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DESCRIPCION
Triazoles biciclicos como moduladores de proteinas quinasas

La presente revelacion se refiere a moduladores de las proteinas quinasas de triazol bicilico, a las composiciones
farmacéuticas que los contienen, y a procedimientos para preparar y usar estos compuestos y estas composiciones
para tratar enfermedades mediadas por la actividad quinasa.

Las proteinas quinasas de mamifero son importantes reguladores de las funciones celulares. Debido a que las
disfunciones de la actividad quinasa se han asociado con varias enfermedades y trastornos, las proteinas quinasas
son un objetivo en el desarrollo de farmacos. La familia de las tirosina quinasas y, en particular, el subconjunto de
las tirosina quinasas receptoras, se enriquece con dianas cancerigenas probadas y putativas. Las tirosina quinasas
receptoras (RTK) tales como EGFR, HER2, KIT y KDR son proteinas bien caracterizadas con una funcién en el
cancer claramente establecida. Se han autorizado farmacos dirigidos a estas RTK, tales como Gleevec, Iressa y
Tarceva, para el tratamiento de ciertos canceres. Otras RTK estan menos caracterizadas, pero también se han
implicado en el cancer. Por ejemplo, van apareciendo datos que sugieren que los inhibidores de TRKC, ROS,
CSF1R/FMS y ALK pueden ser utiles en el tratamiento del cancer. MET y RON son dos RTK diana particularmente
atractivas para el desarrollo de nuevos agentes para el tratamiento del cancer.

El factor de crecimiento de los hepatocitos (HGF), también conocido como factor de dispersion, es un factor de
crecimiento multifuncional que potencia la transformacién y el desarrollo tumoral induciendo la mitogénesis y la
movilidad celular. Ademas, el HGF potencia la metastasis mediante la estimulacion de la movilidad y la invasion
celular a través de diversas rutas de sefalizacion. Para producir los efectos celulares, el HGF debe unirse a su
receptor, MET, una tirosina quinasa receptora. MET, una proteina heterodimérica ampliamente expresada que
comprende una subunidad a de 50 kilodalton (kDa) y una subunidad 3 de 145 kDa (Maggiora et al., J. Cell Physiol.,
173:183-186, 1997), se sobreexpresa en un porcentaje relevante de los canceres humanos y se amplifica durante la
transicion entre los tumores primarios y la metastasis. Los diversos canceres en los que esta implicada la sobre-
expresion de MET incluyen, pero sin limitacion, adenocarcinoma gastrico, cancer renal, carcinoma pulmonar de
células pequefias, cancer colorrectal, cancer de préstata, cancer de cerebro, cancer de higado, cancer pancreatico y
cancer de mama. MET también esta implicada en la aterosclerosis y la fibrosis pulmonar.

MET se identificé por primera vez como una reorganizacién de ADN transformante (TPR-MET) en una linea celular
de osteosarcoma humano que habia sido tratada con N-metil-N"-nitro-nitrosoguanidina (Cooper et al., 1984). La
tirosina quinasa receptora MET (también conocida como receptor del factor de crecimiento de los hepatocitos,
HGFR, MET orc-Met) y su ligando factor de crecimiento de hepatocitos (“HGF”) tienen numerosas actividades
biologicas, entre las que se incluye la estimulacion de la proliferacion, la supervivencia, la diferenciacion y la
morfogénesis, la tubulogénesis de ramificacion, la movilidad celular y el crecimiento invasivo. Patolégicamente, MET
se ha implicado en el crecimiento, la invasion y la metastasis de muchas formas diferentes de cancer, incluyendo
cancer de rifién, cancer gastrico, cancer de pulmoén, cancer de ovario, cancer de higado y cancer de mama. Se han
descubierto mutaciones de activacion somaticas en MET en metastasis de carcinomas humanos y en canceres
esporadicos, tales como el carcinoma de células renales papilares. También hay pruebas de que la ruta de
sefializacion de MET desempefia un papel importante en la resistencia a las terapias contra el cancer. Por ejemplo,
se ha descubierto que el gen de MET se amplifica en los pacientes de cancer de pulmén que han tenido una recaida
tras una respuesta inicial a inhibidores del EGFR tales como gefitinib y erlotininb. Ademas del cancer, hay pruebas
de que la inhibicion de MET puede ser valiosa en el tratamiento de diversos trastornos, entre los que se incluyen:
invasion por Listeria, osteolisis asociada con mieloma multiple, paludismo, retinopatias diabéticas, soriasis y artritis.
Las mutaciones en la secuencia de codificacion de MET son relativamente poco frecuentes en los canceres
humanos. Sin embargo, basandose en el precedente de la seleccion de mutaciones de BCR-ABL en pacientes con
leucemia mielégena crénica tratados con imatinib, y de mutaciones EGFR en pacientes con cancer tratados con
erlotinib y gefitinib, se prevé que estas y/o quizas otras mutaciones adicionales de MET que podrian conferir
resistencia a medicamentos son cada vez mas frecuentes si se extiende el uso de los inhibidores de MET en el
cancer. Por lo tanto, los farmacos que inhiben eficazmente algunas de estas mutaciones de MET podrian convertirse
en importantes herramientas para las futuras terapias contra el cancer.

MET esta estrechamente relacionada con un grupo de cinco tirosina quinasas receptoras que no se han estudiado
tanto como la propia MET. Estas incluyen Tyro3/Sky, MER, AXL, RYK y RON. La tirosina quinasa RON es el
receptor para la proteina estimulante de macréfagos y es la tirosina quinasa mas cercana a MET, perteneciente a la
familia de las tirosina quinasas receptoras de MET. Como MET, RON esté implicada en el crecimiento, la invasién y
la metastasis de varias formas diferentes de cancer, incluyendo el cancer colorrectal y cancer de vejiga. También
hay pruebas de que AXL y MER no reguladas pueden desempefiar papeles importantes en el cancer. MER tiene
muchas propiedades que guardan correlacion con la actividad como oncogén. Los ratones transgénicos que
expresan MER en el linaje hematopoyético desarrollan sintomas similares a la leucemia linfoblastica de linfocitos
T/linfoma, y se expresa en la mayoria de los pacientes con leucemia linfoblastica aguda de linfocitos T. Los estudios
en modelos de raton sugieren que AXL es importante para el crecimiento del cancer de mama, en el que AXL
parece regular los procesos tanto angiogénico y tumorigénico. Otros estudios con lineas celulares de canceres
humanos sugieren que AXL esta implicada en la metastasis del carcinoma pulmonar no microcitico (CPNM) y en la
resistencia a los medicamentos. Aunque se sabe muy poco de las funciones normales y patolégicas de Tyro3/Sky,
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esta tirosina quinasa receptora comparte ciertas propiedades y funciones con sus parientes mas estudiados, y es
posible que, finalmente, se pruebe su importante papel en el cancer. RYK también se expresa en ciertos canceres,
pero es una tirosina quinasa receptora huérfana poco comun que carece de actividad quinasa detectable y, por
tanto, su docilidad como diana para los pequefios agentes terapéuticos moleculares contra el cancer todavia es
incierta.

Los documentos WO 02/083139 y WO 02/083675 se dirigen a compuestos de triazolo[4,3-b]piridazina para el
tratamiento del cancer.

Debido a que las quinasas se han implicado en numerosas enfermedades y afecciones, tales como el cancer, hay
una necesidad de desarrollar inhibidores de las proteinas quinasas nuevos y potentes que se puedan usar para
tratamientos. La presente invencidon satisface estas y otras necesidades en la técnica. Aunque, en la presente
memoria, se mencionen expresamente ciertas proteinas quinasas, la presente invencion no se limita a los
inhibidores de estas quinasas, e incluye dentro de su ambito de aplicacion los inhibidores de proteinas quinasas
relacionadas y los inhibidores de proteinas homélogas.

Se ha descubierto que los compuestos de triazol biciclicos de la presente revelacion se pueden usar para modular la
actividad quinasa y para tratar enfermedades mediadas por la actividad quinasa. En particular, los compuestos de la
presente revelacion se pueden usar para modular y/o inhibir tirosinas quinasas, incluyendo MET. Ademas, los
compuestos de la presente revelacion se pueden usar para reducir o inhibir la actividad de la quinasa MET en una
célula o en un sujeto, y para modular la expresion de MET en una célula o en un sujeto. Los compuestos descritos
también son Utiles para prevenir o tratar en un sujeto un trastorno de proliferacion celular y/o trastornos relacionados
con MET. Los triazoles biciclicos moduladores de quinasas revelados se describen detalladamente a continuacion.
Ademas, en la presente memoria, se dan a conocer las actividades inhibidoras de los compuestos seleccionados.

En un aspecto, la revelacion proporciona compuestos que tienen la formula:
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0 un enantidmero, diasteredmero, racemato, o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo.

En otros aspectos, la revelacion se refiere a compuestos para su uso en el tratamiento del cancer, a composiciones
farmacéuticas y a procedimientos para preparar dichos compuestos.

La Figura 1 ilustra la disminucion del volumen tumoral medio tras la administracién del compuesto 4 en
comparacion con el volumen tumoral medio del grupo tratado con vehiculo.

La Figura 2 ilustra la inhibicién del crecimiento tumoral (ICT) tras la administracion del compuesto 4 en
comparacioén con los volimenes tumorales medios del grupo tratado con vehiculo.

La Figura 3 ilustra la disminucion del peso del tumor tras la administracion del compuesto 4 en comparacién con
el peso tumoral media del grupo tratado con vehiculo.

La Figura 4 ilustra la disminuciéon del volumen tumoral medio tras la administracién del compuesto 41 en
comparacion con el volumen tumoral medio del grupo tratado con vehiculo.

La Figura 5 ilustra la inhibicién del crecimiento tumoral (ICT) tras la administracion del compuesto 41 en
comparacion con los voliumenes tumorales medios de grupo tratado con vehiculo.

La Figura 6 ilustra la disminucion del peso del tumor tras la administracién del compuesto 41 en comparacion
con el peso tumoral medio del grupo tratado con vehiculo.

Las abreviaturas usadas en la presente memoria tienen su significado convencional empleado en las técnicas
quimicas y biolégicas.

Los compuestos de la presente revelacion pueden existir como sales. La presente revelacion incluye dichas sales.
Los ejemplos de formas salinas aplicables incluyen clorhidratos, bromhidratos, sulfatos, metanosulfonatos, nitratos,
maleatos, acetatos, citratos, fumaratos, tartratos (por ejemplo, (+)-tartratos, (-)-tartratos o mezclas de los mismos,
incluyendo mezclas racémicas, succinatos, benzoatos y sales con aminoacidos tales como el acido glutamico. Estas
sales se pueden preparar mediante procedimientos conocidos por los expertos en la técnica. También se incluyen
sales de adicion de base tales como sal sodio, potasio, calcio, amonio, amino organico o magnesio, o una sal
similar. Cuando los compuestos de la presente invencion contienen funcionalidades relativamente basicas, las sales
de adicion de acido se pueden obtener poniendo en contacto la forma neutra de dichos compuestos con una
cantidad suficiente del acido deseado, bien puro o en un disolvente inerte adecuado. Los ejemplos de sales de
adicion de acido aceptables incluyen las derivadas de acidos inorganicos como acido clorhidrico, bromhidrico,
nitrico, carbénico, monohidrogenocarbonico, fosférico, monohidrégenofosférico, dihidrogenofosfoérico, sulfdrico,
monohidrogenosulfirico, yodhidrico o de fosforo y similares, asi como las sales derivadas de acidos organicos como
acido acético, propiénico, isobutirico, maleico, malénico, benzoico, succinico, subérico, fumarico, lactico, mandélico,
ftalico, bencenosulfénico, p-tolilsulfonico, citrico, tartarico, metanosulfénico y similares. También se incluyen sales de
aminoacidos tales como arginato y similares, y sales de acidos organicos como acidos glucurénico o galacturénico y
similares. Ciertos compuestos especificos de la presente revelacién contienen funcionalidades tanto basicas como
acidas que permiten que los compuestos se conviertan en sales de adicién de base o de acido.
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Las formas neutras de los compuestos se regeneran preferentemente poniendo en contacto la sal con una base o
con un &cido, y aislando el compuesto original en la manera convencional. La forma precursora del compuesto
difiere de las diversas formas de sal en ciertas propiedades fisicas, tales como la solubilidad en disolventes polares.

Ciertos compuestos de la presente revelacion pueden existir en formas no solvatadas asi como en formas
solvatadas, incluyendo formas hidratadas. En general, las formas solvatadas son equivalentes a las formas no
solvatadas, y estan abarcadas dentro del alcance de la presente revelacion. Ciertos compuestos de la presente
revelacion pueden existir en mdltiples formas cristalinas o amorfas. En general, todas las formas fisicas son
equivalentes para los usos contemplados por la presente revelacién y estan destinadas a pertenecer al alcance de la
misma.

Ciertos compuestos de la presente revelacion poseen atomos de carbono asimétricos (centros épticos) o dobles
enlaces. En la presente revelacion, se engloban los enantiémeros, racematos, diastereémeros, tautdomeros,
isbmeros geométricos, formas estereoisoméricas que se pueden definir, en términos de estereoquimica absoluta,
como (R) o (S), o como (D) o (L) para aminoécidos, y los isémeros individuales Los compuestos de la presente
revelacion no incluyen aquellos conocidos en la técnica por ser demasiado inestables ante la sintesis y/o el
aislamiento. La presente revelacion pretende incluir compuestos en formas racémicas y opticamente puras. Los
isémeros 6pticamente activos (R) y (S), o (D) y (L) se pueden preparar usando sintones quirales o reactivos quirales,
0 se pueden resolver usando técnicas convencionales. Cuando los compuestos descritos en la presente memoria
contienen enlaces olefinicos u otros centros de asimetria geométrica, y a menos que se especifique lo contrario, se
pretende que los compuestos incluyan los isbmeros geométricos tanto E como Z.

El término "tautdbmero", como se usa en la presente memoria, se refiere a uno de dos o mas isémeros estructurales
gue existen en equilibrio y que se convierten facilmente de una forma isémera a otra.

Sera evidente para el experto en la técnica que ciertos compuestos de la presente revelacion pueden existir en
formas tautoméricas, estando la totalidad de dichas formas tautoméricas de los compuestos dentro del alcance de la
revelacion.

A menos que se indique lo contrario, las estructuras representadas en la presente memoria también pretenden
incluir todas las formas estereoquimicas de la estructura; es decir, las configuraciones R y S para cada centro
asimétrico. Por lo tanto, los isémeros estereoquimicos individuales, asi como las mezclas enantioméricas y
diastereoméricas de los presentes compuestos pertenecen al alcance de la revelacion.

La expresion "sales farmacéuticamente aceptables" pretende incluir sales de compuestos activos que se preparan
con acidos o bases relativamente no toxicos, dependiendo de los restos de sustituyentes particulares encontrados
en los compuestos descritos en la presente memoria. Cuando los compuestos de la presente revelacién contienen
funcionalidades relativamente acidas, se pueden obtener sales de adicion de base poniendo en contacto la forma
neutra de dichos compuestos con una cantidad suficiente de la base deseada, ya sea pura 0 en un disolvente inerte
adecuado. Los ejemplos de sales de adicidon de base farmacéuticamente aceptables incluyen sales sodio, potasio,
calcio, amonio, amino organico o magnesio, o una sal similar. Cuando los compuestos de la presente revelaciéon
contienen funcionalidades relativamente basicas, se pueden obtener sales de adicion de acido poniendo en contacto
la forma neutra de dichos compuestos con una cantidad suficiente del acido deseado, ya sea puro o en un disolvente
inerte adecuado. Los ejemplos de sales de adicién de acido farmacéuticamente aceptables incluyen las derivadas de
acidos inorganicos como el acido clorhidrico, bromhidrico, nitrico, carbdnico, monohidrogenocarbénico, fosférico,
monohidrogenofosférico, dihidrogenofosforico, sulfarico, monohidrogenosulfarico, yodhidrico o de fésforo y similares,
asi como las sales derivadas de acidos organicos relativamente no téxicos como acido acético, propiénico,
isobutirico, maleico, maldnico, benzoico, succinico, subérico, fumarico, lactico, mandélico, ftalico, bencenosulfonico,
p-tolilsulfénico, citrico, tartarico, metanosulfonico y similares. También se incluyen sales de aminoacidos tales como
arginato y similares, y sales de acidos organicos como acidos glucurénico o galacturénico y similares (véase, por
ejemplo, Berge et al.,, "Pharmaceutical Salts", Journal of Pharmaceutical Science, 1977, 66, 1-19). Ciertos
compuestos especificos de la presente revelacion contienen funcionalidades tanto basicas como acidas que
permiten que los compuestos se conviertan en sales de adicion de base o de acido.

Ademas de las formas salinas, la presente revelacion proporciona compuestos que estan en forma de profarmaco.
Los profarmacos de los compuestos descritos en la presente memoria son aquellos compuestos que experimentan
facilmente cambios quimicos en condiciones fisiolégicas para proporcionar los compuestos de la presente
revelacion. Ademas, los profarmacos se pueden convertir en los compuestos de la presente revelacion mediante
procedimientos quimicos o bioguimicos en un entorno ex vivo. Por ejemplo, los profarmacos se pueden convertir
lentamente en los compuestos de la presente revelacion al colocarlos en un reservorio de parche transdérmico con
una enzima o un reactivo quimico adecuados.

La descripcién de los compuestos de la presente revelacion esta limitada por los principios de enlace quimico
conocidos por los expertos en la técnica. Por consiguiente, cuando se puede sustituir un grupo con uno o mas de
una serie de sustituyentes, dichas sustituciones se seleccionan de manera que cumplan los principios de enlace
quimico y den compuestos que no sean inherentemente inestables ni que sean conocidos por cualquier experto
habitual en la técnica por ser probablemente inestable en condiciones ambiente tales como en condiciones acuosas,
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neutras y fisiologicas.

Los términos “tratar” o “tratamiento” con referencia a una determinada enfermedad incluyen la prevencién de la
enfermedad.

En un aspecto, la revelacion proporciona compuestos que tienen las férmulas:
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En otro aspecto, la revelacion proporciona compuestos para su uso en el tratamiento del cancer en un paciente
humano.

En otro aspecto, la revelacion proporciona compuestos para su uso en el tratamiento del cancer en un paciente
humano, en el que el cancer es cancer de mama, cancer de pulmén, melanoma, cancer colorrectal, cancer de
vejiga, cancer de ovario, cancer de préstata, cancer renal, cancer de células escamosas, glioblastoma, cancer de
pancreas, leiomiosarcoma, mieloma multiple, carcinoma papilar de células renales, cancer gastrico, cancer de
higado, cancer de cabeza y cuello, melanoma y leucemia (por ejemplo, mieloide, mieloide crénica, linfoblastica
aguda, linfoblastica crénica, Hodgkins, y otras leucemias y canceres hematoldgicos).

En otro aspecto, la revelacion proporciona compuestos para su uso en el tratamiento del cancer en un paciente
humano, en la que el cancer incluye mutaciones de MET, canceres con amplificacion de genes de MET, canceres
gue expresan la proteina MET, canceres que expresan MET fosforilada, canceres con sefializacién activada de
MET, canceres que expresan HGF, canceres que expresan marcadores de otras dianas de las quinasas.

En otro aspecto, la revelaciéon proporciona compuestos para su uso en el tratamiento del la invasion de Listeria,
osteolisis asociada con el mieloma mdltiple, paludismo, retinopatias diabéticas, soriasis y artritis.

En otro aspecto, la revelaciéon proporciona composiciones farmacéuticas que contienen un compuesto de la presente
invencion en un excipiente farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, la presente revelacion proporciona procedimientos para modular la actividad de la proteina quinasa
usando los triazoles biciclicos moduladores de quinasas de la presente revelacion. La expresion "modulacion de la
actividad quinasa”, como se usa en la presente memoria, significa que la actividad de la proteina quinasa se
aumenta o se disminuye cuando entra en contacto con un triazol biciclico modulador de quinasas de la presente
revelacion en comparacion con la actividad en ausencia del triazol biciclico modulador de quinasas. Por lo tanto, la
presente revelacion proporciona un procedimiento para modular la actividad de una proteina quinasa poniendo en
contacto la proteina quinasa con un triazol biciclico modulador de quinasas de la presente revelacion.

En una realizacion ejemplar, la triazol biciclico modulador de quinasas inhibe la actividad quinasa. El término
"inhibir", como se usa en la presente memoria, con referencia a la actividad quinasa, significa que la actividad de la
guinasa se reduce cuando se pone en contacto con un triazol biciclico modulador de quinasas con respecto a la
actividad en ausencia del triazol biciclico modulador de quinasas. Por lo tanto, la presente revelacién proporciona
ademas un procedimiento para inhibir la actividad de una proteina quinasa poniendo en contacto la proteina quinasa
con un triazol biciclico modulador de quinasas de la presente revelacion.

En ciertas realizaciones, la proteina quinasa es una proteina tirosina quinasa. Una proteina tirosina quinasa, como
se usa en la presente memoria, se refiere a una enzima que cataliza la fosforilaciéon de los residuos de tirosina en
proteinas con un donante de fosfato (por ejemplo, un donante de fosfato nucleotidico tal como ATP). Las proteinas
tirosina quinasas incluyen, por ejemplo, tirosina quinasas Albenson ("Abl") (por ejemplo c-Abl y v-Abl), tirosina
quinasas receptoras Ron ("RON"), tirosina quinasas receptoras Met ("MET"), tirosina quinasas de tipo fms ("FLT")
(por ejemplo, FLT3), tirosina quinasas de la familia Src (por ejemplo, lyn, CSK) y quinasa 4 activada por p21 ("PAK"),
FLT3, Aurora-A quinasas, tirosina quinasas B-linfoides ("Blk"), quinasas dependientes de ciclinas ("CDK") (por
ejemplo, CDK1 y CDK5), proteinas tirosina quinasas relacionadas con la familia src (por ejemplo, Fyn quinasa),
glucégeno sintasa quinasa ("GSK") (por ejemplo, GSK3a y GSK3p), proteinas tirosina quinasas de linfocitos ("Lck"),
quinasas ribosomales S6 (por ejemplo, Rskl, RSK2 y Rsk3), tirosina quinasas de esperma (por ejemplo, Yes) y los
subtipos y homélogos de las mismas que presentan actividad tirosina quinasa.

En ciertas realizaciones, la proteina quinasa es una tirosina quinasa receptora de Met.
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En otra realizacion, la quinasa es una quinasa mutante, tal como una MET mutante. Las quinasas MET mutantes
incluyen, por ejemplo, quinasas MET que tienen mutaciones, incluyendo inserciones y eliminaciones, en los
dominios extracelulares o transmembrana, o en el dominio citoplasmatico, incluyendo una o mas de las siguientes
mutaciones: Serl1058Pro, Val1110lle, His1112Tyr, His1124Asp, Met1149Thr, Val1206Leu o Met1268Thr.

Las quinasas MET incluyen, por ejemplo, quinasas MET que tiene mutaciones, incluyendo inserciones y
eliminaciones, en los dominios extracelulares o transmembrana, o en el dominio citoplasmatico, incluyendo una o
mas de las siguientes mutaciones: Ser1058Pro, Val1110lle, His1112Tyr, His1124Asp, Met1149Thr, Vall1206Leu o
Met1268Thr.

En algunas realizaciones, la quinasa es homéloga a una quinasa conocida (también denominada en la presente
memoria como una "quinasa homdloga"). Los compuestos y las composiciones Utiles para inhibir la actividad
biologica de quinasas homdlogas se pueden examinar inicialmente, por ejemplo, en ensayos de unién. Las enzimas
homologas comprenden una secuencia de aminoacidos de la misma longitud que es al menos un 50%, al menos un
60%, al menos un 70%, al menos un 80% o al menos un 90% idéntica a la secuencia de aminoéacidos de longitud
completa de la quinasa conocida, o una homologia del 70%, 80% o 90% con los dominios activos de quinasas
conocidas. La homologia se puede determinar usando, por ejemplo, una busqueda PSI-BLAST, tal como, pero sin
limitacion, a la descrita por Altschul, et al., Nuc. Acids Rec. 25:3389-3402 (1997). En ciertas realizaciones, se alinea
al menos el 50% o al menos el 70% de la secuencia en este andlisis. Otras herramientas para realizar la alineacién
incluyen, por ejemplo, DbClustal y ESPript, que se pueden usar para generar la version PostScript de la alineacion.
Véase Thompson et al., Nucleic Acids Research, 28:2919-26, 2000; Gouet, et al., Bioinformatics, 15:305-08 (1999).
Los homdélogos pueden tener, por ejemplo, un valor BLAST E de 1 x 10° en al menos 100 aminoacidos (Altschul et
al., Nucleic Acids Res., 25:3389-402 (1997) con FLT3, Abl u otra quinasa conocida, o cualquier dominio funcional de
FLT3, Abl u otra quinasa conocida.

La homologia también se puede determinar comparando la cavidad de unién a sitios activos de la enzima con las
cavidades de union a sitios activos de una quinasa conocida. Por ejemplo, en enzimas homologas, al menos el 50%,
60%, 70%, 80% 0 90% de los aminoacidos de la molécula u homologo tienen las coordenadas estructurales de los
aminoéacidos de un dominio comparable en tamafio con el dominio quinasa que tienen una desviacion cuadratica
media de los &tomos de carbono alfa de hasta aproximadamente 1,5 A, aproximadamente 1,25 A, aproximadamente
1 A, aproximadamente 0,75 A, aproximadamente 0,5 A y/o aproximadamente 0,25 A.

Los compuestos y las composiciones de la presente revelacion son Utiles para inhibir la actividad quinasa y también
para inhibir otras enzimas que se unen a ATP. Por lo tanto, son Utiles para el tratamiento de enfermedades y
trastornos que se pueden aliviar mediante la inhibicion de dicha actividad enzimatica de unién a ATP. Los
procedimientos de determinacion de dichas enzimas de unién a ATP incluyen los conocidos por los expertos en la
técnica, los descritos en la presente memoria en relacion con la seleccion de enzimas homologas, y mediante el uso
de la base de datos PROSITE, en la que se pueden identificar enzimas que contienen firmas, patrones de
secuencia, motivos o perfiles de familias o dominios de proteinas.

Los compuestos de la presente revelacion, y sus derivados, también se pueden usar como agentes de unién a la
quinasa. Como agentes aglutinantes, dichos compuestos y derivados pueden estar unidos a una resina estable
como un sustrato anclado para aplicaciones de cromatografia de afinidad. Los compuestos de la presente
revelacion, y sus derivados, también se pueden modificar (por ejemplo, radiomarcado o marcado de afinidad, etc.)
con el fin de utilizarlos en la investigacion de la caracterizacion, la estructura y/o la funcién de enzimas o
polipéptidos.

En una realizacion ejemplar, el triazol biciclico modulador de quinasas de la presente revelacién es un inhibidor de
quinasas. En algunas realizaciones, el inhibidor de quinasas tiene una Clsp 0 una constante de inhibicién (Ki) de
menos de 1 micromolar. En otra realizacion, el inhibidor de quinasas tiene una Clsp 0 una constante de inhibicion (K;)
de menos de 500 micromolar. En otra realizacién, el inhibidor de quinasas tiene una Clsp 0 una constante de
inhibicion (K;)) de menos de 10 micromolar. En otra realizacién, el inhibidor de quinasas tiene una Clsp 0 una
constante de inhibicion (K;) de menos de 1 micromolar. En otra realizacion, el inhibidor de quinasas tiene una Clsg 0
una constante de inhibicion (K;) de menos de 500 nanomolar. En otra realizacién, el inhibidor de quinasas tiene una
Clso 0 una constante de inhibicion (Ki) de menos de 10 nanomolar. En otra realizacion, el inhibidor de quinasas tiene
una Clsp 0 una constante de inhibicién (K;) de menos de 1 nanomolar.

En otro aspecto, la presente revelacion proporciona compuestos para su uso en el tratamiento del una enfermedad
mediada por la actividad quinasa (enfermedad o trastorno mediado por quinasa) en un organismo (por ejemplo,
mamiferos, tales como seres humanos). La expresion "mediado/a por quinasas" o "asociado/a con quinasas"
significa enfermedades en si 0 sus sintomas que se pueden aliviar mediante la inhibicién de la actividad quinasa (por
ejemplo, cuando la quinasa esta implicada en la sefializacién, la mediacion, la modulacién o la regulacion del
proceso patolégico). "Enfermedades” significa las enfermedades o sintomas de enfermedades.

Los ejemplos de enfermedades asociadas quinasas incluyen el cancer (por ejemplo, leucemia, tumores y
metastasis), alergia, asma, inflamacién (por ejemplo, enfermedad inflamatoria de las vias respiratorias), enfermedad
obstructiva de las vias respiratorias, enfermedades autoinmunes, enfermedades metabdlicas, infeccion (por ejemplo,
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bacteriana, de levadura, viral, fungica), enfermedades del SNC, tumores cerebrales, enfermedades degenerativas
neuronales, enfermedades cardiovasculares y enfermedades asociadas con la angiogénesis, la neovascularizacion y
la vasculogénesis. En una realizacion ejemplar, los compuestos son Utiles para el tratamiento del cancer, incluyendo
la leucemia y otras enfermedades o trastornos que implican la proliferacion celular anémala, trastornos
mieloproliferativos, trastornos hematologicos, asma, enfermedades inflamatorias u obesidad.

Los ejemplos mas especificos de los canceres tratados con los compuestos de la presente revelacion incluyen
cancer de mama, cancer de pulmoén, melanoma, cancer colorrectal, cancer de vejiga, cancer de ovario, cancer de
préstata, cancer renal, cancer de células escamosas, glioblastoma, cancer de pancreas, leiomiosarcoma, mieloma
multiple, carcinoma papilar de células renales, cancer gastrico, cancer de higado, cancer de cabeza y cuello,
melanoma y leucemia (por ejemplo, mieloide, mieloide crénica, linfoblastica aguda, linfoblastica crénica, Hodgkins y
otras leucemias y canceres hematolégicos).

Otros ejemplos especificos de las enfermedades o trastornos para los que el tratamiento con los compuestos o
composiciones de la revelacién son Utiles para su tratamiento o prevencion incluyen, pero sin limitacién, rechazo a
transplantes (por ejemplo, transplante de rifién, higado, corazén, pulmdn, células de los islotes, pancreas, médula
Osea, cornea, intestino delgado, aloinjertos de piel o xenoinjertos y otros trasplantes), enfermedad del injerto contra
huésped, osteoartritis, artritis reumatoide, esclerosis multiple, diabetes, retinopatia diabética, enfermedad
inflamatoria del intestino (por ejemplo, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa y otras enfermedades intestinales),
enfermedad renal, caquexia, choque séptico, lupus, miastenia grave, soriasis, dermatitis, eczema, seborrea,
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, proteccion de células madre durante la quimioterapia,
seleccién ex vivo o purga ex vivo para el trasplante de médula ésea autélogo o alogénico, enfermedades oculares,
retinopatias (por ejemplo, degeneracion macular, retinopatia diabética y otras retinopatias), enfermedad de la
cérnea, glaucoma, infecciones ( por ejemplo bacteriana, viral o fungica), enfermedades del corazén, incluyendo, pero
sin limitacion, la restenosis.

En otro aspecto, la revelacion proporciona terapias de combinacién para tratar o inhibir el inicio de un trastorno
proliferativo celular o un trastorno relacionado con Met en un sujeto. La terapia de combinacion comprende
administrar al sujeto una cantidad terapéutica o profilacticamente eficaz de un compuesto de Férmula I, y una 0 mas
terapias contra la proliferacion celular distintas, incluyendo la quimioterapia, la radioterapia, la terapia génica y la
inmunoterapia.

En otro aspecto, los compuestos de la revelacién se pueden administrar en combinacién con quimioterapia. Como
se usa en la presente memoria, la quimioterapia se refiere a una terapia que implica un agente quimioterapéutico. Se
puede usar una variedad de agentes quimioterapéuticos en los procedimientos de tratamiento combinados descritos
en la presente memoria. Los agentes quimioterapéuticos contemplados como ejemplares incluyen, pero sin
limitacion: compuestos de platino (por ejemplo, cisplatino, carboplatino, oxaliplatino); compuestos de taxano (por
ejemplo, paclitaxcel, docetaxol); compuestos campototecina (irinotecan, topotecan); alcaloides de la vinca (por
ejemplo, vincristina , vinblastina, vinorelbina); derivados nucledsidos antitumorales (por ejemplo, 5-fluorouracilo,
leucovorina, gemcitabina, capecitabina); agentes alquilantes (por ejemplo, ciclofosfamida, carmustina, lomustina,
tiotepa); epipodofilotoxinas/podofilotoxinas (por ejemplo, etoposido, tenipdsido); inhibidores de la aromatasa (por
ejemplo, anastrozol, letrozol, exemestano); compuestos anti-estrogénicos (por ejemplo, tamoxifeno, fulvestrant),
antifolatos (por ejemplo, premetrexed disédico); agentes hipometilantes (por ejemplo, azacitidina); compuestos
biolégicos (por ejemplo, gemtuzamab, cetuximab, rituximab, pertuzumab, trastuzumab, bevacizumab, erlotinib);
antibiéticos/antracilinas (por ejemplo, idarubicina, actinomicina D, bleomicina, daunorrubicina, doxorrubicina,
mitomicina C, dactinomicina, carminomicina, daunomicina); antimetabolitos (por ejemplo, clofarabina, aminopterina,
citosina arabindsido, metotrexato); agentes de unién a la tubulina (por ejemplo, combretastatina, colchicina,
nocodazol); inhibidores de la topoisomerasa (por ejemplo, camptotecina); agentes diferenciadores (por ejemplo,
retinoides, vitamina D y &cido retinoico); agentes blogueadores del metabolismo del acido retinoico (RAMBA) (por
ejemplo, Accutane); inhibidores de quinasa (por ejemplo, flavoperidol, mesilato de imatinib, gefitinib, erlotinib,
sunitinib, lapatinib, sorafinib, temsirolimus, dasatinib); inhibidores de la farnesiltransferasa (por ejemplo, tipifarnib);
inhibidores de la histona desacetilasa; inhibidores de la via ubiquitina-proteasoma (por ejemplo, bortezomib,
Yondelis).

