

En algunas realizaciones, el compuesto de Férmula Ill tiene la Formula llla:

IIa.

En algunas realizaciones, el compuesto de Férmula IV tiene la Féormula [Va:

Gl
N~ |

k\N

IVa.

A\
N
H

En algunas realizaciones, las condiciones de acoplamiento de Suzuki comprenden calentar una mezcla de
la reaccion que comprende el compuesto de Férmula lll, el compuesto de Férmula IV, un catalizador de
acoplamiento de Suzuki, una base y un componente solvente.

La reaccion de acoplamiento de Suzuki en los procesos descritos en la presente puede iniciarse usando
una serie de catalizadores de Suzuki conocidos diferentes, incluyendo catalizadores de paladio (0) y paladio (Il) y
realizarse bajo condiciones conocidas en la técnica (ver, por ejemplo, Miyaura y Suzuki, Chem. Rev. 1995, 95, 2457-
2483). En algunas realizaciones, "en presencia de un catalizador" puede referirse a la adicién de un precursor de
catalizador, que esta presente en alguna otra forma durante el ciclo de reaccién. En algunas realizaciones, el
catalizador de paladio es Pd(PPhs)s y Pd(dppf).Cl,. En algunas realizaciones, el catalizador es [1,1'-
bis(diciclohexilfosfino)ferroceno]dicloropalladio (Il). En algunas realizaciones, el catalizador de paladio es [1,1-
bis(diciclohexilfosfino)ferroceno]dicloropalladio (Il) ("Pd-127"), tetrakis(trifenilfosfina)paladio (0), o tetrakis(tri(o-
tolilo)fosfina)paladio (0). En algunas realizaciones, el catalizador de paladio es tetrakis(trifenilfosfina)paladio (0). En
algunas realizaciones, la carga de catalizador de paladio es de aproximadamente 1 x 10“ a aproximadamente 0,1
equivalentes. En algunas realizaciones, la carga de catalizador de paladio es de aproximadamente 0,0010 a
aproximadamente 0,0015 equivalentes.

En algunas realizaciones, la base es fluoruro de cesio. En algunas realizaciones, el fluoruro de cesio esta
presente en 3 equivalentes o mas (por ejemplo, 3,5 equivalentes) en base al compuesto de Férmula IV. En algunas
realizaciones, el componente solvente puede incluir terc-butanol y agua. En algunas realizaciones, el terc- butanol y
el agua estan presentes en una relacion de volumen de 1:1.
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En algunas realizaciones, los compuestos de Férmula Ill y IV estan presentes en aproximadamente una
relacion molar de 1:1.

En algunas realizaciones, el componente solvente comprende agua y un solvente organico. En algunas
realizaciones, el solvente organico es 1,4-dioxano, 1-butanol, t-butanol, 1,2-dimetoxietano (DME), DMF, 2-propanol,
tolueno o etanol, o una combinacién de los mismos.

En algunas realizaciones, la base es una base inorganica. En algunas realizaciones, la base es una base
organica. En algunas realizaciones, la base es un carbonato de metal alcalino (por ejemplo, K2CO3 o Na;CO3). En
algunas realizaciones, la base es carbonato de potasio (K2COs3) o CsF. En algunas realizaciones, se usan de dos a
cinco equivalentes de base (por ejemplo, K2CO3, CsF).

En algunas realizaciones, la reaccién de acoplamiento de Suzuki se realiza a una temperatura de
aproximadamente 80° C a aproximadamente 100° C. En algunas realizaciones, la reaccion se lleva a cabo durante
de dos a doce horas. En algunas realizaciones, el compuesto de Férmula Il o Ila puede aislarse opcionalmente del
preparado acuoso de la mezcla de la reaccién de acoplamiento de Suzuki o puede usarse directamente.

En otro aspecto, el proceso de la presente invencion incluye el paso de elaborar un compuesto de Féormula
Ila, que comprende hacer reaccionar un compuesto de Férmula llla:

con un compuesto de Férmula IVa:

N/
| AN\
Sy N

IVa

bajo condiciones de acoplamiento de Suzuki para formar un compuesto de Férmula lla:
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O O\ﬁ
N
g{/CN
N—N
{ Z

N/\
\

IIa

en donde las condiciones de acoplamiento de Suzuki comprenden calentar una mezcla de la reaccién que
comprende el compuesto de Férmula lla, el compuesto de Férmula IVa, [1,1-
bis(diciclohexilfosfino)ferroceno]dicloropalladio (Il), fluoruro de cesio, y un componente solvente, en donde el
componente solvente comprende agua y terc- butanol.

Los procesos para elaborar un compuesto de Férmula Il o Illa pueden comprender ademas desproteger el
compuesto de Férmula Il para formar un compuesto de Férmula V:

H

N

A\
N
N

v

o sal del mismo. La desproteccién puede incluir hacer reaccionar el compuesto de Férmula Il o Férmula lla con acido
clorhidrico (por ejemplo, acido clorhidrico aproximadamente 5 M) en un segundo componente solvente (por ejemplo,
agua y diclorometano). En algunas realizaciones, el acido clorhidrico se usa en una cantidad de 5 a 8 equivalentes
en base al compuesto de Férmula 1. Como se usa en la presente, "segundo” en la frase "segundo componente
solvente" se usa para diferenciar el componente solvente de otros componentes solventes usados en pasos
anteriores o posteriores del proceso y no indica que deben estar presentes dos solventes.

En algunas realizaciones, el compuesto de Férmula V, o una sal del mismo, se hace reaccionar
adicionalmente con un compuesto de Férmula VI:

VI

en presencia de un agente reductor para formar un compuesto de Férmula I:
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N_
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NTH
I

o una sal del mismo.

En algunas realizaciones, el agente reductor es cianoborohidruro de sodio o triacetoxiborohidruro de sodio.
En algunas realizaciones, el agente reductor es triacetoxiborohidruro de sodio. En algunas realizaciones, se usa mas
de 1 equivalente (por ejemplo, 2 equivalentes) de triacetoxiborohidruro de sodio en base al compuesto de Férmula V.

El agente reductor puede ser cualquier agente reductor adecuado para su uso en aminacion reductora,
incluyendo varios agentes reductores de borohidruro y borano, como los de Ellen W. Baxter y Allen B. Reitz,
Reductive Aminations of Carbonyl Compounds with Borohydride and Borane Reducing Agents, Organic Reactions,
Capitulo 1, paginas 1-57 (Wiley, 2002), que se incorpora en la presente por referencia en su totalidad. Las clases no
limitativas de agentes reductores apropiados incluyen borohidruro, cianoborohidruro, tri(acilo C+.4)oxiborohidruro (por
ejemplo, derivados de triacetoxiborohidruro), hidruro de 9-borobiciclo[3.3.1]nonano, tri(alquilo Ci.4)borohidruro, y
derivados de disopinocampteilcianoborohidruro, amino boranos, complejo borano-piridina y boranos de alquilamina.
Ejemplos no limitativos de agentes reductores apropiados incluyen cianoborohidruro de sodio, triacetoxiborohidruro
de sodio, hidruro de ciano-9-borobiciclo[3.3.1]Jnonano, cianoborohidruro de tetrabutilamonio, cianoborohidruro en un
soporte solido, triacetoxiborohidruro de tetrametilamonio, triacetoxiborohidruro de sodio, trietilborohidruro de litio,
tri(sec-butil)borohidruro de litio, disopinocampteilcianoborohidruro de sodio, catecol borano, tetrahidrofurano de
borano, borohidruro de sodio, borohidruro de potasio, borohidruro de litio, paladio en presencia de gas de hidrégeno,
5-etil-2-metilpiridina borano (PEMB), 2-picolino borano o triacetoxiborohidruro soportado por polimero. En algunas
realizaciones, cualquiera de los anteriormente mencionados, y preferiblemente el cianoborohidruro de sodio, se usa
en combinacion con un aditivo de titanio (IV), un agente deshidratante, o un aditivo de haluro de zinc. En algunas
realizaciones, el agente reductor es un cianoborohidruro o triacetoxiborohidruro de tetra(alquilo Ci4)amonio, un
cianoborohidruro de metal alcalino, o un cianoborohidruro o triacetoxiborohidruro alcalinotérreo. En algunas
realizaciones, el agente reductor es un cianoborohidruro de metal alcalino. En algunas realizaciones, el agente
reductor se selecciona de cianoborohidruro de sodio y triacetoxiborohidruro de sodio. En algunas realizaciones, el
agente reductor es triacetoxiborohidruro de sodio. Como se usa en la presente, un aditivo de titanio (IV) es un acido
de Lewis que contiene un metal de titanio (IV) (por ejemplo, tetracloruro de titanio, isopropoxido de titanio, etéxido de
titanio y similares).

En algunas realizaciones, el compuesto de Férmula V, o una sal del mismo, es sal de diclorhidrato de 2-(3-
(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)azetidina-3-il)acetonitirilo. En algunas realizaciones, la reaccion se
lleva a cabo en presencia de por lo menos dos equivalentes de una segunda base. En algunas realizaciones, la
segunda base es una amina terciaria (por ejemplo, trietilamina). Como se usa en la presente, "segunda"” en la frase
"segunda base" se usa para diferenciar la base de otras bases usadas en pasos anteriores o posteriores del proceso
y no indica que deben estar presentes dos bases.

En algunas realizaciones, se usa mas de 1 equivalente del compuesto de Férmula VI en base al compuesto
de Férmula V, o una sal del mismo.

En algunas realizaciones, la reaccion de un compuesto de Férmula V, o sal del mismo, con un compuesto
de Formula VI se realiza en un solvente de diclorometano.
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En algunas realizaciones, el proceso comprende ademas hacer reaccionar el compuesto de Férmula | con
acido adipico para formar la sal de adipato del compuesto de Férmula |

En la presente también se describe un compuesto de Férmula VII:

0 una sal del mismo; en el que:
R'y R? son cada uno independientemente H o alquilo C+.6; 0
R' y R?, junto con los dos atomos de oxigeno a los que estan unidos y el atomo de boro al que estan unidos
los atomos de oxigeno, forman un anillo heterocicloalquilo de 5 a 6 miembros, que esta opcionalmente
sustituido con 1, 2, 3, 0 4 grupos alquilo C1.4.

En algunas realizaciones, el compuesto de Férmula VIl es un compuesto que tiene Férmula Vlla:

/N
|
O Ncr,
N_. F

®

N

5 on
N—N
K%

/B\
o 0

VaRY
Vlila

o una sal del mismo.

En la presente también se describe un proceso para preparar un compuesto de Férmula VII, que
comprende hacer reaccionar un compuesto de Férmula VIII:

22



10

15

20

25

30

con un compuesto de férmula IX:

ES 2707 355 T3

\
P

CF3

en presencia de un agente de acoplamiento para formar un compuesto de Férmula VII; en el que:

R'y R? son cada uno independientemente H o alquilo C16; 0

R' y R?, junto con los dos atomos de oxigeno a los que estan unidos y el atomo de boro al que estan unidos
los atomos de oxigeno, forman un anillo heterocicloalquilo de 5 a 6 miembros, que esta opcionalmente
sustituido con 1, 2, 3, 0 4 grupos alquilo C1.4.

En algunas realizaciones, el proceso incluye un proceso para elaborar un compuesto de Formula Vlla que
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comprende hacer reaccionar un compuesto de Férmula VIII:

con un compuesto de Férmula IXa:
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N—NH

’ ~

O

1Xa

en presencia de un agente de acoplamiento para formar un compuesto de Férmula Vlla:
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77X

Vlla.

En algunas realizaciones, el agente de acoplamiento para la reacciéon de un compuesto de Férmula VIII,
con un compuesto de Férmula IX o un compuesto de Férmula 1Xa, es 1,8-diazabiciclo[5,4,0]Jundeceno. En algunas
realizaciones, se usan de aproximadamente 1,05 a aproximadamente 1,2 equivalentes (por ejemplo, 1,12
equivalentes) de agente de acoplamiento en base al compuesto de Férmula VIIl.

En algunas realizaciones, la reaccion del compuesto de Formula VIII con el compuesto de Férmula 1X o 1Xa
se realiza en un componente solvente que comprende acetonitrilo, a una temperatura de aproximadamente 40° C a
aproximadamente 60° C. En algunas realizaciones, se usan de 1 a 1,2 equivalentes del compuesto de Férmula IX o
IXa en base al compuesto de Férmula VIILI.

En algunas realizaciones, el compuesto de Férmula Vlla se hace reaccionar con un compuesto de Férmula
IVa:

Cl
N/

I
Sy

IVa

bajo las condiciones de acoplamiento de Suzuki para formar un compuesto de Férmula I:

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2707 355 T3

N_
(A
o
NS
N
NTH
I

en el que las condiciones de acoplamiento de Suzuki comprenden calentar una mezcla de la reaccién que
comprende el compuesto de Férmula Vlla, el compuesto de Férmula IVa, un catalizador de acoplamiento de Suzuki,
una base y un segundo componente solvente.

En algunas realizaciones, el catalizador de Suzuki es tetrakis(trifenilfosfina)paladio (0). En algunas
realizaciones, la base (por ejemplo, bicarbonato de sodio) esta presente en 4 equivalentes o mas (por ejemplo, 5
equivalentes) en base al compuesto de Férmula VIl o Vlla.

En algunas realizaciones, el segundo componente solvente comprende 1,4-dioxano y agua, por ejemplo,
una relacién en volumen de 1:1.

En algunas realizaciones, los compuestos de Foérmula VIl o Vlla, y IVa, estan presentes en
aproximadamente una relacién molar de 1:1.

En algunas realizaciones, el compuesto de Férmula Vlla se hace reaccionar con un compuesto de Férmula
IVa:

Cl
N7

g
N

IVa

bajo las condiciones de acoplamiento de Suzuki para formar un compuesto de Férmula I:
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en donde las condiciones de acoplamiento de Suzuki comprenden calentar una mezcla de la reaccién que
comprende el compuesto de Foérmula Vlla, el compuesto de Férmula IVa, tetrakis(trifenilfosfina)paladio (0),
bicarbonato de sodio, y un segundo componente solvente, en donde el segundo componente solvente comprende

agua y 1,4-dioxano.

También se describe en la presente un compuesto de Férmula VII:

o una sal del mismo.

En la presente también se describe un proceso para preparar un compuesto de Féormula VIII, o una sal del
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mismo, que comprende hacer reaccionar un compuesto de Férmula VI:

con un compuesto de férmula X:

o F

Q /I CF;
N
O X

VI
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ZT

X
NN
X

o una sal del mismo, en presencia de un agente reductor.

En algunas realizaciones, el compuesto de Férmula X, o una sal del mismo, es clorhidrato de 2-(azetidin-3-
ilideno)acetonitrilo.

En algunas realizaciones, hacer reaccionar un compuesto de Férmula VI y un compuesto de Formula X, o
una sal del mismo, es en presencia de un agente reductor como cianoborohidruro de sodio o triacetoxiborohidruro de
sodio (por ejemplo, triacetoxiborohidruro de sodio). Pueden usarse de aproximadamente 1,5 a aproximadamente 2,5
equivalentes (por ejemplo, 2 equivalentes) del agente reductor en base al compuesto de Férmula X, o una sal del
mismo.

En algunas realizaciones, reaccionar el compuesto de Férmula VI y el compuesto de Férmula X, o una sal
del mismo, se realiza en un componente solvente que comprende diclorometano.

