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DESCRIPCION

Pirazolopiridina y métodos para tratar las enfermedades retinales degenerativas y la pérdida auditiva asociadas con
el sindrome de Usher.

El Sindrome de Usher, un raro trastorno genético y una de las principales causas de sordera y ceguera, se asocia con
una mutacioén en cualquiera de los diez genes. Otros nombres para el sindrome incluyen el sindrome de Hallgren, el
sindrome de Usher-Hallgren, el sindrome de RP-Disacusia y el sindrome de la Disacusia de Distrofia Retinae.

El Sindrome de Usher se caracteriza por sordera y pérdida gradual de la vision. La pérdida de audiciéon se asocia con
defectos del oido interno, mientras que la pérdida de vision se asocia con retinitis pigmentosa (RP), una degeneracion
de las células de la retina. Por lo general, las células bastones de la retina se ven afectadas primero, lo que lleva a la
ceguera nocturna y la pérdida gradual de la vision periférica. Algunos casos involucran la degeneracion temprana de
las células del cono de la macula, lo que lleva a una pérdida de la agudeza central. En algunos casos, la vision foveal
del paciente se libra, lo que conduce a una “vision de dona”, en la que la vision central y periférica permanece intacta,
pero interrumpida por un anillo de ceguera.

El Sindrome de Usher tiene tres subtipos clinicos, denotados: I, Il y lll. Los sujetos de Usher | nacen profundamente
sordos, comienzan a perder vision en diez afios y muestran dificultades de equilibrio. Son lentos para aprender a
caminar cuando nifios, debido a anomalias vestibulares. Los sujetos de Usher Il sufren una pérdida auditiva menor,
no sufren desequilibrios fisicos y comienzan a perder la visidon en la adolescencia. Gran parte de su audicion se puede
conservar en la mediana edad. Los sujetos de Usher lll sufren pérdida gradual de audicién y vision y pueden sufrir
desequilibrios fisicos.

El sindrome de Usher es una condicion variable; el grado de severidad no esta estrechamente vinculado al subtipo.
Por ejemplo, un sujeto Usher Il puede ser asintomatico en la infancia, pero desarrollar una pérdida auditiva y visual
profunda desde la edad adulta hasta la mitad de la edad adulta. El deterioro visual sustancial antes de los 50 afios es
comun en los sujetos Usher lll. Un sujeto de Usher [, por otro lado, puede ser sordo de nacimiento, pero mantener una
buena vision central en la vejez. Se puede hacer referencia adicional a W02014/066836 y W0O2012/148994.

Resumen de la invencion

La invencion proporciona compuestos que tienen las siguientes estructuras:
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y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. Sin embargo, el compuesto 14 no pertenece a la invencion.

Cada uno de los Compuestos 1-14 anteriores, o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, (un “Compuesto
de pirazolopiridazina” o un “compuesto de la invencion”) es util para tratar una enfermedad degenerativa de la retina
o una pérdida de audicién asociada con el Sindrome de Usher.

La invenciéon proporciona ademas composiciones que comprenden una cantidad eficaz de un compuesto de
pirazolopiridazina y un portador o vehiculo farmacéuticamente aceptable. Las composiciones son Utiles para tratar una
enfermedad degenerativa de la retina o pérdida de audicién asociada con el sindrome de Usher.

La invenciéon describe ademas métodos para tratar una enfermedad degenerativa de la retina, que comprende
administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad eficaz de un compuesto de pirazolopiridazina.

La invencién describe ademas métodos para tratar la pérdida de audicion asociada con el sindrome de Usher, que
comprende administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad eficaz de un compuesto de pirazolopiridazina.

Breve descripcion de la figura

La Figura 1 ilustra la densidad de la expresion Clarin-1 N48K en las células.
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Descripcion detallada de la invencion

La invencién proporciona compuestos de la invencién, composiciones que comprenden un compuesto de la invencion
y métodos para tratar una enfermedad degenerativa de la retina o pérdida de audicion asociada con el sindrome de
Usher, que comprende administrar un compuesto de Pirazolopiridazina o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo.

