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DESCRIPCION
Derivados de pirazolo-pirrolidin-4-ona y su uso en el tratamiento de enfermedades
Campo de la invencion

La invencion proporciona derivados de pirazolo-pirrolidin-4-ona y los mismos para su uso como inhibidores de BET,
para el tratamiento de afecciones o enfermedades tales como cancer.

Antecedentes de la invenciéon

Las proteinas BET son proteinas codificadas por cualquiera de los genes BRD2, BRD3, BRD4 o BRDT. Cada una
de estas proteinas es portadora de dos bromodominios N-terminales. Los bromodominios comprenden un segmento
conservado de aproximadamente 110 aminoacidos que se encuentra en al menos 42 proteinas diversas que
interactian especificamente con las lisinas acetiladas que se presentan, por ejemplo, en las colas de histona
(Filippakopoulos y Knapp, FEBS Letters, 586 (2012), 2692-2704). Las histonas son una parte constituyente de la
cromatina y sus modificaciones covalentes, incluyendo la transcripcion genética reguladora de la acetilacion de
lisina. Por consiguiente, se cree que los bromodominios, regulan la transcripcion mediante el reclutamiento de
proteinas para los genes que estan marcados con patrones especificos de acetilacion de lisina.

Varios informes publicados han vinculado a la familia de proteinas BET con enfermedades incluyendo cancer,
enfermedad metabdlica e inflamacion. Las fusiones oncogénicas de BRD4 o BRD3 y la proteina Nuclear en el gen
de Testiculos (NUT) causadas por las translocalizaciones cromosémicas son subyacentes a un cancer agresivo
denominado como carcinoma de la linea media de NUT (French y colaboradores, J Clin Oncol, 22 (2004), 4135-9;
French y colaboradores, J Clin Pathol, 63 (2008), 492-6). Los bromodominios BRD3/4 estan conservados en estas
proteinas de fusién, y su inhibicion ya sea mediante eliminacién genética o con el inhibidor del bromodominio de
BET selectivo JQ1 conduce a la muerte y/o a la diferenciacion de estas células de cancer tanto in vitro como en
modelos tumorales animales (Filippakopoulos y colaboradores, Nature, 468 (2010), 1067-73). Se ha demostrado que
el JQ1 y otros diferentes inhibidores selectivos de BET se enlazan a los bromodominios de BET y de esta manera
impiden el enlace de acetil-lisina, lo cual impide que las proteinas BET interactien con la cromatina y por lo mismo
regulen la transcripcion. BRD4 también se identificé a partir de un rastreo de ARNi como un objetivo en la leucemia
mieloide aguda (AML) (Zuber y colaboradores, Nature, 478 (2011), 524-8). Este descubrimiento fue validado in vitro
e in vivo utilizando el inhibidor JQ1 de BET y otro inhibidor selectivo de BET denominado como I|-BET151 que
guimicamente no esta relacionado con JQ1 (Dawson y colaboradores, Nature, 478 (2011), 529-33). Estos y otros
estudios mostraron que los inhibidores de BET tienen una amplia actividad contra el cancer en las leucemias
agudas, en el mieloma mudltiple, y en otras malignidades hematolégicas. En varios modelos de cancer, se ha
observado una sub-regulacion aguda del factor de transcripcion oncogénico Myc sobre la inhibicion de BET
(Delmore y colaboradores, Cell, 146 (2011), 904-17; Mertz y colaboradores, Proc Natl Acad Sci EUA, 108 (2011),
16669-74). Los estudios mas recientes sugieren que el potencial terapéutico de los inhibidores de BET se extiende
hasta otras indicaciones de cancer, por ejemplo, cancer de pulmén y cerebro.

Se informé que otro inhibidor de BET denominado I-BET762 que esta estrechamente relacionado con JQ1 en la
estructura quimica y la manera en que se enlaza a los bromodominios de BET, modula la expresion de los genes
inflamatorios clave, y de esta manera, protege contra el choque endotdxico y la sepsis inducida por bacterias en
modelos de ratén (Nicodeme y colaboradores, Nature, 468 (2010), 1119-23). Este cuerpo de informacién se ha
utilizado para soportar la evaluacion clinica del inhibidor de BET RVX-208 en los estudios clinicos en los pacientes
que padecen de ateroesclerosis, enfermedad de arterias coronarias, dislipidemia, diabetes, y otras enfermedades
cardiovasculares (McNeill, Curr Opin Investig Drugs, 3 (2010), 357-64 y www.clinicaltrials.gov), Se ha demostrado
que tanto RVX-208 como I-BET762 sobre-regulan la Apolipoproteina A-l, la cual esta criticamente involucrada en la
reduccion de los niveles de colesterol en el tejido. Finalmente, las proteinas BET se han vinculado con la
propagacion y la regulacion de transcripcion de varios virus y, por consiguiente, se cree que los inhibidores de BET
podrian tener una actividad antiviral (Weidner-Glunde, Frontiers in Bioscience 15 (2010), 537-549).

En resumen, los inhibidores de los bromodominios de BET tienen un potencial terapéutico en varias enfermedades
humanas.
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I-BET 151 RVX-208

Sumario de la invencion

Sigue existiendo una necesidad de nuevos tratamientos y terapias para el tratamiento de cancer. La invencién
proporciona compuestos como inhibidores de BET, sales farmacéuticamente aceptables de los mismos,
composiciones farmacéuticas de los mismos y combinaciones de los mismos. La invencion proporciona ademas
métodos para tratar, prevenir o mitigar el cancer, los cuales comprenden administrar a un sujeto que lo necesite, una
cantidad eficaz de un inhibidor de BET.

Se describen en el presente documento diversas realizaciones de la invencion. Los compuestos particularmente
interesantes de la invencién tienen una buena potencia en los ensayos biologicos descritos en el presente
documento. En otro aspecto, deben tener un perfil de seguridad favorable. En otro aspecto, deben poseer
propiedades farmacocinéticas favorables.

De acuerdo con un primer aspecto de la invencion, Realizacion 1, se proporciona un compuesto de féormula (), o una
sal del mismo,

Q
ih?‘
)
(M

en el que:

Aes:
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B es:

C se selecciona de:
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RY ®
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R! se selecciona de metilo y cloro;

R? se selecciona de cloro y fluoro;

R3 se selecciona de metilo y ciclopropilo; y R* se selecciona de H; alquilo (C1-C4) opcionalmente sustituido con -
OH u -O-alquilo (C1-Ca); ciclopropilo;
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R3 es:

Y R* se selecciona de H; alquilo (C1-C4) opcionalmente sustituido con -OH u -O-alquilo (C1-Ca); y ciclopropilo;
RS es H;

R® es -O-alquilo (C1-Ca);

R’ se selecciona de H y metoxi;
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y * indica el punto de unién con el resto de la molécula.

En otra realizacion, la invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de acuerdo con la definicién de la férmula (1), o de una sal del mismo, o de
las subférmulas de la misma, y uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables.

En otra realizacion, la invenciéon proporciona una combinacion, en particular una combinaciéon farmacéutica, que
comprende una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto de acuerdo con la definicion de la férmula (1), o de
una sal del mismo, o de las subférmulas de la misma, y uno 0 mas agentes terapéuticamente activos.

Descripcion detallada

A continuacion se describe un numero de realizaciones (E) del primer aspecto de la invencion, donde para mayor
conveniencia, la Realizacion 1 es idéntica a las mismas.

A menos que se especifique de otra manera, la frase “compuestos de la presente invencion” se refiere a los
compuestos de formula (1) y de las subférmulas de la misma, y a las sales de los mismos, asi como a todos los
estereoisomeros (incluyendo diaestereoisdmeros y enantiomeros), rotdmeros, tautdmeros y compuestos marcados
isotopicamente (incluyendo las sustituciones con deuterio), asi como a los restos inherentemente formados.

Como se usa en el presente documento, el término "alquilo Ci-Cs” se refiere a un resto de hidrocarburo
completamente saturado ramificado o no ramificado que tiene 1 a 4 atomos de carbono. Los ejemplos
representativos de alquilo Ci-Ca4 incluyen metilo, etilo, n-propilo, iso-propilo, n-butilo, sec-butilo, iso-butilo y terc-
butilo.

En el presente documento, se describen diversas realizaciones de la invencidon. Se reconocerd que las
caracteristicas especificadas en cada realizacion pueden combinarse con otras caracteristicas especificadas para
proporcionar realizaciones adicionales de la presente invencion dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.
La invencion, por consiguiente, proporciona un compuesto de formula (I) como se describe anteriormente en el
presente documento como Realizacién 1.

Realizaciéon 2. Un compuesto de férmula (1), o una sal del mismo, de acuerdo con la Realizacion 1, que es de
férmula (la):

|
OLE
l\. Rﬁn-
B
(1).

Realizacion 3. Un compuesto de formula (I), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, de acuerdo con la
Realizacién 1 o 2, en el que el compuesto es de férmula (1) o (lla):

Realizacién 4. Un compuesto de férmula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, de acuerdo con la
Realizacion 1 o 2, en el que el compuesto es de formula (Ill) o (llla):
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Realizacién 4. Un compuesto de férmula (1), o una sal del mismo, de acuerdo con cualquiera de las Realizaciones
anteriores, en el que R? es cloro.

Realizacion 5. Un compuesto de formula (1), o una sal del mismo, de acuerdo con cualquiera de las Realizaciones
5 anteriores, en el que R3 se selecciona de metilo, ciclopropilo y

Realizacion 6. Un compuesto de formula (1), o una sal del mismo, de acuerdo con cualquiera de las Realizaciones
anteriores, en el que R* se selecciona de metilo, etilo, isopropilo, -CH2CH20H, -CH2CH20CHs, ciclopropilo,

C)
\ R O O

/
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10 . y
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Realizacion 7. Un compuesto de formula (1), o una sal del mismo, de acuerdo con cualquiera de las Realizaciones 1
0 3 a 6, en el que el compuesto esta presente como el racemato de las 2 formas enantioméricas (la) y (Ib) que se
dan a conocer en el presente documento.

15 Realizacion 8. Un compuesto de formula (1), o una sal del mismo, de acuerdo con la Realizacion 1, seleccionado de:

Ejemplo 1: 6-(4-clorofenil)-3-ciclopropil-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-1-metil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-
pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 2: (R)-6-(4-clorofenil)-3-ciclopropil-5-(3,8-dimetil-[1,2,4]-triazolo-[4,3-a]-piridin-6-il)-1-metil-5,6-dihidropirrolo-
[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona;

20 Ejemplo 3: 6-(4-clorofenil)-3-ciclopropil-5-(1,5-dimetil-6-0xo-1,6-dihidropiridin-3-il)-1-(2-hidroxi-etil)-5,6-dihidropirrolo-
[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 4: 6-(4-clorofenil)-3-ciclopropil-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-1-(2-metoxi-etil)-5,6-dihidropirrolo-

6
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[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 5:  6-(4-clorofenil)-3-ciclopropil-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-1-(1-metil-1H-pirazol-5-il)-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 6: 5-(5-cloro-1-metil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-6-(4-clorofenil)-3-metil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-
4(2H)-ona;

Ejemplo 7a: 5-(5-cloro-1-metil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-6-(4-clorofenil)-1-(2-metoxipiridin-3-il)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 7h: 5-(5-cloro-1-metil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-6-(4-clorofenil)-2-(2-metoxipiridin-3-il)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-ona;

Ejemplo 8a: 5-(5-cloro-1-metil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-6-(4-clorofenil)-1-(2-metoxi-pirimidin-5-il)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 8b:  5-(5-cloro-1-metil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-6-(4-clorofenil)-2-(2-metoxi-pirimidin-5-il)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-ona;

Ejemplo 9: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-ox0-1,6-dihidropiridin-3-il)-3-metil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-
ona;

Ejemplo 10: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-1,3-dimetil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-
4(1H)-ona;

Ejemplo  11:6-(4-clorofenil)-1-ciclopropil-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-3-metil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-
pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 12: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-ox0-1,6-dihidropiridin-3-il)-1-isopropil-3-metil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-
pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 13: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-1-(4-metoxifenil)-3-metil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-
c]-pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 14:  6-(4-clorofenil)-2-(2,4-dimetoxi-pirimidin-5-il)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-ona;

Ejemplo 15: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-3-(2-metoxipiridin-3-il)-1-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 16: (R)-6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-3-(2-metoxipiridin-3-il)-1-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 17a: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)- 1-(2-metoxipiridin-3-il)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 17b: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-2-(2-metoxipiridin-3-il)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-ona;

Ejemplo 18a: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-1-(2-etoxi-piridin-3-il)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 18b: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-2-(2-etoxi-piridin-3-il)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-ona;

Ejemplo 19: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-1-(2-fluoro-piridin-3-il)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 20a: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-2-(6-metoxipiridin-3-il)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-ona;
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Ejemplo 20b: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-1-(6-metoxipiridin-3-il)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 2la: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-ox0-1,6-dihidropiridin-3-il)-1-(2-metoxi-pirimidin-5-il)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 21b: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo0-1,6-dihidropiridin-3-il)-2-(2-metoxi-pirimidin-5-il)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-ona;

Ejemplo 22: (R)-6-(4-clorofenil)-3-ciclopropil-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-1-(1-metil-1H-pirazol-5-il)-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 23: 6-(4-clorofenil)-3-ciclopropil-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-
4(1H)-ona;

Ejemplo 24: (R)-6-(4-clorofenil)-3-ciclopropil-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-
pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 25: (R)-6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)- 1-(2-metoxipiridin-3-il)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 26: (R)-6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-2-(2-metoxipiridin-3-il)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-ona;

Ejemplo 27: (R)-6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-3-metil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-
4(2H)-ona; y

Ejemplo  28: (R)-5-(5-cloro-1-metil-6-o0x0-1,6-dihidropiridin-3-il)-6-(4-clorofenil)-3-metil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-
pirazol-4(2H)-ona.

Realizacion 9. Un compuesto de la formula (1), o una sal del mismo, de acuerdo con la Realizacion 1, seleccionado
de:

Ejemplo 2: (R)-6-(4-clorofenil)-3-ciclopropil-5-(3,8-dimetil-[1,2,4]-triazolo-[4,3-a]-piridin-6-il)-1-metil-5,6-dihidropirrolo-
[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 11: 6-(4-clorofenil)-1-ciclopropil-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-3-metil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-
pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 16: (R)-6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-3-(2-metoxipiridin-3-il)-1-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 17b: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-2-(2-metoxipiridin-3-il)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-ona;

Ejemplo 20a: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-2-(6-metoxipiridin-3-il)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-ona;

Ejemplo 20b: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-1-(6-metoxipiridin-3-il)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 2la: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo0-1,6-dihidropiridin-3-il)-1-(2-metoxi-pirimidin-5-il)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 24: (R)-6-(4-clorofenil)-3-ciclopropil-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-
pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 25: (R)-6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)- 1-(2-metoxipiridin-3-il)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona; y

Ejemplo 26: (R)-6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-2-(2-metoxipiridin-3-il)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-ona.
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La presente descripcion incluye compuestos de una estereoquimica como se muestra en la féormula (1b):

0
yrec
RIS
B

(Ib).

Dependiendo de la eleccién de los materiales de partida y de los procedimientos, los compuestos pueden estar
presentes en la forma de uno de los posibles isomeros 0 como mezclas de los mismos, por ejemplo, como los
isémeros Opticos puros, o como mezclas de isémeros, tales como racematos y mezclas de diaestereoisémeros,
dependiendo del numero de atomos de carbono asimétricos. La presente invencién pretende incluir todos los
posibles isdbmeros, incluyendo las mezclas racémicas, las mezclas diaestereoméricas, y las formas opticamente
puras. Los isémeros (R) y (S) 6pticamente activos pueden prepararse utilizando sintones quirales o reactivos
quirales, o pueden resolverse empleando las técnicas convencionales. Si el compuesto contiene un doble enlace, el
sustituyente puede estar en la configuracion E o Z. Si el compuesto contiene un cicloalquilo disustituido, el
sustituyente de cicloalquilo puede tener una configuracion cis o trans. También se pretende incluir todas las formas
tautoméricas.

Como se utilizan en el presente documento, los términos “sal" o "sales” se refieren a una sal de adicién de acido o
de adicion de base de un compuesto de la invencion. Las "sales" incluyen en particular, las “sales
farmacéuticamente aceptables”. La frase “sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a las sales que conservan
la efectividad biolégica y las propiedades de los compuestos de esta invencion, y que tipicamente no son
biolégicamente o de otra manera indeseables. En muchos casos, los compuestos de la presente invencién son
capaces de formar sales de acido y/o de base en virtud de la presencia de los grupos amino y/o carboxilo, o grupos
similares a los mismos.

Las sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables pueden formarse con acidos inorganicos y acidos
organicos.

Los acidos inorganicos a partir de los cuales se pueden derivar las sales incluyen, por ejemplo, acido clorhidrico,
acido bromhidrico, acido sulfarico, acido nitrico, acido fosférico y similares.

Los acidos organicos a partir de los cuales se pueden derivar las sales incluyen, por ejemplo, acido acético, acido
propionico, acido glicélico, acido oxdlico, acido maleico, acido maldnico, acido succinico, acido fumarico, acido
tartarico, acido citrico, acido benzoico, acido mandélico, acido metansulfénico, acido etansulfénico, éacido
toluensulfénico, acido sulfosalicilico y similares.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona los compuestos de formula | en una forma de sal de acetato,
ascorbato, adipato, aspartato, benzoato, besilato, bromuro/bromhidrato, bicarbonato/carbonato, bisulfato/sulfato,
alcanforsulfonato, caprato, cloruro/clorhidrato, clorteofilonato, citrato, etandisulfonato, fumarato, gluceptato,
gluconato, glucuronato, glutamato, glutarato, glicolato, hipurato, yodhidrato/yoduro, isetionato, lactato, lactobionato,
laurilsulfato, malato, maleato, malonato, mandelato, mesilato, metilsulfato, mucato, naftoato, napsilato, nicotinato,
nitrato, octadecanoato, oleato, oxalato, palmitato, pamoato, fosfato/fosfato de hidrogeno/fosfato de dihidrégeno,
poligalacturonato, propionato, sebacato, estearato, succinato, sulfosalicilato, sulfato, tartrato, tosilato, trifenatato,
trifluoroacetato o xinafoato.

