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DERIVADO DE BENZIMIDAZOL SUSTITUIDO COMO MODULADOR DE LA

ACTIVIDAD DEL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL

Campo de la Invencién

La presente 1invencién se refiere a un derivado de
imidazol fusionado sustituido, y a su uso en terapia. Mas
particularmente, esta invencidédn se refiere a un derivado de
1H-bencimidazol sustituido farmacoldgicamente activo. Este
compuesto actua como un modulador de la sefializacidén de TNFaq,
y en consecuencia es Dbeneficioso como agente farmacéutico,
especialmente en el tratamiento de trastornos inflamatorios y
autoinmunes adversos, trastornos neuroldgicos y
neurodegenerativos, trastornos del dolor 'y nociceptivos,
trastornos cardiovasculares, trastornos metabdlicos,
trastornos oculares, y trastornos oncoldgicos.

Antecedentes de la Invenciébn

TNFo es el miembro prototipico de 1la superfamilia de
proteinas del Factor de Necrosis Tumoral (TNF, por sus siglas
en inglés) de proteinas que comparten una funcidén primaria de
regular la supervivencia celular y la muerte celular. Una
caracteristica estructural comin a todos los miembros
conocidos de la superfamilia de TNF es la formacidén de
complejos triméricos que se unen 'y activan receptores
especificos de la superfamilia de TNF. A modo de ejemplo,

TNFa existe en formas y sefiales solubles y transmembrana a
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través de dos receptores, conocidos como TNFR1 y TNFR2, con
puntos finales funcionales distintos.

Varios productos capaces de modular la actividad de TNFa
ya estan disponibles comercialmente. Todos estan aprobados
para el tratamiento de trastornos inflamatorios y autoinmunes
como la artritis reumatoide y la enfermedad de Crohn. Todos
los productos aprobados actualmente son macromoleculares vy
actian inhibiendo la unidén del TNFa humano a su receptor. Los
inhibidores macromoleculares tipicos de TNFo incluyen
anticuerpos anti-TNFoa; y proteinas de fusidén del receptor de
TNFo solubles. Los ejemplos de anticuerpos anti-TNFx
disponibles en el mercado incluyen anticuerpos completamente
humanos como adalimumab (Humira®) vy golimumab (Simponi®),
anticuerpos quiméricos tal como infliximab (Remicade®) vy
fragmentos Fab’ pegilados tal como certolizumab pegol
(Cimzia®) . Un ejemplo de una proteina de fusidén del receptor
de TNFa soluble disponible comercialmente es etanercept
(Enbrel®) .

Los miembros de 1la superfamilia de TNF, incluido el
propio TNFoa, estédn implicados en una variedad de funciones
fisioldgicas vy patoldgicas que se cree qgque desempefian un
papel en una variedad de condiciones de importancia médica
significativa (ver, por ejemplo, MG Tansey & D.E. Szymkowski,
Drug Discovery Today, 2009, 14, 1082-1088 y FS Carneiro et

al., J. Sexual Medicine, 2010, 7, 3823-3834).
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Descripcién Detallada de la Invencién

Los compuestos de acuerdo con la presente invencidn, que
son potentes moduladores de la actividad del TNFo humano, son

por lo tanto beneficiosos en el tratamiento y/o prevencidn de

diversas dolencias humanas. Estos incluyen trastornos
autoinmunes e inflamatorios; trastornos neuroldgicos vy
neurodegenerativos; dolor % trastornos nociceptivos;
trastornos cardiovasculares; trastornos metabdlicos;

trastornos oculares; y trastornos oncoldbgicos.

Ademéds, los compuestos de acuerdo con la presente
invencién pueden ser beneficiosos como estandares
farmacoldgicos para uso en el desarrollo de nuevos ensayos
bioldégicos y en la bUsqueda de nuevos agentes farmacoldgicos.
Por 1lo tanto, en una modalidad, los compuestos de esta
invencién pueden ser utiles como radioligandos en ensayos
para detectar compuestos farmacoldgicamente activos. En una
modalidad alternativa, los compuestos de esta invencién
pueden ser Utiles para acoplarse a un fluordéforo para
proporcionar conjugados fluorescentes gque pueden utilizarse
en ensayos (por ejemplo, un ensayo de polarizacidén de
fluorescencia) para detectar compuestos farmacoldgicamente
activos.

WO 2013/186229 describe wuna clase de derivados de
bencimidazol que se consideran moduladores de la sefializacidn

de TNFox beneficiosos en el tratamiento de trastornos
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inflamatorios y autoinmunes adversos, trastornos neuroldgicos
y neurodegenerativos, trastornos de dolor y nociceptivos,
trastornos cardiovasculares, trastornos metabdélicos,
trastornos oculares y trastornos oncoldgicos.

La presente invencidn proporciona 2=-(5-{1-[2-
(difluorometoxi)-6-fluorobencil]-2-metil-1H-bencimidazol-6-

il}pirimidin-2-il)propan-2-ol de fdérmula (I):
YJCL\HH

@)

o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

OH

Los compuestos de acuerdo con la presente invencién
estéan incluidos dentro del alcance genérico de WO
2013/186229. Sin embargo, no hay una descripcidédn especifica
en el mismo del compuesto de fédrmula (I) como se representd
anteriormente, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo.

La presente invencidén también proporciona el compuesto
de férmula (I) como se representd anteriormente, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, para uso en terapia.

La presente invencidén también proporciona el compuesto
de férmula (I) como se representd anteriormente, o una sal

farmacéuticamente aceptable del mismo, para uso en el
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tratamiento y/o prevencidén de trastornos para los cuales estéa
indicada la administracién de un modulador de la funcidn de
TNFo.

En otro aspecto, la presente invencidn proporciona el
compuesto de fdérmula (I) como se representd anteriormente, o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para uso en el
tratamiento y/o prevenciédn de un trastorno inflamatorio o
autoinmune, un trastorno neuroldgico o neurodegenerativo,
dolor o un trastorno nociceptivo, un trastorno
cardiovascular, un trastorno metabdlico, un trastorno ocular
0 un trastorno oncoldgico.