Compuestos de la invencién
La palabra “aproximadamente” cuando precede inmediatamente a un valor numérico significa un intervalo de mas o

menos el 10% de ese valor, por ejemplo, “aproximadamente 100 mg” significa 90 mg a 110 mg, “aproximadamente
300 mg” significa 270 mg a 330 mg, etc.

Abreviaturas

APCI lonizacién Quimica de la Presion Atmosférica

DAPI 4' 6-diamidino-2-fenilindol

DIPEA Diisopropiletilamina

DMEM Medio Eagle modificado de Dulbecco

DMF Dimetilformamida

DMSO Dimetilsulfoxido

EDAC Clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida
ESI lonizacion por electropulverizacion

ESI-TOF lonizacion por electropulverizaciéon en tiempo de vuelo
HATU Hexafluorofosfato 2-(7-Aza-1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3 -tetrametiluronio
HOPO 2-hidroxipiridina-N-6xido

HPLC Cromatografia liquida de alto rendimiento

LCMS Cromatografia liquida-espectrometria de masas

LDA Litio diisopropil amida

m/z Relacion masa a carga

MALDI-TOF Desorcidén/ionizacion laser asistida por una matriz con deteccion de masas por tiempo de vuelo
MS Espectrometria de masas

PBS Solucién salina tamponada con fosfato

Rt Tiempo de retencién

SDS Dodecilsulfato de sodio

THF Tetrahidrofurano

La invencion proporciona compuestos que tienen las siguientes estructuras:
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13;
y sus sales farmacéuticamente aceptables.

Algunos de los compuestos divulgados en el presente documento, por ejemplo, los Compuestos 1-4 y 14, se
representan con una cufia en negrita o rayada, lo que indica una estereoquimica absoluta.

Sin estar limitado por ningin mecanismo en particular, se considera que la fraccién bisfenil pirazolopiridazina de los
compuestos de pirazolopiridazina esta involucrado en la restauracion de la actividad y el trafico de Clarin I, que es la
proteina codificada por el gen mutado en el Sindrome de Usher Il (Adato et al., Eur J Hum Genet. 2002 Jun; 10 (6):
339-50).

Los compuestos de la invencion pueden estar en forma de una sal. En algunas realizaciones, la sal es una sal
farmacéuticamente aceptable. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen, por ejemplo, sales de adicion de
acido y sales de adicion de base. El acido que forma una sal de adicion de acido puede ser un acido organico o un
acido inorganico. Una base que forma una sal de adicion de base puede ser una base organica o una base inorganica.
En algunas realizaciones, una sal farmacéuticamente aceptable es una sal metdlica. En algunas realizaciones, una
sal farmacéuticamente aceptable es una sal de amonio.

Las sales de adicién de acido pueden surgir de la adiciéon de un acido a la forma de base libre de un compuesto de la
invencion. En algunas realizaciones, el acido es organico. En algunas realizaciones, el acido es inorganico. Ejemplos
no limitantes de acidos adecuados incluyen acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido yodhidrico, acido nitrico, acido
nitroso, acido sulfurico, acido sulfuroso, acido fosférico, acido nicotinico, acido isonicotinico, acido lactico, acido
salicilico, acido 4-aminosalicilico, acido tartarico, acido ascorbico, acido gentisinico, acido gluconico, acido glucarénico,
acido sacarico, acido formico, acido benzoico, acido glutamico, acido pantoténico, acido acético, acido propionico,
acido butirico, acido fumarico, acido succinico, acido citrico, acido oxalico , acido maleico, acido hidroximaleico, acido
metilmaleico, acido glicdlico, acido malico, acido cinamico, acido mandélico, acido 2-fenoxibenzoico, acido 2-
acetoxibenzoico, acido embodnico, acido fenilacético, acido N-ciclohexilsulfamico, acido metanosulfénico, acido
etanosulfénico, y acido, acido p-toluensulfonico, acido 2-hidroxietanosulfonico, acido etano-1,2-disulfénico, acido 4-
metilbencenosulfénico, acido naftaleno-2-sulfénico, acido naftaleno-1,5-disulfénico, acido 2-fosfoglicérico, acido 3-
fosfoglicérico, acido glucosa-6-fosférico y un aminoacido.