Cualquier férmula dada en el presente documento también pretende representar las formas no marcadas asi como
las formas isotopicamente marcadas de los compuestos. Los compuestos isotépicamente marcados tienen las
estructuras ilustradas por las férmulas dadas en el presente documento, excepto que uno 0 mas atomos son
reemplazados por un atomo que tenga una masa atémica o nimero de masa seleccionados. Los ejemplos de los
isétopos que pueden incorporarse en los compuestos de la invencion incluyen los is6topos de hidrégeno, carbono,
nitrégeno, oxigeno, fosforo, flior y cloro, tales como 2H, 3H, 1C, 13C, 14C, 1N, 18F, 81p, 32p, 355 36C| 123| 124] 125
respectivamente. La invencién incluye diferentes compuestos isotépicamente marcados, como se definen en el
presente documento, por ejemplo, aquellos en los que estan presentes isétopos radioactivos, tales como 3Hy 'C, o
aquellos en los que estan presentes iso6topos no radioactivos, tales como 2H y *3C. Dichos compuestos
isotépicamente marcados son Utiles en los estudios metabdlicos (con #C), en los estudios de cinética de reaccion
(con, por ejemplo, 2H o 3H), en las técnicas de deteccion o de formacion de imagenes, tales como tomografia por
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emision de positrones (PET) o tomografia computarizada con emisién de un solo fotén (SPECT), incluyendo los
ensayos de distribucion del farmaco o del sustrato en el tejido, o en el tratamiento radioactivo de los pacientes. En
particular, un *F o un compuesto marcado puede ser particularmente deseable para los estudios de PET o SPECT.
Los compuestos isotopicamente marcados de la formula (1) se pueden preparar en términos generales mediante las
técnicas convencionales conocidas por los expertos en este campo o mediante procesos analogos a aquellos
descritos en los ejemplos y en las preparaciones acompafiantes utilizando un reactivo isotépicamente marcado
apropiado en lugar del reactivo no marcado previamente empleado.

Ademas, la sustitucion con is6topos mas pesados, en particular deuterio (es decir, ?H o D), puede proporcionar
ciertas ventajas terapéuticas resultantes de la mayor estabilidad metabdlica, por ejemplo, un aumento de la vida
media in vivo o requerimientos de dosificacion reducida o una mejora en el indice terapéutico. Se entiende que el
deuterio en este contexto se considera como un sustituyente de un compuesto de la férmula (I). La concentracion de
este is6topo mas pesado, especificamente deuterio, se puede definir por el factor de enriquecimiento isotépico. El
término "factor de enriquecimiento isotopico”, como se utiliza en el presente documento, significa la proporcién entre
la abundancia isotépica y la abundancia natural de un isétopo especificado. Si un sustituyente en un compuesto de
esta invencion es denotado como deuterio, este compuesto tiene un factor de enriquecimiento isotépico para cada
atomo de deuterio designado de al menos 3500 (52,5 % de incorporacion de deuterio en cada atomo de deuterio
designado), de al menos 4000 (60 % de incorporacion de deuterio), de al menos 4500 (67,5 % de incorporacién de
deuterio), de al menos 5000 (75 % de incorporacion de deuterio), de al menos 5500 (82,5 % de incorporacion de
deuterio), de al menos 6000 (90 % de incorporacion de deuterio), de al menos 6333,3 (95 % de incorporacion de
deuterio), de al menos 6466,7 (97 % de incorporacion de deuterio), de al menos 6600 (99 % de incorporacion de
deuterio), o de al menos 6633,3 (99,5 % de incorporacion de deuterio).

Los solvatos farmacéuticamente aceptables de acuerdo con la invencién incluyen aquellos en donde el disolvente de
cristalizacién puede ser isotopicamente sustituido por ejemplo, D20, ds-acetona, de-DMSO.

Los compuestos de la invencion, es decir, los compuestos de formula (I) que contienen grupos capaces de actuar
como donadores y/o aceptores para los enlaces de hidrégeno, pueden ser capaces de formar co-cristales con
formadores de co-cristales adecuados. Estos co-cristales pueden prepararse a partir de los compuestos de férmula
() mediante los procedimientos de formacidon de co-cristales conocidos. Estos procedimientos incluyen moler,
calentar, co-sublimar, co-fusionar, o poner en contacto en solucion los compuestos de formula (I) con el formador de
co-cristales bajo condiciones de cristalizacion, y aislar los co-cristales formados de esta manera. Los formadores de
co-cristales adecuados incluyen aquellos descritos en el documento WO 2004/078163. Por consiguiente, la
invencion proporciona ademas co-cristales que comprenden un compuesto de férmula (1).

Como se usa en el presente documento, la frase "vehiculo farmacéuticamente aceptable" incluye cualquiera y todos
los disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, tensioactivos, antioxidantes, conservantes (por ejemplo,
agentes antibacterianos, agentes anti-fingicos), agentes isotonicos, agentes retardantes de absorcion, sales,
conservantes, estabilizantes de farmacos, aglutinantes, excipientes, agentes de desintegracion, lubricantes, agentes
edulcorantes, agentes saborizantes, tintes, y similares, y combinaciones de los mismos, como serian conocidos por
los expertos en este campo (véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 Edicion, Mack Printing
Company, 1990, paginas 1289-1329). Excepto hasta donde cualquier vehiculo convencional sea incompatible con el
ingrediente activo, se contempla su uso en las composiciones terapéuticas o farmacéuticas.

La frase "una cantidad terapéuticamente efectiva" de un compuesto de la presente invencion se refiere a una
cantidad del compuesto de la presente invencién que provocara la respuesta biolégica o médica de un sujeto, por
ejemplo, la reduccién o inhibicién de la actividad de una enzima o de una proteina, o que mitigara los sintomas,
aliviara las condiciones, hard mas lento o retardara el progreso de la enfermedad, o prevendra una enfermedad, etc.
En una realizaciéon no limitante, el término “una cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere a la cantidad del
compuesto de la presente invencion que, cuando se administra a un sujeto, es efectiva para: (1) al menos
parcialmente aliviar, inhibir, prevenir y/o mitigar una condicién, o un trastorno, o una enfermedad (i) mediada por
proteinas BET, o (ii) asociada con la actividad de proteina BET, o (iii) caracterizada por una actividad (normal o
anormal) de las proteinas BET; o (2) reducir o inhibir la actividad de las proteinas BET; o (3) reducir o inhibir la
expresion de BET. En otra realizacion no limitante, el término “una cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere a la
cantidad del compuesto de la presente invencion que, cuando se administra a una célula, o a un tejido, 0 a un
material biolégico no celular, o a un medio, es efectiva para al menos parcialmente reducir o inhibir la actividad de
las proteinas BET; o al menos parcialmente reducir o inhibir la expresién de las proteinas BET.

Una “proteina BET" es una proteina codificada por cualquiera de los genes BRD2, BRD3, BRD4, o BRDT". A menos
gue se indique de otra manera “proteinas BET" o "proteina BET" se utilizan en el presente documento en las formas
singular y plural indistintamente, y el uso de cualquiera de las mismas no es limitante. A menos que se indique de
otra manera “proteinas BET” incluye todas, o cualquier combinacién de, estas proteinas codificadas.

Como se usa en el presente documento, el término “sujeto” se refiere a un animal. Tipicamente el animal es un
mamifero. Un sujeto también se refiere a, por ejemplo, primates (por ejemplo, seres humanos, masculinos o
femeninos), vacas, ovejas, cabras, caballos, perros, gatos, conejos, ratas, ratones, peces, aves, y similares. En
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ciertas realizaciones, el sujeto es un primate. En todavia otras realizaciones, el sujeto es un ser humano.

Como se usa en el presente documento, el término “inhibir”, "inhibiciéon" o "inhibiendo” se refiere a la reduccién o
supresion de una afeccién, sintoma, o trastorno, o enfermedad dada, o a una disminucién significativa en la actividad
de la linea base de una actividad o proceso bioldgico.

Como se usa en el presente documento, el término “tratar”, “tratando” o "tratamiento" de cualquier enfermedad o
trastorno, se refiere, en una realizacién, a mitigar la enfermedad o el trastorno (es decir, hacer mas lento o detener o
reducir el desarrollo de la enfermedad o de al menos uno de los sintomas clinicos de la misma). En otra realizacion,
“tratar”, "tratando" o "tratamiento” se refiere a aliviar o mitigar al menos un parametro fisico, incluyendo aquellos que
no puedan ser discernibles por el paciente. En todavia otra realizacion, “tratar”, "tratando" o "tratamiento” se refiere a
modular la enfermedad o el trastorno, ya sea fisicamente (por ejemplo, la estabilizacion de un sintoma discernible),
fisiolégicamente (por ejemplo, la estabilizacion de un parametro fisico), o0 ambas. En todavia otra realizacion, “tratar”,
"tratando” o "tratamiento” se refiere a prevenir o retardar el establecimiento o desarrollo o progreso de la enfermedad
o del trastorno.

Como se usa en el presente documento, un sujeto esta “en necesidad de” un tratamiento si este sujeto se
beneficiaria biolégicamente, médicamente o en su calidad de vida a partir de dicho tratamiento.

Como se usa en el presente documento, el término "un”, "uno”, "el” y términos similares utilizados en el contexto de
la presente invencion (en especial en el contexto de las reivindicaciones) deben interpretarse para cubrir tanto el
singular como el plural, a menos que se indique de otra manera en el presente documento 0 que sea claramente
contradicho por el contexto.

Todos los métodos descritos en el presente documento pueden llevarse a cabo en cualquier orden adecuado a
menos que se indique de otra manera en el presente documento o que sea de otra manera claramente contradicho
por el contexto. El uso de cualquiera y todos los ejemplos, o del lenguaje de ejemplo (por ejemplo, "tal como”)
proporcionado en el presente documento, pretende meramente iluminar mejor la invencién y no presenta una
limitacién sobre el alcance de la invencién reclamada de otra manera.

Cualquier atomo asimétrico (por ejemplo, carbono, o similares) del compuesto o compuestos de la presente
invencion puede estar presente en una forma racémica o enantioméricamente enriquecida, por ejemplo, en la
configuracion (R), (S), o (R,S). En ciertas realizaciones, cada atomo asimétrico tiene al menos el 50 % de un exceso
enantiomérico, al menos el 60 % de un exceso enantiomérico, al menos el 70 % de un exceso enantiomérico, al
menos el 80 % de un exceso enantiomérico, al menos el 90 % de un exceso enantiomérico, al menos el 95 % de un
exceso enantiomérico, o al menos el 99 % de un exceso enantiomérico en la configuracién (R) o (S). Los
sustituyentes en los a&tomos con dobles enlaces insaturados, si es posible, pueden estar presentes en la forma cis
(2) o trans (E).

En consecuencia, como se usa en el presente documento, un compuesto de la presente invencion puede estar en
forma de uno de los posibles isémeros, rotameros, atropisomeros, tautdmeros o mezclas de los mismos, por
ejemplo, como isébmeros geométricos (cis o trans) sustancialmente puros, diaesteredmeros, isomeros Opticos
(antipodas), racematos o mezclas de los mismos.

Cualquier mezcla resultante de isomeros puede separarse en base a las diferencias fisicoquimicas de los
constituyentes, en los isdmeros geométricos u opticos puros o sustancialmente puros, diaesteredmeros, racematos,
por ejemplo, mediante cromatografia y/o cristalizacion fraccionaria.

Cualquier racemato resultante de los productos finales o intermedios puede resolverse en las antipodas Opticas
mediante los métodos conocidos, por ejemplo, mediante la separacion de las sales diaestereoméricas de los
mismos, obtenidas con un acido o una base épticamente activa, y la liberacion del compuesto acido o basico
Opticamente activo. En particular, por consiguiente, puede emplearse una fraccion basica para resolver los
compuestos de la presente invencion en sus antipodas épticos, por ejemplo, mediante la cristalizacion fraccionaria
de una sal formada con un &cido épticamente activo, por ejemplo, el acido tartarico, acido dibenzoil-tartarico, acido
diacetil-tartarico, acido di-O,0'-p-toluoil-tartarico, acido mandélico, acido malico o acido alcanfor-10-sulfénico. Los
productos racémicos también se pueden resolver mediante cromatografia quiral, por ejemplo, cromatografia de
liquidos a alta presion (HPLC), utilizando un adsorbente quiral.

Adicionalmente, los compuestos de la presente invencidn, incluyendo sus sales, también pueden obtenerse en forma
de sus hidratos, o pueden incluir otros disolventes utilizados para su cristalizaciéon. Los compuestos de la presente
invencion pueden formar, inherentemente o por disefio, solvatos, con disolventes farmacéuticamente aceptables
(incluyendo agua); por consiguiente, se pretende que la invencién abarque las formas tanto solvatadas como no
solvatadas. El término "solvato" se refiere a un complejo molecular de un compuesto de la presente invencién
(incluyendo las sales farmacéuticamente aceptables del mismo), con una o mas moléculas de disolvente. Estas
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moléculas de disolvente son aquéllas cominmente utilizadas en la técnica farmacéutica, que son conocidas como
inocuas para el receptor, por ejemplo, agua, etanol, y similares. El término "hidrato" se refiere al complejo en donde
la molécula de disolvente es agua.

Los compuestos de la presente invencion, incluyendo las sales, hidratos y solvatos de los mismos, pueden formar,
inherentemente o por disefio, polimorfos.

COMPQOSICIONES:

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica, la cual comprende un compuesto
de la presente invencion, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. En una realizacion adicional, la composicion comprende al menos dos vehiculos farmacéuticamente
aceptables, tales como aquellos descritos en el presente documento. Para los propdsitos de la presente invencion, a
menos que sean designados de otra manera, los solvatos e hidratos son considerados en términos generales como
composiciones. Preferentemente, los vehiculos farmacéuticamente aceptables son estériles. La composicién
farmacéutica se puede formular para vias de administracion particulares, tales como administracion oral,
administracion parenteral, y administracion rectal, etc. Ademas, las composiciones farmacéuticas de la presente
invencion se pueden componer en una forma sélida (incluyendo, sin limitaciéon, capsulas, comprimidos, pildoras,
granulos, polvos o supositorios), o en una forma liquida (incluyendo, sin limitacién, soluciones, suspensiones o
emulsiones). Las composiciones farmacéuticas se pueden someter a las operaciones farmacéuticas convencionales,
tales como esterilizacion y/o pueden contener diluyentes inertes convencionales, agentes lubricantes, o agentes
tampones, asi como adyuvantes, tales como conservantes, estabilizantes, agentes humectantes, emulsionantes y
tampones, etc.

Tipicamente, las composiciones farmacéuticas son comprimidos o capsulas de gelatina que comprenden el
ingrediente activo junto con uno o mas de:

a) diluyentes, por ejemplo, lactosa, dextrosa, sacarosa, manitol, sorbitol, celulosa y/o glicina;

b) lubricantes, por ejemplo, silice, talco, acido estearico, su sal de magnesio o de calcio y/o polietilenglicol; para
comprimidos también,

¢) aglutinantes, por ejemplo, silicato de magnesio y aluminio, pasta de almidon, gelatina, tragacanto, metil-
celulosa, carboximetilcelulosa sddica y/o polivinilpirrolidona; si se desea,

d) desintegrantes, por ejemplo, almidones, agar, acido alginico, o su sal sddica, o0 mezclas efervescentes; y
e) absorbentes, colorantes, saborizantes y edulcorantes.

Los comprimidos pueden ser con recubrimiento de pelicula o bien con recubrimiento entérico de acuerdo con los
métodos conocidos en la técnica.

Las composiciones adecuadas para su administracion oral incluyen una cantidad efectiva de un compuesto de la
invencion, en la forma de tabletas, grageas, suspensiones acuosas u oleosas, polvos o granulos dispersables,
emulsién, capsulas duras o blandas, o jarabes o elixires. Las composiciones destinadas para su uso oral se
preparan de acuerdo con cualquier método conocido en la materia para la elaboracién de composiciones
farmacéuticas, y estas composiciones pueden contener uno o mas agentes seleccionados a partir del grupo que
consiste en agentes edulcorantes, agentes saborizantes, agentes colorantes y agentes conservantes, con el objeto
de proporcionar preparaciones farmacéuticamente elegantes y de buen sabor. Las tabletas pueden contener al
ingrediente activo en mezcla con excipientes farmacéuticamente aceptables no tdxicos que sean adecuados para la
elaboracion de tabletas. Estos excipientes son, por ejemplo, diluyentes inertes, tales como carbonato de calcio,
carbonato de sodio, lactosa, fosfato de calcio o fosfato de sodio; agentes de granulacion y desintegrantes, por
ejemplo, almidén de maiz, o acido alginico; agentes aglutinantes, por ejemplo, almidén, gelatina o acacia; y agentes
lubricantes, por ejemplo, estearato de magnesio, acido estearico o talco. Las tabletas quedan sin recubrimiento o se
recubren mediante las técnicas conocidas para retardar la desintegracion y absorcién en el tracto gastrointestinal y
proporcionar de esta manera una accion sostenida durante un periodo mas largo. Por ejemplo, se puede emplear un
material de retraso de tiempo, tal como monoestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo. Las formulaciones para
uso oral se pueden presentar como capsulas de gelatina duras en donde el ingrediente activo se mezcla con un
diluyente sélido inerte, por ejemplo, carbonato de calcio, fosfato de calcio o caolin, o como cépsulas de gelatina
blanda en donde el ingrediente activo se mezcla con agua o con un medio oleoso, por ejemplo, aceite de cacahuete,
parafina liquida o aceite de oliva.

Ciertas composiciones inyectables son soluciones o0 suspensiones isotdnicas acuosas, y los supositorios se
preparan convenientemente a partir de emulsiones 0 suspensiones grasas. Dichas composiciones pueden
esterilizarse y/o pueden contener adyuvantes, tales como agentes conservantes, estabilizantes, humectantes o
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emulsionantes, promotores de solucion, sales para regular la presién osmotica y/o tampones. En adicién, también
pueden contener otras sustancias terapéuticamente valiosas. Estas composiciones se preparan de acuerdo con los
métodos convencionales de mezcla, granulacién o recubrimiento, respectivamente, y contienen aproximadamente el
0,1-75 %, o contienen aproximadamente el 1-50 %, del ingrediente activo.