La presente invencidén también proporciona el uso del
compuesto de férmula (I) como se representd anteriormente, o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para la
manufactura de un medicamento para el tratamiento vy/o
prevencidén de trastornos para los cuales se indica la
administracién de un modulador de funcién TNF«.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona el
uso del compuesto de foérmula (1) como se representd
anteriormente, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, para la manufactura de un medicamento para el
tratamiento y/o prevencién de un trastorno inflamatorio o
autoinmune, un trastorno neuroldgico o neurodegenerativo,
dolor o) un trastorno nociceptivo, un trastorno

cardiovascular, un trastorno metabdlico, un trastorno ocular
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o un trastorno oncoldgico.

La presente invencidén también proporciona un método para
el tratamiento y/o 1la prevencidén de trastornos para los
cuales esta indicada la administracidédn de un modulador de la
funcidén de TNFoa, que comprende administrar a un paciente que
necesita tal tratamiento una cantidad eficaz del compuesto de
férmula (I) como se representd anteriormente, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

En otro aspecto, la presente invencidén proporciona un
método para el tratamiento y/o prevencién de un trastorno
inflamatorio o autoinmune, un trastorno neuroldgico ©
neurodegenerativo, dolor o un trastorno nociceptivo, un
trastorno cardiovascular, un trastorno metabdlico, un
trastorno ocular o trastorno oncoldgico, gue comprende
administrar a un paciente que necesita tal tratamiento una
cantidad eficaz del compuesto de férmula (I) como se
representd anteriormente, le) una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo.

Para uso en medicina, las sales del compuesto de férmula
(I) serédn sales farmacéuticamente aceptables. Sin embargo,
otras sales pueden ser Utiles en la preparacidén del compuesto
de férmula (I) o de sus sales farmacéuticamente aceptables.
Los principios estédndar que subyacen en la seleccidén vy
preparacidén de sales farmacéuticamente aceptables se

describen, por ejemplo, en Handbook of Pharmaceutical Salts:
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Properties, Selection and Use, ed. P.H. Stahl y C.G. Wermuth,
Wiley-VCH, 2002. Las sales farmacéuticamente aceptables
adecuadas del compuesto de férmula (I) incluyen sales de
adicidén de acido que pueden formarse, por ejemplo, mezclando
una solucidén del compuesto de férmula (I) con una solucidn de
un acido farmacéuticamente aceptable.

Debe entenderse que cada atomo individual presente en la
férmula (1), o en las férmulas que se describen a
continuacidén, puede estar presente en la forma de cualquiera
de sus isdétopos naturales, siendo preferido el isdtopo mas
abundante. Asi, a modo de ejemplo, cada atomo de hidrdgeno
individual presente en la férmula (I), o en las férmulas
representadas a continuacidén, puede estar presente como un
dtomo de 1H, 2H (deuterio) o 3H (tritio), preferiblemente IH.
De manera similar, a modo de ejemplo, cada &atomo de carbono
individual presente en la férmula (I), o en las foérmulas
representadas a continuacidén, puede estar presente como un
dtomo de 12C, 13C o !4C, preferiblemente 12C.

Los compuestos de acuerdo con la presente invencidn son
beneficiosos en el tratamiento y/o prevencidn de diversas
dolencias humanas. Estos incluyen trastornos autoinmunes e
inflamatorios; trastornos neuroldgicos y neurodegenerativos;
dolor y trastornos nociceptivos; trastornos cardiovasculares;
trastornos metabdlicos; trastornos oculares; vy trastornos

oncoldgicos.
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Los trastornos inflamatorios vy autoinmunes incluyen
trastornos autoinmunes sistémicos, trastornos endocrinos

autoinmunes y trastornos autoinmunes especificos de o&érganos.

Los trastornos autoinmunes sistémicos incluyen lupus
eritematoso sistémico (LES), psoriasis, artropatia
psoridsica, wvasculitis, miopatia inflamatoria (incluyendo

polimiositis, dermatomiositis vy miositis por <cuerpos de
inclusiédén), escleroderma, esclerosis multiple, esclerosis
sistémica, espondilitis anquilosante, artritis reumatoide,
artritis inflamatoria no especifica, artritis inflamatoria
juvenil, artritis idiopatica Jjuvenil (incluyendo las formas
oligoarticulares y poliarticulares de los mismos), anemia por
enfermedad crénica (ACD), enfermedad de Still (inicio juvenil
y/o adulto), enfermedad de Behcet’s y sindrome de Sjogren.
Los trastornos endocrinos autoinmunes incluyen tiroiditis.
Los trastornos autoinmunes especificos de &érganos incluyen
enfermedad de Addison, anemia hemolitica o perniciosa, lesién
renal aguda (AKI; incluyendo AKI inducida por cisplatino),
nefropatia diabética (DN), wuropatia obstructiva (incluyendo
uropatia obstructiva inducida por cisplatino),
glomerulonefritis (incluido el sindrome de Goodpasture,
glomerulonefritis mediada por el complejo inmunitario vy
anticuerpos citopléasmicos antineutropbéfilos (ANCA) ,
glomerulonefritis asociada, nefritis 1lupica (LN), enfermedad

por cambios minimos, enfermedad de Graves, plrpura
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trombocitopénica idiopatica, enfermedad inflamatoria del
intestino (incluyendo la enfermedad de Crohn, colitis
ulcerosa, colitis indeterminada 'y pouchitis), pénfigo,
dermatitis atdpica, hepatitis autoinmune, cirrosis biliar
primaria, neumonitis autoinmune, carditis autoinmune,
miastenia grave, infertilidad espontéanea, osteoporosis,
osteopenia, enfermedad &ésea erosiva, condritis, degeneracidn
y/o destrucciédn del cartilago, trastornos de la fibrosis
(incluyendo diversas formas de fibrosis hepatica y pulmonar),
asma, rinitis, enfermedad pulmonar obstructiva crdénica

(EPOC), sindrome de dificultad respiratoria, sepsis, fiebre

distrofia muscular (incluyendo distrofia muscular de
Duchenne), rechazo de trasplante de 6rgano (incluyendo
rechazo de aloinjerto renal), escleritis (incluyendo

escleritis de arteritis de células gigantes), arteritis de
Takayasu, hidradenitis supurativa, pioderma gangrenosa,
sarcoidosis, polimialgia reumdtica y espondiloartritis axial.

