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DESCRIPCION
Compuesto macrociclico diarilico y composicién farmacéutica, y uso del mismo
Campo técnico

La presente divulgacion se refiere al campo farmacéutico, en particular a un compuesto macrociclico diarilico,
a una composicion farmacéutica que contiene el compuesto y a uso del mismo.

Antecedentes

Las proteinas quinasas son los reguladores clave del crecimiento, la proliferacidén y la supervivencia celular.
Muchas enfermedades, incluyendo el céncer, el dolor, las enfermedades del sistema nervioso, las
enfermedades autoinmunes y la inflamacién, estan mediadas por receptores de tirosina quinasas como TRK,
ROS 1, ALK, JAK2, SRC, FAK, FYN, LYN, YES, FGR, FAK, ARKS5, AXL, etc.

La quinasa del receptor de tirosina neurotréfica (NTRK), o quinasas del receptor de tropmiosina (TRK),
pertenece a la familia de las quinasas del receptor de tirosina. Hay tres miembros en la familia NTRK/TRK,
NTRK1/TRKA, NTRK2/TRKB y NTRK3/TRKC. Las proteinas de fusién TRK estan estrechamente relacionadas
con los tumores. Se han encontrado muchas proteinas de fusién, tales como CD74-NTRK1, MPRIP-NTRK1,
QKI-NTRK2, ETV6-NTRKS3, BTB 1-NTRK3 en una variedad de tumores, tales como cancer de colon, cancer
de pulmén, cancer de cabeza y cuello, cancer de mama, cancer de tiroides, glioma, etc. Por lo tanto, en los
ultimos afios, la proteina de fusién TRK se esta convirtiendo en un objetivo anticancerigeno efectivo y en un
foco de investigacion. Por ejemplo, WO2010048314 y WO2010033941 han divulgado inhibidores de la quinasa
TRK con una estructura de nlcleo de pregnano compuesto diferente. Ademas, las mutaciones diana después
de la administracién continua del farmaco son una razén importante para la resistencia tumoral, y se han
encontrado muchas mutaciones NTRK resistentes en la clinica, como las mutaciones NTRK1 G595R y G667C
(Russo M et al. Cancer Discovery, 2016, 6 (1), 36-44), y la mutacion NTRK3 G623R (Drilon A. et al., Annals of
Oncology, 2016, 27 (5)), 920-926). Por lo tanto, se espera que los inhibidores de TRK de nueva generacion
resuelvan el problema de la resistencia a los farmacos causada por las mutaciones de NTRK.

Los inhibidores de ALK (quinasa del linfoma anaplasico) han logrado un gran éxito en el tratamiento de
pacientes con cancer de pulmén con genes ALK anormales, pero la aparicién de resistencia a los farmacos
limita el uso clinico a largo plazo de estos medicamentos. Los mecanismos de resistencia a los farmacos
incluyen la amplificacién de genes diana, mutacién de resistencia adquirida, activacién de vias de derivacién y
de corriente abajo, transicidén epitelial-mesenquimal, metastasis tumoral o similares. Ninguno de los inhibidores
de ALK actualmente en el mercado puede superar la resistencia a los farmacos basada en la activacién por
bypass o la transicién epitelial mesenquimal. Es muy urgente desarrollar nuevos inhibidores de ALK que
puedan superar simultaneamente la resistencia a multiples farmacos.

Después del reordenamiento genético, la quinasa ROS1 produce proteinas de fusién activas constitutivas en
una variedad de canceres, como glioblastoma, cancer de pulmén de células no pequefias, colangiocarcinoma,
cancer de ovario, adenocarcinoma gastrico, cancer colorrectal, tumor miofibroblastico inflamatorio,
angiosarcoma y hemangioendotelioma epitelioide. La inhibicién de la proteina de fusidén ROS1 puede inhibir
eficazmente los tumores ROS 1 positivos. La FDA ha aprobado varios farmacos nuevos para el NSCLC ALK
positivo, pero para los pacientes con NSCLC ROS1 positivo alin no hay muchas opciones excepto Crizotinib,
que estd aprobado para el tratamiento del NSCLC ROS 1 positivo. Ademas, ha surgido una resistencia
adquirida al farmaco durante el uso clinico de Crizotinib, y los sitios de mutacién de resistencia son
principalmente ROS1 G2032 y ROS1 L2026M. También existe una necesidad urgente de desarrollar
inhibidores de ROS 1 para mutaciones salvajes y resistentes.

Los inhibidores de EGFR han logrado un gran éxito en el tratamiento de pacientes con NSCLC, pero la
aparicién de resistencia a los farmacos también es un problema muy dificil. En la poblacién resistente a EGFR,
se encontré6 que se sobreexpresaban multiples vias de sefializacién, tales como MET, CDCP1, AXL, SHP2.
Ademas, las vias de sefializacidén JAK2/STAT3 y Src-YAP1 también afectan el efecto terapéutico de los
inhibidores de EGFR. Se espera que el desarrollo de inhibidores multifuncionales, que puedan actuar sobre
JAK2, Src/FAK, AXL o similares, se combine con inhibidores de EGFR para superar la resistencia a los
farmacos de las vias de derivacion funcionales.

El documento WO 2011/146336 se refiere a compuestos macrociclicos que inhiben las caracteristicas de
inhibicién de la quinasa Trk.

El documento WO 2015/112806 divulga compuestos macrociclicos para inhibir las proteinas o tirosina
quinasas.

Compendio
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Un objeto de la presente divulgacién es proporcionar un compuesto nuevo o una sal farmacéuticamente
aceptable, un solvato, un polimorfo o un marcador isotdpico del mismo, que tiene una excelente actividad de
inhibicién de la tirosina quinasa.

Otro objeto de la presente divulgacidn es proporcionar una composicién farmacéutica.

Otro objeto de la presente divulgacién es proporcionar un uso de un compuesto nuevo o una sal
farmacéuticamente aceptable, un solvato, un polimorfo o un marcador isotépico del mismo.

La presente divulgacién proporciona un compuesto representado por la Férmula (1) o una sal
farmacéuticamente aceptable, un solvato, un polimorfo o un marcador isotépico del mismo,
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Férmula (1)
en donde,

X se selecciona de -O- 0-S-;
L1 se selecciona entre -O-, -S-, -S(=0)-, -S(=0)2, -NRe- 0 un enlace sencillo;
L, se selecciona de -O-, -S-, -S(=0)-, -S(=0)2- 0 -NRs-;

R1, Roy Rs se seleccionan cada uno independientemente de los siguientes grupos sustituidos o no sustituidos:
hidrégeno, halégeno, un alquilo C4.s, un alcoxi C1~g, un haloalquilo C4.g, un cicloalquilo Csz-s, un grupo
heterociclico Cs~g, un grupo arilo Ce.20, Un grupo heteroarilo Cs.o9, hidroxilo, mercapto, carboxilo, grupo éster,
acilo, amino, amida, sulfonilo o ciano;

los sustituyentes Rz y R4 en cada 4tomo de C se seleccionan cada uno independientemente de los siguientes
grupos sustituidos o no sustituidos: hidrégeno, halégeno, un alquilo Cy.s, un alcoxi C1., un haloalquilo C1.s, un
cicloalquilo Cs.g, un heterociclilo Cs.s, un arilo Cs.20, Un heteroarilo Cs.oq, hidroxi, mercapto, carboxi, grupo éster,
acilo, amino, amido, sulfonilo, ciano, o los sustituyentes Rsy Rasjunto con el grupo X forman un grupo
cicloalquilo de 3-10 miembros, un grupo heterociclico de 3-10 miembros que contiene al menos un
heterodtomo, o un grupo heteroarilo de 5-10 miembros que contiene al menos un heteroatomo; o Rs y R4 son
cada uno independientemente un enlace sencillo que conecta el atomo de C y el 4&tomo de anillo macrociclico
adyacente;

Rs and Rg se selecciona de los siguientes grupos sustituidos o no sustituidos: hidrégeno, halégeno, un
alquilo C4-s, un alcoxi Cq~g, un haloalquilo C4~g, un cicloalquilo Cs~g, un heterociclilo Cs-g, un arilo Ce-20, un
heteroarilo Cs-p0, hidroxilo, mercapto, carboxi, éster, acilo, amino, amido, sulfonilo o ciano;

Rs se selecciona de los siguientes grupos sustituidos o no sustituidos: hidrégeno, halégeno, un alquilo C4-s, un
alcoxi C1~g, un haloalquilo C4~s, un cicloalquilo Cs~s, un heterociclilo Cs-s, un arilo Ce~20, Un heteroarilo Cs-2o,
hidroxilo, mercapto, carboxi, éster, acilo, amino, amido, sulfonilo o ciano;

Z representa C o heterodtomo como un dtomo de anillo;

n representa un numero entero de 1 a 10;

los sustituyentes de los grupos mencionados anteriormente pueden seleccionarse de halégeno, un alquilo C1.

8, un haloalquilo C4.5, un alcoxi C1.s, un cicloalquilo Cs.s, un heterociclilo Csz g, un arilo Ce.20, Un heteroarilo Cs.op,
hidroxilo, mercapto, carboxi, éster, acilo, amino, amido, sulfonilo o ciano;
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los heteroatomos mencionados anteriormente se seleccionande N, O o S.
Por ejemplo, el atomo de anillo "Z" que se muestra en la férmula (1) puede representar N.

En la Férmula (1), los grupos representados por R4, Rs, Rs, R4, Rz, R, Rs, Rs y los sustituyentes opcionales
de los mismos incluyen, si lo permite su definicién en la reivindicacién:

El hidrégeno puede expresarse como -H, y también puede reemplazarse con isdtopos tales como deuterio y
tritio.

Halégeno puede incluir flior, cloro, bromo y yodo.

Alquilo C1~g pueden incluir metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, 2-metil-1-propilo, 2-metil-2-propilo, 2-metil-1-butilo,
3-metil-1-butilo, 2-metil-3-butilo, 2,2- dimetil-1-propilo, 2-metil-1-pentilo, 3-metil-1-pentilo, 4-metil-1-pentilo, 2-
metil-2-pentilo, 3-metil-2-pentilo, 4-metil-2-pentilo, 2,2-dimetil-I-butil, 3,3-dimetil-1-butil, 2-etil-1-butil, n-butil,
isobutil, sec-butil, terc-butil, n-pentilo, iso pentilo, neopentilo, terc-pentilo, hexilo, heptilo, octilo, etc.

El alcoxi C4-s puede representarse como -Oalquilo C4-s, en donde alquilo Ci~s incluye aquellos definidos
anteriormente. Por ejemplo, el grupo alcoxi C1-g puede incluir metoxi, etoxi, n-propoxi, isopropoxi, n-butoxi,
isobutoxi, sec-butoxi, terc-butoxi, etc.

El haloalquilo C1~s puede representarse como un grupo en el que cualquier nimero de dtomos de hidrégeno
en el grupo alquilo Cq.s estd sustituido por halégeno, en donde alquilo C4-g y halégeno se definen como
anteriormente. Por ejemplo, el haloalquilo C4-g puede incluir -CF3 y similares.

El cicloalquilo Cs-g puede expresarse como un anillo carbociclico saturado no aromético, que incluye un anillo
de un solo carbono con un anillo) y un anillo de bicarbonato con dos anillos). Por ejemplo, el cicloalquilo Cs-s
puede incluir

— - O~ O O

o similares.

El grupo heterociclico Cs-g puede representarse como un grupo obtenido reemplazando cualquier nimero de
atomos de anillo en cicloalquilo Cs-gcon heteroatomos tales como O, S, N, P, Si, etc., en donde cicloalquilo Cs-s
incluye aquellos definidos anteriormente. Por ejemplo, el grupo heterociclico Cs-g puede incluir oxiranilo,
sulfietanilo, azaetilo, azetidinilo, oxbutanilo, tibutirilo, tetrahidrofuranilo, pirrolidinilo, oxazolidinilo,
tetrahidropirazolilo, pirrolinilo, dihidrofuranilo, dihidrotienilo, piperidinilo, tetrahidropiranilo, tetrahidrotiopiranilo,
morfolinilo, piperazinilo, dihidropiridinilo, tetrahidropiranilo, dihidropiranilo, tetrahidropiranilo, dihidrotiopiranilo,
azacicloheptilo, oxacicloheptilo, tiacicloheptilo, oxaaza biciclo[2.2.1]heptilo, azaspiro[3.3]heptilo, etc.

El arilo Ceoq puede incluir un grupo arilo monociclico, un grupo arilo biciclico o un grupo arilo de mdltiples
anillos. Por ejemplo, puede incluir fenilo, bifenilo, naftilo, fenantrilo, antrilo, azulenilo y similares.

El heteroarilo Cs.o9 puede representar un grupo insaturado que contiene cualquier nimero de heteroatomos
tales como O, S, N, P y Si como atomos del anillo. Por ejemplo, los grupos heteroarilo Cs.o pueden incluir
pirrolilo, furilo, tienilo, imidazolilo, oxazolilo, pirazolilo, piridilo, pirimidinilo, pirazinilo, quinolinilo, isoquinolinilo,
tetrazolilo, triazolilo, triazinilo, benzofuranilo, benzotienilo, indolilo, iscindolilo, etc.

El hidroxilo puede expresarse como -OH.

El mercapto puede representarse como -SH.

El carboxilo puede representarse como -COOH.

El grupo éster puede expresarse como -COOR', y la definicién de R' puede ser la definicién del sustituyente
descrito en la formula (1). Por ejemplo, un grupo éster sustituido con un grupo alquilo C1.s puede expresarse
como -COOCi-s alquilo, donde el grupo alquilo C1.s incluye los grupos definidos anteriormente.

El grupo acilo puede representarse como -COR', y la definicién de R' puede ser la definicién del sustituyente

descrito en la férmula (1). Por ejemplo, un grupo acilo sustituido con un grupo alquilo C1~g puede representarse
como alquilo -COCi-s, donde alquilo C1~g incluye grupos como se definié anteriormente.
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El grupo amino puede representarse como -NH,, -NHR' 0 -N(R"),, y la definicién de R' puede ser la definicién
del sustituyente descrito en la férmula (1). Por ejemplo, un grupo amino sustituido con un grupo alquilo C1-g
puede representar alquilo -NHC1~g 0 -N(alquilo C1~g)2, donde alquilo C1~8 incluye grupos como se definid
anteriormente.