También se describe en la presente un compuesto de Férmula Il

0 una sal del mismo; en el que:
R'y R? son cada uno independientemente H o alquilo C16; 0
R' y R?, junto con los dos atomos de oxigeno a los que estan unidos y el atomo de boro al que estan unidos
los atomos de oxigeno, forman un anillo heterocicloalquilo de 5 a 6 miembros, que esta opcionalmente
sustituido con 1, 2, 3, 0 4 grupos alquilo C1.4.

En algunas realizaciones, el compuesto de Férmula Ill es un compuesto que tiene Férmula llla:
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o una sal del mismo.

También se describe un proceso para preparar un compuesto de Férmula Ill, que comprende hacer
reaccionar un compuesto de Férmula X:

H
N

o una sal del mismo, con un compuesto de Férmula IX:
N—NH
/
S/
-B.
R'O” "OR?
IX

en presencia de un agente de acoplamiento para formar un compuesto de Férmula lll, o una sal del mismo; en el
que:

R'y R? son cada uno independientemente H o alquilo C16; 0

R' y R?, junto con los dos atomos de oxigeno a los que estan unidos y el atomo de boro al que estan unidos
los atomos de oxigeno, forman un anillo heterocicloalquilo de 5 a 6 miembros, que esta opcionalmente
sustituido con 1, 2, 3, 0 4 grupos alquilo C1.4.

En algunas realizaciones, el agente de acoplamiento usado para hacer reaccionar un compuesto de
Foérmula X, o sal del mismo, con un compuesto de Formula IX es 1,8-diazabiciclo[5,4,0Jundeceno. En algunas
realizaciones, se usan de 0,1 a 0,2 equivalentes de agente de acoplamiento en base al compuesto de Férmula X, o
sal del mismo.

En algunas realizaciones, la reaccion del compuesto de Férmula X, o sal del mismo, con el compuesto de
Formula IX se realiza en un componente solvente que comprende alcohol isopropilico, por ejemplo, a una
temperatura de aproximadamente 70° C a aproximadamente 90° C.

En algunas realizaciones, se usan de 1 a 1,1 equivalentes del compuesto de Férmula IX en base al
compuesto de Férmula X, o sal del mismo.

En otro aspecto mas, el proceso de la presente invencién puede incluir un proceso para preparar un
compuesto de Férmula llla, que comprende hacer reaccionar un compuesto de Férmula X:

H

con un compuesto de Férmula IXa:
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1Xa

en presencia de un agente de acoplamiento para formar un compuesto de Férmula lIl.

En algunas realizaciones, el agente de acoplamiento usado para hacer reaccionar un compuesto de
Férmula X con un compuesto de Férmula 1Xa es 1,8-diazabiciclo[5,4,0lundeceno. En algunas realizaciones, se usan
de 0,1 a 0,2 equivalentes de agente de acoplamiento en base al compuesto de Férmula X.

En algunas realizaciones, la reacciéon del compuesto de Férmula X con el compuesto de Formula IXa se
realiza en un componente solvente que comprende alcohol isopropilico, por ejemplo, a una temperatura de
aproximadamente 70° C a aproximadamente 90° C.

En algunas realizaciones, se usan de 1 a 1,1 equivalentes del compuesto de Formula IXa en base al
compuesto de Férmula X.

Usos

Todas las referencias en lo sucesivo al compuesto de la invencion y su uso en el tratamiento de cualquier
enfermedad asociada con JAK son aspectos de la divulgacion y no forman parte de la invencion reivindicada, que
esta dirigida al proceso para la preparacion del presente compuesto de féormula | como se define en las
reivindicaciones.

El compuesto de Foérmula |, {1-{1-[3-fluoro-2-(trifluorometil)isonicotinoil]piperidin-4-il}-3-[4-(7H-pirrolo[2,3-
d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-ilJazetidin-3-il}acetonitrilo, es un inhibidor de JAK (por ejemplo, JAK1, JAK2). Los
inhibidores de JAK son utiles en el tratamiento de varias enfermedades o trastornos asociados con JAK. Ejemplos de
enfermedades asociadas con JAK incluyen enfermedades que involucran el sistema inmune, como por ejemplo el
rechazo de trasplantes de 6rganos (por ejemplo, rechazo de aloinjerto y enfermedad de injerto contra huésped).
Ejemplos adicionales de enfermedades asociadas con JAK incluyen enfermedades autoinmunes como esclerosis
multiple, artritis reumatoide, artritis juvenil, artritis psoriasica, diabetes tipo |, lupus, psoriasis, enfermedad
inflamatoria del intestino, colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, miastenia gravis, nefropatias por inmunoglobulina,
miocarditis, trastornos de tiroides autoinmunes, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) y similares. En
algunas realizaciones, la enfermedad autoinmune es un trastorno de la piel bullosa autoinmune como pénfigo vulgar
(PV) o penfigoide bulloso (PA).

Ejemplos adicionales de enfermedades asociadas con JAK incluyen afecciones alérgicas como asma, alergias
alimenticias, dermatitis eszematosa, dermatitis de contacto, dermatitis atdpica (eccema atropico) y rinitis. Ejemplos
adicionales de enfermedades asociadas con JAK incluyen enfermedades virales como el virus de Epstein Barr
(EBV), hepatitis B, hepatitis C, VIH, HTLV 1, virus Varicela-Zoster (VZV) y el virus del papiloma humano (HPV).
Ejemplos adicionales de enfermedades asociadas con JAK incluyen enfermedades asociadas con el ciclo del
cartilago, por ejemplo, artritis gotosa, artritis séptica o infecciosa, artritis reactiva, distrofia simpatica refleja,
algodistrofia, sindrome de Tietze, atropatia costal, osteoartritis deformante endémica, enfermedad de Mseleni,
enfermedad de Handigodu degeneracion resultante de la fibromialgia, lupus eritematoso sistémico, esclerodermia, o
espondilitis anquilosante.

Ejemplos adicionales de enfermedad asociada a JAK incluyen malformaciones congénitas del cartilago,

incluyendo la clorrdlisis hereditaria, la condrodisplasia y la pseudocondrodisplasia (por ejemplo, microtia, enotia y
chrondrodisplasia metafisaria).
Ejemplos adicionales de enfermedades o afecciones asociadas con JAK incluyen trastornos de la piel como
psoriasis (por ejemplo, psoriasis vulgar), dermatitis atépica, erupcion cutanea, irritacion de la piel, sensibilizacion de
la piel (por ejemplo, dermatitis de contacto o dermatitis de contacto alérgica). Por ejemplo, ciertas sustancias que
incluyen algunos productos farmacéuticos cuando se aplican tdpicamente pueden provocar sensibilizacion de la piel.
En algunas realizaciones, la co-administracion o la administraciéon secuencial de por lo menos un inhibidor de JAK de
la invencion junto con el agente que provoca la sensibilizacién no deseada puede ser Util para tratar dicha
sensibilizacion o dermatitis no deseada. En algunas realizaciones, el trastorno de la piel se trata mediante
administracion topica de por lo menos un inhibidor de JAK de la invencion.

Ejemplos adicionales de enfermedades o afecciones asociadas con JAK incluyen aquellas caracterizadas
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por tumores sélidos (por ejemplo, cancer de préstata, cancer renal, cancer hepatico, cancer de pancreas, cancer
gastrico, cancer de mama, cancer de pulmodn, canceres de cabeza y cuello, cancer de tiroides, glioblastoma,
sarcoma de Kaposi, enfermedad de Castleman, leiomiosarcoma uterino, melanoma, etc.), canceres hematolégicos
(por ejemplo, linfoma, leucemia como leucemia linfoblastica aguda (LLA), leucemia mielégena aguda (LMA) o
mieloma multiple), y cancer de piel como linfoma cutaneo de células T (CTCL) y linfoma cutaneo de células B
Ejemplos de CTCL incluyen el sindrome de Sezary y la micosis fungoide. Otros ejemplos de enfermedades o
afecciones asociadas con JAK incluyen la hipertension arterial pulmonar.

Otros ejemplos de enfermedades o afecciones asociadas con JAK incluyen los canceres asociados a la
inflamacioén. En algunas realizaciones, el cancer esta asociado con enfermedad inflamatoria del intestino. En algunas
realizaciones, la enfermedad inflamatoria del intestino es colitis ulcerosa. En algunas realizaciones, la enfermedad
inflamatoria intestinal es la enfermedad de Crohn. En algunas realizaciones, el cancer asociado a la inflamacién es
cancer asociado a la colitis. En algunas realizaciones, el cancer asociado a la inflamacion es cancer de colon o
cancer colorrectal. En algunas realizaciones, el cancer es cancer gastrico, tumor carcinoide gastrointestinal, tumor
estromal gastrointestinal (GIST), adenocarcinoma, cancer de intestino delgado, o cancer de recto.

Las enfermedades asociadas con JAK pueden incluir ademas aquellas caracterizadas por la expresién de:
mutantes de JAK2 como los que tienen por lo menos una mutacién en el dominio de pseudo-quinasa (por ejemplo,
JAK2V617F); mutantes de JAK2 que tienen por lo menos una mutacion fuera del dominio de pseudo-quinasa;
mutantes de JAK1; mutantes de JAK3; mutantes del receptor de eritropoyetina (EPOR); o expresion desregulada de
CRLF2.

Las enfermedades asociadas con JAK pueden incluir ademas trastornos mieloproliferativos (MPD) como
policitemia vera (PV), trombocitemia esencial (TE), mielofibrosis con metaplasia mieloide (MMM), mielofibrosis
primaria (PMF), leucemia mielégena crénica (CML), leucemia mielégena cronica (CMML), sindrome hipereosinofilico
(HES), enfermedad de mastocitos sistémica (SMCD) y similares. En algunas realizaciones, el trastorno
mieloproliferativo es mielofibrosis (por ejemplo, mielofibrosis primaria (PMF) o policitemia vera posterior/mielofibrosis
trombocitemia esencial (Post-PV/Post-ET MF)). En algunas realizaciones, el trastorno mieloproliferativo es
mielofibrosis trombocitemia post-esencial (Post-ET MF). En algunas realizaciones, el trastorno mieloproliferativo es
mielofibrosis post policitemia vera (Post-PV MF).

Otros ejemplos de enfermedades o afecciones asociadas con JAK incluyen mejorar los efectos secundarios
dermatoldgicos de otros productos farmacéuticos mediante la administracion del compuesto de la invencion. Por
ejemplo, numerosos agentes farmacéuticos dan como resultado reacciones alérgicas no deseadas que pueden
manifestarse como erupcion acneiforme o dermatitis relacionada. Los agentes farmacéuticos ejemplares que tienen
tales efectos secundarios indeseables incluyen farmacos anticancerosos tales como gefitinib, cetuximab, erlotinib y
similares. Los compuestos de la invencion pueden administrarse por via sistémica o topica (por ejemplo, localizada
cerca de la dermatitis) en combinacion con (por ejemplo, simultanea o secuencialmente) el agente farmacéutico que
tiene el efecto secundario dermatolégico indeseable. En algunas realizaciones, el compuesto de la invencion puede
administrarse tépicamente junto con uno o mas productos farmacéuticos diferentes, mientras que los otros productos
farmacéuticos cuando se aplican tépicamente en ausencia de un compuesto de la invenciéon causan dermatitis de
contacto, sensibilizacion al contacto alérgica o un trastorno cutaneo similar. Por consiguiente, las composiciones de
la invencion incluyen formulaciones topicas que contienen el compuesto de la invencion y un agente farmacéutico
adicional que puede provocar dermatitis, trastornos de la piel, o efectos secundarios relacionados.

Enfermedades asociadas con JAK adicionales incluyen inflamacion y enfermedades inflamatorias. Ejemplos de
enfermedades inflamatorias incluyen sarcoidosis, enfermedades inflamatorias del ojo (por ejemplo, iritis, uveitis,
escleritis, conjuntivitis, o enfermedades relacionadas), enfermedades inflamatorias del tracto respiratorio (por
ejemplo, el tracto respiratorio superior incluyendo la nariz y los senos nasales, como rinitis o sinusitis o el tracto
respiratorio inferior, incluyendo bronquitis, enfermedad pulmonar obstructiva crénica y similares), miopatia
inflamatoria como miocarditis y otras enfermedades inflamatorias. En algunas realizaciones, la enfermedad
inflamatoria del ojo es la blefaritis.

Enfermedades adicionales asociadas con JAK incluyen lesiones por reperfusion de isquemia o una
enfermedad o afeccion relacionada con un evento isquémico inflamatorio como una apoplejia o un paro cardiaco, un
estado patolédgico inducido por endotoxinas (por ejemplo, complicaciones después de una cirugia de derivacion o
estados de endotoxinas crénicas que contribuyen a una insuficiencia cardiaca crénica) anorexia, caquexia, fatiga
como la resultante de o asociada con cancer, reestenosis, esclerodermitis, fibrosis, afecciones asociadas con hipoxia
o astrogliosis como, por ejemplo, retinopatia diabética, cancer, o neurodegeneracion, y otras enfermedades
inflamatorias como sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) y shock séptico.

Otras enfermedades asociadas con JAK incluyen gota y aumento del tamafio de la prostata debido a, por
ejemplo, hipertrofia prostatica benigna o hiperplasia prostatica benigna, asi como enfermedades de resorcion 6sea
como osteoporosis o osteoartritis, enfermedades de resorcidon 6sea asociadas con: desequilibrio hormonal y/o
terapia hormonal, enfermedad autoinmune (por ejemplo, sarcoidosis 6sea) o cancer (por ejemplo, mieloma).

Enfermedades asociadas con JAK adicionales incluyen un trastorno del ojo seco. Tal como se usa en la
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presente, "trastorno del ojo seco" se pretende que abarque los estados de enfermedad resumidos en un informe
oficial reciente del Dry Eye Workshop (DEWS), que definio el ojo seco como "una enfermedad multifactorial de las
lagrimas y la superficie ocular que da como resultado sintomas de molestia, trastornos visuales, e inestabilidad de la
pelicula lagrimal con dafios potenciales en la superficie ocular. Se acompafa de una osmolaridad aumentada de la
pelicula lagrimal y de la inflamacion de la superficie ocular ". Lemp, " The Definition and Classification of Dry Eye
Disease: Report of the Definition and Classification Subcommittee of the International Dry Eye Workshop", The
Ocular Surface, 5(2), 5 (2), 75-92 abril de 2007. En algunas realizaciones, el trastorno del ojo seco se selecciona
entre un ojo seco deficiente en lagrimas (ADDE) o un trastorno del ojo seco evaporativo, o combinaciones
apropiadas de los mismos. En algunas realizaciones, el trastorno del ojo seco es el sindrome de ojo seco de Sjogren
(SSDE). En algunas realizaciones, el trastorno del ojo seco es sindrome de ojo seco no de Sjogren (NSSDE).

Enfermedades asociadas con JAK adicionales incluyen conjuntivitis, uveitis (incluyendo la uveitis crénica),
corioditis, retinitis, ciclitis, esclieritis, episcleritis o iritis. Otras enfermedades asociadas con JAK incluyen disfuncion
respiratoria o fallo asociado con infeccion viral, como la gripe y el SARS.

Ejemplos

La invencién se describira con mayor detalle mediante ejemplos especificos. Los siguientes ejemplos se
ofrecen con propésitos ilustrativos y no se pretende que limiten la invencidon de ninguna manera. Los expertos en la
técnica reconoceran facilmente una variedad de parametros no criticos que pueden cambiarse o modificarse para
producir esencialmente los mismos resultados.