Las composiciones adecuadas para su aplicacion transdérmica incluyen una cantidad eficaz de un compuesto de la
invencion con un vehiculo adecuado. Los vehiculos adecuados para suministro transdérmico incluyen disolventes
farmacoldgicamente aceptables absorbibles para ayudar a la etapa a través de la piel del huésped. Por ejemplo, los
dispositivos transdérmicos estan en la forma de un parche que comprende un miembro de respaldo, un depésito que
contiene al compuesto opcionalmente con vehiculos, opcionalmente una barrera de control de velocidad para
suministrar el compuesto de la piel del huésped a una velocidad controlada y previamente determinada durante un
periodo de tiempo prolongado, y elementos para asegurar el dispositivo a la piel.

Las composiciones adecuadas para su aplicacion tépica, por ejemplo, a la piel y a los ojos, incluyen soluciones
acuosas, suspensiones, unguentos, cremas, geles o formulaciones rociables, por ejemplo, para su suministro
mediante aerosol o similares. Estos sistemas de suministro topico seran particularmente apropiados para la
aplicacién dérmica, por ejemplo, para el tratamiento de cancer de piel, por ejemplo, para su uso profilactico en
cremas solares, lociones, aspersiones y similares. Por consiguiente, éstas son particularmente adecuadas para
usarse en formulaciones topicas, incluyendo cosméticas bien conocidas en este campo. Pueden contener
solubilizantes, estabilizantes, agentes mejoradores de la tonicidad, tampones, y conservantes.

Como se usa en el presente documento, una aplicacion topica también puede pertenecer a una inhalaciéon o a una
aplicacién intranasal. Se pueden suministrar de una manera conveniente en la forma de un polvo seco (ya sea solo,
como una mezcla, por ejemplo, una mezcla seca con lactosa, o una particula componente mixta, por ejemplo, con
fosfolipidos) a partir de un inhalador de polvo seco o de una presentacién de aspersion en aerosol a partir de un
envase presurizado, bomba, aspersor, atomizador, o nebulizador, con o sin el uso de un propulsor adecuado. Los
compuestos de férmula | en forma libre o en una forma de sal farmacéuticamente aceptable, exhiben valiosas
propiedades farmacoldgicas, por ejemplo, propiedades moduladoras de la proteina BET, por ejemplo, como se
indica en las pruebas proporcionadas en las siguientes secciones y, por consiguiente, se indican para terapia o para
usarse como productos quimicos de investigacion, por ejemplo, como compuestos de herramienta.

Teniendo consideracion de su actividad como inhibidores de BET, los compuestos de férmula (1), en forma libre o de
sal farmacéuticamente aceptable, son Utiles en el tratamiento de las afecciones que sean mediadas por la actividad
de las proteinas BET, tales como cancer, y/o que respondan (significando en especial de una manera
terapéuticamente benéfica) a la inhibicion de una proteina BET, mas especialmente una enfermedad o un trastorno
como se menciona mas adelante en el presente documento.

Se cree que los compuestos de la invencion son Utiles en el tratamiento de enfermedades o trastornos, tales como
cancer. En particular, estos canceres incluyen tumores benignos o malignos, un sarcoma de tejido blando o un
sarcoma tal como liposarcoma, rabdomiosarcoma o cancer de huesos, por ejemplo, osteosarcoma, un carcinoma, tal
como del cerebro, rifién, higado, glandula adrenal, vejiga, mama, gastrico, ovario, colon, recto, préstata, pancreas,
pulmén (incluyendo cancer pulmonar microcitico), vagina o tiroides, un glioblastoma, meningioma, glioma,
mesotelioma, un tumor neuroendocrino tal como neuroblastoma, un mieloma mudltiple, un cancer gastrointestinal, en
especial carcinoma de colon o adenoma colo-rectal, un tumor de la cabeza y el cuello, un melanoma, una hiperplasia
de préstata, una neoplasia, una neoplasia de caracter epitelial, una neoplasia originada a partir de sangre o médula
0sea, una leucemia, tal como leucemia mieloide aguda (AML) o leucemia linfoblastica aguda (ALL) o leucemia
linfocitica crénica de células-B, un linfoma, tal como de origen de células B o de células T, tal como el linfoma de
células B grande difuso (DLBCL), carcinoma de la linea media de NUT o cualquier otra neoplasia con
reconfiguraciones cromosémicas de los genes de BET, y metastasis en otros 6rganos. En particular, se cree que los
compuestos de la invencion son Utiles en un cancer seleccionado de una neoplasia originada a partir de sangre o
médula 6sea; una leucemia, tal como leucemia mieloide aguda (AML) o leucemia linfoblastica aguda (ALL) o
leucemia linfocitica crénica de células-B; un linfoma, tal como de origen de células-B o de células-T, tal como el
linfoma de células-B grande difuso (DLBCL); carcinoma de la linea media de NUT o cualquier otra neoplasia con
reconfiguraciones cromosémicas de los genes de BET, un tumor neuroendocrino tal como neuroblastoma; un
mieloma mdltiple; un cancer de pulmén (incluyendo cancer pulmonar microcelular); y un cancer de colon.

Los compuestos de la invencidn también pueden ser Utiles en el tratamiento de ateroesclerosis, enfermedad de
arterias coronarias, dislipidemia, diabetes, y otras enfermedades cardiovasculares, y/o como agentes antiviricos.

Por consiguiente, como una realizacién adicional, la presente invencién proporciona el uso de un compuesto de
férmula (1), o de una sal del mismo, en terapia. En una realizacion adicional, la terapia se selecciona de una
enfermedad que pueda tratarse mediante la inhibicién de las proteinas BET. En otra realizacion, la enfermedad es
una enfermedad de cancer seleccionada a partir de la lista anteriormente mencionada.

Por consiguiente, como una realizacion adicional, la presente invencién proporciona un compuesto de la formula (1),
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0 una sal del mismo, para usarse en terapia. En una realizaciéon adicional, la terapia se selecciona de una
enfermedad que se pueda tratar mediante la inhibicion de una proteina BET. En otra realizacion, la enfermedad es
una enfermedad de cancer seleccionada de la lista anteriormente mencionada. Se desvela ademas un método para
el tratamiento de una enfermedad que se trate mediante la inhibicion de una proteina BET, que comprende la
administracion de una cantidad terapéuticamente aceptable de un compuesto de férmula (1) o de una sal del mismo.
En una realizacion, la enfermedad es una enfermedad de cancer seleccionada de la lista anteriormente mencionada.
Se desvela también el uso de un compuesto de féormula (I) o de una sal del mismo, para la elaboracion de un
medicamento. En una realizacién, el medicamento es para el tratamiento de una enfermedad que pueda tratarse
mediante la inhibicibn de una proteina BET. En otra realizacion, la enfermedad es una enfermedad de cancer
seleccionada de la lista anteriormente mencionada. La composicién o combinaciéon farmacéutica de la presente
invencion puede estar en una dosificaciéon unitaria de aproximadamente 1-1000 mg de ingrediente o ingredientes
activos para un sujeto de aproximadamente 50-70 kg, o de aproximadamente 1-500 mg, o de aproximadamente 1-
250 mg, o de aproximadamente 1-150 mg, o de aproximadamente 0,5-100 mg, o de aproximadamente 150 mg de
ingredientes activos. La dosificacion terapéuticamente eficaz de un compuesto, de la composicion farmacéutica, o de
las combinaciones de los mismos, depende de la especie del sujeto, del peso corporal, la edad y la condicion
individual, del trastorno o de la enfermedad, o de la gravedad de la misma, que sea tratada. Un médico, clinico, o
veterinario de una experiencia ordinaria puede determinar facilmente la cantidad efectiva de cada uno de los
ingredientes activos necesarios para prevenir, tratar o inhibir el progreso del trastorno o de la enfermedad.

Las propiedades de dosificacién anteriormente citadas se pueden demostrar en pruebas in vitro e in vivo utilizando
convenientemente mamiferos, por ejemplo, ratones, ratas, perros, monos u o6rganos aislados, tejidos y
preparaciones de los mismos. Los compuestos de la presente invencion se pueden aplicar in vitro en la forma de
soluciones, por ejemplo, soluciones acuosas, € in vivo ya sea enteralmente, parenteralmente, convenientemente
intravenosamente, por ejemplo, como una suspension o en solucién acuosa. La dosificacion in vitro puede estar en
el intervalo de concentraciones de entre aproximadamente 102 molar y 10° molar. Una cantidad terapéuticamente
efectiva in vivo, dependiendo de la via de administracion, puede estar en el intervalo de aproximadamente 0,1-500
mg/kg, o de aproximadamente 1-100 mg/kg.

El compuesto de la presente invencion puede administrarse ya sea simultdneamente con, o antes o después de, uno
0 mas agentes terapéuticos diferentes. El compuesto de la presente invencion se puede administrar por separado,
por la misma o diferente via de administracién, o juntos en la misma composicion farmacéutica que los otros
agentes. Un agente terapéutico es, por ejemplo, un compuesto quimico, péptido, anticuerpo, fragmento de
anticuerpo o acido nucleico, el cual es terapéuticamente activo o potencia la actividad terapéutica cuando se
administra a un paciente en combinaciéon con un compuesto de la invencién.

COMBINACIONES

En una realizacién, la invencién proporciona un producto que comprende un compuesto de férmula (1) y al menos
otro agente terapéutico como una preparacién combinada para su uso simultaneo, separado, 0 en secuencia, en
terapia. En una realizacion, la terapia es el tratamiento de una enfermedad o afeccién mediada por una proteina
BET. Los productos proporcionados como una preparacion combinada incluyen una composicién que comprende el
compuesto de formula (1) y los otros agente o agentes terapéuticos juntos en la misma composicion farmacéutica, o
el compuesto de férmula (l) y los otros agente o agentes terapéuticos en una forma separada, por ejemplo, en forma
de un kit.

En una realizacion, la invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de
férmula (1) y otros agente o agentes terapéuticos. Opcionalmente, la composicidn farmacéutica puede comprender
un vehiculo farmacéuticamente aceptable, como se describe anteriormente.

En una realizacién, la invencién proporciona un kit que comprende dos o mas composiciones farmacéuticas
separadas, al menos una de las cuales contiene un compuesto de formula (I). En una realizacion, el kit comprende
medios para contener por separado estas composiciones, tales como un recipiente, un frasco dividido, o un paquete
de lamina dividido. Un ejemplo de este kit es un paquete de burbujas, como se utiliza tipicamente para el empaque
de tabletas, capsulas y similares.

El kit de la invencion puede utilizarse para administrar formas de dosificacion diferentes, por ejemplo, oral y
parenteral, para administrar las composiciones separadas en diferentes intervalos de dosificacion, o para titular las
composiciones separadas una contra la otra. Para ayudar al cumplimiento, el kit de la invencion tipicamente
comprende instrucciones para su administracion.

En las terapias de combinacion de la invencién, el compuesto de la invencién y el otro agente terapéutico pueden
elaborarse y/o formularse por el mismo o por diferentes fabricantes. Ademas, el compuesto de la invencion y el otro
agente terapéutico pueden reunirse en una terapia de combinacion: (i) antes de la liberacion del producto de
combinacion a los médicos (por ejemplo, en el caso de un kit que comprenda el compuesto de la invencion y el otro
agente terapéutico); (ii) por los médicos mismos (o0 bajo la guia del médico) poco antes de la administracion; (iii) en
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los pacientes mismos, por ejemplo, durante la administracion en secuencia del compuesto de la invencion y el otro
agente terapéutico. Se desvela el uso de un compuesto de férmula (I) para el tratamiento de una enfermedad o
afeccion mediada por una proteina BET, en el que el medicamento se prepara para su administracion con otro
agente terapéutico. La invencion también proporciona el uso de otro agente terapéutico para el tratamiento de una
enfermedad o afeccién mediada por una proteina BET, en el que el medicamento se administra con un compuesto
de férmula (1).

La invencion también proporciona un compuesto de férmula (I) para su uso en un método para el tratamiento de una
enfermedad o afeccién mediada por una proteina BET, en donde el compuesto de la formula (l) se prepara para su
administracidon con otro agente terapéutico. Se desvela otro agente terapéutico para usarse en un método para el
tratamiento de una enfermedad o afeccién mediada por una proteina BET, en donde el otro agente terapéutico se
prepara para su administracion con un compuesto de la formula (1). La invencion también proporciona un compuesto
de la formula (I) para usarse en un método para el tratamiento de una enfermedad o afeccién mediada por una
proteina BET, en donde el compuesto de la férmula (I) se administra con otro agente terapéutico. Se desvela otro
agente terapéutico para usarse en un método para el tratamiento de una enfermedad o afeccion mediada por una
proteina BET, en donde el otro agente terapéutico se administra con un compuesto de la férmula (1).

La invencion también proporciona el uso de un compuesto de férmula (I) para el tratamiento de una enfermedad o
afeccion mediada por una proteina BET, en el que el paciente ha sido tratado previamente (por ejemplo, dentro de
24 horas) con otro agente terapéutico. La invencién también proporciona el uso de otro agente terapéutico para el
tratamiento de una enfermedad o afeccién mediada por una proteina BET, en donde el paciente ha sido tratado
previamente (por ejemplo, dentro de 24 horas), con un compuesto de formula (l). En una realizacién, el otro agente
terapéutico es un agente contra el cancer.

En una realizacién adicional, el otro agente terapéutico es un modulador de un objetivo en el campo de la
epigenética, tal como un inhibidor de desacetilasa de histona (HDAC), o un inhibidor de metil-transferasa de histona
(HMT).

ESQUEMAS GENERICOS

Tipicamente, los compuestos de formula (I) pueden prepararse de acuerdo con los Esquemas proporcionados a
continuacion.

Los compuestos de formula (1), en la que C es:

R4

y R, R?, R3, R% R5 R®y R” son como se definen en la Realizacion 1, pueden prepararse como se describe en el
esquema 1.
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Esquema 1
RE
s’i"’o Os R®
M-CH,COSBu AGOCOCE,
N¥ ©
-
N ! 5By
oPG *
o)

RANHNH,
s

en el que:

R es -H o -S-(piridin-2-ilo);

X es -OH o CI;

M es un metal adecuado, tal como Li o Na;

LG es un grupo saliente adecuado, tal como mesilato; y

PG es un grupo protector de acido adecuado, tal como metilo.

El Esquema 1 ilustra un método para la preparacion de los compuestos de la invencion (por ejemplo, Ejemplos 1-7 y
10-17). Un &cido carboxilico o cloruro de acido se convierte con 1,2-di-(piridin-2-il)-disulfano o piridin-2-tiol en el
derivado de éster de 2-tiopiridina correspondiente, el cual se puede hacer reaccionar con etanotioato de S-tercbutilo
en la presencia de una base fuerte apropiada (LiIHMDS, NaHMDS), para proporcionar el derivado de beta-ceto-
tioéster correspondiente. La conversion del alcohol secundario del derivado de 2-aril-2-hidroxi-acetato
correspondiente en un grupo saliente, por ejemplo, con (a) cloruro de metan-sulfonilo, o anhidrido metansulfénico en
la presencia de una base organica tal como piridina (junto con una cantidad catalitica de 4-dimetil-amino-piridina) o
trietil-amina, o (b) 1-cloro-N,N,2-trimetil-propenil-amina, seguida por la reacciéon con la amina correspondiente a
temperaturas de entre -20 °C y 50 °C, da como resultado la introduccién de la fraccién 5-amino-1-metil-piridin-2(1H)-
ona que contiene diferentes sustituyentes R en C-3. La amina secundaria resultante se hace reaccionar con un
derivado de R-ceto-tioéster en la presencia de trifluoro-acetato de plata(l) a temperatura ambiente, para proporcionar
el derivado de R-ceto-tioamida correspondiente. La siguiente condensacién de Claisen hasta la beta-dicetona ciclada
se puede efectuar bajo condiciones basicas (a) ya sea con CsF en N,N-dimetil-formamida (DMF) a una temperatura
de entre 20-100 °C, o (b) con etéxido de sodio en EtOH a una temperatura elevada. El derivado de pirazolo-
pirrolidinona usualmente se genera mediante la condensacion del derivado de beta-dicetona con la hidrazina que
contiene R* correspondiente en un disolvente, tal como metanol o etanol, a una temperatura elevada,
preferentemente de entre 60-150 °C. Para la condensacion del derivado de beta-dicetona con las hidrazinas que
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contienen arilo y heteroarilo, la etapa de deshidrataciéon final hasta la pirazolo-pirrolidinona se puede facilitar
mediante la adicidon de acido acético o una combinacién de acido acético y acido sulfamico, y a una temperatura
elevada, preferentemente de entre 100-150 °C en un horno de microondas.

De una manera alternativa, los compuestos de formula (1), en la que C, R, R?, R%, R*, R>Y R® son como se definen
5 enlaRealizacion 1, pueden prepararse como se describe en el Esquema 2.

Esquema 2
R3

s Qa R
M-CH,COS'Bu DJ AgOCOCE,

N”’E SR— o
. S'Bu
j
OPG 1
..}.
RIS N, 0N
base NHyNH,
P

Sal de Cu(ll)
+ RUB(OR)y g

en el que X, M, LG y PG son como se definen en el Esquema 1.
El Esquema 2 ilustra una modificacion del método mostrado en el Esquema 1 para la preparacion de los compuestos
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de la invencion (por ejemplo, Ejemplos 8-9 y 18-21). Este método es similar a aquél descrito en el Esquema 1,
excepto que el sustituyente R* se introduce mediante un acoplamiento de Chan-Lam. El derivado de pirazolo-
pirrolidinona N-insustituido se trata con el derivado de acido bordnico que contiene R* y una sal de Cu(ll) apropiada,
tal como Cu(OAc)z, y piridina en un disolvente apropiado, tal como acetonitrilo, a una temperatura elevada,
preferentemente de entre 60 °C y 80 °C.

La invencion incluye ademas cualquier variante de los presentes procesos, en la que se utiliza como material de
partida un producto intermedio que se pueda obtener en cualquier etapa de los mismos, y se llevan a cabo las
etapas restantes, o en donde los materiales de partida se forman in situ bajo las condiciones de reaccién, o en
donde los componentes de la reaccion se utilizan en la forma de sus sales como el material 6pticamente puro. Los
compuestos de la invencién e intermedios también se pueden convertir unos en otros de acuerdo con los métodos
conocidos generalmente por los expertos en la materia.