El grupo amida puede representarse como un grupo amino -CO, donde el grupo amino se define como
anteriormente.

El grupo sulfonilo puede representarse como -S(O)R', y la definicién de R' puede ser la definicién del
sustituyente descrito en la formula (1). Por ejemplo, un grupo sulfonilo sustituido con un grupo alquilo Cq-s
puede representarse como alquilo -S(O)2,C1~s, en donde alquilo C1~g incluye grupos como se definid
anteriormente.

El grupo ciano puede representarse como -CN.

En las definiciones anteriores, cuando cambia el nimero de atomos de carbono, las definiciones anteriores
solo cambian segun el cambio en el nimero de 4tomos de carbono, y no afectan la definicidén del tipo de grupo.
Por ejemplo, "alquilo C4~5" puede incluir todos los grupos que cumplen un niumero de atomos de carbono de 1
a 5 en la definicidn de "alquilo C1-g", tales como metilo, etilo y n-propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, sec-butilo,
terc-butilo, n-pentilo, isopentilo, neopentilo, etc.

Ademas, en la férmula anterior (1), los grupos R4, R, Rs, R4, Rz, Ra, Rs, Rey sus sustituyentes opcionales
incluyen, si lo permite su definicién en la reivindicacién: hidrégeno, deuterio, fllor, cloro, bromo, metilo, etilo,
propilo, isopropilo, n-butilo, sec-butilo, terc-butilo, metoxi, etoxi, propoxi, isopropoxi, -CN, -CFsz, -NH>, -
NH(alquilo C1~4), -N(alquilo C1-~4)2, -COo(alquilo Ci~4), -COoH, - NHC(O) alquilo C4-~4, -SOo(alquilo Ci~4), -
C(O)NH2, -C(O)NH(alquilo C4-~4), -C(O)N(alquilo C1~4)2, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo,
pirrolidinilo, pirazolilo, piperidinilo, piridilo, piperazinilo, triazinilo, furanilo, tiofuranilo, morfolinilo, tiomorfolinilo,
fenilo, naftilo, difenilo, terfenilo, etc.

En una realizacién segln la presente divulgacién, el compuesto esté representado por la férmula (2),
N
/ et
TN

XT3
1Y \ . R

Férmula (2)
en donde en la férmula (2), R1 se selecciona de flior o bromo.

En una realizacién segun la presente divulgacion, Roen la formula (1) o la férmula (2) se selecciona de
hidrégeno, flior o bromo.

En una realizacién segun la presente divulgacién, L1 en la férmula (1) o la férmula (2) se selecciona de -O-, -
S- o un enlace sencillo. El enlace sencillo en esta divulgacién significa que no hay ninglin grupo L4, es decir, el
C en el (CR3R4)- mas alejado del grupo X esta conectado directamente al anillo aromatico unitario.

En una realizacién segun la presente divulgacion, Lo en la férmula (1) o la férmula (2) se selecciona de -NRe-.

En una realizacién segun la presente divulgacion, n en la formula (1) o la férmula (2) representa un nimero
enterode 2, 3,4, 506.

En una realizacién segun la presente divulgacién, cuando los sustituyentes R3 y R4 en el atomo de C en la
férmula (1) o férmula (2) junto con el grupo X forman un grupo cicloalquilo, un grupo heterociclico o un grupo
heteroarilo, significa que Rs 0 R4 en el grupo -(CRsR4)- adyacente al grupo X junto con el C al que esta
conectado y el grupo X forma estos grupos.

En una realizacién segun la presente divulgacién, en la férmula (1) o la formula (2), los sustituyentes Rz y R4 en
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cada atomo de C se seleccionan cada uno independientemente de los siguientes grupos sustituidos o no
sustituidos: hidrégeno, halégeno, un alquilo Ci-s, un alcoxi C1~s, un haloalquilo C4-s, un cicloalquilo Cs-s.

En una realizacién segun la presente divulgacion, en la férmula (1) o la férmula (2), Rz y R4 se seleccionan
cada uno independientemente de los siguientes grupos sustituidos o no sustituidos: hidrégeno, halégeno, un
alquilo C4-5, un alcoxi C4~s5, un haloalquilo C+-s, un cicloalquilo Cz-s.

En una realizacidén segln la presente divulgacion, en la férmula (1) o la férmula (2), el &tomo macrociclico C en
el grupo -CR3R4- 0 el grupo -CR3sR4- 0 el C en el grupo sustituyente puede crear uno o mas centros quirales
debido a los diferentes grupos, y la presente divulgacién incluye todos los isdmeros épticos y racematos.

En una realizacién segln la presente divulgacién, en la férmula (1) o la férmula (2),Rs se selecciona de los
siguientes grupos sustituidos o no sustituidos: hidrégeno, halégeno, un alquilo C1-5, un alcoxi Ci~5, un
haloalquilo C1~s5, un cicloalquilo Cs-~s, hidroxilo, mercapto, carboxilo, amino o ciano.

En una realizacién segun la presente divulgacion, en la formula (1) o la formula (2), Re se selecciona de los
siguientes grupos sustituidos o no sustituidos: hidrégeno, halégeno, un alquilo C1-5, un alcoxi Ci~5, un
haloalquilo C+-~s5, un cicloalquilo Cs-s.

En una realizacién segun la presente divulgacién, los sustituyentes opcionales en las realizaciones anteriores
se seleccionan de flaor, bromo, -CN, -OH,-CF3,-NH,, -NH(alquilo C4.4), - N(alquilo C1.4)2, -COx(alquilo C1.4), -
CO2H,-NHC(O)alquilo C1.4, -SO2(alquilo C1.4), -C(O)NH2, - C(O)NH(alquilo C1.4), -C(O)N(alquilo C1.4)2, un
alquilo C4.5, un cicloalquilo Cs., un heterociclilo Cz, un arilo Cs.10 0 un heteroarilo Cs.1o.

En una realizacién segun la presente divulgacidn, el compuesto se selecciona de las siguientes estructuras:
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La presente divulgacién también proporciona una composicién farmacéutica que comprende el compuesto
descrito en cualquiera de las soluciones técnicas anteriores o una sal farmacéuticamente aceptable, un solvato,

un polimorfo o un marcador isotdpico del mismo, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La composicion farmacéutica incluye, pero no se limita a, forma de dosificaciéon oral, forma de dosificacién
parenteral, forma de dosificacién externa, forma de dosificacién rectal y similares. Por ejemplo, la composicién
farmacéutica puede ser comprimidos orales, capsulas, pildoras, polvos, preparaciones de liberacién sostenida,
soluciones y suspensiones, soluciones estériles, suspensiones o emulsiones para inyeccion parenteral,

unguentos, cremas, geles para uso externo, etc., o supositorios para administracion rectal.
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La composicién farmacéutica también puede incluir otros principios activos o farmacos, que pueden usarse en
combinacién con el compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable, un solvato, un polimorfo o un marcador
isotopico del mismo.

La presente divulgacién también proporciona el uso de los compuestos mencionados anteriormente o una sal
farmacéuticamente aceptable, un solvato, un polimorfo o un marcador isotdpico de los mismos, y la
composiciébn farmacéutica mencionada anteriormente en la preparacidén de un medicamento para tratar
enfermedades mediadas por la tirosina quinasa.

Ademas, la tirosina quinasa se selecciona entre una o mas de las siguientes: ALK, ROS 1, TRKA, TRKB, TRKC,
JAK2, SRC, FYN, LYN, YES, FGR, FAK, AXL, ARKS5.

Ademas, las enfermedades mediadas por la tirosina quinasa incluyen céncer, dolor, enfermedades
neurolégicas, enfermedades autoinmunes e inflamacién.

Ademas, el cancer mediado por la tirosina quinasa puede incluir cancer de pulmén, cancer colorrectal, cancer
de mama, cancer de ovario, cancer de tiroides, cancer de préstata, carcinoma hepatocelular, carcinoma de
células renales, cancer gastrico y esoféagico, colangiocarcinoma, glioma, glioblastoma, cancer de cabeza y
cuello, tumor miofibroblastico inflamatorio, angiosarcoma, hemangioendotelioma epitelioide, linfoma anaplasico
de células grandes, etc.

Ademas, el dolor mediado por la tirosina quinasa puede ser dolor de cualquier origen o causa, incluyendo el
dolor por cancer, dolor por quimioterapia, dolor nervioso, dolor por lesiones u otras fuentes.

Ademas, las enfermedades autoinmunes mediadas por tirosina quinasas incluyen artritis reumatoide, sindrome
de Sjogren, diabetes tipo |, lupus y similares.

Ademas, las enfermedades neurolégicas mediadas por la tirosina quinasa incluyen la enfermedad de
Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la esclerosis lateral amiotréfica, la enfermedad de Huntington
(enfermedad de Huntington) o similares.

Ademas, las enfermedades inflamatorias mediadas por la tirosina quinasa incluyen aterosclerosis, alergias,
inflamacién causada por infeccidn o lesidén y similares.

El compuesto macrociclico diarilico y la composicién farmacéutica proporcionados por la presente divulgacion
tienen una actividad significativa para inhibir la tirosina quinasa, pueden superar la resistencia a los farmacos
tumorales y atravesar la barrera hematoencefalica, y también tienen excelentes propiedades farmacocinéticas
y una excelente biodisponibilidad de administracién oral. Puede administrarse en pequefias dosis, reduciendo
asi el coste del tratamiento y los posibles efectos secundarios para el paciente. Por lo tanto, el potencial de
aplicacion es muy grande.

La invencion se define por las reivindicaciones. Cualquier materia que se encuentre fuera del alcance de las
reivindicaciones se proporciona solo con fines informativos.

Definiciones

A menos que se defina lo contrario, todos los términos cientificos y tecnolégicos contenidos en el presente
documento tienen el mismo significado comlinmente entendido por los expertos en la materia a la que
pertenece el objeto de las reivindicaciones. Cuando aparece un nombre comercial en esta divulgacidn, se
refiere a su producto correspondiente o a su principio activo.

Debe entenderse que el resumen anterior y la siguiente descripcién detallada son ejemplares y solo para
explicacién, y no imponen ninguna limitacién al tema de la presente divulgacion. En esta solicitud, debe tenerse
en cuenta que, a menos que el contexto indique claramente lo contrario, la forma singular utilizada en esta
especificacién y reivindicaciones incluye la forma plural de la cosa a la que se hace referencia. También debe
tenerse en cuenta que el uso de "0" y "0" significa "y/0" a menos que se indique lo contrario. Ademés, el término

"comprender" y otras formas como "que comprende”, "que contiene" y "que incluye" no son limitativos.

Se pueden encontrar definiciones de términos quimicos estdndar en la literatura, incluyendo Carey y Sundberg,
"Advanced Organic Chemistry 4th Ed, Vol A (2000) y B (2001), Plenum Press, Nueva York. A menos que se
especifique lo contrario, se aplican métodos convencionales dentro del campo técnico, tales como
espectrometria de masas, RMN, HPLC, quimica de proteinas, bioquimica, tecnologia de ADN recombinante y
métodos farmacolégicos. A menos que se proporcionen definiciones especificas, aquellos expertos en la
materia conocen los términos relacionados y las operaciones y técnicas de laboratorio en quimica analitica,
quimica organica sintética y quimica médica y farmacéutica utilizadas en esta divulgacién. Se pueden utilizar
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técnicas de referencia para las sintesis quimicas, los andlisis quimicos, la elaboracién, formulacién y
administracién de farmacos y el tratamiento de pacientes. Se pueden utilizar técnicas estdndares para el ADN
recombinante, la sintesis de oligonucleétidos y el cultivo y la transformacién de tejidos (tales como
electroporacion, lipofeccion). Por ejemplo, se puede utilizar un kit con instrucciones proporcionadas por el
fabricante, o las técnicas de reaccién y purificacion se pueden llevar a cabo segln métodos conocidos en la
técnica, o seglin el método descrito en la presente divulgacion. Generalmente hablando, las técnicas y etapas
antes mencionadas pueden implementarse mediante métodos convencionales bien conocidos en la técnica y
descritos en varios documentos generales o documentos mas especificos. Estos documentos se describen y
citan en la presente divulgacion.

Cuando un sustituyente se describe mediante una férmula quimica convencional escrita de izquierda a
derecha, el sustituyente también incluye sustituyentes quimicamente equivalentes obtenidos cuando la féormula
estructural se escribe de derecha a izquierda. Por ejemplo, CH>O es equivalente a OCHs.

El término "sustituido” significa que uno o méas tomos de hidrégeno en un dtomo especifico son reemplazados
por un sustituyente, siempre que la valencia del &tomo especifico sea normal y el compuesto después de la
sustitucién sea estable. Cuando el sustituyente es oxo (es decir, =O), significa que se reemplazan dos dtomos
de hidrégeno y el oxo no aparecera en el grupo aromético.

Cuando cualquier variable (tal como R) aparece mas de una vez en la composicién o estructura de un
compuesto, su definicién en cada caso es independiente. Asi, por ejemplo, si un grupo se sustituye con 0-2 R,
el grupo puede sustituirse opcionalmente con hasta dos R, y R tiene opciones independientes en cada caso.
Ademas, las combinaciones de sustituyentes y/o variantes de los mismos sélo se permiten si tales
combinaciones dan como resultado compuestos estables.

Como se utiliza en este documento, Cm se refiere a la parte que tiene m~n atomos de carbono. Por ejemplo,
el grupo "C4-g" significa que la pieza tiene 1-8 atomos de carbono, es decir, el grupo contiene 1 atomo de
carbono, 2 atomos de carbono, 3 atomos de carbono... 8 dtomos de carbono. Por lo tanto, por ejemplo,
"alquilo C4-g" se refiere a un alquilo que contiene 1-8 &tomos de carbono, es decir, el grupo alquilo se selecciona
entre metilo, etilo, propilo, isopropilo, n-butilo, isopropilo, n-butilo, sec-butilo, terc-butilo...octilo, etc. Los
intervalos numéricos en este texto, por ejemplo "1-8" se refieren a cada nimero entero en el intervalo dado.
Por ejemplo, "1-8 atomos de carbono" significa que el grupo puede tener 1 atomo de carbono, 2 atomos de
carbono, 3 atomos de carbono, 4 atomos de carbono, 5 atomos de carbono, 6 dtomos de carbono, 7 atomos
de carbono u 8 atomos de carbono.

