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DESCRIPCION
Inhibidores de JAK1

La presente invencion se refiere a compuestos de benzimidazol y a sus sales farmacéuticamente aceptables, que
inhiben la Janus cinasa 1 (JAK1), a las composiciones farmacéuticas que comprenden los compuestos y a los
compuestos para su uso en el tratamiento de ciertos tipos de enfermedades autoinmunes.

La familia de las Janus cinasas (JAK1, JAK2, JAK3 y TYK2) son proteinas tirosina cinasas intracelulares con funciones
esenciales en la funcién inmunolégica, en la inflamacién y en la hematopoyesis a través del transductor de sefial de
la Janus cinasa y la via del activador de la transcripcion (JAK-STAT). En respuesta a polipéptidos extracelulares tales
como las citocinas tipo | y tipo Il, las Janus cinasas regulan la fosforilacion de tirosina de varios efectores e inician la
activacion de vias de sefializaciéon aguas abajo que inducen diferentes respuestas fisioldgicas. Especificamente, la
isoforma JAK1 juega un papel clave en la sefializacion del interferén de tipos | y Il y provoca sefiales de la interleucina-
2 (IL-2), interleucina-4 (IL-4), glucoproteina 130 (gp130) y familias del receptor de clase Il. Como tal, la inhibicion de
moléculas pequefias de JAK1 puede intervenir en las vias de sefalizacion implicadas en oncologia, la inflamacion y
la enfermedad autoinmunitaria. Ghoreschi K et al. Immunological Review 2009, 228, 273-287 y Zak M. et al. Med
Chem. 2013, 56, 4764-4785.

A pesar de los recientes éxitos de los agentes inhibidores de JAK, todavia existe la necesidad de descubrir y desarrollar
inhibidores, que se dirigen selectivamente a una uUnica isoforma de JAK. Esto puede mitigar el riesgo de efectos no
deseados.

Los compuestos inhibidores de la Janus cinasa son conocidos en la bibliografia. Por ejemplo, el documento US
2015/0203455 desvela ciertos compuestos de benzimidazol que son inhibidores de JAK y que se promocionan como
utiles para tratar enfermedades autoinmunes, enfermedades inflamatorias y enfermedades proliferativas, entre otras.

Sigue existiendo la necesidad de proporcionar inhibidores de JAK1 alternativos para el tratamiento de enfermedades
autoinmunes, en particular para las enfermedades inmunitarias, tales como artritis, artritis reumatoide y nefropatia
diabética. Ademas, sigue siendo necesario proporcionar inhibidores selectivos de JAK1. La presente invencién
proporciona ciertos inhibidores de JAK1, que pueden abordar una o mas de estas necesidades.

La presente invencion proporciona un compuesto de férmula 1 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo:

OH
rRe—_§ R3

R1 se selecciona entre: H, -CHs y -OCHs; R2 es -CHF2 0 -CF3 y R3 es H o -CHjs; con la condicidon de que cuando R2

.
S

es -CF3y R3 es H, o R 0 R1 puede ser -CHs pero no ambos. El enlace ilustrado como " indica el punto de unién
del anillo de tetrahidropirano o anillo de piridina al resto de la molécula.

La presente invencion proporciona un compuesto de formula 2 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, que
es,
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donde R se selecciona entre: H, -alquilo C1.3, -CH2CH(OH)CH3, -alquil C2-3-O-CHs,

o —

) HD
,

R1 se selecciona entre: H, -CHs y -OCHs; R2 es -CHF2 0 -CF3 y R3 es H o -CHjs; con la condicidon de que cuando R2
es -CF3 y R3 es H, o R 0 R1 puede ser -CHs pero no ambos.

En una forma, la presente invencién proporciona un compuesto de acuerdo con la férmula 1 0 2 donde R se selecciona
entre: -CHs, -CH2CHs y

o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En ciertas realizaciones, R es -CHs, o -CH2CHs. En otras

realizaciones, R es
_I(j
A\
PN /

En otra forma la presente invencién proporciona un compuesto de acuerdo con la formula 1 o 2 donde R es

OH

so~L cu,
H

donde el enlace ilustrado como A indica el punto de unién al resto de la molécula. En otra forma, la presente
invencién proporciona un compuesto de acuerdo con la formula 1 o 2 donde R es

OH
X\E—CHa
H

En otra forma, la presente invencion proporciona un compuesto de acuerdo con la féormula 1 o 2 donde R1 se
selecciona entre: H, -CH3s y -OCHas. En ciertas realizaciones R1 es H o -CHs. En otras realizaciones, R1 es -OCHs.

En otra forma, la presente invencién proporciona un compuesto de acuerdo con la féormula 1 o 2 donde R2 es -CF3 En
ciertas realizaciones de esta forma, R es -CH3s, 0 -CH2CH3 y R1 es -CHs 0 -OCHa. En otras realizaciones de esta forma,
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Res

5 yRtlesH.
En otra forma, la presente invencion proporciona un compuesto de acuerdo con la formula 1 o 2 en donde R3 es -CHs.

En una realizacion, la presente invencion proporciona un compuesto de féormula 3 que es

10
F3CTOH
NH
O N,
»
N
N NH
—— : ~
-
O
\
3

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

15  En otra realizacion, la presente invencion proporciona un compuesto de formula 4 que es

F3CI\OH
NH
/
o N
>
N
N_ _NH
N S
~
4

2

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
20
En otra realizacion mas, la presente invencién proporciona un compuesto de férmula 5, que es
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F3CI\OH
NH
/
O N
»
N
O— N. _NH
NS
o NI
5

2

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En otra realizacion, la presente invencién proporciona un compuesto de férmula 5A, que es:

FsC_ OH

v

NH

@) N,
»
N
i7"
T
(@) —
SA

2

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En otra realizacion, la presente invencién proporciona un compuesto de férmula 5B, que es:

F3CTO H
NH
0O N,
»
N
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En otra realizacion mas, la presente invencién proporciona un compuesto de férmula 6 que es

F3CI\OH
N H
/
O N
»
N
e
)—N
\N \J
6

2

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En una realizacion la composicion farmacéutica comprende un
compuesto de férmula 6 en forma de un compuesto neutro como una base libre o un zwitterion. En una realizacion, la
presente invencion proporciona el compuesto de formula 6 en forma de una sal citrato. En otra realizacion mas, la
presente invencion proporciona un compuesto de férmula 6 como una base libre en forma cristalina caracterizado por
un patrén de difraccién de rayos C en polvo obtenido a partir de una fuente de CuKa (A=1,54060 A), que tiene un
maximo a 20,5 junto con uno o mas maximos seleccionados entre el grupo que consiste en 15,5, 18,1, 18,3, 18,5, 22,9
y 23,6; con una tolerancia para los angulos de difraccion de 0,2 grados.

En otra realizaciéon mas, la presente invencion proporciona un compuesto de férmula 6 como 2-hidroxipropan-1,2,3-
tricarboxilato de (2R)-1,1,1-trifluoro-3-({cis-4-[(1-metil-4-{[1-(piridin-2-il)-1H-pirazol-3-illamino}-1H-benzoimidazol-6-
il)oxi]ciclohexil}amino)propan-2-ol hidrato (1:1:1) en forma cristalina caracterizado por un patrén de difraccion de rayos
X en polvo obtenido de una fuente de CuKa (A=1,54060 A), que tiene un méaximo de 17,9 junto con uno 0 mas maximos
seleccionados entre el grupo que consiste en 26,1, 26,6 y 22,7; con una tolerancia para los angulos de difraccion de
0,2 grados.

En otra forma, la presente invencidn proporciona una composicion farmacéutica que incluye un compuesto de acuerdo
con una cualquiera de las formulas 1 a 6 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo y al menos uno de un
vehiculo diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable.

En otra forma, la presente invencidn proporciona una composiciéon que comprende 2-hidroxipropan-1,2,3-tricarboxilato
de (2R)-1,1,1-trifluoro-3-({cis-4-[(1-metil-4-{[1-(piridin-2-il)-1H-pirazol-3-ilJamino}-1H-benzoimidazol-6-
il)oxi]ciclohexil}amino)propan-2-ol hidrato (1:1:1) en forma cristalina. Preferentemente, la composicion comprende mas
del 80 % (peso/peso) de 2-hidroxipropan-1,2,3-tricarboxilato de (2R)-1,1,1-trifluoro-3-({cis-4-[(1-metil-4-{[1-(piridin-2-
il)-1H-pirazol-3-ilJamino}-1H-benzoimidazol-6-il)oxi]ciclohexil}amino)propan-2-ol hidrato (1:1:1) en forma cristalina.
Mas preferentemente mas del 90 % (peso/peso) de 2-hidroxipropan-1,2,3-tricarboxilato de (2R)-1,1,1-trifluoro-3-({cis-

4-[(1-metil-4-{[1-(piridin-2-il)-1H-pirazol-3-illamino}-1H-benzoimidazol-6-il)oxi]ciclohexilfamino)propan-2-ol hidrato
(1:1:1) en forma cristalina. Aun mas preferentemente mas del 95 % (peso/peso) de 2-hidroxipropan-1,2,3-tricarboxilato
de (2R)-1,1,1-trifluoro-3-({cis-4-[(1-metil-4-{[1-(piridin-2-il)- 1H-pirazol-3-illJamino}-1H-benzoimidazol-6-

il)oxi]ciclohexil}amino)propan-2-ol hidrato (1:1:1) en forma cristalina.

En otra forma, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que incluye un compuesto de acuerdo
con una cualquiera de las formulas 1 a 6 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo y al menos uno de un
vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable.

En una realizacidon la composicion farmacéutica comprende un compuesto de las formulas 1 a 6 en forma de un
compuesto neutro o un zwitterién. En ofra realizacion la composicion farmacéutica comprende un compuesto de las
férmulas 1 a 6 en forma de una sal farmacéuticamente aceptable. En otra realizacion mas, la composicién farmacéutica
comprende un compuesto de las formulas 1 a 6 en forma de una sal citrato.

En otra forma, la presente invencion proporciona un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las formulas 1 a 6
para su uso en terapia.
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En una realizacion, la terapia para la cual se puede usar el compuesto de acuerdo con una cualquiera de las férmulas
1 a 6, se selecciona entre: artritis, mas preferentemente artritis reumatoide; nefropatia diabética; lupus, mas
preferentemente lupus sistémico eritematoso; sindrome de Sjégren y enfermedad inflamatoria del intestino, mas
preferentemente enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa.

En otra forma, la presente invencién proporciona el uso de un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las
férmulas 1 a 6 en la produccion de un medicamento.

En una realizacién, el medicamento es util para tratar la artritis. En otra realizacion, el medicamento es util para tratar
la artritis reumatoide. En otra realizacion mas, la medicaciéon es util para tratar una afeccién seleccionada entre;
nefropatia diabética; lupus, mas preferentemente lupus sistémico eritematoso; sindrome de Sjoégren y enfermedad
inflamatoria del intestino, mas preferentemente, enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa. En otra realizacién mas, el
medicamento es util para tratar la nefropatia diabética. En otra realizacién mas, el medicamento es Util para tratar el
lupus. En otra realizacion mas, el medicamento es util para tratar el sindrome de Sjégren. En otra realizacion mas, el
medicamento es util para tratar la enfermedad inflamatoria del intestino.

La expresién "sal farmacéuticamente aceptable”, como se usa en el presente documento, se refiere a una sal de un
compuesto de la invencién que se considera que es aceptable para su uso clinico y/o veterinario. Se pueden encontrar
ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables y metodologias comunes para su preparacion en P. Stahl, et al.,
Handbook of Pharmaceutical Salts: Properties, Selection and Use, 22 edicién revisada, Wiley-VCH, 2011 y S.M. Berge,
et al., "Pharmaceutical Salts", Journal of Pharmaceutical Sciences, vol. 66, n.° 1, enero de 1977.

Las composiciones farmacéuticas para la presente invencion se pueden preparar por procedimientos conocidos en la
técnica usando aditivos farmacéuticamente aceptables. La expresion "aditivo o aditivos farmacéuticamente aceptable”,
como se usa en el presente documento para las composiciones farmacéuticas, se refiere a uno o mas vehiculos,
diluyentes y excipientes que son compatibles con los otros aditivos de la formulacion y no son perjudiciales para el
paciente. Se conocen las composiciones farmacéuticas y los procesos para su preparacion y se pueden encontrar
ejemplos en Loyd, V., et al. eds. Remington: The Science and Practice of Pharmacy 222 ed., Mack Publishing Co.,
2012. Los ejemplos de vehiculos, diluyentes y excipientes farmacéuticamente aceptables incluyen los siguientes:
solucion salina, agua, almidon, azucares, manitol y derivados silicicos; agentes aglutinantes tales como carboximetil
celulosa y otros derivados celulésicos, alginatos, gelatina y polivinil-pirrolidona; caolin y bentonita; polietilglicoles.

Las composiciones farmacéuticas preferidas se pueden formular en forma de comprimidos, capsulas, soluciones para
administracion oral o soluciones para inyeccion. EI comprimido, capsula o solucién puede incluir un compuesto de la
presente divulgacion en una cantidad eficaz para tratar a un paciente que necesita tratamiento.

Como se usa en el presente documento, la expresion "cantidad eficaz" se refiere a una cantidad que es una dosis,
que es eficaz para tratar un trastorno, tal como artritis, una enfermedad autoinmune o cancer. El médico responsable
o el veterinario, como un experto en la técnica, puede determinar con facilidad una cantidad eficaz mediante el uso de
técnicas convencionales y la observacion de los resultados obtenidos en circunstancias analogas. Se pueden
considerar diversos factores para determinar la cantidad eficaz o dosis; los factores incluyen, pero no se limitan a, se
administrara el compuesto o su sal; la coadministracion de otros agentes, si se usan; la especie del paciente; su
tamafio, edad y salud general; el grado de afectacion o la gravedad del trastorno; la respuesta del paciente individual;
el modo de administracién; las caracteristicas de biodisponibilidad de la preparacion administrada; la posologia
seleccionada; el uso de otra medicacion simultanea y otras circunstancias relevantes.

Como se usa en el presente documento, el término "paciente" se refiere a un mamifero, aves o peces. Los mamiferos
preferidos incluyen un ser humano, un mamifero de compafia, tal como un perro o un gato o un animal doméstico o
ganado, tal como una vaca, cerdo, caballo, oveja y cabra.

La expresion "sustancialmente puro” se refiere a una composicion que es mas del 80 % puro, mas preferentemente
mas del 90 % puro y aun mas preferentemente mas del 95 % puro en una base de peso por peso.