Los trastornos neurolodégicos 4 neurodegenerativos
incluyen la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de
Parkinson, la enfermedad de Huntington, la isquemia, el
accidente cerebrovascular, la esclerosis lateral amiotrdfica,
la lesidén de la médula espinal, el traumatismo craneal, las
convulsiones y la epilepsia.

Los trastornos cardiovasculares incluyen trombosis,

hipertrofia cardiaca, hipertensidén, contractilidad irregular
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del corazdn (por ejemplo, durante la insuficiencia cardiaca)
y trastornos sexuales (incluyendo disfuncidén eréctil vy
disfuncidén sexual femenina). Los moduladores de la funcidn
del TNFoa también pueden ser Utiles en el tratamiento y/o 1la
prevencidén del infarto de miocardio (ver J.J. Wu et al.,
JAMA, 2013, 309, 2043-2044).

Los trastornos metabdlicos incluyen diabetes (incluyendo
diabetes mellitus dependiente de 1la insulina vy diabetes
juvenil), dislipidemia y sindrome metabdlico.

Los trastornos oculares incluyen retinopatia (incluida
la retinopatia diabética, retinopatia proliferativa,
retinopatia no proliferativa y retinopatia del prematuro),
edema macular (incluyendo edema macular diabética),
degeneracidén macular relacionada con la edad (ARMD) ,
vascularizacién (incluyendo vascularizacidén de la cdrnea vy
neovascularizacién), oclusidén venosa retiniana y diversas
formas de uveitis (incluyendo iritis) y queratitis.

Los trastornos oncolégicos, gque pueden ser agudos ©
crbénicos, 1incluyen trastornos proliferativos, especialmente
cdncer, vy complicaciones asociadas con céancer (incluyendo
complicaciones esqueléticas, caquexia % anemia) . Las
categorias particulares de cancer incluyen enfermedad maligna
hematoldégica (incluyendo leucemia vy linfoma) vy enfermedad
maligna no hematoldégica (incluyendo céncer de tumor sdélido,

sarcoma, meningioma, glioblastoma multiforme, neuroblastoma,
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melanoma, carcinoma gastrico y carcinoma de células renales).
La leucemia crénica puede ser mieloide o 1linfoide. Las

variedades de leucemia incluyen leucemia linfoblastica de

células T, leucemia mieldgena crbénica (CML) , leucemia
linfocitica/linfoide crénica (CLL), leucemia de células
pilosas, leucemia linfoblastica aguda (ALL), leucemia

mieldgena aguda (LMA), sindrome de mielodisplasia, leucemia
neutrofilica crdénica, leucemia linfobléstica aguda de células
T, plasmocitoma, leucemia de células grandes inmunoblésticas,
leucemia de células del manto, mieloma multiple, leucemia
megacarioblastica aguda, leucemia megacariocitica aguda,
leucemia promielocitica y eritroleucemia. Las variedades de
linfoma incluyen linfoma maligno, linfoma de Hodgkin, linfoma
no Hodgkin, 1linfoma linfoblastico de células T, linfoma de
Burkitt, linfoma folicular, linfoma MALT1 y linfoma de zona
marginal. Las variedades de tumores malignos no hematoldégicos
incluyen céancer de préstata, pulmdén, mama, recto, colon,
ganglio linféatico, vejiga, rifdén, pancreas, higado, ovario,
utero, <cuello wuterino, cerebro, piel, huesos, estdmago vy
masculos. Los moduladores de la funcién de TNFa también se
pueden usar para aumentar la seguridad del potente efecto
anticanceroso del TNF (ver F.V. Hauwermeiren et al., J. Clin.
Invest., 2013, 123, 2590-2603).

La presente invencién también proporciona una

composicién farmacéutica que comprende el compuesto de
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férmula (I) como se representd anteriormente, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en asociacidn con uno
o0 mas portadores farmacéuticamente aceptables.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la
invencién pueden tomar una forma adecuada para administracidn
oral, bucal, parenteral, nasal, tépica, oftédlmica o rectal, o
una forma adecuada para administracidén por inhalacidén o
insuflaciédn.

Para la administracidén oral, las composiciones
farmacéuticas pueden tomar la forma de, ©por ejemplo,
tabletas, pastillas o capsulas preparadas por medios
convencionales con excipientes farmacéuticamente aceptables,
tales como agentes de unidén (por ejemplo, almiddédn de maiz
pregelatinizado, polivinilpirrolidona o hidroxipropil metil
celulosa); rellenos (por ejemplo, lactosa, celulosa
microcristalina o hidrogenofosfato de calcio); lubricantes
(por ejemplo, estearato de magnesio, talco o silice);
desintegrantes (por ejemplo, almiddén de patata o glicolato de
sodio); o agentes humectantes (por ejemplo, laurilsulfato de
sodio). Las tabletas pueden recubrirse por métodos bien
conocidos en la técnica. Las preparaciones liquidas para
administracién oral pueden tomar la forma de, por ejemplo,
soluciones, jarabes o suspensiones, o pueden presentarse como
un producto seco para la constitucidédn con agua u otro

vehiculo adecuado antes de su uso. Tales preparaciones
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liguidas pueden prepararse por medios convencionales con
aditivos farmacéuticamente aceptables tales como agentes de
suspensidn, agentes emulsionantes, vehiculos no acuosos o
conservantes. Las preparaciones también pueden contener sales
amortiguadoras, agentes saborizantes, agentes colorantes o
agentes edulcorantes, segun sea apropiado.