Los ejemplos no limitantes de sales de adicion de acido adecuadas incluyen una sal de clorhidrato, una sal de
bromhidrato, una sal de yoduro, una sal de nitrato, una sal de nitrito, una sal de sulfato, una sal de sulfito, una sal de
fosfato, una sal de fosfato de hidrégeno, una sal de dihidrogeno fosfato, sal de carbonato, sal de bicarbonato, sal de
nicotinato, sal de isonicotinato, sal de lactato, sal de salicilato, sal de 4-aminosalicilato, sal de tartrato, sal de ascorbato,
sal de gentisinato, sal de gluconato, sal de glucaronato, sal de saccarato, sal de formiato, sal de benzoato, sal de
glutamato, sal de pantotenato, sal de acetato, sal de propionato, sal de butirato, sal de fumarato, sal de succinato, sal
de citrato, sal de oxalato , una sal de maleato, una sal de hidroximaleato, una sal de metilmaleato, una sal de glicolato,
una sal de malato, una sal de cinamato, una sal de mandelato, una sal de 2-fenoxibenzoato, una sal de 2-
acetoxibenzoato, una sal de embonato, una sal de fenilacetato, y una sal de N-ciclohexilsulfamato, una sal de
metanosulfonato, una sal de etanosulfonato, sal de bencenosulfonato, sal de p-toluenosulfonato, sal de 2-
hidroxietanosulfonato, sal de etano-1,2-disulfonato, sal de 4-metilbencenosulfonato, sal de naftaleno-2-sulfonato, sal
de naftaleno-1,5 disulfonato, una sal de 2-fosfoglicerato, una sal de 3-fosfoglicerato, una sal de glucosa-6-fosfato y
una sal de aminoacido.

Las sales metalicas pueden surgir de la adicion de una base inorganica a un compuesto de la invencién que tiene un
grupo carboxilo. La base inorganica consiste en un cation de metal emparejado con un contraién basico, tal como, por
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ejemplo, hidroxido, carbonato, bicarbonato o fosfato. EI metal puede ser un metal alcalino, un metal alcalinotérreo, un
metal de transicién o un metal del grupo principal. Los ejemplos no limitantes de metales adecuados incluyen litio,
sodio, potasio, cesio, cerio, magnesio, manganeso, hierro, calcio, estroncio, cobalto, titanio, aluminio, cobre, cadmio y
zinc.

Los ejemplos no limitantes de sales metdlicas adecuadas incluyen una sal de litio, una sal de sodio, una sal de potasio,
una sal de cesio, una sal de cerio, una sal de magnesio, una sal de manganeso, una sal de hierro, una sal de calcio,
una sal de estroncio, Sal de cobalto, sal de titanio, sal de aluminio, sal de cobre, sal de cadmio y sal de zinc.

Las sales de amonio pueden surgir de la adicion de amoniaco o una amina organica a un compuesto de la invencion
que tiene un grupo carboxilo. Los ejemplos no limitantes de aminas organicas adecuadas incluyen ftrietilamina,
diisopropilamina, etanol amina, dietanol amina, trietanol amina, morfolina, N-metiimorfolina, piperidina, N-
metilpiperidina, N-etilpiperidina, dibencilamina, piperazina, piridina, pirrazol, imidazol, pirazina, pipirazina,
etilendiamina, N,N'-dibenciletilendiamina, procaina, cloroprocaina, colina, diciclohexil amina y N-metilglucamina.

Entre los ejemplos no limitantes de sales de amonio adecuadas se incluyen una sal de trietilamonio, una sal de
diisopropilamonio, una sal de etanolamonio, una sal de dietanolamonio, una sal de trietanolamonio, una sal de
morfolinio, una sal de N-metilmorfolina, una sal de piperidinio, una sal de N-metilpiperidinina Una sal de N-
etilpiperidinio, una sal de dibencilamonio, una sal de piperazinio, una sal de piridinio, una sal de pirrazolio, una sal de
imidazolio, una sal de pirazinio, una sal de etilendiamonio, una sal de N,N'-dibenciletilenodiamonio, una sal procainica,
una sal de cloro procainica, una sal de colina, una sal de diciclohexilamonio y una sal de N-metilglucamina.

Métodos para preparar los compuestos de pirazolopiridazina

Los compuestos de pirazolopiridazina incluyen los siguientes.