Los compuestos de la presente invencién se pueden usar solos o combinados con uno o mas agentes terapéuticos
adicionales. Por ejemplo los compuestos de la presente invencion se pueden combinar con agentes para el tratamiento
para el tratamiento de inflamacion y/o enfermedades autoinmunes. Los ejemplos incluyen inhibidores NSAID o COX-
2, tales como ibuprofeno, aspirina, acetaminofeno, celecoxib, naproxeno y ketoprofeno; opioides, tales oxicodona y
fentanilo; metotrexato y corticosteroides, tales como hidrocortisona, prednisolona y prednisona.

Los compuestos también se pueden combinar con uno o mas agentes terapéuticos adicionales eficaces para tratar
canceres. Los ejemplos incluyen cisplatino, carboplatino, etopésido, gemcitabina, paclitaxel, vinorelbina, topotecan,
irinotecan, ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y metotrexato.

Los compuestos a modo de ejemplo y el o los agentes terapéuticos adicionales se pueden administrar bien juntos
mediante la misma via y dispositivo de suministro tal como una uUnica pildora, capsula o comprimidos o bien
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administrarse por separado ya sea al mismo tiempo en dispositivos de suministro separados o de forma secuencial.
Seccion quimica

Los compuestos de la presente invencioén o las sales de los mismos, se pueden preparar por diversos procedimientos,
algunos de los cuales estan ilustrados en las preparaciones y ejemplos siguientes. El o los productos de cada etapa
en los procedimientos siguientes se pueden recuperar por métodos convencionales, que incluyen extraccion,
evaporacion, precipitacion, cromatografia, filtracion, triturado y cristalizacion. Los reactivos y materiales de partida
estan disponibles con facilidad para el experto en la técnica. En las preparaciones descritas mas adelante, el
sustituyente de amina puede estar protegido para facilitar la sintesis de los compuestos descritos en el presente
documento.

Como se usa en el presente documento, los términos siguientes tienen los significados indicados: "AcOH" se refiere a
acido aceético glacial, "CEso" se refiere a la concentracion de un agente que produce una respuesta del 50 % de la
actividad diana en comparacion con un compuesto de control positivo predefinido (CEso absoluta); "EtOAc" se refiere
a acetato de etilo; "ES/MS" se refiere a electropulverizacidon/espectroscopia de masas; "DCM" se refiere a
diclorometano; DMF" se refiere a N,N-dimetilformamida; "DMSQ" se refiere a dimetilsulféxido; "GC-MS" se refiere a
gas cromatografia de gases-espectrometria de masas; "GFP" se refiere a proteina fluorescente de color verde;
"HEPES" se refiere a acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanosulfonico; "h" se refiere a hora u horas; "Clso" se refiere a
la concentracion de un agente que produce el 50 % de la respuesta inhibidora maxima posible para ese agente (Clso
relativa)o la concentracion de un agente que produce el 50 % de inhibicion de la actividad diana en comparacién con
un control placebo (Clso absoluta) "LC-MS" se refiere cromatografia liquida-espectrometria de masas; "MeOH" se
refiere a metanol; "min" se refiere a minutos; "MS" se refiere a espectroscopia de masas; "MTBE" se refiere a éter terc-
butil metilico, "OAc" se refiere a acetato o anidon acetato; "QD" se refiere a una vez al dia; "TA o ta" se refiere a
temperatura ambiente; "STAT1" se refiere transductor de sefial y activador de la transcripcion 1; "THF" se refiere a
tetrahidrofurano y "TR-FRET" se refiere a transferencia de energia de fluorescencia resuelta en el tiempo.

En la técnica se conocen diversas funcionalidades de proteccion de amina e incluyen: carbamatos tales como
carbamato de alquilo C+5, carbamato de cicloalquilo Cs.s, preferentemente un carbamato de t-butilo, (BOC) o
carbamato de bencilo (CBZ); amidas tales como alquilamida C1.3, haloalquilamida C+.3, formamida o acetamida,
cloroacetamida, trifluoridoacetamida y bencil aminas. Se pueden encontrar mas ejemplos de funcionales de proteccion
de amina, métodos para preparar los sustituyentes de amina protegidos y métodos para desproteger los sustituyentes
de amina en "Greene's Protective Groups in Organic Synthesis", 52 ed., Wuts, P.G.M., Eds. John Wiley y Sons, 2014.
Los expertos en la técnica reconoceran que otros grupos funcionales, que se pueden convertir con facilidad al grupo
amina, se pueden usar. Dichos grupos funcionales, preparaciones y transformaciones de estos grupos se pueden
encontrar en "Comprehensive Organic Transformations: A Guide to Functional Group Preparations" by Larock. R.C,
Wiley VCH, 1999 y en "March's Advanced Organic Chemistry: Reactions, Mechanisms y Structure" Smith, M.B., Wiley-
Interscience, 72 ed., 2013.

Preparacion 1
(2R)-2-(trifluorometil)oxirano

Afadir acido acético (0,89 ml, 0,052 equiv.) a una solucion de (1S,2S)-(+)-1,2-ciclohexanodiamino-N,N'-bis(3,5-di-t-
butilsaliciliden)cobalto (Il) (0,90 g, 0,0050 equiv.) en tolueno (16,65 ml). Agitar a ta durante 30 min. Eliminar el
disolvente al vacio. Afadir tolueno (20 ml) y concentrar al vacio. Enfriar a 0 °C y afadir 2-(trifluorometil)oxirano
(37,00 g, 330 mmol; 80,0 % de ee, (2R) es el enantidémero principal). Agitar durante cinco minutos y afiadir agua (0,80
ml, 0,15 equiv.) gota a gota. Calentar lentamente a ta y agitar durante una noche. Destilar al vacio a ta y recoger el
compuesto del titulo en un matraz enfriado en forma de un aceite de color amarillo claro (28,10 g, 76 %; 99,8 % de
ee). RMN "H (CDCls) 5 2,92-2,94 (m, 1H), 2,98-3,01 (m, 1H), 3,41-3,46 (m, 1H).

Combinar el compuesto del titulo (0,13 g, 1,16 mmol) y MeOH (1,3 ml). Enfriar a 0 °C y afadir trietilamina (0,17 ml,
1,10 equiv.) y tiofenol (0,12 ml, 1,05 equiv.). Agitar la mezcla durante 30 min. Controlar la reacciéon mediante GC-MS
para la formacion de 1,1,1-trifluoro-3-fenilsulfanil-propan-2-ol; m/z = 222. El analisis del producto por LC-MS quiral
revela que la pureza isomérica del producto es del 99,8 % de ee, (2S)-1,1,1-trifluoro-3-fenilsulfanil-propan-2-ol es el
enantiomero principal.

Preparacioén 2
1-bromo-3,5-difluoro-2-nitrobenceno

Anadir &cido nitrico (fumante, 20 ml) gota a gota a una solucién de 1-bromo-3,5-difluorobenceno (35,00 ml, 304 mmol)
en acido sulfurico (50 ml) a 0 °C. Calentar lentamente a ta y agitar durante una noche. Verter la mezcla de reaccién
en una mezcla de hielo y agua (600 ml). Calentar lentamente a ta. Aiadir EtOAc (200 ml) y hexanos (100 ml). Agitar
hasta disolver todos los solidos. Separar las capas. Lavar la capa organica con cloruro sédico acuoso saturado, secar
sobre Na2SOq, filtrar y concentrar el filtrado al vacio para dar el compuesto del titulo en forma de un aceite de color



10

15

20

25

30

35

40

ES 2877 198 T3

amarillo (57,37 g, 79 %). GC-MS m/z = ("°Br/#'Br) 237, 239 (M+H).

Preparacion 3

3-bromo-5-fluoro-N-metil-2-nitroanilina

Afadir monometilamina 2 M en tetrahidrofurano (92 ml, 2,00 equiv.) a una soluciéon de 1-bromo-3,5-difluoro-2-
nitrobenceno (21,90 g, 92 mmol) en 1,4-dioxano (92 ml). Agitar a ta durante 45 min. Afladir agua; después extraer con
EtOAc. Recoger los extractos organicos y lavar con cloruro sédico acuoso saturado. Secar sobre Na2SQO4 anhidro,
filtrar y concentrar el filtrado al vacio para proporcionar un residuo. Someter el residuo a cromatografia de fase normal,
eluyendo con un gradiente del 20-40 % de DCM en hexanos, para dar el compuesto del titulo en forma de un solido
de color naranja (16,95 g, 74 %). MS (ES) m/z = ("°Br/8'Br) 249/251 (M+H).

Preparacion 4

{Cis-4-[3-bromo-5-(metilamino)-4-nitrofenoxi]ciclohexil}carbamato de terc-butilo

O
>LO”J.LNH

Combinar 3-bromo-5-fluoro-N-metil-2-nitroanilina (75,04 g, 301 mmol), (cis-4-hidroxiciclohexil)carbamato de terc-butilo
(89,52 g, 1,38 equiv.), tetra(n-butil)amonio bisulfato (15,58 g, 0,15 equiv.) en DCM (975 ml) e hidroxido sédico acuoso
5 M (241 ml). Agitar rapidamente a 37 °C en atmésfera de nitrégeno durante cinco dias. Enfriar a ta. Diluir con DCM
(200 ml) y agua (400 ml). Separar las capas. Extraer la acuosa con DCM (3 x 100 ml). Lavar los extractos organicos
combinados con cloruro sddico acuoso combinado, secar sobre Na2SQO4 anhidro, filtrar y concentrar el filtrado al vacio
para proporcionar un residuo. Someter el residuo a cromatografia de fase normal, eluyendo con un gradiente del 0-
40 % de EtOAc en hexanos, para dar el compuesto del titulo en forma de un solido de color naranja (68,57 g, 51 %).
MS (ES) m/z = C™®Br/2'Br) 442/444 (M-H).

Preparacion 5

{cis-4-1(4-bromo-1-metil-1H-benzoimidazol-6-il)oxi]ciclohexil}carbamato de terc-butilo
N
O"‘ﬂ"N H

{
hee
Br

Combinar {cis-4-[3-bromo-5-(metilamino)-4-nitrofenoxi]ciclohexil}jcarbamato de terc-butilo (76,92 g, 173 mmol) y
platino (5 % sobre sulfuro de carbono, 3,85 g) en tetrahidrofurano (923 ml) en un reactor Parr®. Agitar a ta en atmoésfera
de Hz (414 kPa) durante tres dias. Filtrar a través de tierra de diatomeas. Lavar la tierra de diatomeas con THF. Afadir
trimetilortoformiato (165 ml, 8,70 equiv.) a los filtrados con THF combinados. Agitar durante 22 horas a 63 °C.
Concentrar la mayoria de la mezcla de reaccion al vacio. Diluir con agua (400 ml) y EtOAc (400 ml). Basificar con
carbonato sédico acuoso para ajustar el pH a 9. Separar las capas. Extraer las acuosas con EtOAc (2 x 200 ml). Secar
los extractos organicos combinados sobre Na2SO4 anhidro, filtrar y concentrar el filtrado al vacio. Diluir el residuo con
éter terc-butil metilico (400 ml) y someter a sonicacién durante 30 minutos. Filtrar, lavar con éter terc-butil metilico y
secar al vacio para dar el compuesto del titulo en forma de un solido de color pardo claro (52,02 g, 71 %). MS (ES)
m/z = ("°Br/®'Br) 424/426 (M+H).
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Preparacion 6

Cis-4-[(-metil-1H-benzoimidazol-6-il)oxi]ciclohexanamina

NH,

Afadir acido trifluoroacético (666 ml) lentamente a una solucion de {cis-4-[(4-bromo-1-metil-1H-benzoimidazol-6-
il)oxi]ciclohexil}carbamato de terc-butilo (222 g, 497 mmol) en DCM (1110 ml) a 0 °C. Calentar lentamente la mezcla
a ta y agitar durante una noche. Concentrar la mezcla al vacio. Aiadir agua (250 ml) y basificar con hidréoxido sédico
acuoso al 50 % para ajustar el pH a 10. Aiadir agua (250 ml). Extraer con MeOH al 20 % en DCM (1500 ml, después
500 ml, después 250 ml). Lavar los extractos organicos combinados con hidroxido sédico acuoso 2 M, secar sobre
MgSOs anhidro, filtrar y concentrar el filtrado para dar el compuesto del titulo en forma de un sélido de color pardo
(155 g, 91 %). MS (ES) m/z = ("°Br/8'Br) 324/326 (M+H).

Preparacion 7

(2R)-3-({cis-4-[(4-Bromo-1-metil-1H-benzoimidazol-6-il)oxi]ciclohexil}amino)-1,1,1-trifluoropropan-2-ol

FyC._ OH

1

NH

Adadir (2R)-2-(trifluorometil)oxirano (73,29 g, 1,50 equiv.) a wuna solucidon de cis-4-[(4-bromo-1-metil-1H-
benzoimidazol-6-il)oxi]ciclohexanamina (150,4 g, 436 mmol) en MeOH (1053 ml). Agitar a ta durante una noche.
Concentrar la mezcla de reaccioén al vacio para proporcionar un residuo. Someter el residuo a cromatografia de fase
normal, eluyendo con un gradiente del 0-10 % de EtOH en DCM, para dar el compuesto del titulo en forma de un sélido
de color blanquecino (98,10 g, 52 %). MS (ES) m/z = ("°Br/®'Br) 436/438 (M+H).

Preparacién 8

1-(3-metoxipropil)-5-metil-3-nitro-1H-pirazol

Anadir acetonitrilo (56 ml) a una mezcla de 5-metil-3-nitro-1H-pirazol (3,0 g, 22 mmol), carbonato potasico (6,2 g, 2,0
equiv.) y 1-bromo-3-metoxipropano (3,8 g, 1,1 equiv.). Agitar a 65 °C durante una noche. Enfriar a ta. Afiadir EtOAc
(~50 ml) y filtrar. Concentrar el filtrado al vacio. Someter el residuo a cromatografia de fase normal, eluyendo con
EtOAc al 35 % en hexanos, para dar el compuesto del titulo (3,3 g, 70 %). MS (ES) m/z = 200 (M+H).