Ejemplo 1. Sintesis de adipato de 2-(3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-1-(1-(3-fluoro-2-
(trifluorometil)isonicotinoil)piperidin-4-il)azetidin-3-il)acetonitrilo (9)

Esquema I
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3-(cianometil)-3-(4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-y|)-1H-pirazol-1-il)azetidina-1-carboxilato de terc-
butilo (3). A un matraz de 1 | equipado con una entrada de nitrdgeno, un termopar, y un agitador mecanico se
afadieron secuencialmente isopropanol (IPA, 200 ml), 1,8-diazabiciclo[5,4,0Jundec-eno (DBU, 9,8 g, 64,4 mmol,
0,125 equiv), 4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-1H-pirazol (1, 101 g, 520,51 mmol, 1,01 equiv) y 3-
(cianometileno)azetidina-1-carboxilato de terc -butilo (2, 100 g, 514,85 mmol) a temperatura ambiente para generar
una mezcla de la reaccién como una suspension. La mezcla de la reaccion resultante se calentd a reflujo en 30
minutos para proporcionar una solucion homogénea y la mezcla se mantuvo a reflujo durante 2-3 horas adicionales.
Una vez que se completd la reaccion segun se monitorizé mediante HPLC, se afiadié gradualmente n- heptano (400
ml) a la mezcla de la reaccién en 45 minutos mientras se mantenia la mezcla a reflujo. Los soélidos se precipitaron
durante la adicion de n-heptano. Una vez que se completo la adicion de n-heptano, la mezcla se enfrié gradualmente
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a temperatura ambiente y se agitd a temperatura ambiente durante 1 hora adicional. Los sélidos se recogieron por
filtracion, se lavaron con n-heptano (200 ml), y se secaron al vacio a 50° C con barrido de nitrdgeno hasta un peso
constante para proporcionar 3-(cianometil)-3-(4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-1H-pirazol-1-il)azetidina-1-
carboxilato de terc -butil (3, 181 g, 199,9 g tedricos, 90,5%) como un solido amarillo de palido a blanco. Para 3: 'H
NMR (400 MHz, DMSO-d 6) 6 8.31 (s, 1H), 7.74 (s, 1H), 4.45 - 4.23 (m, 2H), 4.23 - 4.03 (m, 2H), 3.56 (s, 2H), 1.38
(s, 9H), 1.25 (s, 12H) ppm; *C NMR (101 MHz, DMSO-d ¢) & 155.34, 145.50, 135.88, 116.88, 107.08 (br), 83.15,
79.36, 58.74 (br), 56.28, 27.96, 26.59, 24.63 ppm; C19H20BN4O4 (MW 388.27), LCMS (EIl) m/e 389 (M* + H).

3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(cianometil)azetidina-1-carboxilato de terc-butilo (5). A
un matraz de 1 | equipado con una entrada de nitrégeno, un termopar, y un agitador mecanico se afadieron 4-cloro-
7H-pirrolo[2,3- d]pirimidina (4, 39,6 g, 257,6 mmol), 3-(cianometil)-3-(4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-1H-
pirazol-1-il)azetidina-1-carboxilato de terc-butilo (3, 100 g, 257,6 mmol, 1,0 equiv., fluoruro de cesio (136,9 g, 901,4
mmol, 3,5 equiv.), terc-butanol (250 ml), agua (250 ml) y [1,1'-bis(diciclohexilfosfino)ferroceno]dicloropaldio (Il) (Pd-
127, 351,4 mg, 0,46 mmol, 0,0018 equiv.) a temperatura ambiente. La mezcla de la reacciéon resultante se
desgasifico y se volvié a llenar con nitrégeno 3 veces antes de ser calentada a reflujo y se mantuvo a reflujo bajo
nitrégeno durante 20-24 horas. Cuando la HPLC mostré que la reaccion se habia completado, la mezcla de la
reaccion se enfrié a 45-55° C en 30 minutos, se separaron las dos fases, y se descartd la fase acuosa. A la fase
organica se le afadié n-heptano (125 ml) en 30 minutos a 45-55° C. La mezcla resultante se enfrié lentamente a
temperatura ambiente en una hora y se agitd a temperatura ambiente durante 2 horas adicionales. Los soélidos se
recogieron por filtracién, se lavaron con n-heptano (100 ml) y se secaron al vacio a 50° C con barrido con nitrégeno
hasta peso constante para proporcionar 3-(4-(7H-pirrolo)3-4-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(cianometil )-azetidina-
1-carboxilato de terc-butilo (5, 96,8 g, 97,7 g tedricos, 99%) como un solido amarillo palido. Para 5: "H NMR (400
MHz, DMSO-d 6) 6 8.89 (s, 1H), 8.68 (s, 1H), 8.44 (s, 1H), 7.60 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 7.06 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 4.62 -
4.41 (m, 2H), 4.31 - 4.12 (m, 2H), 3.67 (s, 2H), 1.39 (s, 9H) ppm; *C NMR (101 MHz, DMSO-d 6) d 155.40, 152.60,
150.63, 149.15, 139.76, 129.53, 127.65, 122.25, 116.92, 113.21, 99.71, 79.45, 58.34 (br), 56.80, 27.99, 26.83 ppm;
C19H21N7O2 (MW 379.4), LCMS (El) m/e 380 (M* + H).

Sal de diclorhidrato de 2-(3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)azetidin-3-il)acetonitrilo
(6). A un matraz de 0,5 | equipado con una entrada de nitrégeno, un termopar, un embudo adicional, y un agitador
mecanico se afadieron 3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(cianometil)azetidina-1-carboxilato de
terc-butilo (5, 15 g, 39,5 mmol), agua (7,5 ml, 416 mmol) y diclorometano (75 ml) a temperatura ambiente. La mezcla
se agitd a temperatura ambiente para generar una suspension. A la suspension se le afiadioé una solucion de cloruro
de hidrégeno 5 M (HCI) en isopropanol (55 ml, 275 mmol, 7,0 equiv.) en 5 minutos. La mezcla de la reaccion
resultante se calentd luego a reflujo suave y se mantuvo a reflujo durante 3-4 horas. Después de que se completase
la reaccién como se monitorizé por HPLC, se afiadi6 terc-butil metil éter (TBME, 45 ml) a la suspension de reaccion.
La mezcla se enfrié6 gradualmente a temperatura ambiente y se agité durante una hora adicional. Los sélidos se
recogieron por filtracién, se lavaron con terc-butil metil éter (TBME, 45 ml) y se secaron al vacio a 50° C con barrido
con nitrégeno hasta peso constante para proporcionar sal de diclorhidrato de 2-(3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-
1H-pirazol-1-il)azetidin-3-il)acetonitrilo (6, 13,6 g, 13,9 g tedricos, 98%) como un solido de color blanquecino a
amarillo claro. Para 6: '"H NMR (400 MHz, D;0O) & 8.96 (s, 1H), 8.81 (s, 1H), 8.49 (s, 1H), 7.78 (d, J = 3.8 Hz, 1H),
7.09 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 4.93 (d, J = 12.8 Hz, 2H), 4.74 (d, J = 12.5 Hz, 2H), 3.74 (s, 2H) ppm; *C NMR (101 MHz,
D,0) & 151.35, 143.75, 143.33, 141.33, 132.03, 131.97, 115.90, 114.54, 113.85, 103.18, 59.72, 54.45 (2C), 27.02
ppm; C14H15CI2N7 (C14H13N7 para la base libre, MW 279.30), LCMS (EI) m/e 280 (M* + H).

2-(3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-1-(1-(3-fluoro-2-(trifluorometil)isonicotinoil)
piperidin-4-il)azetidin-3-il)acetonitrilo (8, Base libre). A un matraz de 0,5 | equipado con una entrada de nitrdgeno,
un termopar, un embudo adicional, y un agitador mecanico se afiadieron sal de diclorhidrato de 2-(3-(4-(7H-
pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)azetidin-3-il)acetonitrilo (6, 20 g, 56,78 mmol), diclorometano (200 ml) y
trietilamina (TEA, 16,62 ml, 119,2 mmol, 2,1 equiv.) a temperatura ambiente. La mezcla se agité a temperatura
ambiente durante 30 minutos antes de que se afadiera a la mezcla 1-(3-fluoro-2-(trifluorometil)-isonicotinil)piperidin-
4-ona (7, 17,15 g, 57,91 mmol, 1,02 equiv.). La mezcla se trato luego con triacetoxiborohidruro de sodio (25,34 g,
113,6 mmol, 2,0 equiv.) En 5 minutos a temperatura ambiente (por debajo de 26° C). La mezcla de la reaccion
resultante se agitdé a temperatura ambiente durante 2 horas. Después de que la reaccién se completase como se
monitorizé por HPLC, la mezcla de la reaccion se inactivd con solucion acuosa saturada de NaHCO3 (200 ml). Las
dos fases se separaron y la fase acuosa se extrajo con cloruro de metileno (200 ml). La fase organica combinada se
lavé con salmuera al 4% (100 ml) seguido de un cambio de solvente de cloruro de metileno a acetona por
destilacién. La solucion resultante del producto bruto deseado (8) en acetona se usé directamente para la posterior
formacioén de sal de adipato. Una pequefia porcion de la solucién se purificé por cromatografia en columna (SiO, 0-
10% de MeOH en elucion en gradiente de EtOAc) para proporcionar el 2-(3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-
pirazol-1-il)-1-(1-(3-fluoro-2-(trifluorometil)isonicotinoil)piperidin-4-il)azetidin-3-il)acetonitrilo analiticamente puro (8
base libre) como un sélido blanquecino. Para 8: 'H NMR (400 MHz, DMSO-d ¢) 8 12.17 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 8.85 (s,
1H), 8.70 (m, 2H), 8.45 (s, 1H), 7.93 (t, J = 4.7 Hz, 1H), 7.63 (dd, J = 3.6, 2.3 Hz, 1H), 7.09 (dd, J = 3.6, 1.7 Hz, 1H),
4.10 (m, 1H), 3.78 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 3.61 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 3.58 (s, 2H), 3.46 (m, 1H), 3.28 (t, J = 10.5 Hz, 1H),
3.09 (ddd, J= 13.2, 9.5, 3.1 Hz, 1H), 2.58 (m, 1H), 1.83 - 1.75 (m, 1H), 1.70 - 1.63 (m, 1H), 1.35 -1.21 (m, 2H)
ppm; 3C NMR (101 MHz, DMSO-d ) & 160.28, (153.51, 150.86), 152.20, 150.94, 149.62, (146.30, 146.25), 139.48,
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(134.78, 134.61), (135.04, 134.92, 134.72, 134.60, 134.38, 134.26, 134.03, 133.92), 129.22, 127.62, 126.84, 121.99,
122.04, (124.77, 122.02, 119.19, 116.52), 117.39, 113.00, 99.99, 61.47, 60.49, 57.05, 44.23, 28.62, 27.88, 27.19
ppm; CasH2aFsNeO (MW, 553.51), LCMS (El) m/e 554.1 (M* + H).

Adipato de 2-(3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1 H-pirazol-1-il)-1-(1-(3-fluoro-2-
(trifluorometil)isonicotinoil)piperidin-4-il)azetidin-3-il)acetonitrilo (9). A un matraz de 0,5 | equipado con un
agitador mecanico, un termopar, un embudo de adicién, y una entrada de nitrégeno, se afiadié una soluciéon de 2-(3-
(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina)-4-il)-1H-pirazol-1-il)-1-(1-(3-fluoro-2-(trifluorometil )isonicotinoil)piperidin-4-il)azetidin-3-
il)acetonitrilo bruto (8 base libre, 31,38 g, 56,7 mmol) en acetona (220 ml) y acido adipico (8,7 g, 59,53 mmol, 1,05
equiv.) a temperatura ambiente. La mezcla de la reaccién se calent6 luego a reflujo para dar una solucion. Se ahadié
gradualmente n-heptano (220 ml) a la mezcla de la reaccién a 40-50° C en una hora. La mezcla resultante se enfrié
gradualmente a temperatura ambiente en una hora y se agitdé a temperatura ambiente durante 16 horas adicionales.
Los solidos se recogieron por filtracion, se lavaron con n-heptano (2 x 60 ml) y se secaron al vacio a 50° C con
barrido con nitrégeno hasta peso constante para proporcionar adipato de 2-(3-(4-(7H-pirrolo)[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-
pirazol-1-il)-1-(1-(3-fluoro-2-(trifluorometil)isonicotinoil )piperidin-4-il)azetidin-3-il)acetonitrilo (9, 34,0 g, 39,7 g tedricos,
85,6% para dos pasos) como un solido de blanco a blanquecino. 9: N'H NMR (400 MHz, DMSO-d ) & 12.16 (s, 1H),
12.05 (brs, 2H), 8.85 (s, 1H), 8.72 (s, 1H), 8.69 (d, J = 4.7 Hz, 1H), 8.45 (s, 1H), 7.93 (t, J = 4.7 Hz, 1H), 7.63 (dd, J =
3.6, 2.3 Hz, 1H), 7.09 (dd, J = 3.6, 1.7 Hz, 1H), 6 4.11 (dt, J= 11.0, 4.4 Hz, 1H), 3.77 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 3.60 (t, J =
7.8 Hz, 2H), 3.58 (s, 2H), 3.44 (dt, J= 14.4, 4.6 Hz, 1H), 3.28 (t, J = 10.4 Hz, 1H), 3.09 (ddd, J = 13.2, 9.6, 3.2 Hz,
1H), 2.58 (it, J= 8.6, 3.5 Hz, 1H), 2.28 - 2.17 (m, 4H), 1.83 - 1.74 (m, 1H), 1.67 (d, J = 11.0 Hz, 1H), 1.59 - 1.46 (m,
4H), 1.37 - 1.21 (m, 2H) ppm; *C NMR (101 MHz, DMSO-d 6) & 174.38, 160.29, (153.52, 150.87), 152.20, 150.94,
149.63, (146.30, 146.25), 139.48, (134.79, 134.62), (135.08, 134.97, 134.74, 134.62, 134.38, 134.28, 134.04,
133.93), 129.21, 127.62, 126.84, 122.05, (124.75, 122.02, 119.29, 116.54), 117.39, 113.01, 99.99, 61.47, 60.50,
57.06, 44.24, 33.42, 30.70, 28.63, 27.89, 27.20, 24.07 ppm; Cs2H33F4sNeOs (MW 699.66; CosH23F4sNgO para base
libre, MW, 553.51), LCMS (EI) m/e 554.0 (M* + H).

Ejemplo de referencia 2: Sintesis alternativa de 2-(3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-1-(1-(3-
fluoro-2-(trifluorometil)isonicotinoil)piperidin-4-il)azetidin-3-il)acetonitrilo
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Clorhidrato de 2-(azetidin-3-ilideno)acetonitrilo (2a). A un matraz de 0,5 | equipado con una entrada de
nitrégeno, un termopar, y un agitador mecanico se afadieron 3-(cianometileno)azetidina-1-carboxilato de terc -butilo
(2, 30 g, 154,46 mmol) y cloruro de metileno (300 ml) a temperatura ambiente. La solucién se trat6 luego con una
solucion de cloruro de hidrégeno 5 M (HCI) en solucion de isopropanol (294,2 ml, 1,54 mol, 10 equiv.) a temperatura
ambiente y la mezcla de la reaccion resultante se agité a temperatura ambiente durante 18 horas. Una vez que se
completd la reacciéon segun se monitorizé6 mediante HPLC, la suspension se afiadio terc-butil metil éter (TBME, 150
ml) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 2 horas. Los sélidos se recogieron por filtracion, se lavaron
con n-heptano (2 X 100 ml) y se secaron en el embudo de filtracién a temperatura ambiente durante 3 horas para
proporcionar clorhidrato de 2-(azetidin-3-ilideno)acetonitrilo (2a, 13,7 g, 20,2 g tedricos, 67,8%) como un sdlido
blanco. Para 2a: 'H NMR (500 MHz, DMSO-d ¢) & 9.99 (s, 2H), 5.94 (p, J = 2.5 Hz, 1H), 4.85 - 4.80 (m, 2H), 4.77 -
4.71 (m, 2H) ppm; *C NMR (126 MHz, DMSO-d¢) & 155.65, 114.54, 94.78, 55.26, 54.63 ppm; CsH;CIN, (MW
130.58; CsHgN2 para base libre, MW 94.11), LCMS (EI) m/e 95 (M* + H).