Otros agentes utiles incluyen verapamilo, un antagonista del calcio encontrado Gtil, en combinacién con agentes
antineoplasicos, para establecer la quimiosensibilidad en células tumorales resistentes a agentes quimioterapéuticos
y para potenciar la eficacia de dichos compuestos en malignidades sensibles a farmacos. Véase Simpson W. G,
“The calcium channel blocker verapamil and cancer chemotherapy”. Cell Calcium. Diciembre 1985; 6(6):449-67.
Ademas, se contempla su utilidad como agentes quimioterapéuticos en combinacion con el compuesto de la
presente revelacion.

En otro aspecto, la revelaciéon proporciona compuestos que se pueden administrar en combinacién con radioterapia.
Como se usa en la presente memoria, "radioterapia” se refiere a una terapia que comprende exponer al sujeto que lo
necesite a radiacion. Dicha terapia es conocida por los expertos en la técnica. El esquema apropiado de radioterapia
sera similar a los ya empleados en terapias clinicas en las que se usa la radioterapia sola o en combinacién con
otros agentes quimioterapéuticos.
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En otro aspecto, la revelacion proporciona compuestos que se pueden administrar en combinacién con una terapia
génica. Como se usa en la presente memoria, "terapia génica" se refiere a una terapia dirigida a determinados genes
implicados en el desarrollo de un tumor. Las posibles estrategias de terapia génica incluyen la restauracion de genes
defectuosos inhibidores del cancer, la transduccion o transfeccion de células con ADN antisentido correspondiente a
los genes que codifican factores de crecimiento y sus receptores, estrategias basadas en el ARN tales como
ribozimas, sefiuelos de ARN, ARN mensajero antisentido y moléculas de ARN de interferencia pequefas (ARNip) y
los denominados "genes suicidas".

En otro aspecto, la revelacion proporciona compuestos que se pueden administrar en combinacién con una
inmunoterapia. Como se usa en la presente memoria, "inmunoterapia” se refiere a una terapia dirigida a una proteina
en particular implicada en el desarrollo tumoral a través de anticuerpos especificos contra dicha proteina. Por
ejemplo, los anticuerpos monoclonales contra el factor de crecimiento endotelial vascular se han usado en el
tratamiento de canceres.

Cuando se usa un segundo compuesto farmacéutico ademas de un compuesto de la revelacion, los dos compuestos
farmacéuticos se pueden administrar simultdneamente (por ejemplo, en composiciones separadas 0 unitarias)
secuencialmente en cualquier orden, en aproximadamente el mismo tiempo o en regimenes de dosificacion
separados. En este ultimo caso, los dos compuestos se administraran en un periodo, y en una cantidad y forma que
sera suficiente para garantizar que se produzca un efecto ventajoso o sinérgico. Se apreciara que el procedimiento
preferido, y el orden de administracion, y los respectivos regimenes y cantidades de dosificacién para cada
componente de la combinacion dependeran del agente quimioterapéutico que se administre en concreto en
combinacion con el compuesto de la presente invencion, de su via de administracion, del tumor que se trate en
particular y del huésped que se esté tratando en concreto.

Como los expertos habituales en la técnica entenderan, las dosis apropiadas de agentes quimioterapéuticos seran
generalmente similares o inferiores a aquellas ya empleadas en terapias clinicas en las que se administren agentes
quimioterapéuticos solos o0 en combinacion con otros agentes quimioterapéuticos.

El procedimiento 6ptimo, y el orden de administracion, y las cantidades y régimen de dosificacion pueden ser
facilmente determinaos por los expertos en la técnica mediante procedimientos convencionales y en vista de la
informacién que figura en la presente memoria.

A modo de ejemplo se administran ventajosamente compuestos de platlno a una dosis de 1 a 500 mg por metro
cuadrado (mg/m ) de superficie corporal, por ejemplo, de 50 a 400 mg/m partlcularmente para el cisplatino, a una
dosis de aproximadamente 75 mg/m2 y para el carboplatino a aproximadamente 300 mg/m por ciclo de tratamiento.
El cisplatino no se absorbe oralmente y, por lo tanto, se debe administrar mediante una inyecciéon por via
intravenosa, subcutanea, intratumoral o intraperitoneal.

A modo de ejemglo se administran ventajosamente compuestos de taxano a una dosis de 50 a 400 mg por metro
cuadrado (mg/m?) de superficie corporal, por ejemplo, de 75 a 250 mg/m en particular para el pachtaxel a una
dosis de aproximadamente 175 a 250 mg/m y para el docetaxel de aproximadamente 75 a 150 mg/m por ciclo de
tratamiento.

Unicamente a modo de ejemplo, se administran ventajosamente compuestos de camptotecma a una dosis de 0,1 a
400 mg por metro cuadrado (mg/m ) de superficie corporal, por ejemplo de 1 a 300 mg/m particularmente para el
|r|notecan a una dosis de aproximadamente 100 a 350 mg/m y para el topotecan, de aproximadamente 1 a 2
mg/m por ciclo de tratamiento.

Unicamente a modo de ejemplo, se pueden administrar ventajosamente alcaloides de la vinca a una dosis de 2 a 30
mg por metro cuadrado (mg/m) de superficie corporal; particularmente para la vinblastina, a una dosis de
aproximadamente 3 a 12 mg/m para la vincristina, a una dosis de aproximadamente 1 a 2 mg/m y para la
vinorelbina, a una dosis de aproximadamente 10 a 30 mg/m por ciclo de tratamiento.

Unicamente a modo de ejemplo, se pueden administrar ventajosamente derivados de nucledsidos antitumorales a
una d03|s de 200 a 2.500 mg por metro cuadrado (mg/m ) de superficie corporal, por ejemplo de 700 a 1. 500
mg/m El 5-fluorouracilo (5-FU) se utiliza cominmente por via intravenosa a dosis que varian de 200 a 500 mg/m
(preferentemente, de 3 a 15 mg/kg/dla) La gemcitabina se administra ventajosamente a una dosis de
aproximadamente 800 a 1.200 mg/m y la capecitabina se administra ventajosamente a una dosis de
aproximadamente 1.000 a 2.500 mg/m por ciclo de tratamiento.

Unicamente a modo de ejemplo, se pueden administrar ventajosamente agentes alqunantes a una dosis de 100 a
500 mg por metro cuadrado (mg/m ) de superficie corporal, por ejemplo, de 120 a 200 mg/m particularmente para
la ciclofosfamida, a una dosis de aproximadamente 100 a 500 mg/m para el clorambucilo, a una dosis de
aproxmadamente 0,1 a 0,2 mg/kg de peso corporal; para la carmustina, a una d03|s de aproximadamente 150 a
200 mg/m y para la lomustina, a una dosis de aproximadamente 100 a 150 mg/m por ciclo de tratamiento.

Unicamente a modo de ejemplo, se pueden administrar ventajosamente derivados de podofllotoxma a una dosis de
30 a 300 mg por metro cuadrado (mg/m ) de superficie corporal, por ejemplo, de 50 a 250 mg/m en particular para
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etop05|do a una dosis de aproximadamente 35 a 100 mg/m y para el teniposido, de aproximadamente 50 a 250
mg/m por ciclo de tratamiento.

Unicamente a modo de ejemplo, se pueden ser administrar ventajosamente derivados de antraC|cI|na a una dosis de
10 a 75 mg por metro cuadrado (mg/m ) de superficie corporal, por ejemplo de 15 a 60 mg/m en particular para la
doxorrubicina, a una dosis de aproximadamente 40 a 75 mg/m para la daunorrubicina, a una d03|s de
aproximadamente 25 a 45 mg/m y para la idarrubicina, a una dosis de aproximadamente 10 a 15 mg/m por ciclo
de tratamiento

Unicamente a modo de ejemplo, se pueden administrar ventajosamente compuestos antiestrogénicos a una dosis
de aproximadamente 1 a 100 mg al dia dependiendo del agente en particular y de la afeccién que se esta tratando.
El tamoxifeno se administra ventajosamente por via oral a una dosis de 5 a 50 mg, preferentemente, de 10 a 20 mg
dos veces al dia, continuando la terapia durante el tiempo suficiente para alcanzar y mantener un efecto terapéutico.
El toremifeno se administra ventajosamente por via oral a una dosis de aproximadamente 60 mg una vez al dia,
continuando la terapia durante el tiempo suficiente para alcanzar y mantener un efecto terapéutico. El anastrozol se
administra ventajosamente por via oral a una dosis de aproximadamente 1 mg una vez al dia. El droloxifeno se
administra ventajosamente por via oral a una dosis de aproximadamente 20-100 mg una vez al dia. El raloxifeno se
administra ventajosamente por via oral a una dosis de aproximadamente 60 mg una vez al dia. El exemestano se
administra ventajosamente por via oral a una dosis de aproximadamente 25 mg una vez al dia.

Unicamente a modo de ejemplo solamente, se pueden admlnlstrar ventajosamente compuestos biolégicos a una
dosis de aproximadamente 1 a 5 mg por metro cuadrado (mg/m de superficie corporal o como se conoce en la
técnica. Por ejemplo, el trastuzumab se administra ventajosamente a una dosisde 1 a5 mg/m particularmente, de
2a4 mg/m por ciclo de tratamiento.

Las dosis se pueden administrar, por ejemplo, una vez, dos veces o mas por ciclo de tratamiento, que se puede
repetir, por ejemplo, cada 7, 14, 21 6 28 dias.

Los compuestos de la presente revelacién se pueden administrar a un sujeto sistémicamente, por ejemplo, por via
intravenosa, oral, subcutanea, intramuscular, intradérmica o por parenteral. Los compuestos de la presente
invencién también se pueden administrar a un sujeto localmente. Los ejemplos no restrictivos de sistemas de
administracion local incluyen el uso de dispositivos médicos intraluminales que incluyen catéteres de administracion
de farmacos intravasculares, cables, stents farmacolégicos y revestimiento endoluminal.

Los compuestos de la presente revelacion se pueden administrar ademas a un sujeto en combinacion con un agente
de direccionamiento para lograr una alta concentracion local del compuesto en el sitio diana. Ademas, los
compuestos de la presente invencion se pueden formular para la liberacion rapida o la liberacion lenta con el objetivo
de mantener los farmacos o los agentes en contacto con los tejidos diana durante un periodo que varia de las horas
a las semanas.

En otro aspecto, la presente revelacidon proporciona una composicion farmacéutica que incluye un triazol biciclico
modulador de quinasas mezclado con un excipiente farmacéuticamente aceptable. El experto en la técnica
reconocera que las composiciones farmacéuticas incluyen las sales farmacéuticamente aceptables de los triazoles
biciclicos moduladores de quinasas descritos anteriormente.

En aplicaciones terapéuticas y/o de diagnoéstico, los compuestos de la revelacién se pueden formular para una
variedad de modos de administracién, incluyendo la administracion sistémica y tépica o localizada. Las técnicas y
formulaciones generalmente se pueden encontrar en “Remington: The Science and Practice of Pharmacy” (XX ed.)
Lippincott, Williams & Wilkins (2000).

Segun otro aspecto, la revelacién proporciona composiciones farmacéuticas que incluyen compuestos de formula I,
y un vehiculo, adyuvante o transportador farmacéuticamente aceptable. La cantidad de compuesto de las
composiciones de la revelacion es tal que es eficaz para inhibir detectablemente una proteina quinasa,
particularmente, MET en una muestra biolégica o en un paciente.

Como se usa en la presente memoria, el término "MET" es sin6nimo de "Met", "c-MET", "c-Met" u otras
designaciones conocidas por los expertos en la técnica. En un aspecto, se formula una composicion de la presente
revelacion para su administracion a un paciente en necesidad de dicha composicién. En otro aspecto, la
composicion de la revelacion se formula para una administracién oral a un paciente.

Los compuestos segun la revelacion son eficaces en un amplio intervalo de dosis. Por ejemplo, en el tratamiento de
seres humanos adultos, las dosis de 0,01 a 10.000 mg, de 0,5 a 1.000 mg, de 1 a 500 mg por dia y de 5 a 100 mg
por dia son ejemplos de dosis que se pueden utilizar. La dosis exacta dependera de la via de administracion, la
forma en la que se administre el compuesto, el sujeto que se vaya a tratar, el peso corporal del sujeto que se vaya a
tratar, y la preferencia y experiencia del médico a cargo.

Las sales farmacéuticamente aceptables son en general ampliamente conocidas por los expertos habituales en la
técnica, y pueden incluir, a modo de ejemplo no restrictivo, acetato, bencenosulfonato, besilato, benzoato,
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bicarbonato, bitartrato, bromuro, edetato de calcio, carnsilato, carbonato, citrato, edetato, edisilato, estolato, esilato,
fumarato, gluceptato, gluconato, glutamato, glicolilarsanilato, hexilresorcinato, hidrabamina, bromhidrato, clorhidrato,
hidroxinaftoato, yoduro, isetionato, lactato, lactobionato, malato, maleato, mandelato, mesilato, mucato, napsilato,
nitrato, pamoato (embonato), pantotenato, fosfato/difosfato, poligalacturonato, salicilato, estearato, subacetato,
succinato, sulfato, tanato, tartrato o teoclato. Otras sales farmacéuticamente aceptables se pueden encontrar, por
ejemplo, en “Remington: The Science and Practice of Pharmacy” (XX ed.) Lippincott, Williams & Wilkins (2000). Las
sales farmacéuticamente aceptables preferidas incluyen, por ejemplo, acetato, benzoato, bromuro, carbonato,
citrato, gluconato, bromhidrato, clorhidrato, maleato, mesilato, napsilato, pamoato (embonato), fosfato, salicilato,
succinato, sulfato o tartrato.

En funcién de las afecciones especificas que se estén tratando, dichos agentes se pueden formular en formas de
dosificacién liquida o soélida, y administrarse sistémica o localmente. Los agentes se pueden administrar, por
ejemplo, en una forma de liberaciéon baja sostenida conocida por los expertos en la técnica. Las técnicas para la
formulacién y la administracion se pueden encontrar en “Remington: The Science and Practice of Pharmacy” (XX
ed.) Lippincott, Williams & Wilkins (2000). Las vias adecuadas pueden incluir administracién oral, bucal, mediante
pulverizado por inhalacién, sublingual, rectal, transdérmica, vaginal, transmucosa, nasal o intestinal; administracion
parenteral, incluyendo inyecciones intramusculares, subcutdneas e intramedulares, asi como intratecales,
intraventriculares directas, intravenosas, intra-articulares, intra-esternales, intra-sinoviales, intrahepaticas,
intralesionales, intracraneales, intraperitoneales, intranasales o intraoculares, u otros modos de administracion.

Para la inyeccion, los agentes de la revelacion se pueden formular y diluir en soluciones acuosas tales como en
tampones fisioldbgicamente compatibles, tales como solucién de Hank, solucién de Ringer o tampén salino fisiologico.
Para dicha administracion transmucosa, en la formulacién, se usan penetrantes apropiados para la barrera que se
vaya a atravesar. Dichos penetrantes se conocen generalmente en la técnica.

El uso de vehiculos inertes farmacéuticamente aceptables para formular los compuestos descritos en la presente
memoria para la practica de la revelacion a dosis adecuadas para una administracién sistémica esta dentro del
alcance de la revelacion. Con la eleccién apropiada de vehiculo y la préactica de fabricacion adecuada, las
composiciones de la presente revelacion, en particular, aquellas formuladas como soluciones, se pueden administrar
parenteralmente, tal como mediante inyeccion intravenosa. Los compuestos se pueden formular facilmente usando
vehiculos farmacéuticamente aceptables bien conocidos en la técnica a dosis adecuadas para la administracion oral.
Dichos vehiculos permiten formular los compuestos de la revelacion en forma de comprimidos, pildoras, capsulas,
liquidos, geles, jarabes, pastas, suspensiones y similares, para la ingestion oral por parte del paciente que se vaya a
tratar.

Para administracion nasal o por inhalacion, los agentes de la revelacion también se pueden formular mediante
procedimientos conocidos por los expertos en la técnica, y pueden incluir, por ejemplo, pero sin limitacion, ejemplos
de sustancias solubilizantes, diluyentes o dispersantes tales como solucion salina, conservantes, tales como alcohol
bencilico, promotores de la absorcién y fluorocarbonos.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para su uso en la presente invencion incluyen composiciones en las
gue los ingredientes activos estan contenidos en una cantidad eficaz para conseguir el objetivo deseado. La
determinacion de las cantidades eficaces es competencia de los expertos en la técnica, especialmente, a la luz de la
revelacion detallada proporcionada en la presente memoria.

Ademas de los ingredientes activos, estas composiciones farmacéuticas pueden contener vehiculos
farmacéuticamente aceptables adecuados que comprenden excipientes y adyuvantes que facilitan el procesamiento
de los compuestos activos en preparaciones que se puedan usar farmacéuticamente. Las preparaciones formuladas
para una administracion oral pueden estar en forma de comprimidos, grageas, capsulas o soluciones.

Las preparaciones farmacéuticas para un uso oral se pueden obtener combinando los compuestos activos con
excipientes sélidos, moliendo opcionalmente la mezcla resultante y procesando la mezcla de granulos, tras afiadir
adyuvantes adecuados, si se desea, para obtener comprimidos o nicleos de grageas. Los excipientes adecuados
son, en particular, cargas tales como azucares, incluyendo lactosa, sacarosa, manitol o sorbitol; preparaciones de
celulosa, por ejemplo, almidén de maiz, almidon de trigo, almidon de arroz, almidén de patata, gelatina, goma de
tragacanto, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetilcelulosa de sodio (CMC) y/o polivinilpirrolidona
(PVP: povidona). Si se desea, se pueden afiadir agentes desintegrantes tales como la polivinilpirrolidona reticulada,
agar o acido alginico, o una sal del mismo tal como alginato sodico.

Los nlcleos de grageas se proporcionan con revestimientos adecuados. Para este propdsito, se pueden usar
soluciones concentradas de azlcar, que pueden contener opcionalmente goma arabe, talco, polivinilpirrolidona, gel
de carbopol, polietilenglicol (PEG) y/o diéxido de titanio, soluciones de laca y disolventes organicos adecuados o
mezclas de disolventes. Se pueden afiadir materias colorantes o pigmentos a los comprimidos o a las cubiertas de
las grageas para identificar o caracterizar las diferentes combinaciones de dosis del compuesto activo.

Las preparaciones farmacéuticas que se pueden usar por via oral incluyen capsulas duras de gelatina, asi como
capsulas blandas selladas de gelatina, y un plastificante tal como glicerol o sorbitol. Las capsulas duras pueden
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contener los ingredientes activos mezclados con carga tal como lactosa, aglutinantes tales como almidones y/o
lubricantes tales como talco o estearato de magnesio y, opcionalmente, estabilizantes. En las capsulas blandas, los
compuestos activos pueden estar disueltos o suspendidos en liquidos adecuados tales como aceites grasos,
parafina liquida o polietilenglicoles liquidos (PEG). Ademas, se pueden afiadir estabilizantes.

Dependiendo de la afeccion o el estado patolégico en particular que se vaya a tratar o prevenir, se pueden
administrar agentes terapéuticos adicionales, normalmente administrados para tratar o prevenir esa afeccion, junto
con los inhibidores de la presente revelacion. Por ejemplo, los agentes quimioterapéuticos u otros agentes anti-
proliferativos se pueden combinar con los inhibidores de la presente revelacién para tratar enfermedades
proliferativas y cancer. Los ejemplos de agentes quimioterapéuticos conocidos incluyen, pero sin limitacion,
adriamicina, dexametasona, vincristina, ciclofosfamida, fluorouracilo, topotecan, taxol, interferones y derivados del
platino.

Otros ejemplos de agentes con los que también se pueden mezclar los inhibidores de la presente revelacién
incluyen, sin limitacion, agentes antiinflamatorios tales como corticosteroides, bloqueadores de TNF, IL-1 RA,
azatioprina, ciclofosfamida y sulfasalazina; inmunomoduladores y agentes inmunosupresores tales como
ciclosporina, tacrolimus, rapamicina, micofenolato mofetil, interferones, corticosteroides, ciclofofamida, azatioprina y
sulfasalazina; factores neurotréficos tales como inhibidores de acetilcolinesterasa, inhibidores de MAO, interferones,
anticonvulsivos, bloqueadores de canales iénicos, riluzol y agentes anti-parkinsonianos; agentes para el tratamiento
de enfermedades cardiovasculares tales como beta-bloqueadores, inhibidores de ACE, diuréticos, nitratos,
bloqueadores de canales de calcio y estatinas; agentes para tratar la enfermedad hepatica tales como
corticosteroides, colestiramina, interferones y agentes anti-virales; agentes para el tratamiento de trastornos
sanguineos tales como corticosteroides, agentes anti-leucémicos y factores de crecimiento; agentes para el
tratamiento de la diabetes tales como insulina, analogos de insulina, inhibidores de alfa glucosidasa, biguanidas y
sensibilizadores a la insulina; y agentes para tratar trastornos de inmunodeficiencia tales como gammaglobulina.

Estos agentes adicionales se pueden administrar por separado, como parte de una pauta de dosificacién mdltiple, de
la composicién que contiene el inhibidor. Alternativamente, estos agentes pueden ser parte de una Unica forma de
dosificacién, mezclados con el inhibidor en una sola composicion.

El alcance de la presente revelacidon no se limita a las realizaciones ejemplificadas, que pretenden ser ilustraciones
de aspectos Unicos de la revelacion. De hecho, hay diversas modificaciones de la revelacion, ademas de las
descritas en la presente memoria, que seran evidentes para los expertos en la técnica a partir de la revelacién
anterior. Se pretende que dichas modificaciones queden englobadas por el alcance de la revelacion. Ademas, se
pueden combinar una o mas caracteristicas de cualquier realizacién de la revelacion con una o mas de otras
caracteristicas de cualquier otra realizacién de la revelacion sin apartarse del alcance de la misma. Por ejemplo, los
triazoles biciclicos moduladores de quinasas descritos en el apartado de Triazoles biciclicos moduladores de
quinasas son igualmente aplicables a los procedimientos de tratamiento y a los procedimientos de inhibicion de
quinasas descritos en la presente memoria. Las referencias citadas en la presente solicitud son ejemplos del nivel de
experiencia en la técnica, y se incorporan en la presente memoria por referencia en su totalidad a todos los efectos,
bien se hayan incorporado especificamente con anterioridad o no.

Ensayos

Los compuestos de la presente revelacion se pueden analizar facilimente para determinar su capacidad para
modular proteinas quinasas, para unirse a proteinas quinasas y/o para prevenir el crecimiento o la proliferacion
celular. A continuacion, se presentan algunos ejemplos de ensayos Utiles.

Ensayos de unién e inhibicién de quinasas

La inhibicion de diversas quinasas se mide mediante procedimientos conocidos por los expertos habituales en la
técnica, tales como los diversos procedimientos presentados en la presente memoria y los descritos en la
publicacion “Upstate Kinase Assay Protocols”, junio de 2003.

Por ejemplo, cuando se realizan ensayos in vitro, la quinasa se diluye comidnmente a la concentracién apropiada
para formar la solucién de quinasa. Se afiade un sustrato para quinasas y un donante de fosfato, tal como ATP, a la
solucién de quinasa. Se permite que la quinasa transfiera un fosfato al sustrato de quinasa para formar sustrato
fosforilado. La formacion de un sustrato fosforilado se puede detectar directamente mediante cualquier
procedimiento adecuado tal como radioactividad (por ejemplo, [y'32P-ATP]) o el uso de anticuerpos secundarios
detectables (por ejemplo, ELISA). Alternativamente, la formaciéon de un sustrato fosforilado se puede detectar
mediante cualquier técnica apropiad tal como la deteccién de la concentracion de ATP (por ejemplo, sistema de
ensayo Kinase-Glo® (Promega)). Los inhibidores de quinasa se identifican mediante la deteccién de la formacion de
un sustrato fosforilado en presencia y en ausencia de un compuesto de prueba (véase el apartado de Ejemplos que
figura mas adelante).

La capacidad del compuesto para inhibir una quinasa en una célula también se puede analizar con procedimientos
ampliamente conocidos en la técnica. Por ejemplo, se pueden poner en contacto células que contengan una quinasa
con un agente de activaciéon (tal como un factor de crecimiento) que active la quinasa. La cantidad de sustrato
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fosforilado intracelular formado en ausencia y en presencia del compuesto de prueba se puede determinar mediante
la lisis de las células y la deteccion de la presencia de sustrato fosforilado mediante cualquier procedimiento
apropiado (por ejemplo, ELISA). Cuando la cantidad de sustrato fosforilado producido en presencia del compuesto
de prueba se reduce con respecto a la cantidad producida en ausencia del compuesto de prueba, se indica la
inhibicién de la quinasa. En el apartado de Ejemplos que figura mas adelante, se describen ensayos con quinasas
celulares de manera mas detallada.

Para medir la unién de un compuesto a una quinasa, se puede usar cualquier procedimiento conocido por los
expertos habituales en la técnica. Por ejemplo, se puede usar un kit de ensayo fabricado por Discoverx (Fremont,
CA), el kit de ensayo de union a una enzima ED-Staurosporine NSIP® (véase la patente estadounidense n.°
5.643.734). La actividad quinasa también se puede analizar como en la patente estadounidense n.° 6.589.950,
concedida el 8 de julio de 2003.

Los inhibidores adecuados de quinasas se pueden seleccionar de los compuestos de la revelacién por medio del
rastreo cristalografico de proteinas, segun lo revelado, por ejemplo, en Antonysamy et al., publicacion PCT n.°
WO03087816A1, que se incorpora en la presente memoria por referencia en su totalidad a todos los efectos.

Los compuestos de la presente revelacion se pueden rastrear por ordenador para analizar y visualizar su capacidad
para unirse a y/o inhibir diversas quinasas. La estructura se puede rastrear por ordenador con una pluralidad de
compuestos de la presente invencién para determinar su capacidad para unirse a una quinasa en diversos sitios.
Dichos compuestos se pueden usar como dianas o dirigir los esfuerzos de quimica médica para identificar, por
ejemplo, los inhibidores de posible importancia terapéutica (Travis, Science, 262:1374, 1993). Las estructuras
tridimensionales de dichos compuestos se pueden superponer en una representacion tridimensional de las quinasas,
0 un sitio activo o en la cavidad de las mismas para determinar si el compuesto se adapta espacialmente a la
representacion y, por lo tanto, a la proteina. En este rastreo, se puede evaluar la calidad del ajuste de dichas
entidades o compuestos a la cavidad de unién bien mediante complementariedad de la forma o mediante la energia
de interaccion estimada (Meng et al., J. Comp. Chem. 13:505-24, 1992).

El rastreo de los compuestos de la presente revelacién que se unen a y/o modulan quinasas (por ejemplo, inhiben o
activan quinasas) segun la presente revelacién general implica la consideraciéon de dos factores. En primer lugar, el
compuesto debe ser capaz de asociarse fisica y estructuralmente, bien covalente o no covalentemente, con las
quinasas. Por ejemplo, las interacciones covalentes pueden ser importantes para el disefio de inhibidores
irreversibles o suicidas de una proteina. Las interacciones moleculares no covalentes importantes en la asociacion
de las quinasas con el compuesto incluyen enlaces de hidrégeno, interacciones idnicas, interacciones de van der
Waals e interacciones hidréfobas. En segundo lugar, el compuesto debe ser capaz de adoptar una conformacion y
una orientacioén con respecto a la cavidad de unidon que le permita asociarse con las quinasas. Aunque ciertas partes
del compuesto no participaran directamente en la asociacion con las quinasas, esas partes todavia pueden influir en
la configuracién global de la molécula y pueden tener un impacto significativo en la potencia. Los requisitos de
configuracion incluyen la estructura tridimensional global y la orientacidon del grupo o compuesto quimico en relacién
con toda o una porcion de la cavidad de union, o el espacio entre los grupos funcionales de un compuesto que
comprende varios grupos quimicos que interactdan directamente con las quinasas.

Los programas de acoplamiento descritos en la presente memoria, tales como, por ejemplo, DOCK o GOLD, se
usan para identificar compuestos que se unen al sitio activo y/o a la cavidad de unién. Los compuestos se pueden
rastrear frente a mas de una cavidad de unién de la estructura proteica 0 mas de un conjunto de coordenadas para
la misma proteina, teniendo en cuenta las diferentes configuraciones moleculares dinamicas de la proteina. Luego
se puede usar la puntuacion de consenso para identificar los compuestos que mejor se ajusten a la proteina
(Charifson, P. S. et al., J. Med. Chem. 42: 5100-9 (1999)). Los datos obtenidos a partir de mas de una estructura de
molécula de proteina también se pueden puntuar segun los procedimientos descritos en Klingler et al., solicitud de
utilidad estadounidense, presentada el 3 de mayo 2002, titulada "Computer Systems and Methods for Virtual
Screening of Compounds". Los compuestos que tienen el mejor ajuste se obtienen luego del productor del banco
guimico, o se sintetizan, y se usan en ensayos de unién y bioensayos.

Las técnicas de modelizacion por ordenador se pueden usar para evaluar el posible efecto de modulacién o de union
de un compuesto quimico sobre las quinasas. Si la modelizacion por ordenador indica una fuerte interaccion,
entonces, se puede sintetizar la molécula, y analizar su capacidad para unirse a quinasas y afectar (por inhibicién o
activacion) a su actividad.

Los compuestos moduladores u otros compuestos de unién a quinasas se pueden por ordenador mediante una serie
de etapas en las que se rastrean grupos o fragmentos quimicos y se seleccionan en cuanto a su capacidad para
asociarse con cada cavidad de unién u otras zonas de las quinasas. Este procedimiento puede comenzar por la
inspeccion visual de, por ejemplo, el sitio activo en la pantalla del ordenador en base a las coordenadas de las
quinasas. A continuacion, se pueden disponer los fragmentos o grupos quimicos seleccionados en una variedad de
orientaciones, o acoplarse, dentro de una determinada cavidad de union de las quinasas (Blaney, J. M. y Dixon J. S.,
“Perspectives in Drug Discovery and Design”, 1: 301, 1993). Es posible realizar un acoplamiento manual con un
programa informatico tal como Insight Il (Accelrys, San Diego, CA) Ministerio de Educacion (Chemical Computing
Group, Inc., Montreal, Quebec, Canadd); y SYBYL (Tripos, Inc., St. Louis, MO, 1992), seguido de la minimizacion de
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energia y/o la dinamica molecular con campos de fuerzas mecanicas moleculares estandar tales como CHARMM
(Brooks, et al., J. Comp. Chem. 4:187-217, 1983), AMBER (Weiner, et al., J. Am. Chem. Soc. 106: 765-84, 1984) y
Cc? MMFF (Merck Molecular Force Field; Accelrys, San Diego, CA). Se puede efectuar un acoplamiento mas
automatizado mediante el uso de programas tales como DOCK (Kuntz et al., J. Mol. Biol., 161: 269-88, 1982; DOCK
esta disponible de la Universidad de California, San Francisco, CA); AUTODOCK (Goodsell y Olsen, “Proteins:
Structure, Function, and Genetics”, 8:195-202, 1990; AUTODOCK se encuentra disponible en Scripps Research
Institute, La Jolla, CA); GOLD (Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC); Jones et al., J. Mol. Biol., 245:43-
53, 1995); y FLEXX (Tripos, St. Louis, MO; Rarey, M., et al., J. Mol. Biol. 261:470-89, 1996). Otros programas
adecuados se describen, por ejemplo, en Halperin et al.