Preparacion 9

1-(3-metoxipropil)-5-metil-1H-pirazol-3-amina

Afadir paladio sobre carbén (5 % p/p, 0,38 g) a un reactor Parr ® de 500 ml. Purgar el reactor con N2 y afiadir EtOH
(100 ml). Afadir una solucién de 1-(3-metoxipropil)-5-metil-3-nitro-1H-pirazol (3,3 g, 17 mmol) en EtOH (100 ml). Agitar
a ta en atmosfera de H2 (413,69 kPa (60 psi)) durante dos horas. Filtrar a través de tierra de diatomeas. Concentrar el

filtrado al vacio para dar el compuesto del titulo en forma de un aceite de color naranja (2,7 g, 96 %). MS (ES) m/z =
170 (M+H).
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Preparacion 10

1-(2-metoxietil)-5-metil-3-nitro-1H-pirazol

Afadir acetonitrilo (35 ml) a una mezcla de 5-metil-3-nitro-1H-pirazol (0,95 g, 7,1 mmol), carbonato potasico (2,0 g, 2,0
equiv.) y 1-bromo-2-metoxietano (2,0 ml, 3,0 equiv.). Agitar a 75 °C durante tres horas. Enfriar a ta. Afadir éter dietilico
(~35 ml) y filtrar. Aclarar los sdlidos con EtOAc (2 x 25 ml). Concentrar el filirado al vacio para proporcionar un residuo.
Someter el residuo a cromatografia de fase normal, eluyendo con un gradiente del 0-100 % de EtOAc en hexanos,
para dar el compuesto del titulo en forma de un aceite de color amarillo (1,1 g, 64 %). MS (ES) m/z = 186 (M+H).
Preparacion 11

1-(2-metoxietil)-5-metil-1H-pirazol-3-amina

Anadir paladio sobre carbén (10 % p/p, 0,38 g) a un matraz. Purgar con N2 y afadir EtOH (10 ml). Ahadir una solucion
de 1-(2-metoxietil)-5-metil-3-nitro-1H-pirazol (0,86 g, 4,6 mmol) en EtOH (40 ml). Agitar a ta en atmdsfera de Hz (globo)
durante una noche. Filtrar a través de tierra de diatomeas. Concentrar el filtrado al vacio para dar el compuesto del
titulo en forma de un aceite de color pardo (0,68 g, 84 %). MS (ES) m/z = 156 (M+H).

Preparacion 12

1-(5-metil-3-nitro-1H-pirazol-1-il)propan-2-ol

Afadir acetonitrilo (75 ml) a una mezcla de 5-metil-3-nitro-1H-pirazol (2,0 g, 15 mmol), carbonato potasico (4,1 g, 2,0
equiv.) y 1-cloro-2-propanol (3,8 ml, 3,0 equiv.). Agitar a 85 °C durante una noche. Enfriar a ta. Filtrar y aclarar los
sdlidos con EtOAc. Concentrar el filtrado al vacio para proporcionar un residuo. Someter el residuo a cromatografia
de fase normal, eluyendo con EtOAc al 50 % en hexanos, para dar el compuesto del titulo (2,0 g, 65 %). MS (ES) m/z
=186 (M+H).

Preparacion 13

1-(3-amino-5-metil-1H-pirazol-1-il)propan-2-ol

Afadir paladio sobre carbén (10 % p/p, 0,35 g) a un matraz. Purgar con N2z y afiadir EtOH (50 ml). Afiadir una solucion
de 1-(5-metil-3-nitro-1H-pirazol-1-il)propan-2-ol (2,0 g, 11 mmol) en EtOH (150 ml). Agitar a ta en atmoésfera de Hz
(globo) durante una noche. Filtrar a través de tierra de diatomeas. Concentrar el filtrado al vacio para dar el compuesto
del titulo en forma de un aceite de color rosa (1,2 g, 69 %). MS (ES) m/z = 156 (M+H).

Preparacion 14

(2S)-1-(5-metil-3-nitro-1H-pirazol-1-il)propan-2-ol

e, H

OQNQJ’

Afadir acetonitrilo (45 ml) a una mezcla de 5-metil-3-nitro-1H-pirazol (1,2 g, 9,0 mmol), carbonato potasico (2,5 g, 2,0
equiv.) y (S)-1-cloro-2-propanol (0,98 g, 1,2 equiv.). Agitar a 85 °C durante cuatro dias. Enfriar a ta. Filtrar para recoger
el sélido y aclarar el sélido con EtOAc, después desechar el sélido. Recoger y concentrar el filtrado al vacio para
proporcionar un residuo. Someter el residuo a cromatografia de fase normal, eluyendo con EtOAc al 50 % en hexanos,
para dar el compuesto del titulo en forma de un sdlido de color blanco (1,1 g, 67 %). MS (ES) m/z = 186 (M+H).

Preparacion 15

(2S)-1-(3-amino-5-metil-1H-pirazol-1-il)propan-2-ol

1"
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O H

N S
HENQ
Afadir paladio sobre carbon (10 % p/p, 0,22 g) a un matraz. Afiadir una solucién de (2S)-1-(5-metil-3-nitro-1H-pirazol-
1-il)propan-2-ol (1,1 g, 6,0 mmol) en EtOH (50 ml). Agitar a ta en atmdsfera de Hz (globo) durante una noche. Filtrar a
través de tierra de diatomeas. Lavar los sélidos con MeOH. Concentrar el filtrado al vacio para dar el compuesto del
titulo (0,89 g, 9,5 %). MS (ES) m/z = 156 (M+H).

Preparacion 16

(2R)-1-(5-metil-3-nitro-1H-pirazol-1-il)propan-2-ol

Anadir acetonitrilo (41 ml) a una mezcla de 5-metil-3-nitro-1H-pirazol (1,1 g, 8,2 mmol), carbonato potasico (2,3 g, 2,0
equiv.) y (R)-1-cloro-2-propanol (0,92 ml, 1,3 equiv.). Agitar a 85 °C durante una noche. Enfriar a ta. Filtrar y aclarar
los solidos con EtOAc. Concentrar el filtrado al vacio para proporcionar un residuo. Someter el residuo a cromatografia
de fase normal, eluyendo con EtOAc al 50 % en hexanos, para dar el compuesto del titulo en forma de un sélido de
color blanco (0,74 g, 48 %). MS (ES) m/z = 186 (M+H).

Preparacion 17

(2R)-1-(3-amino-5-metil-1H-pirazol-1-il)propan-2-ol

}QH
HZN /N"N

Afadir paladio sobre carbén (10 % p/p, 0,15 g) a un matraz. Ahadir una solucion de (2R)-1-(5-metil-3-nitro-1H-pirazol-
1-il)propan-2-ol (0,74 g, 4,0 mmol) en EtOH (33 ml). Agitar a ta en atmosfera de Hz (globo) durante una noche. Filtrar
a través de tierra de diatomeas. Lavar los sélidos con MeOH. Concentrar el filtrado al vacio para dar el compuesto del
titulo en forma de un sélido de color amarillo (0,58 g, 95 %). MS (ES) m/z = 156 (M+H).

Preparacion 18

8-metil-1,4-dioxaespiro[4,5]decan-8-carboxilato de etilo
H,C '®)
o0
s

Combinar diisopropilamina (55 ml, 1,36 equiv.) y 2-metiltetrahidrofurano (500 ml). Enfriar a -20 °C en atmdsfera de N2.
Afadir n-butillitio 2,5 M en hexanos (150 ml, 1,30 equiv.) gota a gota durante 10 min, después agitar la solucién a -
20 °C durante otros 15 min. Transferir la solucion mediante una canula durante 20 min a una solucion de 1,4-
dioxaespiro[4,5]decan-8-carboxilato de etilo (50 ml, 287 mmol) en 2-metiltetrahidrofurano (500 ml) a -40 °C. Agitar la
solucion a -40 °C durante diez min. Afadir una solucién de yodometano (30 ml, 1,68 equiv.) en 2-metiltetrahidrofurano
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(60 ml) gota a gota durante diez min. Agitar a -40 °C durante una hora. Dejar calentar lentamente a ta y agitar durante
una noche. Inactivar con cloruro de amonio acuoso saturado (150 ml). Separar las capas. Extraer la capa acuosa con
éter terc-butil metilico (50 ml). Secar las capas organicas combinadas sobre Na2SQO4 anhidro, filtrar y concentrar al
vacio para dar el compuesto del titulo en forma de un aceite de color amarillo (63,3 g, 97 %). RMN 'H (CDCI3) 5 1,16
(s, 3H), 1,20-1,25 (m, 3H), 1,42-1,66 (m, 6H), 2,07-2,14 (m, 2H), 3,91 (s, 4H), 4,08-4,15 (m, 2H).

Preparacion 19

Acido 8-metil-1,4-dioxaespiro[4,5]decan-8-carboxilico

O
HyC »~0OH

om0
o

Combinar 8-metil-1,4-dioxaespiro[4,5]decan-8-carboxilato de etilo (20 g, 88 mmol), MeOH (100 ml) e hidréxido sddico
3 M en agua (140 ml). Calentar la mezcla de reaccion a reflujo durante una noche. Concentrar al vacio y diluir con
agua (150 ml) y éter terc-butil metilico (50 ml). Separar las capas y desechar la capa organica. Acidificar la capa acuosa
con acido clorhidrico acuoso al 3 % p/p para ajustar el pH a 2. Extraer con éter terc-butil metilico (3 x 100 ml). Secar
los organicos combinados sobre Na2SO4 anhidro, filtrar y concentrar al vacio para dar el compuesto del titulo en forma
de un solido oleoso de color amarillo (12,6 g, 72 %). RMN "H (CDCI3) & 1,25 (s, 3H), 1,47-1,60 (m, 2H), 1,65-1,70 (m,
4H), 2,08-2,17 (m, 2H), 3,93 (s, 4H).

Preparacion 20

(8-metil-1,4-dioxaespiro[4,5]dec-8-il)carbamato de prop-2-en-1-ilo
Q"-.::{

H,C
0

d

H

Q
f-—

Combinar acido 8-metil-1,4-dioxaespiro[4,5]decan-8-carboxilico (12 g, 60 mmol) y acetonitrilo (200 ml). Anadir
trietilamina (25,5 ml, 3,11 equiv.) y difenilfosforil azida (15 ml, 1,18 equiv.). Agitar a ta en atmdsfera de N2 durante dos
horas. Afadir alcohol alilico (25 ml, 6,25 equiv.). Agitar la mezcla de reaccion a reflujo durante una noche. Concentrar
al vacio y diluir con agua (150 ml) y éter terc-butil metilico (150 ml). Separar las capas. Extraer la capa acuosa con
éter terc-butil metilico (2 x 100 ml). Secar los organicos combinados sobre Na2SO4 anhidro, filtrar y concentrar al vacio
para dar el compuesto del titulo en forma de un aceite de color pardo (10,8 g, 71 %). RMN 'H (CDCI3) 5 1,34 (s, 3H),
1,57-1,69 (m, 6H), 1,98-2,11 (m, 2H), 3,92-3,93 (m, 4H), 4,48-4,66 (m, 3H), 5,16-5,32 (m, 2H), 5,82-5,99 (m, 1H).

Preparacion 21

(1-metil-4-oxociclohexil)carbamato de prop-2-en-1-ilo
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Combinar (8-metil-1,4-dioxaespiro[4,5]dec-8-il)carbamato de prop-2-en-1-ilo (10,5 g, 41 mmol), acetona (30 ml) y agua
(3 ml). Afadir acido clorhidrico al 35 % (2,7 ml). Agitar a ta durante una noche. Concentrar la mezcla de reaccién al
vacio para eliminar la acetona. Diluir con éter terc-butil metilico (100 ml). Basificar con carbonato potasico acuoso 6 M
para ajustar el pH a 8. Separar las capas. Extraer la capa acuosa con éter terc-butil metilico (2 x 20 ml). Secar los
organicos combinados sobre Na2SO4 anhidro, filtrar y concentrar al vacio para proporcionar un residuo. Someter el
residuo a cromatografia de fase normal, eluyendo con un gradiente del 20-100 % de éter terc-butil metilico en hexanos
para dar el compuesto del titulo en forma de un aceite incoloro (6,0 g, 69 %). RMN 'H (CDCI3) & 1,44 (s, 3H), 1,76-
1,88 (m, 2H), 2,24-2,51 (m, 6H), 4,54 (d, 2H), 4,78 (s, 1H), 5,20-5,35 (m, 2H), 5,85-6,00 (m, 1H).

Preparacion 22

(Cis-4-hidroxi-1-metilciclohexil)carbamato de prop-2-en-1-ilo

OH

Afadir tampén de fosfato de monopotasio 0,1 M (pH 7, 500 ml), MgSOa4 (0,12 g), NADP (0,27 g) y cetorreductasa-P1-
B10 (0,32 g) a una solucion de (1-metil-4-oxociclohexil)carbamato de prop-2-en-1-ilo (32,8 g, 155 mmol) en
isopropanol (110 ml). Agitar a 35 °C durante 24 horas. Extraer con EtOAc. Secar los organicos sobre MgSOa4 anhidro,
filtrar y concentrar el filtrado al vacio para dar el compuesto del titulo en forma de un aceite de color amarillo (32,41 g,
98 %). RMN 'H (CDCI3) & 1,18-1,50 (m, 7H), 1,57-1,88 (m, 3H), 1,98-2,14 (m, 2H), 3,55-3,65 (m, 1H), 4,46-4,66 (m,
3H), 5,17-5,32 (m, 2H), 5,83-5,96 (m, 1H). Se sabe que el multiplete de protones a 3,55-3,65 ppm esta en la
configuracion cis.

Preparacion 23
{Cis-4-[(4-bromo-1-metil-1H-benzoimidazol-6-il)oxi]-1-metilciclohexil}carbamato de prop-2-en-1-ilo
C
¢
G
(2)::,{
NH

Hy
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Afadir hidréxido sédico acuoso 5 M (270 ml) y bisulfato de tetra(n-butil)amonio (7,50 g, 0,18 equiv.) a una solucién de
3-bromo-5-fluoro-N-metil-2-nitroanilina (30,00 g, 120 mmol) y (cis-4-hidroxi-1-metilciclohexil)carbamato de prop-2-en-
1-ilo (33,00 g, 1,28 equiv.) en DCM (300 ml). Agitar la mezcla rapidamente a ta durante 24 horas. Afadir hidrégeno
sulfato de tetrabutilamonio (7,50 g, 0,18 equiv.). Agitar rapidamente a ta durante una noche. Diluir con agua (20 ml).
Separar las capas. Extraer la capa acuosa con DCM (2 x 150 ml). Lavar los extractos organicos combinados con
cloruro sédico acuoso al 5 % p/p (200 ml) y agua (200 ml); después concentrar los extractos organicos al vacio.
Combinar los extractos concentrados y acido acético (650 ml). Afadir trimetilortoformiato (45 ml). Agitar a 90 °C
durante 2,5 h en atmésfera de nitrégeno. Diluir con EtOAc (500 ml). Filtrar a través de un lecho de tierra de diatomeas.
Lavar el lecho con EtOAc. Concentrar los filtrados combinados al vacio. Diluir con fosfato dipotasico acuoso 2 M (60
ml) y 2-metiltetrahidrofurano (60 ml). Agitar durante 20 min, después filtrar a través de tierra de diatomeas. Separar
las capas. Extraer la capa acuosa con 2-metilletrahidrofurano (2 x 20 ml). Combinar los extractos organicos, lavar con
agua y concentrar al vacio. Diluir con 1-metil-2-pirrolidinona (100 ml) y agitar para obtener una mezcla homogénea.
Anadir gota a gota la mezcla a agua (1200 ml) durante 30 min. Agitar durante 30 min, filtrar para recoger el sélido y
lavar el solido con agua. Disolver el solido en 2-metiltetrahidrofurano (250 ml) y concentrar al vacio. Diluir la solucion
con isopropanol (3 x 150 ml) y concentrar al vacio. Diluir la solucién con 2-metiltetrahidrofurano (10 ml) y concentrar
al vacio para dar el compuesto del titulo en forma de un aceite residuo aceitoso de color pardo (31,5 g, 74 %). MS
(ES) m/z = ("°Br/'Br) 422/424 (M+H).