2-(1-(1-(3-fluoro-2-(trifluorometil)isonicotinoil)piperidin-4-il)azetidin-3-ilideno)acetonitrilo (10). A un
matraz de 0,25 | equipado con una entrada de nitrégeno, un termopar, y un agitador magnético se afiadieron
clorhidrato de 2-(azetidin-3-ilideno)acetonitrilo (2a, 4,5 g, 34,46 mmol), 1-(3-fluoro-2-
(trifluorometil)isonicotinoil)piperidin-4-ona (7, 10 g, 34,46 mmol, 1.0 equiv.) y cloruro de metileno (100 ml) a
temperatura ambiente y la mezcla resultante se traté con triacetoxiborohidruro de sodio (14,6 g, 68,93 mmol, 2,0
equiv.) a temperatura ambiente. La mezcla de la reaccion se agité a temperatura ambiente durante 2 horas antes de
ser inactivada con bicarbonato de sodio saturado (NaHCO3), solucién acuosa (50 ml). Las dos fases se separaron y
la fase acuosa se extrajo con diclorometano (200 ml). La fase organica combinada se lavd con agua (50 ml) y
salmuera (50 ml) y se concentré a presion reducida para proporcionar el producto bruto deseado (10), que se purificd
por cromatografia en columna (SiO2, acetato de etilo al 0-10% en elucién en gradiente de hexano) para proporcionar
2-(1-(1-(3-fluoro-2-(trifluorometil)isonicotinoil)piperidin-4-il)azetidin-3-ilideno)acetonitrilo (10, 9,5 g, 12,7 g tedricos
74,8%) como un solido blanco. Para 10: '"H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8.57 (d, J = 4.7 Hz, 1H), 7.54 (t, J = 4.6 Hz,
1H), 5.29 (p, J = 2.4 Hz, 1H), 4.18 - 4.08 (m, 1H), 4.08 - 4.03 (m, 2H), 3.98 - 3.94 (m, 2H), 3.57 - 3.39 (m, 2H), 3.17 -
3.04 (m, 1H), 2.56 (it, J= 7.4, 3.5 Hz, 1H), 1.86 - 1.77 (m, 1H), 1.75 - 1.64 (m, 1H), 1.54 - 1.43 (m, 1H), 1.43 - 1.31
(m, 1H) ppm; "*C NMR (101 MHz, CDClz)  161.34, 160.73, 152.62 (d, J = 269.1 Hz), 145.75 (d, J = 6.1 Hz), 136.73
(qd, J = 36.1, 12.0 Hz), 134.56 (d, J = 16.9 Hz), 126.89, 120.58 (qd, J = 275.0, 4.9 Hz), 115.11, 92.04, 62.05, 60.57
(2C), 44.47, 39.42, 29.38, 28.47 ppm; C17H16F4N4O (MW 368.33), LCMS (El) m/e 369 (M* + H).

2-(1-(1-(3-fluoro-2-(trifluorometil)isonicotinoil)piperidin-4-il)-3-(4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan
-2-il)-1H-pirazol-1-il)azetidin-3-il)acetonitrilo (11). A un matraz de 25 ml equipado con una entrada de nitrégeno,
un termopar, y un agitador magnético se le afiadieron 4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-1H-pirazol (1, 210
mg, 1,08 mmol, 1,08 equiv.), 2-(1-(1-(3-fluoro-2-(trifluorometil)isonicotinoil)piperidin-4-il)azetidin-3-ilideno)acetonitrilo
(10, 370 mg, 1,0 mmol) y acetonitrilo (3 ml) a temperatura ambiente. La solucién se traté luego con 1,8-
diazabiciclo[5,4,0]Jundec-eno (DBU, 173 mg, 0,17 ml, 1,12 mmol, 1,12 equiv.) a temperatura ambiente y la mezcla de
la reaccion resultante se calenté a 50° C y se agita a 50° C durante la noche. Cuando la reacciéon se hubo
completado como se monitorizé por HPLC, la mezcla de la reaccién se cargd directamente en una columna de gel
de silice (SiO2) para purificacién cromatografica (MeOH al 0-2,5% en elucion de acetato de etilo en gradiente) para
proporcionar 2-(1-(1-(3-fluoro-2-(trifluorometil)isonicotinoil)piperidin-4-il)-3-(4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-
il)-1H-pirazol-1-ilyazetidin-3-il)acetonitrilo (11, 263 mg, 562,4 mg tedricos, 46,7%) como un sdélido blanco. Para 11: 'H
NMR (400 MHz, DMSO-d ) & 8.64 (d, J = 4.7 Hz, 1H), 8.22 (d, J = 0.6 Hz, 1H), 7.88 (dd, J = 4.7 Hz, 1H), 7.69 (s,
1H), 4.10 - 3.99 (m, 1H), 3.58 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 3.52 - 3.42 (m, 2H), 3.44 (s, 2H), 3.41 - 3.33 (m, 1H), 3.28 - 3.15
(m, 1H), 3.03 (ddd, J = 12.9, 9.2, 3.2 Hz, 1H), 2.51 - 2.44 (m, 1H), 1.77 - 1.66 (m, 1H), 1.64 - 1.54 (m, 1H), 1.28 -
1.17 (m, 2H), 1.24 (s, 12H) ppm; *C NMR (101 MHz, DMSO-d ) & 160.22, 152.13 (d, J = 265.8 Hz), 146.23 (d, J =
5.7 Hz), 145.12, 135.41, 134.66 (d, J = 16.9 Hz), 134.43 (qd, J = 35.0, 11.7 Hz), 127.58, 120.61 (qd, J = 274.4, 4.6
Hz), 117.35, 106.59 (br), 83.10, 61.40, 60.53 (2C), 56.49, 44.17, 38.99, 28.55, 27.82, 27.02, 24.63 ppm;
C26H31BF4NeO3 (MW 562.37), LCMS (El) m/e 563 (M* + H).

2-(3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-1-(1-(3-fluoro-2-

(trifluorometil)isonicotinoil)piperidin-4-il)azetidin-3-il)acetonitrilo (8). A un matraz de 25 ml equipado con una
entrada de nitrégeno, un termopar, un embudo adicional y un agitador magnético, se afnadieron 2-(1-(1-(3-fluoro-2-
(trifluorometil)-isonicotinoil)piperidin-4-il)-3-(4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)- 1 H-pirazol-1-il)azetidin-3-

il)acetonitrilo (11, 307 mg, 0,546 mmol), 4-cloro-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina (4, 84,8 mg, 0,548 mmol, 1,0 equiv),
bicarbonato de sodio (NaHCOs3, 229 mg, 2,72 mmol, 5,0 equiv., agua (1,6 ml) y 1,4-dioxano (1,6 ml) a temperatura
ambiente. Luego la mezcla se tratdé con tetrakis(trifenilfosfina)paladio (0) (12,8 mg, 0,011 mmol, 0,02 equiv.) a
temperatura ambiente y la mezcla de la reaccion resultante se desgasificé y se rellené con nitrégeno 3 veces antes
de calentarla a 85° C. La mezcla de la reaccién se agité a 85° C bajo nitrdgeno durante la noche. Cuando se hubo
completado la reaccion segun se monitorizd por HPLC, la mezcla de la reaccion se concentré hasta la sequedad a
presiéon reducida y se obtuvo el producto deseado, 2-(3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-1-(1-(3-
fluoro-2-(trifluorometil)isonicotinoil)piperidin-4-il)azetidin-3-il)acetonitrilo (8 base libre, 135 mg, 302,2 mg tedricos,
44,6%) como solidos blanquecinos mediante cromatografia en columna directa de gel de silice (SiO2) (acetato de
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etilo al 0-10% en elucién en gradiente de hexanos) purificacion de la mezcla de la reaccion seca. EI compuesto
obtenido por este enfoque sintético es idéntico en cada aspecto comparable al compuesto 8 fabricado por el método
sintético descrito anteriormente en el Ejemplo 1.

Ejemplo 3. Sintesis de (3-fluoro-2-(trifluorometil)piridin-4-il)(1,4-dioxa-8-azaspiro[4,5]decan-8-il)metanona

Esquema IT1

=~ N
|
ON Y cr,

OH F
1 Ny_-CF3 N. _CFs

H ol H CrHsF4NO,

Z HCl ac.
Q NaOH ac. Q P. Mol.: 209.10 F s
BOP, TEA CHSCN
oo 0" o DMF o N o o7 N
/ \/ J
& 0

12a 12 14 7
C7H14CINO, C7H13NO; C14H14F4N203 C12H1gF4N2O2
P. Mol.: 179.64 P. Mol.: 143 .18 P. Mol.: 334 .27 P. Mol.: 29021

(3-fluoro-2-(trifluorometil)piridin-4-il)(1,4-dioxa-8-azaspiro[4,5]decan-8-il)metanona (14). A un reactor
de 30 | equipado con un agitador mecanico, un embudo de adicién y un tabique se cargé hidréxido de sodio (NaOH,
1,4 kg, 35 mol, 2,0 equiv.) y agua (7 I) y la soluciéon resultante se tratdé con clorhidrato de 1,4-dioxa-8-
azaspiro[4.5]decano (3,13 kg, 17,43 mol) a temperatura ambiente. La mezcla resultante se agitd a temperatura
ambiente durante 30 minutos antes de saturarla con cloruro de sodio soélido (1,3 kg) y se extrajo con 2-metil-
tetrahidrofurano (3 x 7 I). La fase organica combinada se secé con sulfato de sodio anhidro (Na;SOs, 1,3 kg) y se
concentro a presion reducida (70 mmHg) a 50° C después de la eliminacion del reactivo de secado, sulfato de sodio
(Na2S0s), por filtracion. El aceite amarillo asi obtenido se destilé a presion reducida (80 mmHg, bp 115 a 120° C)
para proporcionar 1,4-dioxa-8-azaspiro[4.5]decano (2,34 kg, 2,496 kg teodricos, 93,8%) como un aceite claro, que se
uso directamente en la reaccion de acoplamiento posterior.

A un reactor de 100 | seco equipado con un agitador mecanico, un embudo de adicion, un termémetro y una
salida de vacio se cargo acido 3-fluoro-2-(trifluorometil)isonicotinico (13, 3,0 kg, 14,35 mol), hexafluorofosfato de
benzotriazol-1-iloxtris(dimetilamino)fosfonio (reactivo BOP, 7,6 kg, 17,2 mol, 1,2 equiv.), 1,4-dioxa-8-
azaspiro[4.5]decano (2,34 kg, 16,36 mol, 1,14 equiv.) y N,N- dimetilformamida (DMF, 18 ) a temperatura ambiente.
La solucioén resultante se agité luego a temperatura ambiente durante 20 minutos antes de enfriarse a 5 a 10° C.
Luego se afadid trietilamina (EtsN, 4 |, 28,67 mol, 2,0 equiv.) a la mezcla de la reaccion durante 1 hora y la
temperatura interna se mantuvo entre 5° C y 10° C durante la adicion de trietilamina. La solucidon marrén oscura asi
obtenida se agitdé durante 12 horas a temperatura ambiente (aproximadamente 20° C) y luego se enfrié a
aproximadamente 10° C. Con agitacion vigorosa, se afadieron secuencialmente 18 | de solucién saturada de
bicarbonato de sodio (NaHCO3) saturada y 36 | de agua la mezcla de la reaccion enfriada y la temperatura interna
se mantuvo por debajo de 15° C. La precipitacion (torta de filtracion) asi obtenida se recogioé por filtracion. La fase
acuosa se saturo luego con 12 kg de cloruro de sodio (NaCl) sdlido y se extrajo con EtOAc (2 x 18 1). La capa
organica combinada se lavo con solucion acuosa de bicarbonato de sodio (NaHCOs3)) saturada (18IL), y agua (2 x 18
L) en secuencia. La torta del filtro recogida se disolvié de nuevo en la fase organica y la solucion marrén oscuro
resultante se lavé con agua (2 x 18 I) antes de concentrarse a presion reducida (40-50° C, 30 mm Hg) para
proporcionar aproximadamente 5,0 kg del producto bruto deseado (14) como un aceite marrén viscoso. El producto
bruto obtenido anteriormente se disolvié luego en EtOH (8,15 I) a 50° C y la solucion resultante se traté con agua
(16,3 1) durante 30 minutos a aproximadamente 50° C. La solucién marrén se sembré antes de enfriarse
gradualmente a temperatura ambiente (aproximadamente 20° C) durante 3 horas con agitacion y se agité a
temperatura ambiente durante 12 h. Los sélidos se recogieron por filtracion, se lavaron con una mezcla de EtOH y
agua (EtOH:H,.O = 1: 20, 2 ) y se secaron a presion reducida (50 mmHg) a aproximadamente 60° C durante 24 h
para proporcionar (3-fluoro-2-(trifluorometil)piridin-4-il)(1,4-dioxa)-8-azaspiro[4,5]decan-8-il)metanona (14, 3,98 kg,
4,797 kg tedricos, 83,0%) como un sdlido blanco. Para 14 : '"H NMR (300 MHz, DMSO-d ¢) & 8.64 (d, 3 J un = 4.68
Hz, 1H, NCH en piridina), 7.92 (dd, 3 J uy = 4.68 Hz, * J e = 4.68 Hz, 1H, NCCH en piridina), 3.87 - 3.91 (m, 4H,
OCH2CH20), 3.70 (br s, 2H, uno de NCH; en el anillo de piperidina, uno del otro NCH; en el anillo de piperidina,
ambos en posicion axial), 3.26 (t, 3 J uy = 5.86 Hz, 2H, uno de NCH; en el anillo de piperidina, uno del otro NCH; en
el anillo de piperidina, ambos en la posicion ecuatorial), 1.67 (d, 3 J un = 5.86 Hz, 2H, uno de NCCH; en el anillo de
piperidina, uno del otro NCCH- en el anillo de piperidina, ambos en la posicion ecuatorial), 1.58 (br s, 2H, uno del
NCCH; en el anillo de piperidina, uno del otro NCCH> en el anillo de piperidina, ambos en posicion axial) ppm; 3C
NMR (75 MHz, DMSO-d ¢) d 161.03 (N-C=0), 151.16 (d, ' J cr = 266.03 Hz, C-F), 146.85 (d, * J cr = 4.32 Hz, NCH
en piridina), 135.24 (d, 2 J ¢ = 11.51 Hz, C-C=0), 135.02 (cuarteto, 2 J cr = 34.57 Hz, NCCF3), 128.24 (d,* Jcr =
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7.48 Hz, NCCH en piridina), 119.43 (d x cuarteto, ' J cr = 274.38 Hz, 3 J cr = 4.89 Hz, CF3), 106.74 (OCO), 64.60
(OCCO), 45.34 (NC en anillo de piperidina), 39.62(NC en el anillo de piperidina), 34.79(NCC en el anillo de
piperidina), 34.10 (NCC en el anillo de piperidina) ppm; '°F NMR (282 MHz, DMSO-d ¢) & -64.69 (d, 4 J rr = 15.85 Hz,
F3C), -129.26 (d X cuarteto,4JFF= 15.85 HZ,4JFH= 3.96 HZ, FC) Ppm; C14H14F4N203 (MW, 334.27), LCMS
(El) mle 335.1 (M* + H).