Durante la seleccién de los compuestos mediante los procedimientos anteriores, se puede analizar y optimizar la
eficacia con la cual ese compuesto puede unirse a quinasas mediante evaluacién informatizada. Por ejemplo, un
compuesto que ha sido disefiado o seleccionado para funcionar como un inhibidor de quinasas puede ocupar un
volumen que no se solape el volumen ocupado por los residuos del sitio activo cuando el sustrato nativo esta unido.
Sin embargo, los expertos en la técnica reconoceran que existe cierta flexibilidad, lo que permite la reordenacion de
las cadenas principales y las cadenas laterales. Ademas, el experto puede disefiar compuestos que podrian
aprovechar el reordenamiento de la proteina tras la unién, produciendo, por ejemplo, un ajuste inducido. Un inhibidor
de quinasa eficaz puede demostrar una diferencia relativamente pequefia en la energia entre el estado de unién y
libre (es decir, debe tener una baja energia de deformacion de la unién y/o una baja deformacion de la configuracion
tras la unién). Por lo tanto, los inhibidores de quinasa mas eficientes se deberian disefiar, por ejemplo, con una
energia de deformacion de unién no superior a 10 kcal/mol, no superior a 7 kcal/mol, no superior a 5 kcal/mol o no
superior a 2 kcal/mol. Los inhibidores de quinasas pueden interactuar con la proteina en mas de una configuracién
gue tenga una energia de union total similar. En esos casos, la energia de deformacién de la union se toma como la
diferencia entre la energia del compuesto libre y la energia media de las configuraciones observadas cuando el
inhibidor se une a la enzima.

Hay programas informaticos especificos disponibles en la técnica para evaluar la energia de deformacion y la
interaccion electrostatica de un compuesto. Los ejemplos de programas disefiados para dichos usos incluyen:
Gaussian 94, revision C (Frisch, Gaussian, Inc., Pittsburgh, PA. ©1995); AMBER, version 7. (Kollman, Universidad
de California, San Francisco, ©2002); QUANTA/CHARMM (Accelrys, Inc., San Diego, CA, ©1995); Insight
Il/Discover (Accelrys, Inc., San Diego, CA, ©1995); DelPhi (Accelrys, Inc., San Diego, CA, ©1995); y AMSOL
(Universidad de Minnesota) (Quantum Chemistry Program Exchange, Universidad de Indiana). Estos programas se
pueden implantar, por ejemplo, usando una estacién de trabajo informatizada como las conocidas en la técnica, por
ejemplo, una estacion de trabajo LINUX, SGI o Sun. Los expertos en la técnica conoceran otros sistemas de
hardware y programas informaticos.

Los expertos en la técnica pueden expresar la proteina quinasa mediante procedimientos conocidos en la técnica y
los procedimientos descritos en la presente memoria. Los polipéptidos quinasa nativos y mutados descritos en la
presente memoria se pueden sintetizar quimicamente total o parcialmente usando técnicas que son ampliamente
conocidas en la materia (véase, por ejemplo, Creighton, “Proteins: Structures and Molecular Principles”, WH
Freeman & Co., NY, 1983).

Para la sintesis de polipéptidos nativos y mutados, se pueden usar sistemas de expresion génica. Se pueden
preparar vectores de expresion que contengan la secuencia codificante del polipéptido nativo o0 mutado y las sefales
de control de la transcripcidn/traduccién apropiadas, que son conocidos por los expertos en la técnica. Estos
procedimientos incluyen técnicas de ADN recombinante in vitro, técnicas sintéticas y recombinacion in
vivo/recombinacion genética. Véanse, por ejemplo, las técnicas descritas en Sambrook et al., “Molecular Cloning: A
Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor Laboratory, NY, 2001, y Ausubel et al., “Current Protocols in Molecular
Biology”, Greene Publishing Associates and Wiley Interscience, NY, 1989.

Para expresar quinasas, se pueden usar sistemas vectoriales de expresion en huéspedes. Estos incluyen, pero sin
limitacion, microorganismos tales como bacterias transformadas con ADN recombinante de bacteriéfago, vectores
de expresion de ADN de plasmido o de ADN de césmido que contienen la secuencia de codificacion; levaduras
transformadas con vectores de expresion de levaduras recombinantes que contienen la secuencia de codificacion;
sistemas de células de insectos infectados con vectores de expresion de virus recombinantes (por ejemplo,
baculovirus) que contienen la secuencia de codificacién; sistemas de células vegetales infectados con vectores de
expresion virales recombinantes (por ejemplo, virus del mosaico de la coliflor, CaMV; virus del mosaico del tabaco,
TMV) o transformados con vectores de expresion plasmidicos recombinantes (por ejemplo, plasmido Ti) que
contienen la secuencia de codificacion; o sistemas de células animales. La proteina también se puede expresar en
sistemas de terapia de genes humanos, incluyendo, por ejemplo, la expresién de la proteina para aumentar la
cantidad de la proteina en un individuo o para expresar una proteina terapéutica disefiada genéticamente. Los
elementos de expresion de estos sistemas varian en cuanto a fuerza y especificidades.

Los vectores especificamente disefiados permiten el lanzamiento de ADN entre huéspedes tales como células de
levadura en bacterias o células de animales en bacterias. Un vector de expresion construido apropiadamente debe
contener: un origen de replicacion para la replicacion auténoma en células huésped, uno o mas marcadores
seleccionables, un nimero limitado de sitios Utiles de enzimas de restriccion, el potencial de un alto niumero de
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copias y promotores activos. Un promotor se define como una secuencia de ADN que dirige la ARN polimerasa para
que se una al ADN e inicie la sintesis de ARN. Un promotor potente es aquel que produce el inicio de los ARNm a
alta frecuencia.

El vector de expresion también puede comprender diversos elementos que afectan a la transcripcién y la traduccion,
incluyendo, por ejemplo, promotores constitutivos e inducibles. Estos elementos suelen depender del huésped y/o
del vector. Por ejemplo, cuando se clonan en sistemas bacterianos, se pueden usar promotores inducibles tales
como el promotor T7, pL del bacteriéfago A, plac, ptrp, ptac (promotor hibrido ptrp-lac) y similares; cuando se clonan
en sistemas de células de insectos, se pueden usar promotores tales como el promotor de la polihedrina de
baculovirus; cuando se clonan en sistemas de células vegetales, se pueden usar los promotores derivados del
genoma de células vegetales (por ejemplo, promotores de choque térmico; el promotor de la subunidad pequefa de
RUBISCO; el promotor de la proteina de unién a la clorofila a/b ) o de virus vegetales (por ejemplo, el promotor de
ARN 35S de CaMV; el promotor de la proteina de la cubierta de TMV); cuando se clonan en sistemas de células de
mamiferos, se pueden usar promotores de mamiferos (por ejemplo, promotor de metalotioneina) o promotores de
virus de mamiferos (por ejemplo, el promotor tardio de adenovirus; promotor 7.5K del virus vaccinia; promotor SV40;
promotor del virus del papiloma bovino; y el promotor del virus de Epstein-Barr).

Se pueden usar varios procedimientos para introducir el vector en células huésped, por ejemplo, transformacion,
transfeccién, infeccién, fusién de protoplastos y electroporacion. Las células que contienen los vectores de expresion
se propagan clonalmente y se analizan individualmente para determinar si producen los polipéptidos apropiados. Se
pueden usar diversos procedimientos de seleccion, incluyendo, por ejemplo, la resistencia a antibiéticos, para
identificar células huésped que se hayan transformado. La identificacion de clones de células huésped que expresen
el polipéptido se puede realizar mediante varios procedimientos, incluyendo, pero sin limitacién, la reactividad
inmunolégica con anticuerpos contra la quinasa y la presencia de actividad asociada con la célula huésped.

La expresién de ADNc también se puede realizar utilizando ARNm sintético producido in vitro. EI ARNm sintético
puede traducirse eficazmente en diversos sistemas libres de células, incluyendo, pero sin limitacion, extractos de
germen de trigo y extractos de reticulocitos, asi como traducirse eficazmente en sistemas basados en células,
incluyendo, pero sin limitacion, la microinyeccion en oocitos de rana.

Para determinar la/s secuencia/s de ADNc que produce/n niveles 6ptimos de actividad y/o proteina, se preparan
moléculas de ADNc modificadas. Un ejemplo no restrictivo de un ADNc modificado es aquel en el que se ha
optimizado el uso de codones en el ADNc para la célula huésped en la que se expresard el ADNc. Las células
huésped se transforman con las moléculas de ADNc, y se miden los niveles de RNA de quinasa y/o de proteina.

Los niveles de la proteina quinasa en células huésped se cuantifican mediante una variedad de procedimientos tales
como técnicas de inmunoafinidad y/o de afinidad por ligandos, perlas de afinidad especificas de una quinasa o el
uso de anticuerpos especificos para aislar proteina marcada con %5-metionina o sin marcar. La proteina marcada o
no marcada se analiza mediante electroforesis en gel de poliacrilamida—SDS. La proteina no marcada se detecta
mediante transferencia Western, ELISA o RIA empleando anticuerpos especificos.

Tras la expresiéon de la quinasa en una célula huésped recombinante, se pueden recuperar los polipéptidos para
proporcionar la proteina en forma activa. Hay varios procedimientos de purificacion disponibles y adecuados para su
uso. Se puede purificar la quinasa recombinante a partir de lisados celulares o del medio de cultivo acondicionado
mediante diversas combinaciones de, o la aplicacién individual de, etapas de fraccionamiento o de cromatografia
gue son conocidas en la técnica.

Ademas, la quinasa recombinante se puede separar de otras proteinas celulares mediante el uso de una columna de
inmunoafinidad hecha con anticuerpos monoclonales o policlonales especificos de la proteina naciente de longitud
completa o fragmentos polipeptidicos de la misma. También se pueden usar otras técnicas purificacion basadas en
la afinidad conocidas en la materia.

Alternativamente, se pueden recuperar los polipéptidos a partir de una célula huésped en forma desplegada inactiva,
por ejemplo, a partir de cuerpos de inclusién de bacterias. Las proteinas recuperadas de esta forma se pueden
disolver usando un desnaturalizante, por ejemplo, clorhidrato de guanidinio, y después volverlas a plegar en una
forma activa mediante procedimientos conocidos por los expertos en la técnica tales como la dialisis.

Ensayos de Crecimiento Celular

Hay una variedad de ensayos de crecimiento celular conocidos en la técnica que son Utiles en la identificacién de
compuestos de triazol biciclicos (es decir, "compuestos de prueba") capaces de inhibir (por ejemplo, reducir) el
crecimiento y/o proliferacion celular.

Por ejemplo, se conoce una variedad de células que requieren quinasas especificas para su crecimiento y/o
proliferacién. Es posible evaluar la capacidad de una célula para crecer en presencia de un compuesto de prueba y
compararla con el crecimiento en ausencia del compuesto de prueba, identificando de este modo las propiedades
anti-proliferativas del compuesto de prueba. Un procedimiento comdn de este tipo consiste en medir el grado de
incorporaciéon de un marcador, tal como timidina tritiada, en el ADN de células en divisién. Alternativamente, se
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puede analizar la inhibicion de la proliferacion celular mediante la determinacion de la actividad metabdlica total de
células con un marcador alternativo que se correlacione con el nimero de células. Las células se pueden tratar con
un indicador metabdlico en presencia y en ausencia del compuesto de prueba. Las células viables metabolizan el
indicador metabdlico, formando de este modo un producto metabdlico detectable. La reduccién de los niveles
detectables de productos metabdlicos en presencia del compuesto de prueba con respecto a la ausencia del
compuesto de prueba indica la inhibicion del crecimiento y/o la proliferacion celular. Los ejemplos de indicadores
metabdlicos incluyen, por ejemplo, sales de tetrazolio y AlamorBlue® (véase el siguiente apartado de Ejemplos).

Un ensayo para las quinasas que estimulan la migracién celular es el ensayo de rayado. Este ensayo se usa para
evaluar los inhibidores de quinasas mediante la imitaciéon de eventos tales como la cicatrizacion de heridas. En una
variante de este ensayo usada para probar los inhibidores de MET, se permite la formacién de una monocapa
confluente de células sobre una placa celular. Tras la formacion de la monocapa, se genera una herida lineal sobre
la monocapa raspando mecanicamente la misma, mediante lo que se forma un canal libre de células. Se afiade un
factor de crecimiento requerido por la quinasa para el crecimiento celular en la presencia o en ausencia del
compuesto de prueba. El cierre del canal en la presencia del compuesto de prueba indica que el compuesto de
prueba no inhibe la quinasa, lo que permite la migracién y el crecimiento celular para cerrar el canal. Por el contrario,
la presencia del canal tras la adicién del compuesto de prueba indica que el compuesto de prueba inhibe la quinasa,
evitando asi el crecimiento celular. La seleccién de las células, las condiciones de crecimiento y los factores de
crecimiento adecuados es competencia de los expertos en la técnica (véase el siguiente apartado de Ejemplos).

Preparacion de compuestos moduladores de proteinas g uinasas
Sintesis ejemplar

Los compuestos de la revelacion se sintetizan mediante una combinacion apropiada de procedimientos sintéticos
generalmente bien conocidos. Las técnicas Utiles en la sintesis de los compuestos de la revelacion son tanto
evidentes como accesibles para los expertos en la técnica relevante. La siguiente descripcion se ofrece para ilustrar
algunos de los diversos procedimientos disponibles para su uso en la preparacion de los compuestos de la
revelacion. Sin embargo, la descripcion no pretende definir el alcance de las reacciones ni de las secuencias de
reaccion que son Utiles en la preparacion de los compuestos de la presente revelacion. Los compuestos de la
presente revelacion se pueden preparar mediante los procedimientos y las técnicas descritos en el siguiente
apartado de Ejemplos, asi como mediante técnicas conocidas de sintesis organica.

Grupos protectores

Los compuestos de la presente invencidn se pueden sintetizar usando uno o mas grupos protectores generalmente
conocidos en la técnica de la sintesis quimica. La expresion "grupo protector” se refiere a restos quimicos que
bloquean algunos o todos los restos reactivos de un compuesto y evitan que dichos restos participen en reacciones
guimicas hasta que el grupo protector se elimina, por ejemplo, aquellos restos enumerados y descritos en Greene, et
al. , “Protective Groups in Organic Synthesis”, Ill ed. John Wiley & Sons (1999). Puede ser ventajoso, cuando se
emplean diferentes grupos protectores, que cada grupo (diferente) protector se pueda retirar mediante un medio
diferente. Los grupos protectores que se escinden en condiciones de reaccion totalmente dispares permiten la
eliminacion diferencial de dichos grupos protectores. Por ejemplo, los grupos protectores pueden eliminarse por un
acido, una base e hidrogendlisis. Los grupos tales como tritilo, dimetoxitritilo, acetal y t-butildimetilsililo son labiles en
medio acido y se pueden usar para proteger los restos reactivos carboxilo e hidroxilo en presencia de grupos amino
protegidos con grupos Cbz, que se pueden retirar mediante hidrogendlisis, y grupos Fmoc, que son labiles en medio
basico. Los restos reactivos de acido carboxilico e hidroxilo se pueden bloquear con grupos labiles en medio basico,
tales como, sin limitacion, metilo, etilo y acetilo, en presencia de aminas bloqueadas con grupos labiles en medio
acido tales como t-butil-carbamato o con carbamatos que son estables en medios tanto acido como basicos, pero
gue se retiran hidroliticamente.

Los restos reactivos de acido carboxilico e hidroxilo también se pueden bloguear con grupos protectores
hidroliticamente extraibles tales como el grupo bencilo, mientras que los grupos amino capaces unirse mediante
puentes de hidrogeno con los acidos se pueden bloguear con grupos labiles en medio basico, tales como Fmoc. Los
restos reactivos de acido carboxilico se pueden bloguear con grupos protectores oxidativamente extraibles tales
como 2,4-dimetoxibencilo, mientras que los grupos amino coexistentes se pueden bloquear con siliicarbamatos
labiles en medios fluorados.

Los grupos de bloqueo de alilo son Utiles en presencia de grupos protectores de acido y base, ya que los primeros
son estables y se pueden eliminar posteriormente mediante catalizadores de metales o acido pi. Por ejemplo, un
acido carboxilico bloqueado con alilo se puede desproteger con una reaccion catalizada con un catalizador de
paladio (0) en presencia de grupos protectores de t-butil-carbamato labil en medio acido, o de acetato o amina
labiles en medios basicos. Sin embargo, otra forma de grupo protector es una resina a la que se puede unir un
compuesto o compuesto intermedio. Mientras el residuo esta unido a la resina, ese grupo funcional esta bloqueado y
no puede reaccionar. Una vez retirado de la resina, el grupo funcional esta preparado para reaccionar.

Los grupos bloqueadores o protectores mas comunes incluyen, por ejemplo:
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Ejemplos

Los siguientes ejemplos se ofrecen para ilustrar, pero no para limitar la revelacion. La preparacion de las
realizaciones de la presente revelacion se describe en los siguientes ejemplos. Los expertos habituales en la técnica
entenderan que las reacciones quimicas y los procedimientos de sintesis proporcionados se pueden modificar para
preparar muchos de los otros compuestos de la presente revelacién. Para los compuestos de la presente revelacion
gue no se hayan ejemplificado, aquéllos expertos habituales en la técnica reconoceran que estos compuestos se
pueden preparar mediante la modificacion de los procedimientos de sintesis presentados en la presente memoria y
mediante el uso de los procedimientos de sintesis conocidos en la técnica. Los ejemplos 2, 3, 11, 14 y 19 se refieren
a compuestos intermedios.

Ejemplo 1: Preparacion de los compuestos intermedios
Compuesto intermedio 1: 6-Bromo-5-nitro-quinolina

NO,

Br N

7~
N
Se enfrib una solucion de 6-bromoquinolina (2,0 g, 9,61 mmol) en &cido sulfdrico concentrado (1,0 ml) hasta 0°C. Se
afnadio nitrito de sodio (27 mg, 0,384 mmol), tras lo que se afiadié acido nitrico concentrado en gotas (0,8 ml). Se
agitd la mezcla de reaccion a 0°C durante 45 min, luego a temperatura ambiente durante 1 h, antes de verterla sobre
hielo, dando como resultado un precipitado amarillo. Se neutralizé la mezcla hasta un pH 7 con hidréxido de amonio.
Se filtré el precipitado, se lavd con agua y se secé al vacio, produciendo 2,26 g de 6-bromo-5-nitro-quinolina en

forma de un sélido verde claro (rendimiento del 93%):): RMN de N (CDCl3) & 7,62 (dd, 1H), 7,94 (d, 1H), 8,07 (d,
1H), 8,1,7 (d, 1H), 9,06 (dd, 1H); MS (m/z) 253, 255 [M+H]".

Compuesto intermedio 2: 6-Bromo-7-fluoro-quinolina
Br ™
o
F N
Se calent6 lentamente una mezcla de 4-bromo-3-fluoroanilina (2,85 g, 1,5 mmol), sulfato férrico (0,95 g, 6,25 mmol),
glicerol (5,66 g, 61 mmol), nitrobenceno (0,93 ml, 9,1, mmol) y acido sulfdrico concentrado (2,61 ml). Tras la primera

reaccion vigorosa, se hirvio la mezcla durante 7 h. Luego se evapord el nitrobenceno al vacio. Se acidifico la
solucién acuosa con acido acético helado, y se separd un precipitado marrén, que se recogid y se purific6 mediante
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cromatografia de desorcién subita (gel de silice, petréleo/acetato de etilo = 8/1), dando 1,44 g de 6-bromo-7-fluoro-
quinolina en forma de cristales blancos (rendimiento del 42,5%).

Compuesto intermedio 3: 6-Bromo-5-fluoro-quinolina

Br N

o
N
Se calenté lentamente una mezcla de 4-bromo-3-fluoroanilina (1,00 g, 526 mmol), 30 g de sulfato ferroso, 200 g de
glicerol, 40 g de nitrobenceno y 1,00 ml de acido sulfarico concentrado. Tras la primera reaccion vigorosa, se hirvid
la mezcla durante cinco horas. Se retird el nitrobenceno mediante destilacion al vacio. Se acidificd la solucion
acuosa con acido acético helado y se separ6 un precipitado marrén oscuro, que se purific6 mediante cromatografia
de desorcién subita (gel de silice, éter de petréleo/acetato de etilo = 12/1), dando una mezcla de 6-bromo-7-fluoro-
quinolina y 6-bromo-5-fluoro-quinolina en forma de un soélido blanco (80 g, 68%). Se calenté la mezcla hasta el
reflujo in éter de petréleo. Se enfri6 la solucidon hasta temperatura ambiente y se filtr6 para recoger 6-bromo-7-fluoro-
quinolina. Se afiadio HCl/metanol al filtrado, y se filtré el precipitado blanco resultante. Se basifico el sélido blanco,

se recogié mediante filtracion y se sec6, obteniéndose 6-bromo-5-fluoro-quinolina en forma de un sélido blanco.
RMN de *H (DMSO-ds, 300 MHz): & 9,0 (d, 1H), 8,5 (d, 1H), 8,0 (m, 1H), 7,8 (d, 1H), 7,7 (m, 1H).

Compuesto intermedio 4: 6-Bromo-7-metil-quinolina
Br o
b
H3C N
Se calent6 lentamente una mezcla de 4-bromo-3-metilanilina (20 g, 107,5 mmol), sulfato férrico (6,6 g, 43,4 mmol),
glicerol (40,8 g, 440 mmol), nitrobenceno (8,12 g, 66 mmol) y acido sulfdrico concentrado (23 ml). Tras la primera
reaccion vigorosa, se hirvié la mezcla durante 3 h y luego se evaporé para eliminar el nitrobenceno en exceso. Se
afiadio la solucién a solucién acuosa saturada de bicarbonato sédico hasta un pH = 7-8, luego se filtr la solucion y
se extrajo con diclorometano. Se secaron las capas organicas combinadas sobre Na,SO., se filtraron y se
concentraron al vacio. Se purifico el solido mediante cromatografia de desorcion subita, dando un sélido amarillo,

gue se volvio a lavar con éter de petrdleo, dando 7,5 g de 6-bromo-7-metil-quinolina (rendimiento del 31%): RMN de
'H (CDCl3) 5 2,60 (s, 3H), 7,36 (m, 1H), 7,96 (s, 1, H), 8,04 (m, 2H), 8,89 (M, 1H).

Compuesto intermedio 5: 6-Bromo-5-fluoro-benzotiazo |

Etapa 1: 6-Bromo-5-fluoro-benzotiazol-2-ilamina

A una solucion de 4-bromo-3-fluoro-anilina (3,68 g, 19,37 mmol) en AcOH glacial (40 ml), se afiadi6 tiocianato de
amonio (2,95 g, 38,74 mmol). Cuando la mezcla de reaccion estaba casi transparente, se colocd en un bafio de
agua fria y se afiadié una soluciéon de bromo (3,1 g, 19,37 mmol) en AcOH glacial (1,0 ml) en gotas durante un
periodo de 1,0 min. Se agit6 la mezcla de reaccién a temperatura ambiente durante 1 h, luego se concentré al vacio.
Se dividio el residuo entre KOH 1N acuoso y acetato de etilo. Luego se extrajo la capa acuosa con acetato de etilo, y
se adsorbieron las capas organicas combinadas sobre gel de silice. La purificacion mediante cromatografia de
desorcion subita sobre gel de silice con un gradiente de acetato de etilo al 0-70%/hexano proporcion6 2,73 g de 6-
bromo-5-fluoro-benzotiazol-2-ilamina en forma de un solido amarillo claro (rendimiento del 57%): RMN de N
(DMSO-de): 8 7,29 (d, 1H), 7,78 (s ancho, 2H), 7,99 (d, 1H); MS (m/z) 247, 249 [M+HT".

Etapa 2: 6-Bromo-5-fluoro-benzotiazol

A una soluciéon de 6-bromo-5-fluoro-benzotiazol-2-ilamina (2,73 g, 11,05 mmol) en DMF (60 ml) se afadid terc-
butilnitrito (1,58 ml, 13,26 mmol) en gotas. Se agité la mezcla de reaccion a 50°C durante 3 h, luego se concentro el
vacio. Se agité el residuo en KOH 1N acuoso durante 1,0 min, después se afiadié acetato de etilo y se agit6 la
mezcla durante una noche. Se filtraron las sustancias insolubles, se lavaron con agua, y luego con acetato de etilo.
Se separd el filtrado resultante, y se lavé la capa organica con salmuera y se adsorbio directamente sobre gel de
silice. La purificacién mediante cromatografia de desorcion subita sobre gel de silice con un gradiente de acetato de
etilo al 0-30%/hexano proporcioné 1,33 g de 6-bromo-5-fluoro-benzotiazol en forma de un sélido amarillo claro
(rendimiento del 52%): RMN de 'H (DMSO-dg): 8 8,1,3 (d, 1H), 8,63 (d, 1H), 9,50 (s, 1H); MS (m/z) 232, 234 [M+H'T".

Compuesto intermedio 6: 6-Bromo-5-metil-benzotiazol y 6-Bromo-7-metil-benzotiazol
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Etapa 1: 6-Bromo-5-metil-benzotiazol-2-ilamina 'y 6-B  romo-7-metil-benzotiazol-2-ilamina

A una solucion de 4-bromo-3-metil-anilina (9,68 g, 52,02 mmol) en AcOH glacial (1,50 ml), se afiadio tiocianato de
amonio (7,92 g, 104,04 mmol). Cuando la mezcla de reaccién estaba casi transparente, se colocé en un bafio de
agua fria y se afiadio una solucion de bromo (2,67 ml, 52,02 mmol) en AcOH glacial (5 ml) en gotas. Se agit6 la
mezcla de reaccién a temperatura ambiente durante 1,5 h. Se filtré el precipitado resultante y se lavo con AcOH. Se
elevd la torta filtrante de color blanco roto en agua y se neutralizé hasta un pH 9 con NaOH 1N acuoso. Se filtré el
sélido resultante, se lavé con agua y se secé al vacio, dando 4,83 g de una mezcla (4:1) de 6-bromo-7-metil-
benzotiazol-2-ilamina y 6-bromo-5-metil-benzotiazol-2-ilamina respectlvamente (rendimiento del 38%): EM (m/z) 243,
245 [M+H+]"; 6-Bromo-7-metil-benzotiazol- 2-ilamina; RMN de 'y (DMSO de): 0 2,42 (s, 3H), 7,1,0 (d, 1H), 7,39 (d,
1H), 7,61, (s ancho, 2H). 6-Bromo-5-metil-benzotiazol-2-ilamina: RMN de 'H (DMSO-dg): 6 2,35 (s, 3H), 7,31, (s, 1H),
7,57 (s ancho, 2H), 7,88 (s, 1H).

Etapa 2: 6-Bromo-5-metil-benzotiazol y 6-Bromo-7-met  il-benzotiazol

A una solucién de mezcla 4:1 de 6-bromo-7-metil-benzotiazol-2-ilamina y 6-bromo-5-metil-benzotiazol-2-ilamina
respectivamente (4,5 g, 1,86 mmol) en DMF (1,00 ml), se afiadi6 terc-butilnitrilo (2,65 ml, 22,3 mmol) en gotas. Se
agitd la mezcla de reaccion a 50°C durante 1,5 h, y luego se concentré al vacio. Se dividio el residuo entre carbonato
de potasio acuoso 1N y acetato de etilo. Se extrajo la capa acuosa con acetato de etilo (x 3), y se adsorbieron las
capas organicas combinadas sobre gel de silice. La purificacion mediante cromatografia de desorcién subita sobre
gel de silice con un gradiente de acetato de etilo al 0-50%/hexano proporcioné 2,1 g de una mezcla 5:1 de 6-bromo-
7-metil-benzotiazol y 6-bromo-5-metil- benzotlazol respectivamente (rendimiento del 50%): EM (m/z) 228,230
[M+H+]"; 6-Bromo-7-metil-benzotiazol: RMN de 'H (DMSO-dg): 6 2,63 (s, 3H), 7,75 (d, 1H), 7,87 (d, 1H), 9,42 (s, 1H).
6-Bromo-5-metil-benzotiazol: RMN de 'H (DMSO-dg): 6 2,63 (s, 3H), 8,09 (s, 1H), 8,48 (s, 1H), 9,37 (s, 1H).

Compuesto intermedio 7: 6-Bromo-1-metil-1  H-benzoimidazol

Etapa 1: 2,4-Dibromo-1-nitro-benceno

A una solucion enfriada con hielo de 1,3-dibromobenceno (1,0 g, 42,4 mmol) en &cido sulfdrico concentrado (200
ml), se afiadi6 nitrato de amonio (3,39 g, 42,4 mmol) en porciones. Se agité la mezcla de reaccién a 0°C durante 1,5
min, luego se vertié sobre una mezcla de agua con hielo. Se extrajo la mezcla acuosa con diclorometano (x 2). Se
lavaron las capas organicas combinadas con agua, luego con una solucién acuosa saturada de bicarbonato sédico
(x 2), se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron al vacio. Se tritur6 el residuo con hexano, se
filtré y se seco al vaC|o dando 7,63 g de 2,4-dibromo-1-nitro-benceno en forma de un soélido amarillo (rendimiento
del 64%): RMN de "H (CDCls) & 7,62 (dd, 1H), 7,78 (d, 1H), 7,95 (d, 1H).

Etapa 2: (5-Bromo-2-nitro-fenil)-metil-amina

A una solucién de 2,4-dibromo-1-nitro-benceno (2,0 g, 7,14 mmol) en etanol (50 ml), se afiadié una solucion acuosa
de metilamina al 40% (50 ml). Se agit6 la mezcla de reaccién a 80°C en un recipiente cerrado durante 3 h, y luego se
enfrid hasta 0°C. Se afadié agua y se filtro el precipitado, se lavé con agua y se sec6 al vacio, dando 1,26 g de (5-
bromo-2-nitro-fenil)-metil-amina en forma de un sélido naranja (rendimiento del 76%): RMN de 'H (CDCls3) 6 3,04 (s,
3H), 6,79 (dd, 1H), 7,03 (d, 1H), 8,05 (d, 1H), 8,0-8,1, (s ancho, 1H); EM (m/z) 231,233 [M+H+]".

Etapa 3: 6-Bromo-1-metil-1 H-benzoimidazol

A una suspensioén de (5-bromo-2-nitro-fenil)-metil-amina (1,2 g, 5,1,9 mmol) en etanol (25 ml), se afiadi6 cloruro de
estafio (Il) (1,97 g, 1,0,39 mmol). Se agitd la mezcla de reacciéon a 80°C durante 4 h, luego se concentré al vacio. Al
residuo, se afiadié tolueno (1,2 ml), ortoformiato de trimetilo (0,625 ml, 5,71, mmol) y &cido paratoluenosulfénico (49
mg, 0,26 mmol). Se agitd la mezcla de reaccién a 110°C durante 1,5 h, luego se concentré al vacio y se adsorbio el
residuo sobre gel de silice. La purificacion mediante cromatografia de desorciéon subita sobre gel de silice con un
gradiente de metanol al 0-8%/ diclorometano proporciono 482 mg de 6-bromo-1-metil-1H-benzoimidazol en forma de
un soélido naranja oscuro (rendimiento del 44%): RMN de N (DMSO-dg): 6 3,83 (s, 3H), 7,33 (dd, 1H), 7,59 (d, 1H),
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7,86 (d, 1H), 8,21, (s, 1H); EM (m/z) 21,1; 21,3 [M+H+]".
Compuesto intermedio 8: 3-metil-3 H-benzoimidazol-5-il-éster de acido trifluorometanos ulfénico

CHy
Fgc\S/O N
0, %
N

A un recipiente a presion, se afiadié 3-fluoro-4-nitro-fenol (5,0 g, 31,82 mmol) y una solucién acuosa de metilamina
al 40% (1,0 ml). Se agité la mezcla de reaccion a 85°C durante 5 h, luego se enfrid hasta la temperatura ambiente,
se vertié sobre agua y se acidifico hasta un pH 1, con HCI acuoso 1N. Se filtr6 el precipitado resultante, se lavé con
agua y se seco al vacio, dando 5,23 g de 3-metilamino-4-nitro-fenol en forma de un sélido naranja (rendimiento del
98%): RMN de *H (DMSO-dg): & 2,88 (d, 3H), 6,1,4 (dd, 1H), 6,1,7 (d, 1H), 7,96 (d, 1H), 8,25 (q, 1H), 1,0,8 (s ancho,
1H); EM (m/z) 1,67 [M-H].

Etapa 1: 3-Metilamino-4-nitro-fenol

Etapa 2: 3-Metil-3 H-benzoimidazol-5-ol

A una suspension de 3-metilamino-4-nitro-fenol (300 mg, 1,786 mmol) en &cido férmico (4 ml), se afiadi6 hierro en
polvo (1,0 g, 17,86 mmol). Se agité la mezcla de reaccion a 100°C durante una noche, luego se enfrié hasta la
temperatura ambiente y se diluyd con metanol. Se filtraron las sustancias insolubles y se lavaron con metanol. Se
concentré el filtrado al vacio y se adsorbié sobre gel de silice. La purificacion mediante cromatografia de desorcién
subita sobre gel de silice con un gradiente de metanol 0-al 1,5%/diclorometano proporcioné 249 mg de 3-metil-3H-
benzoimidazol-5-ol en forma de un sélido marrén claro (rendimiento del 94%): RMN de 'H (DMSO-dg): 6 3,71, (s,
3H), 6,69 (dd, 1H), 6,81, (d, 1H), 7,40 (d, 1H), 7,94 (s, 1H), 9,3 (s ancho, 1H); EM (m/z) 1,49 [M+H]".