METODOS SINTETICOS

Los siguientes ejemplos pretenden ilustrar la invencion y no deben interpretarse como limitaciones sobre la misma.
Las temperaturas se dan en grados Celsius. Si no se menciona de otra manera, todas las evaporaciones se llevan a
cabo a presion reducida, tipicamente entre aproximadamente 0,019 a 0,13 Pa (15 mm Hg y 100 mm Hg (= de 20 a
133 mbar)). La estructura de los productos finales, intermedios y materiales de partida, se confirma mediante los
métodos analiticos convencionales, por ejemplo, microanalisis y caracteristicas espectroscépicas, por ejemplo, MS,
IR, RMN. Las abreviaturas empleadas son aquéllas convencionales en la materia.

Todos los materiales de partida, bloques de construccién, reactivos, acidos, bases, agentes deshidratantes,
disolventes, y catalizadores utilizados para sintetizar los compuestos de la presente invencion son cualquiera de
aquellos comercialmente disponibles, o se pueden producir mediante los métodos de sintesis organica conocidos
por un experto ordinario en este campo. Ademas, los compuestos de la presente invencién se pueden producir
mediante los métodos de sintesis organica conocidos por un experto ordinario en este campo, como se muestra en
los siguientes ejemplos.

Abreviaturas

ACN acetonitrilo

Ac20 anhidrido de &cido acético
ag. acuoso

Ar argon

Boc tercbutoxi-carbonilo
Salmuera solucién saturada (a temperatura ambiente) de cloruro de sodio
s. a. singlete amplio

CH2Cl2 diclorometano

Cu(OAc)2 acetato de cobre(ll)

d doblete

DIPEA di-isopropil-etil-amina
DMAP 4-dimetil-amino-piridina
DMF N,N-dimetilformamida
DMSO sulféxido de dimetilo

eq. equivalentes

ESI-MS ionizacion por electropulverizacién - espectrometria de masas
EtOAC acetato de etilo

EtOH etanol

h hora u horas

H20 agua

K2COs carbonato potéasico

KsPO4 fosfato potasico

CL-EM cromatografia de liquidos - espectrometria de masas
LIHMDS hexametil-disilazida de litio
m multiplete

MeOH metanol

MgSOa4 sulfato de magnesio

min minuto o0 minutos

ml mililitro o mililitros

EM espectrometria de masas
Ms20 anhidrido metansulfénico
MW microondas

NaHCOs3 bicarbonato sédico

NaOH hidréxido sédico
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Na2S0a4 sulfato de sodio

NH4ClI cloruro de amonio

RMN resonancia magnética nuclear

ppm partes por millén

R proporcion de frentes

ta (0 TA) temperatura ambiente

s singlete

sat. saturado

SFC cromatografia de fluidos supercriticos
t triplete

tr tiempo de retencion

TFA acido trifluoroacético

THF tetrahidrofurano

TurboGrignard  iPrMgClI-LiCl

UPLC cromatografia de liquidos de ultra-alto rendimiento

Método de UPLC:
UPLC 1:

Columna: Acquity UPLC HSS T3 C18, 1,7 um 2,1 x 50 mm, flujo: 1,0 ml / min, Temperatura de la columna: 30 °C,
Gradiente: del 5 % al 100 % de B en 1,5 min, 100 % de B durante 1 min, A = agua + TFA al 0,1 %, B = ACN +
TFA al 0,1 %

Método de CL-EM:
CL-EM 1:

Columna: Waters Acquity HSS T3, 1,8 um, 2,1 x 50 mm, horno a 60 °C, Flujo: 1,0 ml/min, Gradiente: del 5 % al
98 % de B en 1,40 min, después 98 % de B durante 0,40 min, del 98 % al 5 % de B en 0,10 min, 5 % de B
durante 0,10 min; A = agua + &cido férmico al 0,05 % + acetato de amonio 3,75 mM, B = ACN + acido férmico al
0,04 %, Deteccion UV/VIS (DAD), ESI (+/-), Intervalo del espectrémetro de masas : 100-1,200 Da.

Ejemplo 1: 6-(4-clorofenil)-3-ciclopropil-5-(1,5-dim  etil-6-0x0-1,6-dihidropiridin-3-il)-1-metil-5,6-dih  idropirrolo-
[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona

A una solucién de 5-(4-clorofenil)-3-(ciclopropan-carbonil)-1-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-pirrolidina-2,4-
diona (160 mg, 0,4 mmol) en MeOH (1,5 ml), se afiadid metil-hidrazina (38 mg, 0,8 mmol), y la mezcla de reaccién
se agitd en el MW durante 2,5 h a 110 °C. La mezcla de reaccién se concentro, y el aceite residual se purificd
mediante cromatografia en columna de gel de silice (hexano/EtOAc/MeOH, 75:25:5 a 0:100:10), para proporcionar el
producto del titulo (110 mg, 67 % de rendimiento) como una espuma color amarillo claro. tr: 0,881 min (UPLC 1); tr:
0,89 min (CL-EM 1); ESI-MS: 409 / 411 [M+H]* (CL-EM 1); RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,94 -1,12 (m, 4 H)
1,93 (s,3H) 1,98 (m, 1 H) 3,35 (s, 3H) 3,43 (s,3H) 6,23 (s, 1H)7,28-7,34(m, 3H) 7,44 (d, J = 8,4 Hz, 2 H) 7,63
(d,J=2,7 Hz, 1 H).

Etapa 1,1: 2-(4-clorofenil)-2-((1,5-dimetil-6-ox0-1,6-dihidropiridin-3-il)-amino)-acetato de etilo
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A una solucién de 2-(4-clorofenil)-2-hidroxi-acetato de etilo (3,22 g, 15 mmol), y NEts (10,45 ml, 75,0 mmol) en
CHzCl2 (60 ml), se afiadi6, a 0 °C, Ms20 (5,23 gramos, 30,0 mmol). La mezcla de reaccién resultante se agitd
durante 0,5 h a 0 °C. A la mezcla de reaccion se afiadié 5-amino-1,3-dimetil-piridin-2(1H)-ona (1,946 gramos, 12,00
mmol), y la mezcla de reaccién se dejd calentar hasta la temperatura ambiente. Después de calentar durante 16 h a
40-45 °C, la mezcla de reaccion se afiadi6 a una solucion saturada de NaHCOz y EtOAc, y el producto se extrajo con
EtOAc. Los extractos combinados se lavaron con una pequefia cantidad de salmuera, se secaron sobre MgSQOs, se
filtraron, y se concentraron. El producto bruto se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice
(hexano/EtOAc/ MeOH, 80:20:2 a 0:100:10), para proporcionar el producto del titulo (3,0 g, 59 % de rendimiento),
como una espuma color marron. tr: 0,939 min (UPLC 1); tr: 0,93 min (CL-EM 1); ESI-MS: 335 / 337 [M+H]* (CL-EM
1); Rr = 0,30 (EtOAc/MeOH, 9:1); RMN H (400 MHz, CDClz) & ppm 1,14 (t, J = 7,1 Hz, 3 H) 2,05 (s, 3 H) 3,31 (s, 3
H) 4,01 - 4,23 (m, 2 H) 4,63 (m, 1 H) 6,11 (s. a., 1 H) 6,88 (s. a., 1 H) 7,24 - 7,35 (m, 4 H).

Etapa 1,2: 2-(4-clorofenil)-2-(3-ciclopropil-N-(1,5-dimetil-6-ox0-1,6-dihidropiridin-3-il)-3-oxo-propanamido)-acetato de
etilo

ot

A una solucién de 2-(4-clorofenil)-2-((3,8-dimetil-[1,2,4]-triazolo-[4,3-a]-piridin-6-il)-amino)-acetato de etilo (etapa 1,1)
(1,005 gramos, 3,0 mmol), y 3-ciclopropil-3-oxo-propanotioato de S-tercbutilo (etapa 1,5) (785 mg, 3,9 mmol) en
tetrahidrofurano (THF) (25 ml), se afiadi6 trifluoro-acetato de plata (861 mg, 3,9 mmol), a temperatura ambiente. La
solucién color marrén oscuro resultante se agité durante 0,5 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se
filtr6 sobre Celite, el filtrado se concentro, y el producto bruto resultante se purific6 mediante cromatografia en
columna de gel de silice (hexano/EtOAc, de 90:10 a 0:100), para proporcionar el producto del titulo (1,13 gramos, 82
% de rendimiento), como una espuma rojiza. Rf = 0,18 (EtOAc); tr: 0,955 min (UPLC 1); tr: 0,94 min (CL-EM 1); ESI-
MS: 445 | 447 [M+H]* (CL-EM 1).

Etapa 1,3: 5-(4-clorofenil)-3-(ciclopropan-carbonil)-1-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-pirrolidina-2,4-diona

A una solucién de  2-(4-clorofenil)-2-(3-ciclopropil-N-(3,8-dimetil-[1,2,4]-triazolo-[4,3-a]-piridin-6-il)-3-0xo-
propanamido)-acetato de etilo (etapa 1,2) (1,0 gramo, 2,25 mmol) en N,N-dimetil-formamida (DMF) (10 ml), se
afnadid, bajo argon (Ar) a temperatura ambiente, CsF (0,7 gramos, 2 mmol), y la solucién color marron oscuro
resultante se agit6 durante 16 h a 60 °C. La mezcla de reaccion se concentr6, y al residuo se afiadié un H2SO4 1 N
frio, y el producto se extrajo con EtOAc. Los extractos combinados se lavaron con salmuera, se secaron sobre
MgSOas, se filtraron, se concentraron, y se secaron a 60 °C para proporcionar el producto del titulo (625 mg, 70 %)
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como una espuma amarilla. tr: 1,083 min (UPLC 1); tr: 0,86 min (CL-EM 1); ESI-MS: 399 / 401 [M+H]* (CL-EM 1).

Etapa 1,4: Ciclopropan-carbotioato de S-piridin-2-ilo

A una solucion de piridin-2-tiol (29,2 gramos, 260 mmol) en tetrahidrofurano (THF) (260 ml), se afiadio, bajo argén
(Ar), cloruro de ciclopropan-carbonilo (27,7 gramos, 260 mmol), a temperatura ambiente, y la mezcla de reaccion se
agité a 25 °C durante 0,5 h. La sal de HCI precipitada se filtr6 y se lavé con Et.O-hexano, 1:4, y hexano. El
precipitado amarillo claro se afiadié a una solucion saturada de NaHCOs y EtOAc, y el producto se extrajo con
EtOAc. Los extractos combinados se lavaron con salmuera, se secaron sobre MgSOQas, se filtraron, y se concentraron,
para proporcionar el compuesto del titulo (37,3 gramos, 80 % de rendimiento), como un aceite color amarillo. tr: 0,79
min (CL-EM 1); ESI-MS: 180 [M+H]* (CL-EM 1); RMN *H (400 MHz, CDClz) 6 ppm 0,83 -1,03 (m, 2 H) 1,09 -1,28 (m,
2H)1,91-2,16 (m, 1 H) 7,10- 7,28 (m, 1 H) 7,60 - 7,74 (m, 1 H) 8,55 (dd, J = 4,8, 1,1 Hz, 1 H).

Etapa 1,5: 3-ciclopropil-3-oxo-propanotioato de S-tercbutilo
%
s

A una solucién de ciclopropan-carbotioato de S-piridin-2-ilo (etapa 1,4) (16,5 gramos, 92 mmol) en tetrahidrofurano
(THF) (250 ml), se afiadid, bajo argdén (Ar), una solucion de LiIHMDS 1M en tetrahidrofurano (THF) (229 ml, 229
mmol) a < -70 °C. A la mezcla de reaccion se afiadié una solucién de etanotioato de S-tercbutilo (14,0 ml, 96 mmol)
en tetrahidrofurano (THF) (30 ml) por debajo de -70 °C. Después de agitar durante 0,5 h a -78 °C. La mezcla de
reaccion se calenté lentamente hasta -50 °C durante un periodo de 1 h. Después de completarse, la mezcla de
reaccion se afiadié a 300 ml H.SO4 1 N frio y hielo, y el producto se extrajo con EtOAc. Los extractos combinados se
lavaron con salmuera, se secaron sobre MgSQOs, se filtraron, y se concentraron. El aceite bruto se volvié a disolver
en Et20, se mantuvo a 0 °C durante 14 h, se filtr6 a través de un tapdn corto de gel de silice, y se concentrd
nuevamente para proporcionar el producto del titulo (18,3 gramos, 95 % de rendimiento), como un aceite color
amarillo. tr: 1,089 min (UPLC 1); tr: 1,06 min (CL-EM 1); ESI-MS: 201 [M+H]* (CL-EM 1); Rt = 0,59 (EtOAc); RMN tH
(400 MHz, CDClIz) & ppm 0,80 (m, 2 H) 0,91 - 0,99 (m, 2 H) 1,33 (s, 9 H) 1,92 (m, 1 H) 3,53 (s, 2 H).

Ejemplo 2: (R)-6-(4-clorofenil)-3-ciclopropil-5-(3,8  -dimetil-[1,2,4]-triazolo-[4,3-a]-piridin-6-il)-1-m  etil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona

El compuesto del titulo (33 mg, 45 % de rendimiento) se obtuvo enantioméricamente puro (>99 % de ee), como un
sélido blanco después de la cromatografia de preparacién quiral (sistema: SFC-PicLab-Prep 100; columna:
Chiralpak 1A, 5 um, 20 x 250 mm; fase movil: heptano/etanol/CH2Clz, 60:20:20 (isocrética); flujo: 10 ml/ minuto;
detecciébn UV: 245 nm) de la mezcla racémica de la 6-(4-clorofenil)-3-ciclopropil-5-(1,5-dimetil-6-oxo0-1,6-
dihidropiridin-3-il)-1-metil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona (Ejemplo 1) (72 mg, 0,176 mmol), y la trituracion
del residuo resultante en Et20. tr: 0,88 min (CL-EM 1); ESI-MS: 409 / 411 [M+H]* (CL-EM 1); RMN H (400 MHz,
DMSO-ds) & ppm 0,94 -1,12 (m, 4 H) 1,93 (s, 3 H) 1,98 (m, 1 H) 3,35 (s, 3H) 3,43 (s, 3 H) 6,23 (s, 1 H) 7,28 - 7,34
(m,3H)7,44(d,J=8,4Hz,2H)7,63(d, J=2,7Hz, 1 H).

Ejemplo 3: 6-(4-clorofenil)-3-ciclopropil-5-(1,5-dim  etil-6-0x0-1,6-dihidropiridin-3-il)-1-(2-hidroxi-et  il)-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona
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El compuesto del titulo se prepar6 en analogia al procedimiento descrito en el Ejemplo 1, utilizando la 5-(4-
clorofenil)-3-(ciclopropan-carbonil)-1-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-pirrolidina-2,4-diona (etapa 1,3), y 2-
hidrazinil-etanol. tr: 0,80 min (CL-EM 1); ESI-MS: 439 / 441 [M+H]* (CL-EM 1); RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm
0,95-1,15(m, 4 H) 1,92 (s, 3H) 1,95 -2,04 (m, 1 H) 3,35 (s, 3 H) 3,42 - 3,61 (m, 4 H) 3,79-3,89 (m, 1 H) 4,97 (t, J =
51Hz,1H)5,77(s,1H)6,18(s,1H)7,29(d, J=8,4Hz,2H)7,35(d,J=2,1Hz,1H) 7,43 (d, J=8,4Hz, 2 H) 7,67
(d,J=2,5Hz, 1H).

Ejemplo 4: 6-(4-clorofenil)-3-ciclopropil-5-(1,5-dim  etil-6-ox0-1,6-dihidropiridin-3-il)-1-(2-metoxi-eti  [)-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona

El compuesto del titulo se preparé en analogia al procedimiento descrito en el Ejemplo 1, utilizando la 5-(4-
clorofenil)-3-(ciclopropan-carbonil)-1-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-pirrolidina-2,4-diona (etapa 1,3), y (2-
metoxi-etil)-hidrazina. tr: 0,93 min (CL-EM 1); ESI-MS: 475 / 477 [M+H]* (CL-EM 1); RMN H (400 MHz, DMSO-ds) &
ppm 0,91 -1,14 (m, 4 H) 1,92 (s, 3 H) 1,94 -2,04 (m, 1 H) 3,11 (s, 3 H) 3,35 (s, 3 H) 3,41 (t, J = 5,3 Hz, 2 H) 3,67 (dt,
J=14,4,59 Hz, 1 H) 3,92 (dt, J = 14,4, 4,7 Hz, 1 H) 6,16 (s, 1 H) 7,29 (d, J = 8,3 Hz, 2 H) 7,34 (d, J = 1,9 Hz, 1 H)
7,43 (d, J=8,4 Hz, 2 H) 7,66 (d, J = 2,5 Hz, 1 H).

Ejemplo 5: 6-(4-clorofenil)-3-ciclopropil-5-(1,5-dim  etil-6-ox0-1,6-dihidropiridin-3-il)-1-(1-metil-1H-p  irazol-5-il)-
5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona

El compuesto del titulo se prepar6 en analogia al procedimiento descrito en el Ejemplo 1, utilizando la 5-(4-
clorofenil)-3-(ciclopropan-carbonil)-1-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-pirrolidina-2,4-diona (etapa 1,3), y 5-
hidrazinil-1-metil-1H-pirazol. tr: 0,93 min (CL-EM 1); ESI-MS: 475 / 477 [M+H]* (CL-EM 1); RMN H (400 MHz,
DMSO-ds) & ppm 1,03 -1,27 (m, 4 H) 1,93 (s, 3 H) 2,06 -2,16 (m, 1 H) 3,35 (s, 3 H) 3,49 (s, 3 H) 5,77 (s, 1 H) 6,07 (d,
J=21Hz,1H)6,37(s,1H)7,14(d,J=8,2Hz,2H)732(d,J=80Hz,2H)735-739(m,1H)7,44(d, =20
Hz, 1 H) 7,66 (d, J=2,5Hz, 1 H).