Esquema 1
L} R'

R
MeNNH Ac,O I, HIO
R 2 2 \ 2 3
= \ /
O 2N Piridina, RTHC,& &y, EtOH,50°C by N
Etapa 1 CHy  Etapa2z ° O 77°  Egpa3 HCTY, CHs

R" Ru

\

Cl R'
R NaOH acuoso \\ R NaNO, R

R'——
Pd{PPh3)>Cl5, Cul HN N’ EtOH, 85°C  H,N N'N c. HCI, RT N r\{
1 1590 a
DMF, EtsN, 85°C HaC o CHa (|)H3 16°C a RT C
Etapa 4 Etapa 5 Etapa 6

El Esquema 1 en general describe la preparacion de compuestos de pirazolopiridazina que tienen un grupo 1-N-metilo
y donde R'y R” son independientemente un grupo fenilo no sustituido o sustituido. Por ejemplo, un compuesto de 2-
cianocarbonilo en el que R’ no esta sustituido o fenilo sustituido se condensa con N-metilhidrazina para proporcionar
una 1-metil-1H-pirazol-5-amina 3-sustituida. El grupo 5-amino se acila, por ejemplo, con anhidrido acético en presencia
de una base, tal como piridina, para proporcionar un compuesto de 5-amido. El compuesto 5-amido se yoda, por
ejemplo, con una mezcla de yodo y acido yodado en un disolvente como etanol (EtOH) para proporcionar una N- (3-
sustituida-4-yodo-1-metil-1H-pirazol) acetamida. Un acoplamiento cruzado mediado por paladio, tal como un
acoplamiento cruzado de Sonagashira, de la acetamida con un alquino terminal sustituido en R”, catalizado, por
ejemplo, por un complejo de paladio tal como el dicloruro de bistrifenilfosfina paladio (ll) en presencia de yoduro de
cobre (I) en un disolvente como la dimetilformamida (DMF) con una base como la trietilamina proporciona un alquino
disustituido en el que R” es fenilo no sustituido o sustituido. La saponificacion de la acetamida de alquino con una base
tal como hidréxido de sodio en un disolvente tal como etanol proporciona la amina primaria. La diazotizacion de la
amina primaria con nitrito de sodio en acido clorhidrico concentrado proporciona un intermediario diazo, que se cicla
para proporcionar un compuesto de pirazolopiridazina que tiene un grupo 1-N-metilo y donde R’ y R” son
independientemente un grupo fenilo no sustituido o sustituido.
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Esquema 2

RI'\\?O

—-

LDA, THF

Etapa 1

H2N‘N-R3
H

—_—

EtOH

Etapa 3

El Esquema 2 en general describe la preparacion de compuestos de pirazolopiridazina que tienen un grupo Rz y en la
que R' es un grupo fenilo sustituido o no sustituido. R’ y R3 pueden ser iguales o diferentes. Por ejemplo, la 4,6-dicloro-
3-fenilpiridazina se desprotona con una base como la diisopropil amida de litio (LDA) en un disolvente como el
tetrahidrofurano (THF), y la 5-litio resultante se condensa con un benzaldehido sustituto o no sustituido. para
proporcionar un alcohol secundario. El alcohol se oxida a una cetona con un agente oxidante como el didxido de
manganeso en un disolvente como el tolueno. La cetona se condensa con una hidracina R3 sustituida en un solvente
tal como etanol para proporcionar una hidrazona intermedia, que cicla para proporcionar un compuesto de
pirazolopiridazina que tiene un Grupo R3 1-N, en el que Rs se define como en las Formulas Il y Il y en el que R’ es un
grupo fenilo no sustituido o sustituido.