Etapa 3: 3-Metil-3 H-benzoimidazol-5-il-éster de acido trifluorometanos ulfénico

A una suspension de 3-metil-3H-benzoimidazol-5-ol (245 mg, 1,655 mmol) en THF (5 ml) en un recipiente para
microondas, se afiadié carbonato de potasio (41,7 mg, 3,02 mmol) y N-fenil-bis(trifluorometanosulfonimida) (1,1,8 g,
3,31, mmol). Se tap6 el recipiente para microondas y se calenté en un reactor de microondas a 120°C durante 20
min. Se dividié la mezcla de reaccién entre agua y acetato de etilo. Se extrajo la capa acuosa con acetato de etilo y
se adsorbieron las capas organicas combinadas sobre gel de silice. La purificacion mediante cromatografia de
desorcion subita sobre gel de silice con un gradiente de acetato de etilo al 0-40%/hexano proporcion6 235 mg de 3-
metil-3H-benzoimidazol-5-il-éster de acido trifluorometanosulfénico en forma de un aceite marron (rendimiento del
51,%): RMN de ‘H (DMSO-de): & 3,88 (s, 3H), 7,28 (dd, 1H), 7,80 (d, 1H), 7,87 (d, 1H), 8,37 (s, 1H); EM (m/z) 281,
[M+H]".

Compuesto intermedio 9: 7-Metil-quinolin-6-il-éster de acido trifluorometanosulfénico
FiC. -0 x
02 -
HaC N

Se purg6 un vial con nitrégeno y se cargd con 6-bromo-7-metil-quinolina (2,0 g, 9 mmol), KOH molido (2,02 g, 36
mmol), tris(dibencilidenacetona)dipaladio (0) (1,65 mg, 0,1,8 mmol) y Xantphos (ligando Strem, 343 mg, 0,72 mmol).
Se afadieron agua (6 ml) y 1,4-dioxano (6 ml) y se agitd la mezcla de reaccién a 100°C durante 2 h. Tras enfriar
hasta la temperatura ambiente, se acidificé la mezcla de reaccién hasta un pH 5 con HCI acuoso 1N y se extrajo con
acetato de etilo (x 2). Se adsorbieron las capas organicas combinadas sobre gel de silice. La purificacion mediante
cromatografia de desorcidon subita sobre gel de silice con un gradiente de acetato de etilo 0-100%/hexano
proporcioné 1,37 g de 7-metil-quinolin-6-ol en forma de un sélido amarillo claro (rendimiento del 95%): RMN de 'H
(DMSO-dg): © 2,34 (s, 3H), 7,1,2 (s, 1H), 7,32 (dd, 1H), 7,73 (s, 1H), 8,07 (dd, 1H), 8,60 (dd, 1H), 1,0,1, (s ancho,
1H); EM (m/z) 1,60 [M+H]".

Etapa 1: 7-Metil-quinolin-6-ol

Etapa 2: 7-Metil-quinolin-6-il-éster de acido triflu ~ orometanosulfénico

A una suspension de 7-metil-quinolin-6-ol (870 mg, 5,47 mmol) en THF (10 ml), en un recipiente apto para
microondas, se afiadié carbonato de potasio (2,27 g, 16,41, mmol) y N-fenil-bis(trifluorometanosulfonimida) (3,9 g,
10,94 mmol). Se cerr6 el recipiente apto para microondas y se calentd en un reactor de microondas a 120°C durante
20 min. Se dividié la mezcla de reaccién entre agua y acetato de etilo. Se extrajo la capa acuosa con acetato de etilo
y se adsorbieron las capas organicas combinadas sobre gel de silice. La purificacion mediante cromatografia de
desorcion subita sobre gel de silice con un gradiente de acetato de etilo al 0-30%/hexano proporcion6 1,48 g de 7-
metil-quinolin-6-il-éster de &cido trifluorometanosulfénico en forma de un aceite transparente (rendimiento del 93%):
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RMN de 'H (DMSO-dg): & 2,53 (s, 3H), 7,60 (dd, 1H), 8,1,2 (s, 1H), 8,1,5 (s, 1H), 8,50 (dd, 1H), 8,97 (dd, 1H); EM
(m/z) 292 [M+H]".

Compuesto intermedio 10:  N-6xido de quinolin-6-il-éster de acido trifluoromet anosulfénico

FaCug O “
Oz P
N

A una solucién de quinolin-6-il-éster de acido trifluorometanosulfénico (200 mg, 0,721 mmol) en diclorometano (3
ml), se afiadi6 mMCPBA (213 mg, 0,865 mmol). Se agité la mezcla de reaccion durante 2 h, luego se diluyo con
diclorometano y se lavé con una solucién acuosa saturada de bicarbonato sédico (x 3). Se adsorbi6 la capa organica
sobre gel de silice. La purificacién mediante cromatografia de desorcién subita sobre gel de silice con un gradiente
de acetato de etilo al 50-100%/hexano proporcion6 185 mg de N-6xido de quinolin-6-il-éster de &cido
trifluorometanosulfénico en forma de un soélido blanco (rendimiento del 87%): RMN de 'H (DMSO-dg): & 7,60 (dd,
1H), 7,91, (dd, 1H), 8,05 (d, 1H), 8,40 (d, 1H), 8,68 (m, 2H); EM (m/z) 294 [M+H]".

Compuesto intermedio 11: 3-(3-Fluoro-4-nitro-fenil-  sulfanil)-6-(1-metil-1 H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3-
fe]piridazina

Se desgasificé una solucion de 3-fluoro-4-nitro-feniléster de acido trifluorometanosulfénico (1,51 g, 4,74 mmol),
diisopropiletilamina (1,5 ml, 8,62 mmol) en DMF (14 ml) bajo nitrégeno mediante el burbujeo de nitrégeno durante 10
min. Se afiadieron tris(dibencilidenacetona)dipaladio (99 mg, 0,108 mmol, catalizador Strem) y Xantphos (125 mg,
0,215 mmol) conjuntamente en una porcién, seguida de 6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazina-3-
tiol (1,0 g, 4,31 mmol). Se agitd la mezcla de reaccién a 100°C durante 3 h, luego se concentro al vacio. Se dividié el
residuo entre cloruro de amonio acuoso saturado y metanol al 10% en diclorometano. Se extrajo la capa acuosa con
metanol al 10% en diclorometano, y se adsorbieron las capas organicas combinadas directamente sobre gel de
silice. La purificacion mediante cromatografia de desorcion subita sobre gel de silice con un gradiente de metanol al
0-10%/diclorometano  proporcioné 387 mg de  3-(3-fluoro-4-nitro-fenil-sulfanil)-6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazina en forma de un sélido amarillo (rendimiento del 24%): RMN de 'y (DMSO-dg): © 3,90
(s, 3H), 7,20 (dd, 1H), 7,59 (dd, 1H), 7,87 (d, 1H), 8,06 (m, 2H), 8,46 (s, 1H), 8,54 (d, 1H); EM (m/z) 372 [M+H]".

Compuesto intermedio 12: 3-fluoro-4-nitro-feniléste r de acido trifluorometanosulfénico

- 2 NO
F S\ 2

A un recipiente apto para microondas, se afiadié secuencialmente 3-fluoro-4-nitrofenol (2,0 g, 12,73 mmol),
carbonato de potasio (5,28 g, 38,19 mmol), N-fenil-bis(trifluorometanosulfonimida) (5,46 g, 15,27 mmol) y THF
(10 ml). Se cerré el recipiente apto para microondas y se calenté en un reactor de microondas a 120°C durante
20 min. Se dividié la mezcla de reaccion entre agua y acetato de etilo. Se extrajo la capa acuosa con acetato de etilo
y se lavaron las capas organicas combinadas con salmuera, luego se adsorbieron directamente sobre gel de silice.
La purificacién mediante cromatografia de desorcion subita sobre gel de silice con un gradiente de acetato de etilo al
0-20%/hexano proporciond 2,93 g de 3-fluoro-4-nitro-fenil-éster de acido trifluorometanosulfénico en forma de un
liqguido amarillo claro (rendimiento del 80%): RMN de 'H (DMSO-dg): 6 7,68 (d, 1H), 8,13 (d, 1H), 8,39 (t, 1H).

Compuesto intermedio 13: 2-(6-Bromo-quinolin-4-ilox i)-etanol
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A una suspensién de hidruro de sodio (suspensién al 60%, 40 mg, 0,99 mmol) en DMF (3 ml) bajo una atmosfera de
nitrégeno, se afiadid etilenglicol en gotas. Se agité la mezcla de reaccion durante 20 min antes de afiadir 4-cloro-6-
bromoquinolina (200 mg, 0,825 mmol) en una porcién. Se agité la mezcla de reaccién a 90°C durante 22 h. Se
afadieron otros 20 mg de hidruro de sodio tras 1,6 h. Se enfri6 la mezcla hasta temperatura ambiente y se concentré
al vacio. Se disolvi6 el residuo en metanol y se adsorbio la solucion sobre gel de silice. La purificacion mediante
cromatografia de desorcién subita sobre gel de silice con un gradiente de metanol al 0-10%/diclorometano
proPorcion() 127 mg de 2-(6-bromo-quinolin-4-iloxi)-etanol en forma de un sélido blanco (rendimiento del 57%): RMN
de "H (DMSO-dg): 6 3,93 (c, 2H), 4,32 (t, 2H), 5,21, (t, 1H), 7,1,4 (d, 1H), 7,94 (m, 2H), 8,50 (d, 1H), 8,82 (d, 1H); EM
(m/z) 268, 270 [M+H]".

Compuesto intermedio 14: 6-Bromo-4-(4-metil-4  H-[1,2,4]triazol-3-il-sulfanil)-quinolina

Br

Se carg6 un vial cerrado con 4-cloro-6-bromogquinolina (500 mg, 2,06 mmol), 4-metil-4H-[1,2,4]triazol-3-tiol (238 mg,
2,06 mmol), carbonato de potasio (427 mg, 3,09 mmol) y DMF (5 ml). Se agit6 la mezcla de reaccion a 60°C durante
18 h, y luego a 90°C durante otras 24 h, y se enfri6 hasta la temperatura ambiente. Se vertié la mezcla de reaccion
sobre agua (50 ml), y se filtr6 el precipitado resultante, se lavo con agua y se secé en un horno de vacio a 70°C
durante una noche, proporcionando 600 mg de 6-bromo-4-(4-metil-4H-[1,2,4]triazol-3-il-sulfanil)-quinolina en forma
de un sdlido blanco (rendimiento del 91%): RMN de 'y (DMSO-dg): 6 3,63 (s, 3H), 6,90 (d, 1H), 8,02 (m, 2H), 8,40
(d, 1H), 8,74 (d, 1H), 8,92 (s, 1H); EM (m/z) 321, 323 [M+H]".

Compuesto intermedio 15: 3-Bromo-quinolin-6-il-éste r de acido trifluorometanosulfénico

0,
FiC-S, N,
Br

Etapa 1: Quinolin-6-ol

Se calentd lentamente una mezcla de 4-aminofenol (44,7 g, 0,41 mol), sulfato ferroso (14 g, 0,05 mol), glicerol
(120 ml, 1,65 ml), p-nitrofenol (33,3 g, 0,24 mol) y acido sulfarico concentrado (20 ml) hasta 70°C. Luego se afiadio
una segunda porcién de acido sulfdrico concentrado (25 ml) en gotas a la mezcla de reaccion, y se agito la mezcla a
reflujo durante 8 horas. Tras enfriar hasta la temperatura ambiente, se basificé la mezcla de reaccién hasta un pH de
5,5 con solucién acuosa de hidroxido de sodio al 15% en un bafio de hielo. Se filtr6 el precipitado resultante, se secé
y se obtuvieron 25 g de quinolin-6-ol en forma de un sélido amarillo (rendimiento del 42%).

Etapa 2: Quinolin-6-il-éster de &cido trifluorometan  osulfénico

Se disolvié quinolin-6-ol (2,9 g, 20 mmol) en piridina (30 ml). Se enfrié la mezcla hasta 0°C en un bafio de hielo bajo
nitrégeno, y se afadié Tf.O (4 ml, 24 mmol) a la mezcla de reaccién lentamente. Se agit6 la mezcla de reaccion a
temperatura ambiente durante 5 horas, antes de dividirla entre diclorometano (50 ml) y NaHCO3 acuoso saturado
(50 ml). Se separé la fase organica y se lavé con salmuera (5 x 30 ml). Se seco la fase organica sobre Na,;SO., se
filtré y se concentré al vacio. Se purificé el residuo mediante cromatografia en columna, dando 3,9 g de quinolin-6-il-
éster de acido trifluorometanosulfénico en forma de un aceite marrén (rendimiento del 70%).

Etapa 3: 3-Bromo-quinolin-6-il-éster de acido triflu ~ orometanosulfénico

A una mezcla de quinolin-6-il-éster de acido trifluorometanosulfonico (3,88 g, 14 mmol) y piridina (2,26 ml, 28 mmol)
en CCl, (50 ml), se afiadié bromo (0,86 ml, 16,8 mmol) en gotas. Se calentd la mezcla hasta el reflujo durante 2 h 'y
se enfrié hasta temperatura ambiente. Se decant6 el liquido del matraz, y se lavé con NaHCO3 y agua. Se traté el
sélido oscuro que quedd en el fondo del matraz con NaHCO; y diclorometano. Se volvieron a lavar las capas
organicas combinadas con agua y se secaron antes de evaporarlas hasta la sequedad. Se purificé el producto en
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bruto mediante cromatografia en columna por desorcion subita, eluyendo con éter de petrdleo/acetato de etilo
(10/1~1/1), dando 1,3 g de 3-bromo-quinolin-6-il-éster de &cido trifluorometanosulfénico: RMN de 'y (300 MHz,
CDCls) 8: 7,62 (m, 1H), 7,68 (d, 1H), 8,20 (d, 1H), 8,36 (m, 1H), 8,98 (d, 1H); EM (m/z) 356 [M+H]".

Compuesto intermedio 16: 5-(1-Metil-1  H-pirazol-4-il)-quinolin-6-il-éster de acido trifluo rometanosulfénico

) - N
-5
F3C \O \ / /\>
-
/
AN-N

Etapa 1: 6-Metoxi-quinolina

Se calentdé suavemente una mezcla de p-metoxianilina (24,6 g, 0,2 mol), sulfato ferroso (8,34 g, 0,03 mol), glicerol
(73,6 g, 60 ml), p-nitrofenol (16,68 g, 0,12 mol) y acido sulfarico concentrado (10 ml) hasta 70°C. Luego se afiadio
una segunda porcién de acido sulfirico concentrado (25 ml) en gotas a la mezcla de reaccion y se agité a reflujo
durante 8 horas. Tras enfriar hasta la temperatura ambiente, se basificé la mezcla de reaccion hasta un pH de 5,5
con una solucion acuosa de hidréxido de sodio al 15% en un bafio de hielo. Se filtrd el precipitado resultante, se
seco, y se obtuvieron 16 g de 6-metoxi-quinolina en forma de un sélido amarillo (rendimiento del 50%).

Etapa 2: 5-Bromo-6-metoxi-quinolina

A una mezcla de 6-metoxi-quinolina (13,0 g, 0,082 mol) y piridina (13,2 ml, 0,164 mol) en CCls (130 ml), se afiadié
bromo (8,4 ml, 0,164 mol) en gotas. Se calenté la mezcla hasta el reflujo durante 2 h y se enfri6 hasta LA
temperatura ambiente. Se decant6 el liquido del matraz y se lavé con NaHCOj3 acuoso saturado y agua. Se trato el
sélido oscuro que quedod en el fondo del matraz con NaHCO; y diclorometano. Se volvieron a lavar las capas
organicas combinadas con agua y se secaron antes de evaporarlas hasta la sequedad. Se purifico el producto en
bruto mediante cromatografia en columna por desorcidon subita eluyendo con éter de petréleo/acetato de etilo
(10/1~1/1), dando 7 g de 5-bromo-6-metoxi-quinolina en forma de un sélido rojo (rendimiento del 36%).

Etapa 3: 6-Metoxi-5-(1-metil-1 H-pirazol-4-il)-quinolina

Se calent6 una mezcla de 5-bromo-6-metoxi-quinolina (6,5 g, 0,021 mol), pinacoléster de acido 1-metil-4-
pirazolboronico (8,74 g, 0,042 moal), Na,COs3 (6,687 g, 0,063 mol), Pd(dppf)Cl. (1,7 g, 0,001 mol), H,O (32 ml) y 1,4-
dioxano (80 ml) a 100°C durante una noche. Tras enfriar hasta la temperatura ambiente, se retir6 la mayoria del
dioxano al vacio. Se diluyé la mezcla con acetato de etilo (50 ml) y salmuera (50 ml). Se separ6 la fase organica y se
extrajo la fase acuosa con acetato de etilo (2 x 250 ml). Se secaron las fases organicas combinadas sobre Na;SO4,
se filtraron y se concentraron. Se purificé el residuo mediante cromatografia en columna, dando 7 g de compuesto 6-
metoxi-5-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-quinolina.

Etapa 4: 5-(1-Metil-1 H-pirazol-4-il)-quinolin-6-ol

Se carg6 un matraz con compuesto 6-metoxi-5-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-quinolina (5,5 g, 0,023 mol) y diclorometano
(50 ml). Se afadié una solucion de tribromuro de boro (27,6 ml, solucion 1M en diclorometano, 27,6 mmol) a 0°C. Se
agito la mezcla de reaccion a 0°C durante 1,5 minutes, luego se retird el bafio refrigerante y se agité la reaccién
durante 1,5 horas a temperatura ambiente. Se detuvo la reaccidn afiadiendo lentamente acido clorhidrico acuoso al
10%, luego se basificd la solucidn hasta un pH 6 con solucion acuosa de hidroxido de sodio al 20%. Se extrajo la
mezcla con acetato de etilo y se lavo la fase organica con salmuera, se secé sobre Na;SO, y se filtr6. La extraccion
del disolvente dio 4 g de 5-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-quinolin-6-ol en forma de un sélido amarillo.

Etapa 5: 5-(1-Metil-1 H-pirazol-4-il)-quinolin-6-il-éster de acido trifluo  rometanosulfénico

Se disolvié 5-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-quinolin-6-ol (2,9 g, 12,89 mmol) en piridina (30 ml), y se enfrié la mezcla hasta
0°C en un bafio de hielo bajo un flujo de nitrégeno. Se afiadio Tf,O (2,6 ml, 15,47 mmol) lentamente. Luego se agitd
la mezcla de reaccién a temperatura ambiente durante 5 horas. Se dividié la mezcla entre diclorometano (50 ml) y
NaHCOj3; acuoso saturado (50 ml). Se separ6 la fase organica y se lavo con salmuera (5 x 30ml). Se secé la fase
organica sobre Na,SO,, se filtré y se concentré. Se purificd el residuo mediante cromatografia en columna, dando
3,9 g de 5-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-quinolin-6-il-éster de acido trifluorometanosulfonico (rendimiento del 84%): RMN
de 'H (300 MHz, CDCl3) &: 4,05 (s, 3H), 7,48~7,44 (m, 1H), 7,69~7,61, (m, 3H), 8,18 (d, 1H), 8,32 (m, 1H), 8,98 (m,
1H); EM (m/z) 358 [M+H]".
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Compuesto intermedio 17: 3-(1-metil-1  H-pirazol-4-il)-quinolin-6-il-éster de acido trifluo rometanosulfénico

O,
F1C-S. ° N,
»
N
CHy

Etapa 1: Quinolin-6-il-éster de acido acético

Se disolvié quinolin-6-ol (135 g, 0,93 mol) en piridina (500 ml), y se enfri6 hasta 0°C en un bafio de hielo bajo un flujo
de nitrégeno. Se afiadio lentamente cloruro de acetilo (79 ml, 1,16 mol) a la mezcla de reaccion. Luego se agit6 a
temperatura ambiente durante 3 horas. Se dividié la mezcla entre acetato de etilo (400 ml) y NaHCO3; acuoso
saturado (200 ml). Se separd la fase organica y se lavé con salmuera (5 x 200 ml). Se seco la fase organica sobre
Na>SOy, se filtrd y se concentré al vacio. Se purificé el residuo mediante cromatografia en columna, proporcionando
1,20 g de quinolin-6-il-éster de acido acético en forma de un soélido blanco (rendimiento del 69%).

Etapa 2: 3-Bromo-quinolin-6-il-éster de acido acétic o

A una mezcla de quinolin-6-il-éster de acido acético (120 g, 0,642 mol) y piridina (114 ml, 1,41 mol) en 6 | de CCl4, se
afiadio Br, (66 ml, 1,28 mol) en gotas. Se calenté la mezcla hasta el reflujo durante 2 horas, antes de enfriarla hasta
la temperatura ambiente. Se decant6 el liquido del matraz y se lavé con NaHCO3; acuoso saturado y agua. Se dividio
el solido oscuro del fondo del matraz entre acuoso NaHCO; y diclorometano. Se volvieron a lavar las capas
organicas combinadas con agua y se secaron antes de evaporarlas hasta la sequedad al vacio. Se purifico el
producto en bruto mediante cromatografia en columna por desorcién subita, eluyendo con éter de petroleo/acetato
de etilo (10/1~1/1), proporcionando 1,08 g de 3-bromo-quinolin-6-il-éster de acido acético en forma de un sdlido
amarillo (rendimiento del 63%).

Etapa 3: 3-(1-Metil-1 H-pirazol-4-il)-quinolin-6-ol

Se calentdé una mezcla de 3-bromo-quinolin-6-il-éster de acido acético (108 g, 0,406 mol), pinacoléster de acido 1-
metil-4-pirazol-borénico (169 g, 0,752 mol), Na,COs; (129 g, 1,28 mol), Pd(dppf)Cl; (32,8 g, 0,0406 moal), H.O
(607 ml) y 1,4-dioxano (1.000 ml) hasta 100°C durante una noche. Tras enfriar hasta la temperatura ambiente, se
eliminé la mayor parte del dioxano al vacio. Se dividié la mezcla entre acetato de etilo (500 ml) y salmuera (500 ml).
Se separ6 la fase organica y se extrajo la fase acuosa con acetato de etilo (2 x 500 ml). Se secaron las fases
organicas combinadas sobre Na,SO., se filtraron y se concentraron al vacio. Se purificd el residuo mediante
cromatografia en columna, dando 54 g de 3-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-quinolin-6-ol en forma de un sélido amarillo
(rendimiento del 59%)

Etapa 4: 3-(1-Metil-1 H-pirazol-4-il)-quinolin-6-il-éster de &cido trifluo  rometanosulfénico

Se enfrié una solucion de 3-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-quinolin-6-ol (54 g, 0,24 mol) en piridina (400 ml) hasta 0°C en
un bafio de hielo bajo un flujo de nitrégeno. Se afiadié lentamente anhidrido triflico (48 ml, 0,28 mol) a la mezcla de
reaccion y se agité a temperatura ambiente durante 5 horas. Se dividié la mezcla de reaccién entre diclorometano
(300 ml) y NaHCO3 acuoso saturado (200 ml). Se separ6 la fase organica y se lavé con salmuera (5 x 300ml). Se
sect la fase organica sobre Na SO, se filtrd y se concentrd al vacio. Se purificé el residuo mediante cromatografia
en columna, dando 58 g de 3-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-quinolin-6-il-éster de acido trifluorometanosulfénico en forma
de un sélido blanco (rendimiento del 70%): RMN de H (CDCls, 300 MHz): 9,30 (d, 1H), 8,62 (d, 1H), 8,43 (s, 1H),
8,16 (d, 1H), 8,11 (s, 1H), 8,10 (d, 1H), 7,76 (m, 1H), 3,92 (s, 3H); EM (m/z) 358 [M+H]".

Compuesto intermedio 18: Etiléster de acido 2-(4-yod  o-pirazol-1-il)-2-metil-propiénico

\/
L
N

COOEL

A una solucién de yodopirazol (1,0 g, 5,10 mmol) en DMF (10 ml), se afiadi6 hidruro de sodio (dispersién en aceite al
60%, 245 mg, 6,12 mmol). Tras agitar durante 10 min, se afiadié una solucion de etil-2-bromoisobutirato (0,681 ml,
4,59 mmol) en DMF (4 ml). Se agit6 la solucion a temperatura ambiente durante 18 horas. Se diluy6 la mezcla con
acetato de etilo, y se lavé la capa organica con agua, salmuera y se sec6 sobre sulfato de sodio, obteniéndose 1,3 g
de etiléster de acido 2-(4-yodo-pirazol-1-il)-2-metil-propionico en forma de un aceite transparente (rendimiento del
83%): RMN de 'H (DMSO-dg): & 1,11 (t, 3H), 1,73 (s, 6H), 4,08 (c, 2H), 7,57 (s, 1H), 8,11, (s, 1H); EM (m/z) 309
[M+H]".
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Compuesto intermedio 19: 4-(4,4,5,5-Tetrametil-[1,3 ,2]dioxaborolan-2-il)-1-(2-trimetilsilanil-etoximet  il)-1H-
pirazol

e T

o
hyl 07BN = N—/O—\—si'CH3
=N HiC CHs

El compuesto del titulo se prepard segun el procedimiento descrito en el documento US:200610142307A1.

Compuesto intermedio 20: 1-Metil- ds-4-(4,4,5,5-tetrametil-[1,3,2]dioxaborolan-2-il)-1  H-pirazol

A una solucion de 4-(4,4,5,5-tetrametil-[1,3,2]dioxaborolan-2-il)-1H-pirazol (5,0 g, 25,8 mmol) y Cs,C0O3 (10,1 g, 30,96
mmol) en DMF (105 ml), se afiadi6 CDsl (1,77 ml, 28,38 mmol). Se agitd la mezcla durante 3 horas, y luego se
extrajo en acetato de etilo y se lavo con agua (x 3) y salmuera (x 3), y se sec0 sobre sulfato de sodio. Se eliminaron
las sustancias volatiles, proporcionando 1-metil-ds-4-(4,4,5,5-tetrametil-[1,3,2]dioxaborolan-2-il)-1H-pirazol (2,7 g,
rendimiento del 50%): RMN de 'H (DMSO-de): 8 1,25 (s, 1,2H), 7,55 (s, 1H), 7,90 (s, 1H); EM (m/z) 21,2 [M+H]".

Compuesto intermedio 21: 5-(1-Metil-1 H-pirazol-4-il)-1 H-pirrolo[2,3-b]piridina:

Se introdujo en un matraz de fondo redondo purgado con N2 5-bromo-1H-pirrolo[2,3-b]piridina (1,0 g, 5,05 mmol), 1-
metil-4-(4,4,5,5-tetrametil-[1,3,2]dioxaborolan-2-il)-1H-pirazol (1,17 g, 5,55 mmol) y Pd(dppf)Cl» (37 mg, 0,045 mmaol).
Se disolvieron los reactivos den DMA (6 ml) y se purgd con N». Se afiadié lentamente una solucién acuosa de K,CO3
(978 mg en 6 ml) a la mezcla de reaccion, mientras se mantenia la temperatura por debajo de 40°C, y se purgd
durante 10 minutos con N.. Luego se calentd la solucion hasta 75°C durante una noche. Se interrumpid el
calentamiento y se afiadieron 12 ml de H,O. Se calent6 la soluciéon hasta 60°C durante 1 h. A continuacién, se
transfirié la solucién a un embudo de decantacion y se extrajo con diclorometano (100 ml x 2). Se secé la capa
organica sobre Na;SO, y se concentrd sobre gel de silice. Se purificé la mezcla de reaccién mediante cromatografia
de desorcion subita con un gradiente de metanol al 0-10%/diclorometano, proporcionando 780 mg de 5-(1-metil-1H-
pirazol-4-il)-1H-pirrolo[2,3-b]piridina (rendimiento del 78%): RMN de 'H (DMSO-dg): 6 3,94 (3H, s), 6,49 (1H, d), 7,38
(1H, d), 7,84 (1H, s), 7,97 (1H, s), 8,12 (1H, d), 8,38 (1H, d); EM (m/z) 1,99 [M+H]".

Compuesto intermedio 22:  Terc-butiléster de acido (6-bromo-quinolin-4-il)-carbam ico

O
HN JKOJ<

Br 2

-~

N

A una solucion de 6-bromo-quinolina-4-ilamina (100 mg, 0,45 mmol) [preparada seguin J. Med. Chem. 1978, 21, 271]
y 4-dimetilaminopiridina (5,5 mg, 0,045 mmol) en diclorometano (2 ml), se afiadié anhidrido de tBOC (122 mg,
0,56 mmol). Se agitd la mezcla de reaccién a temperatura ambiente durante una noche, y luego se concentrd al
vacio. Se purificé el producto en bruto mediante cromatografia de desorcién subita con un gradiente de metanol al O-
10%/diclorometano, proporcionando 123 mg de terc-butiléster de acido (6-bromo-quinolin-4-il)-carbamico
(rendimiento del 85%): RMN de H (DMSO-dg): 6 1,54 (s, 9H), 7,90 (m, 2H), 8,03 (d, 1H), 8,75 (s, 1H), 8,79 (d, 1H),
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10,00 (s, 1H); EM (m/z) 325 [M+H]".
Compuesto intermedio 23:  Terc-butiléster de acido (6-bromo-quinolin-3-il)-carbam ico

H
8r X NTO\K
= 0
N
Se desgasificé una solucién de acido 6-bromo-quinolina-3-carboxilico (500 mg, 1,98 mmol) y trietilamina (3,97 mmol)
en terc-butanol (2 ml) burbujeando nitrégeno durante 5 min, y se afiadié6 DPPA (3,97 mmol, 858 mg) se afiadi6. Se
agito la mezcla de reaccion a reflujo durante 4 h. Se retir el disolvente al vacio, y se dividié el residuo entre agua y
acetato de etilo. Se extrajo la capa acuosa con acetato de etilo (x 2), y se lavaron las capas organicas combinadas
secuencialmente con una solucién acuosa saturada de bicarbonato sédico y salmuera, se secaron sobre sulfato de
sodio, se filtraron y se concentraron al vacio. Se purific el residuo mediante cromatografia de desorcion subita con
un gradiente de metanol al 0-10%/diclorometano, proporcionando 347 mg de terc-butiléster de acido (6-bromo-

quinolin-3-il)-carbamico (rendimiento del 54%): RMN de 'H (DMSO-dg): 6 1,53 (s, 9H), 7,69 (dd, 1H), 7,85 (d, 1H),
8,21, (d, 1H), 8,48 (s, 1H), 8,85 (d, 1H), 10,00 (sa, 1H); EM (m/z) 325 [M+H]".

Compuesto intermedio 24: 4-Etil-quinolin-6-il-éster de acido trifluorometanosulfénico

Etapa 1: 4-Etil-quinolin-6-ol

Se desgasificod una mezcla de tolueno (17 ml) y carbonato sédico 2M acuoso (5 ml) burbujeando nitrégeno durante
20 minutos. A la mezcla, se afiadioé 4-cloro-6-metoxi-quinolina (500 mg, 2,58 mmol) y tetraquis(trifenilfosfin)paladio
(0) (90 mg, 0,0774 mmol), seguidos de solucion de trietilborano 1M en hexano (15,5 ml, 15,5 mmol). Se agit6 la
mezcla de reaccion a 90°C durante 4 dias, afiadiendo periédicamente mas catalizador de paladio (270 mg total) y
solucion de trietilborano(30 ml total) para dirigir la reaccién. Se enfrid la mezcla de reaccidn hasta temperatura
ambiente y se dividié entre agua y acetato de etilo. Se separ6 la capa organica, se seco sobre sulfato de sodio, se
filtro y se adsorbié sobre gel de silice. La purificacion mediante cromatografia de desorcién sibita con un gradiente
de acetato de etilo al 0-70%/hexano proporcioné 579 mg de 4-etil-6-metoxi-quinolina impura en forma de un sélido
céreo de color blanco roto. Se traté el sélido con acido sulfurico concentrado (6 ml) y agua (4 ml). Se agit6 la mezcla
de reaccion a reflujo durante 5 h y se vertié sobre hielo. Se afiadié hidréxido de amonio hasta un pH 9 y se extrajo la
capa acuosa con acetato de etilo (x 2). Se adsorbieron las capas organicas combinadas sobre gel de silice. La
purificacién mediante cromatografia de desorcidon subita con un gradiente de acetato de etilo al 0-80%/hexano
?roporcioné 195 mg de 4-etil-quinolin-6-ol en forma de un sélido de color blanco roto (rendimiento del 44%): RMN de
H (DMSO-dg): 6 1,30 (t, 3H), 2,96 (c, 2H), 7,25 (d, 1H), 7,28 (m, 2H), 7,86 (d, 1H), 8,56 (d, 1H), 9,98 (s ancho, 1H);
EM (m/z) 1,74 [M+H]".