Ejemplo 6: 5-(5-cloro-1-metil-6-0x0-1,6-dihidropirid  in-3-il)-6-(4-clorofenil)-3-metil-5,6-dihidropirrol ~ 0-[3,4-c]-
pirazol-4(2H)-ona
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El compuesto del titulo se prepar6 en analogia al procedimiento descrito en el Ejemplo 1, utilizando la 3-acetil-1-(5-
cloro-1-metil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-5-(4-clorofenil)-pirrolidina-2,4-diona (etapa 6,3), e hidrato de hidrazina. Rt =
0,26 (CH2Cl2/MeOH, 19:1); tr: 0,73 min (CL-EM 1); ESI-MS: 389 / 391 [M+H]* (CL-EM 1); RMN *H (400 MHz, DMSO-
de) & ppm 2,53 (s, 3H) 3,47 (s, 3H) 5,77 (s, 1H), 6,37 (s, 1H) 7,36 (d, J = 8,2 Hz, 2 H) 7,43 (d, J = 8,0 Hz, 2 H) 8,00
(s, 2H).

Etapa 6,1: 2-((5-cloro-1-metil-6-0x0-1,6-dihidropiridin-3-il)-amino)-2-(4-clorofenil)-acetato de etilo

Ci

G NH O
N’/

El compuesto del titulo se prepar6 en analogia al procedimiento descrito en el Ejemplo 1 utilizando 2-(4-clorofenil)-2-
hidroxi-acetato de etilo y 5-amino-3-cloro-1-metil-piridin-2(1H)-ona. Rr = 0,58 (EtOAc/MeOH, 9:1); tr: 0,96 min (CL-
EM 1); ESI-MS: 353 / 355 [M-H]* (CL-EM 1); RMN *H (400 MHz, CDCls) & ppm 1,21 (t, J = 7,2 Hz, 3 H) 3,07 (s, 1 H)
3,55 (s, 3H) 4,28 (m,3H)7,09(d,J=2,7Hz 1H) 7,34 -7,40 (d,J =83 Hz, 2H) 7,43 (d, J = 2,8 Hz, 1 H) 7,65 -
7,71 (d, J=8,3 Hz, 2 H).

Etapa 6,2: 2-(N-(5-cloro-1-metil-6-0x0-1,6-dihidropiridin-3-il)-3-oxo-butanamido)-2-(4-clorofenil)-acetato de etilo

El compuesto del titulo se prepar6 en analogia al procedimiento descrito en el Ejemplo 1, utilizando el 2-((5-cloro-1-
metil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-amino)-2-(4-clorofenil)-acetato de etilo (etapa 1,1), y 3-oxo-butanotioato de S-
tercbutilo (etapa 1,5). R = 0,46 (hexano/acetona, 1:1); tr: 0,94 min (CL-EM 1); ESI-MS: 439 / 441 [M+H]* (CL-EM 1).

Etapa 6,3: 3-acetil-1-(5-cloro-1-metil-6-0x0-1,6-dihidropiridin-3-il)-5-(4-clorofenil)-pirrolidina-2,4-diona

El compuesto del titulo se prepard en analogia al procedimiento descrito en el Ejemplo 1, utilizando el 2-(N-(5-cloro-
1-metil-6-0x0-1,6-dihidropiridin-3-il)-3-oxo-butanamido)-2-(4-clorofenil)-acetato de etilo (etapa 6,2). tr: 0,65 min (CL-
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EM 1); ESI-MS: 393 / 395 [M+H]* (CL-EM 1); RMN *H (400 MHz, CDCls) & ppm 2,44 (s, 3 H) 3,49 (s, 3 H) 4,96 (s, 1
H) 7,11 (d, J=8,4 Hz, 2 H) 7,31 (d, J = 8,5 Hz, 2 H) 7,49 (d, J = 2,7 Hz, 1 H) 7,54 (d, J = 2,8 Hz, 1 H) 7,96 (s, 1 H).

Ejemplo 7a: 5-(5-cloro-1-metil-6-oxo0-1,6-dihidropiri  din-3-il)-6-(4-clorofenil)-1-(2-metoxipiridin-3-il)  -3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona y

Ejemplo 7b: 5-(5-cloro-1-metil-6-oxo-1,6-dihidropiri  din-3-il)-6-(4-clorofenil)-2-(2-metoxipiridin-3-il)  -3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-ona

A una solucién de la 5-(5-cloro-1-metil-6-oxo0-1,6-dihidropiridin-3-il)-6-(4-clorofenil)-3-metil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-
pirazol-4(2H)-ona (Ejemplo 6) (100 mg, 0,257 mmol) acido (2-metoxi-pirimidin-5-il)-borénico (79 mg, 0,514 mmol), y
piridina (0,042 ml, 0,514 mmol) en acetonitrilo (ACN) (2 ml), se le agregaron, bajo argén (Ar), Cu(OAc)2 (93 mg,
0,514 mmol), y tamiz molecular (50 mg). La mezcla de reaccion se agité a 65 °C, y cada 0,5 h, se afiadieron 2
equivalentes de acido (2-metoxi-pirimidin-5-il)-borénico y 1 equivalente de piridina hasta que la reaccién estuvo
completa. La mezcla de reacciéon se afadid a agua helada, y el producto se extrajo con CH2Clz, Los extractos
combinados se lavaron con H20, se secaron sobre MgSOas, se filtraron, y se concentraron. El producto bruto se
purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice (hexano/EtOAc/MeOH, 80:20:2 a 0:100:10), para
proporcionar una mezcla de los regioisdmeros, la cual se separ6 mediante cromatografia de fluidos super-criticos
(SFC) (Silice (250 x 30 mm, 5 um), gradiente: del 17 al 22 % de B en 9 min, A: scCO2, B: MeOH; flujo: 100
ml/minuto), para proporcionar el producto del titulo 7a (28 mg, 22 % de rendimiento), como un soélido blanco. tr:
0,979 min (UPLC 1); tr: 0,97 min (CL-EM 1); ESI-MS: 496 / 498 [M+H]* (CL-EM 1); RMN *H (400 MHz, DMSO-ds)
ppm 2,44 (s, 3 H) 3,45 (s, 3 H) 3,96 (s, 3 H) 6,28 (s, 1 H) 7,00 - 7,07 (m, 3 H) 7,23 (d, J = 8,4 Hz, 2 H) 7,77 (dd, J =
7,7,1,7 Hz, 1 H) 7,90 - 7,95 (m, 2 H) 8,15 (dd, J = 5,0, 1,7 Hz, 1 H), y 7b (9 mg, 7 % de rendimiento), como un sélido
amarillo claro. tr: 0,980 min (UPLC 1); tr: 0,96 min (CL-EM 1); ESI-MS: 496 / 498 [M+H]* (CL-EM 1); RMN *H (400
MHz, DMSO-ds) & ppm 2,30 (s, 3 H) 3,47 (s, 3 H) 3,91 (s, 3H) 6,35 (s, 1 H) 7,20 (dd, J = 7,6, 5,0 Hz, 1 H) 7,35 (d, J
=9,4Hz,2H)7,42 (d,J=9,4Hz, 2H) 790 (dd, J=7,6,1,7 Hz, 1 H) 7,97 - 8,02 (m, 2 H) 8,00 (s, 2 H) 8,37 (dd, J =
5,0, 1,7 Hz, 1 H).

Ejemplo 8a: 5-(5-cloro-1-metil-6-oxo-1,6-dihidropiri  din-3-il)-6-(4-clorofenil)-1-(2-metoxi-pirimidin-5-  il)-3-metil-
5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona, y

Ejemplo 8b: 5-(5-cloro-1-metil-6-oxo-1,6-dihidropiri  din-3-il)-6-(4-clorofenil)-2-(2-metoxi-pirimidin-5- il)-3-metil-
5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-ona

=N
NIVt

Los compuestos del titulo se prepararon en analogia al procedimiento descrito en los Ejemplos 7a 'y 7b, utilizando la
5-(5-cloro-1-metil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-6-(4-clorofenil)-3-metil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-ona
(Ejemplo 6), y acido (2-metoxi-pirimidin-5-il)-borénico. La mezcla de regioisémeros se separd mediante SFC (Silice
(250 x 30 mm, 5 um), gradiente: del 21 al 26 % de B en 11 min, A: scCOz2, B: MeOH; flujo: 100 ml/minuto), para
proporcionar el producto del titulo 8a (19 mg, 15 % de rendimiento), como un sdlido blanco. tr: 0,916 min (UPLC 1);
tr: 0,91 min (CL-EM 1); ESI-MS: 497 / 499 [M+H]* (CL-EM 1); RMN H (400 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 2,46 (s, 3 H)
3,46 (s, 3H) 3,93 (s,3H)6,78(s,1H) 7,28 (d,J=8,3Hz,2H) 7,36 (d,J=8,3Hz,2H)7,85(s,2H)8,75(s,2 H),y
7b (41 mg, 32 % de rendimiento), como un s6lido blanco. tr: 0,897 min (UPLC 1); tr: 0,89 min (CL-EM 1); ESI-MS:
497 / 499 [M+H]* (CL-EM 1); RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 2,53 (s, 3H) 3,47 (s, 3 H) 4,00 (s, 3H) 6,37 (s, 1
H) 7,36 (d, J=8,8 Hz, 2 H) 7,43 (d,J = 8,8 Hz, 2 H) 7,99 - 8,01 (m, 2 H) 8,88 (s, 2 H).
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Ejemplo 9: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-0x0-1,6  -dihidropiridin-3-il)-3-metil-5,6-dihidropirrolo-[3 ,4-c]-pirazol-
4(2H)-ona

El compuesto del titulo se prepar6 en analogia al procedimiento descrito en el Ejemplo 1, utilizando la 3-acetil-5-(4-
clorofenil)-1-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-pirrolidina-2,4-diona (etapa 9,2), e hidrato de hidrazina. Rf =
0,33 (CH2Cl2/MeOH, 19:1); tr: 0,69 min (CL-EM 1); ESI-MS: 369 / 371 [M+H]* (CL-EM 1); RMN *H (400 MHz, DMSO-
ds) & ppm 1,91 -1,96 (m, 3 H) 2,42 (s,3H) 3,31 (s., 1 H) 6,15 (s, 1 H) 7,25(d, 3 =8,4Hz, 2 H) 7,38 (d, J = 8,4 Hz, 2

H) 7,43 (s. a., 1 H) 7,71 (d, J = 2,4 Hz, 1 H) 13,19 (s, 1 H).

Etapa 9,1: 2-(4-clorofenil)-2-(N-(1,5-dimetil-6-0x0-1,6-dihidropiridin-3-il)-3-oxo-butanamido)-acetato de etilo

El compuesto del titulo se prepar6 en analogia al procedimiento descrito en el Ejemplo 1, utilizando el 2-(4-
clorofenil)-2-((1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-amino)-acetato de etilo (etapa 1,1), y 3-oxo-butanotioato de S-
tercbutilo. Rf = 0,33 (hexano/ acetona, 1:1); tr: 0,89 min (CL-EM 1); ESI-MS: 417 / 419 [M+H]* (CL-EM 1).

Etapa 9,2: 2-(4-clorofenil)-2-(N-(1,5-dimetil-6-0x0-1,6-dihidropiridin-3-il)-3-oxo-butanamido)-acetato de etilo

El compuesto del titulo se preparé en analogia al procedimiento descrito en el Ejemplo 1, utilizando el 2-(4-
clorofenil)-2-(N-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-3-oxo-butanamido)-acetato de etilo (etapa 9,1). tr: 0,65 min
(CL-EM 1); ESI-MS: 373 / 375 [M+H]* (CL-EM 1); RMN *H (400 MHz, CDCls) & ppm 2,02 (s, 3 H) 2,40 -2,45 (m, 3 H)
3,43 (s,3H) 4,98 (s, 1 H) 7,12 (d, J=9,0 Hz, 2 H) 7,29 (d, J = 9,0 Hz, 2 H) 7,40 - 7,44 (m, 2 H) 7,95 (s, 1 H).

Ejemplo 10: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,  6-dihidropiridin-3-il)-1,3-dimetil-5,6-dihidropirro lo-[3,4-c]-
pirazol-4(1H)-ona
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El compuesto del titulo se prepard en analogia al procedimiento descrito en el Ejemplo 1, utilizando la 3-acetil-5-(4-
clorofenil)-1-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-pirrolidina-2,4-diona (etapa 9,2), y metil-hidrazina. Rf = 0,33
(EtOAc/MeOH, 4:1); tr: 0,77 min (CL-EM 1); ESI-MS: 383 / 385 [M+H]* (CL-EM 1); RMN H (400 MHz, DMSO-ds) &
ppm 1,93 (s, 3 H) 2,30 (s, 3 H) 3,36 (s, 3 H) 3,46 (s, 3 H) 6,25 (s, 1 H) 7,25 - 7,36 (m, 3 H) 7,44 (d, J = 8,4 Hz, 2 H)
7,64 (d, J=2,7 Hz, 1 H).

Ejemplo 11: 6-(4-clorofenil)-1-ciclopropil-5-(1,5-di  metil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-3-metil-5,6-di  hidropirrolo-
[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona

El compuesto del titulo se prepar6 en analogia al procedimiento descrito en el Ejemplo 13, utilizando la 3-acetil-5-(4-
clorofenil)-1-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-pirrolidina-2,4-diona (etapa 9,2), y clorhidrato de ciclopropil-
hidrazina. Rr = 0,26 (EtOAc/MeOH, 9:1); tr: 0,86 min (CL-EM 1); ESI-MS: 409 / 411 [M+H]* (CL-EM 1); RMN H (600
MHz, DMSO-ds) & ppm 0,57 - 0,83 (m, 3 H) 1,10 (m., 1 H) 1,92 (s, 3 H) 2,28 (s, 3 H) 3,11 (m, 1H) 3,35 (s, 3 H) 6,31
(s,1H)7,32(d,J=8,0Hz, 2H) 7,37 (s.a., 1 H) 7,41 (d, J = 8,0 Hz, 2 H) 7,64 (s. a., 1 H).

Ejemplo 12: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-ox0-1,  6-dihidropiridin-3-il)-1-isopropil-3-metil-5,6-dihi dropirrolo-
[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona

El compuesto del titulo se prepar6 en analogia al procedimiento descrito en el Ejemplo 1, utilizando la 3-acetil-5-(4-
clorofenil)-1-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-pirrolidina-2,4-diona (etapa 9,2) e isopropil-hidrazina. Rt = 0,35
(EtOAc/MeOH, 9:1); tr: 0,91 min (CL-EM 1); ESI-MS: 411 / 413 [M+H]* (CL-EM 1); RMN *H (400 MHz, DMSO-ds)
ppm 1,01 (d, J = 6,7 Hz, 4 H) 1,21 (d, J = 6,6 Hz, 4 H) 1,93 (s, 3 H) 2,32 (s, 3 H) 3,36 (s, 3 H) 4,03 - 4,14 (m, 1 H)
6,30(s,1H)7,31(d,J=85Hz,2H)7,35(d,J=1,6Hz, 1H) 7,44 (d,J=8,4 Hz, 2 H) 7,64 (d, J = 2,69 Hz, 1 H).

Ejemplo 13: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,  6-dihidropiridin-3-il)-1-(4-metoxifenil)-3-metil-5,  6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona

A una solucién de clorhidrato de (4-metoxifenil)-hidrazina (141 mg, 0,805 mmol), y NEts (0,110 ml, 0,789 mili-moles)
en EtOH (8 ml), se afiadi6 la 3-acetil-5-(4-clorofenil)-1-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-pirrolidina-2,4-diona
(etapa 9,2) (300 mg, 0,805 mmol), y la mezcla de reaccién se agit6 durante 4 h a temperatura ambiente. A la mezcla
de reaccién se le agregaron AcOH (4 ml), y acido sulfamico (117 mg, 1,21 mmol), y la mezcla se calent6 en el
reactor de microondas (MW) durante 2 h a 100 °C, y durante 2 h a 120 °C. La mezcla de reaccién se concentrd, y el
residuo se disolvi6 en NaHCOs saturado y se extrajo con EtOAc. Los extractos combinados se lavaron con
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salmuera, se secaron sobre MgSOa, se filtraron, y se concentraron. El producto bruto se purific6 mediante
cromatografia en columna de gel de silice (hexano/EtOAc/MeOH, 50:50:5 a 0:100:10), para proporcionar el producto
del titulo (288 mg, 75 % de rendimiento) como una espuma amarilla. Rf = 0,45 (EtOAc/MeOH, 9:1); tr: 1,015 min
(UPLC 1); tr: 0,99 min (CL-EM 1); ESI-MS: 475 / 477 [M+H]* (CL-EM 1); 1H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,95
(s, 3H) 2,43 (s,3H)3,37(s,3H) 3,75 (s,3H) 6,71 (s, 1 H) 6,93 (d, J =8,5Hz, 2 H) 7,21 (d, J = 8,6 Hz, 2 H) 7,30 (d,
J=82Hz,2H)7,37(d,J=15Hz,1H)7,45(d,J=7,9Hz, 2H) 7,63 (d,J=2,6 Hz, 1 H).

Ejemplo 14: 6-(4-clorofenil)-2-(2,4-dimetoxi-pirimid  in-5-il)-5-(1,5-dimetil-6-0x0-1,6-dihidropiridin-3- il)-3-metil-
5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-ona

9] O/
-
O N N P ant®
N/ =N \‘N N\

/7
i

El compuesto del titulo se preparé en analogia al procedimiento descrito en el Ejemplo 13, utilizando la 3-acetil-5-(4-
clorofenil)-1-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-pirrolidina-2,4-diona (etapa 9,2), y la 5-hidrazinil-2,4-dimetoxi-
pirimidina (etapa 14,2). Ri = 0,61 (CH2Cl2/MeOH, 9:1); tr: 0,88 min (CL-EM 1); ESI-MS: 507 / 509 [M+H]* (CL-EM 1);
RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,93 (s, 3 H) 2,41 (s, 3H) 3,36 (s, 3H) 3,84 (s,3H) 3,91 (s, 3H) 6,23 (s, 1 H)
7,06(d, J=8,4Hz,2H)7,30(d,J=8,4Hz,2H)7,37-7,42(m,1H)7,66-7,73(m,1H)8,35(s, 1H).