El término "miembro" se refiere al nimero de dtomos esqueléticos que constituyen el anillo. Por ejemplo, la
piridina es un anillo de seis miembros y el pirrol es un anillo de cinco miembros.

El término “farmacéuticamente aceptable” se refiere a aquellos compuestos, materiales, composiciones y/o
formas de dosificacién que estan dentro del alcance de un juicio médico fiable y son adecuados para su uso
en contacto con tejidos humanos y animales sin excesiva toxicidad, irritacién, reacciones alérgicas u otros
problemas o complicaciones de la enfermedad, y son proporcionales a una relacidén beneficio/riesgo razonable.

El término "composiciéon farmacéutica” se refiere a un compuesto biolégicamente activo opcionalmente
mezclado con al menos un componente o agente quimico farmacéuticamente aceptable. EI componente o
agente quimico farmacéuticamente aceptable es el "vehiculo”, que ayuda a introducir el compuesto en las
células o tejidos. Incluye, pero no se limita a, estabilizadores, diluyentes, agentes de suspensién, espesantes
y/o excipientes.

El término "sal farmacéuticamente aceptable" se refiere a una sal que conserva la eficacia biolégica del &cido
libre y la base libre del compuesto especificado y no tiene efectos adversos en biologia u otros aspectos. A
menos que se especifique lo contrario, las sales de la presente divulgacion pueden incluir sales metalicas,
sales de amonio, sales formadas con bases orgéanicas, sales formadas con acidos inorganicos, sales formadas
con acidos orgénicos, sales formadas con aminoécidos béasicos o acidos, etc. Los ejemplos no limitantes de
sales metélicas incluyen, pero no se limitan a, sales de metales alcalinos, tales como sal de sodio, sal de
potasio, etc.; sales de metales alcalinotérreos, tales como sal de calcio, sal de magnesio, sal de bario, etc.; sal
de aluminio y similares. Ejemplos no limitantes de sales formadas con bases organicas incluyen, pero no se
limitan a, las sales formadas con trimetilamina, trietilamina, piridina, picolina, 2,6-lutidina, etanolamina,
dietanolamina, trietanolamina, ciclohexilamina, diciclohexilamina y similares. Ejemplos no limitantes de sales
formadas con é&cidos inorgéanicos incluyen, pero no se limitan a, sales formadas con acido clorhidrico, acido
bromhidrico, acido nitrico, acido sulfurico, acido fosférico y similares. Ejemplos no limitantes de sales formadas
con acidos organicos incluyen, pero no se limitan a, sales formadas con &cido férmico, acido acético, acido
trifluoroacético, acido fumarico, acido oxalico, acido malico, acido maleico, acido tartarico, acido citrico, acido
succinico, acido metanosulfénico, acido bencenosulfénico, acido p-toluenosulfénico, etc. Los ejemplos no
limitantes de sales formadas con aminoacidos bésicos incluyen, pero no se limitan a, sales formadas con
arginina, lisina, ornitina y similares. Ejemplos no limitantes de sales formadas con aminoécidos acidos incluyen,
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pero no se limitan a, sales formadas con &cido aspértico, acido glutdmico y similares.

Las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos de la solicitud se pueden sintetizar a partir del
compuesto original que contiene un resto acido o basico por métodos quimicos convencionales. Generalmente,
dichas sales se preparan haciendo reaccionar estos compuestos en forma de acido o base libre con una
cantidad estequiométrica de la base o acido apropiados en agua o disolvente organico o una mezcla de ambos.
Generalmente, son preferidos medios no acuosos tales como éter, acetato de etilo, etanol, isopropanol o
acetonitrilo.

El término "solvato" se refiere a un agregado fisico formado por un compuesto de la presente divulgaciéon y una
0 méas moléculas de disolvente. Este agregado fisico incluye diversos grados de iones y enlaces covalentes,
tales como enlaces de hidrégeno. Se ha demostrado que este solvato puede separarse, por ejemplo, cuando
una o mas moléculas de disolvente se mezclan en la red cristalina. "Solvato" incluye tanto la fase disolvente
como el solvato separable. Hay muchos ejemplos de solvatos correspondientes, que incluye solvatos de etanol,
solvatos de metanol y similares. "Hidrato" es un solvato que utiliza moléculas de agua (H>O) como un
disolvente. Uno 0 mas compuestos de la presente divulgacién pueden prepararse como solvatos a voluntad.
La preparacién de solvatos es bien conocida. Por ejemplo, M. Caira et al, J. Pharmaceutical Sci., 93(3), 601-
611 (2004) describen la preparacién de un solvato del farmaco antimicético fluconazol, es decir, la preparacién
con acetato de etilo y agua. E.C. van Tonder et al, AAPS PharmSciTech., 5(1), articulo 12 (2004); y AL Bingham
et al, Chem. Commun., 603-604 (2001) también describen métodos similares para preparar solvatos e hidratos.
Un proceso de preparacién tipico, no limitante, es disolver el compuesto de la presente divulgaciéon en un
disolvente ideal (disolvente organico o agua o su disolvente mixto) a una temperatura superior a la temperatura
normal, enfriar y dejar cristalizar. Después los cristales se separan mediante métodos estédndar. La técnica de
analisis por espectroscopia IR puede confirmar la existencia del disolvente (agua) que forma el solvato (hidrato)
en el cristal.

El término "metabolito activo” se refiere a un derivado activo del compuesto formado cuando el compuesto se
metaboliza.

El término "polimorfos" se refiere a compuestos de la presente divulgaciéon que existen en diferentes formas de
red cristalina.

El término "marcador isotdpico” se refiere a un compuesto marcado isotépicamente de la presente divulgacion.
Por ejemplo, los isétopos en el compuesto de la presente divulgacién pueden incluir varios isétopos de
elementos tales como H, C, N, O, P, F, S, tales como 2H, 3H, 13C, 4C, 5N, 80, 70, 3'p, 32p, 35g, 18Fy 36g,

El término "profarmaco farmacéuticamente aceptable" o "profarmaco" se refiere a cualquier sal, éster, sal de
éster u otro derivado farmacéuticamente aceptable del compuesto de la presente divulgacién, que puede
proporcionar directa o indirectamente el compuesto de la presente divulgacién o su metabolito o residuo
farmacéuticamente activo después de la administracién a un receptor. Los derivados o profarmacos
particularmente preferidos son aquellos compuestos que pueden mejorar la biodisponibilidad de los
compuestos de la presente solicitud cuando se administran a pacientes (por ejemplo, pueden hacer que los
compuestos orales se absorban mas facilmente en la sangre) o promover la entrega del compuesto original a
los 6rganos biolégicos o al sitio de accién, tales como el cerebro o el sistema linfatico. Los grupos funcionales
en el compuesto pueden modificarse mediante operaciones convencionales o in vivo de una manera que puede
descomponerse en el compuesto original para preparar un profarmaco. Diversas formas de profarmacos son
bien conocidas en latécnica. Véase, Pro-drugs as Novel Delivery Systems (1987) Vol. 14 de laACS Symposium
Series, Bioreversible Carriers in Drug Design, (1987) Edward B. Roche, ed., American Pharmaceutical
Association por T. Higuchi y V. Stella y Pergamon Press, proporcionan discusiones sobre profarmacos.
Véase Design of Prodrugs, Bundgaard, A. Ed., Elseview, 1985 y Method in Enzymology, Widder, K. et al., Ed,;
Academic, 1985, vol. 42, pag. 309-396; Bundgaard, H. "Design and Application of Prodrugs" en A Textbook of
Drug Design and Development, Krosgaard-Larsen y H. Bundgaard, Ed., 1991, Capitulo 5, pags. 113-191;
y Bundgaard, H., Advanced Drug Delivery Review, 1992, 8, 1-38.

El término "estereoisémeros"” se refiere a isémeros producidos por diferentes disposiciones de atomos en la
molécula en el espacio. Los compuestos de la presente divulgacién contienen estructuras tales como centros
asimétricos o quirales y dobles enlaces. Por lo tanto, los compuestos de la presente divulgacién pueden incluir
isémeros 6Opticos, isbmeros geométricos, tautdémeros, atropisémeros y otros isémeros. Estos isémeros y sus
isémeros individuales, racematos, etc. estan todos incluidos en el alcance de la presente divulgacién. Por
ejemplo, para los isémeros 6pticos, los isémeros (R)- y (S)- épticamente activos y los isémeros D y L pueden
prepararse mediante resolucién quiral, sintesis quiral o reactivos quirales u otras técnicas convencionales. Por
ejemplo, se puede convertir en diastereémeros al reaccionar con sustancias 6pticamente activas apropiadas
(tales como alcoholes quirales o cloruro de Mosher), separar y convertir (tales como hidrolizar) en el isémero
Unico correspondiente. Para dar otro ejemplo, también se puede separar mediante una columna
cromatografica.
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Las "composiciones farmacéuticas" del presente documento se pueden preparar de una forma conocida en la
técnica farmacéutica y se pueden administrar mediante diversas vias, en funcién de si se desea un tratamiento
local o sistémico y del &rea que se tratard. Puede administrarse por via tépica (por ejemplo, transdérmica,
cutanea, ocular y mucosa, incluida la administracién intranasal, vaginal y rectal), pulmonar (por ejemplo, por
inhalacién o insuflacién de polvo o aerosol, incluso mediante pulverizadores; intratraqueal, intranasal), oral o
parenteral. La administracién parenteral incluye la inyeccién o infusién intravenosa, intraarterial, subcutanea,
intraperitoneal o intramuscular; o intracraneal, como la administracién intratecal o intracerebroventricular.
Puede administrarse por via parenteral en una dosis Unica en bolo o puede administrarse, por ejemplo,
mediante una bomba de infusién continua. La composicién farmacéutica del presente documento incluye, pero
no se limita a, las siguientes formas: comprimidos, pildoras, polvos, pastillas para chupar, bolsitas, sobres,
elixires, suspensiones, emulsiones, soluciones, jarabes, aerosoles (sélidos o disueltos en un vehiculo liquido);
por ejemplo, pomadas, capsulas de gelatina blanda y dura, supositorios, soluciones inyectables estériles y
polvos estériles envasados que contengan hasta un 10% en peso del compuesto activo.

La composicién farmacéutica del presente documento puede formularse en una forma de dosificacién unitaria,
y cada dosificacién puede contener aproximadamente de 0,1 a 1000 mg, habitualmente aproximadamente de
5 a 1000 mg de principio activo, y mas habitualmente aproximadamente de 100 a 500 mg de principio activo.
El término “forma de dosificacién unitaria” se refiere a una unidad de dosificacién Unica separada fisicamente,
adecuada para su uso en pacientes humanos y otros mamiferos, cada unidad contiene una cantidad
predeterminada de sustancia activa mezclada con un soporte farmacéutico adecuado calculado para producir
el efecto terapéutico deseado.

El término "individuo" se refiere a un individuo que padece una enfermedad, trastorno o condicién, e incluye
mamiferos y no mamiferos. Ejemplos de mamiferos incluyen, pero no se limitan a, cualquier miembro de la
clase Mamiferos: humanos, primates no humanos (tales como chimpancés y otros simios y monos); animales
domésticos, tales como vacas, caballos, ovejas, cabras y cerdos; animales domesticados, tales como conejos,
perros y gatos; animales de laboratorio, incluidos roedores, tales como ratas, ratones y cobayas.

El término "tratamiento" y otros sinénimos similares incluyen alivio, reduccién o mejora de los sintomas de una
enfermedad o condicién, prevencién de otros sintomas, mejora o prevencién de la causa metabdlica
subyacente de los sintomas, inhibicién de la enfermedad o condicién, como prevenir el desarrollo de la
enfermedad o condicién, aliviar la enfermedad o condiciéon, mejorar una enfermedad o condicién, aliviar los
sintomas causados por la enfermedad o condicién, o detener los sintomas de la enfermedad o condicién.
Ademas, el término también puede incluir el propésito de prevencién. El término también incluye obtener
efectos terapéuticos y/o efectos preventivos. El efecto terapéutico se refiere a curar o mejorar la enfermedad
subyacente que se esta tratando. Ademas, la curacién o mejora de uno o mas sintomas fisiolégicos asociados
a la enfermedad subyacente también es un efecto terapéutico. Por ejemplo, aunque el paciente todavia pueda
estar afectado por la enfermedad subyacente, se observa una mejoria en su condicién. En términos de efectos
preventivos, la composicién o compuesto puede administrarse a pacientes que corren el riesgo de padecer una
enfermedad especifica, o incluso si no se ha realizado un diagnéstico de la enfermedad, la composicién o
compuesto puede administrarse a pacientes que presentan uno o méas sintomas fisiolégicos de la enfermedad.

El término "cantidad para obtener el efecto terapéutico necesario” o "cantidad terapéuticamente efectiva" se
refiere a la cantidad de al menos un agente o compuesto suficiente para aliviar uno o mas sintomas de la
enfermedad o condicién que se esta tratando después de la administracién. El resultado puede ser una
reduccién y/o alivio de signos, sintomas o causas, o cualquier otro cambio deseado en el sistema bioldgico. Se
pueden utilizar técnicas tales como pruebas de aumento de dosis para determinar la cantidad efectiva
adecuada para cada caso individual. La cantidad real de compuesto, composicién o agente farmacéutico que
debe administrarse suele determinarla el médico segun las circunstancias relevantes, incluida la afeccién que
se esta tratando, la via de administracién seleccionada, el compuesto real administrado; la edad, el peso y la
respuesta de cada paciente; y la gravedad de los sintomas del paciente, etc.