(3-fluoro-2-(trifluorometil)piridin-4-il)(1,4-dioxa-8-azaspiro[4,5]decan-8-il)metanona (7). En un matraz
de fondo redondo de 4 bocas de 5 | equipado con un agitador mecanico, un termopar, un embudo de adicion y una
entrada de nitrégeno se cargd (3-fluoro-2-(trifluorometil)piridin-4-il)(1,4-dioxa)-8-azaspiro[4,5]decan-8-il)metanona
(14, 100 g, 0,299 mol) en acetonitrilo (ACN, 400 ml) a temperatura ambiente. La solucién resultante se enfrid por
debajo de 10° C antes de ser tratada con una solucion de acido clorhidrico (HCI) acuosa 6,0 N (450 ml, 2,70 mol, 9,0
equiv.) mientras la temperatura interna se mantenia por debajo de 10° C. Luego, la mezcla de la reaccioén resultante
se calentd gradualmente a temperatura ambiente y se introdujo lentamente una cantidad adicional de solucion de
acido clorhidrico (HCI) acuosa 6,0 N (1,050 ml, 6,30 mol, 21,0 equiv.) a la mezcla de la reaccion a temperatura
ambiente durante 8 horas a través del embudo de adicion. Cuando se hubo completado la reacciéon segun se
monitorizé mediante HPLC, la mezcla de la reaccién se enfrié a 0° C antes de tratarse con hidréxido de sodio acuoso
al 30% (NaOH, 860 ml, 8,57 mmol, 28,6 equiv.) mientras la temperatura interna se mantenia por debajo de 10° C. La
mezcla de la reaccién resultante se calentd posteriormente a temperatura ambiente antes de la adicién de
bicarbonato de sodio sélido (NaHCO3, 85,0 g, 1,01 mol, 3,37 equiv) durante 1 hora. La mezcla se extrajo luego con
EtOAc (2 x 1,21) y la fase organica combinada se lavé con una solucion de cloruro de sodio acuosa al 16% (2 x 800
ml) y se concentré hasta aproximadamente 1,0 | mediante destilacion al vacio. Se afadié n-heptano (2,1 1) al
residuo, y la mezcla resultante se concentré a 1,0 | mediante destilacion al vacio. A la mezcla concentrada se le
afiadié n -heptano (2,1 ). La lechada blanca resultante se concentré luego a 1,0 | mediante destilacion al vacio. A la
lechada blanca se le afiadié luego metil terc -butil éter (MTBE, 1.94 IL). El turbio blanco se calenté a 40° C para
obtener una solucién clara. La solucién resultante se concentré hasta aproximadamente 1,0 | mediante destilacion al
vacio. La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. El precipitado blanco se recogi6 por filtracion, se
lavé con n-heptano (400 ml) y se seco en el filtro bajo nitrégeno con extraccion de vacio para proporcionar (3-fluoro-
2-(trifluorometil)piridin-4-il)(1,4-dioxa-8-azaspiro[4,5]decan-8-il)metanona (7, 78, g, 86,8 g tedricos, 90,2%) como un
solido blanquecino. Para 7: '"H NMR (300 MHz, DMSO-d ) 8 8.68 (d, 3 J i = 4.69 Hz, 1H, NCH en piridina), 7.97
(dd, 3 J yn = 4.69 Hz, * J ue = 4.69 Hz, 1H, NCCH en piridina), 3.92 (br s, 2H, uno de NCH, en el anillo de piperidina,
uno de otro NCH; en el anillo de piperidina, ambos en posicién axial), 3.54 (t, 3 J pu = 6.15 Hz, 2H, uno de NCH; en
el anillo de piperidina, uno de otro NCH, en el anillo de piperidina, ambos en posicion ecuatorial), 2.48 (t, 3 Jun = 6.44
Hz, 2H, NCCH), 2.34 (t, 3 J un = 6.15 Hz, 2H, NCCH,) ppm; '*C NMR (75 MHz, DMSO-d 6) 5 207.17 (C=0), 161.66
(N-C=0), 151.26 (d, " Jcr = 266.89 Hz, C-F), 146.90 (d, * J cr = 6.05 Hz, NCH en piridina), 135.56 (C-C=0), 134.78 -
135.56 (m, NCCF3), 128.27 (d, 3 J ce = 7.19 Hz, NCCH en piridina), 119.52 (dx cuarteto, ' J cr = 274.38 Hz, 3 J ¢ =
4.89 Hz, CF3), 45.10 (NC en el anillo de piperidina) ppm, un carbono (NCC en el anillo de piperidina) desaparecido
debido a superposicién con (CD3);SO; '°F NMR (282 MHz, DMSO-d ¢) 6 -64.58 (d, * J er = 15.85 Hz, F3C), -128.90
(d x cuarteto, 4 J g =1 5.85 Hz, *J g = 4.05 Hz, FC) ppm; C12H10FsN202 (MW, 290.21), LCMS (EI) m/e291.1 (M* +
H).

Ejemplo 4. Sintesis de3-(cianometileno)azetidina-1-carboxilato de terc-butilo

0 W
NH, [.C Ho/Pd-C
R N<>—OH _— 0
O O BOC,0, THF }—Ni}OH
o)

Ejemplo IV

15 16 17
CyzHizN C1gH15CINO CgH1sNO3
P. Mol.: 183.25 P. Mol.: 275.77 P.Mol.: 173.21
]
Ao inCON
TEMPO/blanqueo Q o 0
e R, o P
') IBUOK/THF 0 CN
18 2
CgH13NO3 C1oH14N20>
P.Mol.: 171.19 P. Mol.: 194.23
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Clorhidrato de 1-benzhidrilazetidin-3-ol (16).Una solucion de difenilmetanamina (2737 g, 15,0 mol, 1,04
equiv.) en metanol (MeOH, 6 I) se traté con 2-(clorometil)oxirano (1330 g, 14,5 mol) de un embudo de adicion a
temperatura ambiente. Durante la adicion inicial se noté una ligera endotermia. La mezcla de la reaccion resultante
se agitd a temperatura ambiente durante 3 dias antes de calentarse a reflujo durante 3 dias adicionales. Cuando la
TLC mostré que la reacciéon se habia estimado completa, la mezcla de la reaccién se enfrié primero a temperatura
ambiente y luego a 0-5° C en un bafio de hielo. Los sdlidos se recogieron por filtracion y se lavaron con acetona (4 1)
para dar la primera cosecha del producto deseado bruto (1516 g). El filtrado se concentré a presién reducida y el
semisolido resultante se diluyd con acetona (1 I). Este solido se recogié luego por filtracion para dar la segunda
cosecha del producto deseado bruto (221 g). Se descubridé que el producto bruto, clorhidrato de 1-benzhidrilazetidin-
3-ol (1737 g, 3998,7 g tedricos, 43,4% de rendimiento), era lo suficientemente puro para ser usado en la reaccion
posterior sin purificacion adicional. 'THNMR (300 MHz, DMSO-d 6) 8 12.28 (br. d, 1H), 7.7 (m, 5H), 7.49 (m, 5H), 6.38
(d, 1H), 4.72 (br. s, 1H), 4.46 (m, 1H), 4.12 (m, 2H), 3.85 (m, 2H) ppm; C1sH1sCINO (MW 275.77; C4sH17NO para
base libre, MW, 239.31), LCMS (El) m/e 240 (M* + H).

3-hidroxiazetidina-1-carboxilato de terc-butilo (17). Se agité una suspensién de clorhidrato de 1-
benzhidrilazetidin-3-ol (625 g, 2,27 mol) en una soluciéon al 10% de carbonato de sodio acuoso (NaxCOs, 5 1) y
diclorometano (CHCl,, 5 I) a temperatura ambiente hasta que se hubieron disuelto todos los solidos. Las dos capas
se separaron y la capa acuosa se extrajo con diclorometano (CH2Cl,, 2 1). Los extractos organicos combinados se
secaron sobre sulfato de sodio (Na;SO4) y se concentraron a presion reducida. La base libre de 1-benzhidrilazetidin-
3-ol bruta resultante se disolvio luego en THF (6 I) y la solucién se colocd en una bomba Parr grande. Se afadieron
dicarbonato de di-terc-butilo (BOC0, 545 g, 2,5 mol, 1,1 equiv.) y paladio (Pd) al 20% sobre carbono (125 g, 50% de
humedad) a la bomba Parr. El recipiente se cargd a 30 psi con gas hidrégeno (Hz) y se agité bajo una atmésfera de
hidrogeno estable (el recipiente se recargd tres veces para mantener la presion a 30 psi) a temperatura ambiente
durante 18 h. Cuando la HPLC mostré que la reaccion se habia completado (no se absorbia mas hidrégeno), la
mezcla de la reaccion se filtré a través de una almohadilla de Celite y la almohadilla de Celite se lavé con THF (4 1).
Los filtrados se concentraron a presion reducida para eliminar el solvente y el residuo se cargd en una columna
Biotage 150 con una cantidad minima de diclorometano (CH.Cl;). La columna se eluyd con acetato de etilo al 20-
50% en n-heptano y las fracciones que contenian el producto deseado puro, 3-hidroxiazetidina-1-carboxilato de terc-
butilo, se recogieron y combinaron. Los solventes se eliminaron a presion reducida para proporcionar 3-
hidroxiazetidina-1-carboxilato de terc-butilo (357 g, 393,2 g tedricos, 90,8% de rendimiento) como un aceite incoloro,
que se solidificé al dejarlo a temperatura ambiente al vacio. "HNMR (300 MHz, CDCls), & 4.56 (m 1H), 4.13 (m, 2H),
3.81 (m, 2H), 1.43 (s, 9H) ppm.

3-oxoazetidina-1-carboxilato de terc-butilo (18). Una solucion de 3-hidroxiazetidina-1-carboxilato de terc-
butilo (50 g, 289 mmol) en acetato de etilo (400 ml) se enfri6 a 0° C. La solucién resultante se tratd luego con
TEMPO sdélido (0,5 g, 3,2 mmol, 0,011 equiv.) y una solucién de bromuro de potasio (KBr, 3,9 g, 33,2 mmol, 0,115
equiv.) en agua (60 ml) a 0-5° C. Mientras se mantenia la temperatura de la reaccién entre 0-5° C, se afiadieron una
solucion de bicarbonato de sodio acuoso saturado (NaHCO3, 450 ml) y una solucién de hipoclorito de sodio acuosa
(NaClO, 10-13% de cloro disponible, 450 ml). Una vez que se afiadio la solucion de hipoclorito de sodio, el color de
la mezcla de la reaccién se cambié de inmediato. Cuando se afiadié una cantidad adicional de solucion de
hipoclorito de sodio, el color de la mezcla de la reaccion se desvanecié gradualmente. Cuando la TLC mostré que se
habia consumido todo el material de partida, ya no se cambié el color de la mezcla de la reaccion. La mezcla de la
reaccion se diluyo luego con acetato de etilo (EtOAc, 500 ml) y se separaron dos capas. La capa organica se lavo
con agua (500 ml) y la solucion de cloruro de sodio acuoso saturado (500 ml) y se seco sobre sulfato de sodio
(Na2S04). El solvente se elimind luego a presion reducida para dar el producto bruto, 3-oxoazetidina-1-carboxilato de
terc-butilo (48 g, 49,47 g tedricos, 97% de rendimiento), que se descubrié que era lo suficientemente puro y se usé
directamente en la reaccién posterior sin purificacién adicional. '"HNMR (CDCl3, 300 MHz) & 4.65 (s, 4H), 1.42 (s, 9H)

ppm.

3-(cianometileno)azetidina-1-carboxilato de terc-butilo (2). Se afadi6é dietil cianometil fosfato (745 g,
4,20 mol, 1,20 equiv.) y tetrahidrofurano anhidro (THF, 9 I) a un matraz de cuatro bocas equipado con un termopozo,
un embudo de adicion y el tubo de proteccion de nitrégeno a temperatura ambiente. La solucién se enfrié con un
bafio de hielo y metanol a -14° C y se afadid una solucién 1,0 M de terc-butéxido de potasio ({-BuOK) en
tetrahidrofurano anhidro (THF, 3,85 I, 3,85 mol, 1,1 equiv.) durante 20 min manteniendo la temperatura de la
reaccion por debajo de -5° C. La mezcla de la reaccion resultante se agitdé durante 3 horas a -10° C y se afiadié una
solucion de 1-terc-buticarbonil-3-azetidinona (600 g, 3,50 mol) en tetrahidrofurano anhidro (THF, 2 1) durante 2 h
manteniendo la temperatura interna por debajo de-5° C. La mezcla de la reaccion se agitdé a una temperatura de -5 a
-10° C durante 1 h y luego se calenté lentamente a temperatura ambiente y se agité a temperatura ambiente durante
la noche. La mezcla de la reaccion se diluyé luego con agua (4,5 1) y una solucién acuosa saturada de cloruro de
sodio (NaCl, 4,5 1) y se extrajo con acetato de etilo (EtOAc, 2 x 9 |). Las capas organicas combinadas se lavaron con
salmuera (6 1) y se secaron sobre sulfato de sodio anhidro (Na;SO.). El solvente se eliminé a presion reducida y el
residuo se diluyé con diclorometano (CH2Cl,, 4 |) antes de ser absorbido sobre gel de silice (SiO,, 1,5 Kg). El
producto bruto, que se habia absorbido en gel de silice, se purificé por cromatografia flash en columna (SiOg, 3,5 Kg,
0-25% de elucion en gradiente de EtOAc/hexanos) para proporcionar 3-(cianometileno)azetidina-1-carboxilato de
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terc-butilo (2, 414,7 g, 679,8 g teoricos, 61% de rendimiento) como un solido blanco. Para 2: '"H NMR (300MHz,
CDCl3) 6 5.40 (m, 1H), 4.70 (m, 2H), 4.61 (m, 2H), 1.46 (s, 9H) ppm; C1oH14N202 (MW, 194.23), LCMS (EI) m/e 217
(M* + Na).