Esquema 3

N\
N~ N
CHj

El esquema 3 en general describe la preparacion de compuestos de pirazolopiridazina que tienen un grupo 1-N-metilo
y donde R' es un grupo ciano, un alquino, un alqueno o un grupo arilo. Por ejemplo, 1-metil-3-iodofenil-4-cloro-5-fenil-
1H-pirazolo [3,4-c] piridazino se acopla con un compariero de acoplamiento adecuado, como una sal de cianuro, un
alquino terminal, un haluro alquenilo, o un haluro de arilo, opcionalmente en presencia de un catalizador adecuado tal
como un complejo de paladio, opcionalmente en presencia de una sal de metal de transicion no paladio tal como una
sal de cinc o cobre, opcionalmente en presencia de un aditivo tal como trifenilfosfina o una base de amina organica,
para proporcionar un compuesto de pirazolopiridazina que tiene un grupo 1-N-metilo y donde R’ es un grupo ciano, un
alquino, un alqueno o un grupo arilo. La posicion de R', es decir, orto, meta o para, en el producto es la misma que la
posicion del grupo yodo en el material de partida.
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Esquema 4
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AN o)NaOH HN" N —10°C aRT
H G H Etapa 4 ’ C)\OE'( Etapa 5
3

R'-OH, DEAD R%-B(OR),

NIS PhsP o; PdCl,(dppf).CH-Cly
—— —— o=
Etapa 6 NaH, R'CI, DMF KsPO,

Etapa 7 Etapa 8

El Esquema 4 en general describe la preparacion de compuestos de pirazolopiridazina.
Usos terapéuticos

Un compuesto de la invencién se puede administrar a un sujeto que lo necesite para el tratamiento de una enfermedad
degenerativa de la retina. Los ejemplos no limitantes de enfermedades degenerativas de la retina incluyen: retinitis
pigmentosa, Amaurosis congénita de Leber, degeneraciones retinianas sindrémicas, degeneracion macular
relacionada con la edad, incluida la degeneracién macular relacionada con la edad humeda y seca, y Sindrome de
Usher. En algunas realizaciones, el Sindrome de Usher es un subtipo del Sindrome de Usher. En algunas
realizaciones, el subtipo es Usher |. En algunas realizaciones, el subtipo es Usher Il. En algunas realizaciones, el
subtipo es Usher Ill.

En una realizacion adicional de la invencion, un compuesto de la invencion se puede administrar a un sujeto que lo
necesite para el tratamiento de la pérdida de audicion asociada con el sindrome de Usher. En algunas realizaciones,
el Sindrome de Usher es un subtipo del Sindrome de Usher. En algunas realizaciones, el subtipo es Usher I. En
algunas realizaciones, el subtipo es Usher Il. En algunas realizaciones, el subtipo es Usher lIl.

Un “sujeto” es un mamifero, por ejemplo, un humano, un ratén, una rata, un cobayo, un perro, un gato, un caballo, una
vaca, un cerdo o primate no humano, como un mono, chimpancé, babuino o rhesus. En una realizacion, el sujeto es
un humano.

Los compuestos de la invenciéon se pueden administrar a un sujeto como un componente de una composicion que
comprende un vehiculo o vehiculo farmacéuticamente aceptable. Ejemplos no limitativos de portadores o vehiculos
farmacéuticos adecuados incluyen almidon, glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, tiza, gel de silice,
carbonato de magnesio, estearato de magnesio, estearato de sodio, monoestearato de glicerol, talco, cloruro de sodio,
leche descremada en polvo, glicerol, propileno, glicol, agua, etanol, agua tamponada y solucion salina tamponada con
fosfato. Estas composiciones se pueden administrar como, por ejemplo, gotas, soluciones, suspensiones,
comprimidos, pildoras, capsulas, polvos y formulaciones de liberacion sostenida. En algunas realizaciones, las
composiciones comprenden, por ejemplo, lactosa, dextrosa, sacarosa, sorbitol, manitol, almidones, goma de acacia,
fosfato de calcio, alginatos, tragacanto, gelatina, silicato de calcio, celulosa microcristalina, polivinilpirrolidona,
celulosa, jarabe de agua, metilcelulosa, metil y propilhidroxibenzoatos, talco, estearato de magnesio y aceite mineral.
Las composiciones pueden comprender adicionalmente agentes lubricantes, agentes humectantes, agentes
emulsionantes y agentes de suspension, agentes conservantes, agentes edulcorantes o agentes aromatizantes.