La proporcidén o concentracién del compuesto de la presente divulgacion en la composicidén farmacéutica puede
no ser fija, dependiendo de varios factores, incluyendo la dosis, las propiedades quimicas (por ejemplo,
hidrofobicidad), la via de administracién y similares. Por ejemplo, el compuesto de la presente divulgacion
puede proporcionarse mediante una solucién acuosa fisiolégicamente tamponada que contenga
aproximadamente 0,1-10% p/v del compuesto para administracién parenteral. Algunas dosis tipicas varian
entre aproximadamente 1 pg/kg a aproximadamente 1 g/kg de peso corporal/dia. En ciertas realizaciones, la
dosis varia entre aproximadamente de 0,01 mg/kg y aproximadamente de 100 mg/kg de peso corporal/dia. La
dosis probablemente dependa de variables, tales como el tipo y el grado de desarrollo de la enfermedad o
trastorno, el estado de salud general del paciente particular, la eficacia biolégica relativa del compuesto
seleccionado, la formulacién del excipiente y su via de administracién.

El término "administracion" se refiere a un método capaz de administrar un compuesto o composicién a un sitio

deseado para su accién biolégica. Estos métodos incluyen, pero no se limitan a, vias orales, vias
transduodenales, inyecciones parenterales (incluyendo inyeccion o infusiéon intravenosa, subcutanea,
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intraperitoneal, intramuscular e intraarterial), administracién tdpica y rectal. Aquellos expertos en la materia
estan familiarizados con las técnicas de administracién que se pueden utilizar para los compuestos y métodos
descritos en el presente documento, por ejemplo, los analizados en Goodman y Gilman, The Pharmacological
Basis of Therapeutics, edicién actual, Pergamon; y Remington's, Pharmaceutical Sciences (ediciéon actual),
Mack Publishing Co., Easton, Pa.

El término "Clsg" se refiere a una inhibicién del 50% del efecto maximo obtenido en un analisis que mide dicho
efecto.

Descripcion de los dibujos
La Figura 1 es un diagrama esquematico de la ruta sintética del Ejemplo 1.
Descripcidn Detallada

Para hacer mas claros los objetivos, las soluciones técnicas y las ventajas de la presente divulgacién, a
continuacién se describirdn con méas detalle las soluciones técnicas de las realizaciones ejemplares de la
presente divulgacion.

En la presente divulgacion, los compuestos descritos en la presente divulgacion pueden prepararse mediante
los siguientes métodos. Los siguientes métodos y ejemplos sirven para ilustrar estos métodos. Los compuestos
descritos en el presente documento también pueden sintetizarse utilizando técnicas de sintesis estandar
conocidas por los expertos en la materia, o pueden utilizarse métodos conocidos en la materia y métodos
descritos en el presente documento en combinacién.

Las reacciones quimicas en las realizaciones de la presente divulgacién se completan en un disolvente
adecuado, y el disolvente debe ser adecuado para los cambios quimicos de la presente divulgacion y los
reactivos y materiales requeridos. Para obtener los compuestos de la presente divulgacion, a veces es
necesario que los expertos en la materia modifiquen o seleccionen las etapas de sintesis o los esquemas de
reaccion basandose en las realizaciones existentes.

Una consideraciéon importante en la planificacién de cualquier ruta sintética en la técnica es seleccionar un
grupo protector apropiado para el grupo funcional reactivo (tal como el grupo amino en la presente divulgacién).
Para los profesionales capacitados, Greene y Wuts (Protective Groups In Organic Synthesis, Wiley and Sons,
1991) es la autoridad a este respecto.

Las reacciones descritas en el presente documento pueden controlarse mediante cualquier método adecuado
conocido en la técnica. Por ejemplo, la formacién de productos puede controlarse mediante un método de
amplio espectro, tal como la espectroscopia de resonancia magnética nuclear (tales como 'H o '3C), la
espectroscopia infrarroja, la espectrofotometria (I como la luz UV-visible), la espectrometria de masas, etc., o
la cromatografia, tal como la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) o la cromatografia en capa fina.

Ejemplo 1: (13E,1°E,3R,6S)-4°fluoro-3,6-dimetil-5,8-dioxa-2-aza-1(5,3)-pirazolo[1,5-a]pirimidina-4(1,2)-

benzenaciclononafan-9-ona

= N'N

L0
It O)Qo
4 O\,J
« \

-

F
La ruta sintética se muestra en la Figura 1.

Etapa A: (R, E)-N-(5-fluoro-2-hidroxibencilideno)-2-metilpropano-2-sulfinamida

IANPEN
“#oH
/

|

N

¥
07"
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Se afiadieron 5,8 g (41,4 mmol, 1,0 eq) de 5-fluoro-2-hidroxibenzaldehido y 5,0 g (41,4 mmol, 1 eq) de (R)-2-
metilpropano-2-sulfinamida a 100 mL de cloruro de metileno (DCM), y después se afiadieron 21,5 g (66,3 mmol,
1,6 eq) de Cs,CO3 bajo agitacién magnética. La solucidn resultante se agitd a ta durante la noche. La mezcla
se filtrd y la torta del filtro se enjuagé con diclorometano. El filtrado se concentré para dar el producto bruto,
que se utilizé en la siguiente etapa sin purificacion adicional (8,5 g, rendimiento del 85 %).

Etapa B: (R)-N-((R)- 1-(5-fluoro-2-hidroxifenil)etil)-2-metilpropano-2-sulfinamida

(e

Se afiadieron 24 g (100 mmol, 1,0 eq) de (R,E)-N-(5-fluoro-2-hidroxibencilideno)-2-metilpropano-2-sulfinamida
a 300 mL de THF y la mezcla se enfrié a -65°C, se afiadieron lentamente 100 mL (3 N, 3,0 eq) de bromuro de
metilmagnesio bajo N, y la temperatura se mantuvo por debajo de -50°C. Después de afiadir, la mezcla se dejé
enfriar lentamente a temperatura ambiente durante la noche. El analisis mediante TLC (CH.Clo:hexano=3:1)
mostrd que la reaccién se completé. La mezcla de reaccién se extinguié con agua (500 mL). Se afiadieron 500
mL de acetato de etilo (EA) para la extraccién. Las capas orgéanicas combinadas se lavaron dos veces con
agua y salmuera sucesivamente, y se secaron sobre Na,SO. anhidro. El disolvente se eliminé por
concentracién para obtener el producto bruto, que se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de
silice (8,5 g, rendimiento del 33 %).

H RMN (400 MHz, CDCls) & 9,02 (s, 1H), 6,79 (d, J =34,0 Hz, 1H), 6,65-6,51 (m, 1H), 6,50-6,41 (m, 1H), 5,04
(d, J = 8,0 Hz, 1H), 4,45-4,30(m, 1H), 1,53(d, J = 8,0 Hz, 3H), 1,29 (s, OH).

Etapa C: clorhidrato de (R)-2-(1-aminoetil)-4-fluorofenol

E

OH
O NHy HOL

Se disolvieron 8,5 g (32,8 mmol, 1,0 eq) de (R)-N-((R)-1-(5-fluoro-2-hidroxifenil)etil)-2-metilpropano-2-
sulfinamida en 100 mL de solucién de cloruro de hidrégeno dioxano (4 N). La reaccién se llevd a cabo a
temperatura ambiente durante 3 horas y el analisis mediante TLC mostré que la reaccién se completé. El
disolvente se eliminé por concentracién. El producto bruto se disolvié en 100 mL de EA, se filtr6 y se enjuagé
con EA. El sélido se recogid y se sec6 para obtener el producto objetivo (5,4 g, rendimiento del 87%).

Etapa D: (R)-5-((1-(5-fluoro-2-hidroxifenil)etil)Jamino)pirazolo[1,5-a]pirimidina -3-carboxilato de etilo

9] I
H \'/{’O
N.__N
d e~
HO L/N\N/

E

Se disolvieron 5,3 g (27,9 mmol, 1,0 eq) de clorhidrato de (R)-2-(1-aminoetil)-4-fluorofenol, 6,29 g (27,9 mmol,
1,0 eq) de 5-cloropirazolo[1,5-a]pirimidina-3-carboxilato de etilo y diisopropiletilamina (DIEA) (12 mL, 167 mmol,
6,0 eq) en 60 mL de N,N-dimetilformamida (DMF). La mezcla se calenté a 120 °C durante 5 horas. El analisis
mediante TLC mostré que la reaccién se completé y el disolvente se eliminé por concentracién. Se afiadieron
agua (100 mL) y acetato de etilo (200 mL) para la extraccién. Las capas organicas combinadas se lavaron dos
veces con agua y salmuera sucesivamente, y se secaron sobre Na>;SO,4 anhidro. El disolvente se eliminé por
concentracién para obtener el producto bruto, que se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de
silice (2,9 g, rendimiento del 31 %).

H RMN (400 MHz, CDCis) 8 9,17 (brs, 1H), 8,24 (s, 1H), 8,14 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,93-6,90 (m, 2H), 6,83 (d, J =

8,0 Hz, 1H), 6,13 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 5,81 (d, J= 8,0 Hz, 1H), 5,64 (t, J= 8,0 Hz, 1H), 4,42 (q, J = 8,0 Hz, 2H),
1,61(d, J = 8,0 Hz, 3H), 1,41 (t, 3H).
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Etapa E: (R)-2-hidroxipropil pivalato

Ho,:«\,on

0O

A una solucién de (R)-propano-1,2-diol (7,6 g, 100 mmol, 1,0 eq) y piridina (16 mL, 200 mmol, 2,0 eq) en 80
mL de diclorometano (DCM) se afiadid lentamente cloruro de pivaloilo (12,6 g, 100 mmol, 1,0 eq) en un bafio
de hielo. Después de afiadirlo, la mezcla se dej6 reposar a temperatura ambiente durante la noche. El analisis
mediante TLC mostré que la reaccién se completé y el disolvente se eliminé por concentracién. Se afiadieron
agua (100mL) y acetato de etilo (250mL) para la extraccién. Las capas organicas combinadas se lavaron dos
veces con agua y salmuera sucesivamente, y se secaron sobre Na>;SO,4 anhidro. El disolvente se eliminé por
concentracién para obtener el producto bruto, que se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de
silice (10,5 g, rendimiento del 66 %).

Etapa F: Compuesto 11

~N
=l N 2
o ——
BNT N

A

A una solucién de (R)-5-((1-(5-fluoro-2-hidroxifenil)etil)amino)pirazolo[1,5-a]pirimidina-3-carboxilato de (R)-etilo
(2,0 g, 5,8 mmol, 1,0 eq), pivalato de (R)-2-hidroxipropilo (1,39 g, 8,7 mmol, 1,5 eq) y PPhs (3,04 g, 11,6 mmol,
2,0 eq) en DCM (35 mL) se afiadié lentamente azodicarboxilato de diisopropilo (DIAD) (2,02 g, 11,6 mmol, 2,0
eq) en un bafio de hielo. Después de afiadirlo, la mezcla se dej6 reposar a temperatura ambiente durante la
noche. El analisis mediante TLC mostré6 que la reaccion se completé y el disolvente se eliminé por
concentracion. Se afiadieron agua (100mL) y acetato de etilo (250mL) para la extraccién. Las capas organicas
combinadas se lavaron dos veces con agua y salmuera sucesivamente, y se secaron sobre Na,SO4 anhidro.
El disolvente se eliminé por concentracidén para obtener el producto bruto, que se purific6 mediante
cromatografia en columna de gel de silice (2,1 g, rendimiento del 75 %).

H RMN (400 MHz, CDCls) & 8,25(s, 1H), 8,16 (d, J = 8,0Hz, 1H), 7,10(d, J = 8,0Hz, 1H), 6,90(d, J = 8,0Hz,
2H), 6,08 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 5,24 (s, 1H), 4,74-4,65 (m, 1H), 4,38 (q, J = 8,0 Hz, 2H), 4,28-4,13 (m, 3H),
1,56(d, J = 8,0 Hz, 3H), 1,40(t, J = 8,0 Hz, 3H), 1,25(d, J = 8,0 Hz, 3H), 1,20 (t, OH).

Etapa G: Compuesto 12

LR
X S
HN N
OH

o
Q

ol =

. l 3 *\OH

A una solucién del compuesto 11 (1,5 g, 3,1 mmol, 1,0 eq) en MeOH (10 mL) se afiadié una solucién de NaOH
(3,1 mL, 10N, 10,0 eq) en un bafio de hielo. Después de afiadirlo, la mezcla se calenté a temperatura ambiente
durante 2,0 horas. El anélisis mediante TLC mostré6 que la reacciéon se habia completado y la solucién se
eliminé por concentracién. Se afiadi6 solucién de HCI 1 N hasta pH 7. La suspension resultante se recogié por
filtracién y se lavé con 200 mL de agua. El producto bruto se secé para obtener el compuesto objetivo 12 (0,72
g, rendimiento del 63%).

H RMN (400 MHz, DMSO) & 11,50 (s, 1H), 8,55 (d, J = 9,2 Hz, 1H), 8,28 (d, J = 9,2 Hz, 1H), 8,10 (s, 1H)
6,94 (m, 3H), 6,45 (d, J =9,2 Hz, 1H), 5,61 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 4,52-4,35 (m, 1H), 3,68-3,42 (m, 2H), 1,43 (d, J =
8,0 Hz, 3H), 1,24 (d, J = 8,0 Hz, 3H).

Etapa H: (1%E,1°E,3R,6S)-4°fluoro-3,6-dimetil-5,8-dioxa-2-aza-1(5,3)-pirazolo[1,5-a]pirimidina-4(1,2)-
benzenaciclononafan-9-ona
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A una solucién del compuesto 12 (150 mg, 0,40 mmol, 1,0 eq), cloruro de 2,4,6-triclorobenzoilo (489 mg, 2,0
mmol, 5,0 eq) en 10 mL de THF se afiadié EtsN (280 mg, 2,4 mmol, 6,0 eq), la solucién de reaccién se agit6é a
temperatura ambiente durante 30 min. Después, la solucién de reaccién se afiadié lentamente a una solucién
de 4-dimetilaminopiridina (488 mg, 4,0 mmol, 10,0 eq) en 500 mL de tolueno. La mezcla resultante se calenté
a 100°C bajo agitacion durante 2 horas, después la reaccion se agité a temperatura ambiente durante la noche.
El anélisis mediante TLC mostré que la reacciéon se completd y el disolvente se elimind por concentracion y se
afiadi6é agua (30 mL) y EA (50 mL) para la extraccién. Las capas organicas se lavaron dos veces con agua y
salmuera. Se secaron las capas organicas combinadas sobre Na>SO4 anhidro. El disolvente se eliminé por
concentracién para obtener el producto bruto, que se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de
silice (23 mg, rendimiento del 16 %).