Las preparaciones ©para administracidén oral ©pueden
formularse adecuadamente para proporcionar una liberacidn
controlada del compuesto activo.

Para la administracidén bucal, las composiciones pueden
tomar la forma de tabletas o pastillas formuladas de manera
convencional.

El compuesto de férmula (I) se puede formular para
administracién parenteral mediante inyeccidén, por ejemplo por
inyeccién en bolo o infusién. Las formulaciones para
inyeccidén pueden presentarse en forma de dosis unitaria, por
ejemplo en ampollas de vidrio o recipientes de dosis
miltiples, por ejemplo frascos de vidrio. Las composiciones
para inyeccién pueden tomar formas tales como suspensiones,
soluciones o emulsiones en vehiculos aceitosos o acuosos, Vy
pueden contener agentes de formulacidén tales como agentes de
suspensiédn, estabilizacién, conservacién y/o dispersidn.
Alternativamente, el ingrediente activo puede estar en forma
de polvo para su constitucidn con un vehiculo adecuado, por

ejemplo agua estéril sin pirdgenos, antes de su uso.



10

15

20

25

14

Ademads de las formulaciones descritas anteriormente, el
compuesto de fdérmula (I) también puede formularse como una
preparacién de depdsito. Tales formulaciones de accidn
prolongada pueden administrarse por implantaciédn o por
inyeccién intramuscular.

Para la administracidén nasal o la administracién por
inhalacién, los compuestos de acuerdo con la presente
invencién pueden administrarse convenientemente en forma de
una presentacidén en aerosol para envases presurizados o un
nebulizador, con el wuso de un propelente adecuado, por
ejemplo diclorodifluorometano, fluorotriclorometano,
diclorotetrafluoroetano, didéxido de carbono u otro gas
adecuado o mezcla de gases.

Las composiciones pueden, si se desea, presentarse en un
empaque o dispositivo dispensador que puede contener una o
mas formas de dosificacién unitaria que contienen el
ingrediente activo. El empaque o dispositivo dispensador
puede ir acompafado de instrucciones para la administracidn.

Para la administracién tépica, los compuestos de uso en
la presente invencién pueden formularse convenientemente en
una pomada adecuada que contiene el componente activo
suspendido o disuelto en uno o mas portadores
farmacéuticamente aceptables. Portadores particulares
incluyen, por ejemplo, aceite mineral, petrdleo ligquido,

propilenglicol, polioxietileno, polioxipropileno, cera
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emulsionante y agua. Alternativamente, los compuestos de uso
en la presente invencidén pueden formularse en una locidn

adecuada que contiene el componente activo suspendido o

disuelto en uno o mas portadores farmacéuticamente
aceptables. Los portadores particulares incluyen, por
ejemplo, aceite mineral, monoestearato de sorbitan,
polisorbato 00, cera de ésteres cetilicos, alcohol

cetearilico, alcohol bencilico, 2-octildodecanol y agua.

Para la administracidén oftdlmica, los compuestos de uso en
la presente invencién pueden formularse convenientemente como
suspensiones micronizadas en solucidén salina estéril isotdnica
con pH ajustado, con o sin un conservante tal como un agente
bactericida o fungicida, por ejemplo nitrato fenilmerctrico,
cloruro de benzilalconio o acetato de clorhexidina.
Alternativamente, para la administracién oftélmica, los
compuestos pueden formularse en una pomada tal como vaselina.

Para la administracién rectal, los compuestos de uso en
la presente invencidén pueden formularse convenientemente como
supositorios. Estos pueden prepararse mezclando el componente
activo con un excipiente no irritante adecuado que sea sdlido
a temperatura ambiente pero liquido a la temperatura rectal y
asi se fundird en el recto para liberar el componente activo.
Tales materiales incluyen, por ejemplo, manteca de cacao,
cera de abeja y polietilenglicoles.

La cantidad de un compuesto de uso en la invencidn
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requerida para la profilaxis o el tratamiento de una afeccidn
particular variard dependiendo del compuesto elegido y 1la
afeccidn del paciente a tratar. En general, sin embargo, las
dosis diarias pueden variar desde aproximadamente 10 ng/kg a
1000 mg/kg, tipicamente de 100 ng/kg a 100 mg/kg, por ejemplo
aproximadamente 0.01 mg/kg a 40 mg/kg de peso corporal, para
administracidén oral o bucal, de aproximadamente 10 ng/kg a 50
mg/kg de peso corporal para administracidén parenteral, y de
aproximadamente 0.05 mg a aproximadamente 1000 mg, por
ejemplo de aproximadamente 0.5 mg a aproximadamente 1000 mg,
para administracién nasal o por inhalacidén o insuflacidn.

Si se desea, un compuesto de acuerdo con la presente
invencién puede coadministrarse con otro agente farmacéuticamente
activo, por ejemplo una molécula antiinflamatoria.

El compuesto de férmula (I) anterior puede prepararse
mediante un proceso que comprende hacer reaccionar un

compuesto de férmula (III) con un compuesto de férmula (IV):

N
jgest
1 2
M 1 N F

NT R L
o L
H,C N7 F
OH )“‘O
F
(11D (IV)
en donde L! representa un grupo saliente adecuado, y M!

representa un resto de 4cido Dborbénico-B(OH)2 o un éster

ciclico del mismo formado con un diol orgédnico, por ejemplo
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pinacol, 1,3-propano-diol o neopentilglicol; en la presencia
de un catalizador de metal de transicién.

El grupo saliente L! es tipicamente un &atomo de
haldégeno, por ejemplo bromo.