Preparacion 24

Cis-4-[(4-bromo-1-metil-1H-benzoimidazol-6-il)oxi]-1-metilciclohexamina

Combinar {cis-4-[(4-bromo-1-metil-1H-benzoimidazol-6-il)oxi]-1-metilciclohexil}carbamato de prop-2-en-1-ilo (30 g,
71 mmol), bis(dibencilidenoacetona)paladio (0,50 g, 0,017 equiv.), 1,4-bis(difenilfosfino)butano (0,50 g, 0,022 equiv.)
y acido tiosalicilico (15 g, 1,90 equiv.) en 2-metiltetrahidrofurano (700 ml). Calentar la mezcla de reaccién a 50 °C
durante una hora. Diluir con agua (300 ml) y éter terc-butil metilico (300 ml). Acidificar con acido clorhidrico al 35 %
para ajustar el pH a 2. Separar las capas y desechar la capa organica. Diluir la capa acuosa con EtOAc (20 ml) y agitar
durante diez min. Separar las capas y descartar las organicas. Diluir la capa acuosa con DCM (150 ml) y agitar durante
diez min. Separar las capas y descartar la capa organica. Basificar la capa acuosa con hidroxido sédico. Filtrar; recoger
el sélido; después someter el sélido resultante a cromatografia de fase normal, eluyendo con MeOH amoniacado 2 M
al 5 % en DCM, para dar el compuesto del titulo (12,0 g, 50 %). MS (ES) m/z = ("°Br/'Br) 338/340 (M+H).

Preparacion 25

(2R)-3-({cis-4-[(4-bromo-1-metil-1H-benzoimidazol-6-il)oxi]-1-metilciclohexil}amino)-1,1,1-trifluoropropan-2-ol

FaC
e O H

Br

Combinar cis-4-[(4-bromo-1-metil-1H-benzoimidazol-6-il)oxi]-1-metilciclohexanamina (11,6 g, 34 mmol), (2R)-2-
(trifluorometil)oxirano (4,00 g, 1,05 equiv.), EtOH (45 ml) y agua (45 ml) en un reactor a presién de vidrio. Cerrar al
vacio y calentar la mezcla de reaccién a 90 °C durante una hora. Dejar enfriar a ta. Afadir (2R)-2-(trifluorometil)oxirano
(0,44 g, 0,12 equiv.). Cerrar al vacio y calentar la mezcla de reaccién a 90 °C durante una hora. Concentrar al vacio.
Diluir con agua (100 ml), éter terc-butil metilico (20 ml) y EtOAc (20 ml). Acidificar con acido clorhidrico acuoso al 35 %
para ajustar el pH a 2 y agitar hasta conseguir la completa disolucién. Separar las capas y desechar la capa organica.
Diluir la capa acuosa con éter terc-butil metilico (40 ml). Separar las capas y desechar la capa orgénica. Basificar la
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capa acuosa con hidréxido sodico acuoso al 50 % p/p para ajustar el pH a 10. Extraer la capa acuosa con EtOAc (2 x
50 ml). Combinar los extractos organicos y concentrar al vacio. Cristalizar un solido con EtOAc (50 ml). Filtra para
recoger el solido, después lavar el sélido resultante con EtOAc para dar el compuesto del titulo en forma de un soélido
de color blanco (6,3 g, 41 %). MS (ES) m/z = ("°Br/8'Br) 450/452 (M+H).

Concentrar el filtrado a partir de la cristalizacion del licor madre para proporcionar un residuo. Someter el residuo a
cromatografia de fase normal, eluyendo con MeOH amoniacado 2 M al 5 % en EtOAc, para dar mas compuesto del
titulo en forma de un sdlido de color blanquecino (3,3 g, 21 %). MS (ES) m/z = ("°Br/#'Br) 450/452 (M+H).

Preparacion 26

(2R)-2-(difluorometil)-1,4-dioxaespiro[4,5]decano

Q; ;0
F~.</’J
2

Disolver (3R)-1,4-dioxaespiro[4,5]decan-3-carbaldehido (15,98 g, 89,19 mmol) en DCM (80 ml). Colocar en atmdsfera
de N2 y enfriar la solucién a 0 °C. Afadir cuidadosamente trifluoruro de dietilaminoazufre (15 ml, 1,2 equiv.) gota a
gota. Dejar calentar lentamente a ta y agitar durante una noche. Verter lentamente la mezcla en una mezcla en
agitacion de hielo picado, bicarbonato sédico acuoso saturado y DCM. Afiadir fosfato dipotasico (5 g) y adiciones de
carbonato potasico en porciones, manteniendo el pH ~7-8, hasta que no se observe mas burbujeo. Agitar durante
20 min. Separar las capas. Extraer la capa acuosa con DCM (3x). Lavar los extractos organicos combinados con
bisulfito sédico acuoso 1 M y cloruro sédico acuoso saturado. Secar los organicos sobre Na:SOs seco, filtrar y
concentrar el filtrado al vacio para dar el compuesto del titulo en forma de un aceite de color &mbar (17,37 g, 93 %).
GC-MS m/z = 192.

Preparacion 27

4-metilbencenosulfonato de (2R)-3,3-difluoro-2-hidroxipropilo

Disolver (2R)-2-(difluorometil)-1,4-dioxaespiro[4,5]decano (9,08 g, 47,2 mmol) en MeOH (250 ml). Aiadir acido p-
toluenosulfénico monohidrato (0,70 g, 0,1 equiv.). Agitar a ta durante una semana. Afiadir bicarbonato sddico (0,60 g).
Agitar durante una hora. Anadir gel de silice y trimetilamina (3 ml). Agitar durante diez min. Concentrar al vacio y
purificar por cromatografia de fase normal, eluyendo con un gradiente del 15-100 % de EtOAc en hexanos, para dar
(2R)-3,3-difluoropropan-1,2-diol en forma de un aceite de color amarillo (2,95 g).

Disolver (2R)-3,3-difluoropropan-1,2-diol (2,0 g, 15,2 mmol) en DCM (40 ml). Colocar en atmésfera de nitrogeno y
enfriar la solucién a 0 °C. Afadir 2,6-lutidina (8,0 ml, 4,5 equiv.). Afadir cloruro de p-toluenosulfonilo (3,0 g, 1,0 equiv.)
en porciones. Dejar calentar lentamente a ta y agitar durante dos dias. Enfriar a -78 °C y afadir
trifluorometanosulfonato de trimetilsililo (1,5 ml, 0,5 equiv.) gota a gota. Dejar calentar a 0 °C durante 40 min. Afadir
trifluorometanosulfonato de trimetilsililo (1,5 ml, 0,5 equiv.) gota a gota. Agitar durante 30 min e inactivar con MeOH (5
ml). Diluir con DCM y afadir una solucion de fosfato sédico (4,9 g) en agua (75 ml). Ajustar el pH a ~3 con bisulfato
potasico acuoso 2 M. Separar las capas. Extraer la capa acuosa con éter dietilico. Secar los extractos organicos sobre
Na2S04 anhidro, filtrar y concentrar el filtrado al vacio. Afadir etilenglicol (1 ml) y gel de silice (~20 g). Concentrar al
vacio para proporcionar un residuo. Someter el residuo a cromatografia de fase normal, eluyendo con un gradiente
del 20-100 % de B en A (A: hexanos, B: 6:3:1 de hexanos:DCM:THF), para dar el compuesto del titulo (1,37 g, 16 %).
GC-MS m/z = 266.

Preparacion 28

6-[(cis-4-aminociclohexil)oxi]-N-(1,5-dimetil-1H-pirazol-3-il)-1-metil-1H-benzoimidazol-4-amina
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Combinar cis-4-[(4-bromo-1-metil-1H-benzoimidazol-6-il)oxi]ciclohexanamina (25,70 g, 79,27 mmol), 1,5-dimetil-1H-
pirazol-3-amina (9,08 g, 1,0 equiv.), carbonato potasico (28,48 g, 2,6 equiv.), 2-(diciclohexilfosfino)3,6-dimetoxi-2’,4’,6’-
triisopropil-1,1’-bifenilo (8,60 g, 0,20 equiv.), tris(dibencilidenoacetona)dipaladio (0) (3,63 g, 0,050 equiv.) y acido
acético (0,14 ml) en alcohol terc-butilico (250 ml). Calentar a reflujo durante una noche. Concentrar la mezcla de
reaccion al vacio. Ahadir DCM y agua; separar las capas. Secar las organicas sobre sulfato de magnesio anhidro,
filtrar y concentrar al vacio. Triturar en EtOAc y hexanos para dar un solido de color castafio. Someter el sélido de
color castafio a cromatografia de fase normal, eluyendo con hexanos, después MeOH al 5 % en DCM, después MeOH
amoniacado 2 M al 20 % en DCM, para dar el compuesto del titulo en forma de un sélido de color castafio (21,71 g,
77 %). MS (ES) m/z = 355 (M+H).

Preparacion 29

2-(3-nitro-1H-pirazol-1-il)piridina

7 N
NE=

N~N
KA-no,

En cada uno de dos recipientes separados, combinar 3-nitro-1H-pirazol (3,0 g, 27 mmol), 2-fluoropiridina (2,9 ml, 1,3
equiv.) y trietilamina (4,6 ml, 1,2 equiv.) en 1-metil-2-pirrolidinona (20 ml). Cerrar herméticamente y agitar a 180 °C
durante una noche. Enfriar a ta. Combinar las mezclas de reaccién y diluir con agua. Filtrar para recoger un soélido,
lavar el sélido con agua y secar al vacio para dar el compuesto del titulo (5,9 g, 58 %). MS (ES) m/z = 191 (M+H).

Preparacion 30

1-piridin-2-il-1H-pirazol-3-amina

Afadir paladio sobre carbén (10 % p/p, 1,9 g) a un matraz. Purgar con N2 y afadir EtOH (200 ml). Ahadir 2-(3-nitro-
1H-pirazol-1-il)piridina (2,5 g, 13 mmol). Agitar a ta en atmésfera de Hz (globo) durante una noche. Afiadir una pequefia
cantidad de tierra de diatomeas y agitar durante min. Filtrar a través de un lecho de tierra de diatomeas y lavar el lecho
con EtOH. Concentrar el filtrado al vacio para dar el compuesto del titulo en forma de un sélido de color pardo (1,8 g,
85 %). MS (ES) m/z = 161 (M+H).

Preparacion 31

1-(metilsulfonil)-3-nitro-1H-pirazol

Combinar 3-nitro-1H-pirazol (3,0 g, 27 mmol), cloruro de metanosulfonilo (2,5 ml, 1,2 equiv.) y trietilamina (4,4 ml, 1,2
equiv.) en DCM (20 ml). Agitar a ta durante dos horas. Diluir con DCM y bicarbonato sédico acuoso saturado. Separar
las capas. Lavar la capa organica con agua y salmuera. Secar la capa organica sobre MgSOa4 anhidro, filtrar y
concentrar el filtrado al vacio para dar el compuesto del titulo en forma de un sélido de color pardo (3,7 g, 73 %). RMN
'H (DMSO-d6) & 3,74 (s, 3H), 7,30 (d, J = 2,9 Hz, 1H), 8,55 (d, J = 2,9 Hz, 1H).

Preparacion 32

3-nitro-1-tetrahidro-2H-piran-3-il-1H-pirazol
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oQ
N-N
W\Noz

Combinar tetrahidropiran-3-ol (1,3 g, 13 mmol), 1-(metilsulfonil)-3-nitro-1H-pirazol (2,4 g, 1,0 equiv.) y carbonato de
cesio (4,8 g, 1,2 equiv.) en acetonitrilo (40 ml). Agitar a 90 °C durante una noche. Concentrar la mezcla al vacio. Diluir
con EtOAc y filtrar a través de un lecho de tierra de diatomeas. Concentrar el filtrado al vacio para proporcionar un
residuo. Someter el residuo a cromatografia de fase inversa C-18 eluyendo con un gradiente del 0 % al 100 % de
(0,1 %) acido férmico en acetonitrilo) en (acido férmico al 0,1 % en agua), para dar el compuesto del titulo (0,35 g,
14 %). MS (ES) m/z = 198 (M+H).

Preparacion 33

1-(tetrahidro-2H-piran-3-il)-1H-pirazol-3-amina

Afadir paladio sobre carbon (10 % p/p, 0,10 g) a un matraz. Purgar con N2 y afiadir EtOH (20 ml). Afadir 3-nitro-1-
tetrahidro-2H-piran-3-il-1H-pirazol (0,30 g, 1,5 mmol). Agitar a ta en atmodsfera de Hz (globo) durante dos h. Filtrar a
través de tierra de diatomeas y lavar con EtOH. Concentrar el filtrado al vacio para dar el compuesto del titulo en forma
de un solido de color gris (0,24 g, 94 %). MS (ES) m/z = 168 (M+H).