Etapa 14,1: 1-(2,4-dimetoxi-pirimidin-5-il)-hidrazina-1,2-dicarboxilato de ditercbutilo

BOC\F}!H Q/

BOC’N | N

N0

A una solucién agitada de 5-bromo-2,4-dimetoxi-pirimidina (400 gramos, 1,826 moles) en tetrahidrofurano (THF)
anhidro (3 litros), bajo argén (Ar), y enfriada hasta 0 °C, se afiadi6 por goteo TurboGrignard (1,821 litros, 2,37
moles). La mezcla resultante se agitd a 0 °C hasta que cesoé la exotérmica, entonces se dejd calentar y agitar a
temperatura ambiente durante 30 min. Se afiadi® por goteo a la mezcla una solucién de azodicarboxilato de
ditercbutilo en tetrahidrofurano (THF) anhidro (1 litro), y la reaccién se agité a temperatura ambiente durante 1 h. La
reaccion se apago lentamente con una solucidon acuosa saturada de NH4Cl, se diluyé con EtOAc y agua. La fase
acuosa se extrajo con EtOAc, los extractos organicos combinados se lavaron con salmuera, se secaron sobre
Naz2S0q, se filtraron, y se concentraron. El aceite amarillo resultante se disolvié en hexano, y la suspension se agité
a 0 °C durante 3 h. El precipitado se filtr6 y se secé, para proporcionar un primer lote de cristales blancos. El licor
madre se concentrd y se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice, para proporcionar un segundo
lote de cristales blancos. Los dos lotes se combinaron para proporcionar el producto del titulo (507 gramos, 1,369
moles, 75 % de rendimiento) como cristales blancos. tr: 1,03 min (CL-EM 1); ESI-MS: 371 [M+H]*, ESI-MS: 369 [M-
HJ{CL-EM 1).

Etapa 14,2: 5-hidrazinil-2,4-dimetoxi-pirimidina

NH 07
HN Ay
|
N"’J\o

A una solucién del 1-(2,4-dimetoxi-pirimidin-5-il)-hidrazina-1,2-dicarboxilato de ditercbutilo (etapa 14,1) (453 gramos,
1,223 moles) en metanol (MeOH) (2,5 litros), se afiadid, a 0 °C, HCI 4 N en dioxano (2,5 litros, 10 moles), y la mezcla
resultante se agité a temperatura ambiente durante la noche. La mezcla de reaccién se concentro, y el residuo se
absorbié en NHs 4N (2 litros), se agitd durante 1 h, y se evapor6 nuevamente. El residuo seco se suspendié en
CHzCl2 (2 litros), las sales se filtraron, y el filtrado se concentré. El producto bruto se agité con Et2O (2 litros) a 0 °C
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durante 30 min, la suspension resultante se filtr6 nuevamente, y el filtrado se concentré, para proporcionar el
producto del titulo (150 gramos, 864 mmol, 70 % de rendimiento) como un sélido color beige claro. tr: 0,32 min (CL-
EM 1); ESI-MS: 171,1 [M+H]* (CL-EM 1).

Ejemplo 15:  6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo0-1,  6-dihidropiridin-3-il)-3-(2-metoxipiridin-3-il)-1-m  etil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona

El compuesto del titulo se preparé en analogia al procedimiento descrito en el Ejemplo 1, utilizando la 5-(4-
clorofenil)-1-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-3-(2-metoxi-nicotinoil)-pirrolidina-2,4-diona (etapa 15,4), y metil-
hidrazina. tr: 0,89 min (CL-EM 1); ESI-MS: 476 / 478 [M+H]* (CL-EM 1); RMN !H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,94
(s, 3H) 3,37 (s,3H) 3,59 (s,3H) 3,92 (s,3H) 6,36 (s, 1L H) 7,12 (dd, J =7,4, 4,9 Hz, 1 H) 7,33 - 7,41 (m, 3 H) 7,47
(d,J=8,7Hz,2H) 7,69 (d,J=2,7Hz,1H)8,24(dd, J=4,9,1,8Hz, 1H) 8,32 (dd, J=7,4, 1,9 Hz, 1 H).

Etapa 15,1: 2-metoxipiridin-3-carbotioato de S-piridin-2-ilo

o0 /E

Serw,
N 57 N
E/

A una solucién de acido 2-metoxi-nicotinico (4,59 gramos, 30 mmol), y 1,2-di-(piridin-2-il)-disulfano (6,74 gramos, 30
mili-moles) en tetrahidrofurano (THF) (60 ml), se afiadid, bajo argén (Ar), trifenil-fosfina, y la mezcla de reaccion se
agité durante 6 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se concentrd, y el aceite residual se purificé
mediante cromatografia en columna de gel de silice (hexano/EtOAc, 80:20 a 50:50), para proporcionar el producto
del titulo (6,6 gramos, 74 % de rendimiento), como un sdlido blanco. Rf = 0,36 (hexano/EtOAc, 1:1); tr: 0,803 min
(UPLC 1); tr: 0,87 min (CL-EM 1); ESI-MS: 247 [M+H]* (CL-EM 1);); RMN H (400 MHz, CDCl3) d ppm 4,05 (s, 3 H)
6,95 (dd, J = 7,58, 4,89 Hz, 1 H) 7,26 (ddd, J = 7,3, 4,9, 1,1 Hz, 1 H) 7,66 (d, J = 8,6 Hz, 1 H) 7,7 (td, J = 7,8, 1,8 Hz,
1H)8,12 (dd, J = 7,6, 2,0 Hz, 1 H) 8,29 (dd, J = 4,9, 1,8 Hz, 1 H) 8,58 - 8,64 (m, 1 H).

Etapa 15,2: 3-(2-metoxipiridin-3-il)-3-oxo-propanotioato de S-tercbutilo

OOO

A una solucién de 2-metoxipiridin-3-carbotioato de S-piridin-2-ilo (1,11 gramos, 4,5 mmol) en tetrahidrofurano (THF)
(30 ml), se afadid, bajo argén (Ar), una solucién 1M de LiHMDS en tetrahidrofurano (THF) (13,5 ml, 15,5 mmol) por
debajo de -70 °C. A esta solucién se afiadié una solucién de etanotioato de S-tercbutilo en tetrahidrofurano (THF) (3
ml) a -78 °C. Después de agitar durante 15 min a -78 °C, la mezcla de reaccidn se vertié sobre HCl acuoso 1N y el
producto se extrajo con EtOAc. Los extractos combinados se lavaron con una solucién saturada de NaHCOs y
salmuera, se secaron sobre MgSOa, se filtraron, y se concentraron. El producto bruto se purific6 mediante
cromatografia en columna de gel de silice (hexano/EtOAc/MeOH, 50:50:5 a 0:100:10), para proporcionar el producto
del titulo (288 mg, 75 % de rendimiento), como un aceite incoloro. Rt = 0,45 (EtOAc/MeOH, 9:1); tr: 1,221 min (UPLC
1); tr: 1,14 min (CL-EM 1); ESI-MS: 268 [M+H]* (CL-EM 1); RMN H (400 MHz, CDCIl3) & ppm 1,41 (s, 3,5 H) 1,47 -
1,51 (m, 5,5 H) 3,38 y 3,98 (s, 3 H) 4,10 (s, 1,2 H) 6,43 - 6,49 (m, 0,4 H) 6,87 - 6,97 (m, 1 H) 8,09 - 8,29 (m, 2 H)
13,38 (s, 0,4 H).

Etapa 15,3: 2-(4-clorofenil)-2-(N-(1,5-dimetil-6-0x0-1,6-dihidropiridin-3-il)-3-(2-metoxipiridin-3-il)-3-oxo-propanamido)-
acetato de etilo
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El compuesto del titulo se prepar6 en analogia al procedimiento descrito en el Ejemplo 1, utilizando el 3-(2-
metoxipiridin-3-il)-3-oxo-propanotioato de S-tercbutilo (etapa 15,2), y 2-(4-clorofenil)-2-((1,5-dimetil-6-oxo-1,6-
dihidropiridin-3-il)-amino)-acetato (etapa 1,1). Rf = 0,42 (EtOAc); tr: 1,00 min y 1,22 min (CL-EM 1); ESI-MS: 512 /
514 [M+H]* (CL-EM 1).

Etapa 15,4: 5-(4-clorofenil)-1-(1,5-dimetil-6-0x0-1,6-dihidropiridin-3-il)-3-(2-metoxi-nicotinoil)-pirrolidina-2,4-diona

El compuesto del titulo se preparé en analogia al procedimiento descrito en el Ejemplo 1, etapa 13, utilizando el 2-(4-
clorofenil)-2-(N-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-3-(2-metoxipiridin-3-il)-3-oxo-propanamido)-acetato de etilo
(etapa 15,3). tr: 0,60 min (CL-EM 1); ESI-MS: 466 / 468 [M+H]* (CL-EM 1).

Ejemplo 16: ( R)-6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-0x0-1,6-dihidro  piridin-3-il)-3-(2-metoxipiridin-3-il)-1-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona

El compuesto del titulo (159 mg, 35 % de rendimiento) se obtuvo enantioméricamente puro (98 % de ee), como un
sélido blanco después de la cromatografia de preparacion quiral (sistema: SFC-PicLab-Prep 100; columna:
Chiralpak AD-H, 50 x 250 mm; fase movil: scCO2 / metanol (MeOH), 40:60 (isocratica); flujo: 80 gramos/minuto;
deteccién UV: 245 nm) de la mezcla racémica de la 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-3-(2-
metoxipiridin-3-il)-1-metil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona (Ejemplo 15) (450 mg, 0,927 mmol), y la
trituracion del residuo resultante en Et20. tr: 0,89 min (CL-EM 1); ESI-MS: 476 / 478 [M+H]* (CL-EM 1); RMN *H
(400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,94 (s, 3 H) 3,37 (s, 3 H) 3,59 (s, 3H) 3,92 (s, 3H) 6,36 (s, 1 H) 7,12 (dd, J = 7,4, 4,9
Hz, 1H) 7,33-7,41 (m, 3H) 7,47 (d, J =8,7 Hz, 2 H) 7,69 (d, J = 2,7 Hz, 1 H) 8,24 (dd, J = 4,9, 1,8 Hz, 1 H) 8,32
(dd, J =7,4, 1,9 Hz, 1 H. El segundo enantidmero, (S)-6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-3-(2-
metoxipiridin-3-il)-1-metil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona, se obtuvo por medio de la misma separacion,
enantioméricamente puro (98 % de ee), como un soélido blanco (177 mg, rendimiento del 39 %).

Ejemplo 17a: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1 ,6-dihidropiridin-3-il)-1-(2-metoxipiridin-3-il)-3-  metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona, y

Ejemplo 17b: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1 ,6-dihidropiridin-3-il)-2-(2-metoxipiridin-3-il)-3-  metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-ona
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Los compuestos del titulo 17a'y 17b se prepararon en analogia al procedimiento descrito en el Ejemplo 7a, utilizando
la 5-(5-cloro-1-metil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-6-(4-clorofenil)-3-metil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-ona
(Ejemplo 6), y acido (2-metoxipiridin-3-il)-borénico. La mezcla de regioisémeros se separ6 mediante cromatografia
de fluidos super-criticos (SFC) (Silice (250 x 30 mm, 5 um), isocratica, 7 % de B en 60 min, A: scCOz2, B: MeOH;
flujo: 100 ml/minuto), para proporcionar el producto del titulo 17a como un sélido blanco. Rt = 0,44 (EtOAc/ MeOH,
9:1); tr: 0,927 min (UPLC 1); tr: 0,93 min (CL-EM 1); ESI-MS: 476 / 478 [M+H]" (CL-EM 1); RMN *H (400 MHz,
DMSO-ds) & ppm 1,93 (s, 3 H) 2,43 (s, 3 H) 3,37 (s, 3 H) 3,96 (s, 3H) 6,22 (s, 1 H) 6,98 - 7,06 (m, 3H) 7,23 (d, J =
8,1Hz,2H)7,36-740(m,1H)7,71(d, J=27Hz 1H)7,77 (dd, J=7,7, 1,7 Hz, 1 H) 8,14 (dd, J =4,9, 1,7 Hz, 1
H, y el 17b como un solido blanco. R = 0,44 (EtOAc/ MeOH, 9:1); tr: 0,927 min (UPLC 1); tr: 0,93 min (CL-EM 1);
ESI-MS: 476 / 478 [M+H]* (CL-EM 1); RMN H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,96 (s, 3 H) 2,30 (s, 3 H) 3,39 (s, 3 H)
3,91 (s,3H)6,30(s,1H) 7,20 (dd,J=7,6,50Hz,1H)732(d,J=88Hz,2H)7,41(d,J=9,1Hz,2H) 7,48 (m, 1
H) 7,77 (d,J=2,7Hz,1H) 7,89 (dd,J =7,6, 1,7 Hz, 1 H) 8,37 (dd, J = 4,9, 1,8 Hz, 1 H).

Ejemplo 18a: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1  ,6-dihidropiridin-3-il)-1-(2-etoxi-piridin-3-il)-3-  metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona, y

Ejemplo 18b:  6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1  ,6-dihidropiridin-3-il)-2-(2-etoxi-piridin-3-il)-3-  metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-ona

Los compuestos del titulo 18a y 18b se prepararon en analogia al procedimiento descrito en el Ejemplo 7, utilizando
la 5-(5-cloro-1-metil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-6-(4-clorofenil)-3-metil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-ona
(Ejemplo 6), y acido (2-etoxi-piridin-3-il)-borénico. La mezcla de regioisomeros se separd mediante cromatografia de
fluidos super-criticos (SFC) (Silice (250 x 30 mm, 5 um), gradiente del 18 al 23 % de B en 11 min, A: scCOz2, B:
MeOH; flujo: 100 ml/minuto), para proporcionar el producto del titulo 18a como un solido blanco. Rf = 0,49
(EtOAc/MeOH, 9:1); tr: 0,992 min (UPLC 1); tr: 0,99 min (CL-EM 1); ESI-MS: 490 / 492 [M+H]* (CL-EM 1); RMN H
(400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,32 (t, J = 8,1 Hz, 3H) 1,92 (s, 3 H) 2,42 (s, 3 H) 3,36 (s, 3 H) 4,36 (m, 1H) 4,43 (m, 1
H) 6,13 (s, 1 H) 6,96 - 7,06 (m, 3 H) 7,20 (d,J=8,1Hz, 2H) 7,33 (m, 1 H) 7,66 (d,J =2,7Hz, 1 H) 7,71 (dd, J = 7,7,
1,7 Hz, 1 H) 8,13 (m, 1 H), y 18b como un sélido blanco. Rt = 0,46 (EtOAc/MeOH, 9:1); tr: 1,006 min (UPLC 1); tr:
0,99 min (CL-EM 1); ESI-MS: 490 / 492 [M+H]* (CL-EM 1); RMN H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,24 (t, J = 8,1 Hz,
3H) 1,95 (s, 3 H) 2,31 (s, 3 H) 3,38 (s, 3H) 4,37 (q, J = 8,1 Hz, 2H) 6,29 (s, 1 H) 7,16 (m, 1 H) 7,32 (d, J = 8,1 Hz, 2
H) 7,39 (d, J=8,1 Hz,2 H) 7,47 (m, 1 H) 7,76 (m, 1 H) 7,85 (m, 1 H) 8,33 (m, 1 H).

Ejemplo 19:  6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,  6-dihidropiridin-3-il)-1-(2-fluoro-piridin-3-il)-3-  metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona
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El compuesto del titulo se prepar6 en analogia al procedimiento descrito en el Ejemplo 7, utilizando la 5-(5-cloro-1-
metil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-6-(4-clorofenil)-3-metil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-ona (Ejemplo 6), y
acido (2-fluoro-piridin-3-il)-borénico. Rf = 0,54 (EtOAc/MeOH, 19:1); tr: 0,886 min (UPLC 1); tr: 0,89 min (CL-EM 1);
ESI-MS: 464 / 466 [M+H]* (CL-EM 1); RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) d ppm 1,93 (s, 3 H) 2,45 (s, 3 H) 3,35 (s, 3 H)
6,44 (s,1H) 7,13 (d,J=8,1Hz,2H) 7,24 (d,J=8,1Hz,2H) 7,41 (m, 1 H) 7,46 (dd, J=7,7, 1,7 Hz, 1 H) 7,73 (m,
1H) 8,09 (m, 1 H) 8,21 (m, 1H).

Ejemplo 20a: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1 ,6-dihidropiridin-3-il)-2-(6-metoxipiridin-3-il)-3-  metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-ona, y

Ejemplo 20b: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1 ,6-dihidropiridin-3-il)-1-(6-metoxipiridin-3-il)-3-  metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona

Los compuestos del titulo 20a y 20b se prepararon en analogia al procedimiento descrito en el Ejemplo 7, utilizando
la 5-(5-cloro-1-metil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-6-(4-clorofenil)-3-metil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-ona
(Ejemplo 6), y acido (6-metoxipiridin-3-il)-borénico. La mezcla de regioisémeros se separé mediante cromatografia
de fluidos super-criticos (SFC) (DEAP (250 x 30 mm, 5 um), gradiente del 7 al 12 % de B en 11 min, A: scCOz, B:
MeOH; flujo: 100 ml/minuto), para proporcionar el producto del titulo 20a como un soélido blanco. tr: 0,957 min (UPLC
1); tr: 0,95 min (CL-EM 1); ESI-MS: 476 / 478 [M+H]* (CL-EM 1); RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,96 (s, 3 H)
2,48 (s,3H) 3,39 (s,3H)3,92(s,3H)6,31(s,1H)7,00(d,J=88Hz,1H)7,33(d,J=89Hz,2H)7,41(d,J=9,1
Hz,2H) 7,47 (d,J=1,6Hz, 1 H) 7,77 (d,J =2,7 Hz, 1 H) 7,92 (dd, J = 8,9, 2,7 Hz, 1 H) 8,40 (d, J = 2,7 Hz, 1 H), y
20b como un sélido blanco. tr: 0,967 min (UPLC 1); tr: 0,96 min (CL-EM 1); ESI-MS: 476 / 478 [M+H]* (CL-EM 1);
RMN *H (400 MHz, DMSO-de) & ppm 1,95 (s, 3 H) 2,44 (s, 3 H) 3,37 (s,3H) 3,85 (s,3H) 6,73 (s,1H)6,88(d,J=
88Hz,1H)7,22(d,J=81Hz,2H)7,32(d,IJ=8,4Hz,2H) 7,36 (d,J=1,6Hz, 1 H) 7,6 (d,J=2,7Hz, 1H)7,88
(dd,J=18,9,2,8Hz,1H)8,32(d, J =2,7 Hz, 1 H).