El catalizador de metal de transicidn que se usa en la
reaccidén entre el compuesto (III) vy (IV) es adecuadamente
[1,1"-bis(difenilfosfino) ferroceno]dicloropalladio (I1),
dicloro[l,1’-bis(di-terc-butilfosfino) ferroceno]lpaladio (II),
tetrakis (trifenilfosfina)paladio (0), o Complejo de bis[3-
(difenilfosfanil)ciclopenta-2,4-dien-1-illhierro-
dicloropaladio-diclorometano. La reaccién se realiza
adecuadamente en la presencia de una base, por ejemplo una
base inorgédnica tal como carbonato de sodio o carbonato de
potasio o fosfato de potasio. La reaccidédn se lleva a cabo
convenientemente a una temperatura elevada en un solvente
adecuado, por ejemplo un éter ciclico tal como 1,4-dioxano.

Los intermediarios de férmula (IV) anterior se pueden
preparar mediante un proceso de dos pasos que comprende: (i)

reducir el grupo nitro en un compuesto de fdérmula (V) :
NO,
U/I::I:N){F
o
V)
en donde IL! es como se definidé anteriormente; vy (ii)

haciendo reaccionar el derivado de amina obtenido de este
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modo con acido acético.

El paso (i) del procedimiento anterior puede efectuarse
convenientemente por hidrogenacidén catalitica del compuesto
(V), que tipicamente comprende tratar el compuesto (V) con
hidrégeno gaseoso en la presencia de un catalizador de
hidrogenacidén tal como paladio sobre carbono.

Alternativamente, la reduccidén del compuesto (V) puede
efectuarse por tratamiento con hierro o cinc elemental,
tipicamente a una temperatura elevada en la presencia de
acido acético.

Alternativamente, la reduccidén del compuesto (V) puede
efectuarse por tratamiento <con cloruro de estafio (II),
tipicamente a una temperatura elevada en la presencia de un
dcido mineral tal como &cido clorhidrico.

El paso (ii) del procedimiento anterior se efectula
convenientemente calentando el derivado de amina resultante
en acido acético.

Los compuestos intermediarios de férmula (V) anterior se
pueden preparar haciendo reaccionar un compuesto de férmula

(VI) con un compuesto de férmula (VII):

NO,

(VI) (VID)

en donde L! es como se definié anteriormente, y L2
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representa un grupo desplazable.

El grupo desplazable L2 es tipicamente un Aatomo de
haldégeno, por ejemplo fluoro.

La reaccidén se realiza adecuadamente en la presencia de
una base, por ejemplo una base inorganica tal como carbonato
de potasio. La reaccidn se lleva a cabo convenientemente a
una temperatura elevada en un solvente adecuado, por ejemplo,
una amina ciclica tal como l-metil-2-pirrolidinona.

Cuando no estén disponibles comercialmente, los
materiales de partida de fdérmula (III), (VI) y (VII) pueden
prepararse por métodos andlogos a los descritos en 1los
ejemplos adjuntos, o por métodos estandar bien conocidos de
la técnica.

Cuando se obtiene una mezcla de productos a partir de
cualquiera de los procesos descritos anteriormente para la
preparacién de compuestos de acuerdo con la invenciédén, el
producto deseado puede separarse del mismo en una etapa
apropiada mediante métodos convencionales tales como HPLC
preparativa; o cromatografia en columna gque utiliza, por
ejemplo, silice y/o alumina Jjunto con un sistema de solvente
apropiado.

Durante cualquiera de las secuencias sintéticas
anteriores, puede ser necesario y/o deseable proteger grupos
sensibles o reactivos en cualquiera de las moléculas en

cuestidn. Esto se puede lograr por medio de grupos
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protectores convencionales, como los descritos en Protective
Groups in Organic Chemistry, ed. J.F.W. McOmie, Plenum Press,
1973; and T.W. Greene & P.G.M. Wuts, Protective Groups in
Organic Synthesis, John Wiley & Sons, 37 edition, 1999. Los
grupos protectores pueden eliminarse en cualquier etapa
posterior conveniente utilizando métodos conocidos en 1la
técnica.

Los compuestos de acuerdo con la presente invencidn
neutralizan potentemente la actividad de TNFoa en una linea
celular reportera derivada de HEK-293 disponible
comercialmente conocida como HEK-Blue™ CD40L. Esta es una
linea celular transfectada con HEK-293 estable que expresa
SEAP (fosfatasa alcalina embrionaria secretada) Dbajo el
control del promotor minimo INFP fusionado a cinco sitios de
unién NF-xkxB. La secrecién de SEAP por estas células se
estimula de forma dependiente de la concentraciédn por TNFa.
Cuando se probd en el biocensayo HEK-293, también denominado
en el presente documento como el ensayo del gen reportero,
los compuestos de la presente invencidén exhiben un valor de
ICso mejor que 50 nM.

Los compuestos de acuerdo con la presente invencidn
inhiben potentemente la unidén de un conjugado de
fluorescencia a TNFa cuando se prueban en el ensayo de
polarizacién de fluorescencia descrito en el ©presente

documento. De hecho, cuando se probaron en ese ensayo, 1los
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compuestos de la presente invencidn exhiben un wvalor de ICso
mejor que 20 nM.

Ensayo de polarizacién de fluorescencia

Preparacion del compuesto (A)

1-(2,5-Dimetilbencil) -6-[4- (piperazin-1-ilmetil) fenil]-
2-(piridin-4-il-metil)-1H-bencimidazol en lo sucesivo
denominado  “Compuesto (A)”- se puede preparar por el
procedimiento descrito en el Ejemplo 499 de WO 2013/186229; o
por un procedimiento andlogo al mismo.