Etapa 2: 4-Etil-quinolin-6-il-éster de acido trifluor ~ ometanosulfénico

A un recipiente apto para microondas, se afiadié secuencialmente 4-etil-quinolin-6-ol (177 mg, 1,022 mmol),
carbonato de potasio (424 mg, 3,066 mmol), N-fenil-bis(trifluorometanosulfonimida) (730 mg, 2,044 mmol) y THF
(5 ml). Se cerré el recipiente apto para microondas y se calentd en un reactor de microondas a 120°C durante 20
min. Se dividi6 la mezcla de reaccién entre agua y acetato de etilo. Se extrajo la capa acuosa con acetato de etilo, y
se secaron las capas organicas combinadas sobre sulfato de sodio, se filtraron y se adsorbieron sobre gel de silice.
La purificacion mediante cromatografia de desorcién subita sobre gel de silice con un gradiente de acetato de etilo al
0-50%/hexano proporciond 286 mg de 4-etil-quinolin-6-il-éster de éacido trifluorometanosulfonico en forma de un
aceite transparente (rendimiento del 92%): RMN de H (DMSO-dg): 0 1,31, (t, 3H), 3,13 (c, 2H), 7,53 (d, 1H), 7,86
(dd, 1H), 8,21, (d, 1H), 8,30 (d, 1H), 8,92 (d, 1H); EM (m/z) 306 [M+H]".
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Compuesto intermedio 25: 1-Etil-4-(4,4,5,5-tetrameti  |-[1,3,2]dioxaborolan-2-il)-1 H-pirazol

H,C CH4
HiC~/ ©
A
HaC” o-B CHs
_ N
N

El compuesto del titulo se prepard segun el procedimiento descrito en Ivachtchenko, A.V. et. al., J. Heterocyclic
Chem. 2004, 41, 931.

Compuesto intermedio 26: Terc-butiléster de acido 3-[4-(4,4,5,5-tetrametil-[1,3] dioxolan-2-il)-pirazol-1-iimetil]-
azetidin-1-carboxilico

0
ch CH3 0
\l--. N\ —~CHj
HSC‘7< ? N HC{<CH3
H3C O’B _ 3
N
N

El compuesto del titulo se prepard segun el procedimiento descrito en el documento WO 2006/021.881.

Compuesto intermedio 27: Terc-butiléster de acido 3-[4-(4,4,5,5-tetrametil-[1,3, 2]dioxaborolan-2-il)-pirazol-1-
ill-azetidin-1-carboxilico

HiC,_FHa
HiC( @
H3c7 ofB
\|\/\N—<>N CH3
£Chy
CHy

El compuesto del titulo se preparé segun el procedimiento descrito en el documento WO 2006/021.881.

Ejemplo 2: 6-(1-metil-1 H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazina-3-t ol

Etapa 1: 3-Cloro-6-(1-metil-1 H-pirazol-4-il)-piridazina

Se desgasificd con nitrégeno una mezcla de 3,6-dicloropiridazina (20,1 g, 1,35 mmol), pinacoléster de acido 1-metil-
4-pirazolborénico (22,46 g, 1,08 mmol) y KoCO3 (44,71 g, 324 mmol) en 500 ml de dioxano y 200 ml de H2O. A esta
mezcla, se afadi6é aducto de diclorometano de dicloro[1,1,-bis(difenilfosfin)ferroceno]paladio (11) (5,28 g, 7,2 mmol) y
se burbujeé la mezcla resultante durante otros 20 min. Se calentd la mezcla de reaccion a 80°C durante 4 h, y luego
se concentr6 al vacio. Se purific6 el residuo mediante cromatografia en columna por desorcion sibita con
diclorometano como eluyente, proporcionando 21 g de 3-cloro-6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-piridazina (rendimiento del
76%): RMN de *H (CDCls) & 3,99 (s, 3H), 7,45 (d, 1H), 7,56 (d, 1H), 7,97 (s, 1H), 8,1,1, (s, 1H).

Etapa 2: [6-(1-Metil-1 H-pirazol-4-il)-piridazin-3-il]-hidrazina

A una suspension de 3-cloro-6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-piridazina (21,0 g, 1,08 mmol) en etanol (370 ml), se afadi6
hidrazina monohidratada (36 ml). Se agit6 la mezcla de reaccion a reflujo durante 18 h, y luego se enfrié6 hasta la
temperatura ambiente. Se recogié el precipitado mediante filtracion, se lavé con etanol frio y se secé al vacio,
proporcionando 18 g de [6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-piridazin-3-il]-hidrazina en forma de un sélido beis (rendimiento
del 87%): RMN de "H (DMSO-ds): & 3,88 (s, 3H), 4,28 (s, 2H), 7,02 (d, 1H), 7,59 (d, 1H), 7,83 (s, 1H), 7,91, (s, 1H),
8,1,9 (s, 1H); EM (m/z) 1,91, [M+H+]".
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Etapa 3: 6-(1-metil-1 H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazina-3-t ol
Procedimiento A:

A una solucion de [6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-piridazin-3-il]-hidrazina (18 g, 94,7 mmol) en etanol (230 ml) y agua
(63 ml), se afiadi6 KOH (5,63 g, 100 mmol), seguido de CS; (12 ml, 198 mmol). Se agit6 la mezcla y se calento
hasta el reflujo durante 2 h bajo una atmésfera de nitrégeno. Se enfri6 la mezcla hasta temperatura ambiente y se
concentré al vacio. Se disolvid el residuo en hidroxido de sodio acuoso 1N y se filtraron las sustancias insolubles. Se
acidifico el filtrado hasta un pH 2-3 con HCI acuoso 1N. Se recogi6 el precipitado resultante, se lavd con agua y se
sec6 al vacio, proporcionando 17,7 g de 6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazina-3-tiol en forma de
un sélido amarillo (rendimiento del 80,5%): RMN de H (DMSO-dg): 6 3,95 (s, 3H), 7,73 (d, 1H), 8,13 (s, 1H), 8,16 (d,
1H), 8,53 (s, 1H), 1,47 (s, 1H); EM (m/z) 233 [M+H]".

Procedimiento B:

Se combinaron [6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-pirazin-3-il]-hidrazina (1,0 g, 5,3 mmol) y 1,1, -tiocarbonildiimidazol (1,08 g,
6,1 mmol) en DMF (1,0 ml) y se calentaron a 50°C durante 2 h. Tras este tiempo, se dej6 enfriar la mezcla hasta la
temperatura ambiente. Se afiadié hexano (1,0 ml) seguido de THF (4 ml), se agité durante 10 min, y luego se filtro y
se lavé con THF (2 ml, después con 4 ml). Se sec6 al vacio el sdlido, dando 738 mg de 6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazina-3-tiol en forma de un soélido amarillo (rendimiento del 60%).

Los siguientes compuestos se prepararon segun el Ejemplo 2: 6-fenil-[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazina-3-tiol, 6-(3-
fluoro-fenil)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazina-3-tiol, 3-(3-mercapto-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-6-il)-benzonitrilo, 2-fluoro-
4-(3-mercapto-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-6-il)-N-metil-benzamida.

Ejemplo 3: 6-(3-Fluorofenil)-[1,2,4]triazolo[4,3-  b][1,2,4]triazin-3-tiol

SH

F /N‘N’\(
N

= N

Etapa 1: Oxima de (3-fluoro-fenil)-oxo-acetaldehido

A una mezcla de diéxido de selenio (58,3 g, 525 mmol) en 20 ml de agua y 400 ml de 1, 4-dioxano, se afiadi6 en 1-
(3-fluoro-fenil)-etanona (69,0 g, 500 mmol) en una porcidén. Se sometié la mezcla a reflujo durante una noche y luego
se filtr6 a través de tierra de diatomeas. Se afiadio el filtrado a un volumen igual de agua y se ajust6 hasta un pH 4
con hidréxido de sodio acuoso al 5%. Se afiadié oxima de acetona (40,2 g, 550 mmol) a esta mezcla y se agit6 la
mezcla durante 24 h. En dilucién hasta 1,5 | con agua, se extrajo la mezcla con acetato de etilo (2 x 400 ml), y se
lavo la capa organica con salmuera, se sec6 sobre sulfato de sodio anhidro y se concentr6, dando un residuo
oleaginoso, que se purific6 mediante cromatografia de desorcion subita sobre gel de silice (eluyendo con petréleo
puro), obteniéndose el compuesto del titulo en forma de un sélido amarillo palido (68,0 g, 81,4%). RMN de ‘H
(DMSO-dg): 6 12,78 (s, 1H), 8,02 (s, 1H), 7,82-7,50 (m, 4H).

Etapa 2: 6-(3-Fluoro-fenil)-2 H-[1,2,4]triazin-3-ona

Se calenté una solucion de oxima de (3-fluoro-fenil)-oxo-acetaldehido (70 g, 419 mmol), clorhidrato de
semicarbazida (46,7 g, 419 mmol) y acetato de sodio trihidratado (57,0 g, 419 mmol) en 560 ml de solucién acuosa
de etanol al 50% hasta 50-60°C y se mantuvo a la misma temperatura durante una noche. Tras enfriar la mezcla de
reaccion, se aislo el sdlido cristalino blanco resultante mediante filtracion, se lavo bien con agua y se sec6 al vacio,
obteniéndose 90,7 g de un sélido blanco (96,6%): RMN de 'y (DMSO-dg): 6 12,32 (s, 1H), 12,27 (s, 1H), 8,45 (s,
1H), 7,78 (dd, 1H), 7,63 (d, 1H), 7,42 (dd, 1H), 7,19 (dt, 1H), 6,90 (s, 2H).

Se calenté una suspension del solido blanco (22,4 g, 100 mmol) en 630 ml de acido clorhidrico acuoso al 5% hasta
el reflujo y se mantuvo a reflujo durante 1 hora, tiempo durante el cual el sélido en suspension cambié a una masa
pegajosa que se endurecié cuando se enfrid la mezcla . Se aislé el sélido mediante filtracién, se lavé bien con agua
y se seco, luego se disolvio en 1,50 ml de &cido acético. Se calentd la solucién resultante a reflujo durante una
noche y se elimind el disolvente al vacio. Se trituré el residuo con etanol-hexano (1:3), dando el compuesto del titulo
en bruto (15,1 g, 79,0%) en forma de un sélido amorfo amarillo.

Etapa 3: 3-Cloro-6-(3-fluoro-fenil)-[1,2,4]triazina

Se mantuvo a reflujo una mezcla de 6-(3-fluoro-fenil)-2H-[1,2,4]triazin-3-ona (15,2 g, 79,5 mmol, en bruto) y 2 ml de
DMF en 250 ml de oxicloruro fosforoso-cloroformo (1:1) durante una noche. Luego se concentré la mezcla a presion
reducida, se diluy6é con cloruro de metileno y se vertié sobre hielo con agitacion. Cuando se fundio el hielo, se
neutralizé la mezcla con solucién de bicarbonato sédico, se separaron las capas, se extrajo la capa acuosa con
diclorometano una vez, se lavo la capa organica con agua, se sec0 y se concentrd, obteniéndose un aceite marrén
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que se purific6 mediante cromatografia en columna (eluyendo con petréleo puro), dando el compuesto del titulo en
forma de un sélido amarillo palido (3,5 g, 21,0%). RMN de 'y (CDCls): © 8,88 (s, 1H), 7,87-7,82 (m, 2H), 7,60-7,52
(m, 1H), 7,32-7,27 (m, 1H).

Etapa 4: [6-(3-Fluoro-fenil)-[1,2,4]triazin-3-il]-hi  drazina

Se enfrid una solucién de 3-cloro-6-(3-fluoro-fenil)-[1,2,4]triazina (2,09 g, 1,0,0 mmol) en 13,6 ml de piridina seca
hasta 0°C con un bafio con hielo y se afiadieron 1,7 ml de hidrazina hidratada. Luego se calentd la mezcla hasta
65°C y se mantuvo esta temperatura durante aprox. 0,5 horas. Tras enfriar hasta la temperatura ambiente, se vertié
la mezcla en agua con hielo. Se recuper6 el sélido resultante mediante filtracién y se lavé con agua, se secé y raspo
con hexano, dando el compuesto del titulo (1,85 g, 90,2%) en forma de un sélido cristalino amarillo: RMN de "H
(DMSO-dg): © 8,97 (a, 1H), 8,90 (s, 1H), 20 7,89-7,82 (m, 2H), 7,59-7,51, (m, 1H), 7,30~7,24 (m, 1H), 5,47 (a, 2H);
EM (m/z) 206 [M+H+]".

Etapa 5: 6-(3-Fluoro-fenil)-[1,2,4]triazolo[4,3-  b][1,2,4]triazina-3-tiol

A una suspension de [6-(3-fluoro-fenil)-[1,2,4]triazin-3-il]-hidrazina (400 mg, 0,789 mmol) en etanol (12 ml), se afiadié
hidréxido de potasio acuoso 2N (1 ml) seguido de sulfuro de carbono (1 ml). Se agit6 la mezcla de reaccién a reflujo
durante 1 h, luego se enfri6 hasta la temperatura ambiente y se concentr6 al vacio. Se disolvio el residuo con
hidréxido de potasio acuoso 1N, se calentd y se sometié a ultrasonidos. Se filtraron las sustancias insolubles. Se
acidificé el filtrado hasta un pH 2-3 con HCI acuoso 1N. Se filtr6 el precipitado resultante, se lavé con agua y se secé
al vacio, obteniéndose el compuesto del titulo en forma de un sélido naranja (242 mg, rendimiento del 50%): RMN
de 'H (DMSO-de): & 7,52 (dt, 1H), 7,70 (dt, 1H), 7,97-8,04 (m, 2H), 9,36 (s, 1H), 14,05 (s, 1H); EM (m/z) 248
[M+H+]".

Ejemplo 4: 6-[6-(1-Metil-1 H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3- b]pirazin-3-il-sulfanil]-quinolina (Compuesto 4)

Procedimiento A:

Se desgasificd una solucién de 6-bromoquinolina (45 mg, 0,215 mmol), diisopropiletilamina (0,075 ml, 0,43 mmol) en
DMF (1 ml) bajo nitrégeno mediante burbujeo de nitrdgeno durante 5 min. Se afadieron
Tris(dibencilidenacetona)dipaladio (11 mg, 0,011, mmol), Xantphos (13 mg, 0,022 mmol) y 6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazina-3-tiol (50 mg, 0,215 mmol), y se desgasifico la mezcla durante otros 5 min. Se agit6 la
mezcla de reaccion a 100°C durante 23 h. Se afiadieron mas catalizador de paladio (11 mg) y ligando (13 mg) tras 6
h. Se enfrié la mezcla de reaccién hasta temperatura ambiente, se filtro a través de un filtro de 0,45 um y la mezcla
en bruto se purificod directamente mediante CLAR de masas (CH3CN al 5-95%/H,0, modificador de HCOOH al
0,1%), proporcionando 45 mg de 6-[6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-[1,2,4] triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil]-quinolina en
forma de un solido amarillo (rendimiento del 58%).

Los siguientes compuestos se prepararon segun el procedimiento a: 6-(6-fenil-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-
sulfanil)-quinolina, 6-fenil-3-([1,2,4]triazolo[4,3-b]piridin-6-il-sulfanil)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazina, 3-(1H-
benzotriazol-5-il-sulfanil)-6-fenil[1,2,4]triazolo-[4,3-b]piridazina, 6-[6-(3-fluoro-fenil)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-
sulfanil]-quinolina,  3-(benzotiazol-6-il-sulfanil)-6-(3-fluoro-fenil)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazina,  6-(3-fluorofenil)-3-
([1,2,4]triazolo[4,3-b]piridin-6-il-sulfanil)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazina, mezcla (2:1) de 3-(7-metil-benzotiazol-6-il-
sulfanil)-6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazina y 3-(5-metil-benzotiazol-6-il-sulfanil)-6-(1-metil-1H-
pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazina, 6-[6-(3-fluoro-fenil)-[1,2,4]triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-3-il-sulfanil]-quinolina,
7-fluoro-6-[6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil]-quinolina, 2-fluoro-N-metil-4-[3-(quinolin-
6-il-sulfanil)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-6-il]-benzamida, 6-[6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-
sulfanil]-quinazolina, 3-(benzotiazol-6-il-sulfanil)-6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazina, 3-(5-fluoro-
benzotiazol-6-il-sulfanil)-6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazina, 7-Metil-6-[6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil]-quinolina, 2-fluoro-4-[3-(7-fluoro-quinolin-6-il-sulfanil)-[1,2,4]triazolo[4,3-
b]pirazin-6-il]-1H-metil-benzamida, 2- fluoro-N-metil-4-[3-(7-metil-quinolin-6-il-sulfanil)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-6-
ill-benzamida, 2-fluoro-N-metil-4-[3-(3-metil-3H-benzoimidazol-5-il-sulfanil)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-6-il]-
benzamida, 3-[3-(quinolin-6-il-sulfanil)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-6-il]-benzonitrilo,  3-[3-(benzotiazol-6-il-sulfanil)-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazin-6-il]-benzonitrilo, 3-[3-(7-fluoro-quinolin-6-il-sulfanil)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-6-il]-
benzonitrilo, 3-metil-6-[6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil]-quinolin-2-ilamina, 4-metoxi-
6-[6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil]-quinolina, metil-{6-[6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil]-quinolin-4-il}-amina,  dimetil-{6-[6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3-
b]pirazin-3-il-sulfanil]-quinolin-4-il}-amina, 7-fluoro-6-(6-metil-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil)-quinolina, 2-{6-
[6-(1-Metil-1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil]-quinolin-4-iloxi}-etanol, 3-metil-6-(6-metil-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil)-quinolina, terc-butiléster de acido {6-[6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-
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[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil]-quinolin-3-il}-carbamico, terc-butiléster de acido {6-[6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil]-quinolin-4-il}-carbamico, 5-fluoro-6-[6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil]-quinolina.

Procedimiento B:

Se desgasificd una solucién de 6-bromoquinolina (550 mg, 2,64 mmol), diisopropiletilamina (1,13 ml, 6,46 mmol) en
DMF (4 ml) bajo nitrégeno mediante burbujeo de nitrdgeno durante 20 min. Se afiadieron
Tris(dibencilidenacetona)dipaladio (105 mg, 0,108 mmol), Xantphos (125 mg, 0,216 mmol) y 6-(1-metil-1H-pirazol-4-
i)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazina-3-tiol (500 mg, 2,155 mmol) bajo una corriente de nitrégeno. Se agitd la mezcla de
reaccion a 100°C durante 22h, con lo que desaparecid la suspension del sélido. Se enfrid la mezcla de reaccion
hasta temperatura ambiente y se filtr6 a través de un lecho corto de gel de silice, usando DMF como eluyente. Luego
se vertieron las sustancias organicas directamente en una mezcla de hielo y agua, y se dej6 reposar durante 15 min.
Se filtré el precipitado y se lavd con agua. Se triturd la torta filtrante resultante en dietiléter, se filtr6 y se seco al
vacio, produciendo 770 mg de un sélido amarillo. Se agité el sélido en isopropanol en reflujo durante 1 h, se filtro, se
lavé con isopropanol y se seco en un horno de vacio a 70°C durante 3 dias, proporcionandose 500 mg de 6-[6-(1-
metil-1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil]-quinolina en forma de un sélido amarillo con un 8% de
impurezas (rendimiento del 64%).

Ejemplo 5: 6-[6-(1-Metil-1 H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3- b]pirazin-3-il-sulfanil]-5-nitro-quinolina (Compuest o]
13)

Se desgasificé una solucion de KOH (146 mg, 2,6 mmol) en etanol (10 ml) mediante burbujeo de nitrégeno durante
15 min. A la solucién, se afiadi6é 6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazina-3-tiol (500 mg, 2,15 mmol) y
6-bromo-5-nitroquinolina (600 mg, 2,36 mmol). Se agit6 la mezcla de reacciéon a 7°C durante 4 h, luego se enfrid
hasta la temperatura ambiente, se diluyé con metanol al 10%/diclorometano y se adsorbié sobre gel de silice. La
purificaciéon mediante cromatografia de desorcion subita sobre gel de silice con un gradiente de metanol al O-
7%/diclorometano proporcioné 659 mg de 6-[6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil]-5-
nitro-quinolina en forma de un sélido amarillo oscuro (rendimiento del 76%).

Ejemplo 6: 7-Metil-6-[6-(1-metil-1 H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-s  ulfanil]-quinolina (Compuesto
16)

H;C

HSQN N

N
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A
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Se desgasificé una solucion de 7-metil-quinolin-6-il-éster de acido trifluorometanosulfénico (1,38 g, 4,74 mmol),
diisopropiletilamina (1,5 ml, 8,61, mmol) en DMF (8 ml) bajo nitrégeno mediante el burbujeo de nitrégeno durante 20
min. Se afiadieron tris(dibencilidenacetona)dipaladio (99 mg, 0,11, mmol, catalizador Strem) y Xantphos (125 mg,
0,215 mmol) conjuntamente en una porcién, seguidos por 6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazina-3-
tiol (1 g, 4,36 mmol) bajo una corriente de nitrégeno. Se agité la mezcla de reaccion a 100°C durante 1 h. Se enfri6 la
mezcla de reaccién hasta temperatura ambiente y se vertié sobre NaOH acuoso 2M (100 ml). Se filtr6é el precipitado
resultante, se lavé con agua y se sec6 al aire durante 30 min. Se disolvi6 la torta filtante resultante en MeOH (80 ml)
y CHCI; (80 ml), y se afiadieron 2 g de carb6n vegetal decolorante activado. Se agité la suspensién a 60°C durante
2,5 h. Luego se afiadié Celite (10 g) y se filtré la mezcla caliente sobre un lecho corto de gel de silice. Se evaporo el
filtrado al vacio, dando un solido beis. La recristalizacién en EtOH y cloroformo proporcioné 1,0 g de 7-metil-6-[6-(1-
metil-1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo [4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil]-quinolina en forma de cristales blancos (rendimiento del
62%).

Los siguientes compuestos se prepararon segun el Ejemplo 6: 6-[6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3-
b]pirazin-3-il-sulfanil]-quinolina, 3-(3-metil-3H-benzoimidazol-5-il-sulfanil)-6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3-
blpiridazina, 6-[6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil]-quinolina, N-6xido, 6-(6-metil-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil)-quinolina, metil-{3-[5-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-quinolin-6-il-sulfanil]-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-6-il}-amina, 4-etil-6-[6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil]-
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quinolina.

Ejemplo 7: 3-(3-Etil-3 H-benzoimidazol-5-il-sulfanil)-6-(1-metil-1  H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazina

(Compuesto 30)
N
Q»
N
N

A 3-(3-fluoro-4-nitro-fenil-sulfanil)-6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazina (50 mg, 0,135 mmol), se
afnadié una solucion 2M de etilamina en THF (1 ml). Se agité la mezcla de reaccion a 70°C durante 1 h, luego se
concentré al vacio. Se suspendié el residuo en &cido formico (1 ml) y se afiadio hierro en polvo (75 mg, 1,35 mmol).
Se agitd la mezcla de reaccion a 100°C durante 16 h, luego se enfrié hasta la temperatura ambiente y se retiré la
varilla agitadora con la mayor parte del hierro. Se concentr6 la mezcla al vacio y se trat6 el residuo resultante con
hidréxido de sodio acuoso 2M. Se filtr6 el precipitado, se lavo con agua, y luego con dietiléter. Luego se diluy6 en 2
ml de DMSO, se filtr6 a través de un filtro de 0,45 um, y se purificé la mezcla en bruto directamente mediante CLAR
desencadenada en masa (CHsCN al 5-95%//H,0O, modificador de HCOOH al 0,1%) proporcionando 25 mg de 3-(3-
etil-3H-benzoimidazol-5-il-sulfanil)-6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazina en forma de un sdélido
blanco (rendimiento del 49%).

Los siguientes compuestos se prepararon segun el Ejemplo 7: 3-[3-(2-metoxietil)-3H-benzoimidazol-5-il-sulfanil]-6-(1-
metil-1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazina, sal acido formico de dimetil-(2-{6-[6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil]-benzoimidazol-1-il}-etil)-amina.

Ejemplo 8:6-[6-(1-Metil-1 H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazina-3-sulfinil]-quinolina (Compuesto 38)

\N O\\ N\
N, | >
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A una solucion de 6-[6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil]-quinolina (500 mg, 1,393
mmol) en DMF (10 ml), se afiadié una solucién en gotas de acido 3-cloroperbenzoico (contenido del 70-75%, 721
mg, 4,178 mmol) en DMF (5 ml) en un periodo de 20 min. Se agité la mezcla de reaccién durante 19 h, y se afiadio
una solucién acuosa de NaOH al 10% (60 ml). Se extrajo la capa acuosa con metanol al 10%/diclorometano (x 3) y
se adsorbieron los organicos combinados sobre gel de silice. La purificaciéon mediante cromatografia de desorcién
subita sobre gel de silice con un gradiente de metanol al 0-8%/diclorometano proporcioné 66 mg de un sélido
blanco. Se disolvi6 el sélido en DMSO caliente y se filtr6 la solucion fria a través de un filtro de 0,45 um. La
purificacién mediante CLAR desencadenada en masa (CH3CN al 5-95%/H,0, modificador de HCOOH al 0,1%)
proporcioné 5,7 mg de 6-[6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazin-3-sulfinil]-quinolina en forma de un
sélido blanco (rendimiento del 1,1%).

Ejemplo 9: 6-[6-(1 H-Pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3- b]pirazin-3-il-sulfanil]-quinolina (Compuesto 39)
N

N

Etapa 1: 3-Cloro-6-[1-(2-trimetilsilanil-etoximetil) ~ -1H-pirazol-4-il]-piridazina

Se desgasificd con nitrogeno una mezcla de 3,6-dicloropiridazina (505 mg, 3,4 mmol), 4-(4,4,55-tetrametil-
[1,3,2]dioxaborolan-2-il)-1-(2- trimetilsilanil-etoximetil)-1H-pirazol (1 g, 3,1 mmol) y K,CO3 (1,3 g, 9,3 mmol) en 10 ml
de dioxano y 4 ml de H;O. A esta mezcla, se afiadi6 aducto de diclorometano de dicloro[1,1,-
bis(difenilfosfin)ferroceno]paladio (Il) (45 g, 0,06 mmol) y se burbujeé la mezcla resultante con nitrégeno durante
otros 15 min. Se calentd la mezcla de reacciéon a 100°C durante 4 h, y luego, tras enfriar hasta la temperatura
ambiente, se retiré la fase acuosa con una pipeta. Se concentrd la fase organica sobre gel de silice mediante
cromatografia en columna por desorcion subita eluyendo con hexanos:acetato de etilo 100:0 a 60:40, obteniéndose
el compuesto del titulo en forma de un sélido blanco (640 mg, 2,06 mmol, rendimiento del 66%): RMN de 'H (CDCls)
6 0,02 (9H, s), 0,96 (2H, 1), 3,64 (2H, t), 5,52 (2H, s), 7,52 (1H, d), 7,62 (1H, d), 8,1,0 (1H, s), 8,34 (1H, s); EM (m/z)
311, [M+H+]".
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Etapa 2: {6-[1-(2-Trimetilsilanil-etoximetil)-1  H-pirazol-4-il]-piridazin-3-il}-hidrazina

A una suspension de 3-cloro-6-[1-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-1H-pirazol-4-il]-piridazina (640 mg, 2,06 mmol) en etanol
(5 ml), se afiadié hidrazina monohidratada (1,34 ml, 1,4 g, 28 mmol). Se agit6 la mezcla de reaccion a 50°C durante
18 h, y luego se enfri6 hasta la temperatura ambiente. Se recogi6 el precipitado mediante filtracion, se lavo con
etanol frio y se secé al vacio, proporcmnando el compuesto del titulo en forma de un sélido blanco (500 mg, 1,6 mol,
rendimiento del 79%): RMN de H (DMSO-dg): 8 0,00 (9H, s), 0,89 (2H, 1), 3,61, (2H, t) 4,34 (2H, sa), 5,48 (2H, s),
7,09 (1H, d), 7,69 (1H, d), 7,94 (1H, sa), 8,08 (1H, s), 8,44 (1H, s); EM (m/z) 307 [M+H']".

Etapa 3: 6-[1-(2-Trimetilsilanil-etoximetil)-1  H-pirazol-4-il]-[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazina-3-tiol

A una solucion de {6-[1-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-1H-pirazol-4-il]-pirazin-3-il}-hidrazina (490 mg, 1,6 mmol) en
etanol (6,5 ml) y agua (1,8 ml), se afiadié K,CO3 (359 mg, 2,6 mmol), seguido de CS; (0,212 ml, 3,5 mmol). Se agité
la mezcla y se calentd hasta 80°C durante 3 h bajo una atmdésfera de nitrégeno. Se enfrid la mezcla hasta la
temperatura ambiente y se concentré hasta un volumen del 50% al vacio, y se acidific6 hasta un pH 1 con HCI
acuoso 1N. Se recogi6 el precipitado resultante, se lavé con agua y se sec6 al vaC|0 proporcionando el compuesto
del titulo en forma de un soélido rojo oscuro (rendimiento cuantitativo): RMN de 'y (DMSO-ds): 6 0,01 (9H, s), 0,90
(2H, 1), 3,63 (2H, t), 5,56 (2H, s), 7,82 (1H, d), 8,24 (1H, d), 8,27 (1H, s), 8,80 (1H, s), 1,5,23 (1H, sa); EM (m/z) 349
[M+H]".

Etapa 4: 6-{6-[1-(2-Trimetilsilanil-etoximetil)-1  H-pirazol-4-il]-[1,2,4]triazolo[4,3- b]pirazin-3-il-sulfanil}-quinolina

Se desgasificd una solucién de 6-quinolinil-trifluorometanosulfonato (436 mg, 1,57 mmol), diisopropiletilamina (0,746
ml, 4,29mmol) en DMF (3,8 ml) bajo nitrégeno mediante burbujeo de nitrégeno durante 30 min. Se afiadieron
tris(dibencilidenacetona)dipaladio (33 mg, 2,5% molar, catalizador Strem) y Xantphos (41 mg, 5% molar)
conjuntamente en una porcion, seguidos por 6-[1-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-1H-pirazol-4-il]-[1,2,4]triazolo[4,3-
b]piridazina-3-tiol (498 mg, 1,43 mmol) bajo una corriente de nitrégeno. Se agitdé la mezcla de reaccién a 100°C
durante 3 h, antes de afadir 500 mg de carbdn vegetal decolorante activado. Se agit6 la suspension a 70°C durante
20, luego se filtrd directamente la mezcla caliente a través de un lecho corto de celite, usando DMF como eluyente.
Se evaporo el disolvente al vacio, y se elevo el residuo en diclorometano y se lavé con NaOH acuoso 1N, y se
concentré sobre gel de silice y se purific6 mediante cromatografia en columna por desorcion subita eluyendo con
diclorometano:metanol (100:0 a 92:8), obteniéndose eI compuesto del titulo en forma de una espuma amarilla clara
(250 mg, 0,53 mmol, rendimiento del 37%): RMN de 'y (DMSO-dg): 6 0,00 (9H, s), 0,90 (2H, t), 3,62 (2H, t), 5,54
(2H, s), 7,62 (1H, dd), 7,83 (1H, dd), 7,91 (1H, d), 8,07 (1H, d), 8,18 (1H, s), 8,23 (1H, d), 8,43 (1H, dd), 8,57 (1H, d),
8,75 (1H, d), 8,96 (1H, dd); EM (m/z) 476 [M+H]".

Etapa 5: 6-[6-(1 H-Pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3- b]pirazin-3-il-sulfanil]-quinolina

A una solucién de 6-{6-[1-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-1H-pirazol-4-il]-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil}-quinolina
(150 mg, 0,32 mmol) en diclorometano (8 ml) a 0°C, se afiadio acido trifluoroacético. Tras 3 horas, se concentré la
mezcla hasta la sequedad, y se elevod en diclorometano y se neutralizd mediante la adicién de NaHCOs3; acuoso. A
esta emulsién, se afiadié una mezcla de cloroformo/metanol (95/5) (20 ml) y salmuera (30 ml). Se separ6 la fase
organica y se filtré la fase organica, y se lavo el residuo sélido con agua y, luego, con Et,O y se seco, obteniéndose
un solido amarillo (64 mg). Se elevo este sélido en metanol (2 ml), a lo que se afiadio etilendiamina (1 mmol) y se
calenté a 50°C durante 1 hora. Se enfrio la mezcla hasta la temperatura ambiente, y se recogi6 el sélido mediante
filtracion y se secd, obteniéndose compuesto del titulo en forma de un solido blanco (57 mg, 0,17 mmol, rendimiento
del 53%).

Ejemplo 10: 3-(1-Metil-1 H-pirazol-4-il)-6-[6-(1-metil-1 H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3- b]pirazin-3-il-sulfanil]-
quinolina (Compuesto 40)

Etapa 1: 3-Bromo-6-[6-(1-metil-1 H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3- b]pirazin-3-il-sulfanil]-quinolina

A una solucién de 6-[6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil]-quinolina (1 g, 2,785 mmol) en
acido acético glacial (20 ml), se afiadié bromo (0,716 ml, 13,93 mmol) en gotas. Se agité la mezcla de reaccion a
temperatura ambiente durante 5 min y luego a 100°C durante 3 h. Se enfri6 la reaccién hasta temperatura ambiente,
y se concentro la mezcla al vacio. Se dividi6 el residuo entre NaOH acuoso al 10% y metanol al 10%/diclorometano.
Se separd la capa organica, se lavd con Na;S;03 acuoso 1M, se sec6 sobre sulfato de sodio, se filtro y se adsorbi6
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sobre gel de silice. La purificacién mediante cromatografia de desorcién subita sobre gel de silice con un gradiente
de metanol al 0-7%/ diclorometano proporcioné 381 mg de 3-bromo-6-[6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3-
b]pirazin-3-il-sulfanil]-quinolina en forma de un sélido beis (rendimiento del 31%): RMN de N (DMSO-dg): 6 3,89 (s,
3H), 7,77 (dd, 1H), 7,80 (d, 1H), 7,99 (d, 1H), 8,00 (s, 1H), 8,43 (s, 1H), 8,48 (d, 1H), 8,68 (d, 1H), 8,92 (d, 1H); EM
(m/z) 438, 440 [M+H']".