Ejemplo 1

(2R)-1,1,1-trifluoro-3-({cis-4-[(4-{[1-(3-metoxipropil)-5-metil-1H-pirazol-3-ilJamino}-1-metil-1H-benzoimidazol-6-
il)oxi]ciclohexil}amino)propan-2-ol

F3C\KOH
MNH
O N/
>
N NH
N oy
H,C-0
Combinar (2R)-3-({cis-4-[(4-bromo-1-metil-1H-benzoimidazol-6-il)oxi]ciclohexil}amino)-1,1,1-trifluoropropan-2-ol
(4,0 g, 9,2 mmol), 1-(3-metoxipropil)-5-metil-1H-pirazol-3-amina (2,2 g, 1,4 equiv.), carbonato potasico (3,2 g, 2,5
equiv.), 2-(di-terc-buitilfosfino)-2’,4’,6’-triisopropil-3,6-dimetoxi-1,1’-bifenilo (0,92 g, 0,20 equiv.),

tris(dibencilidenoacetona)dipaladio (0) (0,87 g, 0,10 equiv.) y &cido acético (0,01 ml) en alcohol terc-butilico (46 ml).
Calentar a 90 °C durante una noche. Filtrar a través de un lecho de tierra de diatomeas y lavar el lecho con EtOAc.
Concentrar el filtrado al vacio para proporcionar un residuo. Someter el residuo a cromatografia de fase normal,
eluyendo con MeOH al 5% en DCM, para dar el producto en bruto. Volver a purificar el producto en bruto por
cromatografia de fase inversa, eluyendo con un gradiente del 15-60 % de B en A (A: bicarbonato de amonio 10 mM
en MeOH, B: acetonitrilo). Concentrar las fracciones que contienen el producto para eliminar la mayoria del acetonitrilo.
Anadir EtOAc y separar las capas. Lavar la capa organica con cloruro sédico acuoso saturado, secar sobre sulfato
sadico, filtrar y concentrar el filtrado al vacio. Volver a purificar el producto por cromatografia de fase normal, eluyendo
con un 5 % de MeOH en DCM, para dar el compuesto del titulo en forma de un sélido de color blanco (2,4 g, 49 %).
MS (ES) m/z = 525 (M+H).
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Ejemplo 2

(2R)-1,1,1-trifluoro-3-({cis-4-[(4-{[1-(2-metoxietil)-5-metil-1H-pirazol-3-ilJamino}-1-metil-1H-benzoimidazol-6-
il)oxi]ciclohexil}amino)propan-2-ol

F3C._ OH

Combinar (2R)-3-({cis-4-[(4-bromo-1-metil-1H-benzoimidazol-6-il)oxi]ciclohexil}amino)-1,1,1-trifluoropropan-2-ol
(1,4 g, 3,2 mmol), 1-(2-metoxietil)-5-metil-1H-pirazol-3-amina (0,69 g, 1,4 equiv.), carbonato potasico (1,1g, 2,6
equiv.), 2-(diciclohexilfosfino)3,6-dimetoxi-2’,4’,6 -triisopropil-1,1’-bifenilo (0,35¢g, 0,20 equiv.),

tris(dibencilidenoacetona)dipaladio (0) (0,15 g, 0,050 equiv.) y acido acético (0,01 ml) en alcohol terc-butilico (32 ml).
Calentar a reflujo durante una noche. Concentrar la mezcla de reacciéon al vacio. Afiadir DCM y agua; separar las
capas. Filtrar la capa organica a través del material HM-N de ISOLUTE®, lavar con DCM y EtOAc. Concentrar el
filtrado al vacio para proporcionar un residuo. Someter el residuo a cromatografia de fase normal, eluyendo con un
gradiente del 30-100 % de B en A (A: DCM, B: MeOH amoniacado 2 M al 15 % en DCM), para dar el compuesto del
titulo en forma de un sélido de color blanquecino (0,91 g, 56 %). MS (ES) m/z = 511 (M+H).

Ejemplo 3

(2R)-1,1,1-trifluoro-3-[(cis-4-{[4-({1-(2-hidroxipropil)-5-metil-1H-pirazol-3-il}amino)-1-metil-1H-benzoimidazol-6-
ilJoxi}ciclohexil)amino]propan-2-ol

FiC

\\OH

T

N _NH
H(’J‘(N)j

Combinar (2R)-3-({cis-4-[(4-bromo-1-metil-1H-benzoimidazol-6-il)oxi]ciclohexil}amino)-1,1,1-trifluoropropan-2-ol
(0,35 g, 0,80 mmol), 1-(3-amino-5-metil-1H-pirazol-1-il)propan-2-ol (0,14 g, 1,1 equiv.), carbonato potasico (0,28 g, 2,5
equiv.), 2-(di-terc-butilfosfino)-2’,4’,6'-triisopropil-3,6-dimetoxi-1,1’-bifenilo (0,12 g, 0,30 equiv.),

tris(dibencilidenoacetona)dipaladio (0) (0,055 g, 0,075 equiv.) y acido acético (0,01 ml) en alcohol terc-butilico (5,3 ml).
Calentar a 100 °C durante una noche. Concentrar la mezcla de reaccién al vacio para proporcionar un residuo.
Someter el residuo a cromatografia de fase inversa C-18, eluyendo con un gradiente de del 0 %-80 % de acetonitrilo
en (bicarbonato de amonio 10 mM en metanol). Concentrar las fracciones que contienen el producto (en forma de una
mezcla de isdbmeros) al vacio para dar el compuesto del titulo en forma de un sdlido de color blanco (0,29 g, 71 %).
MS (ES) m/z = 511 (M+H).

Separar los isémeros en la mezcla usando las condiciones de cromatografia quiral siguientes para dar:
Primer enantiomero de elucion 1 (0,12 g, 99 % de ee). MS (ES) m/z = 511 (M+H), 75 %/25 % COz/isopropanol,
5 ml/min, 4,6 x 150 mm, Chiralpak AD-H

Segundo enantiémero de elucion 2 (0,11 g, 97 % de ee). MS (ES) m/z = 511 (M+H), 75 %/25 % COzl/isopropanol,
5 ml/min, 4,6 x 150 mm, Chiralpak AD-H
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Ejemplo 4

(2R)-1,1,1-trifluoro-3-[(cis-4-{[4-({1-[(2S)-2-hidroxipropil]-5-metil-1H-pirazol-3-il}amino)-1-metil-1H-benzoimidazol-6-
ilJoxi}ciclohexil)amino]propan-2-ol

F3C._,OH

NH

{

K
N_ NH
HO--{MN)Q/

Combinar (2R)-3-({cis-4-[(4-bromo-1-metil-1H-benzoimidazol-6-il)oxi]ciclohexil}amino)-1,1,1-trifluoropropan-2-ol
(0,40 g, 0,92 mmol), (2S)-1-(3-amino-5-metil-1H-pirazol-1-il)propan-2-ol (0,17 g, 1,2 equiv.), carbonato potasico
(0,33g, 2,6 equiv.), 2-(diciclohexilfosfino)3,6-dimetoxi-2’,4’,6'-triisopropil-1,1’-bifenilo (0,099 g, 0,20 equiv.),
tris(dibencilidenoacetona)dipaladio (0) (0,042 g, 0,050 equiv.) y acido acético (0,01 ml) en alcohol terc-butilico (10 ml).
Cerrar herméticamente con un tapon de rosca. Calentar la mezcla en un reactor de microondas a 140 °C durante
60 min. Concentrar la mezcla de reaccion al vacio. Afiadir DCM y agua; separar las capas. Filtrar la capa organica a
través del material HM-N de ISOLUTE®, lavar el material con DCM y EtOAc. Concentrar el filtrado al vacio para
proporcionar un residuo. Triturar el residuo con EtOAc/hexanos para dar el compuesto del titulo (0,44 g, 95 %). MS
(ES) m/z =511 (M+H).

O

Ejemplo 5

(2R)-1,1,1-trifluoro-3-[(cis-4-{[4-({1-[(2R)-2-hidroxipropil]-5-metil-1H-pirazol-3-il}amino)-1-metil-1H-benzoimidazol-6-
ilJoxi}ciclohexil)amino]propan-2-ol

F3C_ L OH

Combinar (2R)-3-({cis-4-[(4-bromo-1-metil-1H-benzoimidazol-6-il)oxi]ciclohexil}amino)-1,1,1-trifluoropropan-2-ol
(0,15 g, 0,34 mmol), (2R)-1-(3-amino-5-metil-1H-pirazol-1-il)propan-2-ol (0.064 g, 1,2 equiv.), carbonato potasico
(0,12g, 2,6 equiv.), 2-(diciclohexilfosfino)3,6-dimetoxi-2’,4’,6’-triisopropil-1,1’-bifenilo (0,037 g, 0,20 equiv.),
tris(dibencilidenoacetona)dipaladio (0) (0,016 g, 0,050 equiv.) y acido acético (0,01 ml) en alcohol terc-butilico (10 ml).
Cerrar herméticamente con un tapéon de rosca. Calentar la mezcla en un reactor de microondas a 140 °C durante
60 min. Concentrar la mezcla al vacio para proporcionar un residuo. Ailadir DCM y agua al residuo y separar las capas.
Filtrar la capa organica a través del material HM-N de ISOLUTE®; lavar el material con DCM y EtOAc. Concentrar el
filtrado al vacio. Triturar con EtOAc/hexanos para dar el compuesto del titulo en forma de un sélido de color castafio
(0,11 g, 62 %). MS (ES) m/z = 511 (M+H).

Ejemplo 6

(2R)-1,1,1-trifluoro-3-{[cis-4-({4-[(5-metoxi-1-metil-1H-pirazol-3-il)Jamino]-1-metil-1H-benzoimidazol-6-
ilfoxi)ciclohexilJamino}propan-2-ol
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O N
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~N
N_ _NH
—nN
}«;f
o
N

Afadir 2-metilbutan-2-ol (120 ml) a una mezcla de (2R)-3-({cis-4-[(4-bromo-1-metil-1H-benzoimidazol-6-
il)oxi]ciclohexil}amino)-1,1,1-trifluoropropan-2-ol (10 g, 22,9 mmol), 5-metoxi-1-metil-pirazol-3-amina (3,6 g,
28,8 mmol), tris(dibencilidenoacetona)dipaladio-(0) (1,8 g, 2 mmol), di-terc-butil(2’,4’,6'-triisopropil-3,6-dimetoxi-[1,1’-
bifenil]-2-il)fosfina (1,3 g, 2,4 mmol) y carbonato potasico (9 g, 65 mmol). Desgasificar la mezcla burbujeando gas N2
a través de la mezcla y afadiendo después acido acético (118 ul, 2 mmol). Calentar y agitar la mezcla en atmdsfera
de N2 a 100 °C durante 20 h. Enfriar a ta; evaporar el disolvente; después anadir EtOAc (100 ml), agua (50 ml) y
carbdn (1 g). Agitar la mezcla durante 15 min y filtrar la mezcla a través de tierra de diatomeas. Recoger el filirado y
separar la capa organica. Ahadir agua (100 ml) y acido clorhidrico concentrado para ajustar el pH a 2. Ahadir carbén
(1,5 g), agitar la mezcla 30 min y filtrar la mezcla a través de tierra de diatomeas. Transferir el filirado a un embudo de
separacion y aislar la capa acuosa. Afiadir solucién concentrada de hidroxido de amonio sobre la capa acuosa para
ajustar el pH a 10 para proporcionar un sélido de color crema claro. Someter el sélido cromatografia sobre gel de silice
eluyendo con una mezcla de cloruro de metileno y MeOH (95:5). Recoger las fracciones deseadas y evaporar el
disolvente para proporcionar el compuesto del titulo en forma de un material de color crema claro (6,5 g, 13 mmol)
64 % de rendimiento.

Cristalizar el compuesto del titulo a partir de ciclopentil metil éter (45 ml) para dar (2R)-1,1,1-trifluoro-3-[[4-[7-[(5-metoxi-
1-metil-pirazol-3-il)Jamino]-3-metil-benzoimidazol-5-ilJoxiciclohexillamino]propan-2-ol (3,2 g, 6,5 mmol). Agitar la
mezcla a 22 °C durante 18 h. Evaporar el disolvente y secar el sélido de color blanco hasta peso constante para
proporcionar el compuesto del titulo en forma de un sdlido de color blanco (3,2 g, 6,4 mmol) con un 99 % de
rendimiento. MS (m/z): 483,2 (M+H). RMN 'H (300,16 MHz, DMSO): 8,13 (s, 1H), 7,90 (s, 1H), 7,46 (d, J = 1,9 Hz,
1H), 6,46 (d, J = 1,9 Hz, 1H), 5,49 (s, 1H), 4,45 (s, 1H), 3,83 (s, 3H), 3,73 (s, 3H), 3,47 (s, 3H), 2,75-2,67 (m, 2H), 1,99-
1,91 (m, 2H), 1,67-1,54 (m, 7H).

Ejemplo 7
(2R)-3-{[cis-4-({4-[(etil-5-metil-1H-pirazol-3-il)amino]-1-metil-1H-benzoimidazol-6-il}oxi)ciclohexillamino}-1,1,1-

trifluoropropan-2-ol

FaC_ OH

It

NH

Combinar (2R)-3-({cis-4-[(4-bromo-1-metil-1H-benzoimidazol-6-il)oxi]ciclohexil}amino)-1,1,1-trifluoropropan-2-ol
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(1,36 g, 3,12 mmol), 1-etil-5-metil-1H-pirazol-3-amina (0,78 g, 2,0 equiv.), carbonato potasico (1,12 g, 2,6 equiv.), 2-
(diciclohexilfosfino)3,6-dimetoxi-2’,4’,6’-triisopropil-1,1’-bifenilo (0,34 g, 0,20 equiv.),
tris(dibencilidenoacetona)dipaladio (0) (0,14 g, 0,050 equiv.) y acido acético (0,01 ml) en alcohol terc-butilico (30 ml).
Calentar a reflujo durante una noche. Concentrar la mezcla de reaccién al vacio. Afadir DCM y agua; separar las
capas. Filtrar la capa organica a través del material HM-N de ISOLUTE®, lavando con DCM. Concentrar el filtrado al
vacio para proporcionar un residuo. Triturar el residuo en EtOAc y hexanos para dar el compuesto del titulo (1,40 g,
94 %). MS (ES) m/z = 481 (M+H).

Ejemplo 8

(2R)-1,1,1-trifluoro-3-[(cis-1-metil-4-{[ 1-metil-4-(1H-pirazol-3-ilamino)-1H-benzoimidazol-6-
ilJoxi}ciclohexil)amino]propan-2-ol

/
O~ N
I
~N
N _NH
W Y
e

Combinar (2R)-3-({cis-4-[(4-bromo-1-metil-1H-benzoimidazol-6-il)oxi]-1-metilciclohexil}amino)-1,1,1-trifluoropropan-2-
ol (0,919, 2,02 mmol), 3-aminopirazol (0,29 g, 1,70 equiv.), carbonato potasico (0,73g, 2,6 equiv.), 2-
(diciclohexilfosfino)3,6-dimetoxi-2’,4’,6’-triisopropil-1,1’-bifenilo (0,22 g, 0,20 equiv.),
tris(dibencilidenoacetona)dipaladio (0) (0,093 g, 0,050 equiv.) y acido acético (0,01 ml) en alcohol terc-butilico (20 ml).
Calentar a reflujo la mezcla durante una noche. Concentrar la mezcla al vacio. Afiadir DCM y agua; separar las capas.
Filtrar la capa organica a través del material HM-N de ISOLUTE®, lavando con DCM. Concentrar el filirado al vacio
para proporcionar un residuo. Someter el residuo a cromatografia de fase normal, eluyendo con un gradiente del 50-
100 % de B en A (A: éter terc-butilico, B: MeOH amoniacado 7 M al 15 % en DCM), para dar el compuesto del titulo
(0,67 g, 74 %). MS (ES) m/z = 453 (M+H).