Preparacion de conjugado de fluorescencia

El compuesto (A) (27.02 mg, 0.0538 mmol) se disolvid en
DMSO (2 ml). 5(-6) carboxi-fluoresceina succinimil éster
(24.16 mg, 0.0510 mmol) (numero de catdlogo de Invitrogen:
Cl311) se disolvidé en DMSO (1 ml) para dar una solucidén de
color amarillo brillante. Las dos soluciones se mezclaron a
temperatura ambiente, la mezcla se volvié de color rojo. La
mezcla se agitd a temperatura ambiente. Poco después de
mezclar una alicuota de 20 pl se eliminé y diluydé en una
mezcla 80:20 de AcOH:H20 para andlisis de LC-MS en el sistema
1200R-6140 LC-MS. El cromatograma mostrdé dos picos de elucidn
cercanos en tiempos de retencidén de 1.42 y 1.50 minutos,
ambos con masa (M + H)T = 860.8 amu, correspondientes a los
dos productos formados con el grupo de carboxifluoresceina
sustituido en 5 y 6. Un pico adicional en el tiempo de

retencién de 2.21 minutos tenia una masa de (M + H)* = 502.8
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amu, correspondiente al Compuesto (A). No se observd ningun
pico para el 5(-6) carboxifluoresceina succinimil éster sin
reaccionar. Las &reas de 1los picos fueron 22.0%, 39.6% vy
31.4% para las tres sefiales, lo gque indica una conversidn de
61.6% a los dos isdmeros del conjugado de fluorescencia
deseado en ese punto de tiempo. Se extrajeron 20 ul de
alicuotas adicionales después de varias horas vy luego,
después de agitar durante la noche, se diluyeron como antes y
se sometieron a anadlisis LC-MS. El porcentaje de conversidn
se determindé como 79.8% y 88.6% respectivamente en estos
puntos de tiempo. La mezcla se purificd en un sistema de HPLC
preparativo dirigido por UV. Las fracciones purificadas
reunidas se liofilizaron para eliminar el exceso de solvente.
Después de liofilizar, se recuperd un sdbélido naranja (23.3
mg), equivalente a 0.027 mmol de conjugado de fluorescencia,
que corresponde a un rendimiento global del 53% para la
reaccidén y la purificacidén por HPLC preparativa.

Inhibicidén de unidén del conjugado de fluorescencia a
TNFo

Los compuestos se probaron a 10 concentraciones a partir
de 25 uM en una concentracién de ensayo final de DMSO al 5%,
mediante incubacién previa con TNFa durante 60 minutos a
temperatura ambiente en Tris 20 mM, NaCl 150 mM, Tween 20 al
0.05%, antes de la adicidén de conjugado de fluorescencia vy

una 1incubacidén adicional durante 20 horas a temperatura
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ambiente. Las concentraciones finales de TNFa y el conjugado
de fluorescencia fueron 10 nM y 10 nM, respectivamente, en un
volumen de ensayo total de 25 pl. Las placas se leyeron en un
lector de placas capaz de detectar polarizacidén de
fluorescencia (por ejemplo, un lector de placas Analyst HT o
un lector de placas Envision). Se calculd un valor de ICso
utilizando XLfit™ (modelo logistico de 4 parametros) en
ActivityBase.

Cuando se probd en el ensayo de polarizacidén de
fluorescencia, se encontrd que el compuesto del Ejemplo
adjunto exhibia un valor de ICsp mejor que 20 nM.

Por 1lo tanto, cuando se probd en el ensayo de
polarizacién de fluorescencia, se encontrd que el compuesto
del Ejemplo adjunto exhibia un valor de ICso entre 0.1 nM y 20
nM.

Ensayo de gen reportero

Inhibicidén de la activacioén de NF-kB inducida por TNFo

La estimulacidén de las células HEK-293 por TNFoa conduce
a la activacidén del mecanismo de NF-xB. La linea celular
reportera utilizada para determinar la actividad de TNFa se
adquirié de InvivoGen. HEK-Blue™ CD40L es una linea celular
transfectada con HEK-293 estable que expresa SEAP (fosfatasa
alcalina embrionaria secretada) bajo el control del promotor
minimo de IFNB fusionado a cinco sitios de unién NF-xB. La

secreciédn de SEAP por estas células se estimula de manera
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dependiente de la dosis por TNFoa, con una ECso de 0.5 ng/mL
para TNFoa humano. Los compuestos se diluyeron a partir de
concentrados de DMSO 10 mM (concentracién de ensayo final
0.3% de DMSO) para generar una curva de dilucidn en serie
triplicada de 10 puntos (por ejemplo, concentracidén final
30,000 nM a 2 nM). El compuesto diluido se preincubdé con TNFo
durante 60 minutos antes de la adicién a una placa de
microtitulacién de 384 pozos y se incubd durante 18 h. La
concentracién final de TNFoa en la placa de ensayo fue de 0.5
ng/ml. La actividad de la SEAP se determindé en el
sobrenadante usando un sustrato colorimétrico, por ejemplo
medio de deteccidén de QUANTI-Blue™ o HEK-Blue™ (InvivoGen).
El porcentaje de inhibiciones para diluciones de compuestos
se calculdé entre un control de DMSO y la inhibicidén méxima
(por exceso de compuesto de control) y un wvalor de ICsg
calculado utilizando XLfit™ (modelo logistico de 4
paradmetros) en ActivityBase.

Cuando se probdé en el ensayo del gen indicador, se
encontré que el compuesto del Ejemplo adjunto exhibia un
valor de ICsp mejor que 50 nM.

Por 1lo tanto, cuando se probd en el ensayo del gen
reportero, se encontrd que el compuesto del Ejemplo adjunto
exhibia un valor de ICso entre 0.5 nM y 50 nM.

E1l siguiente ejemplo ilustra la preparacién del

compuesto de acuerdo con la invencidn.
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EJEMPLOS

Abreviaturas

DCM: diclorometano EtOAc: acetato de etilo

DMSO: dimetilsulféxido h: hora

LCMS: Espectrometria de Masas de Cromatografia Liquida
GCMS: Espectrometria de masas de Cromatografia de gases

M: masa RT: tiempo de retencidn

Nomenclatura

Los compuestos fueron nombrados con la ayuda de ACD/Name

Batch (Network) versidén 12.0 y/o Accelrys Draw 4.0.