Etapa 2: 3-(1-Metil-1 H-pirazol-4-il)-6-[6-(1-metil-1 H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3- b]pirazin-3-il-sulfanil]-
quinolina

Se cargd un recipiente apto para microondas con 3-bromo-6-[6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-
il-sulfanil]-quinolina (38 mg, 0,087 mmol), pinacoléster de acido 1-metil-4-pirazolborénico (22 mg, 0,104 mmol) y
diclorobis(trifenilfosfin)paladio (0) (3 mg, 0,004 mmol). Se afiadieron 1,2-dimetoxietano (0,4 ml) y una solucién
acuosa 2M de carbonato de potasio (0,4 ml). Se tap6 el recipiente y se calentd bajo microondas a 120°C durante 20
min. Se separ6 la capa orgéanica, se diluydé cn metanol y se adsorbié sobre gel de silice. La purificacion mediante
cromatografia de desorcién subita sobre gel de silice con un gradiente de metanol al 0-10%/diclorometano
proporcion6 24 mg de un soélido amarillo. Se volvi6 a purificar el sélido secuencialmente mediante CLAR
desencadenada en masa (CHsCN el 5-95%/H,0O, modificador de HCOOH al 0,1%) y mediante cromatografia de
desorcidon subita sobre gel de silice usando CH3sCN al 50%/diclorometano seguido de metanol al
10%/diclorometano, proporcionandose 10,5 mg de 3-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-6-[6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil]-quinolina en forma de un sélido amarillo (rendimiento del 28%).

Ejemplo 11: 6-Metil-[1,2,4]triazolo[4,3-bipiridazina  -3-tiol
SH

Lo,
N \N’

A una suspensién de 3-cloro-6-metil-piridazina (3 g, 23,3 mmol) en etanol (45 ml), se afiadié hidrazina hidratada
(45 ml) y se calent6 la mezcla resultante hasta el reflujo durante 3 h. Se retiré la mayoria del disolvente bajo presion
reducida y se recogio el sélido blanco mediante filtracion, y se lavé con etanol. Tras secar, se obtuvieron 2,3 g de (6-
metilpirazin-3-il)-hidrazina en forma de un sélido cristalino blanco (rendimiento del 80%).

Etapa 1: (6-Metil-pirazin-3-il)-hidrazina

Etapa 2: 6-Metil-[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazina-3-tiol

A una solucion de KOH (11,3 g, 0,202 mol) en metanol (100 ml), se afiadié (6-metil-pirazin-3-il)-hidrazina (25 g,
0,202 mol) a temperatura ambiente. Se metié la mezcla de reaccién en un bafio de agua con hielo y se afiadié
lentamente disulfuro de carbono (98 ml, 1,61 mol). Se calento la solucién amarilla resultante a reflujo durante una
noche antes de eliminar el disolvente. Se acidifico el residuo amarillo con HCI acuoso 2N hasta un pH ~4, se filtré y
se lavo con agua. Tras secar, se obtuvieron 33 g de 6-metil-[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazina-3-tiol en forma de un polvo
amarillo (rendimiento del 85%): RMN de 'y (DMSO-dg): 8 2,5 (s, 3H), 7,28 (d, 1H), 8,05 (d, 1H), 14,66 (sa, 1H); EM
(m/z) 167 [M+H™]".

Ejemplo 12: 3-(1-Metil-1 H-pirazol-4-il)-6-(6-metil-[1,2,4]triazolo[4,3-  b]pirazin-3-il-sulfanil)-quinolina
(Compuesto 41)

Ruta 1
Etapa 1: 3-Bromo-6-(6-metil-[1,2,4]triazolo[4,3- b]pirazin-3-il-sulfanil)-quinolina

A una solucién de 6-(6-metil-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil)-quinolina (370 mg, 1,26 mmol) en acido acético
glacial (10 ml), se afiadi6 bromo (0,324 ml, 6,31 mmol) en gotas. Se agité la mezcla de reaccion a temperatura
ambiente durante 5 min y luego a 100°C durante 2 h. Se enfrid la reaccion hasta temperatura ambiente, y se
concentré la mezcla al vacio. Se dividié el residuo entre NaOH acuoso al 10% y metanol al 10%/diclorometano. Se
separ6 la capa organica, se lavd con Na;SOs; acuoso al 5% y se adsorbié sobre gel de silice. La purificacion
mediante cromatografia de desorcion subita sobre gel de silice con un gradiente de metanol al 0-5%/diclorometano
proporcioné 422 mg de 3-bromo-6-(6-metil-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil)-quinolina en forma de un soélido
beis (rendimiento del 90%): RMN de H (DMSO-dg): 6 2,53 (s, 3H), 7,41 (d, 1H), 7,70 (dd, 1H), 7,87 (d, 1H), 7,99 (d,
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1H), 8,41 (d, 1H), 8,66 (d, 1H), 8,93 (d, 1H); EM (m/z) 372, 374 [M+H"]".
Ruta alternativa:

Se desgasificd una solucidon de 3-bromo-quinolin-6-il-éster de acido trifluorometanosulfénico (973 mg, 2,74 mmol),
diisopropiletilamina (0,87 ml, 4,98 mmol) en DMF (9 ml) bajo nitrégeno mediante el burbujeo de nitrégeno durante 20
min. Se afiadieron tris(dibencilidenacetona)dipaladio (114 mg, 0,124 mmol, catalizador Strem) y Xantphos (144 mg,
0,249 mmol) conjuntamente en una porcién, seguidos de 6-metil-[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazina-3-tiol (450 mg, 2,49
mmol) bajo una corriente de nitrégeno. Se agitd la mezcla de reaccion a 100°C durante 1 h. Se enfrié la mezcla
reaccion hasta temperatura ambiente, y afiadieron 500 mg de carbdn vegetal decolorante activado. Se agit6 la
suspension durante 2,5 h, luego se filtré directamente la mezcla a través de un lecho corto de celite, usando DMF
como eluyente. Se evaporo6 el disolvente al vacio, se dividid el residuo entre agua y metanol al 10%/diclorometano.
Se separ6 la capa organica y se adsorbié sobre gel de silice. La purificacion mediante cromatografia de desorcién
subita sobre gel de silice con un gradiente de metanol al 0-5%/diclorometano proporcion6 534 mg de 3-bromo-6-(6-
metil-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil)-quinolina en forma de un sdélido de color crema (rendimiento del 58%).

Etapa 2: 3-(1-Metil-1 H-pirazol-4-il)-6-(6-metil-[1,2,4]triazolo[4,3- b]pirazin-3-il-sulfanil)-quinolina

Se cargé un recipiente apto para microondas con 3-bromo-6-(6-metil-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil)-
quinolina (40 mg, 0,107 mmol), pinacoléster de &cido 1-metil-4-pirazolborénico (27 mg, 0,129 mmol), y
diclorobis(trifenilfosfin)paladio (0) (4 mg, 0,005 mmol). Se afiadieron 1,2-dimetoxietano (0,5 ml) y una solucién
acuosa 2M de carbonato de sodio (0,5 ml). Se tapé el recipiente y se calent6é bajo microondas a 120°C durante 30
min. Se separod la capa organica, se extrajo la capa acuosa con metanol al 10%/diclorometano (x 2) y se adsorbieron
las capas organicas combinadas sobre gel de silice. La purificacion mediante cromatografia de desorcién subita
sobre gel de silice con un gradiente de metanol al 0-6%/diclorometano proporcioné 28 mg de un sélido de color
blanco roto. Se volvié a purificar el sélido mediante CLAR desencadenada en masa (CHsCN al 5-95%/H,0,
modificador de HCOOH al 0,1%), proporcionando 11 mg de 3-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-6-(6-metil[1,2,4]triazolo[4,3-
b]pirazin-3-il-sulfanil)-quinolina en forma de un sélido blanco (rendimiento del 28%).

Los siguientes compuestos se prepararon segun el Ejemplo 12, ruta 1: acido {4-[6-(6-metil-[1,2,4]triazolo[4,3-
b]pirazin-3-il-sulfanil)-quinolin-3-il]-pirazol-1-il}-acético, 6-(6-metil-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil)-3-[1-(2-
morfolin-4-il-etil)-1H-pirazol-4-il]-quinolina, 7-fluoro-3-(1-etil-1H-pirazol-4-il)-6-(6-metil-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-
sulfanil)-quinolina, 5-fluoro-3-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-6-(6-metil-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil)-quinolina.

Ruta 2: procedimiento de una etapa

Se desgasificd una solucion de 3-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-quinolin-6-il-éster de acido trifluorometanosulfénico (15,9 g,
44,79 mmol), diisopropiletilamina (15,5 ml, 89,58 mmol) en DMF (150 ml) bajo nitrégeno burbujeando nitrégeno
durante 30 min. Se afadieron tris(dibencilidenacetona)dipaladio (2,0 g, 2,24 mmol, catalizador Strem) y Xantphos
(2,54 g, 4,48 mmol) conjuntamente en una porcion, seguidos de 6-metil-[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazina-3-tiol (7,44
mg, 44,79 mmol) bajo una corriente de nitrégeno. Se agité la mezcla de reaccion a 100°C durante 4 h. Se filtr6 la
mezcla de reaccion mientras estaba caliente, y se enfrio el filtrado hasta que precipitd. Se recogié el sélido y se lavo
con metanol, dando solido de color blanco roto que se purific6 mediante cromatografia en columna, dando 13,3 g de
3-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-6-(6-metil-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil)-quinolina (rendimiento del 79%). Los
siguientes compuestos se prepararon segun el Ejemplo 12, ruta 2: 6-(6-etil-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil)-3-
(1-metil-1H-pirazol-4-il)-quinolina, metil-{3-[3-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-quinolin-6-il-sulfanil]-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-
6-il}-amina.

Ejemplo 13: Acido 2-metil-2-{4-[6-(6-metil-[1,2,4]tr iazolo[4,3- b]pirazin-3-il-sulfanil)-quinolin-3-il]-pirazol-1-il }
propiénico (Compuesto 45)

Se carg06 un recipiente apto para microondas con etiléster de acido 2-(4-yodo-pirazol-1-il)-2-metil-propionico (50 mg,
0,162 mmol), bis(pinacolato)diboro (50 mg, 0,195 mmol), acetato de potasio (48 mg, 0,486 mmol), aducto de
diclorometano de cloruro de [1,1,-bis (difenilfosfin)ferroceno]paladio (II) (6,6 mg, 0,008 mmol) y DMA (0,6 ml). Se
purg6 el recipiente con nitrégeno y se tapd. Se sometié la mezcla de reaccion a radiacién de microondas a 130°C
durante 30 min. Se afadieron 3-bromo-6-(6-metil-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil)-quinolina (48 mg, 0,1,3
mmol) y diclorobis(trifenilfosfin) paladio (0) (5,7 mg, 0,008 mmol), seguidos de (0,4 ml) y una solucién acuosa 2M de
carbonato de potasio (0,5 ml). Se sometid la mezcla de reaccién a radiacion de microondas a 130°C durante 1 h. Se
afnadio sulfato de sodio sélido para que absorbiera el agua y se filtré la capa liquida a través de un filtro de 0,45 um.
Se diluyé la mezcla en bruto hasta 2 ml con DMSO y se purifico directamente mediante CLAR desencadenada en
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masa ( CH3CN al 5-95%/H,0, modificador de HCOOH al 0,1%), proporcionando 11 mg de acido 2-metil-2-{4-[6-(6-
metil-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil)-quinolin-3-il]-pirazol-1-il}-propiénico en forma de un sélido color crema
(rendimiento del 1,9%).

Ejemplo 14: 6-Metilamino-[1,2,4]triazolo[4,3-  b]piridazina-3-tiol

H SH
~N__N

HaC o \N/\<N
S \NJ
Etapa 1: 6-Cloro-[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazina-3-tiol

A una suspension de (6-cloro-pirazin-3-il)-hidrazina (1 g, 6,917 mmol) en etanol (12 ml), se afiadié una solucion de
KOH (390 mg, 6,917 mmol) en agua (12 ml) en gotas. Se afiadi6é disulfuro de carbono (0,84 ml, 13,84 mmol) en
gotas. Se agitd la mezcla de reaccidn a temperatura ambiente durante 48 h. Se afiadieron otros 0,84 ml de CS; y
390 mg de KOH, y se volvi6 a agitar la mezcla de reaccién durante 24 h, antes de concentrar al vacio. Se traté el
residuo con NaOH acuoso 1M vy se filtrd. Se acidifico el filtrado hasta un pH 3 con HCI acuoso 1N, y se filtré el
precipitado . Se extrajo el filtrado resultante con acetato de etilo (x 3) y se secaron los organicos combinados sobre
sulfato de sodio, se filtraron, se concentraron y se secaron al vacio, proporcionando 485 mg de 6-cloro-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazina-3-tiol en forma de un sélido amarillo (rendimiento del 38%): RMN de N (DMSO-dg): ©
7,48 (d, 1H), 8,24 (d, 1H); EM (m/z) 187 [M+H']".

Etapa 2: 6-Metilamino-[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazina-3-tiol

Se tratd 6-cloro-[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazina-3-tiol (330 mg, 1,77 mmol) con una solucién acuosa de metilamina al
40% (v/v). Se agitd la mezcla de reaccion a 100°C durante 17 h, luego se enfrié hasta la temperatura ambiente y se
acidificé hasta un pH 1-2 con HCI acuoso 1N. Se filtrd el precipitado resultante, se lavé con agua, y se secd al vacio,
dando 1,85 mg de 6-metilamino-[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazina-3-tiol en forma de un polvo amarillo (rendimiento del
58%): RMN de "H (DMSO-de): & 2,83 (d, 3H), 6,85 (d, 1H), 7,44 (c ancho, 1H), 7,74 (d, 1H), 14,2 (s, 1H); EM (m/2)
182 [M+H'T".

Ejemplo 15: Metil-(3-[4-(4-metil-4 H-[1,2,4]triazol-3-il-sulfanil)-quinolin-6-il-sulfan  il]-[1,2,4]triazolo[4,3- b]pirazin-
6-il}-amina (A), metil-{3-[6-(4-metil-4 H-[1,2,4]triazol-3-il-sulfanil)-quinolin-4-il-sulfan il]-[1,2,4]triazolo[4,3-
b]pirazin-6-il}-amina (B) 'y  4,6-{6-metilamino-[1,2,4 ]triazolo[4,3- b]pirazin-3-il-sulfanil}-quinolina  (C)

(Compuestos 47 y 48)

N
AN
H S
Hac/N\//N‘N/QN d
I\/L\\N' \;,-_.:N
N /N
(A) NN
N
N
H S
N —
ch/ \/N\N/\<
I N S
N \N __I\l
.N AN
(C) N
L
HSC“N
H

Se desgasificod una solucion de 6-bromo-4-(4-metil-4H-[1,2,4]triazol-3-il-sulfanil)-quinolina (1,06 mg, 0,331, mmol),
diisopropiletilamina (0,096 ml, 0,552 mmol) en DMF (1 ml) bajo nitrégeno mediante el burbujeo de nitrégeno durante
15 min. Se afadieron tris(dibencilidenacetona)dipaladio (25 mg, 0,028 mmol) Xantphos (32 mg, 0,056 mmol) y 6-
metilamino-[1,2,4] triazolo[4,3-b]piridazina-3-tiol (50 mg, 0,276 mmol). Se agitdé la mezcla de reaccién a 100°C
durante 16 h, luego se enfri6 hasta la temperatura ambiente, se concentré al vacio, se disolvio el residuo en metanol
al 10%/diclorometano y se adsorbi6 sobre gel de silice. La primera purificacion realizada mediante cromatografia de
desorcion subita sobre gel de silice con un gradiente de metanol al 0-20%/diclorometano proporcioné 44 mg de un
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sélido marrén. La segunda purificacién mediante cromatografia de desorcion subita sobre gel de silice de amina con
un gradiente de metanol al 0-8%/diclorometano proporcioné 10 mg de (C) en forma de un sdélido color crema 'y 17
mg de una mezcla impura de (A) y (B). Se volvié a purificar la mezcla mediante CLAR desencadenada en masa
(CH3CN al 5-95%/H,0, modificador de HCOOH al 0,1,%), proporcionando 6,7 mg de una mezcla (1:1) de (A) y (B)
en forma de un soélido blanco (rendimiento del 58%).

Ejemplo 16: 6-Metil-3-[5-(1-metil-1 H-pirazol-4-il)-1 H-pirrolo[2,3- b]piridin-3-il-sulfanil]-[1,2,4]triazolo[4,3-
b]piridazina (Compuesto 53)

A una solucion de 5-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-1H-pirrolo[2,3-b]piridina (28 mg, 0,141, mmol) y 6-metil-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazin-3-tiol (35,3 mg, 0,212 mmol) en DMF (700 pl), se afiadié yodo (72 pl, 0,283 mmol). Se
agitd la mezcla de reaccién a temperatura ambiente durante 3 h. A continuacion, se filtr6 la mezcla de reaccién y la
se purifico mediante CLAR desencadenada en masa (CHsCN al 5-95%/H,0, modificador de HCOOH al 0,1,%),
proporcionando 5,7 mg de 6-metil-3-[5-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-1H-pirrolo[2,3-b]piridin-3-il-sulfanil]-[1,2,4]triazolo[4,3-
b]piridazina (rendimiento del 11%).

El siguiente compuesto se prepard segun el Ejemplo 16: 6-(1-Metil-1H-pirazol-4-il)-3-[5-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-1H-
pirrolo[2,3-b]piridin-3-il-sulfanil]-[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazina.

Ejemplo 17: Sal de &cido trifluoroacético de 6-[6-(1- metil-1 H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazin-3-il-
sulfanil]-quinolin-4-ilamina, (Compuesto 34)

\ = \_—-N
N sNA )
X /N‘N/\< )
N HxN
X N
sal TFA

A una suspension de terc-butiléster de acido {6-[6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil]-
quinolin-4-il}-carbamico (15 mg, 0,031 mmol) en diclorometano (2 ml), se afiadid6 TFA (1 ml). Se agit6 la mezcla de
reaccion a temperatura ambiente durante 1 h, y luego se concentré al vacio. Se disolvid el residuo en DMSO y se
liofiliz6 durante una noche, dando 10,4 mg de sal de acido trifluoroacético de 6-[6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil]-quinolin-4-ilamina (rendimiento del 90%).

El siguiente compuesto se preparé segun el Ejemplo 17: sal de &cido trifluoroacético de 6-[6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil]-quinolin-3-ilamina.

Ejemplo 18: 6-(6-Metil-[1,2,4]triazolo[4,3- b]pirazin-3-il-sulfanil)-4-(4-metil-4 H-[1,2,4]triazol-3-il-sulfanil)-
quinolina (Compuesto 57)

N

N

S
HaC N. 77
I3

Se desgasificd una soluciéon de 4-cloro-6-bromoquinolina (1,6 g, 6,63 mmol), diisopropiletilamina (1,93 ml, 11,05
mmol) en DMF (20 ml) bajo nitrgeno mediante el burbujeo de nitrogeno durante 30 min. Se afiadieron
tris(dibencilidenacetona)dipaladio (506 g, 0,552 mmol), Xantphos (640 g, 1,105 mmol) y 6-metil-[1,2,4]triazolo[4,3-
b]piridazina-3-tiol (1,0 g, 5,525 mmol). Se agit6 la mezcla de reaccion a 100°C durante 18 h. Se enfri6 la mezcla de
reaccion hasta la temperatura ambiente y se dividié entre NaOH acuoso 1N y metanol al 10%/diclorometano. Se
extrajo la capa acuosa con metanol al 10%/diclorometano (x 3) y se adsorbieron las capas organicas combinadas
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sobre gel de silice. La purificacién mediante cromatografia de desorcién subita sobre gel de silice con un gradiente
de metanol al 0-6%/diclorometano proporcioné 468 mg de una mezcla (1:1) de 4-cloro-6-(6-metil-[1,2,4]triazolo[4,3-
b]pirazin-3-il-sulfanil)-quinolina y 6-bromo-4-(6-metil-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil)-quinolina en forma de un
sélido beis. Después se disolvié la mezcla (1:1) (70 mg) en DMF (0,5 ml), y se afiadié 4-metil-4H-[1,2,4]triazol-3-tiol
(12 mg, 0,1 mmol). Se agit6é la mezcla de reaccion a 60°C durante 21 h y luego a 80°C durante 25 h. Se enfri6 la
mezcla reaccion hasta temperatura ambiente y se concentré al vacio. Se dividié el residuo entre NaOH 1N acuoso y
metanol al 10%/diclorometano. Se extrajo la capa acuosa con metanol al 10%/diclorometano (x 2) y se adsorbieron
las capas organicas combinadas sobre gel de silice. La purificacion mediante cromatografia de desorcion subita
sobre gel de silice con un gradiente de metanol al 0-10%/diclorometano proporcioné 16 mg de 6-(6-metil-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil)-4-(4-metil-4H-[1,2,4]triazol-3-il-sulfanil)-quinolina en forma de un soélido color
crema (rendimiento del 78%).

Ejemplo 19: 6-Etil-[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazina-3-tiol

Etapa 1: 3-Cloro-6-vinil-piridazina

Se desgasificod una mezcla de 3,6-dicloropiridazina (6 g, 40,3 mmol), pinacoléster e acido vinilborénico (6,21g, 6,83
ml, 40,3 mmol), carbonato de potasio (120 mmol, 16,7 g), 1,4-dioxano (60 ml) y agua (24 ml) durante 15 min con gas
de nitrégeno. Se afiadié aducto de diclorometano de dicloro[1,1,-bis(difenilfosfin)ferrocen]paladio (Il) (0,4 mmol, 292
mg9, y se a continuacién se calent6 la mezcla a 80°C durante 4 horas. Entonces se retir6 la fase acuosa con una
pipeta y se concentrd la fase organica sobre gel de silice, y se purific6 mediante cromatografia en columna por
desorcion subita (SiO2, hexano:acetato de etilo (100:0 a 60:40)), obteniéndose 3-cloro-6-vinil-piridazina en forma de
un sélido blanco (5,2 g, rendimiento del 92%). RMN de H (CDCI3) & 5,75 (1H, d), 6,25 (1H, d), 7,05 (1H, dd), 7,49
(1H, d), 7,59 (1H, d). EM m/z = 141 (M+H")".

Etapa 2: 3-Cloro-6-etil-piridazina

Se agité vigorosamente una mezcla de 3-cloro-6-vinil-piridazina (1 g, 7,09 mmol), paladio sobre carbono (10% en
peso, 200 mg) en acetato de etilo (14 ml) bajo una atmdsfera de hidrégeno a temperatura ambiente durante 4 horas.
Luego se filtr6 la mezcla a través de un lecho corto de celite, se concentro el filtrado sobre gel de silice y se purificd
mediante cromatografia en columna por desorcién subita (SiO2, hexano:acetato de etilo (90:10 a 50:50)),
obteniéndose 3-cloro-6-etilpiridazina en forma de un sélido blanco (627 g, rendimiento del 63%). RMN de N (CDCls)
51,27 (3H, 1), 2,93 (2H, ¢), 7,72 (1H, d), 7,83 (1H, d). EM m/z = 143 (M+H")".

Etapa 3: Sal clorhidrato de (4-etil-fenil)-hidrazina

A una solucién de 3-cloro-6-etil-piridazina (1,0 g, 7,01 mmol) en etanol (14 ml), se afiadié hidrazina monohidratada
(14 ml). Se agit6 la mezcla de reaccién a 80°C durante 18 h, antes de concentrar al vacio. Se dividi6 el residuo entre
salmuera y acetato de etilo. Se lavd la capa organica con salmuera (x 3), se sec6 sobre sulfato de sodio y se filtrd.
Se saturd la capa acuosa con cloruro sodico soélido y luego se extrajo con acetato de etilo (x 3). Se secaron las
capas organicas combinadas sobre sulfato de sodio y se filtraron. Se adsorbieron ambos filtrados sobre gel de silice
y se purificaron mediante cromatografia de desorcion subita sobre gel de silice con un gradiente de metanol al 0-
10%/diclorometano, proporcionando 476 mg de N-(4-etil-fenil)-N'-isopropiliden-hidrazina en forma de un sélido céreo
de color amarillo. Se disolvié el sélido (450 mg) en etanol (3 ml), y se afiadié6 HCI concentrado (2 ml). Se agit6 la
mezcla de reaccion a 80°C durante 48 h, antes de concentrar al vacio hasta la sequedad. Se trituré el sélido
resultante con dietiléter, se azeotropiz6 con tolueno y se sec6 al vacio, dando un sélido marrén que se usé en la
siguiente etapa sin mayor purificacion.

Etapa 4: 6-Etil-[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazina-3-tiol

Se suspendid el sélido marrén en etanol (3,8 ml) y se afadi6 KOH (425 mg, 7,59 mmol). Se purgd la cuba de
reaccion con nitrogeno y se afiadio disulfuro de carbono (1,2 ml, 20,24 mmol). Se agit6 la mezcla de reaccién a 80°C
durante 19 h, antes de concentrar al vacio. Se trat6 el residuo con NaOH acuoso 1N y se filtr6. Se trat6 el filtrado
con HCI acuoso 1N hasta un pH 2 y se extrajo con acetato de etilo (x 3). Se concentraron las capas organicas
combinadas al vacio, dando 258 mg de un sélido amarillo oscuro. Se triturd el sélido con acetato de etilo y hexano,
se filtr6 y se seco6 al vacio, dando 192 mg de 6-etil-[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazina-3-tiol en forma de un sdlido beis
(rendimiento del 42% de N-(4-etil-fenil)-N'-isopripiliden-hidrazina): RMN de 'y (DMSO-dg): 6 1,26 (t, 3H), 2,82 (c,
2H), 7,35 (d, 1H), 8,07 (d, 1H), 14,2 (s ancho, 1H); EM (m/z) 181 [M+H']".
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Ejemplo 20: 6-(6-Metil-[1,2,4]triazolo[4,3- b]pirazin-3-il-sulfanil)-3-(1 H-pirazol-4-il)-quinolina (Compuesto 59)

Se cargé un recipiente apto para microondas con 3-bromo-6-(6-metil-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil)-
quinolina (970 mg, 2,606 mmol), 4-(4,4,5,5-tetrametil-[1,3,2]dioxaborolan-2-il)-1-(2-trimetilsilanil-etoximetil)-1H-pirazol
(930 mg, 2,866 mmol) y diclorobis(trifenilfosfin)paladio (0) (92 mg, 0,13 mmol). Se afiadieron 1,4-Dioxano (1,0 ml) y
una solucion acuosa 2M de carbonato de sodio (5 ml). Se tapé el recipiente y se calentd bajo microondas a 130°C
durante 30 min. Se dividié la mezcla de reaccién entre agua y metanol al 10%/diclorometano. Se extrajo la capa
acuosa con metanol al 10%/diclorometano y se adsorbieron los organicos combinados sobre gel de silice. La
purificacién mediante cromatografia de desorcion subita sobre gel de silice con un gradiente de metanol al 0-
8%/diclorometano proporciond 1,073 g del producto de acoplamiento en bruto en forma de un aceite marrén claro.
Se trat6 el aceite con TFA (10 ml). Se agit6 la mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante 2 h, antes de
concentrarla al vacio. Se traté el residuo con NaOH acuoso 1N, y se filtré el precipitado, y se lavo consecutivamente
con agua y acetato de etilo. Se disolvié el solido amarillo resultante en metanol al 10%/diclorometano y se adsorbi6
sobre gel de silice. La purificacion mediante cromatografia de desorcion subita sobre gel de silice con un gradiente
de metanol al 0-10%/diclorometano proporcion6 41,7 mg de 6-(6-metil-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil)-3-(1H-
pirazol-4-il)-quinolina impura. La purificacion de 30 mg de material mediante CLAR desencadenada en pasa (CH3CN
al 5-95%/H,0, modificador de HCOOH al 0,1%) proporcion6 12 mg de 6-(6-metil-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-
sulfanil)-3-(1H-pirazol-4-il)-quinolina pura.

Ejemplo 21: 3-(1-Etil-1 H-pirazol-4-il)-6-(6-metil-[1,2,4]triazolo[4,3- b]pirazin-3-il-sulfanil)-quinoclina (Compuesto
66)

A un recipiente apto para microondas, se afiadieron 3-bromo-6-(6-metil-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil)-
quinolina (200 mg, 0,54 mmol), 1-etil-4-(4,4,5,5-tetrametil-[1,3,2]dioxaborolan-2-il)-1H-pirazol (149 mg, 0,67 mmol),
K2CO3 (186 mg, 1,34 mmol), 1,4-dioxano (7 ml) y agua (3,5 ml). Se desgasifico la solucién burbujeando nitrégeno
durante 10 min, y luego se afiadié diclorometano de Pd(dppf).Cl> (20 mg, 0,0269 mmol). Se cerro el recipiente apto
para microondas y se hizo reaccionar en un reactor de microondas a 120°C durante 20 min. Se enfrié el recipiente
de microondas y luego se extrajo la mezcla en diclorometano, y se lavd con agua. Se retiraron las sustancias
volatiles, y se adsorbi6 el residuo sobre gel de silice y se purific6 mediante cromatografia de desorcion subita (SiOa,
diclorometano:CH3zOH (100:0-80:20)), obteniéndose 3-(1-etil-1H-pirazol-4-il)-6-(6-metil-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-
il-sulfanil)-quinolina en forma de un aceite marrén (rendimiento del 7%).

Los siguientes compuestos se prepararon segun el Ejemplo 21: terc-butiléster de &acido 3-{4-[6-(6-metil-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazin-3-il-sulfanil)-quinolin-3-il]-pirazol-1-il}-azetidin-1-carboxilico, terc-butiléster de acido 3-{4-
[6-(6-metil-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil)-quinolin-3-il]-pirazol-1-ilmetil}-azetidin-1-carboxilico.

Ejemplo 22: 3-(1-Azetidin-3-il-1 H-pirazol-4-il)-6-(6-metil-[1,2,4]triazolo[4,3- b]pirazin-3-il-sulfanil)-quinolina
(Compuesto 62)

=
Sy NH

A terc-butiléster de acido 3-{4-[6-(6-metil-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil)-quinolin-3-il]-pirazol-1-il}-azetidin-1-
carboxilico (65 mg, 0,126 mmol), se afiadié 6 ml de TFA:diclorometano (1:1). Se dej6 reposar la mezcla durante 2
horas. Se eliminaron los volatiles mediante rotavaporizacion, y luego se afiadieron metanol (6 ml) y MP-carbonato
(500 mg, 3,18 mmol/g). Se filtr6 la resina y se eliminaron las sustancias volatiles al vacio, proporcionando 3-(1-
azetidin-3-il-1H-pirazol-4-il)-6-(6-metil-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil)-quinolina en forma de un  sélido
amarillo (rendimiento cuantitativo).
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Los siguientes compuestos se prepararon segun el Ejemplo 22: 3-(1-Azetidin-3-ilmetil-1H-pirazol-4-il)-6-(6-metil-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil)-quinolina, 3-(1-azetidin-3-il-1H-pirazol-4-il)-6-(6-etil-[1,2,4]triazolo[4,3-
b]pirazin-3-il-sulfanil)-quinolina, 3-(1-azetidin-3-ilmetil-1H-pirazol-4-il)-6-(6-etil-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil)-
quinolina.

Ejemplo 23: 3-[1-(1-Etil-azetidin-3-il)-1 H-pirazol-4-il]-6-(6-metil-[1,2,4]triazolo[4,3- b]pirazin-3-il-sulfanil)-
quinolina (Compuesto 61)

\N’NMCN“/CHS

A 3-(1-azetidin-3-il-1H-pirazol-4-il)-6-(6-metil-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil)-quinolina (63 mg, 0,152 mmol)
en diclorometano (3,0 ml), se afiadié acetaldehido (34 ul, 0,608 mmol). Se agitd la solucién a temperatura ambiente
durante 15 minutes y luego se afiadid triacetoxiborohidruro de sodio (80 mg, 0,380). Tras 1 hora, se diluyd la
solucion con diclorometano (3,0 ml) y se lavo con bicarbonato sédico (3,0 ml). A continuacién, se extrajo la capa
acuosa con diclorometano (3,0 ml). Se lavaron las capas de diclorometano combinadas con salmuera (6 ml), se
secaron sobre Na,SO, y se filtraron. Se concentré el filtrado al vacio sobre gel de silice y se purific6 mediante
cromatografia de desorcion slbita (SiOz, diclorometano:CH3OH:NHsOH, (95:4,995:0,005-80:19,98:0,02),
obteniéndose 23 mg de 3-[1-(1-etil-azetidin-3-il)-1H-pirazol-4-il]-6-(6-etil-[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil)-
quinolina (rendimiento del 34%).