Ejemplo 9
(2R)-3-{[cis-4-({4-[(1,5-dimetil-1H-pirazol-3-il)amino]-1-metil-1H-benzoimidazol-6-il}oxi)ciclohexillamino}-1,1-

difluoropropan-2-ol

FHC OH

Combinar 4-metilbencenosulfonato de (2R)-3,3-difluoro-2-hidroxipropilo (0,38 g, 1,31 mmol) y 6-[(cis-4-
aminociclohexil)oxi]-N-(1,5-dimetil-1H-pirazol-3-il)-1-metil-1H-benzoimidazol-4-amina  (0,61g, 1,30 equiv.) en
acetonitrilo (3 ml) y 2-propanol (3 ml). Afdadir N,N-diisopropiletilamina (0,50 ml, 2,0 equiv.) y yoduro sédico (0,015 g,
0,1 equiv.). Calentar a 65 °C durante una noche. Ahadir 4-metilbencenosulfonato de (2R)-3,3-difluoro-2-hidroxipropilo
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(0,065 g, 0,22 mmol) y calentar a 65 °C durante una noche. Filtrar a través de tierra de diatomeas. Lavar los sélidos
con EtOAc. Concentrar el filtrado al vacio. Purificar por cromatografia de fase inversa, eluyendo con un gradiente del
0-90 % de acetonitrilo en agua. Concentrar las fracciones que contienen el producto al vacio para dar el compuesto
del titulo en forma de un sélido de color blanquecino (0,40 g, 67 %). MS (ES) m/z = 449 (M+H).

Ejemplo 10

(2R)-1,1,1-trifluoro-3-({cis-4-[(1-metil-4-{[1-(piridin-2-il)-1H-pirazol-3-illJamino}-1H-benzoimidazol-6-
il)oxi]ciclohexil}amino)propan-2-ol

FaC.  OH

"NH

Combinar (2R)-3-({cis-4-[(4-bromo-1-metil-1H-benzoimidazol-6-il)oxi]ciclohexil}amino)-1,1,1-trifluoropropan-2-ol
(1,8 g, 4,1 mmol), 1-piridin-2-il-1H-pirazol-3-amina (0,86 g, 1,3 equiv.), carbonato potasico (1,7 g, 2,9 equiv.), 2-(di-
terc-butilfosfino)-2',4',6'-triisopropil-3,6-dimetoxi-1,1'-bifenilo (0,83 g, 0,41 equiv.), tris(dibencilidenoacetona)dipaladio
(0) (0,38 g, 0,10 equiv.) y acido aceético (0,03 ml) en alcohol terc-butilico (22 ml). Calentar la mezcla a 90 °C durante
tres horas. Enfriar la mezcla a ta. Filtrar a través de un lecho de tierra de diatomeas y lavar el lecho con EtOAc.
Concentrar el filtrado al vacio para proporcionar un residuo. Someter el residuo a cromatografia de fase normal,
eluyendo con un gradiente del 0-10 % de MeOH en DCM, para dar el compuesto del titulo (1,34 g, 63 %). MS (ES)
m/z = 516 (M+H).

El material de base libre cristalino se puede obtener disolviendo el material sélido, que se prepara sustancialmente
como se ha descrito anteriormente, en 2 butanona (100 % en masa), calentando después la mezcla resultante a 65 °C.
Dejar enfriar la mezcla a 20 °C y afadir heptano (100 % en masa) para inducir la participacion. Recoger el sélido
resultante y lavar con heptano, secar al aire durante 15 minutos, después secar en el horno a 40 °C durante una noche
para proporcionar el compuesto del titulo en forma de una base libre cristalina, anhidra, con un rendimiento del 62 %.

Difraccion de rayos X en polvo del Ejemplo 10

Los patrones XRD de los sdlidos cristalinos se obtienen en un difractémetro de rayos X en polvo D4 Endeavor de
Bruker, equipado con una fuente de CuKa (A = 1,54060 A) y un detector Vantec, que opera a 35 kV y 50 mA. La
muestra se escanea entre 4 y 40° en 20, con un tamafio de paso de 0,0087° en 26 y una velocidad de escaneado de
0,5 segundos/paso y con 0,6 mm de divergencia, antidispersion fija de 5,28 mm y ranuras de deteccion de 9,5 mm. El
polvo seco se empaqueta en un soporte de muestra de cuarzo y se obtiene una superficie suave usando un
portaobjetos de vidrio. Es bien conocido en la técnica de la cristalografia que, para cualquier forma de cristal dada, las
intensidades relativas de los maximos de difraccion pueden variar debido a la orientacién preferida que resulta de
factores tales como la morfologia y el habito del cristal. Donde esta presentes los efectos de la orientacién preferida,
las intensidades maximas estan alteradas, pero las posiciones maximas caracteristicas del polimorfo no han cambiado.
Véase, por ejemplo, The U.S. Pharmacopeia 38 - National Formulary 35 Chapter Characterization of crystalline and
partially crystalline solids by X-ray powder diffraction (XRPD) Official, 1 de mayo de 2015. Ademas, también es bien
conocido en la técnica de la cristalografia que para cualquier forma cristalina dada, las posiciones maximas angulares
pueden variar ligeramente. Por ejemplo, las posiciones maximas pueden cambiar debido a una variaciéon en la
temperatura o humedad a la que se ha analizado la muestra, al desplazamiento de la muestra o a la presencia o
ausencia de un patrén interno. En el presente caso, una variabilidad en la posicién maxima de + 0,2 en 20 tomara en
cuenta estas variaciones potenciales sin impedir la identificacion inequivoca de la forma cristalina indicada. La
confirmacion de una forma cristalina se puede hacer basandose en cualquier combinaciéon Unica de maximos
distintivos (en unidades de ° 26), habitualmente los maximos mas prominentes. Los patrones de difraccion de la forma
cristalina, recogidos a temperatura ambiente y humedad relativa, se ajustan basandose en los maximos
convencionales NIST 675 a 8,85 y 26,77 grados 2-theta.

Por lo tanto, una muestra preparada del compuesto de base libre del ejemplo 10 se caracteriza por un patréon de XRD
usando radiaciéon CuKa que tiene maximos de difraccion (valores 2-theta) como se describen en la tabla 1 a
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continuacion. Especificamente, el patron contiene un maximo a 20,5 junto con uno o mas de los maximos
seleccionados entre el grupo que consiste en 15,5, 18,1, 18,3, 18,5, 22,9 y 23,6 con una tolerancia para los dngulos
de difraccion de 0,2 grados.

5 Tabla 1
Maximos de difraccion de rayos X en polvo del ejemplo 10
Maximo Angulo 2theta % de Intensidad
1 11,3 21 %
2 13,2 37 %
3 14,8 22 %
4 15,5 63 %
5 16,3 19 %
6 18,1 63 %
7 18,3 75 %
8 18,5 56 %
9 19,0 30 %
10 19,3 27 %
11 20,5 100 %
12 20,8 19 %
13 22,3 16 %
14 22,9 86 %
15 23,3 30 %
16 23,6 49 %
17 23,7 45 %
18 24,7 36 %
19 25,5 28 %
20 26,5 33 %
21 28,3 19 %
22 31,0 17 %

Ejemplos 11Ay 11B

(2R)-1,1,1-trifluoro-3-[(cis-4-{[ 1-metil-4-({1-[(3R)-tetrahidro-2H-piran-3-il]-1H-pirazol-3-il}amino)-1H-benzoimidazol-6-
10 ilJoxi}ciclohexil)amino]propan-2-ol
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(2R)-1,1,1-trifluoro-3-[(cis-4-{[ 1-metil-4-({1-[(3S)-tetrahidro-2H-piran-3-il]-1H-pirazol-3-il}amino)-1H-benzoimidazol-6-
ilJoxi}ciclohexil)amino]propan-2-ol

F3C._ OH

“SNH

Primero preparar los compuestos en forma de una mezcla racémica. Combinar (2R)-3-({cis-4-[(4-bromo-1-metil-1H-
benzoimidazol-6-il)oxi]ciclohexil}amino)-1,1,1-trifluoropropan-2-ol (0,62 g, 1,2 equiv.), 1-(tetrahidro-2H-piran-3-il)-1H-
pirazol-3-amina (0,20 g, 1,2 mmol), carbonato potasico (0,42 g, 2,5 equiv.), 2-(di-terc-butilfosfino)-2’,4’,6’-triisopropil-
3,6-dimetoxi-1,1'-bifenilo (0,18 g, 0,30 equiv.), tris(dibencilidenoacetona)dipaladio (0) (0,085 g, 0,075 equiv.) y acido
aceético (0,02 ml) en alcohol terc-butilico (6 ml). Calentar a 100 °C durante siete h. Dejar enfriar la mezcla de reaccion
a ta. Concentrar la mezcla de reaccién al vacio. Diluir con EtOAc. Filtrar a través de un lecho de tierra de diatomeas y
lavar el lecho con EtOAc. AAadir bicarbonato sédico acuoso saturado al filtrado. Separar las capas. Lavar la capa
organica con agua y salmuera. Secar la capa organica sobre MgSO4 anhidro, filtrar y concentrar el filtrado al vacio
para proporcionar un residuo. Someter el residuo a cromatografia de fase normal, eluyendo con un gradiente del O-
30 % de MeOH en DCM, para dar el compuesto del titulo (0,31 g, 49 %). MS (ES) m/z = 523 (M+H).

Separar los isémeros preparando primero el derivado de 5-(trifluorometil)oxazolidin-2-ona:

(5R)-3-(cis-4-{[1-metil-4-({1-[(3R)-tetrahidro-2H-piran-3-il]-1H-pirazol-3-il}amino)-1H-benzoimidazol-6-
ilJoxi}ciclohexil)-5-(trifluorometil)-1,3-oxazolidin-2-ona, y

(5R)-3-(cis-4-{[1-metil-4-({1-[(3S)-tetrahidro-2H-piran-3-il]-1H-pirazol-3-il}amino)-1H-benzoimidazol-6-
ilJoxi}ciclohexil)-5-(trifluorometil)-1,3-oxazolidin-2-ona
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Combinar (2R)-1,1,1-trifluoro-3-({cis-4-[(1-metil-4-{[ 1-(tetrahidro-2H-piran-3-il)-1H-pirazol-3-illamino}-1H-

benzoimidazol-6-il)oxi]ciclohexil}amino)propan-2-ol (0,25 g, 0,42 mmol), 1,1’-carbonildiimidazol (0,14 g, 2,0 equiv.) y
4-dimetilaminopiridina (0,011 g, 0,21 equiv.) en DCM (2 ml). Agitar a ta durante tres dias. Concentrar al vacio para
proporcionar un residuo. Someter el residuo a cromatografia de fase normal, eluyendo con un gradiente del 0-20 %
de MeOH en DCM, para dar la mezcla racémica de (5R)-3-(cis-4-{[1-metil-4-({1-[tetrahidro-2H-piran-3-il]-1H-pirazol-3-
ilfamino)-1H-benzoimidazol-6-ilJoxi}ciclohexil)-5-(trifluorometil)-1,3-oxazolidin-2-ona. Separar los isdmeros por
cromatografia quiral usando 60 %/40 % de COz/isopropanol, 5 ml/min, 4,6 x 150 mm, Lux Amylose-2.

Isémero 1 (0,10 g, 99 % de ee). Tiempo de retencion 2,98 min. MS (ES) m/z = 549 (M+H)
Isémero 2 (0,10 g, 99 % de ee). Tiempo de retencion 4,83 min. MS (ES) m/z = 549 (M+H)

Isémero 1

(2R)-1,1,1-trifluoro-3-({cis-4-[(1-metil-4-{[ 1-(tetrahidro-2H-piran-3-il)-1H-pirazol-3-illamino}- 1H-benzoimidazol-6-
il)oxi]ciclohexil}amino)propan-2-ol

Combinar (5R)-3-(cis-4-{[1-metil-4-({1-[tetrahidro-2H-piran-3-il]-1H-pirazol-3-il}amino)-1H-benzoimidazol-6-
ilJoxi}ciclohexil)-5-(trifluorometil)-1,3-oxazondin-2-ona (Isémero 1) (0,080 g, 0,15 mmol) y trimetilsilanolato de potasio
(0,041 g, 2,0 equiv.) en THF (2 ml). Agitar a 65 °C durante tres dias. Afadir trimetilsilanolato de potasio (0,018 g, 1,0
equiv.). Agitar a 65 °C durante una noche. Dejar enfriar a ta. Diluir con unas gotas de agua y concentrar al vacio.
Purificar por cromatografia de fase inversa C-18 usando un gradiente de 0 %-100 % de acetonitrilo (bicarbonato de
amonio 10 mM en metanol), para dar el compuesto del titulo (0,055 g, 72 %). MS (ES) m/z = 523 (M+H).

Isémero 2

(2R)-1,1,1-trifluoro-3-({cis-4-[(1-metil-4-{[ 1-(tetrahidro-2H-piran-3-il)-1H-pirazol-3-illamino}-1H-benzoimidazol-6-
il)oxi]ciclohexil}amino)propan-2-ol

Combinar (5R)-3-(cis-4-{[1-metil-4-(11-[tetrahidro-2H-piran-3-il]-1H-pirazol-3-il}amino)-1H-benzoimidazol-6-
ilJoxi}ciclohexil)-5-(trifluorometil)-1,3-oxazolidin-2-ona (Isémero 2) (0,080 g, 0,15 mmol) y trimetilsilanolato de potasio
(0,040 g, 2,0 equiv.) en THF (2 ml). Agitar a 65 °C durante tres dias. Afiadir trimetilsilanolato de potasio (0,018 g, 1,0
equiv.). Agitar a 65 °C durante una noche. Dejar enfriar a ta. Diluir con unas gotas de agua y concentrar al vacio.
Purificar por cromatografia de fase inversa C-18 usando un gradiente del 0 %-100 % de acetonitrilo (bicarbonato de
amonio 10 mM en metanol), para dar el compuesto del titulo (0,058 g, 76 %). MS (ES) m/z = 523 (M+H).