Condiciones analiticas

LCMS

Método 1

Waters Acquity-SQD, Waters Acquity UPLC BEH C18, 2.1 x

50 mm, 1.7 um

Fase mévil A: formiato de amonio 10 mM + amoniaco al

Fase moévil B: 95% de acetonitrilo + 5% de HO + 0.1% de

amoniaco

Velocidad de flujo: 1.0 mL/min

Temperatura de la columna: 40°C

Programa de gradiente Tiempo A% B%
0.00 95 5
0.50 95 5

1.75 5 95
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LCMS SC_ACID
Columna: Waters XSelect (C18, 30 x 2.1 mm, 3.5 um)
5 wvéalvula: 1
Velocidad de flujo: 1 ml/minuto
Temperatura de la columna: 35°C
Eluyente A: acido férmico al 0.1% en acetonitrilo
Eluyente B: acido férmico al 0.1% en agua.

10 Gradiente Lin.: t = 0 min 5

o\

A, 1 =1.6 min 98% A, t = 3
min 98% A
Deteccidén: DAD (220-320 nm)
Deteccidén: MSD (ESI pos/neg) rango de masa: 100-800
Deteccidén: ELSD (PL-ELS 2100): flujo de gas 1.2 mL/min,
15 temperatura del gas: 70°C, neb: 50°C LCMS UN ACIDO
Columna: Waters XSelect (C18, 50 x 2.1 mm, 3.5 um)
valvula: 2
Velocidad de flujo: 0.8 ml/minuto
Temperatura de la columna: 35°C
20 Eluyente A: acido férmico al 0.1% en acetonitrilo
Eluyente B: &acido férmico al 0.1% en agua
Gradiente Lin.: t = 0 min 5% A, t = 3.5 min 98% A, t = 6
min 98% A
Deteccidén: DAD (220-320 nm)

25 Deteccidén: MSD (ESI pos/neg) rango de masa: 100-800
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Deteccidén: ELSD (PL-ELS 2100): flujo de gas 1.2 ml/min,
temperatura del gas: 70°C, neb: 50°C

GCMS

Método S

Instrumento: Agilent 6890N

Columna: RXi-5MS 20m, ID 180 um, df 0.18 um

Temp. Inicial: 60°C Tiempo Inicial:1.0 min Retraso del solvente
indice: 50°C/min Temp. Final: 250°C Tiempo final: 3.05 min
Proporcién de divisién:20:1 Temp. de inyector:250°C Vol. de inyeccidén:1uL

Deteccién:MSD (EI-positivo) Temp. de detector:280°C Intervalo de masa:
50-550
Deteccidén:FID Temp. de detector:300°C

INTERMEDIARIO 1

2—(Difluorometoxi)-6-fluorobenzonitrilo

A una solucidén de 2-fluoro-6-hidroxibenzonitrilo (14.78 g,
108 mmol) en 1,4-dioxano (120 ml) se le afiadié hidrdéxido de sodio
(25.9 g, 647 mmol) en agua (120 ml). La mezcla se calentd a 65°C
y se pasd clorodifluorometano (13.98 g, 162 mmol) a través de la
solucidén a través de una vela de filtro. La mezcla de reaccidn se
dejé enfriar a temperatura ambiente y los precipitantes formados
se separaron por filtracidédn. Las capas del filtrado se separaron
y la fase organica se combindé con la capa organica de una
repeticién del mismo experimento, a partir de 2-fluoro-6-
hidroxibenzonitrilo (20.0 g, 146 mmol). La capa orgénica
combinada se lavd con salmuera (2 x 100 ml), se secd (NazSOs), se

filtré y se concentré al wvacio. La suspensién resultante se
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diluyd con dietil éter (80 ml) y se lavd con agua (3 x 40 ml) y
salmuera (2 x 40 ml), luego se secd (NazxS0Os), se filtrd y se
concentrdé al wvacio, para dar el compuesto del titulo (34.2 g,
68%) como un aceite amarillo, que se usdé sin purificacidn
adicional. os (300 MHz, DMSO-ds) 7.88 (td, J 8.6, 6.8 Hz, 1H),
7.50 (¢, J 72.0 Hz, 1H), 7.43 (t, J 8.8 Hz, 1H), 7.34 (d, J 8.6
Hz, 1H). GCMS (Método S) [M]* 187, TR 3.40 minutos (95.5%).

INTERMEDIARIO 2

[2-(Difluorometoxi)-6-fluorofenilmetanamina

En una autoclave de acero bajo una atmbésfera de argdn,
se agregd niquel Raney (~8 g, 50% en peso de suspensidn en
agua) a una solucidédn del Intermediario I (44.5 g, 214 mmol,
90% puro) en amoniaco metandlico (7M, 400 ml). La mezcla de
reaccidédn se agitdé vigorosamente bajo una atmésfera de
hidrégeno de 10 Dbar hasta que no se observd un consumo
adicional de hidrdbégeno. La mezcla de reaccidén se filtrd sobre
una capa de Kieselguhr, luego el filtrado se concentrd
parcialmente (> 225 mbar, 40°C) para dar el compuesto del
titulo (146.1 g) como un liquido verde, que se usd sin
purificacién adicional. GCMS (Método S) [M-H]* 190, RT 3.35

minutos (87% de pureza).