Los siguientes compuestos se prepararon segun el Ejemplo 23: 3-[1-(1-metilazetidin-3-il)-1H-pirazol-4-il]-6-(6-metil-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil)-quinolina, 3-[1-(1-etil-azetidin-3-ilmetil)-1H-pirazol-4-il]-6-(6-metil-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil)-quinolina, 3-[1-(1-isopropil-azetidin-3-il)-1H-pirazol-4-il]-6-(6-metil-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]pirazin-3-il-sulfanil)-quinolina, 3-[1-(1-etil-azetidin-3-il)-1H-pirazol-4-il]-6-(6-etil-[1,2,4]triazolo[4,3-
b]pirazin-3-il-sulfanil)-quinolina.

En la Tabla I, se describen ademas la estructura, el nombre, y los datos fisicos y bioldgicos de los compuestos.

Tabla |
Compuestos Clso de c- Ensayo Estructura RMN de "H (500 EM
Met del de XTT MHZz) (m/z)
ensayo (GTL16) [M+HT
enzimatico Clso
1 [ [ N (DMSO-ds) &: 7,50 356
S ™ | (m, 2H), 7,55 (m,
N. & = 2H), 7,74 (dd, 1H),
Z N \N 7,93 (m, 2H), 7,99 (d,
. \N/ 1H), 8,05 (d, 1H),

8,1,5(d, 1H), 8,35

6-(6-Fenil-[1,2,4]triazolo[4,3-b] (dd, 1H), 8,57(d, 1H),
piridazin-3-il-sulfanil)-quinolina 8,89 (dd, 1H)
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(Continuacion)

Compuestos

Clso de c-Met

Ensayo de Estructura RMN de EM (m/z)
del ensayo | XTT (GTL16) 'H (500 MHz) [M+H™"
enzimatico Clso

2 1 (DMSO-ds) &: 346
7,42 (dd, 1H),
= N | 747751 (m,
s\ N—— N 3H), 7,84 (d,
~N|1H), 7,92-7,94
N N’\( N~ (m, 20), 7,98
N (d, 1H), 8,04
T "'N' (s, 1H), 8,48
(d, 1H)
6-Fenil-3-([1,2,4]triazolo[4,3-a] piridin-
6-il-sulfanil)-[1,2,4]triazolo [4,3-
b]piridazina
3 T (DMSO-de) &: 346
S,Q"“{“ 7,48 (dd, 1H),
i o N | 7,58 (m, 3H),
,N*N’\( N~ | 781, (d, 1H),
- N 8,04-8,07 (m,
xX~"N 3H), 8,54 (d,
1H), 9,02 (s,
1H), 9,25 (s,
1H)
3-(1H-Benzotriazol-5-il-sulfanil)-6-
fenil[1,2,4]triazolo-[4,3-b]piridazina
4 [ | N | (DMSO-de) &: 360
N= N Y | 3,95 (s, 3H),
_ 7,57 (dd, 1H),
HC-N_ /N\N;\( = | 774 (d, 1H),
N 7,82 (dd, 1H),
x TN 7,99 (s, 1H,),
8,01, (d, 1H),
6-[6-(1-Metil-1H-pirazol-4-il)- 8,1,7 (d, 1H),
[1,2,4]triazolo-[4,3-b]piridazin-3-i- | 8,24 (d, 1H),
sulfanil]quinolina 8,26 (s, 1H),
8,34 (dd, 1H),
8,86 (dd, 1H)

46




ES 2393 130 T3

(Continuacion)

Compuestos

Clso de c-Met
del ensayo
enzimatico

Ensayo de
XTT (GTL16)
Clso

Estructura

RMN de
'H (500 MHz)

EM (m/z)
[M+H'T"

6-[6-(3-Fluoro-fenil)-[1,2,4]
triazolo[4,3-b]piridazin-3-il-sulfanil]-
quinolina

(DMSO-de) &:
7,41, (dt, 1H),
7,54 (m, 2H),
7,70 (dt, 1H),
7,74 (dd, 1H,),
7,80 (d, 1H),
7,99 (d, 1H),
8,09 (d, 1H),
8,1,6 (d, 1H),
8,35 (dd, 1H),
8,61, (d, 1H),
8,89 (dd, 1H)

374

3-(Benzotiazol-6-il-sulfanil)-6-(3-
fluoro-fenil)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]
piridazina

(DMSO-dg) &:
7,42 (dt, 1H),
7,61 (m, 1H),
7,63 (dd, 1H),
7,75 (dt,
1H),7,83 (d,
1H,), 8,07 (d,
1H), 8,08 (d,
1H), 8,38 (d,
1H), 8,59 (d,
1H), 9,41, (s,
1H)

380

S’C =N
NN
_N N,\(N

\ )
6-(3-Fluoro-fenil)-3-
([1,2,4]triazolo[4,3-a]piridin-6-il-
sulfanil)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]
piridazina

(DMSO-dg) 3:
7,47 (m, 2H),
7,64 (m, 1H),
7,80 (d, 1H),
7,87 (dt,
1H),7,92(d,
1H), 8,09 (d,
1H),8,58(d,
1H), 9,02 (s,
1H), 9,23 (s,
1H)

364

HSCN N
NN L s
\3 " N \N CHJ

~N
3-(7-Metil-benzotiazol-6-il-sulfanil)-6-
1-metil-1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazina

{66%)

(DMSO-dg) &:
2,75 (s, 3H),
3,86 (s, 3H),
7,62 (d, 1H),
7,68 (d, 1H),
7,85 (d, 1H),
7,99 (s,
1H),8,33 (d,
1H), 8,39 (s,
1H), 9,39 (s,
1H)

380
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(Continuacion)

Compuestos

Clso de c-Met
del ensayo
enzimatico

Ensayo de
XTT (GTL16)
Clso

Estructura

RMN de
'H (500 MHz)

EM (m/z)
[M+H'T"

H
H;C

3C
N \ S’Q_P)‘\
N AN N,(\‘ $
P (34%)

3-(5-Metil-benzotiazol-6-il-sulfanil)-
6(1-metil-1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazina

(DMSO-dg) 3:
2,55 (s, 3H),
3,85 (s, 3H),
7,69 (d, 1H),
7,98 (m, 2H),
8,25 (s, 1H),
8,34 (d, 1H),
8,40 (s, 1H),
9,30 (s, 1H)

6-[6-(3-Fluoro-fenil)-[1,2,4]
triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-3-il-
sulfanil]-quinolina

(DMSO-dg) 3:
7,47 (dt, 1H),
7,56 (dd, 1H),
7,61 (dt, 1H),
7,79 (dd, 1H),
7,83 (dt, 1H),
7,89 (d, 1H),
7,99 (d, 1H),
8,17 (d, 1H),
8,33 (dd, 1H),
8,90 (dd, 1H),
9,48 (s, 1H)

375

10

F
N
SI ] /‘7
/N‘N"é-N
N
7-Fluoro-6-[6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo [4,3-b]piridazin-3-il-
sulfanil]-quinolina

(DMSO-de) &:
3,88 (s, 3H),
7,53 (dd, 1H),
7,78 (d, 1H),
7,91, (d, 1H),
7,99 (s,1H),
8,22 (d, 1H),
8,38 (dd, 1H),
8,40 (s, 1H),
8,45(d, 1H),
8,92 (dd, 1H)

378

11

O
N
HC.yy f ,Q’/\?
H N. =
F % N\ \.N
= N

2-Fluoro-N-metil-4-[3-(quinolin-6-il-
sulfanil)-(1,2,4)triazolo[4,3-b]
piridazin-6-illbenzamida

(CD;0D) b:
2,95 (s,3H),
7,56-7,59 (M,
1H), 7,70-7,72
(d, 1H), 7,81-
7,85 (m, 3H),
8,01, (d, 2H),
8,21, (d, 1H),
8,34 (d, 1H),
8,40(d, 1H),
8,86 (d, 1H)

431

48
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[M+H'T"

12

H;C N
N \ S V]
N\)\EN/NL/Q =N
N
s N

6-[6-(1-Metil-1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazin-3-il-
sulfanil]-quinazolina

(DMSO-dg) 6:
3,90 (s, 3H),
7,74 (d, 1H),
7,77 (dd, 1H),
7,95 (s, 1H),
7,97 (d, 1H),
8,20 (d, 1H),
8,38 (s, 1H),
8,41 (d, 1H),
8,84 (s ancho,
1H), 9,20 (d,
1H)

361

13

6-[6-(1-Metil-1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazin-3-il-
sulfanil]-5-nitro-quinolina

(DMSO-de) &:
3,85 (s, 3H),
7,44 (d, 1H),
7,81 (d, 1H),
7,82 (dd, 1H),
7,86 (s,1H),
8,1,0 (d, 1H),
8,38 (s, 1H),
8,52 (d, 1H),
8,53 (d, 1H),
9,05 (dd, 1H)

405

14

3-(Benzotiazol-6-il-sulfanil)-6-(1-metil-
1H-pirazol-4-il)-[1,2,4] triazolo[4,3-
b]piridazina

(DMSO-de) o:
3,91 (s, 3H),

7,63 (dd, 1H),
7,77 (d, 1H),

8,05-8,07 (m,

2H), 8,40-8,47
(m, 3H), 9,41

(s, 1H)

366

15

3-(5-Fluoro-benzotiazol-6-il-sulfanil)-
6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazina

(DMSO-dg) 6:
3,84 (s, 3H),
7,70 (d, 1H),
7,98 (s,
1H),8,03(d,
1H), 8,36-8,39
(m, 3H), 9,43
(s, 1H)

384

49
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16

7-Metil-6-[6-(1-metil)-1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo [4,3-b]piridazin-3-il-
sulfanil]-quinolina

(DMSO-de) &:
2,65 (s, 3H),
3,89 (s, 3H),
7,45 (dd, 1H),
7,75 (d, 1H),
7,97 (s,1H),
8,02 (s,1H),
8,04 (s, 1H),
8,27 (dd,
1H),8,43 (d,
1H), 8,44 (s,
1H), 8,85 (dd,
1H)

374

17

F

0
N
HiC S’Q/\)
H Ny ’iN =

F
e N

2-Fluoro-4-[3-(7-fluoro-quinolin-6-il-
sulfanil)-[1,2,4]triazolo[4,3-b]
piridazin-6-il]-N-metil-benzamida

(DMSO-dg) d:
2,79 (d, 3H),
7,54-7,57 (m,
1H), 7,72 (t,
1H), 7,81 (dd,
1H), 7,85 (dd,
1H), 7,93 (d,
1H), 8,1,2 (d,
1H), 8,29 (d,
1H), 8,39 (m,
2H), 8,63 (d,
1H), 8,93-8,95
(m, 1H)

449

18

H,C

o N\
§- [ : 7
/& ==

F ’N'N
A=

H!C‘

TZ

N

2-Fluoro-N-metil-4-[3-(7-metil-
quinolin-6-il-sulfanil)-[ 1,2,4]
triazolo[4,3-b]piridazin-6-il]
benzamida

(DMSO-dg) d:
2,64 (s, 3H),
2,79 (d, 3H),
7,46-7,49 (m,
1H), 7,74 (t,
1H), 7,82-7,85
(m, 1H), 7,87
(m, 1H), 8,00
(s, 1H), 8,08
(d, 1H), 8,1,1,
(s, 1H), 8,27
(m, 1H), 8,39
(m ancho, 1H),
8,60 (d, 1H),
8,87 (m, 1H)

445

50
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1,9

I(BaFs)

2-Fluoro-N-metil-4-[3-(3-metil-3H-
benzoimidazol-5-il-sulfanil)
[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazin-6-il]-
benzamida

(DMSO-de) d:
2,80 (d, 3H),
3,82 (s, 3H),
7,38 (dd, 1H),
7,65 (d, 1H),
7,78 (t, 1H),
7,86-7,89 (m,
1H), 7,94-7,97
(m, 2H), 8,08
(d, 1H), 8,24
(s, 1H)

434

20

I(BaFs)

2-Fluoro-4-[3-(5-fluoro-benzotiazol-6-
il-sulfanil)-[1,2,4]triazolo[4,3-
b]piridazin-6-il]-N-metil-benzamida

(DMSO-dg) d:
3,11 (d, 3H),
8,06 (t, 1H),
8,1,5-8,21 (m,
2H) 8,42 (s,
1H), 8,44 (s,
1H), 8,70-8,74
(m ancho, 1H),
8,77 (d, 1H),
8,92 (d, 1H),
9,83 (s, 1H)

455

21

| (BaFs)

_ /N\N,\{

NZ N

3-[3-(Quinolin-6-il-sulfanil)-[1,2,4]
triazolo[4,3-b]piridazin-6-il]-
benzonitrilo

(DMSO-dg) 3:
7,48 (dd, 1H),
7,65 (t, 1H),
7,68 (dd, 1H),
7,93 (d, 1H),
7,96 (dt, 1H),
8,08 (d, 1H),
8,1,2 (d, 1H),
8,1,8 (dt, 1H),
8,28 (dd, 1H),
8,33 (t, 1H),
8,58 (d, 1H),
8,83 (dd, 1H)

381

51
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22 I Il (BaFs) N | (DMSO-de) &: 387
S 3y 7,65 (dd, 1H),
_ N A g7 | 7,76 (t, 1H),
NZ N N 8,05 (dt, 1H),
N 8,08 (d, 1H),
8,1,5 (d, 1H),
3-[3-(Benzotiazol-6-il-sulfanil)- 8,28 (dt, 1H),
[1,2,4]triazolo[4,3-b] piridazin-6-ill- | 8,39(d, 1H),
benzonitrilo 8,44 (t, 1H),
8,64(d, 1H),
9,42 (s, 1H)

23 I I(BaFs3) E (DMSO-de) &: 399
7,48 (dd, 1H),

S 7,65 (t,
B NogA 1H),7,85(d,
N*Z . N 1H), 7,98 (dd,
~~"N 1H), 8,08 (d,
3-[3-(7-Fluoro-quinolin-6-il- 152)' 8.8 Egt'
sulfanil)-[1,2,4]triazolo[4,2-b] 1H) ’8 é2-8 3’6
piridazin-6-il]-benzonitrilo[4,3- (m’2|’-|) 8 158
b]piridazin-6-il]-benzonitrilo (d ! 1H) ' 8 ’86
(dd, 1H)

24 I H,C N i, | (OMSO-de) 3: 389
NN n S {2 2.1.8(s, 3H),
N Ny Nen, | 3926, 3H),
= N ¥ 16,46 (s ancho,
N 2H), 7,41 (d,
7-Metil-6-[6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)- | 1H), 7,53 (dd,
[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazin-3-il- | 1H), 7,73 (d,
sulfanil]-quinolin-2-ilamina i:; ;;g E(Sj
1H), 8,07 (s,
1H), 8,38 (d,
1H), 8,47 (s,

1H)

52
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25

3-(3-Metil-3H-benzoimidazol-5-il-
sulfanil)-6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazina

(DMSO-de) &:
3,81 (s, 3H),
3,92 (s, 3H),
7,39 (d, 1H),
7,41 (d, 1H),
7,63 (d, 1H),
7,74 (d, 1H),
7,96 (d, 1H),
8,1,1 (s, 1H),
8,23 (s, 1H),
8,39 (d, 1H),
8,51 (s, 1H)

363

26

N.

e

: CJ\N

S N

A =
N 0,

N CH

= 3

4-Metoxi-6-[6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo [4,3-b]piridazin-3-il-
sulfanil]-quinolina

(DMSO-dg) o:
3,90 (s, 3H),
4,02 (s, 3H),
7,06 (d, 1H),
7,76-7,78 (m,
2H), 7,91, (d,
1H), 8,05 (s,
1H) 8,32 (d,
1H), 8,43 (d,
1H), 8,46 (s,
1H), 8,73 (d,
1H)

390

27

4]

o
I N

N-6xido de 6-[6-(1-Metil-1H-pirazol-4-
i)-[1,2,4]triazolo[4,3,b]piridazin-3-il-
sulfanil]-quinolina

(DMSO-de) o:
3,89 (s, 3H),
7,47 (dd, 1H),
7,75 (dd, 1H),
7,81 (d, 1H),
7,87 (d, 1H),
8,00 (s, 1H),
8,16 (d, 1H),
8,44 (s, 1H),
8,46 (d, 1H),
8,49 (d, 1H),
8,55 (d, 1H)

376

53
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28

Metil-{6-{6-{1-metil-1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[ 4,3-b] piridazin-3-il-
sulfanillquinolin-4-il}-amina

(DMSO-dg) d:
2,96 (d, 3H),
3,98 (s, 3H),
6,48 (d, 1H),
7,60 (c ancho,
1H), 7,72 (dd,
1H), 7,80 (d,
1H), 7,83 (d,
1H), 8,54 (s,
1H), 8,60 (d,
1H)

389

29

H,C N
N S N
N N \ N. 4 —

“d \N N
N e,

Dimetil-{6-{6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-
triazolo[4,3-b] piridazin-3-il-sulfanil}-
quinolin-4-il}-amina

(DMSO-de) &:
2,96 (s, 6H),
3,98 (s, 3H),
6,95 (d, 1H),
7,79 (dd, 1H),
7,86 (d, 1H),
7,96 (d, 1H),
8,10 (s, 1H),
8,1,6(d, 1H),
8,53 (s, 1H),
8,54 (d, 1H),
8,65 (d, 1H)

403

30

H,C
N S‘Q—I;
N w

3-(3-Etil-3H-benzoitridazol-5-il-
sulfanil)-6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazina

(DMSO-dg)
5:1,27 (t, 3H),
3,86 (s, 3H),
4,20 (c, 2H),
7,31 (d, 1H),
7,57 (d, 1H),
7,68 (d, 1H),
7,97 (s, 1H),
8,03 (s, 1H),
8,24 (s, 1H),
8,33 (d, 1H),
8,47 (s, 1H)

377

54
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31

H,C

3-{3-(2-Metoxi-etil)-3H-

benzoimidazol-5-il-sulfanil]-6-{1-metil-

1H-pirazol-4-il}-[1,2,4]triazolo[4,3-
b]piridazina

(DMSO-de) &:
3,05 (s, 3H),
3,51 (t, 2H),
3,86 (s, 3H),
4,34 (t, 2H),
7,32 (dd, 1H),
7,57 (d, 1H),
7,68 (d, 1H),
7,94 (s,1H),
8,03 (s, 1H),
8,1,5(s, 1H),
8,33 (d, 1H),
8,45 (s, 1H)

407

32

HCOOH

Dimetil-(2-{6-{6-{1-metil-1H-pirazol-4-
i)-{1,2,4 ]Jtriazolo [4,3-b]piridazin-3-il-
sulfanil]-benzoimidazol-1-il}-etil]-
amina, sal acido formiCo

(DMSO-dg) 6:
2,06 (s, 6H),
2,52 (t, 2H),
3,93 (s, 3H),
4,30 (t, 2H),
7,38 (dd, 1H),
7,63 (d, 1H),
7,75 (d, 1H),
7,97(d, 1H),
8,10 (s, 1H),
8,20 (s ancho,
1H), 8,25 (s,
1H), 8,40 (d,
1H), 8,52 (s,
1H)

420

33

H,C N
N S /B
N \ \ ’N\ N ’i —

N NH,
>~ N  salTFA
6-{8-(1-Metil-1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[4,3 -b]piridazin-3-il-
sulfanil]-quinolin-3-ilamina, sal acido
triacético

(DMSO-dg) 6:
3,89 (s, 3H),
7,30 (sa, 1H),
7,35 (dd, 1H),
7,75 (d, 1H),
7,82 (d, 1H),
7,87 (d, 1H),
8,02 (s, 1H),
8,4 (dd, 3H)

375

55
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34

N

N\

e

H,N

Sal TFA

6-[6-(1-Metil-1H-pirazol-4-il}-
[1,2,4]triazolo{4,3-b]piridazin-3-il-
sulfonil]-quinolin-4-ilamina, sal acido
trifluoroacético

(DMSO-de) &:
3,90 (s, 3H),
6,76 (d, 1H),
7,78 (d, 1H),
7,83(d, 1H),
7,95 (dd, 1H),
8,01 (s, 1H),
8,41, (t, 1H),
8,47 (d,2H),
8,62 (d, 1H),
9,04 (d, 2H)

375

35

HyC N
% rN‘N’& = NJ(O

N N
S N 4\
Terc-butiléster de acido {6-[6-(1-metil-
1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo[4,3-
b]piridazin-3-il-sulfanil]-quinolin-3-il}-
carbamico

(DMSO-de)
8:1,50 (s, 9H),
3,89 (s, 3H),
7,52 (dd, 1H),
7,78 (d, 1H),
7,86 (d, 1H),
8,01 (d, 2H),
8,45 (m, 3H),
8,79 (d, 1H),
9,95(sa, 1H)

475

36

HN
-0,
/e

o /<

Terc-butiléster de acido {6-[6-{1-metil-

1H-pirazol-4-il)-[1,2,4]triazolo{4, 3-

b}piridazin-3-il-sulfanil}-quinolin-4-

ilfjcarbamico

(DMSO-de) &:
1,52 (s, 9H),
3,88 (s, 3H),
7,76 (d, 1H),
7,78 (d, 1H),
7,95 (d, 1H),
8,01 (s, 1H),
8,08 (d, 1H),
8,44 (s, 1H),
8,46 (d, 1H),
8,76 (s, 1H),
8,81 (d, 1H),
1,0,21 (s, 1H)

475

37

6-(6-Metil-[1,2,4]triazolo[4,3-
b]piridazin-3-il-sulfanil)-quinolina

(DMSO-dg) 3:
2,53 (s, 3H),
7,39 (d, 1H),
7,55 (dd, 1H),
7,65 (dd, 1H),
7,98 (d, 1H),
8,00 (d, 1H),
8,32 (dd, 1H),
8,39 (d, 1H),
8,89 (d, 1H)

294

56
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38

H,C N
N Q‘SQJ
N ==
N A

N
N

6-(6-(1-Metil-1H-pirazol-4-il)-
{1,2,4}triazolo[4,3-b]piridazina-3-
sulfinil]-quinolina

—

(DMSO-de) &:
3,86 (s, 3H),
7,62 (dd, 1H),
7,79 (d, 1H),
7,99 (s, 1H),
8,00 (dd, 1H),
8,1,1 (d, 1H),
8,43 (s, 1H),
8,44(d, 1H),
8,63 (dd, 1H),
8,71, (d, 1H),
8,96 (dd, 1H)

376

39

6-{6-(1H-Piridazin-4-il)-[1,2,4]
triazolo[4,3-b]piridazin-3-il-sulfanil]-
quinolina

(DMSO-de) &:
7,55 (1H, d),
7,75 (1H, dd),
7,83 (1H, d),
7,98 (1H, d),
8,01, (1H, s),
8,1,6 (1H, d),
8,35 (1H, d),
8,46 (1H, d),
8,47 (1H, s),
8,90 (1H, dd),
1,340 (1H, sa)

346

40

3-{1-Metil-1H-pirazol-4-il)-6-{6-(1-
metil-1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazin-3 -il-
sulfanil)-quinolina

(DMSO-de) &:
3,88 (s, 3H),
3,90 (s, 3H),
7,67 (dd, 1H),
7,80 (d, 1H),
7,95 (m, 2H),
8,03 (s, 1H),
8,06 (s, 1H),
8,37 (s, 1H),
8,43 (d, 1H),
8,45 (s, 1H),
8,48 (d, 1H),
9,1,7(d, 1H)

440

57
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41

3-(1-Metil-1H-pirazol-4-il)-6-metil-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazin-3-il-
sulfanil}quinolina

(DMSO-de) &:
2,47 (s, 3H),
3,83 (s, 3H),
7,33 (d, 1H),
7,51, (dd, 1H),
7,74 (d, 1H),
7,87 (d, 1H),
7,99 (s,1H),
8,31 (s,1H),
8,33 (m, 2H),
9,1,0 (d, 1H)

374

42

COOH

Acido {4-[6-{6-metil-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazin-3-il-
sulfanil)-quinolin-3-il]pirazol-1-
)acético

(DMSO-dg) o:
2,47 (s, 3H),
4,90 (s, 2H),
7,33 (d, 1H),
7,52 (dd, 1H),
7,76 (d, 1H),
7,88 (d, 1H),
8,03 (s, 1H),
8,33 (m, 2H),
8,37 (d, 1H),
9,1,1, (d, 1H),
1,6,0 (s, 1H)

418

43

N
2

s\ Y
N.

,( —

R\

T T
N
3-Bromo-6-(6-metil-[1,2,4]triazolo

[4,3-b]piridazin-3-il-sulfanil)-quinolina

H,C

(DMSO-dg) o:
2,53 (s, 3H),
7,41 (d, 1H),
7,70 (dd, 1H),
7,87 (d, 1H),
7,99 (d, 1H),
8,41 (d, 1H),
8,66 (d, 1H),
8,93 (d, 1H)

372,374

44

N ~~o
N
N/
6-(6-Metil-[1,2,4]triazolo[34,3-
b]piridazin-3-il-sulfanil)-3-[1-(2-
morfolin-4-il-etil)-1H-pirazol-4-il]-
quinolina

(DMSO-de) &:
2,35 (m, 4H),
2,46 (s, 3H),
2,68 (t, 2H),
3,48 (t, 4H),
4,20 (t, 2H),
7,33 (d, 1H),
7,52 (dd, 1H),
7,75 (d, 1H),
7,87 (d, 1H),
8,01 (s, 1H),
8,33 (m, 2H),
8,37 (s, 1H),
9,1,0 (d, 1H)

473

58




ES 2393 130 T3

(Continuacion)

Compuestos

Clso de c-Met
del ensayo
enzimatico

Ensayo de
XTT (GTL16)
Clso

Estructura

RMN de
'H (500 MHz)

EM (m/z)
[M+H'T"

45

Acido 2-metil-2-{4-[6-(6-metil-[1,2,4]
triazolo[4,3-b]piridazin-3-il-sulfanil)-
quinolin-3-il]-pirazol-1-il}-propiénico

(DMSO-dg) 3:
1,70 (s, 6H),
2,44 (s, 3H),
7,33 (d, 1H),
7,52 (dd, 1H),
7,69 (d, 1H),
7,88 (d, 1H),
8,03 (s, 1H),
8,34 (d, 1H),
8,38 (d, 1H),
8,54 (s, 1H),
9,17 (d, 1H)

446

46

6-(1-Metil)-1H-pirazol-4-il)-3-[5-(1-
metil-1H-pirazol-4-il)-1H-pirrolo[2,3-
b]piridin-3-il-sulfanil]-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazina

(DMSO-dg) &:
3,85 (3H, s),
3,92 (3H, s),
7,73 (1H, d),
7,88 (1H, d),
8,08 (1H, d),
8,1,4 (1H, d),
8,1,6 (1H, s),
8,1,9 (1H, s),
8,34 (1H, d),
8,53 (1H, s),
8,56 (1H, d),
12,26 (1H, s)

429

47

H SQJ
HJC-N ’N‘NfﬁN
%

N
A
) S
=N N
o
HyC
Metil-{3-[4-(4-metil-4H-[1,2,4]triazol-3-
il-sulfanil)-quinolin-6-il-sulfanil]-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazin-6-il}-
amina

+
—

N

H S
CH;
N

P N.
S
\D)

N'N

Metil-{3-[6-(4-metil-4H-[1,2,4] triazol-
3-il-sulfanil)quinolin-4-il-sulfanil]-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazin-6-
illamina

(DMSO-dg) 3:
2,45 (d, 3H),
2,59 (d, 3H),
3,51, (s, 3H),
3,55 (s, 3H),
6,73 (d, 1H),
6,79 (m, 2H),
7,00 (d, 1H),
7,48 (c, 2H),
7,55 (dd, 1H),
7,66 (dd, 1H),
7,93-7,98 (m,
4H), 8,04 (d,
1H), 8,1,0 (d,
1H), 8,59 (m,
2H), 8,74 (s,
1H), 8,83 (s,
1H)

422

59
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Compuestos

Clso de c-Met
del ensayo
enzimatico

Ensayo de
XTT (GTL16)
Clso

Estructura

RMN de
'H (500 MHz)

EM (m/z)
[M+H'T"

48

v

N S
}:N
. N
HJC N =
H

4,6-{6-Metilamino-[1,2,4]triazolo [4,3-
b]piridazin-3-il-sulfanil}-quinolina

(DMSO-dg) 3:
2,58 (d, 3H),
2,75 (d, 3H),
6,94 (m, 2H),
7,08 (d, 1H),
7,61 (m, 2H),
7,79 (dd, 1H),
8,1,0 (m, 3H),
8,39 (s, 1H),
8,72 (d, 1H)

488

49

Metil-{3-[5-'(1-metil-1H-pirazol-4-il)-
quinolin-6-il-sulfanil]-[1,2,4]
triazolo[4,3-b]piridazin-6-il}amina

(DMSO-dg) &:
2,56 (d, 3H),
3,99 (s, 3H),
6,82 (d, 1H),
7,21, (d, 1H),
7,46 (q, 1H),
7,52 (dd, 1H),
7,67 (s,1H),
7,85 (d, 1H),
7,98 (d, 1H),
8,04 (s, 1H),
8,09 (dd, 1H),
8,87 (dd, 1H)

389

50

2-{6-[8-(1-Metil-1H-pirazol-4-il)-[1,2,
4]triazolo[4,3-b]piridin-3-il-sulfanil]-
quinolin-4-iloxi}-etanol

(DMSO-dg) 3:
3,86 (c, 2H),
3,91, (s, 3H),
4,26 (t, 2H),

5,1,2 (t, 1H),
7,06 (d, 1H),
7,72 (dd, 1H),
7,77 (d, 1H),
7,89 (d, 1H),
8,06 (s, 1H),
8,43 (s,1H),

8,46 (s,1H),

8,51, (d, 1H),
8,72 (d, 1H)

420

60
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Compuestos

Clso de c-Met
del ensayo
enzimatico

Ensayo de
XTT (GTL16)
Clso

Estructura

RMN de
'H (500 MHz)

EM (m/z)
[M+H'T"

51

HyC. N

i
S ""N

7-Fluoro-6-(6-metil-[1,2,4]triazolo
[4,3-b]piridazin-3-il-sulfanil)-quinolina

(DMSO-dg) 3:
2,53 (s, 3H),
7,38 (d, 1H),
7,54 (dd, 1H),
7,92 (d, 1H),
8,03 (d, 1H),
8,34 (dd, 1H),
8,38 (d, 1H),
8,93 (dd, 1H)

312

52

s N-
N CH;,

7-Fluoro-3-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-6-
(6-metil-[1,2,4]triazolo [4,3-
b]piridazin-3-il-sulfanil)-quinolina

(DMSO-de) &:
2,54 (s, 3H),
3,89 (s, 3H),
7,41 (d, 1H),
7,79(d, 1H),
7,89 (d, 1H),
8,03 (s, 1H),
8,35 (s, 1H),
8,41 (d, 1H),
8,43 (d, 1H),
9,20 (d, 1H)

392

53

1
N-N,
CH;

6-Metil-3-{5-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-
1H-pirrolo[2,3-b] piridin-3-il-sulfanil }-
[1,2,4]triazolo [4,3-b]piridazina

(DMSO-dg) 3:
2,57 (3H, s),
3,86 (3H, s),
7,28 (1H, d),
7,90 (1H, d),
8,00 (1H, d),
8,1,4 (1H, d),
8,20 (1H, s),
8,21, (1H, d),
8,56 (1H, d),
12,27 (1H, s)

363

54

H)C. N

/( —
=N
3-Metil-6-(6-metil-[1,2,4] triazolo[4,3 -
b]piridazin-3-il-sulfanil)quinolina

(DMSO-dg) 3:
2,45 (s, 3H),
2,53 (s, 3H),
7,39 (d, 1H),
7,57 (dd, 1H),
7,88 (d, 1H),
7,93(d, 1H),
8,07 (s, 1H),
8,38 (d, 1H),
8,76 (d, 1H)

308

61
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Compuestos

Clso de c-Met
del ensayo
enzimatico

Ensayo de
XTT (GTL16)
Clso

Estructura

RMN de
'H (500 MHz)

EM (m/z)
[M+H'T"

55

5-Fluoro-6-[6-(1-metil-1H-pirazol-4 -
i)-[1,2,4]triazolo [4,3-b]piridazin-3-il
sulfanil]-quinolina

(DMSO-de) &:
3,83 (s, 3H),
7,62 (dd, 1H),
7,65 (t, 1H),
7,69 (d, 1H),
7,79 (d, 1H),
7,92 (s,1H),
8,36 (s, 1H),
8,37 (d, 1H),
8,48 (d, 1H),
8,94 (dd, 1H)

378

56

~  N-
 V-CHy

5-Fluoro-3-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-6-
(6-metil-[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazin-
3-il-sulfanil)-quinolina

(DMSO-dg) o:
2,45 (s, 3H),
3,85 (s, 3H),
7,31, (d, 1H),
7,41, (dd, 1H),
7,73 (d, 1H),
8,1,6(s, 1H),
8,30 (d, 1H),
8,46 (s,1H),
8,50 (d, 1H),
9,22 (d, 1H)