Ejemplo 2l1a: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1 ,6-dihidropiridin-3-il)-1-(2-metoxi-pirimidin-5-il) -3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona y

Ejemplo 21b: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1  ,6-dihidropiridin-3-il)-2-(2-metoxi-pirimidin-5-il) -3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-ona

Los compuestos del titulo 21a y 21b se prepararon en analogia al procedimiento descrito en el Ejemplo 7, utilizando
la 5-(5-cloro-1-metil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-6-(4-clorofenil)-3-metil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-ona
(Ejemplo 6), y éacido (2-metoxi-pirimidin-5-il)-borénico. La mezcla de regioisbmeros se separ6 mediante
cromatografia de fluidos super-criticos (SFC) (DEAP (250 x 30 mm, 5 um), gradiente del 8 al 13 % de B en 11 min,
A: scCOz2, B: MeOH; flujo: 100 ml/ minuto), para proporcionar el producto del titulo 20a como un sélido blanco. tr:
1,008 min (UPLC 1); tr: 0,87 min (CL-EM 1); ESI-MS: 477 / 479 [M+H]* (CL-EM 1); RMN H (400 MHz, DMSO-de) &
ppm *H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,95 (s, 3 H) 2,46 (s, 3 H) 3,37 (s, 3 H) 3,92 (s, 3H) 6,74 (s, 1 H) 7,25 (d,
J=84Hz,2H)7,32-738(m,3H)759-763(m,1H)7,62(d,J=27Hz 1H)8,76 (s, 2 H), y el 20b como un
sdlido blanco. tr: 0,976 min (UPLC 1); tr: 0,86 min (CL-EM 1); ESI-MS: 477 / 479 [M+H]* (CL-EM 1); RMN H (400
MHz, DMSO-ds) & ppm 1,91 (s, 3H) 2,46 (s, 3H) 3,32 (s, 3 H) 3,96 (s, 3 H) 6,27 (s, 1 H) 7,29 (d, J = 8,8 Hz, 2 H) 7,36
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(d, J=8,8Hz, 2 H) 7,42 (s, 1 H) 7,72 (s, 1H) 8,63 (s, 2 H).

Ejemplo 22: (R)-6-(4-clorofenil)-3-ciclopropil-5-(1, 5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-1-(1-metil  -1H-pirazol-
5-il)-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona

Se obtuvo el compuesto del titulo enantioméricamente puro (>98 % de ee) después de la cromatografia de
preparacion quiral (sistema: Thar SFC200; columna: Chiralpak AD-H 50 x 250 mm; fase mavil: scCO2/IPA 75:25
(isocrética), flujo: 200 g/min) de la mezcla racémica de la 6-(4-clorofenil)-3-ciclopropil-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-
dihidropiridin-3-il)-1-(1-metil-1H-pirazol-5-il)-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona (Ejemplo 5).
(S)-6-(4-clorofenil)-3-ciclopropil-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-1-(1-metil-1H-pirazol-5-il)-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona, tr: 1,55 min (sistema: Thar/Waters SFC Investigator MS; columna: Chiralpak
AD-H, 4,6 x 250 mm; fase mévil: scCOz/isopropanol, 70:30 (isocratica), flujo: 4 ml/minuto; deteccion UV: 215 nm).
(R)-6-(4-clorofenil)-3-ciclopropil-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-1-(1-metil-1H-pirazol-5-il)-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona, tr: 2,36 min (sistema: Thar/Waters SFC Investigator MS; columna: Chiralpak
AD-H, 4,6 x 250 mm; fase movil: scCOz/isopropanol, 70:30 (isocrética), flujo: 4 ml/minuto; deteccion UV: 215 nm).

Ejemplo 23: 6-(4-clorofenil)-3-ciclopropil-5-(1,5-di  metil-6-ox0-1,6-dihidropiridin-3-il)-5,6-dihidropir ~ rolo-[3,4-c]-
pirazol-4(1H)-ona

El compuesto del titulo se prepar6 en analogia al procedimiento descrito en el Ejemplo 1, utilizando la 5-(4-
clorofenil)-3-(ciclopropan-carbonil)-1-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-pirrolidina-2,4-diona  (etapa 1,3), e
hidrazina. tr: 0,81 min (CL-EM 1); ESI-MS: 395 / 397 [M+H]* (CL-EM 1); RMN H (400 MHz, DMSO-de) & ppm 13,29
(s,1H),7,69(,J=28Hz,1H),7,44-7,33(m,3H),728-7,19 (m, 2 H), 6,13 (s, 1H), 5,76, 3,36 (s, 3 H), 2,04 (m,
1H),1,93(s,3H),1,21-1,07 (m, 4 H).

Ejemplo 24: (R)-6-(4-clorofenil)-3-ciclopropil-5-(1,  5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-5,6-dihidr  opirrolo-[3,4-
c]-pirazol-4(1H)-ona
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Se obtuvo el compuesto del titulo enantioméricamente puro (>99 % de ee) después de la cromatografia de
preparacion quiral (sistema: Gilson PLC 2020; columna: Chiracel OD-H, 5 um, 20 x 250 mm; fase movil:
heptano/EtOH/MeOH, 80:10:10; flujo: 10 ml/minuto; deteccion UV: 210 nm) de la mezcla racémica de la 6-(4-
clorofenil)-3-ciclopropil-5-(1,5-dimetil-6-oxo0-1,6-dihidropiridin-3-il)-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona
(Ejemplo 23).
(R)-6-(4-clorofenil)-3-ciclopropil-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona.
tr: 7,13 min (sistema: Agilent HPLC; columna: Chiracel OD-H, 5 pm, 4,6 x 250 mm; fase movil: heptano/EtOH/MeOH,
80:10:10 (isocratica); flujo: 1 ml/minuto; deteccion UV: 210 nm).
(S)-6-(4-clorofenil)-3-ciclopropil-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona.
tr: 9,95 min (sistema: Agilent HPLC; columna: Chiracel OD-H, 5 pm, 4,6 x 250 mm; fase movil: heptano/EtOH/MeOH,
80:10:10 (isocratica); flujo: 1 ml/minuto; deteccion UV: 210 nm).

Ejemplo 25: (R)-6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-ox  0-1,6-dihidropiridin-3-il)-1-(2-metoxipiridin-3-il)  -3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona

Se obtuvo el compuesto del titulo enantioméricamente puro (>99 % de ee) después de la cromatografia de
preparacion quiral (sistema: SFC de preparacién de Mg Il; columna: Chiralpak AD-H, 30 x 250 mm; fase movil:
scCO2/MeOH, 55:45 (isocratica), flujo: 50 ml/minuto) de la mezcla racémica de la 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-
0x0-1,6-dihidropiridin-3-il)-1-(2-metoxipiridin-3-il)-3-metil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona (Ejemplo 17a).
(S)-6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-1-(2-metoxipiridin-3-il)-3-metil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-
pirazol-4(1H)-ona, tr: 2,34 min (sistema: Thar Analytical SFC; columna: Chiralpak AD-H, 4,6 x 250 mm; fase movil:
scCO2/MeOH (DEA al 0,05 %), 50:50 (isocratica), flujo: 2 ml/minuto; deteccién UV: 220 nm).
(R)-6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-1-(2-metoxipiridin-3-il)-3-metil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-
pirazol-4(1H)-ona, tr: 2,76 min (sistema: Thar Analytical SFC; columna: Chiralpak AD-H, 4,6 x 250 mm; fase mavil:
scCO2/MeOH (DEA al 0,05 %), 50:50 (isocratica), flujo: 2 ml/minuto; deteccion UV: 220 nm).

Ejemplo 26: (R)-6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-ox  0-1,6-dihidropiridin-3-il)-2-(2-metoxipiridin-3-il)  -3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-ona

N
N
e

\

Se obtuvo el compuesto del titulo enantioméricamente puro (>99 % de ee) después de la cromatografia de
preparacion quiral (sistema: SFC de preparacion de Mg Il; columna: Chiralpak AD-H, 30 x 250 mm; fase movil:
scCO2/MeOH, 55:45 (isocrética), flujo: 50 ml/minuto) de la mezcla racémica de la 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-
0x0-1,6-dihidropiridin-3-il)-2-(2-metoxipiridin-3-il)-3-metil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-ona (Ejemplo 17b).
(S)-6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-0xo-1,6-dihidropiridin-3-il)-2-(2-metoxipiridin-3-il)-3-metil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-
pirazol-4(2H)-ona, tr: 4,75 min (sistema: Thar Analytical SFC; columna: Chiralpak AD-H, 4,6 x 250 mm; fase mavil:
scCO2/MeOH (DEA al 0,05 %), 50:50 (isocratica), flujo: 2 ml/minuto; deteccion UV: 220 nm).
(R)-6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-2-(2-metoxipiridin-3-il)-3-metil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-
pirazol-4(2H)-ona, tr: 6,46 min (sistema: Thar Analytical SFC; columna: Chiralpak AD-H, 4,6 x 250 mm; fase movil:
scCO2/MeOH (DEA al 0,05 %), 50:50 (isocratica), flujo: 2 ml/minuto; deteccién UV: 220 nm).

Ejemplo 27: (R)-6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-ox  0-1,6-dihidropiridin-3-il)-3-metil-5,6-dihidropirro lo-[3,4-c]-
pirazol-4(2H)-ona
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Se obtuvo el compuesto del titulo enantioméricamente puro (>99 % de ee) después de la cromatografia de
preparacion quiral (sistema: Gilson PLC 2020; columna: Chiralpak 1A, 5 um, 20 x 250 mm; fase mavil: heptano/EtOH,
50:50; flujo: 10 ml/minuto; deteccién UV: 220 nm) de la mezcla racémica de la 6-(4-clorofenil)-3-ciclopropil-5-(1,5-
dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona (Ejemplo 9).
(S)-6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-3-metil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-ona.  tr:
5,92 min (sistema: Agilent HPLC; columna: Chiralpak 1A, 5 um, 4,6 x 250 mm; fase mévil: heptano/EtOH, 50:50
(isocratica); flujo: 1 ml/minuto; deteccion UV: 220 nm).
(R)-6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-3-metil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-ona.  tr:
8,74 min (sistema: Agilent HPLC; columna: Chiralpak IA, 5 um, 4,6 x 250 mm; fase movil: heptano/EtOH, 50:50
(isocratica); flujo: 1 ml/minuto; detecciéon UV: 220 nm).

Ejemplo 28: (R)-5-(5-cloro-1-metil-6-ox0-1,6-dihidro  piridin-3-il)-6-(4-clorofenil)-3-metil-5,6-dihidrop  irrolo-[3,4-
c]-pirazol-4(2H)-ona

Cl o]
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O N NH
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Se obtuvo el compuesto del titulo enantioméricamente puro (>99 % de ee) después de la cromatografia de
preparacion quiral (sistema: Gilson PLC 2020; columna: Chiralpak ID, 5 pm, 20 x 250 mm; fase movil: heptano/EtOH,
80:20; flujo: 11 ml/minuto; deteccion UV: 210 nm) de la mezcla racémica de la 5-(5-cloro-1-metil-6-oxo-1,6-
dihidropiridin-3-il)-6-(4-clorofenil)-3-metil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-ona (Ejemplo 6).
(S)-5-(5-cloro-1-metil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-6-(4-clorofenil)-3-metil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-ona.
tr: 6,70 min (sistema: Merck HPLC; columna: Chiralpak ID, 5 um, 4,6 x 250 mm; fase mavil: heptano/EtOH/MeOH,
60:20:20 (isocratica); flujo: 1 ml/minuto; deteccion UV: 210 nm).
(R)-5-(5-cloro-1-metil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-6-(4-clorofenil)-3-metil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-ona.
tr: 8,32 min (sistema: Merck HPLC; columna: Chiralpak ID, 5 um, 4,6 x 250 mm; fase movil: heptano/EtOH/MeOH,
60:20:20 (isocratica); flujo: 1 ml/minuto; deteccion UV: 210 nm).

ENSAYOS

La actividad de un compuesto de acuerdo con la presente invencién se puede evaluar mediante los siguientes
métodos.

Ensayos de enlace TR-FRET in vitro para BRD2, BRD3 y BRD4:

Todos los ensayos se llevaron a cabo en placas de microtitulacién de 384 pocillos. Cada placa de ensayo contenia
diluciones en serie de 8 puntos para 40 compuestos de prueba, mas 16 controles altos y 16 controles bajos. Las
etapas de manejo de liquidos y de incubacién se hicieron en un Innovadyne Nanodrop Express equipado con un
brazo robético (Thermo CatX, Perkin Elmer/Caliper Twister Il), y una incubadora (Liconic STX40, Thermo Citomat
2C450). Las placas de ensayo se prepararon mediante la adicién de 50 nanolitros por pozo de la solucion del
compuesto en sulféxido de dimetilo (DMSO) al 90 % con el nanodosificador HummingBird (Zinsser Analytic). El
ensayo se inicié mediante la adicion por etapas de 4,5 microlitros por pozo de la proteina del bromodominio (HEPES
50 mM, pH de 7,5, Tween 20 al 0,005 %, albumina de suero bovino (BSA) al 0,1 %, NaCl 50 mM, His-Brd2(60-472)
45 nM o His-Brd3(20-477) 45 nM o His-Brd4(44-477) 45 nM, todas las proteinas se produjeron en la empresa), y 4,5
microlitros por pozo de la solucion de péptido (HEPES 50 mM, pH de 7,5, Tween 20 al 0,005 %, albumina de suero
bovino (BSA) al 0,1 %, NaCl 50 mM, acetil-histona H4 60 nM (AcK 5, 8, 12, 16) (Biosyntan GmbH)). Las reacciones
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se incubaron a 30 °C durante 35 min. Subsiguientemente se afiadieron 4,5 microlitros por pozo de mezcla de
deteccién (HEPES 50 mM, pH de 7,5, Tween 20 al 0,005 %, albdimina de suero bovino (BSA) al 0,1 %, NaCl 50 mM,
anticuerpo anti-His6 marcado con Eu 3 nM, estreptavidina-aloficocianina 21 nM). Después de 35 min de incubacién
a 30 °C, las placas se midieron en un lector de multiples etiquetas Perkin Elmer EnVision. Las concentraciones
causantes de los valores de inhibicion del 50 % (ICso) se determinaron a partir de los valores de porcentaje de
inhibicidn en diferentes concentraciones de los compuestos mediante el analisis de regresion no lineal.

Ensayo de enlace in vitro AlphaScreen para CREBBP

Con el objeto de evaluar la selectividad del bromodominio, establecimos un ensayo de enlace utilizando el
bromodominio codificado por el gen de CREBBP. Los compuestos se probaron en el ensayo de CREBBP con un
protocolo similar; sin embargo utilizando AlphaScreen (Amplified Luminescent Proximity Homogeneous Assay
[Ensayo Homogéneo de Proximidad Luminiscente Amplificado], Perkin Elmer) como la lectura de deteccién en lugar
de TR-FRET. El ensayo se inici6 mediante la adicién por etapas de 4,5 microlitros por pozo de la proteina del
bromodominio (HEPES 50 mM, pH de 7,5, Tween 20 al 0,005 %, albumina de suero bovino (BSA) al 0,02 %, NaCl
150 mM, His-CREBBP(1081-1197) 324 nM (produccion por encargo en Viva Biotech Ltd.)), y 4,5 microlitros por pozo
de la solucion de péptido (HEPES 50 mM, pH de 7,5, Tween 20 al 0,005 %, albimina de suero bovino (BSA) al 0,02
%, NaCl 150 mM, acetil-histona H4 120 nM (AcK 5, 8, 12) (Biosyntan GmbH)). Las reacciones se incubaron a 30 °C
durante 35 min. Subsiguientemente se afadieron 4,5 microlitros por pozo de mezcla de deteccion (HEPES 50 mM,
pH de 7,5, Tween 20 al 0,005 %, albumina de suero bovino (BSA) al 0,02 %, NaCl 150 mM, 45 microgramos/ml de
perlas aceptoras de quelato de Ni, 45 microgramos/ml de perlas donadoras de estreptavidina) (Perkin Elmer)).
Después de 60 min de incubacion a temperatura ambiente, las placas se midieron en un lector de miltiples etiquetas
Perkin Elmer EnVision. Los valores ICso se determinaron a partir de los valores de porcentaje de inhibicion en
diferentes concentraciones de los compuestos mediante el andlisis de regresion no lineal.

Para hacer una perfilacion adicional de la selectividad del bromodominio, se llevaron a cabo ensayos de panel
adicionales utilizando protocolos analogos con modificaciones menores especificas para el ensayo individual,
utilizando cualquiera de TR-FRET o AlphaScreen para la deteccion.

Preparacioén de diluciones de compuestos

Los compuestos de prueba se disolvieron en sulféxido de dimetilo (DMSO) (10 mM), y se transfirieron a tubos de
matriz de fondo plano o en forma de V de 1,4 ml llevando una matriz bidimensional Unica. Las soluciones de
suministro se almacenaron a +2 °C si no se utilizaron inmediatamente. Para el procedimiento de prueba, los frascos
se descongelaron y se identificaron mediante un explorador en donde se generé una hoja de procesamiento que
guio las siguientes etapas de procesamiento.

Las diluciones de los compuestos se hicieron en placas de 96 pocillos. Este formato hizo posible el ensayo de
maximo 40 compuestos de prueba individuales en 8 concentraciones (puntos individuales), incluyendo 4 compuestos
de referencia, si se desea (los inhibidores de BET conocidos a partir de la técnica anterior, para este y otros ensayos
del tipo que se da a conocer en el presente documento). El protocolo de dilucion incluyé la produccion de “placas de

o

pre-dilucién”, "placas maestras" y "placas de ensayo”.

Placas de pre-dilucion: Se utilizaron placas de poli-propileno de 96 pocillos como placas de pre-dilucion. Se
prepard un total de 4 placas de pre-dilucién incluyendo 10 compuestos de prueba cada una, en las posiciones de
placa A1 a A10, un compuesto estandar en All, y un control de sulféxido de dimetilo (DMSO) en Al2. Todas las
etapas de dilucion se hicieron en un robot HamiltonSTAR.