Ejemplo 5. Sintesis de 4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-1H-pirazol

Ejemplo V
0
>7O—B/
o
Hll\l:\> NIS N | _TMSCITEA - si iPrMgCI NN
B —————————— _ = —_—
o~ =~ \ N, X
N Ho0, 1.t N THF, 0°C -rt. N/ | THF,0°C-rt o
19 20 21 1
C3HaN; C3HalN CeH11INSi CoH15BN,O;
P. Mol.: 68.08 P. Mol.: 193.97 P. Mol.: 266.15 P. Mol.: 194.04

4-yodopirazol (20). Un matraz equipado con una entrada de nitrogeno, un embudo de adicién, un
termopozo, y un agitador mecanico se cargé con pirazol (1, 450 g, 6,62 mol) y tetrahidrofurano (THF, 5 1) a
temperatura ambiente. La mezcla se enfrid luego a 10° C y se afiadié N-yodosuccinimida (NIS, 1490 g, 6,62 mol, 1,0
equiv.) a la mezcla en porciones como un solido a aproximadamente 10° C. La mezcla de la reaccion resultante se
agitd luego a temperatura ambiente durante 1 hora (pueden ser necesarios tiempos de reaccidon mas largos
dependiendo de la temperatura ambiente). La mezcla se filtr6 luego y el THF se eliminé a presion reducida. El
residuo se suspendid en acetato de etilo (6 1) y los materiales insolubles se filtraron. El filirado oscuro se lavo
secuencialmente con una solucién de tiosulfato de sodio acuosa saturada (2 x 3 1) (la capa organica se aclara a
amarillo palido), agua (2 x 3 1) y salmuera (2 I). La capa organica resultante se seco luego sobre sulfato de sodio, se
filtré y se concentré a presion reducida para proporcionar 4-yodopirazol (1138 g, 1284,1 g tedricos, 88) como un
sélido blanco a amarillo claro después de secarse en un horno de vacié a aproximadamente 30° C durante la noche.
'H NMR (400 MHz, DMSO-d ) & 13.17 (bs, 1H), 7.93 (bs,1H), 7.55 (bs,1H) ppm; CsHsIN, (MW, 193.97), LCMS
(El) m/e 195 (M* + H).

1-trimetilsilil-4-yodopirazol (21). A un matraz equipado con un condensador de reflujo, una entrada de
nitrégeno, un agitador mecanico y un termopozo, se cargoé 4-yodopirazol (200 g, 1,03 mol) y THF (2 1) a temperatura
ambiente. A esta solucion se le afiadio trietilamina (TEA, 158 ml, 1,13 mol, 1,1 equiv.) y la solucién resultante se
enfrié a 0° C en un bafo de hielo-salmuera. A esta solucion se le afiadio clorotrimetilsilano (TMS-CI, 137 ml, 1,08
mol, 1,05 equiv.) con agitacion vigorosa permitiendo que la temperatura alcanzase los 18° C. (La reaccion se vuelve
muy espesa y dificil de agitar, pero se vuelve manejable después de un tiempo). Cuando el proceso exotérmico
habia disminuido, se retir6 el bafo frio y la reaccién se calent6 a temperatura ambiente. La reaccién fue seguida por
GC y se descubri6é que se consideraba completa después de aproximadamente 1 hora (el muestreo de la reaccion
debe hacerse fuera del aire y diluirse con un solvente seco para evitar la hidrélisis de TMS). La mezcla de la
reaccion se diluyé entonces con n-heptano (2 1) antes de ser filtrado bajo nitrégeno. El solvente se eliminé del filtrado
a presion reducida, ventilando el rotavapor con nitrogeno. El aceite residual se diluyé con n-heptano (1 1) y se volvié
a concentrar. Si se formaban sélidos al afiadir el n-heptano, era necesaria una segunda filtracion. El residuo se
destilé luego a presion reducida (70-90° C a aproximadamente 0,5 Torr) usando un Kugelohr para proporcionar 1-
trimetilsilil-4-yodopirazol (263 g, 274,1 g tedricos, 96%) como un aceite incoloro. Este material debe mantenerse bajo
nitrégeno en todo momento, ya que el grupo TMS hidroliza rapidamente. Posteriormente, se descubrié que el 1-
trimetilsilil-4-yodopirazol puede prepararse calentando el yodopirazol con 2 equivalentes de hexametildisilazano
durante 1 hora.

4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-1H-pirazol (1). Un matraz equipado con un agitador
mecanico, una entrada de nitrégeno, un embudo de adicion y un termopozo se cargé con 1-trimetilsilil-4-yodopirazol
(225,1 g, 0,85 mol) y THF (2200 ml) a temperatura ambiente. Esta mezcla se enfri6 a aproximadamente -6° C en un
bafo de hielo/sal/salmuera antes de afiadir una solucidon de cloruro de isopropilmagnesio en THF (solucion 2 M en
THF, 510 ml, 1,02 mol, 1,2 equiv.) a una velocidad tal que La temperatura interna no excediese de 0° C. La
extension del intercambio de metal/halégeno se monitoriz6 por GC y se encontré6 completa después de
aproximadamente 10 min. A la solucién de color marrén anaranjado se le afadié luego 2-isopropoxi-4,4,5,5-
tetrametil-1,3,2-dioxaborolano (isopropilpinacolborato, 347 ml, 1,7 mol, 2.0 equiv.) lentamente al principio
manteniendo la temperatura por debajo de 0° C y luego bastante rapidamente después de que se afiadiese
aproximadamente la mitad del compuesto permitiendo que la temperatura alcanzase los 5° C (la reaccion se vuelve
bastante espesa y luego se diluye lentamente). La reaccion se agita luego a 0° C durante 10 minutos antes de
calentarse a temperatura ambiente durante 1 hora y se agita a temperatura ambiente durante 1 hora adicional. La
mezcla de la reacciéon se enfrid a aproximadamente 6° C y se afadi6 la soluciéon de cloruro de amonio acuosa
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saturada (NH4Cl, 2,2 1) con un aumento de temperatura a 25° C. La mezcla se agit6 durante 5 minutos antes de
diluirse con tolueno (10 I). Las capas se separaron (una gran cantidad de sdlido esta presente en la capa acuosa) y
la capa organica se lavd secuencialmente con agua (6 x 2,2 1) y salmuera (2 x 2,2 |) antes de secarla sobre sulfato
de sodio (Na:SO,). El reactivo de secado, sulfato de sodio (Na;SQO4), se eliminé por filtraciéon y la solucion se
concentré a presion reducida. El tolueno residual se co-evaporé con n-heptano para proporcionar 4-(4,4,5,5-
tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-1H-pirazol (1, 90,3 g, 164,9 g teoricos, 54,8%) como un sdlido blanco. Para 1 : 'H
NMR (400 MHz, DMSO-d ¢)  13.08 (bs, 1H), 7.94 (s,1H), 7.62 (s,1H), 1.23 (s, 12H) ppm; CoH15BN202 (MW, 194.04),
LCMS (El) m/e 195 (M* + H).

Ejemplo 6. Sintesis alternativa de 4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-1H-pirazol

Esquema VI
o /L
% ST o A
N= N= /[ l :>—Br
HoO, rt HCI/CH,Cl, N
19 22 23
C3H4N2 C3H3BFN2 C7H11BFN20
P. Mol.: 68.08 P. Mol.: 146,97 P. Mol.: 219.08
0
—O-B /L O
0 /C/) N}—B’O Hl HE}B:
—_— =
PIVIgCITHF Nt -
24 1
C13H23BN2O3 CgH15BN2O,
P. Mol.: 266.14 P. Mol.; 194.04

4-bromopirazol (22). Se suspendieron pirazol (19, 34,0 g, 0,5 mol) y NBS (89,0 g, 0,5 mol, 1,0 equiv.) en
agua (625 ml) a temperatura ambiente. La suspension resultante se agité a temperatura ambiente durante la noche.
La mezcla de la reaccion se extrajo luego con EtOAc (2 x 100 ml). Los extractos de EtOAc combinados se lavaron
con Na;S,03 acuoso y salmuera, se secaron sobre Na;SO4, y se concentraron a presion reducida para proporcionar
el 4-bromopirazol bruto (72,0 g, 73,5 g tedricos, 98% de rendimiento) como sdlidos blancos (pureza GC:> 98%), que
se uso directamente en la reaccion posterior sin purificacion adicional.

4-bromo-1-(etoxietil)-1H-pirazol (23). A una solucién de 4-bromopirazol (70,0 g, 0,476 mol) en CH.Cl,
(600 ml) se afiadié una solucién de HCI 3,1 M en dioxano (4 ml) y etil vinil éter (41 g, 0,569 mol, 1,2 equiv) a
temperatura ambiente. La mezcla de la reaccion resultante se agité a temperatura ambiente durante 3 h. La reaccion
se inactivdo con NaHCO3 acuoso y se separaron las dos capas. La capa organica se lavo con agua, se seco sobre
Naz SOs, y se concentrd a presion reducida hasta la sequedad para proporcionar 4-bromo-1-(etoxietil)-1H-pirazol
(113 g, 104,3 g tedricos, 97% de rendimiento) como un aceite (pureza GC: 89%), que se uso directamente en la
reaccion posterior sin purificacién adicional.

1-(etoxietil)-4-(4,4,5,5-tetrametil[1,3,2]dioxaborolan-2-il)-1H-pirazol (24). A una solucién de 100 ml de
PrMgCIL.LiCI (50 mmol, 1,8 equiv) en THF se le afadid 4-bromo-1-(etoxietil)-1H-pirazol (6,15 g, 28 mmol) a
temperatura ambiente. La mezcla de la reaccion resultante se agitdé a temperatura ambiente durante 12 h y luego se
enfrié a -20° C. Luego se afadio pinacolborato de metoxi (10,6 g, 67 mmol, 2,4 equiv.) a la mezcla de la reaccion a -
20° C. La mezcla resultante se agité a 0-10° C durante 1 h. Se afadié NH4Cl acuoso para inactivar la reaccion. La
mezcla se extrajo luego con éter de petrdleo (PE). Los extractos de PE combinados se lavaron con NaHCO3
saturado, se secaron sobre Na » SO.; y se concentra bajo presion reducida. El producto bruto se cristalizé en PE
para proporcionar 1-(etoxietil)-4-(4,4,5,5-tetrametil[1,3,2]dioxaborolan-2-il)-1H-pirazol (24, 4,2 g, 7,45 g tedricos,
56,4% de rendimiento) como un solido de blanco a blanquecino (pureza GC: 99%). Para 24: 'H NMR (DMSO-d 6,
400 MHz) 6 8.09 (s, 1H), 8.58 (s,1H), 7.62 (s,1H), 5.55 (q, 1H, J = 6.1 Hz), 3.37 (dq, 1H, J= 7.1, 9.6 Hz), 3.12 (dq,
1H, J=7.0, 9.7 Hz), 1.56 (d, 3H, J = 6.0 Hz), 1.24 (s, 12H), 1.00 (t, 3H, J = 7.0 Hz) ppm; C13H23BN203 (MW, 266.14),
LCMS (El) m/e267 (M* + H).

4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-1H-pirazol (1). A una mezcla de 2,3-dimetilbutano-2,3-diol
(25,0 kg, 211,6 mol) y 1-(1-etoxietil)-4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-1H-pirazol (24, 55,0 kg, 206,7
moles) en 1,2-dicloroetano (750 kg) se le afiadié lentamente una solucion de HCl en MTBE (25,0 kg, 20-30% de HCI)
a 0-5° C. La mezcla de la reaccion resultante se agit6 luego a 10-20°C durante 3-5 horas. Después de que se hubo
completado la reaccion de desproteccion selectiva segin se monitorizé por HPLC (1:por debajo del 1%), la mezcla
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de la reaccion se desgasifico y se rellend con nitrégeno antes de enfriarla a -15° C. Luego, a la mezcla de la reaccion
enfriada se afadio trietilamina (TEA, 30,0 kg, 296,5 mol) para ajustar el pH a 7-8. La mezcla se calentd luego
gradualmente a temperatura ambiente antes de ser tratada con agua (150 kg). Las dos fases se separaron y la capa
organica se lavé con salmuera (60 kg) y se sec6 sobre sulfato de sodio (Na>SOs). El reactivo de secado, sulfato de
sodio (NazS0.), se elimind por filtracion y la solucion resultante se concentré a presion reducida a 40-50° C hasta
obtener un aceite espeso. El residuo se calenté a 60-70°C y se diluy6é con éter de petroleo (100 kg) a la misma
temperatura. La mezcla resultante se enfrié luego gradualmente a temperatura ambiente y posteriormente a -5° C y
se agitd a la misma temperatura durante 3 horas. Los soélidos se recogieron por centrifugacion y se secaron a 50-60°
C al vacio para proporcionar el producto bruto deseado (1, 33,75 kg, 40,11 kg tedricos, 84,1%). El producto bruto
deseado se suspendio luego en 1,2-dicloroetano (30 kg) y la mezcla resultante se calentd a reflujo hasta que se
formé una solucion transparente. A la solucidon caliente se le afiadid luego éter de petréleo (150 kg) a la misma
temperatura. La mezcla resultante se enfrio luego gradualmente a temperatura ambiente y posteriormente a -5°C y
se agitd a la misma temperatura durante 3 horas. Los sdlidos se recogieron por centrifugacion y se secaron al vacio
a 50-60° C para proporcionar 4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-1H-pirazol (1, 31,0 kg, 40,11 kg tedricos,
77,3%) como un solido blanquecino, que es idéntico en todos los aspectos comparables al material sintetizado por el
método sintético descrito anteriormente en el Ejemplo 5.

Ejemplo 7. Sintesis de 4-cloro-7H-[pirrolo[2,3-d]pirimidina

Esquema VII

OH cl o cl o
POCI4
NT™ DMF N7 H NH;enMeOH N7 H
m P - l P o m =
N7 ~OH reflujo N7 ~cl tolueno , 55 - 80 °C N™ "NH;
25 26 27
C4HaN205 CsHoCIoNL0 CsH4CIN3O
P. Mol.: 112.09 P. Mol.: 176.99 P. Mol.: 157.56
cl Cl
PhsP*CH,OMe CI-
'BUOK N OMe HCl ac. conc. N7
0 l = ; m <
THF, 20-25°C NZ “NH, THF, reflujo N N
28 4
C7HgCIN;O CeH4CINS
P. Mol.: 185.61 P. Mol.: 153.57

4,6-dicloropirimidina-5-carbaldehido (26). En un matraz de 5 | de 4 bocas equipado con un agitador
mecanico, un embudo de adicién, un condensador, un termopar y un barrido de N2 en una solucion de depuracién de
NaOH acuosa, se cargd oxicloruro de fésforo (POCIs, 11, 10,572 mol, 4,82 equivalentes) y se enfrié en un bafio de
hielo/sal. Luego se afadié gota a gota N,N-dimetilformamida (DMF, 320 ml, 4,138 mol, 1,85 equiv.) al matraz a 0
2° C. Después de la adicion de aproximadamente 100 ml de DMF durante aproximadamente 0,5 h, tuvo lugar la
cristalizacion y la temperatura de la reaccion se increment6 de 0 a 10°C. Se detuvo la adicién y se permitié que la
mezcla enfriase a aproximadamente 2° C. El DMF restante se afiadié durante 2,5 h a menos de 8° C. La suspension
se volvié muy espesa haciendo dificil la agitacién. Cuando se completé la adicion de DMF, la mezcla se agité a 3-
5°C durante 0,5 h. Se afiadi6 4,6-dihidroxipirimidina (250 g, 2,232 mol) en porciones como un solido. Después de
afadir aproximadamente un tercio de 4,6-dihidroxipirimidina, la mezcla de la reaccién se volvi6 mas mévil y tuvo
lugar un fendmeno exotérmico lento con la temperatura de la reacciéon aumentando a aproximadamente 12° C
durante 0,5 h. La 4,6-dihidroxipirimidina restante se afiadié en porciones durante 0,25 h con temperatura de la
reaccion aumentando de 12 a 27° C. La temperatura de la reaccién se mantuvo a 25-27° C con enfriamiento
intermitente, tiempo durante el cual la suspension amarilla se volvi6 mas fina y luego mas espesa de nuevo.
Después de que el fendmeno exotérmico disminuyd en aproximadamente 1 h, la mezcla de la reaccion se calento
lentamente. A aproximadamente 55° C, la mezcla de la reaccion se volvio extremadamente espesa y se produjo el
segundo fendmeno exotérmico leve. La manta de calentamiento se retird6 mientras la temperatura de reaccion
continuaba aumentando a aproximadamente 63° C y se mantuvo a esta temperatura durante varios minutos antes
de caer. El calentamiento de la mezcla se reanud6 hasta alcanzar un reflujo suave (aproximadamente 100° C). A
aproximadamente 95° C, comenzo una evolucion constante bastante rapida del gas HCl y la mezcla de la reaccion
se diluyd y se oscurecié gradualmente. Después de aproximadamente 0,5 h, se desarrollé una solucién marrén clara
con la temperatura de reflujo aumentando lentamente a 115° C durante 1,25 h. Después de un total de 2,5 horas a
reflujo, la mezcla de la reaccion se enfri6 a temperatura ambiente y se agitdé durante la noche a temperatura
ambiente. El exceso de cantidad de POCI; (en la medida de lo posible) se eliminé a presion reducida (temperatura
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del bafio 45-50° C). El aceite marron residual espeso se verti6 muy lentamente en H>O frio (5 1) en un embudo de
separacion 20 L, se afadio hielo segun fue necesario para mantener la mezcla acuosa a temperatura ambiente. La
mezcla acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 3 | seguido de 1 x 2 1). Los extractos de EtOAc combinados se lavaron con
H20 (2 x 2,5 L), solucién acuosa de NaHCO3 saturada (1 1), salmuera (1 1), se secaron sobre Na;SOa, se filtraron y
se concentraron a presion reducida (temperatura del bafio a 35° C) para proporcionar el 4,6-dicloropirimidina-5-
carbaldehido bruto (270 g, 395 g tedricos, 68,4%) como sélidos amarillo-anaranjados. Una porcion de 20 g de este
material bruto se purificd por destilacion de Kugelrohr (temperatura del horno a 90-100° C, 225 mTorr) para dar 15,3
g de 4,6-dicloropirimidina-5-carbaldehido puro como un sélido blanco que se volvié amarillo en reposo a temperatura
ambiente. '"H NMR (300 MHz, CDCl3) 8 10.46 (s, 1H), 8.89 (s,1H) ppm.