392

57

6 -(6-Metil-1,2,4 Jtriazolo[4,3-b]
piridazin-3-il-sulfanil)-4-(4-metil-4H-
[1,2,4]triazolo-3-il-sulfanil)quinolina

(DMSO-dg) 5:
2,56 (s, 3H),
3,59 (s, 3H),
6,85 (d, 1H),
7,41 (d, 1H),
7,73 (dd, 1H),
8,03 (d, 1H),
8,1,9 (d, 1H),
8,40 (d, 1H),
8,68 (d, 1H),
8,89 (s, 1H)

407

58

- ~ N-
S N N CH]

6-(6-Metil-[1,2,4]triazolo[4,3-b]
piridazin-3-il-sulfanil)-4)-3-(1-metil-
1H-pirazol-4-il)-quinolina

(DMSO-d6) 8:
0,98 (t, 3H),
2,67 (m, 2H),
3,71, (s, 3H),
7,26 (d, 1H),
7,42 (m, 1H),
7,68 (d, 1H),
7,76(d, 1H),
7,88 (s, 1H),
8,1,9(s, 1H),
8,23 (m, 2H),
8,99 (d, 1H)

388

62
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Compuestos

Clso de c-Met
del ensayo
enzimatico

Ensayo de
XTT (GTL16)
Clso

Estructura

RMN de
'H (500 MHz)

EM (m/z)
[M+H'T"

59

6-(6-Metil-[1,2,4]triazolo[4,3-b]
piridazin-3-il-sulfanil)-3-(1H-pirazol-4-
il)-quinolina

(DMSO-d6) 8:

2,35 (s, 3H),
7,32 (d, 1H),
7,41 (m, 1H),
7,62 (d, 1H),
7,77 (d, 1H),
7,95 (s,1H),
8,23 (d, 1H),
8,27 (m, 2H),
9,05 (d, 1H)

360

60

4-Etil-6-[6-metil-1H-pirazol-4-il)-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazin-3-il-
sulfanil]-quinolina

(DMSO-d6) 8:
1,21 (t, 3H),
3,03 (c, 2H),
3,89 (s, 3H),
7,40 (d, 1H),

7,69 (dd, 1H),
7,78 (d, 1H),
7,96 (d, 1H),
8,01, (s, 1H),
8,28 (d, 1H),
8,45 (m, 2H),
8,78 (d, 1H)

388

61

NN

3-[1-(1-Etil-azetidin-3-il)-1H-pirazol-4-
il]-6-(6-metil-[1,2,4]triazolo[4,3-b]
piridazin-3-il-sulfanil)-quinolina

(DMSO-d6) 8:
2,53 (s, 3H),
3,35 (m, 2H),
3,71, (m, 2H),
4,99 (m, 1H),
5,71 (s, 2H),

7,39 (d, 1H),
7,59 (dd, 1H),
7,78 (d, 1H),
7,94 (d, 1H),
8,1,4 (s, 1H),
8,41 (d, 1H),
8,43 (1H,d),

8,60 (1H, s),

9,19 (1H, d)

443

63
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Compuestos

Clso de c-Met
del ensayo
enzimatico

Ensayo de
XTT (GTL16)
Clso

Estructura

RMN de
'H (500 MHz)

EM (m/z)
[M+H'T"

62

N
N
3-(1-Azetidin-3-il-1H-pirazol-4-il)-6-(6-

metil-[1,2,4]triazolo[4,3-b] piridazin-3-
il-sulfanil)-quinolina

(DMSO-d6) 8:
2,50 (s, 3H),
3,84 (m, 2H),
3,98 (m, 2H),
5,23 (quint,
1H), 7,40 (d,
1H), 7,61, (dd,
1H), 7,81, (d,
1H), 7,95 (d,
1H), 8,1,8 (s,
1H), 8,40 (d,
1H), 8,44 (d,
1H), 8,59 (s,
1H), 9,20 (d,
1H)

415

63

. N
N ON—-
3-[1-(1-Metil-azedin-3-il)-1H-pirazol-4-|

il)-6-(6-metil-[1,2,4]triazolo[4,3-b]
piridazin-3-il-sulfanil)-quinolina

(DMSO-dg) d:
2,34 (s, 3H),
2,53 (s, 3H),
3,41, (m, 2H),
3,72 (m, 2H),
4,98 (quint,
1H), 7,40 (d,
1H), 7,60 (dd,
1H), 7,79 (d,
1H), 7,95 (d,
1H), 8,1,5 (s,
1H), 8,40 (d,
1H), 8,44 (d,
1H), 8,60 (s,
1H), 9,20 (d,
1H)

429

64

\N NY\N107L
(o]

Terc-butiléster de acido 3-{4-[6-(6-
metil-[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazin-3-
il-sulfanil)-quinolin-3-il]-pirazol-1-il}-
azetidin-1-carboxilico

(DMSO-dg) d:
1,42 (s, 9H),
2,54 (s, 3H),
4,1,7(ma, 2H),
4,34 (ma, 2H),
5,26 (m, 1H)
7,40 (d, 1H),
7,60 (dd, 1H),
7,80 (d, 1H),
7,95 (d, 1H),
8,22 (s, 1H),
8,40 (d, 1H),
8,45 (d, 1H),
8,63 (s, 1H),
9,21, (1H, d)

515

64
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Compuestos

Clso de c-Met
del ensayo
enzimatico

Ensayo de
XTT (GTL16)
Clso

Estructura

RMN de
'H (500 MHz)

EM (m/z)
[M+H'T"

65

=% NTTO
W
Terc-butiléster de acido 3-{4-[6-(6-
metil-[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazin-3-

il-sulfanil)-quinolin-3-il]-pirazol-1-
ilmetil}-azetidin-1-carboxilico

(DMSO-dg) d:
1,35 (s, 9H),
2,52 (s, 3H),
3,00 (m, 1H),
3,70 (ma, 2H),
3,90 (ma, 2H),
4,37 (d, 2H),
7,39 (d, 1H),
7,60 (dd, 1H),
7,80 (d, 1H),
7,94 (d, 1H),
8,1,0 (s, 1H),
8,39 (d, 1H),
8,40 (s, 1H),
9,1,6 (d, 1H)

529

66

3-(1-Etil-1H-pirazol-4-il)-6-(6-metil-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazin-3-il-
sulfanil)-quinolina

(DMSO-de) &:
1,42 (t, 3H),
2,53 (s, 3H),
4,1,8 (c, 2H),
7,39 (d, 1H),
7,58 (dd, 1H),
7,79(d, 1H),
7,93 (d, 1H),
8,07 (s,1H),
8,38 (d, 1H),
3,39 (s, 1H),
8,43 (s,1H),
9,1,7 (d, 1H)

388

67

N
N

i
\;Nﬁ

3-[1-(1-Etil-azetidin-3-ilmetil)-1H-
pirazol-4-il]-6-(6-metil-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazin-3-il-
sulfanil)-quinolina

SN/
N —

(DMSO-dg) 3:
0,84 (t, 3H),
2,37 (c, 2H),
2,52 (s, 3H),
2,81, (m, 1H),
2,93-3,00 (m,
2H), 3,1,9-3,25
(m, 2H), 4,32
(d, 2H), 7,40
(d, 1H), 7,59
(dd, 1H),
7,79(d, 1H),
7,93 (d, 1H),
8,07 (d, 1H),
8,38-8,43 (m,
3H), 9,1,7 (d,
1H)

457

65
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Compuestos

Clso de c-Met
del ensayo
enzimatico

Ensayo de
XTT (GTL16)
Clso

Estructura

'H (500 MHz)

RMN de

EM (m/z)
[M+H'T"

68

AN \N N—c}{j

Metil-[3-[3-(1-metil-1H-pirazolo-4-il)-
quinolin-6-il-sulfanil]-
[1,2,4]triazolo[4,3-b]piridazin-6-
illamina

(CD;0D) &:
2,72 (s,3H),
3,96 (s,3H),
6,83 (d, 1H),
7,65 (m, 1H),
7,81, (d, 1H),
7,92 (d, 1H),
7,95 (d, 1H),
8,02 (s,
1H),8,1,9(s,
1H), 8,35 (s,
1H), 9,06 (d,
1H)

389

69

N N\C\N\(

3-[1-(1-Isopropil-azetidin-3-il)-1H-
pirazolo-4-il]-6-(6-metil-
[1,2,4]triazolo[4,3-b] piridazin-3-il-
sulfanil)-quinolina

(DMSO-dg) d:
0,91, (d, 6H),
2,44 (m, 1H),
2,54 (s,3H),

3,36 (m, 2H),
3,69 (m, 2H),
4,94 (quintet,
1H), 7,40 (d,
1H), 7,60 (dd,
1H), 7,79 (d,
1H), 7,95 (d,
1H), 8,1,5 (s,
1H), 8,40 (d,
1H), 8,44 (d,
1H), 8,61, (s,
1H), 9,21, (d,

1H)

457

70

>N
NN
3-{1-(1-Etil-azetidin-3-il)-1H-pirazol 4-

il-6-(6-etil-[1,2,4] triazolo[4,3-
b]piridazin-3-il-sulfanil)-quinolina

(DMSO-dg) 6:
0,86 (t, 3H),
1,09 (t, 3H),
2,77 (c, 2H),
bajo pico de

DMSO (c, 2H),
bajo pico de
H20 (m, 2H),
3,63 (m, 3),
4,93 (quint,
1H), 7,37 (d,
1H), 7,54 (dd,
1H), 7,78(d,
1H), 7,88 (d,
1H), 8,08 (s,
1H), 8,34 (d,
1H), 8,38(d,
1H), 8,54 (s,
1H), 9,1,4 (d,

1H)

457

66
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Compuestos | Clso de c-Met Ensayo de Estructura RMN de EM (m/z)
del ensayo | XTT (GTL16) 'H (500 MHz) [M+H™"
enzimatico Clso

71 S 429
N
X As N
N =
>, N
N \CNH
3-(-Azetidin-3-il-1H-pirazol-4-il)-6-(6-
etil-[1,2,4]triazolo[4,3-b] piridazin-3-il-
sulfanil)-quinolina
72 443
3-(1-Azetidin-3-ilmetil-1H-pirazol-4-il)-
6 -(6-etil-[1,2,4] triazolo[4,3-
b]piridazin-3-il-sulfanil)-quinolina
En la que:
| Clsp < 1,00nM;
Il 1,00nM < Clsg < 1uM;
11 1mM < Clsp < 1,0uM; y
\ Clso >10uM

Ejemplo 24: Ensayos in vitro

Para analizar las actividades inhibidoras de los compuestos y de las composiciones de la presente revelacion, se
pueden usar los ensayos con quinasas conocidos por los expertos en la técnica. Los ensayos de quinasas incluyen,
pero sin limitacion, los siguientes ejemplos.

Los datos de rastreo se evaluaron con la ecuacién: Z'=1-[3*(0++0.)/|u+-p-|] (Zhang, et al., 1,999, J Biomol Screening
4(2) 67-73), en la que p indica la media y g, la desviacion estandar. El subindice indica los controles positivo o
negativo. La puntuacion Z' para un analisis de rastreo potente deberia ser = 0,50. El umbral tipico = p+-3*0..
Cualquier valor por debajo del umbral se considera un “éxito”. La respuesta a la dosis se analizé con la ecuacién: y =
min+ {(max-min)/(1 + 10[©PUes19C01 en Ja que y es la pendiente inicial observada; max = la pendiente en
ausencia de inhibidor; min = la pendiente a un inhibidor infinito y Clso es la concentracién de compuesto que
corresponde a 1/2 de la amplitud total observada (amplitud = max-min).

Ensayo enzimatico basado en la luminiscencia de MET

Materiales: Sustrato Poly Glu-Tyr (4:1) (Sigma N.° de cat. P-0275), ATP (Sigma N.° de cat. A-3377, FW = 551),
tampon de HEPES, pH 7,5, albimina de suero bovino (ASB) (Roche 92423420), MgCl,, Estaurosporina
(Streptomyces sp. Sigma N.° de cat. 85660-1MG), placa blanca de fondo plano de 384 pocillos Costar (VWR N.° de
cat.29444-088). Quinasa MET (véase mas adelante), Kinase-Glo™ (Promega N.° de cat. V6712).

Solucion madre: 1,0 mg/ml de poly Glu-Tyr en agua, almacenado a -20°C; tampén HEPES 100mM, pH 7,5 (5 ml de
solucion madre 1M + 45 ml de miliQH20); ATP 10mM (5,51 mg/ml en H,Od) almacenado a -2°C (50 pl diluidos en un
total de 10 ml de miliQH20 al dia = solucién madre de trabajo de ATP 50uM); ASB al 1% (1 g de BSA en 100 ml
HEPES 0,1M, pH 7,5, almacenada a -20°C), MgCl, 100mM; Estaurosporina 200uM, 2 x reactivo Kinase-Glo™
(recién preparado o almacenado a -20°C).

Configuracion del ensayo estandar para el formato de 384 pocillos (20 ul de reaccion de quinasa, 40 pl de reaccién

de deteccion): MgCl, 10mM; 0,3 mg/ml de poly Glu-Tyr; ABS al 0,1%; 1 ul de compuesto de prueba (en DMSO); 0,4
pwg/ml de quinasa MET; ATP 10uM; tampon HEPES 100Mm. Los controles positivos contenian DMSO sin compuesto
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de prueba. Los controles divergentes contenian estaurosporina 10uM,. La reaccién de la quinasa se inicié en el
punto temporal t = 0 mediante la adicion de ATP . Se incubaron las reacciones de las quinasas a 21°C durante 60
min, luego se afiadieron 20 ul de reactivo Kinase-Glo™ a cada pocillo para detener la reaccién de la quinasa e iniciar
la reaccion de luminiscencia. Tras una incubaciéon de 20 min, a 21°C, se detectd luminiscencia en un luminémetro de
lectura de placas.

La purificacion de Met:

Se volvieron a suspender nédulos celulares producidos a partir de la mitad de un cultivo de células de insecto Sf9 de
12 | que expresaba el dominio quinasa de Met humana en un tampoén que contenia Tris-HCI 50mM, pH 7,7, y NaCl
250mM, en un volumen de aproximadamente 40 ml por cada litro de cultivo original. Se afiadié un comprimido de
céctel de inhibidores de proteasa libres de EDTA completo de Roche (n.° de cat. 1873580) por cada litro de cultivo
original. Se agit6 la suspension durante 1 h a 4°C. Se retiraron los restos celulares mediante centrifugacién durante
30 min a 39.800 xg a 4°C. Se decant6 el sobrenadante en un vaso de precipitados de 500 ml y se afiadieron 10 ml
de suspension al 50% de agarosa de Ni-NTA Qiagen (N.° de cat. 30250) previamente equilibrada en Tris-HCI 50mM,
pH 7,8, NaCl 50mM, glicerol al 10%, imidazol 10mM y metionina 10mM, y se agité durante 30 minutos a 4°C. A
continuacion, se vertié la muestra en una columna de goteo a 4°C y se lavé con 10 volimenes de columna de Tris-
HCI 50mM, pH 7,8, NaCl 500mM, glicerol al 10%, imidazol 10mM y metionina 10mM. Se eluyé la proteina con un
gradiente por etapas con dos volimenes de columna cada uno con el mismo tampén que contenia imidazol 50mM,
200mM y 500mM, secuencialmente. Se escindi6 el marcador de histidina x 6 durante una noche usando 40 unidades
de proteasa de TEV (Invitrogen n.° de cat. 10127017) por cada mg de proteina, mientras se sometia a didlisis en
Tris-HCI 50mM, pH 7,8, NaCl 500mM, glicerol al 10%, imidazol 10mM y metionina 10mM a 4°C. Se retiré el
marcador de histidina x6 haciendo pasar la muestra sobre una columna IMAC de 5 ml Pharmacia (n.° de cat. 17-
0409-01) cargada con niquel y equilibrada con Tris-HCI 50mM, pH 7,8, NaCl 500mM, glicerol al 10%, imidazol
10mM y metionina 10mM. La proteina escindida se uni6 a la columna de niquel a una baja afinidad, y se eluy6 con
el gradiente por etapas. El gradiente por etapas se efectué con el 15% y luego el 80% del lado B (lado A = Tris-HCI
50mM, pH 7,8, NaCl 500mM, glicerol al 10%, imidazol 10mM y metionina 10mM; lado B = Tris-HCI 50mM, pH 7,8,
NaCl 500mM, glicerol al 10%, imidazol 500mM y metionina 10mM) para 4 volumenes de columna cada vez. La
proteina Met se eluyd en la primera etapa (15%), mientras que la Met no escindida y el marcador de histidina
escindido se eluyeron en el 80% de las fracciones. Se mezcld el 15% de las fracciones cuando un analisis de
electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS confirmé la presencia de Met escindida; se realizd otra purificacion
mediante cromatografia en filtracion en un Superdex 200 16/60 HiLoad de Amersham Biosciences de calidad prep.
(n.° de cat. 17-1069-01) equilibrado en Tris-HCI 50mM, pH 7,8, NaCl 150mM, glicerol al 10% y DTT 5mM. . Se
combinaron las fracciones mas limpias y se concentraron hasta ~10,4 mg/ml mediante centrifugaciéon en una unidad
de filtracién centrifuga MWCO de 10.000 Da Ultra-15 de Amicon (n.° de cat. UFC901024).

Perfil de quinasas SelectScreen™ (Invitrogen Corp.)

SelectScreen™ es la marca comercial del protocolo de ensayos de rastreo para quinasas desarrollado por Invitrogen
Corporation, Madison, Wis. En la pagina web de la compafiia, se puede encontrar la informacion sobre las
condiciones del ensayo.

La Tabla Il resume el % de inhibicion de los compuestos 4 y 41 contra un grupo de cinasas a una concentracion
1uM.

Tabla Il
% de inhibicién a 1uM
Quinasa analizada
Compuesto 4 | Compuesto 41

ABL1 T315I 11 47
ABL1 Y253F 20 30
AKT1 (PKB alfa) 5 -1
ALK -10 23
AURKA (Aurora A) 18 49
AURKB (Aurora B) 7 61
BRAF V599E 36 7
CDK1/ciclina B 5 17
CSF1R (FMS) 1,9 79
EGFR (ErbB1) -2 0
EPHA2 -23 2
FES (FPS) 5 1
FGFR3 -4 26

68



10

15

ES 2393 130 T3

(continuacion)

% de inhibicién a 1uM
Quinasa analizada
Compuesto 4 | Compuesto 41
FLT3 D835Y 8 35
FRAP1 (mTOR) 0
GRK4 2 -4
GSK3B (GSK3 beta) 1
HCK 8 9
IGF1R -3 6
IKBKB (IKK beta) -5 1
JAK2 JH1 JH2 V617F -11 9
KDR (VEGFR2) 5 16
KIT T670I -12 4
MAP2K1 (MEK1) 16 3
MAP4K4 (HGK) -1 27
MAPK1 (ERK2) 9 0
MERTK (cMER) 7 10
MET (cMet) 92 98
MET M1250T 64 89
MST1R (RON) 9 53
NTRK3 (TRKC) 7 85
PDGFRA T674l -9 -1
PDK1 7 6
PIM1 4 0
PLK1 0 0
PRKCD (PKC delta) 4 5
PTK2B (FAK2) 6 12
RET 5 21
ROS1 7 41
RPS6KB1 (p70S6K) 3 5
(TEK (Tie2) 8 4
TYROS3 (RSE) 19 22

Ensayos celulares

Se mantuvieron células GTL16 en medio DMEM complementado con suero bovino fetal al 10% (SBF), L-glutamina
2mM y 100 unidades de penicilina/100 ug de esteptromicina a 37°C en CO; al 5%.

Se crearon células Ba/F3 TPR-MET transduciendo de manera estable el gen TPR-MET humano en células Ba/F3
con un sistema retroviral. Todas las lineas celulares se cultivaron en RPMI-1640 complementado con 1 X
penicilina/estreptomicina y suero bovino fetal al 10% (Invitrogen Carlsbad, CA). Se mantuvieron las células en una
incubadora humidificada de CO, al 5% a 37°C.

Ensayos de supervivencia celular
Los compuestos se analizaron en los siguientes ensayos por duplicado.

Ensayo XTT de 96 pocillos (células GTL16): Un dia antes del ensayo se aspir6 el medio de crecimiento y se afiadio
el medio de ensayo a las células. El dia del ensayo, se cultivaron las células en medio de ensayo que contiene
diversas concentraciones de los compuestos (por duplicado) en una placa de fondo redondo de 96 pocillos durante
72 horas a 37°C en CO; al 5%. El numero de células inicial fue de 5.000 células por pocillo, y el volumen fue de 120
ul. Al finalizar la incubacién de 72 horas, se afiadieron 40 pl de mezcla de marcaje XTT (solucién 50:1 de acido 3'-[1-
(fenilaminocarbonil)-3,4-tetrazolio]-bis(4-metoxi-6-nitro)bencenosulfénico  sodico  hidratado y reactivo de
acoplamiento electrénico: PMS (metilsulfato de N-metildibenzopirazina) a cada pocillo de la placa. Tras otras 5 horas
mas de incubacion a 37°C, se ley6 la absorbancia a 450 nm con una correccién de fondo de 650 nm con un
espectrofotometro.
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Ensayo XTT de 96 pocillos (células Ba/F3): Las células se cultivaron en medio de crecimiento que contiene diversas
concentraciones de los compuestos (por duplicado) en una placa de fondo redondo de 96 pocillos durante 72 horas
a 37°C. El numero inicial de células fue de 5.000-8.000 por pocillo y un volumen de 120 pl. Al finalizar la incubacién
de 72 horas, se afadieron 40 pl de mezcla de marcaje XTT (solucién 50:1 de acido 3'-[1-(fenilaminocarbonil)-3,4-
tetrazolio]-bis(4-metoxi-6-nitro)bencenosulfénico sédico hidratado y reactivo de acoplamiento electronico: PMS
(metilsulfato de N-metildibenzopirazina) a cada pocillo de la placa. Tras otras 2-6 horas mas de incubacién a 37°C,
se ley6 la absorbancia a 405 nm con una correccion de fondo de 650 nm con un espectrofotémetro.

Ensayos de fosforilacién

Ensayo de fosforilacion de MET: Se sembraron células GTL16 a 1 x 10° células en 60 placas de 15 mm (Falcon) en
3 ml de medio de ensayo. Al dia siguiente, se afiadid el compuesto a diversas concentraciones en el medio de
ensayo y se incub6 durante 1 hora a 37°C y CO, al 5%. Tras 1 h, se aspir6 el medio y se lavaron las células una vez
con 1 x PBS. Se aspir6 el PBS y se cosecharon las células en 100 ul de tampén de lisis de RIPA modificado (Tris-Cl
pH 7,4, NP-40 al 1%, EDTA 5mM, NaPP 5mM, NaF 5mM, NaCl 150mM, coctel inhibidor de proteasas (Sigma),
PMSF 1mM, NaVO. 2mM) y se transfirieron a un tubo Eppendorf de 1,7 ml y se incubaron en hielo durante 15
minutos. Tras la lisis, se centrifugaron los tubos (10 minutos, 14.000 g, 4°C). A continuacion, se transfirieron los
lisados a un nuevo tubo Eppendorf. Se diluyeron las muestras 1:2 (250.000 células/tubo) con 2 x tampon de carga
de electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS, y se calentaron durante 5 minutos a 9°C. Se separaron los lisados
sobre 12 pocillos de 1 mm de gel de Bis-Tris al 4-12% NuPage (Invitrogen) a 200 V y 400 mA durante
aproximadamente 40 minutos. Luego se transfirieron las muestras a un sandwich de papel filtrante con membrana
de nitrocelulosa de 0,45 micrémetros (Invitrogen) durante 1 hora a 75 V y 400 mA. Tras la transferencia, se
colocaron las membranas en tampon de blogueo durante 1 hora a temperatura ambiente, meciendo suavemente. Se
retird6 el tampon de blogueo y se afiadié una dilucién 1:500 de anticuerpo anti-fosfo-Met (Tyr1234/1235) (Cell
Signaling Technologies n.° de cat. 3126L) en ASB al 5%, Tween®20 al 0,05% en 1 x PBS, y se incubaron las
transferencias durante una noche a temperatura ambiente. Al dia siguiente, se lavaron las transferencias tres veces
con 1 x PBS, Tween®20 al 0,1%. Se afiadié una dilucién 1:3.000 de anticuerpo de cabra anti-conejo conjugado con
HRP ((Jackson ImmunoResearch Laboratories n.° de cat. 111-035-003) en tampdn de bloqueo, y se incubd durante
1 h a temperatura ambiente, meciendo suavemente. Se lavo la transferencia 3 veces en PBS, Tween®20 al 0,1% y
se visualizé mediante la quimioluminiscencia con sustrato quimioluminiscente SuperSignal West Pico (Pierce n.°
34078).

Ejemplo 25: Modelo de xenoinjerto tumoral de GTL16
Materiales y procedimientos

Los ratones atimicos hembra (nu/nu de Harlan) tenian 6-8 semanas de vida y un intervalo de pesos corporales de
18-22 g al comenzar el estudio. Los animales tuvieron un acceso libre a comida y agua durante el estudio. Se
introdujeron los ratones en jaulas con microaisladores estaticos con lechos para animales de laboratorio bed-o-
cobs® Alpha-dri® radiadas en un ciclo de 12 horas de luz a 21-23°C y una humedad del 40-60%. Todos los
procedimientos en los que participaron animales se realizaron conforme a las directrices del NIH para el cuidado y el
uso de animales de laboratorio, y todos los protocolos estaban autorizados por el comité interno de uso y cuidado de
animales (IACUC).

Implantacién del tumor

Se iniciaron xenoinjertos a partir de células tumorales GTL-16 cultivadas y mantenidas Eor un departamento de
biologia celular interno. Cada ratén de prueba recibié una inyeccion subcutanea de 4 x 10° células suspendidas en
100 ul de medio RPMI libre de suero. Se aleatorizaron los tumores en los grupos de tratamiento el dia 5 cuando el
tamafo medio de los tumores alcanzaba aproximadamente 150 mm?®. Cada grupo de dosis contenia n = 5 ratones.
El volumen del tumor se calculé con la siguiente formula:

Volumen tumoral — a‘xl

2

en la que a = anchura y | = longitud en mm del tumor. El peso del tumor se estimd suponiendo que 1 mg equivale a 1
mm? de volumen tumoral.

Analisis de la inhibicién del crecimiento tumoral ( ICT)

La ICT se calcul6 a partir de la diferencia entre los volimenes medios de los tumores de los ratones tratados con
vehiculo y los ratones tratados con farmacos expresada en forma de un porcentaje.
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% ICT = Volumen Tumoral Medio controi-Volumen Tumoral MedioOtratado-con-farmaco X 100

Volumen Tumoral Medio control

El VTM se define como el volumen tumoral medio (VTM) para el nimero n de animales que quedaba en el estudio
ese dia.

Resultados

Los resultados del estudio de crecimiento de los tumores de GTL 16 para el compuesto 4 se muestran en la Figura
1, Figura 2 y Figura 3.

En la Figura 1, se administro el compuesto 4 oralmente (po) A 10, 20, 30 y 100 mg/kg dos veces al dia (Q12H) y a
60 mg/kg una vez al dia (Q24H) durante 14 dias consecutivos. El tratamiento comenzo6 el dia 4. El dltimo dia de
tratamiento la dosis de 10, 20, 30, 100 mg/kg po Q12H y de 60 mg/kg po Q24H disminuyeron el volumen tumoral
medio en un 65% (p<,0001), 75% (p<.0001), 81% (p<,0001), 87% (p<,0001) y 75% (p<,0001) respectivamente en
comparacion con el volumen tumoral medio del grupo tratado con vehiculo. Se observé que el compuesto 4 tiene la
autofosforilacion de MET inhibida en méas del 90% en los tumores de ratones tratados a estas dosis. El Gltimo dia del
tratamiento, se evalud la autofosforilacion de MET en los tumores escindidos mediante transferencia Western a
diversos puntos temporales (1, 2, 6, 12 horas posteriores a la dosis) y se compararon con los controles de vehiculo.
En los tumores de los ratones tratados con 10, 30 y 100 mg/kg po Q12H, los niveles de MET fosforilada eran
menores del 10% de los controles de vehiculo en todos los puntos temporales.

La Figura 2 muestra los efectos de la administracion oral e intraperitoneal del compuesto 4 sobre la inhibicién del
crecimiento tumoral (ICT) en tumores GTL 16 en ratones atimicos. Todos los tratamientos comenzaron al cuarto dia
de realizar el implante de las células tumorales. Al finalizar la pauta de dosificacién del dia 14, se calculo el % de ICT
a partir de la diferencia entre los volumenes medios de los tumores de los ratones tratados con vehiculo y los
ratones tratados con farmaco expresada en forma de un porcentaje del volumen tumoral medio del grupo control
tratado con vehiculo.

La Figura 3 muestra los efectos de la administracion oral e intraperitoneal del compuesto 4 sobre el crecimiento de
los tumores GTL 16. Se inocularon subcutaneamente en el flanco derecho de ratones atimicos hembra 4 x 1,06
células GTL16 en un volumen de administracion de 100 ul. Se dejaron crecer los tumores durante cuatro dias. Los
ratones recibieron dosis orales de 10, 20, 30 y 100 mg/kg dos veces al dia y una dosis oral de 60 mg/kg una vez al
dia durante 14 dias consecutivos. El dia que finalizé el estudio, se extirparon los tumores intactos inmediatamente y
se pesaron, sirviendo el peso en humedo final del tumor (miligramos) como la variable principal de la eficacia.

Los resultados del estudio de crecimiento de los tumores de GTL16 para el compuesto 41 se muestran en la Figura
4, Figura 5y Figura 6.

En la Figura 4, se administr6é el compuesto 41 oralmente (po) A 1, 3, 10 y 30 mg/kg dos veces al dia (Q12H) durante
13 dias consecutivos. El tratamiento comenzo el dia 6. El ltimo dia de tratamiento las dosis de 1, 3, 10, 30 mg/kg po
Q12H disminuyeron el volumen tumoral medio en un 42% (p<,0030%), 67% (p<,0001), 80% (p<,0001) y 87%
(p<,0001) respectivamente en comparacion con el volumen tumoral medio del grupo tratado con vehiculo.

La Figura 5 muestra los efectos de la administracion oral e intraperitoneal del compuesto 41 sobre la inhibicién del
crecimiento tumoral (ICT) en tumores GTL16 en ratones atimicos. Todos los tratamientos comenzaron al sexto dia
de realizar el implante de las células tumorales. Al finalizar la pauta de dosificacidn del dia 13, se calculo el % de ICT
a partir de la diferencia entre los volumenes medios de los tumores de los ratones tratados con vehiculo y los
ratones tratados con farmaco expresada en forma de un porcentaje del volumen tumoral medio del grupo control
tratado con vehiculo.

La Figura 6 muestra los efectos de la administracion oral del compuesto 41 sobre el crecimiento de los tumores GTL
16. Se inocularon subcutaneamente en el flanco derecho de ratones atimicos hembra 4 x l,O6 células GTL16 en un
volumen de administracion de 100 pl. Se dejaron crecer los tumores durante seis dias. Los ratones recibieron dosis
orales de 1, 3, 1,10 y 30 mg/kg dos veces al dia durante 13 dias consecutivos. El dia que finalizé el estudio, se
extirparon los tumores intactos inmediatamente y se pesaron, sirviendo el peso en himedo final del tumor
(miligramos) como la variable principal de la eficacia.

Abreviaturas

Ip Intraperitoneal
po Via oral

BID Dos veces al dia
Q12H Cada 12 horas
Q24H Cada 24 horas

71



RPMI
NIH
IACUC
ICT
VTM

ES 2393 130 T3

Roswell Park Memorial Institute
National Institute de Health

Comité de uso y cuidado de animales
Inhibicién del Crecimiento Tumoral
Volumen Tumoral Medio
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0 un enantidmero, diasteredmero, racemato, o sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. Un compuesto segun la reivindicacion 1, que tiene la féormula:

N\
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3. Un compuesto segun la reivindicacion 1, que tiene la formula:
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4. Un compuesto segun la reivindicacion 1, que tiene la formula:
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5. Un compuesto segun la reivindicacion 1, que tiene la formula:

H,C A \N/<N
. ‘-—-N/ \N/N"‘CH_;

6. Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto, enantiomero, diasteredmero, sal o solvato sal
farmacéuticamente aceptable segun las reivindicaciones 1-5 en un excipiente farmacéuticamente aceptable.

7.Un compuesto, enantibmero, diasteredmero, sal o solvato sal farmacéuticamente aceptable segun las
reivindicaciones 1-5 para su uso en el tratamiento del cancer.
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8. Un compuesto, enantiomero, diasteredmero, sal o solvato sal farmacéuticamente aceptable segun la
reivindicacion 7, en el que el cancer es cancer de mama, cancer de pulmén, melanoma, cancer colorrectal, cancer
de vejiga, cancer de ovario, cancer de préstata, cancer renal, cancer de células escamosas, glioblastoma, cancer
pancreatico, leiomiosarcoma, mieloma mudltiple, carcinoma de células renales papilares, cancer gastrico, cancer de
higado, cancer de cabeza y cuello, melanoma o leucemia.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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