Placas maestras: 30 microlitros de las diluciones de los compuestos individuales incluyendo el compuesto estandar
y los controles de las 4 “placas de pre-dilucién” se transfirieron a una "placa maestra" de 384 pocillos incluyendo las
siguientes concentraciones: 10,000, 3,003, 1,000, 300, 100, 30, 10 y 3 uM, respectivamente, en el 90 % de sulféxido
de dimetilo.

Placas de ensayo: Entonces se prepararon “placas de ensayo” idénticas mediante la etapa por pipeta de 50
nanolitros cada una, de diluciones de los compuestos de las "placas maestras" en “placas de ensayo” de 384
pocillos, por medio de un dosificador de 384 canales HummingBird. Estas placas se utilizaron directamente para el
ensayo que se llevo a cabo en un volumen total de 13,55 microlitros. Esto condujo a una concentracion final del
compuesto de 37, 11, 3,7, 1,1, 0,37, 0,11, 0,037 y 0,011 uM y a una concentracion final de sulféxido de dimetilo
(DMSO) del 0,37 % en el ensayo.

Ensayo de inhibicién del crecimiento celular

Se emplearon las lineas celulares de leucemia humana MV-4-11, THP-1 y K-562 para caracterizar el efecto de los
inhibidores de BET sobre la proliferacion y viabilidad celular. Las células se obtuvieron en la American Type Culture
Collection (ATCC), y se cultivaron a 37 °C en una incubadora humidificada con CO2 al 5 % en los siguientes medios:
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MV-4-11: DMEM alto en glucosa (Animed n.° 1-26F01-I), suero fetal de becerro (FCS) al 10 % (Animed n.° 2-01F26-
1), L-glutamina 4 mM (Animed n.° 5-10K50), piruvato de sodio 1 mM (Animed n.° G03625P), 1x penicilina-
estreptomicina (Animed n.° F12478P); K-562: MEM de Iscove (Animed n.° 1-28F16-1), suero fetal de becerro (FCS)
al 10 % (Animed n.° 2-01F26-1), L-glutamina 4 mM (Animed n.° 5-10K50), 1x penicilina-estreptomicina (Animed n.°
F12478P); THP-1: RPMI-1640 (Animed n.° 1-41F01-l), suero fetal de becerro (FCS) al 10 % (Animed n.° 2-01F26-I),
L-glutamina 2 mM (Animed n.° 5-10K50), HEPES 10 mM (Animed n.° 5-31F100), piruvato de sodio 1 mM (Animed n.°
G03625P), 1x penicilina-estreptomicina (Animed n.° F12478P). Las lineas de leucemia mieloblastica aguda (AML)
MV-4-11 y THP-1 son muy sensibles a los inhibidores de BET y muestran la muerte celular masiva después de la
inhibicion de BET (Zuber y colaboradores, Nature, 478 (2011), 524-8). La supresion de la proliferacién/ viabilidad
celular mediada por el compuesto se evalué mediante la cuantificacién de los niveles celulares de ATP utilizando el
reactivo CellTiter-Glo (CTG) (Promega). Dicho de una manera breve, las células se sembraron en 20 microlitros del
medio fresco en placas de 384 pocillos, seguido por la adicion de 5 microlitros del medio que contenia las diluciones
de los compuestos a 5 veces su concentracion final destinada. Los efectos de la respuesta a la dosis se evaluaron
mediante diluciones en serie triples del compuesto de prueba, empezando en 10 pM. En seguida de la incubacion de
las células durante 4 dias a 37 °C y con CO:z al 5 %, se cuantifico el efecto de los inhibidores sobre la viabilidad
celular en seguida de la adicion de 20 microlitros de CTG y la cuantificacién de la luminiscencia (tiempo de
integracion: 100 milisegundos) de acuerdo con el manual del vendedor, utilizando un lector de placas de mdltiples
modos Tecan M200 correspondientemente equipado (TECAN, Suiza). Para el andlisis de los datos, se sustrajo de
todos los puntos de datos el valor del fondo del ensayo determinado en los pocillos que contenian el medio, pero no
células. Para hacer posible la diferenciacion de los compuestos citotdxicos de los citostaticos, se evalUa el nUmero
de células viables en relacion con aquél observado en el momento de la adicion del compuesto utilizando una placa
de células separada (dia 0). El efecto de la concentracién de un compuesto de prueba particular sobre la
proliferacién/viabilidad celular se expresa como el porcentaje de la lectura de luminiscencia del fondo y la corregida
en el dia 0 obtenida para las células tratadas con vehiculo solamente (DMSO, concentracién final del 0,1 %), el cual
es establecido como el 100 %, mientras que esa lectura de luminiscencia para los pocillos que contenian el medio se
ajusta como -100 %. Las concentraciones de los compuestos que conducian a la inhibicion del crecimiento media
maxima (IC50) e inhibicién del crecimiento total (TGI) se determinaron utilizando el ajuste de curva de cuatro
parametros convencionales.

Ensayo de formacién de focos de Nut

Las células de carcinoma de la linea media de NUT HCC2494 (que expresaban la fusién de BRD4-NUT) se
obtuvieron en la University of Texas Southwestern, y se cultivaron en un medio RPMI-1640 que contenia suero fetal
de becerro al 10 % a 37 °C en una incubadora humidificada con CO2 al 5 %.

La inhibicién de la actividad de BRD4 mediada por el compuesto se monitoredé mediante la cuantificacién del nimero
y de la intensidad de focos nucleares de BRD4-NUT utilizando el microscopio de inmunofluorescencia automatizado.
Dicho de una manera breve, se sembraron 5,000 células en 20 microlitros del medio fresco en placas previamente
recubiertas con poli-D-lisina de 384 pocillos, y se incubaron durante la noche a 37 °C y con COz al 5 %, seguido por
la adicion de 5 microlitros del medio que contenia las diluciones de los compuestos a 5 veces su concentracion final
destinada. Los efectos de la respuesta a la dosis se evaluaron mediante diluciones en serie triples del compuesto de
prueba, empezando en 10 yuM. En seguida de la incubacion de las células durante 24 h a 37 °C y con CO2 al 5 %,
las células se fijaron mediante incubacién con formaldehido al 3,7 % durante 10 min, seguida por tefiido de inmuno-
fluorescencia utilizando anticuerpo de conejo anti-NUT (Cell Signaling Technologies, Cat n.° 3625) como el
anticuerpo primario, y anticuerpo de cabra anti-conejo marcado con AlexaFluor488 (Invitrogen, Cat n.° A11008)
como el anticuerpo secundario (posteriormente complementado con 1 microgramo/ml de Hoechst33342 como el
tinte de ADN). Se tomaron imagenes de las placas de ensayo utilizando los juegos de filtros apropiados en la
plataforma del microscopio de fluorescencia automatizado Cellomics VTi (ThermoFisher Scientific), y la poblacion
promedio del nimero de focos de NUT por nacleo se cuantifica utilizando el algoritmo de analisis de imagenes
Cellomics Spot Detection BioApplication (ThermoFisher Scientific). El efecto de la concentracion de un compuesto
de prueba particular sobre el nimero y la intensidad de los focos NUT se expresa como el porcentaje del valor
obtenido para las células tratadas con vehiculo solamente (sulféxido de dimetilo (DMSO), concentracion final del 0,1
%), el cual se estableci6 como el 100 %. Las concentraciones de los compuestos que conducian a la inhibicién
media maxima (IC50) de los parametros de lectura anteriormente mencionados se determinaron utilizando el ajuste
de la curva de cuatro parametros estandar.

Utilizando los ensayos bioquimicos y celulares como se describen en esta solicitud, los compuestos de la invencion
exhiben eficacia inhibidora de acuerdo con las Tablas 1 y 2, proporcionadas a continuacion.

Tabla 1: Valores ICso bioquimicos*

ICs0 (UM)
Ejemplo BRD4 BRD2 BRD3 CREBBP
1 0,028 0,032 0,03 1,4
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ICso (LM)

Ejemplo BRD4 BRD2 BRD3 CREBBP
2 0,016 0,022 0,02 1,2
3 0,043 0,042 0,034
4 0,014 0,015 0,013 3
5 0,096 0,074 0,082 5
6 0,12 0,094 0,08 4,1
7a 0,11 0,076 0,065 4.4
7b 0,041 0,032 0,024 1,9
8a 0,17 0,12 0,12 > 37
8b 0,21 0,16 0,14 54
9 0,09 0,072 0,067 3
10 0,089 0,084 0,062 3
11 0,04 0,038 0,034 1,9
12 0,067 0,052 0,046 1,4
13 0,103 0,097 0,0755 2,2
14 0,1 0,094 0,074 51
15 0,0625 0,07 0,0655 1
16 0,056 0,0485 0,052 0,545

17a 0,086 0,078 0,064 4
17b 0,056 0,053 0,046 1,3
18a 0,079 0,068 0,062 31
18b 0,041 0,035 0,039 1,3
19 0,1 0,08 0,073 3,8
20a 0,062 0,061 0,05 2
20b 0,056 0,049 0,048 3
2la 0,071 0,063 0,052 >11,1
21b 0,11 0,1 0,094 47
22 0,14 0,16 0,089 2,9
23 0,052 0,049 33
24 0,073 0,074 0,047 1,7
25 0,15 0,13 0,064 2
26 0,091 0,11 0,052 1
27 0,037 0,037 0,027 1,2
28 0,16 0,17 0,069 2,2
* Valores de cualquier determinacion individual o n = 2 determinaciones independientes.

Tabla 2: Valores ICso Celulares*

Ejemplo MV-4-11 MV-4-11 TGI | THP-1GI50 | THP-1TGI | K-562 GI50 K-562 | HCS Brd4-NUT
GI50 (uM) (M) (UM) (UM) (T0Y) TGl (uM) ICs0 (UM)
1 0,0246 0,0412 0,0449 0,104 0,141 > 10 0,0333
2 0,0154 0,0303 0,0219 0,0468 0,121 > 10 0,0201
3 0,0375 0,064 0,0901 0,264 0,268 >10 0,049
4 0,0205 0,0336 0,0456 0,1 0,109 >10 0,0299
5 0,0538 0,1 0,101 0,179 0,658 >10 0,138
6 0,0741 0,134 0,189 0,352 0,558 >10 0,108
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Ejemplo MV-4-11 MV-4-11 TGI | THP-1GI50 | THP-1TGI | K-562 GI50 K-562 | HCS Brd4-NUT
GI50 (M) (M) (UM) (UM) (1Y) TGl (uM) ICs0 (UM)

7a 0,0877 0,121 0,204 0,384 0,719 >10 0,0609
7b 0,0567 0,0824 0,104 0,285 0,548 >10 0,0744
8a 0,141 0,294 0,127 0,493 0,991 >10 0,298
8b 0,117 0,195 0,293 0,562 0,999 >10 0,058
9 0,051 0,0721 0,0885 0,206 0,322 >10 0,0438
10 0,0394 0,0655 0,0764 0,132 0,336 >10 0,108
11 0,0186 0,0294 0,0366 0,0822 0,127 >10 0,0417
12 0,0191 0,0374 0,0622 0,112 0,193 >10 0,0484
13 0,03 0,0562 0,0698 0,119 0,484 > 10

14 0,122 0,203 0,219 0,352 0,615 > 10

15 0,0546 0,0924 0,0678 0,143 0,64 > 10 0,0607
16 0,0236 0,0437 0,043 0,0922 0,197 >10 0,0606

17a 0,0581 0,0879 0,102 0,175 0,293 > 10 0,0561

17b 0,027 0,0343 0,0724 0,117 0,154 > 10 0,0403

18a 0,0893 0,101 0,0896 0,175 0,574 > 10 0,0666

18b 0,0169 0,0313 0,044 0,0931 0,149 > 10 0,0217
19 0,0505 0,0798 0,091 0,164 0,302 > 10 0,0667

20a 0,0496 0,065 0,104 0,178 0,236 > 10 0,0736

20b 0,0386 0,0542 0,0931 0,156 0,239 > 10 0,0576

21a 0,115 0,177 0,166 0,331 0,404 > 10

21b 0,105 0,208 0,209 0,396 0,51 > 10

22 0,0495 0,08865 0,0874 0,165 0,2775 > 10

23 0,0256 0,048 0,05935 0,1285 0,1695 > 10

24 0,02155 0,03495 0,0297 0,06225 0,10305 > 10

25 0,0407 0,07255 0,0727 0,1355 0,206 > 10

26 0,02255 0,03675 0,0276 0,0524 0,1735 > 10

27 0,0271 0,0496 0,0562 0,115 0,112 > 10

28 0,0493 0,0864 0,10965 0,2015 0,318 > 10

* Valores a partir de cualquier determinacion individual o n = 2 determinaciones independientes,
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de férmula (1) o una sal del mismo,

(1

en la que
5 Aes
\N
-
R1
B es
R2
C se selecciona de:
R3
R3 *
— )
N-R* * N
* \N, R4
10 y ;

R! se selecciona de metilo y cloro;
R? se selecciona de cloro y fluoro;
R3 se selecciona de metilo y ciclopropilo; y R* se selecciona de H; alquilo (C1-C4) opcionalmente sustituido con -

OH u -O-alquilo (C1-Ca); ciclopropilo;

\N R N R N N ) N

15
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R3 es:

y R* se selecciona de H; alquilo (C1-C4) opcionalmente sustituido con -OH u -O-alquilo (C1-Ca); y ciclopropilo;
RS es H;

R® es -O-alquilo (C1-Ca);

R’ se selecciona de H y metoxi;

y * indica el punto de unién con el resto de la molécula.
2. Un compuesto de formula (1), o una sal del mismo, de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que R? es cloro.

3. Un compuesto de férmula (1), o una sal del mismo, de acuerdo con la reivindicacién 1 o con la reivindicacion 2, en
el que R3 se selecciona de metilo, ciclopropilo y

4. Un compuesto de férmula (1), o una sal del mismo, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
en el que R* se selecciona de metilo, etilo, isopropilo, -CH2CH20H, -CH2CH20CHs, ciclopropilo,

o
/
O
N N
. / \ O/ * / \ O/ . /
Lhd Ay

) y ;
oR*esH.
5. Un compuesto de formula (1), o una sal del mismo, de acuerdo con la reivindicacién 1, seleccionado de:

Ejemplo 1: 6-(4-clorofenil)-3-ciclopropil-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-1-metil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-
pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 2: (R)-6-(4-clorofenil)-3-ciclopropil-5-(3,8-dimetil-[1,2,4]-triazolo-[4,3-a]-piridin-6-il)-1-metil-5,6-dihidropirrolo-
[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona;
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Ejemplo 3: 6-(4-clorofenil)-3-ciclopropil-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-1-(2-hidroxi-etil)-5,6-dihidropirrolo-
[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 4: 6-(4-clorofenil)-3-ciclopropil-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-1-(2-metoxi-etil)-5,6-dihidropirrolo-
[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 5:  6-(4-clorofenil)-3-ciclopropil-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-1-(1-metil-1H-pirazol-5-il)-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 6: 5-(5-cloro-1-metil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-6-(4-clorofenil)-3-metil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-
4(2H)-ona;

Ejemplo 7a: 5-(5-cloro-1-metil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-6-(4-clorofenil)-1-(2-metoxipiridin-3-il)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 7b: 5-(5-cloro-1-metil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-6-(4-clorofenil)-2-(2-metoxipiridin-3-il)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-ona;

Ejemplo 8a:  5-(5-cloro-1-metil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-6-(4-clorofenil)- 1-(2-metoxi-pirimidin-5-il)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 8b:  5-(5-cloro-1-metil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-6-(4-clorofenil)-2-(2-metoxi-pirimidin-5-il)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-ona;

Ejemplo 9: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo0-1,6-dihidropiridin-3-il)-3-metil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-
ona;

Ejemplo 10: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-1,3-dimetil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-
4(1H)-ona;

Ejemplo  11:6-(4-clorofenil)-1-ciclopropil-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-3-metil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-
pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 12: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo0-1,6-dihidropiridin-3-il)-1-isopropil-3-metil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-
pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 13: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-1-(4-metoxifenil)-3-metil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-
c]-pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 14:  6-(4-clorofenil)-2-(2,4-dimetoxi-pirimidin-5-il)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-ona;

Ejemplo 15: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-3-(2-metoxipiridin-3-il)-1-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 16: (R)-6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-3-(2-metoxipiridin-3-il)-1-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 17a: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-1-(2-metoxipiridin-3-il)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 17b: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-2-(2-metoxipiridin-3-il)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-ona;

Ejemplo 18a: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-1-(2-etoxi-piridin-3-il)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 18b: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-2-(2-etoxi-piridin-3-il)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-ona;

Ejemplo 19: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-1-(2-fluoro-piridin-3-il)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona;
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Ejemplo 20a: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-2-(6-metoxipiridin-3-il)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-ona;

Ejemplo 20b: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)- 1-(6-metoxipiridin-3-il)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 2la: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo0-1,6-dihidropiridin-3-il)-1-(2-metoxi-pirimidin-5-il)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 21b: 6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo0-1,6-dihidropiridin-3-il)-2-(2-metoxi-pirimidin-5-il)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-ona;

Ejemplo 22: (R)-6-(4-clorofenil)-3-ciclopropil-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-1-(1-metil-1H-pirazol-5-il)-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 23: 6-(4-clorofenil)-3-ciclopropil-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-
4(1H)-ona;

Ejemplo 24: (R)-6-(4-clorofenil)-3-ciclopropil-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-
pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 25: (R)-6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)- 1-(2-metoxipiridin-3-il)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(1H)-ona;

Ejemplo 26: (R)-6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-2-(2-metoxipiridin-3-il)-3-metil-5,6-
dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-4(2H)-ona;

Ejemplo 27: (R)-6-(4-clorofenil)-5-(1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-3-metil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-pirazol-
4(2H)-ona; y

Ejemplo 28: (R)-5-(5-cloro-1-metil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-6-(4-clorofenil)-3-metil-5,6-dihidropirrolo-[3,4-c]-
pirazol-4(2H)-ona.

6. Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo y uno
0 mas vehiculos farmacéuticamente aceptables.

7. Una combinacion que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo y uno o0 mas agentes
terapéuticamente activos.

8. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o de una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, para su uso como un medicamento.

9. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, para su uso en el tratamiento de cancer.
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