Ejemplo 12

2-hidroxipropan-1,2,3-tricarboxilato de (2R)-1,1,1-trifluoro-3-({cis-4-[(1-metil-4-{[1-(piridin-2-il)-1H-pirazol-3-ilJamino}-
1H-benzoimidazol-6-il)oxi]ciclohexil}amino)propan-2-ol hidrato (1:1:1)
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Afnadir 1,23 g de (2R)-1,1,1-trifluoro-3-({cis-4-[(1-metil-4-{[1-(piridin-2-il)- 1H-pirazol-3-illamino}-1H-benzoimidazol-6-
il)oxi]ciclohexil}amino)propan-2-ol a 10 ml de acetona al 88 % mientras se agita a 1000 rpm/70 °C para obtener una
suspensién de color blanco. Afiadir 510 mg de acido citrico gota a gota. La suspension de color blanco se convierte
en una soluciéon de color amarillento. Dejar de calentar y agitar. Durante la siguiente hora, se forma lentamente un
solido de color amarillo. Aislar el sélido de color amarillo claro por filtracion al vacio. Secar la muestra en el filtro en
una corriente de aire durante 20 minutos para producir el compuesto del titulo. (1,62 g, 93,6 %)

Difraccion de rayos X en polvo del ejemplo 12:

Los patrones XRD de los sdlidos cristalinos se obtienen en un difractometro de rayos X en polvo D4 Endeavor de
Bruker, equipado con una fuente de CuKa (A = 1,54060 A) y un detector Vantec, que opera a 35 kV y 50 mA. La
muestra se escanea entre 4 y 40° en 26, con un tamafio de paso de 0,0087° en 26 y una velocidad de escaneado de
0,5 segundos/paso y con 0,6 mm de divergencia, antidispersion fija de 5,28 mm y ranuras de deteccién de 9,5 mm. El
polvo seco se empaqueta en un soporte de muestra de cuarzo y se obtiene una superficie suave usando un
portaobjetos de vidrio. Es bien conocido en la técnica de la cristalografia que, para cualquier forma de cristal dada, las
intensidades relativas de los maximos de difraccion pueden variar debido a la orientaciéon preferida que resulta de
factores tales como la morfologia y el habito del cristal. Donde esta presentes los efectos de la orientacién preferida,
las intensidades maximas estan alteradas, pero las posiciones maximas caracteristicas del polimorfo no han cambiado.
Véase, por ejemplo, The US. Pharmacopeia 38 - National Formulary 35 Chapter Characterization of crystalline and
partially crystalline solids by X-ray powder diffraction (XRPD) Official, 1 de mayo de 2015. Ademas, también es bien
conocido en la técnica de la cristalografia que para cualquier forma cristalina dada, las posiciones maximas angulares
pueden variar ligeramente. Por ejemplo, las posiciones maximas pueden cambiar debido a una variaciéon en la
temperatura o humedad a la que se ha analizado la muestra, al desplazamiento de la muestra o a la presencia o
ausencia de un patrén interno. En el presente caso, una variabilidad en la posicién maxima de = 0,2 en 26 tomara en
cuenta estas variaciones potenciales sin impedir la identificacion inequivoca de la forma cristalina indicada. La
confirmaciéon de una forma cristalina se puede hacer basandose en cualquier combinaciéon Unica de maximos
distintivos (en unidades de ° 26), habitualmente los maximos mas prominentes. Los patrones de difraccion de la forma
cristalina, recogidos a temperatura ambiente y humedad relativa, se ajustan basandose en los maximos
convencionales NIST 675 a 8,85y 26,77 grados 2-theta.

Un patrén XRD de 2-hidroxipropan-1,2,3-tricarboxilato de (2R)-1,1,1-trifluoro-3-({cis-4-[(1-metil-4-{[1-(piridin-2-il)-1H-
pirazol-3-ilJamino}-1H-benzoimidazol-6-il)oxi]ciclohexil}amino)propan-2-ol hidrato (1:1:1) usando radiacion CuKa
proporciona maximos de difraccion (valores 2-theta) como se describen en la tabla 2 a continuacién y en particular y
en particular que tiene maximos de 17,9 junto con uno o mas de los maximos seleccionados entre el grupo que consiste
en 26,1, 26,6 y 22,7; con una tolerancia para los angulos de difraccion de 0,2 grados.

Tabla 2

Maximos de difraccidn de rayos X en polvo del 2-hidroxipropan-1,2,3-tricarboxilato de (2R)-1,1,1-trifluoro-3-({cis-4-
[(1-metil-4-{[1-(piridin-2-il)-1H-pirazol-3-ilJamino}-1H-benzoimidazol-6-il)oxi ]ciclohexil}amino)propan-2-ol hidrato
cristalino (1:1:1)

. Intensidad relativa (% del maximo mas
Maximo Angulo (°2-Theta) +/- 0,2° intenso)

1 4,7 8 %
2 9,5 40 %
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(continuacién)

Méaximos de difraccion de rayos X en polvo del 2-hidroxipropan-1,2,3-tricarboxilato de (2R)-1,1,1-trifluoro-3-({cis-4-
[(1-metil-4-{[1-(piridin-2-il)-1H-pirazol-3-ilJamino}-1H-benzoimidazol-6-il)oxi ]ciclohexil}amino)propan-2-ol hidrato
cristalino (1:1:1)
) Intensidad relativa (% del maximo mas
Maximo Angulo (°2-Theta) +/- 0,2° intenso)
3 10,0 30 %
4 11,2 29 %
5 17,2 45 %
6 17,9 100 %
7 18,7 36 %
8 22,7 52 %
9 26,1 100 %
10 26,6 63 %

Seccién Biolégica

Ensayos enzimaticos in vitro de JAK1, JAK2 y JAK3

El ensayo de la cinasa JAK LanthaScreen™ (Invitrogen) se utiliza para determinar la capacidad de los compuestos de
prueba para inhibir la actividad de JAK1, JAK2 y JAK3. Estos son formatos de ensayo TR-FRET que utilizan un
anticuerpo marcado con terbio de larga duracién como especie donadora y GFP-STAT1 como especie aceptora. El
uso de la proporcién de TR-FRET para controlar la actividad de la cinasa JAK cuando un aumento en la fosforilacion
de GFP-STAT1 da como resultado un aumento en la proporcion de TR-FRET. Realizar la reacciéon de la cinasa
utilizando un volumen de reaccion de 12,5 pl en Proxiplate® negra poco profunda de 384 pocillos. Afadir los reactivos
para obtener condiciones de reaccion finales de 50 ml HEPES pH, Triton X-100 de 1,76 mM, ATP (20,0 uM para JAK1
y JAKS3 0 5 uM para JAK2) ensayos enzimaticos, 10,0 mM de MgClz, EGTA 1 mM y Brij-35 al 0,01%, GFP-STAT1 0,05
mM, enzima JAK1 14 nM para JAK1, 1,0 nM para JAK2 o 2,5 nM para ensayos enzimaticos JAK3 y DMSO al 4 % y
diluciones seriadas del compuesto de prueba (diluido a 1:3 de 20.000 a 1 nM). Después de la adicion de ATP/GFP-
STATA1, centrifugar las placas de ensayo durante 1 minuto a 1000 revoluciones por minuto (RPM). Dejar que las placas
se incuben a TA durante 60 minutos y luego afadir 12,5 pl de un tampén de parada que contenga EDTA 20 mM,
transductores de sefial anti-fosforilados de terbio 2 nM y activadores de transcripcion [fosforilacion de tirosina 701
aminoacido] Anticuerpo (Tb-anti-pSTAT1[pTyr701], clorhidrato de tris(hidroximetil)aminoetano 0,67 mM (Trizma®) pH
7,5, NaNs al 0,02 % y nonilfenilpolietilenglicol al 0,01 % (Nonidet® P40). Incubar a temperatura ambiente durante 90
min y leer en un lector de placas EnVision® con filtro de excitacién de longitud de onda de 340 nm y filtros de emision
de longitudes de onda de 520 nm y 495 nm. Derivar la proporcién de la longitud de onda de emisién para el GFP-
STAT1 que se mide a 520 nm frente a la emision a 495 nm para el (Tb-anti-pSTAT1 [pTyr701]. Derivar el valor de Clso
para cada compuesto usando datos de porcentaje de inhibicién que se calculan a partir de los datos de reaccién en
relacion con los controles en placa (enzima activa frente a enzima inhibida a 2,0 mM con tofacitinib). Utilizar
ACTIVITYBASE® 4.0 para ajustar el porcentaje de inhibicion y los datos de concentracién de compuesto de diez
puntos a una ecuacion logistica de cuatro parametros.

Siguiendo un protocolo esencialmente como se describe anteriormente, se ensayaron los compuestos de los Ejemplos
en el presente documento. Los compuestos de los ejemplos presentaron una Clso para JAK1 de menos de 8 nM y son
inhibidores selectivos de JAK1 sobre JAK2 o JAKS3 in vitro. Los compuestos de los Ejemplos 1y 6 a 10 presentaron la
actividad enumerada en la Tabla 3.

Tabla 3

N.° de ejemplo

Clso de JAK1 (nM)

Clso de JAK2 (nM)

Clso de JAK3 (nM)

1

3,25£0,99 (n=3)

1200%550 (n=3)

3720+1300 (n=3)

5,25+1,11 (n=5)

768+220 (n=5)

25404510 (n=5)

901499 (n=3)

61602020 (n=3)

6
7
8

(

(
5,43+0,93 (n=3)
1,91£0,75 (n=4)

2394150 (n=4)

1170£470 (n=4)
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(continuacién)

N.° de ejemplo

Clso de JAK1 (nM)

Clso de JAK2 (nM)

Clso de JAK3 (nM)

9

5,35+0,23 (n=5)

767439 (n=5)

21404720 (n=5)

10

1,49£0,49 (n=3)

220120 (n=3)

660+180 (n=3)

Los datos demuestran que los compuestos de los ejemplos son inhibidores de la enzima JAK1 y selectivos para JAK1
sobre JAK2 y JAKS in vitro.

Ensayo basado en células p-STAT3-(p-Tyr705)-1L6-TF-1-JAK1, protocolo AlphaScreen SureFire

El ensayo basado en células JAK1 que se describe a continuacién se utiliza para determinar la potencia celular de
JAK1 de los compuestos de prueba.

Preparacién de las células: Mantener sin alimento a células TF-1 en medio DMEM con 0,5 % de 26400 (FBS) y IX
Pen/Estrep a 37 °C. Sembrar 100.000 células por pocillo en placas negras BD de 96 pocillos con fondos transparentes.
Mantener las placas a temperatura ambiente durante 30-60 minutos antes de incubar durante la noche a 37 °C y el 5
% de CO2. Contar las células usando el contador Vi-Cell, utilizando una suspension celular a 100 células/ml y sembrada
en placas de 100 pl/pocillo en placas Beckman Dickinson Biocoat (n.° de catalogo 354640).

Preparacion y tratamiento del compuesto de prueba: Preparar los compuestos a diluciones seriadas de 1:3 en DMSO
y diluir mas en el medio. Probar los compuestos en un intervalo de concentraciones de 10 puntos de 20.000 a 1 nM.
Agregue el compuesto diluido a las placas de células correspondientes. Incubar las placas a 37 °C durante 20 min.
Agregar la solucién de IL6 a la concentracion final de 30 ng/ml a las placas de células correspondientes y continuar
incubando a 37 °C durante 30 min. Retirar el medio y agregar 50 ul de tampon de lisis a 1x a cada pocillo.

Deteccion de pSTAT3: Realizar las siguientes etapas de manera secuencial: hacer una mezcla de aceptor (tampoén
de activacién/tampén de reaccién/perlas aceptoras); transferir 4 pl de lisado de placas de 96 pocillos a Proxiplates de
384 pocillos; afiadir 5 ul de mezcla de aceptor a placas proxiplate(s) de 384 y sellar las placas con un sello de aluminio;
agitar 1-2 minutos en un agitador de placas; incubar la placa a temperatura ambiente durante 2 h con agitacion suave;
hacer una mezcla de donadores (perlas de donadores en tampodn de dilucion); afiadir 2 yl de mezcla de donador a las
placas de ensayo; sellar las placas con sello de aluminio; agitar 1-2 minutos en un agitador de placas; incubar a
temperatura ambiente durante 2 h con agitacion suave; leer la placa con Envision; protocolo AlphaScreen Surefire
384.

Siguiendo un protocolo esencialmente como se describe anteriormente, los compuestos de los Ejemplos 1, 2 y 6 se
ensayaron y mostraron la siguiente actividad como se ilustra en la Tabla 4 a continuacién.

Tabla 4
N.° de ejemplo Clso(nM)
1 0,154+0,023 (n=2)
2 0,275+0,102 (n=3)
6 0,168+0,090 (n=4)

Los datos de la Tabla 4 demuestran que los compuestos de los Ejemplos 1, 2 y 6 inhiben la enzima JAK1 en un ensayo
basado en células proporcionan apoyo de que los compuestos de los Ejemplos también inhiben la enzima JAK1 en la
célula.

Ensayos de sangre humana completa: Determinacion de pSTAT3 (JAK1) y pSTAT5 (JAK2) en linfocitos y monocitos

Se desarrollaron y validaron ensayos de sangre completa humana (HWB, por sus siglas en inglés) para determinar la
selectividad JAK1 y JAK2 de los compuestos de prueba.

Diluir los compuestos de prueba, 10 puntos, (1:3) en DMSO al 100% y una etapa de reduccién en PBS + BSA al 0,1 %.
Utilizar tofacitinib como compuesto de referencia en cada placa, asi como una sefial maxima (pocillos estimulados) y
una sefal minima (pocillos no estimulados) para normalizar los datos. Obtenga un grupo de HWB de 4 donantes sanos
diferentes. Coloque la sangre en una placa de 96 pocillos usando un Tecan Evo 96w e incubar con los compuestos
de prueba durante 1 hora a TA. Después de este tiempo de incubacion, estimular HWB con IL6 (206-IL, R&D System)
y GM-CSF (PHC2015, Life Technologies) durante 15 minutos mas. Agregar un colorante de viabilidad (65-0865,
eBiosicience) (1:1000) usando un Tecan Evo 96w (5xmix).