4-amino-6-cloropirimidina-5-carbaldehido (27). Una solucion de NHz 7 M se afiadié en MeOH (265 ml,
1,855 mol, 2,0 equiv) durante 1,25 h a una solucién de 4,6-dicloropirimidina-5-carbaldehido (163,7 g, 0,9301 mol) en
tolueno (3 I) a temperatura ambiente. La temperatura de la reaccién aumenté lentamente de 20 a 26° C y se formd
una suspension amarilla. Se aplicd un enfriamiento suave para mantener la temperatura de la reaccién por debajo de
26° C. La suspension se agitdé a temperatura ambiente durante 3,5 h antes de que los sélidos se recogieran por
filtracion. Los sdlidos se lavaron con EtOAc (1 ). El filirado se concentro a presién reducida y los sélidos se trituraron
con tolueno y n-heptano (2:1 v/v, 600 ml), se filtraron y se secaron para dar 71,1 g de 4-amino-6-cloropirimidina-5-
carbaldehido como un solido amarillo. El sélido original filirado de la mezcla de la reacciéon contenia una cantidad
adicional de 4-amino-6-cloropirimidina-5-carbaldehido. El producto se extrajo del sélido filtrado mediante agitacion en
EtOAc (1,25 1) durante 1,5 h, filtrando, luego agitando en THF (750 ml) durante 1 h y filtrando de nuevo. Los filtrados
tanto de EtOAc como de THF se concentraron a presion reducida y los soélidos resultantes se trituraron con tolueno y
n-heptano (2:1 v/v, 450 ml), se filiraron y se secaron para dar 44,1 g adicionales de 4-amino-6 -cloropirimidina-5-
carbaldehido como un sélido amarillo. El rendimiento combinado de 4-amino-6-cloropirimidina-5-carbaldehido (115,2
g, 146,5 g tedricos) fue de 78.6%. '"HNMR (300 MHz, DMSO-d ¢) 6 10.23 (s, 1H), 8.71 (bs,1H), 8.55 (bs, 1H), 8.39 (s,
1H) ppm; CsH4CIN3O (MW, 157.56), LCMS (EI) m/e158 (M* + H).

6-cloro-5-(2-metoxivinil)pirimidin-4-ilamina (28). Una suspension de cloruro de
(metoximetil)trifenilfosfonio (276.0 g, 0,807 mol, 1,1 equiv.) en THF (1.5 L) se enfrid en un bafio de hielo/sal a-2° C y
se afadiod terc-butoxido de potasio 1 M (KOBu) en THF (807 ml, 0,807 mol, 1,1 equiv.) durante 1,5 h a de -2 a-3° C.
La mezcla roja anaranjada intensa se agitdé a de -2 a -3° C durante 1 h. Luego se afiadié en porciones 4-amino-6-
cloropirimidina-5-carbaldehido (115,2 g, 0,7338 mol, 1,0 equiv) a la mezcla de la reaccién como una forma sélida
usando THF (200 ml) para enjuagar el recipiente y el embudo. Durante la adicion, la temperatura de la reaccion
aumento de -3 a 13° C y se desarrollé un color marréon. Cuando la temperatura de reaccion cayo a 10° C, se retir6 el
bafio de enfriamiento y la mezcla de la reaccion se dej6 calentar a temperatura ambiente y se agité a temperatura
ambiente durante 42 h. La mezcla de la reaccién se enfri6 a -2° C antes de inactivarse mediante la adicion lenta de
soluciéon acuosa de NH4Cl saturada (750 ml). La mezcla se concentrd a presion reducida para eliminar la mayor
parte del THF. El residuo se repartié entre EtOAc (3 1) y H2O (1 I). La fase organica se filtré para eliminar el material
insoluble en la interfaz, luego se extrajo con HCI 2 N (4 x 250 ml) seguido de HCI 3 N (2 x 250 ml). Los extractos de
HCI combinados se volvieron a extraer con EtOAc (500 ml) y luego se filtraron a través de Celite para eliminar el
material insoluble. El filirado se enfrié en un bafio de hielo/salmuera, se ajusto a pH 8 con una soluciéon de NaOH 6 N
acuosa y se extrajo con EtOAc (3 x 1 I). Los extractos de EtOAc combinados se lavaron con salmuera (1 1), se
secaron sobre Na,SOy, se agitaron con carbon vegetal (10 g) y gel de silice (10 g) durante 1 h. La mezcla se filtr6 a
través de Celite, lavando la almohadilla de Celite con EtOAc (1 I). El filirado se concentrd, co-evaporando el EtOAc
residual con n-heptano (500 ml). El solido de color tostado resultante se bombed a vacio alto durante 2 h para
proporcionar 6-cloro-5-(2-metoxivinil)pirimidin-4-ilamina bruta (72,3 g, 136,2 g tedricos, 53,1%). El producto deseado
bruto se usé en la siguiente reaccion sin purificacion adicional. Se purificé una muestra de producto bruto (2,3 g)
mediante cromatografia en columna de gel de silice, eluyendo con 0-35% de EtOAc/n-heptano para dar 1,7 g de 6-
cloro-5- (2-metoxivinil)pirimidin-4-ilamina pura como un sélido blanco, que se descubrié era una mezcla de 1 a 2 de
E/Z isémeros. 'H NMR (300 MHz, DMSO-d ¢) para E-isomero: & 8.02 (s, 1H), 7.08 (bs, 2H), 6.92 (d, 1H, J = 13.1),
5.35 (d, 1H, J = 13.0 Hz), 3.68 (s, 3H) ppm y para Z-isémero: & 8.06 (s, 1H), 7.08 (bs, 2H), 6.37 (d, 1H, J = 6.8 Hz),
5.02 (d, 1H, J = 6.7 Hz), 3.69 (s, 3H) ppm; C7HsCIN3O (MW, 185.61), LCMS (EI) m/e 186/188 (M* + H).

4-cloro-7H-[pirrolo[2,3-d]pirimidina (4). Se afadié HCI concentrado (5 ml) a una solucién de 6-cloro-5-(2-
metoxivinil)pirimidin-4-ilamina bruta (70,0 g, 0,3784 mol) en THF (700 ml) y la mezcla de la reaccién resultante se
calento a reflujo durante 7,5 h. Al calentarse se formé una suspension ligera que se disolvié gradualmente. Cuando
se considerd que la reaccion se habia completado como se monitorizé por HPLC, la mezcla de la reaccion se enfrio
a temperatura ambiente y se agitdé a temperatura ambiente durante la noche. Se afiadi6 NaHCOs3 solido (15 g) a la
mezcla de la reaccion y la mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 1 h. Se afiadieron carbén
vegetal (7 g), gel de silice (7 g) y NazSO4 (20 g) y la mezcla se calent6 a 40°C durante 1 h. La mezcla se enfrié luego
a temperatura ambiente y se filtré a través de Celite, lavando la almohadilla de Celite con THF (1 1). El filtrado se
concentré a presion reducida y el sdélido resultante se secé a presion reducida para proporcionar 4-cloro-7H-
[pirrolo[2,3-d]pirimidina bruta (4, 58,1 g, 58,1 g tedricos, 100%) como un solido amarillo-marrén. Este producto bruto
deseado se disolvié en EtOAc (1 1) a 50-55° C y se tratd con carbon activado (3 g). La mezcla se filir6 mientras se
calentaba a través de Celite y la almohadilla de Celite se lavd con EtOAc caliente (250 ml). El filtrado se concentro a
aproximadamente 500 ml y la suspension se dejo reposar a temperatura ambiente durante la noche. La suspension
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se enfrié posteriormente a 0-5° C durante 2 h antes de recoger los sélidos por filtracion. Los sélidos se secaron para
proporcionar 4-cloro-7H-[pirrolo[2,3-d]pirimidina pura (4, 54,5 g, 58,1 g teodricos, 94%) como cristales de color
amarillo-marrén. '"H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) & 12.58 (bs, 1H), 8.58 (s,1H), 7.69 (d,1H, J = 3.5 Hz), 6.59 (d,
1H, J = 3.5 Hz) ppm; LCMS (El) m/e154/156 (M* +H).

Ejemplo de referencia A: Ensayo de JAK quinasa in vitro

El compuesto de Formula | se probd para su actividad inhibidora de los objetivos de JAK de acuerdo con el
siguiente ensayo in vitro descrito en Park et al., Analytical Biochemistry 1999, 269, 94-104 . Los dominios cataliticos
de JAK1 humana (a.a. 837-1142) y JAK2 (a.a. 828-1132) con un marcador His N-terminal se expresaron usando
baculovirus en células de insecto y se purificaron. La actividad catalitica de JAK1 y JAK2 se analizé6 midiendo la
fosforilacion de un péptido biotinilado. El péptido fosforilado se detectd por fluorescencia resuelta en el tiempo
homogénea (HTRF). Se midieron los ICso de los compuestos para cada quinasa en las reacciones de 40 microl que
contienen la enzima, ATP y péptido 500 nM en un tampén Tris 50 mM (pH 7,8) con NaCl 100 mM, DTT 5 mM y 0,1
mg/ml (0,01%) de BSA. Para las mediciones de ICso de 1mM, la concentracion de ATP en las reacciones fue de 1
mM. Las reacciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente durante 1 hora y luego se detuvieron con 20 ul de 45
mM EDTA, 300 nM SA-APC, 6 nM Eu-Py20 en tampodn de ensayo (Perkin Elmer, Boston, MA). La unién al
anticuerpo marcado con europio tuvo lugar durante 40 minutos y se midio la sefial de HTRF en un lector de placas
Fusion (Perkin EImer, Boston, MA). El compuesto de Formula | y la sal de acido adipico tenian un ICsp en JAK1 de <
5 nM (medido a ATP 1 mM) con una relacién JAK2/JAK1 de > 10 (medido a ATP 1 mM).

Ejemplo de referencia B: Ensayos celulares

Las lineas celulares de cancer dependientes de citoquinas y, por lo tanto, la transduccién de sehales
JAK/STAT, para el crecimiento, pueden colocarse en placas a 6000 células por pocillo (formato de placa de 96
pocillos) en RPMI 1640, FBS al 10% y 1 nG/ml de citoquina apropiada. Los compuestos pueden afiadirse a las
células en DMSO/medio (concentracion final 0,2% de DMSOQO) e incubarse durante 72 horas a 37° C, 5% de CO,. El
efecto del compuesto sobre la viabilidad celular se evalta utilizando el ensayo de viabilidad celular luminiscente
CellTiter-Glo (Promega) seguido de la cuantificacién por TopCount (Perkin Elmer, Boston, MA). Los efectos fuera del
objetivo potenciales de los compuestos se miden en paralelo usando una linea celular no accionada por JAK con la
misma lectura de ensayo. Todos los experimentos se realizan tipicamente por duplicado.

Las lineas celulares anteriores también pueden usarse para examinar los efectos de los compuestos sobre
la fosforilacion de las JAK quinasas o sustratos descendentes potenciales como las proteinas STAT, Akt, Shp2 o
Erk. Estos experimentos se pueden realizar después de una inanicion de citoquinas durante la noche, seguido de
una breve preincubacion con compuesto (2 horas o menos) y estimulacion de citoquinas de aproximadamente 1 hora
o0 menos. Luego las proteinas se extraen de las células y se analizan mediante técnicas familiares para los expertos
en la técnica incluyendo transferencia Western o ELISA usando anticuerpos que pueden diferenciar entre proteinas
fosforiladas y totales. Estos experimentos pueden utilizar células normales o cancerosas para investigar la actividad
de compuestos sobre la biologia de supervivencia de las células tumorales o sobre mediadores de enfermedades
inflamatorias. Por ejemplo, con respecto a estos ultimos, pueden usar citoquinas tales como IL-6, IL-12, IL-23, o IFN
para estimular la activacion de JAK que resulta en la fosforilacion de la proteina(s) STAT y potencialmente en los
perfiles transcripcionales (evaluados por tecnologia de matriz o gqPCR) o produccion y/o secrecién de proteinas,
como IL-17. La capacidad de los compuestos para inhibir estos efectos mediados por citoquinas puede medirse
usando técnicas comunes para los expertos en la técnica.

Los compuestos de la presente también pueden probarse en modelos celulares disefiados para evaluar su
potencia y actividad contra JAK mutantes, por ejemplo, la mutacion JAK2V617F encontrada en trastornos
proliferativos mieloides. Estos experimentos a menudo utilizan células dependientes de citoquinas de linaje
hematoldgico (por ejemplo, BaF/3) en las que se expresan ectdépicamente JAK quinasas de tipo salvaje o mutantes
(James, C., et al. Nature 434:1144-1148 ; Staerk, J., et al., JBC 280:41893-41899). Los puntos finales incluyen los
efectos de los compuestos sobre la supervivencia celular, la proliferacion y las proteinas JAK, STAT, Akt o Erk
fosforiladas.