INTERMEDIARIO 3

5-Bromo-N-[2- (difluorometoxi)-6-fluorobencil]-2-

nitroanilina

Se afiadidé carbonato de potasio (22.11 g, 160 mmol) a una
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solucidén de 4-bromo-2-fluoro-l-nitrobenceno (32 g, 145 mmol)
e Intermediario 2 (30.6 g, 160 mmo1l) en l-metil-2-
pirrolidinona (320 ml). La mezcla resultante se agitdé a 80°C
durante 5 h. Después de enfriar a temperatura ambiente, la
mezcla de reaccidén se diluyd con acetato de etilo (~750 ml) vy
agua (~750 ml). Las capas se separaron y la fase acuosa se
extrajo con acetato de etilo (500 ml). Las capas organicas
combinadas se lavaron con agua (7 x 200 ml) y salmuera (2 x
250 ml), luego se secaron (Na2S0g) , se filtraron, se
concentraron al vacio y se evaporaron conjuntamente de dietil
éter, para dar el compuesto del titulo (68.6 g) como un
s6lido amarillo oscuro/naranja, que se usd sin purificacidn
adicional. oy (300 MHz, CDCb) 8.35 (br s, 1H), 8.02 (d, J 9.1
Hz, 1H), 7.44-7.23 (m, 2H), 7.02 (t, J 8.8 Hz, 2H), 6.78 (dd,
J9.1, 1.9 Hz, 1H), 6.63 (t, J72.8 Hz, 1H), 4.58 (d, J 5.8 Hz,
2H) . LCMS (SC_ACIDO) [M + HI* 391/393 (patrdén de Br), RT 2.31
minutos (85% de pureza).

INTERMEDIARIO 4

6-Bromo-1-[2-(difluorometoxi)-6-fluorobencil]-2-metil-

1H-bencimidazol

Se afiadidé polvo de zinc (34.4 g, 527 mmol) a una
solucidén del Intermediario 3 (68.68 g, 176 mmol) en acido
acético (350 mL). La mezcla resultante se agitd a reflujo
durante 1 h, después de lo cual se afiadidé cuidadosamente

zinc adicional (34.4 g, 527 mmol). La mezcla de reaccidn se
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calentd a reflujo durante 18 h méds, luego se enfrid a
temperatura ambiente sin agitar. La suspensidén espesa se
filtrdé sobre un filtro de vidrio y se lavd con acetato de
etilo. E1 filtrado se concentrdé al vacio y el residuo oleoso
se agitdé en etanol (500 ml) durante 2 h. El1 sdélido blanco
que cristalizdé se recogid por filtracidn y se suspendid en
DCM (600 ml). Las capas organicas se lavaron con agua (3 x
200 ml), se secaron (NazS04), se filtraron y se concentraron
a vacio, para dar el compuesto del titulo (31.1 g, 45%) como
un sdélido blanco. &y (300 MHz, DMSO-d¢) 7.57 (d, J 1.8 Hz,
1H), 7.55-7.43 (m, 2H), 7.35 (t, J 72.7 Hz, 1H), 7.25 (dd, J
8.5, 1.8 Hz, 1H), 7.23-7.15 (m, 1H), 7.15-7.09 (m, 1H), 5.46
(s, 2H), 2.53 (s, 3H). LCMS (AN ACID) |[M + H]* 385/387
(patrdédn de Br), TR 1.79 minutos (98% de pureza).
EJEMPLO 1

2-(5-{1-[2-(Difluorometoxi)-6-fluorobencil-2-metil-1H-

bencimidazol-6-il}pirimidin-2-il)propan-2-ol

Una solucidén del Intermediario 4 (12,88 g, 33,4 mmol),
2-[5-(4,4,5,5-tetrametil-1, 3,2-dioxaborolan-2-il)pirimidin-
2-il]propan-2 (9.72 g, 36.8 mmol) vy carbonato de sodio
(10.63 g, 100 mmol) se lavd con argdn en una mezcla de 1,4-
dioxano (250 ml) y agua (25 ml). Se afnadiod (1,1 -
Bis(difenilfosfino) ferroceno]dicloropalladio (II) (0.819 g,
1.003 mmol) vy la mezcla resultante se agitdé a reflujo

durante 1 h. Después de enfriar a temperatura ambiente, 1la
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mezcla de reaccidén se combind con la mezcla de reaccidn de
una repeticidén del mismo experimento, a partir del
Intermediario 4 (18.26 g, 47.4 mmol) vy 2-[5-(4,4,5,5-
tetrametilo-1,3,2-dioxaborolan-2-il)pirimidin-2-il]propan-2-
ol (13.77 g, 52.1 mmol), después se agitd durante la noche.
Los sdélidos (sales), dque incluyen la mayor parte del
contenido de agua, se eliminaron por decantacidén vy se
lavaron con dietil éter. Las capas organicas combinadas se
diluyeron con dietil éter hasta un volumen de ~1000 ml,
después se secaron (NazS04), se filtraron y se concentraron
al wvacio. El residuo se purificd por filtracidn sobre un
tapébn de silice (50-100% de EtOAc en heptano) vy 1las
fracciones gque contenian el producto se concentraron al
vacio hasta un volumen de ~100-200 ml, después de lo cual el
producto comenzdé a cristalizar. Los sbdélidos se separaron por
filtracidén, se lavaron con acetato de etilo y se secaron,
para dar el compuesto del titulo (24.8 g, 69%) en forma de
un sélido blanco cremoso. Los filtrados combinados se
concentraron al vacio y se trituraron en dietil éter durante
la noche. El precipitado se filtrdé y se secd, para dar una
segunda cosecha del compuesto del titulo (5.82 g, 16%) como
un sélido de color beige. 0w (300 MHz, DMSO-ds) 9.03 (s, 2H),
7.78 (br s, 1H), 7.65 (d, J 8.3 Hz, 1H), 7.56 (dd, J 8.4,
1.7 Hz, 1H), 7.54 7.45 (m, 1H), 7.37 (t, J 73.1 Hz, 1H),

7.24-7.11 (m, 2H), 5.55 (s, 2H), 5.11 (s, 1H), 2.58 (s, 3H),
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1.55 (s, 6H). LCMS (UN _ACIDO) [M + H]* 443, RT 2.26 minutos
(pureza del 99%).

Se hace constar que con relacidén a esta fecha, el mejor
método conocido por la soli<citante para llevar a la préactica
la citada invencidén, es el que resulta claro de la presente

descripcidén de la invencidn.