Las concentraciones finales en el ensayo son las siguientes: 100 uM para compuestos, 50 uM para tofacitinib, 0,1
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pug/ml de IL6, 0,038 pg/ml de GM-CSF y DMSO al 1%. Lisar y fijar HWB usando un tampén de Lisis/fijacion (558049,
Becton Dickinson) agregando 900 pl de tampén de lisis usando Tecan Evo 96w (mezcla 10x de alta velocidad). Incubar
HWB en bafio a 37 °C durante 10 minutos. Centrifugar la HWB a 500G, 8 min y desechar el sobrenadante. Agregar
MeOH frio usando un Tecan Exo 96w para permeabilizar las células. Incubar las células sanguineas en hielo durante
30 min. Después de esto, lavar las células 2 veces con tampdn de tincion (554656, Becton Dickinson), centrifugar a
3000 rpm, 2 min, descartar el sobrenadante y agregar los siguientes anticuerpos: Anti-CD4 humano PE, a 1:100 (12-
0048, eBioscience), Anti-CD33 humano eFluor® 450, a 1:50 (48-0337, eBioscience), mAb de conejo Phospho-STAT5S
(Tyr694) (C71ES5), 1:100 (conjugado con Alexa Fluor® 488)(3939, Cell Signaling) y mAb de conejo Phospho-STAT3
(Tyr705) (D3A7) XP™ a 1:200, (Conjugado con Alexa Fluor® 647)(4324, Cell Signaling). Incubar los anticuerpos
durante 1 h en oscuridad a temperatura ambiente, luego lavar las células 2 veces y leer en el citometro Macsquant
(Miltenyi Biotec). Clasificar los datos de CD4+ (linfocitos) y CD4Low CD33Hi (monocitos), para medir la intensidad de
la fluorescencia de las células que expresan pSTAT3 y pSTATS5, respectivamente. Analizar los datos utilizando FlowJo
v 10 y luego normalizar la mediana de fluorescencia frente a la sefial maxima y minima para determinar los ICsos.
Utilizar Graph Pad Prism 5™ para representar las curvas de respuesta a la dosis.

Siguiendo un protocolo esencialmente como se describe anteriormente, se ensayaron los compuestos de los Ejemplos
en el presente documento. Los compuestos de los ejemplos presentaron una mayor selectividad para JAK1 sobre JAK
2, La actividad de los compuestos de los Ejemplos 6 a 10 se enumeran en la Tabla 5.

Tabla 5

N.° de ejemplo

JAK1 Clso (M)

JAK2 Clso (uM)

6

3,65+0,79 (n=7)

20,3+6,3(n=6)

4,17+1,87 (n=6)

18,646,1(n=5)

3,13+1,1(n=6)

9,63+2,52(n=6)

7
8
9

4,53+2,09(n=7)

16,94,5(n=6)

10

1,2940,64 (n=3)

6,86+2,13(n=3)

Los datos de la Tabla 5 demuestran que los compuestos de los Ejemplos son méas potentes para JAK1 que para JAK2
en un ensayo de sangre completa humana.

Ensayo PK/PD en ratas

Las ratas Wistar macho, de 265-285 gramos (Charles River) se usaron para la dosificacion oral por sonda. Dar dosis
a los animales (sonda oral) de 1,82 ml/kg (0,5 ml por 275 gramos). Formular los compuestos en un vehiculo de HEC
al 1% que contenga Tween 80 al 0,25 % y antiespumante al 0,05 % con 1,1 equivalentes molares de acido
metanosulfonico para formar una sal in situ. Formular los compuestos una vez por semana y almacenarlos a 4 °C. En
varios momentos, obtener sangre completa de rata a través del sangrado de la vena de la cola en tubos de recoleccion
de sangre con EDTA de 600 pl Multivette (n.° de cat 151671100PK100, Sarstedt Inc) y utilizar para el ensayo ex vivo
de JAK1 y JAK2. Colocar alicuotas de 100 ul de sangre de cada rata en una placa de fondo redondo de 96 pocillos.
Estimular la sangre completa mediante IL-6 recombinante (100 ng/ml y GM-CSF de ratén recombinante (n.° de cat
415-ML, n.° de lote, R&D) durante 12 min a ta. Después de la estimulacion con citocinas, agregar sangre completa en
Lyseffix (n.° de cat 558049, n.° de lote, BD) en rejilla de minitubos; mezclar bien 5 veces. Incubar 10 min a ta.
Centrifugar la rejilla para minitubos a 600 g durante 4 min. Aspirar con colector de 12 canales. Transferir el contenido
de la rejilla de minitubos a placas de fondo redondo de 96 pocillos. Centrifugar las células a 3000 rpm durante 1 minuto
y desechar el sobrenadante. Mezclar las células en el pocillo con 100 ul de MeOH helado e incubar en hielo durante
30 min. Agregar 150 ul de PBS + FCS al 2 % en cada pocillo y centrifugar a 3000 rpm, 2 minutos. Lavar las células
con 2x de 250 ul de PBS + FCS al 2 %. Para tincion intracelular y de la superficie celular, mezclar todos los anticuerpos
y agregar en cada pocillo e incubar 1 hora a temperatura ambiente en la oscuridad. Los anticuerpos utilizados para la
tincion son los siguientes: pSTATS3, Alexa Fluor 647 (n.° de cat. 4324s, lote, Cell Signaling); pSTATS5, Alexa Fluor 488
(n.° de cat. 3939s, n.° de lote, Cell Signaling), anti-CD4 de rata, V450 (n.° de cat. 561579, n.° de lote, BD); anti-CD11b
de rata, Percp eFluor710 (n.° de cat. 12-0110-82, n.° de lote, eBioscience). Después de tefiir las células con Abs, lavar
las placas dos veces con PBS + FCS al 2 % y finalmente resuspender en los mismos 150 ul de solucién. Evaluar la
viabilidad celular mediante Viability Dye 780 (n.° de cat. 65-0865-14, n.° de lote, eBioscience). Realizar el ensayo de
citometria usando FORTESSA.

Siguiendo un protocolo esencialmente como se describe anteriormente, se ensayaron los compuestos de los Ejemplos
4y 6 a 10y los datos se enumeran en la Tabla 6.
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Tabla 6

Actividad ex vivo de JAK1 y JAK2 en sangre completa de rata (% de inhibicién a 30 mpk en comparacion con el
tratamiento con vehiculo como 100 % de inhibicion)

o Inhibicion de JAK1 2 h | Inhibiciéon de JAK2 2 h | Inhibicion de JAK1 7 h | Inhibicion de JAK2 7 h
N.° de i | . | . | , |
ejemplo de§pues_’de a de_spues”de a deg,pues”de a deg,pues”de a
dosificacion (%) dosificacion (%) dosificacion (%) dosificacion (%)
4 72,0 22,9 22,3 20,1
6 83,5 17,7 75,4 17,4
7 70,7 10,7 61,0 3,40

Estos datos apoyan la actividad de los compuestos de los ejemplos y que son mas potentes para JAK1 que para JAK2
en ratas in vivo.

Modelo de artritis inducida por colageno (CIA) en ratas

Este protocolo utiliza ratas Lewis (peso 150-175 gramos) de Charles River. El dia 0, anestesiar ratas con isoflurano.
El dia 1, inmunizar por via intradérmica con emulsién de colageno en dos sitios en la regién lumbar inferior, por encima
de la base de la cola. El volumen de dosis es un minimo de 0,4 ml por lugar de inyeccion. El dia 8, anestesiar ratas
con isoflurano e inmunizar intradérmicamente con emulsién de colageno en dos sitios de la regién lumbar inferior, por
encima de la base de la cola. Inscribir ratas en grupos de tratamiento el dia 12, basandose en la inflamacion
(enrojecimiento y/o hinchazoén) en sus patas traseras. Aleatorizar a los animales para la fase de tratamiento segun los
valores de medicion del tobillo y el peso corporal mediante la herramienta de asignacién de bloques al azar. Registrar
la hinchazén del tobillo los dias 1, 8 y 11 y luego tres veces por semana después de la inscripcion hasta el dia de la
necropsia inclusive. Dar dosis de los compuestos por via oral una vez al dia a partir del dia 12 (después de la
aleatorizacion) hasta el dia 25. Los compuestos de los Ejemplos 6 y 7 se evaluaron en el protocolo esencialmente
como se describio anteriormente. Los resultados se enumeran en la Tabla 7 a continuacion.

Tabla 7
Inhibicién de la hinchazon de la pata de rata (% de inhibicién en comparaciéon con ratas sin
tratamiento previo como 100 % de inhibicion)

o . % de inhibicién a 30 % de inhibicién a 10 % de inhibicién a 3
N.° de ejemplo mpk mpk mpk
6 79 47 12
7 73 69 0

Los datos de la Tabla 7 demuestran que los compuestos de los Ejemplos 6 y 7 presentan una inhibicion sensible a la
dosis de la hinchazén de las patas en ratas, y respaldan que los compuestos de los Ejemplos pueden ser eficaces en
el tratamiento de la artritis.

Modelo de artritis inducida por adyuvantes (AlA) en ratas

Los efectos de los compuestos sobre la inflamacién de la poliartritis y la erosion ésea de la articulacion del tobillo se
pueden evaluar en un modelo de artritis inducida por adyuvantes (AlA) en ratas. Utilizar ratas Lewis macho con un
peso corporal medio de 185 g para el estudio. Inducir la artritis mediante inyeccion intradérmica localizada en la base
de la cola con 100 pl de aceite de emulsion de inmunizacién en suspensién de adyuvante. Aleatorizar a los animales
segun el grosor medio de la pata y el peso corporal el dia 10 en grupos de estudio con 8 ratas en cada grupo. Preparar
compuestos en HEC al 1 % / P80 al 0,25 %/AF al 0,05 % AF en agua purificada y dar dosis diariamente por sonda oral
comenzando desde el dia 11 después de la inmunizacién durante 14 dias. Cuantificar el grosor de la pata con la
medida del calibre en ambos tobillos. Evaluar las diferencias de grupo utilizando un ANOVA de una via seguido de la
prueba posterior de Dunnett para comparaciones multiples con controles de vehiculo. EI compuesto del Ejemplo 10
se evalla en el protocolo esencialmente como se describio anteriormente. Los resultados se enumeran en la Tabla 8
a continuacion.

Tabla 8

Inhibicién de la pérdida de hinchazén de la pata y densidad mineral 6sea (DMO) (% de inhibicion en comparacion
con ratas sin tratamiento previo como inhibicion del 100 %) en el modelo de AlA de rata

Dosis de ejemplo n.° 10 % de inhibicion de la hinchazén de % de inhibicion de la pérdida de
i las patas DMO en la pata
3mpk 26 39
10mpk 63 81
30mpk 73 84

Los datos de la Tabla 8 demuestran que el compuesto del Ejemplo 10 presenta una inhibicién de la hinchazén de las
patas en ratas, sensible a la dosis, y respaldan que el compuesto del Ejemplo puede ser eficaz en el tratamiento de la
artritis.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de la formula, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo

OH
re{_H 3

y b
10
R1 se selecciona entre: H, -CH3 y -OCHs;
R2 es -CHF2 0 -CF3; y
R3 es H o -CH3;
con la condiciéon de que cuando R2 es -CF3 y R3 es H, o R o R1 puede ser -CHs, pero no ambos.
15

2. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 de la férmula o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

OH
R2_K R3
/
o)
"
N
Ne-NH
R~
R1

20 endonde:

R se selecciona entre: H, -alquilo C+.3, -CH2CH(OH)CH3, -alquil C2-3-O-CHs,

25
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R1 se selecciona entre: H, -CH3 y -OCHs;

R2 es -CHF2 0 -CF3; y

R3 es H o -CH3;

con la condicion de que cuando R2 es -CF3 y R3 es H, o R o R1 puede ser -CHs, pero no ambos.

3. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2 en donde R se selecciona entre: -CHs, -CH2CHs y

22
|

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

4. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en donde R es - CH3 0 -CH2CH3 o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

5. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en donde R es

22
|

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

6. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en donde R2 es -CF3 o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

7. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 en donde R3 es -CHs o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

8. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 que es

F3R[OH
H

/

o
™
N
V\g'fl/NH

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

9. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 que es
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FsCu+OH
T

OQN@
/\QNH

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

10. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2 que es

F3R'L‘\ OH

H

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

11. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 0 5 que es

Fe,Q,L‘\OH

H

/
@)
"
N
7.
N e
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

12. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o 5 que es 2-hidroxipropan-1,2,3-
tricarboxilato de (2R)-1,1,1-trifluoro-3 -({cis-4-[(1-metil-4-{[1-(piridin-2-il)-1H-pirazol-3-illamino}-1H-benzoimidazol-6-
il)oxi]ciclohexil}amino)propan-2-ol hidrato.

13. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 0 5 que es (2R)-1,1,1-trifluoro-3 -({cis-
4-[(1-metil-4-{[1-(piridin-2-il)-1H-pirazol-3 -il] amino}-1H-benzoimidazol-6-il)oxi]ciclohexillamino)propan-2-ol en forma
cristalina caracterizado por un patrén de rayos X en polvo obtenido a partir de una fuente de CuKa (A=1,54060 A),
que tiene un maximo en 20,5 junto con uno 0 mas maximos seleccionados entre el grupo que consiste en 15,5, 18,1,
18,3, 18,5, 22,9 y 23,6; con una tolerancia para los angulos de difraccion de 0,2 grados.

14. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o 5 que es 2-hidroxipropan-1,2,3-
tricarboxilato de (2R)-1,1,1-trifluoro-3-({cis-4-[(1-metil-4-{[1-(piridin-2-il)-1H-pirazol-3-il] amino}-1H-benzoimidazol-6-
il)oxi]ciclohexil}amino)propan-2-ol hidrato en forma cristalina caracterizado por un patrén de difraccion de rayos X en
polvo obtenido a partir de una fuente de CuKa (A=1,54060 A), que tiene u maximo a 17,9 junto con uno o mas maximos

34



10

15

ES 2877 198 T3

seleccionados entre el grupo que consiste en 26,1, 26,6 y 22,7; con una tolerancia para los angulos de difraccion de
0,2 grados.

15. Una composicidon farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 14 y un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable.

16. Una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 15 que comprende mas del 80 % p/p de un
compuesto que es 2-hidroxipropan-1,2,3-tricarboxilato de (2R)-1,1,1-trifluoro-3-({cis-4-[(1-metil-4-{[1-(piridin-2-il)-1H-
pirazol-3-ilJamino}-1H-benzoimidazol-6-il)oxi]ciclohexil}amino)propan-2-ol hidrato en forma cristalina.

17. Una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicaciéon 15 que comprende mas del 90 % p/p de un
compuesto que es 2-hidroxipropan-1,2,3-tricarboxilato de (2R)-1,1,1-trifluoro-3-({cis-4-[(1-metil-4-{[1-(piridin-2-il)-1H-
pirazol-3-ilJamino}-1H-benzoimidazol-6-il)oxi]ciclohexil}amino)propan-2-ol hidrato en forma cristalina.

18. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 para su uso en terapia.

19. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 para su uso en el tratamiento de
artritis.
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