CL-MS: m/z =357 [M+H] *.

H RMN (400 MHz, CDCls)  8,26-8,20 (m, 2H), 7,01 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,87-6,69(m, 2H), 6,19 (d, J = 4,0 Hz,
1H), 6,01-5,85 (m, 1H), 5,55 (s, 1H), 4,89 (dd, J = 8,0, 4,0 Hz, 1H), 4,62(s, 1H), 4,13(t, J = 8,0 Hz, 1H), 1,63-
1,52(m, 6H).

Ejemplo 2: (1°E,14E,3S,6S)-4°-fluoro-3,6-dimetil-5,8-dioxa-2-aza-1(5,3)-pirazolo[1,5-a] pirimidina-4(1,2)-
benzenaciclononafan-9-ona

~N
J@s
" Ml
? N N
A0

Sl
F = :

El compuesto (20 mg, 15 %) se prepard segun las etapas descritas en el ejemplo 1. CL-MS: m/z = 357 [M+H]".

Ejemplo 3: (13E,1°E,3S,6R)-4°fluoro-3,6-dimetil-5,8-dioxa-2-aza-1(5,3)-pirazolo[1,5-a]pirimidina-4(1,2)-
benzenaciclononafan-9-ona

2R
X
L0
HN N %
O

o

2y,

El compuesto (31 mg, 22 %) se preparé siguiendo las etapas descritas en el ejemplo 1. CL-MS: m/z = 357
[M+HT".

Ejemplo 4: ('3E,1°E,3R,6R)-4°fluoro-3,6-dimetil-5,8-dioxa-2-aza-1(5,3)-pirazolo[1,5-a]pirimidina-4(1,2)-

benzenaciclononafan-9-ona

f\N"N\
HN \N/Li
o O
“ O},/
O

El compuesto (35 mg, 24 %) se preparé siguiendo las etapas descritas en el ejemplo 1. CL-MS: m/z = 357

15
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[M+H]".

Los siguientes compuestos se prepararon mediante un método similar segun el ejemplo 1:

Ejemplo 5:

(13E,1°E, 3R, 6S)-4°-fluoro-3,6-dimetil-5,9-dioxa-2-aza-1(5,3)-pirazolo[ 1,5-
a]pirimidina-4(1,2)-benzenaciclodecafan-10-ona

Ejemplo 7: a N‘”N\
(13E,1°E, 3R, 8R)-45-fluoro-3,8-dimetil-5,9-dioxa-2-aza-1(5, 3)-pirazolo[1,5- S
a]pirimidina-4(1,2)-benzenaciclodecafan-10-ona HN N o
O O
7 1 \\)u,,,,
S
Ejemplo 8: fN’N\
(13E,1°E, 3R, 6S)-4°-fluoro-2, 3,6-trimetil-5,8-dioxa-2-aza-1(5, 3)-pirazolo[1,5- N A, Ay
a]pirimidina-4(1,2)-benzenaciclononafan-9-ona o
o O
7 i N
xS T
Ejemplo 10: f\NrT\L
(13E,1°E, 3R,6S)-4°-fluoro-2, 3,6-trimetil-8-oxa-5-tia-2-aza-1(5,3)-pirazolo[1,5- \N \N x

a]pirimidina-4(1,2)-benzenaciclononafan-9-ona

Ejemplo 16:

(R,13E,1E)-4°>-fluoro-3-metil-5-oxa-8-tia-2-aza-1(5, 3)-pirazolo[1,5-
a]pirimidina-4(1,2)-benzenaciclononafan-9-ona

Ejemplo 18:

(13E,1°E, 3R,6S)-1%-amino-4>-fluoro-3,6-dimetil-5, 8-dioxa-2-aza-1(5, 3)-
pirazolo[1,5-a]pirimidina-4(1,2)-benzenaciclononafan-9-ona

Ejemplo 19:

(13Z,1°E, 3R,68)-12-bromo-45-fluoro-3,6-dimetil-5,8-dioxa-2-aza-1(5, 3)-
pirazolo[1,5-a]pirimidina-4(1,2)-benzenaciclononafan-9-ona

~N
N A\ Br
.
=0

Ejemplo 20:
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(13E,1°E, 3R,6S)-4°-fluoro-3,6-dimetil-9-ox0-5,8-dioxa-2-aza-1(5, 3)-
pirazolo[1,5-a]pirimidina-4(1,2)-bencenaciclononafano-12-carbonitrilo

Ejemplo 6: (1°E,1°E,3R,7R)-4°fluoro-3,7-dimetil-5,8-dioxa-2-aza-1(5,3)-pirazolo[1,5-a]pirimidina-4(1,2)-
benzenaciclononafan-9-ona

e N’N\
S Sy
N N

H
~ =0

QO
-

=

Etapa A: (R)-2-hidroxipropil 4-metilbencenosulfonato

N

A una solucién de (R)-propano-1,2-diol (2,08 g, 27,3 mmol, 1,0 eq) y EtsN (8,3 g, 81,9 mmol, 3,0 eq) en 40 mL
de CHJCl,,se afiadié lentamente cloruro de 4-metilbencenosulfonilo (5,2 g, 27,34 mmol, 1,0 eq) a temperatura
ambiente. Se afiadi6é cantidad catalitica de DMAP. La reaccién se agité durante la noche a temperatura
ambiente. Después de afladir agua, el producto se extrajo tres veces con CHxCly y se lavd una vez con
salmuera. Las fases organicas se secaron sobre Na,SO4 anhidro y se evaporaron al vacio. El residuo se
purificd mediante cromatografia en columna sobre silice para obtener el producto puro (2,1 g, rendimiento del
33 %).

H RMN(400 MHz, CDCls) & 7,85 (d, J= 8,2 Hz, 2H), 7,40 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 4,16-3,98 (m, 2H), 3,92-3,87 (m,
1H), 2,50 (s, 3H), 1,20 (d, J = 6,4 Hz, 3H).

Etapa B: 5-(((R)-1-(5-fluoro-2-((R)-2-hidroxipropoxi)fenil)etil)amino)pirazolo[1,5-a]pirimidina-3-
carboxilato de etilo

el N'N\

N I
HN™ N
\/L COOEL
@ OH
F

A una solucién de (R)-5-((1-(5-fluoro-2-hidroxifenil)etil)amino)pirazolo[1,5-a]pirimidina-3-carboxilato de etilo
(680 mg, 1,97 mmol, 1,0 eq) en DMF, se afiadié sucesivamente K.COs (1,36 g, 9,85 mmol, 5,0 eq) y (R)-2-
hidroxipropil 4-metilbencenosulfonato (500 mg, 2,17 mmol, 1,1 eq). Después de la adicién, la mezcla de
reaccién se calenté a 80 °C en un bafio de aceite durante 4 horas. Después de enfriar a temperatura ambiente,
la reaccién se detuvo con agua y el producto se extrajo tres veces con EA. Las fases orgénicas combinadas
se lavaron tres veces con agua, se secaron sobre Na>;SO4 anhidro y se evaporaron a vacio. El residuo se
purific6 mediante cromatografia en columna sobre silice para obtener el producto puro (278 mg, rendimiento
del 35 %). CL-MS: m/z = 403 [M+H]".

CL-MS: m/z = 403 [M+HT".

Etapa C: Acido 5-(((R)-1-(5-fluoro-2-((R)-2-hidroxipropoxi)fenil)etil)Jamino) pirazolo[1,5-a]pirimidin-3-
carboxilico
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Procedimiento al que se hace referencia en la etapa C del ejemplo 13.
CL-MS: m/z = 375 [M+H]".

Etapa D: (1°E,1°E,3R,7R)-4°fluoro-3,7-dimetil-5,8-dioxa-2-aza-1(5,3)-pirazolo[1,5-a]pirimidina-4(1,2)-
benzenaciclononafan-9-ona

IN

/N\
HN
<

M %

Procedimiento referido a la etapa D del ejemplo 13.

H RMN (400 MHz, CDCls) 5 8,24 (s, 1H), 8,18 (d, J = 7,2 Hz, 1H), 7,01 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 6,88-6,86 (m, 1H),
6,79 (s, 1H), 6,17-6,15 (m, 2H), 5,62 (s, 1H), 5,52 (s, 1H), 4,37 (d, J = 10,4 Hz, 1H), 4,08 (d, J = 10,0 Hz, 1H),
1,71(d, J = 6,4 Hz, 3H), 1,57 (d, J = 7,0 Hz, 3H). CL-MS: m/z = 357 [M+HT".

Ejemplo 9: (1°E,1E,3R,6S)-4%-fluoro-3,6-dimetil-8-oxa-5-tia-2-aza-1(5,3)-pirazolo[1,5-a]pirimidina-4(1,2)-
benzenaciclononafan-9-ona

Etapa A: (R)-5-((1-(5-fluoro-2-(((trifluorometil)sulfonil)oxi)fenil)etil)Jamino)pirazolo[1,5-a]pirimidina-3-
carboxilato de etilo

~N
N X
"N S W
HN™ N
COCEt
OTf

F

A una solucién de (R)-5-((1-(5-fluoro-2-hidroxifenil)etil)amino)pirazolo[1,5-a]pirimidina-3-carboxilato de etilo en
CH2Clz en un bafio de hielo, se afiadieron lentamente sucesivamente piridina (489 mg, 3,18 mmol, 3,0 eq) y
anhidrido trifluorometanosulfénico (872 mg, 3,09 mmol, 1,5 eq). La reaccién se agité durante 2 horas a
temperatura ambiente. Después de afiadir agua, el producto se extrajo tres veces con CH.Cl. Las fases
organicas combinadas se lavaron una vez con salmuera, se secaron sobre Na SO, anhidro y se evaporaron a
vacio. El residuo se purific6 mediante cromatografia en columna sobre silice para obtener el producto puro
(785 mg, rendimiento del 80 %).

CL-MS: m/z = 477 [M+HT".

Etapa B: (R)-1-((terc-butildimetilsilil)oxi)propan-2-ilo 4-metilbencenosulfonato
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Procedimiento al que se hace referencia en la etapa A del ejemplo 6.

Etapa C: (S)-S-(1-((terc-butildimetilsilil)oxi)propan-2-il)etanotioato

0
P.e S/'\/OTBS

A una solucién de 4-metilbencenosulfonato de (R)-1-((terc-butildimetilsilil)oxi)propan-2-ilo (2,0 g, 5,8 mmol, 1,0
eq) en DMF, se afiadié lentamente etanotioato de potasio (796 mg, 6,96 mmol, 1,2 eq). La mezcla de reaccién
se calenté a 60 °C en un bafio de aceite durante 4 horas. Después de enfriar a TA, se afiadié agua. El producto
fue extraido tres veces con EA. Las fases organicas combinadas se lavaron tres veces con agua, se secaron
sobre Na,SO4 anhidro y se evaporaron a vacio. El residuo se purificé mediante cromatografia en columna
sobre silice para obtener el producto puro (1,0 mg, rendimiento del 69 %).

Etapa D: (S)-1-((terc-butildimetilsilil)oxi)propano-2-tiol

J\/OTBS
HS

A una solucién de (S)-S-(1-((terc-butildimetilsilil)oxi)propan-2-il)etanotioato (1,0 g, 4,02 mmol, 1,0 eq) en
MeOH/H>0 (5:1),se afiadié lentamente NaOH (241 mg, 6,03 mmol, 1,5 eq) bajo un bafio de hielo. La reaccién
se agitd durante 0,5 horas més. Se eliminé el MeOH mediante destilacién al vacio y el producto se extrajo tres
veces con CHyCl. Las fases organicas combinadas se lavaron una vez con salmuera, se secaron sobre
Na>SO4 anhidro y se evaporaron a vacio. El residuo se purificé mediante cromatografia en columna sobre silice
para obtener el producto puro (700 mg, rendimiento del 84 %).

Etapa E: 5-(((R)-1-(2(((S)-1-((terc-butildimetilsilil)oxi)propan-2-il }tio) -5-
fluorofenil)etil)amino)pirazolo[1,5-a]pirimidina-3-carboxilato de etilo
~N
N 2
o o
HN™ N
COOEL
S otes

F

A una solucién de (R)-5-((1-(5-fluoro-2-(((trifluorometil)sulfonil)oxi)fenil)etillamino)pirazolo[1,5-a]pirimidina-3-
carboxilato de etilo (646 mg, 1,35 mmol, 1,0 eq) en 1,4-dioxano, se afadieron (S)-1-((terc-
butildimetilsilil)oxi)propano-2-tiol (700 mg, 3,39 mmol, 2,5 eq), Xantphos (156 mg, 0,27 mmol, 0,2 eq), DIEA
(1,3 mL, 8,1 mmol, 6,0 eq) y Pdx(dba)s(124 mg, 0,135 mmol, 0,1 eq). Se reemplazé 3 veces con Nz y se calentdé
a 120 °C durante la noche mediante un bafio de aceite. Después de enfriar a TA, se afiadié agua. El producto
se extrajo 3 veces con EA. Las fases organicas combinadas se lavaron una vez con salmuera, se secaron
sobre Na,SO4 anhidro y se evaporaron a vacio. El residuo se purificé mediante cromatografia en columna
sobre silice para obtener el producto puro (390 g, rendimiento del 54 %).

CL-MS: m/z = 533 [M+HT".

Etapa F: 5-(((R)-1-(5-fluoro-2-(((S)-1-hidroxipropan-2-il)tio)fenil)etil)Jamino)pirazolo[1,5-a]pirimidina-3-
carboxilato de etilo

Procedimiento al que se hace referencia en la etapa B del ejemplo 13.
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CL-MS: m/z = 419 [M+HT".

Etapa G: Acido 5-(((R)-1-(5-fluoro-2-(((S)-1-hidroxipropan-2-il)tio)fenil)etil)amino)pirazolo[1,5-
a]pirimidina-3-carboxilico

2 - N
L9
o~ AT
N/Q

HN

Procedimiento al que se hace referencia en la etapa C del ejemplo 13.
CL-MS: m/z = 391 [M+H]".