Ciertos compuestos de la presente pueden evaluarse por su actividad que inhibe la proliferacion de células
T. Tal ensayo puede considerarse un segundo ensayo de proliferacion impulsado por citoquinas (es decir, JAK) y
también un ensayo simplista de supresion inmune o inhibicidon de la activacion inmune. Lo siguiente es un breve
resumen de como se pueden realizar tales experimentos. Se preparan células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) a partir de muestras de sangre completa humana usando el método de separacion Ficoll Hypaque y las
células T (fraccion 2000) pueden obtenerse a partir de las PBMC por elutriacion. Las células T humanas aisladas
recientemente se pueden mantener en medio de cultivo (RPMI 1640 suplementado con un suero bovino fetal al 10%,
100 U/ml de penicilina, 100 pyg/ml de estreptomicina) a una densidad de 2 x 108 células/ml a 37° C hasta 2 dias. Para
el analisis de la proliferacion celular estimulada por IL-2, las células T se tratan primero con fitohemaglutinina (PHA)
a una concentracion final de 10 pg/ml durante 72 h. Después de lavar una vez con PBS, se colocaron en placas
6000 células/pocillo en placas de 96 pocillos y se trataron con compuestos a diferentes concentraciones en el medio
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de cultivo en presencia de 100 U/ml de IL-2 humana (ProSpec-Tany TechnoGene; Rehovot, Israel) . Las placas se
incuban a 37° C durante 72 h y el indice de proliferacion se evalia usando reactivos luminiscentes CellTiter-Glo
siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante (Promega; Madison, WI).

Ejemplo de referencia C: Eficacia antitumoral in vivo

Los compuestos de la presente pueden evaluarse en modelos de xenoinjerto de tumores humanos en
ratones inmunocomprometidos. Por ejemplo, puede usarse una variante tumorigénica de la linea celular de
plasmacitoma INA-6 para inocular ratones SCID por via subcutanea (Burger, R., et al., Hematol J. 2:42-53, 2001).
Los animales portadores de tumores pueden ser luego asignados al azar en grupos de tratamiento con farmacos o
vehiculos y se les puede administrar diferentes dosis de compuestos por cualquier nimero de las vias habituales,
incluyendo infusion oral, i.p. o continua, usando bombas implantables. El crecimiento del tumor se sigue a lo largo
del tiempo usando calibradores. Ademas, las muestras de tumores pueden recogerse en cualquier momento
después del inicio del tratamiento para el analisis como se ha descrito anteriormente (Ejemplo B) para evaluar los
efectos de los compuestos en la actividad de JAK y las vias de sefalizacion descendentes. Ademas, la selectividad
del compuesto(s) puede evaluarse utilizando modelos de tumores de xenoinjerto impulsados por otras quinasas
conocidas (por ejemplo, Bcr-Abl) como el modelo tumoral K562.

Ejemplo de referencia D: Prueba de respuesta de hipersensibilidad retardada en contacto con la piel murina

Los compuestos de la presente también pueden probarse para determinar su eficacia (de inhibicion de
objetivos JAK) en el modelo de prueba de hipersensibilidad retardada murina impulsada por células T. La respuesta
de hipersensibilidad de tipo retardado (DTH) en contacto con la piel se considera un modelo valido de dermatitis de
contacto clinico y otros trastornos inmunitarios de la piel mediados por linfocitos T, como la psoriasis (Immunol
Today. Enero 1998;19(1):37-44). La DTH murina comparte multiples caracteristicas con la psoriasis, incluyendo el
infiltrado inmune, el aumento acompafiante de citoquinas inflamatorias y la hiperproliferacién de queratinocitos.
Ademas, muchas clases de agentes que son eficaces para tratar la psoriasis en la clinica también son inhibidores
eficaces de la respuesta DTH en ratones (Agents Actions. Enero 1993; 38 (1-2): 116-21).

En los dias 0 y 1, los ratones Balb/c se sensibilizan con una aplicacion tépica, en su abdomen afeitado con
el antigeno 2,4,dinitro-fluorobenceno (DNFB). En el dia 5, se mide el espesor de las orejas con un micrometro de
ingeniero. Esta medicion se registra y se usa como valor de referencia. Ambass orejas de los animales se estimulan
mediante una aplicacion topica de DNFB en un total de 20 pl (10 pl en el pabellén interno y 10 pl en el pabelldn
externo) a una concentracion del 0,2%. De veinticuatro a setenta y dos horas después del desafio, los oidos se
miden de nuevo. El tratamiento con los compuestos de prueba se administra durante las fases de sensibilizacion y
desafio (dia - 1 a dia 7) o antes y durante la fase de desafio (habitualmente la tarde del dia 4 al dia 7). El tratamiento
de los compuestos de prueba (en diferentes concentraciones) se administra o sistémicamente o tépicamente
(aplicacion topica del tratamiento en los oidos). La eficacia de los compuestos de prueba se indica por una reduccion
en la hinchazén del oido en comparacion con la situacion sin el tratamiento. Los compuestos que provocaron una
reduccion del 20% o mas se consideraron eficaces. En algunos experimentos, los ratones se desafiaron pero no se
sensibilizaron (control negativo).

El efecto inhibidor (inhibicion de la activacion de las vias JAK-STAT) de los compuestos de prueba puede
confirmarse mediante analisis inmunohistoquimico. La activacion de la via(s) JAK-STAT da como resultado la
formacion y translocacion de factores de transcripcion funcionales. Ademas, la afluencia de células inmunes y la
proliferacién aumentada de queratinocitos también deben proporcionar cambios en el perfil de expresién Unicos en el
oido que pueden investigarse y cuantificarse. Las secciones de oido fijadas con formalina e incrustadas en parafina
(recogidas después de la fase de desafio en el modelo DTH) se someten a analisis inmunohistoquimico usando un
anticuerpo que interactia especificamente con STAT3 fosforilado (clon 58E12, Cell Signaling Technologies). Las
orejas del raton se tratan con compuestos de prueba, vehiculo o dexametasona (un tratamiento clinicamente eficaz
para la psoriasis), o sin ningun tratamiento, en el modelo DTH para comparaciones. Los compuestos de prueba y la
dexametasona pueden producir cambios transcripcionales similares tanto cualitativamente como cuantitativamente, y
tanto los compuestos de prueba como la dexametasona pueden reducir el nimero de células infiltrantes. Tanto la
administracion sistémica como la tépica de los compuestos de prueba pueden producir efectos inhibidores, es decir,
la reduccion en el numero de células infiltrantes y la inhibicion de los cambios transcripcionales.

Ejemplo de referencia E: Actividad antiinflamatoria in vivo

Los compuestos de la presente pueden evaluarse en modelos de roedores o no roedores disefiados para
replicar una respuesta de inflamacion simple o compleja. Por ejemplo, pueden usarse modelos de roedores de
artritis para evaluar el potencial terapéutico de los compuestos dosificados preventivamente o terapéuticamente.
Estos modelos incluyen, pero no estan limitados a, artritis inducida por colageno de ratén o rata, artritis inducida por
adyuvante de rata y artritis inducida por anticuerpos de colageno. Las enfermedades autoinmunes incluyendo, pero
no limitadas a, esclerosis multiple, diabetes mellitus tipo |, uveorretinitis, tiroditis, miastenia grave, nefropatias por
inmunoglobulina, miocarditis, sensibilizaciéon de las vias respiratorias (asma), lupus o colitis, también pueden usarse
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para evaluar el potencial terapéutico de los compuestos de la presente. Estos modelos estan bien establecidos en la
comunidad de investigacion y son familiares para aquellos expertos en la técnica (Current Protocols in Immunology,
Vol. 3, Coligan, J.E. et al., Wiley Press.; Methods in Molecular Biology: Vol. 225, Inflammation Protocols., Winyard,
P.G. y Willoughby, D.A., Humana Press, 2003.).

Ejemplo de referencia F: Modelos animales para el tratamiento del ojo seco, uveitis y conjuntivitis

Los agentes pueden evaluarse en uno o mas modelos preclinicos de ojo seco conocidos por los expertos
en la técnica, incluyendo, pero no limitados a, el modelo de glandula lacrimal de conejo concanavalina A (ConA), el
modelo de ratén con escopolamina (subcutanea o transdérmica), el modelo de glandula lagrimal de ratén
Botulinumn, o cualquiera de una serie de modelos autoinmunes de roedores espontaneos que dan como resultado
disfuncion de la glandula ocular (por ejemplo, NOD-SCID, MRL/lpr, o NZB/NZW) (Barabino et al., Experimental Eye
Research 2004, 79, 613-621 y Schrader et al., Developmental Opthalmology, Karger 2008, 41, 298-312, cada uno de
los cuales se incorpora en la presente por referencia en su totalidad). Los puntos finales en estos modelos pueden
incluir histopatologia de las glandulas oculares y el ojo (coérnea, etc.) y posiblemente la prueba clasica de Schirmer o
versiones modificadas de la misma (Barabino et al.) que miden la produccién de lagrimas. La actividad puede
evaluarse dosificando a través de multiples vias de administracion (por ejemplo, sistémica o topica) que pueden
comenzar antes o después de que exista una enfermedad medible.

Los agentes pueden evaluarse en uno o mas modelos preclinicos de uveitis conocidos por los expertos en
la técnica. Estos incluyen, pero no estan limitados a, modelos de uveitis autoinmune experimental (EAU) y uveitis
inducida por endotoxinas (EIU). Los experimentos con EAU pueden realizarse en conejo, rata o ratéon y pueden
implicar la inmunizacién pasiva o activa. Por ejemplo, puede usarse cualquiera de una serie o antigenos retinianos
para sensibilizar a los animales a un inmundégeno relevante, después de lo cual los animales pueden ser desafiados
ocularmente con el mismo antigeno. El modelo EIU es mas preciso e implica la administracion local o sistémica de
lipopolisacarido en dosis subletales. Los puntos finales para los modelos EIU y EAU pueden incluir examen
fundoscépico, histopatologia, entre otros. Estos modelos son revisados por Smith et al. (Immunology and Cell
Biology 1998, 76, 497-512, que se incorpora en la presente como referencia en su totalidad). La actividad se evalta
mediante la dosificacion a través de multiples vias de administracion (por ejemplo, sistémica o tépica) que pueden
comenzar antes o después de que exista una enfermedad medible. Algunos modelos enumerados anteriormente
también pueden desarrollar escleritis/episcleritis, corioditis, ciclitis o iritis y son, por lo tanto, utiles para investigar la
actividad potencial de los compuestos para el tratamiento terapéutico de estas enfermedades.

Los agentes también pueden evaluarse en uno o mas modelos preclinicos de conjuntivitis conocidos para
los expertos en la técnica. Estos incluyen, pero no estan limitados a, modelos de roedores que utilizan cobayas,
ratas o ratones. Los modelos de cobaya incluyen aquellos que utilizan inmunizacion activa o pasiva y/o protocolos de
desafio inmunoldgico con antigenos como ovoalbumina o ambrosia (revisado en Groneberg, D.A., et al., Allergy
2003, 58, 1101-1113)., que se incorpora en la presente como referencia en su totalidad). Los modelos de rata y raton
son similares en disefio general a los de cobaya (también revisado por Groneberg). La actividad puede evaluarse
dosificando a través de multiples vias de administracion (por ejemplo, sistémica o topica) que pueden comenzar
antes o después de que exista una enfermedad medible. Los puntos finales para tales estudios pueden incluir, por
ejemplo, analisis histoldgico, inmunoldgico, bioquimico o molecular de tejidos oculares como la conjuntiva.

Ejemplo de referencia G: Proteccion in vivo del hueso

Los compuestos pueden evaluarse en varios modelos preclinicos de osteopenia, osteoporosis o
reabsorcién 6sea conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, pueden usarse roedores ovariectomizados
para evaluar la capacidad de los compuestos para afectar las sefiales y marcadores de remodelacion y/o densidad
6sea (W.S.S Jee y W. Yao, J. Musculoskel. Nueron. Interact., 2001, 1(3), 193 -207, que se incorpora en la presente
por referencia en su totalidad). Alternativamente, pueden evaluarse la densidad y la arquitectura 6sea en roedores
tratados con control o compuestos en modelos de osteopenia inducida por terapia (por ejemplo, glucocorticoides)
(Yao, et al. Arthritis and Rheumatism, 2008, 58(6), 3485-3497 e id. 58(11), 1674-1686, los cuales se incorporan en la
presente por referencia en su totalidad). Ademas, los efectos de los compuestos sobre la reabsorcion y densidad
6sea pueden evaluarse en los modelos de roedores de artritis descritos anteriormente (Ejemplo E). Los puntos
finales para todos estos modelos pueden variar, pero a menudo incluyen evaluaciones histoldgicas y radioldgicas,
asi como también inmunohistootologia y marcadores bioquimicos apropiados de remodelacion ésea.

Se han descrito una serie de realizaciones de la invencion. Sin embargo, se entendera que pueden

realizarse varias modificaciones sin apartarse del alcance de la invencién. Por consiguiente, otras realizaciones
estan dentro del alcance de las reivindicaciones siguientes.
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REIVINDICACIONES
1. Un proceso de preparacion de un compuesto de Férmula I:
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desproteger el compuesto de Férmula lla por reaccion con acido clorhidrico para formar sal de diclorhidrato
de 2-(3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)azetidin-3-il)acetonitrilo; y

hacer reaccionar la sal de diclorhidrato de 2-(3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)azetidin-3-
il)acetonitrilo con un compuesto de formula VI:

VI

en presencia de un agente reductor para formar un compuesto de Férmula I, o una sal del mismo.
2. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que las condiciones de acoplamiento de Suzuki comprenden
calentar una mezcla de la reacciéon que comprende el compuesto de Férmula llla, el compuesto de Férmula IVa, un
catalizador de acoplamiento de Suzuki, una base y un componente solvente.
3. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que el catalizador de acoplamiento de Suzuki es:
(a) Pd(dppf)2Cl,, [1,1'-bis(diciclohexilfosfino)ferroceno]dicloropaldio (II), tetrakis(trifenilfosfina)paladio (0), o
tetrakis(tri(o-tolil)fosfina)paladio (0); o
(b) [1,1"-bis(diciclohexilfosfino)ferroceno]dicloropalladio (l1).

4. El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2 a 3, en el que la base es:

(a) carbonato de sodio, carbonato de potasio o fluoruro de cesio; o
(b) fluoruro de cesio.

5. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que la base es fluoruro de cesio y esta presente en 3
equivalentes o mas en base al compuesto de Férmula [Va.

6. El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, en el que el componente solvente comprende
terc-butanol y agua.

7. El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que los compuestos de Férmula llla y
IVa estan presentes en aproximadamente una relacién molar de 1:1.

8. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el acido clorhidrico esta presente en una cantidad de 5 a
8 equivalentes en base al compuesto de Férmula lla.

9. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 1 a 8, en el que dicha reaccién de sal de clorhidrato de 2-(3-(4-(7H-

pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)azetidin-3-il)acetonitrilo con un compuesto de Férmula VI se lleva a cabo en
presencia de por lo menos dos equivalentes de una segunda base.
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10. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que la segunda base es:

(a) una amina terciaria; o
(b) trietilamina.

11. El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que el agente reductor es:

(a) cianoborohidruro de sodio o triacetoxiborohidruro de sodio; o
(b) triacetoxiborohidruro de sodio.

12. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 11, en el que el agente reductor es triacetoxiborohidruro de sodio y
se usa mas de 1 equivalente de triacetoxiborohidruro de sodio en base a la sal de diclorhidrato de 2-(3-(4-(7H-
pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)azetidin-3-il)acetonitrilo.

13. El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que se usa mas de 1 equivalente del
compuesto de Férmula VI en base a la sal de diclorhidrato de 2-(3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-
il)azetidin-3-il)acetonitrilo.

14. El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que la reaccion de la sal de
diclorhidrato de 2-(3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)azetidin-3-il)acetonitrilo con un compuesto de
Férmula VI se realiza en un solvente diclorometano.

15. El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, que comprende ademas hacer reaccionar el
compuesto de Férmula | con acido adipico para formar la sal de adipato del compuesto de Férmula I.
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