Etapa H: (1°E,1E,3R,6S)-4°-fluoro-3,6-dimetil-8-oxa-5-tia-2-aza-1(5,3)-pirazolo[1,5-a]pirimidina-4(1,2)-
benzenaciclononafan-9-ona

o
A~
o

O
ss\-—'/

. N

HN

F

Procedimiento al que se hace referencia en la etapa D del ejemplo 13.

"H RMN (400 MHz, CDCls) 5 8,36-8,24 (m, 2H), 7,49-7,47 (m, 1H), 7,13-6,94 (m, 2H), 6,28 (d, J = 7,6 Hz, 1H),
6,12-6,01 (m, 1H), 5,66 (s, 1H), 5,03 (dd, J = 11,6, 3,8 Hz, 1H), 3,87 (t, J = 11,2 Hz, 1H), 3,50-3,49 (m, 1H),
1,74 (d, J =7,2 Hz, 3H), 1,50 (d, J = 7,0 Hz, 3H).

CL-MS: m/z = 373 [M+H]".

Ejemplo 13: (R,1°E,1*E)-4°-fluoro-3-metil-5,8-dioxa-2-aza-1(5,3)-pirazolo[1,5-a]pirimidina-4(1,2)-
benzenaciclononafan-9-ona

~N
= "N N
D Ny

HNT N
0
O ]
NS
" {
F
Etapa A: (R)-5-(1-(2(2-((terc-butildimetilsilil)oxi)etoxi)-5-fluorofenil)etil)amino)pirazolo[1,5-
a]pirimidina-3-carboxilato de etilo
~N
2N X
N —y
HN™ N
COOEt
O~ores

A una solucién de (R)-5-((1-(5-fluoro-2-hidroxifenil)etil)amino)pirazolo[1,5-a]pirimidina-3-carboxilato de etilo
(600 mg, 1,74 mmol, 1,0 eq), pivalato de (R)-2-hidroxipropilo (614 mg, 2,48 mmol, 2,0eq), PPhs (911 mg, 3,48
mmol, 2,0 eq) en 35 mL de CHxCl,, se afiadié lentamente DIAD (703 mg, 3,48 mmol, 2,0 eq) en un bafio de
hielo. Después de calentar a temperatura, la mezcla de reaccidn se agit6é durante la noche. El analisis mediante
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TLC mostré que la reacciéon se completd y el contenido se evapord al vacio para obtener el residuo, que se
purificé mediante cromatografia en columna sobre silice para producir el producto puro (719 g, rendimiento del
82%).

CL-MS: m/z = 503 [M+HT*

Etapa B: (R)-5-((1-(5-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)etil)Jamino)pirazolo[1,5-a]pirimidina-3-carboxilato de
etilo

A una solucidn de (R)-5+(1-(2-(2-((terc-butildimetilsilil)oxi)etoxi)-5-fluorofenil)etil)amino)pirazolo[1,5-
a]pirimidina-3-carboxilato de etilo(719 mg, 1,43 mmol, 1,0 eq) en THF, se afiadié fluoruro de tetrabutilamonio
trihidrato (900 mg, 2,86 mmol, 2,0 eq) en un bafio de hielo. Después de afiadir y calentar a temperatura
ambiente, la reaccién se agité durante 1,5 horas méas a temperatura ambiente. Después de afiadir agua, el
producto se extrajo 3 veces con EA. Las fases organicas combinadas se lavaron una vez con agua, se secaron
sobre Na>SO4 anhidro y se concentraron a mediante destilacién a vacio. El residuo se purific6 mediante
cromatografia en columna sobre silice para obtener el producto puro (519 mg, rendimiento del 93 %).

CL-MS: m/z = 389 [M+HT".

Etapa C: (R)-5-((1-(5-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)etil)Jamino)pirazolo[1,5-a]pirimidina-3-carboxilato de
etilo

A una solucién de (R)-5-((1-(5-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)etil)amino)pirazolo[1,5-a]pirimidina-3-carboxilato de
etilo (519 mg, 1,34 mmol,1,0eq) en MeOH/H,O(5:1) se afladi6 NaOH (1,6 g, 40,2 mmol, 40,0 eq) y se calent6
a 80 °C durante 5,0 horas bajo un bafio de aceite. La solucidn se enfrié a temperatura ambiente, se concentré
parcialmente mediante destilacién al vacio y se acidificé con una solucién de HCI 1N hasta pH 5. La suspension
resultante se extrajo dos veces con EtOAc. Las capas organicas combinadas se secaron sobre Na,SO4 anhidro
y se evaporaron al vacio para obtener el producto. (482 mg, rendimiento del 100%).

CL-MS: m/z = 361 [M+HT".

Etapa D: (R,13E 1*E)-4°-fluoro-3-metil-5,8-dioxa-2-aza-1(5,3)-pirazolo[1,5-a]pirimidina-4(1,2)-
benzenaciclononafan-9-ona

~N
J@s
D AT
N
OO

o

HN
8]

F

A una solucidén de #écido (R)-5-((1-(5-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)etil)amino)pirazolo[1,5-a]pirimidina-3-
carboxilico (150 mg, 0,42 mmol, 1,0 eq) y clorhidrato de 1-etil-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (161 mg, 0,84
mmol, 2,0 eq) en DCM se afiadié 4-dimetilaminopiridina (DMAP) (5 mg, 0,1 eq). La mezcla se calenté mediante
un bafio de aceite hasta que estuvo a temperatura ambiente durante 5,0 horas. Después de enfriar a TA, se
afladié agua. La suspension resultante se extrajo 3 veces con DCM. Las fases organicas combinadas se
lavaron una vez con salmuera, se secaron sobre Na,SO4 anhidro y se concentraron a presién reducida. El

21



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2989 075 T3

residuo se purific6 mediante cromatografia en columna sobre silice para obtener el producto puro (60mg,
rendimiento del 42 %).

H RMN (400 MHz, CDCls) & 8,26 (s, 1H), 8,20 (d, J = 7,4 Hz, 1H), 7,04 (dd, J = 9,0, 2,6 Hz, 1H), 6,95-6,78 (m,
2H), 6,21 (d, J = 7,4 Hz, 1H), 6,14-6,01 (m, 1H), 5,85 (d, J = 5,9 Hz, 1H), 5,06 (d, J = 11,8 Hz, 1H), 4,62-4,59
(m, 1H), 4,49-4,45 (m, 1H), 4,39-4,19 (m, 2H), 1,56 (d, J = 7,0 (Hz, 3H). CL-MS: m/z = 343 [M+H]".

Ejemplo 23: (R,13E,1*E)-4°-fluoro-2,3-dimetil-5,8-dioxa-2-aza-1(5,3)-pirazolo[1,5 - a]pirimidina-4(1,2)-
benzenaciclononafan-9-ona

»s

/ \,J

|
Etapa A: (R)-(1-(5-fluoro-2-hidroxifenil)etil)carbamato de terc-butilo

NHBoc

OH

F

A una solucién de clorhidrato de (R)-2-(1-aminoetil)-4-fluorofenol (3,7 g, 19,3 mmol, 1,0 eq) y trimetilamina
(TEA) (5,4 mL, 38,6 mmol, 2,0 eq) en DCM se afiadié dicarbonato (Boc,O) de di-terc-butilo (4,6 g, 21,2 mmol,
1,1 eq). Después de afiadirlo, la mezcla se agitd a ta durante 2 horas. La mezcla de reaccién se concentrd a
presién reducida. El residuo se purific6 mediante cromatografia en columna sobre silice para obtener el
producto (4,9 g, rendimiento del 100 %).

CL-MS: m/z = 256 [M+H]".
Etapa B: (R)-(1-(2-(2-((terc-butildimetilsilil)oxi)etoxi)-5-fluorofenil)etil)carbamato de terc-butilo

NHBoc

O O~~otRs
F

A una solucidén de (R)-(1-(5-fluoro-2-hidroxifenil)etil)carbamato de terc-butilo (600 mg, 2,35 mmol, 1,0 eq) y
K2COs3 (1,3 g, 9,4 mmol, 4,0 eq) en DMF se afiadié (2-bromoetoxi)(terc-butil)dimetilsilano (1,1 g, 4,7 mmol, 2,0
eq) y se calentd a 80 °C en un bafio de aceite durante 4,0 horas. La mezcla se enfrié a ta. Después de afiadir
agua, la mezcla se extrajo 3 veces con acetato de etilo. Las fases organicas combinadas se lavaron 3 veces
con salmuera, se secaron sobre Na>SO4 anhidro y se concentraron a presion reducida. El residuo se purificé
mediante cromatografia en columna sobre silice para obtener el producto puro (670 mg, rendimiento del 69 %).

CL-MS: m/z = 414 [M+HT".

Etapa C: (R)-(1-(2-(2-((terc-butildimetilsilil)oxi)etoxi)-5-fluorofenil)etil)(metil)carbamato de terc-butilo

F
3
TBSO\//\QZ

A una solucién de (R)-(1-(2-(2-((terc-butildimetilsilil)oxi)etoxi)-5-fluorofenil)etil)carbamato de terc-butilo (670 mg,
1,62 mmol, 1,0 eq) en DMF se afiadié NaH (194 mg, 4,86 mmol, 3,0 eq) en un bafio de hielo. Después de
afladir, la mezcla se agit6 a la temperatura durante 15 minutos y se afiadié CHsl (460 mg, 3,24 mmol, 2,0 eq).
La reaccién se continué durante 2 horas méas. Después de afladir agua, la mezcla se extrajo 3 veces con
acetato de etilo. Las fases organicas combinadas se lavaron 3 veces con salmuera, se secaron sobre
Na>SO4 anhidro y se concentraron a presién reducida. El residuo se purific6 mediante cromatografia en

ceang
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columna sobre silice para obtener el producto (692 mg, rendimiento del 100 %).
CL-MS: m/z = 428 [M+H]".
Etapa D: (R)-(1-(5-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)etil)(metil)carbamato de terc-butilo

Boc
N\

G
F
Procedimiento al que se hace referencia en la etapa B del ejemplo 13.

H RMN (400 MHz, CDCls) 5 7,12-6,94 (m, 2H), 6,84-6,80 (mHz, 1H), 5,92 (bRs, 1H), 4,63 (bRs, 1H), 4,15-
4,13 (m, 1H), 3,92-3,88 (m, 3H), 2,55 (s, 3H), 1,53 (s, 9H), 1,46 (d, J = 7,0 Hz, 3H). CL-MS: m/z = 314 [M+H]".

Etapa E: (R)-2-(4-fluoro-2-(1-(metilamino)etil)fenoxi)etan-1-ol
N
o\/\OH
F
Procedimiento al que se hace referencia en la etapa C del ejemplo 24.
CL-MS: m/z =214 [M+H]".

Etapa F: (R)-5-(1-(5-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)etil)(metil)Jamino)pirazolo[1,5-a]pirimidina-3-
carboxilato de etilo

Procedimiento al que se hace referencia en la etapa D del ejemplo 1.
CL-MS: m/z = 403 [M+H]".

Etapa G: Acido (R)-5-((1-(5-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)etil)amino)pirazolo[1,5-a]pirimidina-3-
carboxililico

Procedimiento al que se hace referencia en la etapa C del ejemplo 13.
CL-MS: m/z = 375 [M+H]".

Etapa H: (R,13E,1°E)-45fluoro-2,3-dimetil-5,8-dioxa-2-aza-1(5,3)-pirazolo[1,5-a]  pirimidina-4(1,2)-
benzenaciclononafan-9-ona

~N
Jgs
-
\\N

N
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Procedimiento al que se hace referencia en la etapa D del ejemplo 13.

H RMN (400 MHz, CDCls) & 8,39-8,25 (m, 2H), 7,01-6,69 (m, 4H), 6,42 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 5,0-5,07 (m, 1H),
4,58-5,56 (m, 1H), 4,44-4,42 (m, 1H), 4,17-4,15 (m, 1H), 3,43 (s, 3H), 1,62 (d, J = 7,4 Hz, 3H). CL-MS: m/z =
357 [M+H]".

Ejemplo 24: (R,1°E/1°E)-4°6,6-trifluoro-3-metil-5,8-dioxa-2-aza-1(5,3)-pirazolo[1,5-a]pirimidina-4(1,2)-
benzenaciclononafan-9-ona

N
L0
I A
HN™ N
0
o §
% A,J
F

Etapa A: (R)-2-(2-(1-((terc-butoxicarbonil)amino)etil)-4-fluorofenoxi)-2,2-difluoroacetato de etilo

NHB
oc
O%LOEt
F F

A una solucién de (R)-(1-(5-fluoro-2-hidroxifenil)etil)carbamato de terc-butilo (700 mg, 2,75 mmol, 1,0 eq) y 2-
bromo-2,2-difluoroacetato de etilo (1,4g, 6,86 mmol, 2,5 eq) en DMF se afiadié DBU (1,06 g, 6,86 mmol, 2,5
eq) y se calenté a 70 °C bajo un bafio de aceite durante 4,0 horas. La mezcla se enfrié a ta. Después de afiadir
agua, la mezcla se extrajo 3 veces con acetato de etilo. Las fases organicas combinadas se lavaron 3 veces
con salmuera, se secaron sobre Na>SO4 anhidro y se concentraron a presién reducida. El residuo se purificé
mediante cromatografia en columna sobre silice para obtener el producto puro (720 mg, rendimiento del 69 %).

F

H RMN (400 MHz,CDCls) & 7,33-7,23 (m, 1H), 7,10-7,07 (m, 1H), 6,97-5,93 (m, 1H), 5,19 (s, 1H), 4,98 (s, 1H),
4,45 (q, J = 7,0 Hz, 2H), 1,49-1,39 (m, 15H).

Etapa B: (R)-(1-(2-(1,1-difluoro-2-hidroxietoxi)-5-fluorofenil)etilo)carbamato de terc-butilo
NHBoc
O o
£ F

i

A una solucién de (R)-2-(2-(1-((terc-butoxicarbonil)amino)etil)-4-fluorofenoxi)-2,2-difluoroacetato de etilo (720
mg, 1,9 mmol, 1,0 eq) en THF se afiadié hidruro de litio y aluminio (160 mg, 4,2 mmol, 2,2 eq) en un bafio de
hielo. La mezcla se agité a 0°C durante 2 horas. La reaccién se extingui6 afiadiendo agua. La mezcla se extrajo
3 veces con acetato de etilo. Las fases organicas combinadas se lavaron 3 veces con salmuera, se secaron
sobre Na;SO,4 anhidro y se concentraron a presién reducida. El residuo se purific6 mediante cromatografia en

columna sobre silice para obtener el producto puro (450 mg, rendimiento del 71 %).

H RMN (400 MHz, CDCls)  7,36-7,33 (m, 1H), 7,14-6,94 (m, 2H), 5,27 (s, 1H), 4,87 (bRs, 2H), 4,05-3,97 ( m,
2H), 1,51-1,41 (m, 12H).

Etapa C: (R)-2-(2-(1-aminoetil)-4-fluorofenoxi)-2,2-difluoroetan-1-ol

NH,
] e O)(\OH
2 FF

A una solucién de (R)-(1-(2-(1,1-difluoro-2-hidroxietoxi)-5-fluorofenil)etil)carbamato de terc-butilo (450 mg, 1,34
mmol, 1,0 eq) en DCM se le afiadieron 4 mL de &cido trifluoroacético (TFA). La mezcla se agité durante 3 horas.
Se afiadié solucién saturada de bicarbonato de sodio hasta que estuvo alcalina. La mezcla se extrajo 3 veces
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con acetato de etilo. Los extractos combinados se secaron sobre Na>SO4 anhidro y se concentraron a presién
reducida para obtener el producto puro (315 mg, rendimiento del 100 %).

CL-MS: m/z = 236 [M+HT".

5
Etapa D: (R)-5-((1{(2+(1,1-difluoro-2-hidroxietoxi)-5-fluorofenil)etil)Jamino)pirazolo[1,5-a]pirimidin-3-
carboxilato de etilo

-N

LI

"y gy

HN™ N ‘
COOEt

Ox 0w

F F
£
10

Procedimiento al que se hace referencia en la etapa D del ejemplo 1.

CL-MS: m/z = 425 [M+H]".
15 Etapa E: (R)-5-((1{(2-(1,1-difluoro-2-hidroxietoxi)-5-fluorofenil)etil)Jamino)pirazolo[1,5-a]pirimidin-3-
carboxilato de etilo
~N
N X
D T
HN" N
COOH
o>(\OH
F F
e

20  Procedimiento al que se hace referencia en la etapa C del ejemplo 13.

CL-MS: m/z = 397 [M+HT".

Etapa F: (R,13E 1°E)-4°6,6-trifluoro-3-metil-5,8-dioxa-2-aza-1(5,3)-pirazolo[1,5-a] pirimidina-4(1,2)-
25 benzenaciclononafan-9-ona

-N
L3
AN

Procedimiento al que se hace referencia en la etapa D del ejemplo 13.

30
H RMN (400 MHz, CDCls) & 8,27-8,25 (m, 2H), 7,23 (s, 1H), 7,08 (dd, J = 8,8, 3,0 Hz, 1H), 6,94-6,90 (

6,26 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 5,85 (bRs, 1H), 5,57 (bRs, 1H), 5,01-4,93 (m, 1H), 4,82-4,77 (m, 1H), 1,58 (d,
Hz, 3H). CL-MS: m/z = 379 [M+H]"*.

1H),
7,0

m,
J=

35 Ejemplo 25: (R,13E 1*E)-4°-fluoro-3-metil-8-oxa-5-tia-2-aza-1(5,3)-pirazolo[1,5-a] pirimidina-4(1,2)-
benzenaciclononafan-9-ona

~N
J@s
N S
N
O
¢

S/

HN
~
|

7N

F

40  El compuesto se sintetizé segln el ejemplo 9.
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H RMN (400 MHz, CDCls) & 8,33-8,20 (m, 2H), 7,44-7,42 (m, 1H), 7,06-7,04 (m, 1H), 6,96-6,94 (m, 1H), 6,25
(d, J =7,4 Hz, 1H), 6,17-5,98 (m, 1H), 5,64 (s, 1H), 5,02-5,00 (m, 1H), 4,21-4,06 (m, 1H), 3,78-3,76 (m, 1H),
3,33-3,18 (m, 1H), 1,49 (d, J = 7,0 Hz, 3H). CL-MS: m/z = 359 [M+H]*.

Evaluacién de compuestos
1. Actividad inhibidora de compuestos sobre TRKA, TRKB, TRKC y ROS1 (Clso)

La actividad inhibidora de los compuestos sobre las quinasas TRKA, TRKB, TRKC y ROS1 se analizé con el
ensayo de cambio de movilidad. La plataforma de deteccién es tecnologia de chip microfluidico basada en
MSA, que aplica el concepto basico de electroforesis capilar al entorno microfluidico. El sustrato utilizado en el
experimento es un polipéptido marcado con fluorescencia. Bajo la catélisis de la enzima en el sistema de
reaccion, el sustrato se transforma en un producto, con la carga modificada en consecuencia. La tecnologia
MSA podria detectar el sustrato y el producto con diferente carga por separado.

La operacién se describe de la siguiente manera:

El polvo compuesto se disolvi6 en DMSO al 100% (Sigma, Cat. D8418-1l) para preparar una solucién de
almacenamiento de 10 mM. Los compuestos tenian una concentracién de prueba inicial de 100 nM y se
diluyeron en serie tres veces para obtener 10 muestras para inspeccién de multiples orificios. Para los objetivos
de las quinasas TRKA, TRKB y TRKC, se utilizé Loxo-101 (Selleckchem, Cat. S7960) como compuesto de
referencia positivo; para ROS1, se utilizé estaurosporina (Selleckchem, Cat. S1421) como compuesto de
referencia positivo. Los compuestos diluidos en gradiente se mezclaron con la quinasa
TRKA/TRKB/TRKC/ROS1 (Carna, Cat. 08-186/08-187/08-197/08-163) con una concentracién final de 2,5
nM/2,55 nM/2,5 nM/0,3 nM en una placa Optiplate-384F (PerkinElmer, Cat. 6007270) y se incubaron a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Después de eso, se afiadié ATP con una concentracién final de 47,8
MM/71,2 uM/44,4 uM/26,7 uM, y se afladié 3 uM de sustrato quinasa 22 (GL Biochem, Cat. 112393). La reaccién
se llevé a cabo a temperatura ambiente durante 30 min/40 min/20 min/20 min respectivamente. Una vez
finalizada la reaccién, se leyé la velocidad de conversién mediante Caliper EZ Reader II.

Analisis de datos:

% Inhibicid Conversion%_Max — Conversién%_muestra X 100
% Inhibicién = — , — -
Conversién%_Max — Conversion%_min

Conversién%_ Muestra: velocidad de conversién de la muestra;

Conversién%_ Min: valor medio del control negativo, que representa la velocidad de conversion sin actividad
enzimatica;

Conversién%_Max: valor medio del control positivo, que representa la lectura de la velocidad de conversién
sin inhibicién del compuesto.

Tomando el valor logaritmico de la concentracién como eje X y la tasa de inhibicién porcentual como eje Y, la
curva de respuesta a la dosis se ajusté mediante el software de anélisis GraphPad Prism 5, de este modo se
obtuvo el valor Clsg de cada compuesto sobre la inhibicidn de la actividad enzimatica.

2. Actividad inhibidora de compuestos de ROS 1-G2032R (Clso)

Basandose en el principio de LanceUltra (Perkin Elmer, CR97-100), se establecié la plataforma de deteccidn
de la actividad de la quinasa ROS1-G2032R para determinar la actividad inhibidora de los compuestos.

El polvo compuesto se disolvi6 en DMSO al 100 % (Sigma, Cat. D8418-11) para preparar una solucién de
almacenamiento de 10 mM. Los compuestos tenian una concentraciéon de prueba inicial de 1000 nM y se
diluyeron en serie tres veces para obtener 11 muestras para inspeccién de mdultiples orificios. Se utilizé TPX-
0005 (suministrado por WuXi AppTec) como compuesto de referencia positivo. Los compuestos diluidos en
gradiente se mezclaron con quinasa ROS1-G2032R 0,016 nM (Abcam, Cat. ab206012), péptido LANCE Ultra
ULight-poly GT 50 nM (PerkinElmer, Cat. TRF0100-M) y 2,6 UM de ATP (Sigma, Cat. A7699) en la placa
Optiplate-384F (PerkinElmer, Cat. 6007299) y se incubaron a temperatura ambiente durante 60 minutos. Se
utilizaron 5 pl de EDTA 40 mM para detener la reaccién. Después se afiadié europio-anti-fosfotirosina (PT66)
2 nM (PerkinElmer, Cat. AD0069) y se incubd a temperatura ambiente durante 60 minutos. La sefial LANCE se
obtuvo mediante En Visiontm (PerkinElmer, 2014) (luz de excitacion, 320 nm; luz de emisién, 665 nm). Los
valores de Clsp de los compuestos se calcularon utilizando el software XLFIT5 (IDBS).

3. Actividad inhibidora de compuestos sobre TRKA y ALK-L1196M (ICso0)
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Basandose en el principio HTRF de Cisbio (Cisbio, Cat.08-52), se establecié la plataforma de deteccién de
actividad de quinasa TRKA y ALK-L1196M para determinar la actividad inhibidora de los compuestos. El polvo
compuesto se disolvi6 en DMSO al 100 % (Sigma, Cat. D8418-1l) para preparar una solucién de
almacenamiento de 10 mM. Los compuestos tenian una concentracién de prueba inicial de 1000 nM y 10 000
nM respectivamente, se diluyeron en serie tres veces para obtener 11 muestras para inspeccién de maltiples
orificios. RXDX-101 (WuXi AppTec. suministrado) o Crizotinib (WuXi AppTec. Supplied) se utilizé como
compuesto de referencia positivo.

Los compuestos diluidos en gradiente se mezclaron con 0,5 nM TRKA (Carna, Cat. 08-186)/ALK-L1196M
(Carna, Cat. 08-529), 0,3 uM/1 uM TK Susstrate-biotin y 90 pM/30 uM ATP (Sigma, Cat. A7699) en una placa
Optiplate-384F (PerkinElmer, Cat. 6007299) y se incubaron a temperatura ambiente durante 90 min/120 min.
Después se afiadieron 0,67 nM de Eu-TK-Antibody y 50 nM de Streptavidin-XL-665, se mezclaron y se
incubaron a temperatura ambiente durante 60 min. El valor de fluorescencia se obtuvo mediante Envision
(PerkinElmer, #2014) (luz de excitacién, 320 nm; luz de emision, 665 nm). Los valores de Clso de los
compuestos se calcularon utilizando el software XLFIT5 (IDBS).

4. Efecto inhibidor de compuestos sobre la proliferacion de lineas celulares estables de fusion TRK y
mutantes (Clso)

Se probaron los efectos inhibidores de los compuestos en seis lineas celulares, mientras que LOXO-101
(Selleckchem, Cat. S7960) y TPX-0005 (Selleckchem, Cat. S8583) se utilizaron como compuesto de control.
En este experimento se utilizaron seis lineas celulares: Ba/F3 LMNA-NTRK1-WT, Ba/F3 LMNA-NTRK1-G595R,
Ba/F3 ETVB-NTRK2-WT, Ba/F3 ETV6-NTRK2-G639R, Ba/F3 ETV6-NTRK2-G639R y Ba/F3 ETV6-NTRKS3-
G623R. Para las seis lineas celulares, la concentracion maxima de prueba del compuesto fue 1 uM, 1 pM, 10
MM, 100 pM, 1 M y 10 pM, se diluyeron en gradiente de 3,16 veces para obtener 9 muestras.

La operacién se describe brevemente de la siguiente manera:

Las células en fase de crecimiento logaritmico se recolectaron para asegurar que la viabilidad celular fuera
superior al 90 %. Se sembraron 3000 células/pocillo en una placa de 96 pocillos (Corning, Cat# 3603). Las
células se incubaron durante la noche a 37 °C, 5 % de CO2, 95 % de humedad. Después, a cada pocillo que
contenia las células de la placa de 96 pocillos se le afiadieron las soluciones compuestas, 3 pocillos para cada
solucién compuesta, y se continué incubando durante otras 72 horas. Después se utilizd el kit CellTiter-
Glo® (Promega, Cat#G7572) para realizar la deteccion. Primero, se fundio el reactivo CTG y la placa celular se
equilibré a temperatura ambiente. Se afiadié el mismo volumen de solucién CTG a cada pocillo y se hizo vibrar
en el agitador durante 5 minutos para lisar las células. La placa celular se mantuvo a temperatura ambiente
durante 20 minutos para estabilizar la sefial luminiscente. El valor luminiscente se recopilé mediante el detector
de microplacas SpectraMax (MD, 2104-0010A). La curva dosis-respuesta fue ajustada mediante el software de
analisis GraphPad Prism 5, con lo que se obtuvo el valor Clsgp de cada compuesto sobre la inhibicién de la
proliferacién celular.

Tasa de supervivencia celular (%) = (lUMgrmaco — UMypegio) /UM eguia — UMy04:0) X 100 %

Tabla 1. Actividad inhibidora de las quinasas TRKA y ALK-L1196M

Compuesto | TRKA ALK L1196M
Clso (nM) Clso (nM)

Crizotinib ND 106

Ceritinib 182 ND

Alectinib 60,4 ND

Lorlatinib 6,2 9

TPX-0005 | 0,067 39

Ejemplo 1 0,13 50

Tabla 2. Actividad inhibitoria sobre las quinasas TRKA, TRKB, TRKC, ROS1 y ROS1-G2032R

Compuesto | TRKA TRKB TRKC ROS1 ROS1-G2032R
C|50 (nM) C|50 (nM) C|50 (nM) C|50 (nM) C|50 (nM)
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LOXO-101 | 1,1 1,9 2,0 - -
TPX-0005 | 0,32 0,44 0,55 0,17 1,01
Ejemplo 1 0,42 0,50 0,61 0,33 0,36
Ejemplo 13 | 0,62 0,90 0,73 1,9 -
Ejemplo6 | 0,75 1,20 1,20 0,78 -
Ejemplo 23 | 0,39 0,48 0,63 4,8 -
Ejemplo 24 | 0,56 0,60 0,75 0,29 -
Ejemplo 9 | 0,59 0,86 0,76 0,54 -
Ejemplo 25 | 1,10 1,60 1,10 1,20 -

Tabla 3. Actividad inhibidora sobre la proliferacién de lineas celulares estables de fusién TRK y
mutantes

Linea celular Clso (nM) TRKC

LOXO-101 | TPX-0005 | Ejemplo 1
Ba/F3 LMNA-NTRK1-WT 47,4* 0,7% 5,4*/1,0%
Ba/F3 LMNA-NTRK1-G595R | 2174,3* 2,0% 7,8*1,3%
Ba/F3 ETV6-NTRK2-WT 75,3* 2,5% 7,8%14,2%
Ba/F3 ETV6-NTRK2-G639R | 8183,5* 86,6% 100,5*/64,6*
Ba/F3 ETV6-NTRK3-WT 6,8* 0,8% 0,2*/1,0%
Ba/F3 LMNA-NTRK3-G623R | 1095,7* 9,0% 8,4*/8,3"
Nota: *el mismo lote de prueba; *el mismo lote de prueba -

5. Analisis del efecto sinérgico

Las células H1975(doble mutacién L858R y T790M) se cultivaron en medio RPMI-1640 que contenia 10 % de
FBS y 1 % de P/S (promicina/estreptomicina). Para probar los compuestos, se sembraron células H1975 en
una placa de 96 pocillos (Corning, Cat#3917) a 3000 células/pocillo y los compuestos se afiadieron a 195 pL
de solucién/pocillo. La concentracién de prueba inicial del compuesto fue 10 uM, diluida en gradiente 3 veces
para obtener 11 muestras. Se afiadieron 4 pL de cada muestra a 96 pL de medio RPMI-1640 para diluir el
compuesto 25x. Se afiadieron 5 yL a 195 pL de medio celular (la concentracidn final de DMSO es 0,1 %, v/v).
Después de 72 h de incubacion, se a 35 afiadieron L de CellTiter-Blue® (Promega, Cat#G8082) a las células.
La sefial de fluorescencia se midié con FlexStation 3 (Molecular Devices) segun las instrucciones y el valor
Clso del compuesto sobre la inhibicién de la proliferacion celular se calculé mediante el software Graphpad
Grism 5.0. Se utilizé6 el método del indice de Chou-Talalay para analizar el efecto de la combinacién. 0,9 <
indice de combinacién (IC) < 1,1 significa efecto aditivo, 0,8 < IC < 0,9 significa efecto sinérgico bajo, 0,6 < IC
< 0,8 significa efecto sinérgico medio, 0,4 < IC < 0,6 significa efecto sinérgico alto, 0,2 < IC < 0,4 significa efecto
sinérgico fuerte.

Los datos mostraron que la combinacién del ejemplo 1 y AZD9291 mostrd un efecto sinérgico medio a alto
sobre las células mutantes dobles de EGFR H1975 (mutacién doble L858R y T790M) (Ejemplo 1, IC = 0,53-
0,67), lo que indica que la combinacién del compuesto de prueba y el inhibidor de EGFR puede superar la
resistencia de EGFR.

6. Analisis farmacocinético

Las ratas SD macho se agruparon, y cada grupo tenia 3 ratas. A cada grupo se le administré el compuesto del
Ejemplo 1 (5 mg/kg) o TPX-0005 (5 mg/kg) mediante una Unica sonda oral, o el compuesto del Ejemplo 1 (1
mg/kg) mediante inyeccién intravenosa. Los animales ayunaron durante la noche desde 10 horas antes de la
administracién hasta 4 horas después de la administracién. Se recogieron muestras de sangre a las 0,25, 0,5,
1,2, 4, 8 y 24 horas después de la administracién en el grupo oral y a las 0,083, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8 y 24 horas
después de la inyeccidn en el grupo intravenoso. Después de la anestesia con isoflurano, se colocaron 0,3 mL
de sangre entera extraida a través del plexo venoso del fondo en el tubo de anticoagulante con heparina. La
muestra se centrifugd a 4°C a 4000 rpm durante 5 min. El plasma se transfirié al tubo de centrifuga y se
almacené a -80°C hasta su anélisis. El extracto del plasma extraido por precipitacion de proteinas se analizé
mediante CL/IMS/MS. Los resultados de PK se muestran en la Tabla 4 y Tabla 5.
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Tabla 4. Analisis farmacocinético en ratas (PO, 5 mg/kg)

Ejemplo 1 TPX-0005

Tz (h) 1,84 3,55
Tméx (h) 0,667 1,33
Cmax (ng/mL) 952 503

AUCoq.ins (h*ng/mL) 3548 2948
F(%) 114 91,5

5 Tabla 5. Analisis PK en ratas (IV, 1 mg/kg)

Ejemplo 1
T (h) 1,70
Co (ng/mL) 217
Vdss (L/kg) 4,26
C1 (mL/min/kg) 27,2
AUCq.int (h*ng/mL) 621

Los datos mostraron que el compuesto del Ejemplo 1 tuvo un mejor desempefio farmacocinético oral que el de
TPX-0005, y la biodisponibilidad oral del Ejemplo 1 alcanzé el 100 %. Segun el mismo método, todos los deméas
10  compuestos probados también mostraron un mejor perfil de propiedades PK que el TPX-0005.

7. Distribucién de sangre al cerebro

Las ratas SD macho se agruparon, y cada grupo tenia 12 ratas. A cada grupo se le administré el compuesto
15 delos Ejemplos (10 mg/kg) mediante una Unica sonda oral. Los animales ayunaron durante la noche desde 10

horas antes de la administracién hasta 4 horas después de la administracién. Las ratas fueron sacrificadas a

las 0,5, 1, 4 y 12 horas después de la administracién y se recogieron sangre y tejidos cerebrales. Las muestras

se centrifugaron a 4000 rpm a 4 °C durante 5 minutos y el plasma se transfirié al tubo de centrifuga y se

almacend a -80 °C hasta su anélisis. El extracto del plasma extraido por precipitacién de proteinas se analizé
20 mediante CL/MS/MS.

Tabla 6. Distribucién de sangre al cerebro

TPx_0005Jemp|o1
éParémetro de PK I — PSS S —— SR
: iPlasma iCerebro  iPlasma {Cerebro :
AUCoi(nMh) 13947 2351 18163 20766 |

25 Lasreferencias a métodos de tratamiento en la presente descripcion se tienen que interpretar como referencias
a los compuestos, composiciones farmacéuticas y medicamentos de la presente invencién para usar en un
método para el tratamiento del cuerpo humano (o animal) mediante terapia (o para el diagnéstico).
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto representado por la férmula (1) o una sal farmacéuticamente aceptable, un solvato, un
polimorfo o un marcador isotépico del mismo,

/ N/N
\ Rz
l.g \N \
RyRyC o
N X
l ﬁ/
R K// Lx——-(CR,;R,; .
-~
Ry
Férmula (1)
en donde,

X se selecciona de -O- 0 -S-;
L1 se selecciona entre -O-, -S-, -S(=0)-, -S(=0)2-, -NRe- 0 un enlace sencillo;
L, se selecciona entre -O-, -S-, -S(=0)-, -S(=0)2- 0 -NRs-;

R1, R2y Rs se seleccionan cada uno independientemente de los siguientes grupos sustituidos o no sustituidos:
hidrégeno, halégeno, un alquilo C4.s, un alcoxi Ci~g, un haloalquilo C4.g, un cicloalquilo Csz-s, un grupo
heterociclico Cs-g, un grupo arilo Ce.20, Un grupo heteroarilo Cs.o9, hidroxilo, mercapto, carboxilo, grupo éster,
acilo, amino, amida, sulfonilo o ciano;

los sustituyentes Rz y R4 en cada 4tomo de C se seleccionan cada uno independientemente de los siguientes
grupos sustituidos o no sustituidos: hidrégeno, halégeno, un alquilo C4-g, un alcoxi C4-g, un haloalquilo Cs-g, un
cicloalquilo Cs-g, un heterociclilo Cs-s, un arilo Cs-209, un heteroarilo Cs~o0, hidroxi, mercapto, carboxi, grupo
éster, acilo, amino, amido, sulfonilo, ciano, o los sustituyentes Rz y R4 junto con el grupo X forman un grupo
cicloalquilo de 3-10 miembros, un grupo heterociclico de 3-10 miembros que contiene al menos un
heterodtomo, o un grupo heteroarilo de 5-10 miembros que contiene al menos un heterodtomo; o Rs y R4 son
cada uno independientemente un enlace sencillo que conecta el atomo de C y el 4tomo de anillo macrociclico
adyacente;

Rs and Rs se seleccionan cada uno independientemente seleccionados de los siguientes grupos sustituidos o
no sustituidos: hidrégeno, halégeno, un alquilo C1~s, un alcoxi C1~g, un haloalquilo C+-g, un cicloalquilo Cs-g, un
heterociclilo Cs-g, un arilo Ce~20, un heteroarilo Cs~2, hidroxilo, mercapto, carboxi, éster, acilo, amino, amido,
sulfonilo o ciano;

Res se selecciona de los siguientes grupos sustituidos o no sustituidos: hidrégeno, halégeno, un alquilo C+-s, un
alcoxi C1~g, un haloalquilo C1~s, un cicloalquilo Cs~s, un heterociclilo Cs-s, un arilo Ce~o0, Un heteroarilo Cs-~og,
hidroxilo, mercapto, carboxi, éster, acilo, amino, amido, sulfonilo o ciano;

Z representa C o heterodtomo como un dtomo de anillo;

n representa un numero entero de 1 a 10;

los sustituyentes de los grupos mencionados anteriormente pueden seleccionarse de halégeno, un alquilo Cq-g,
un haloalquilo C4-g, un alcoxi Ci-g, un cicloalquilo Cs-g, un heterociclilo Cz~g, un arilo Ce-20, un heteroarilo Cs o,
hidroxilo, mercapto, carboxi, éster, acilo, amino, amido, sulfonilo o ciano;

los heteroatomos mencionados anteriormente se seleccionande N, O o S.

2. El compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable, un solvato, un polimorfo o un marcador isotépico del
mismo segun la reivindicacion 1, en donde el compuesto tiene la estructura de la férmula (2),
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RyRsC

" \\ X
/h\\%\\/’Z

Rz

R

Férmula (2)
en donde R es flior o bromo; y/o
R2 es hidrégeno, flior o bromo.

3. El compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable, un solvato, un polimorfo o un marcador isotépico del
mismo segun la reivindicacién 1 o0 2, en donde la Férmula (1) o la Férmula (2), L4 se selecciona de forma -O-,
-S- o un enlace sencillo; y/o Ly es -NRg-.

4. El compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable, un solvato, un polimorfo o un marcador isotépico del
mismo segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde en la Férmula (1) o la Fé6rmula (2), n representa
un nimero enterode 2, 3, 4, 5 0 6.

5.El compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable, un solvato, un polimorfo o un marcador isotdpico del
mismo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde en la Férmula (1) o la Férmula (2), los
sustituyentes Rz y R4 en cada atomo de C se seleccionan cada uno independientemente de los siguientes
grupos sustituidos o no sustituidos: hidrégeno, halégeno, un alquilo C+-s, un alcoxi C4-5, un haloalquilo C4-s, un
cicloalquilo Cs-g, 0 Rz ¥ R4 son cada uno independientemente un enlace sencillo que conecta el &omode Cy
los atomos del anillo macrociclico adyacentes; y/o

Ra y R4 se seleccionan cada uno independientemente de los siguientes grupos sustituidos o no sustituidos:
hidrégeno, halégeno, un alquilo C4~s5, un alcoxi C4-5, un haloalquilo C1~5 0 un cicloalquilo Cs-; y/o

Rs se selecciona de los siguientes grupos sustituidos o no sustituidos: hidrégeno, halégeno, un alquilo C+-s, un
alcoxi C1~5, un haloalquilo C+-s, un cicloalquilo Cs-s, hidroxilo, mercapto, carboxilo, amino o ciano; y/o

Res se selecciona de los siguientes grupos sustituidos o no sustituidos: hidrégeno, halégeno, un alquilo C+-s, un
alcoxi C1-~s5, un haloalquilo C+-~s, un cicloalquilo Cs-s; y/o

los sustituyentes anteriores pueden seleccionarse entre flior, bromo, -CN, -OH, -CF3, -NH,, -NH(alquilo C4.4),-
N(alquilo C1.4)2, -COo(alquilo C1.4), -CO2H, -NHC(O)alquilo C1.4, -SOo(alquilo C14), - C(O)NH,, -
C(O)NH(alquilo C1.4), -C(O)N(alquilo C1.4)2, un alquilo C1.5, un cicloalquilo Cs.s, un heterociclilo Csze, un arilo Ce.
10 0 un heteroarilo Cs.1o.

6. El compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable, un solvato, un polimorfo o un marcador isotépico del

mismo segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el compuesto se selecciona de las siguientes
estructuras:
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7. Una composicién farmacéutica que comprende el compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable, un
solvato, un polimorfo o un marcador isotépico del mismo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

8.El compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable, un solvato, un polimorfo o un marcador isotdpico del
mismo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para uso en el tratamiento de enfermedades mediadas
por la tirosina quinasa.

9. El compuesto para uso segun la reivindicacién 8, en donde la tirosina quinasa se selecciona de una 0 mas
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de las siguientes: ALK, ROS1, TRKA, TRKB, TRKC, JAK2, SRC, FYN, LYN, YES, FGR, FAK, AXL, ARKS.

10. El compuesto para uso segun la reivindicacién 8, en donde las enfermedades mediadas por la tirosina
quinasa incluyen cancer, dolor, enfermedades neurolégicas, enfermedades autoinmunes e inflamacion.

11. La composicién farmacéutica segun la reivindicacién 7 para su uso en el tratamiento de enfermedades
mediadas por la tirosina quinasa.

12. Compuesto para uso segun la reivindicaciéon 11, en donde la tirosina quinasa se selecciona de una o0 mas
de las siguientes: ALK, ROS1, TRKA, TRKB, TRKC, JAK2, SRC, FYN, LYN, YES, FGR, FAK, AXL, ARKS.

13. La composicién farmacéutica para uso seguln la reivindicaciéon 11, en donde las enfermedades mediadas

por la tirosina quinasa incluyen cancer, dolor, enfermedades neurolégicas, enfermedades autoinmunes e
inflamacion.
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