Las composiciones pueden comprender una cantidad eficaz de un compuesto de la invencién. Una “cantidad efectiva”
de un compuesto de la invencion es una cantidad que es eficaz para tratar una enfermedad degenerativa de la retina
o pérdida de audicion asociada con el sindrome de Usher en un sujeto. Las composiciones pueden formularse en una
forma de dosificacion unitaria que comprende una cantidad eficaz de un compuesto de la invencion. En algunas
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realizaciones, las composiciones comprenden, por ejemplo, de aproximadamente 1 ng a aproximadamente 1,000 mg
de un compuesto de la invencion. En algunas realizaciones, las composiciones comprenden de aproximadamente 100
mg a aproximadamente 1,000 mg de un compuesto de la invencion. En algunas realizaciones, las composiciones
comprenden de aproximadamente 100 mg a aproximadamente 500 mg de un compuesto de la invencion. En algunas
realizaciones, las composiciones comprenden de aproximadamente 200 mg a aproximadamente 300 mg de un
compuesto de la invencion.

La dosis de un compuesto de la invencién puede variar segun los sintomas, la edad y el peso corporal del sujeto, la
naturaleza y la gravedad de la enfermedad degenerativa de la retina o la pérdida de audicion asociada con el sindrome
de Usher, la via de administracion y la forma de la composicion. Las composiciones descritas en este documento
pueden ser administradas en una dosis Unica o en dosis divididas. En algunas realizaciones, la dosis de un compuesto
de la invencion varia de aproximadamente 0.01 ng a aproximadamente 10 g por kg de masa corporal del sujeto, de
aproximadamente 1 ng a aproximadamente 0.1 g por kg, o de aproximadamente 100 ng a aproximadamente 10 mg
por kg.

La administracion puede ser, por ejemplo, tdpica, intraaural, intraocular, parenteral, intravenosa, intraarterial,
subcutanea, intramuscular, intracraneal, intraorbital, intraventricular, intracapsular, intraespinal, intracisternal,
intraperitoneal, intranasal, aerosol, supositorio u oral. Las formulaciones para uso oral incluyen comprimidos que
contienen un compuesto de la invenciéon en una mezcla con excipientes farmacéuticamente aceptables no toxicos.
Estos excipientes pueden ser, por ejemplo, diluyentes o rellenos inertes (por ejemplo, sacarosa y sorbitol), agentes
lubricantes, deslizantes y antiadhesivos (por ejemplo, estearato de magnesio, estearato de zinc, acido estearico,
silices, aceites vegetales hidrogenados o talco). Las formulaciones para uso ocular pueden ser en forma de gotas para
los ojos.

Un compuesto de la invencién o composicion del mismo puede proporcionarse en forma liofilizada para reconstituir,
por ejemplo, en tampones isotdnicos, acuosos o salinos para administracion parental, subcutanea, intradérmica,
intramuscular o intravenosa. Una composicién de la invencién también puede estar en forma de una preparacion
liquida util para administracion oral, intraaural, nasal o sublingual, tal como una suspension, jarabe o elixir. Una
composicion de la invencién también puede estar en una forma adecuada para administraciéon oral, tal como una
capsula, comprimido, pildora y formulacion sélida masticable. Una composicion de la invencion también puede
prepararse como una crema para administraciéon dérmica como un liquido, un liquido viscoso, una pasta o un polvo.
Una composicion de la invencién también se puede preparar como un polvo para administracién pulmonar con o sin
un componente de aerosolizacion.

Las composiciones pueden ser orales, intraaurales, intranasales, sublinguales, intraduodenales, subcutaneas,
bucales, intracolonicas, rectales, vaginales, pulmonares, por mucosa, transdérmicas, intradérmicas, parenterales,
intravenosas, intramusculares y oculares, asi como capaces de atravesar la barrera hematoencefalica.

Las composiciones de la invencion pueden administrarse por diversos medios conocidos en la técnica. Por ejemplo,
las composiciones de la invencidon pueden administrarse por via oral, y pueden formularse como comprimidos,
capsulas, granulos, polvos o jarabes. Alternativamente, las composiciones de la invencién pueden administrarse por
via parenteral como inyecciones (por ejemplo, intravenosa, intramuscular o subcutanea), preparaciones de infusion
en gotas o supositorios. Para la aplicacion oftalmica, las composiciones de la invencion se pueden formular como
gotas para los ojos o pomadas. Las composiciones auditivas se pueden formular como gotas para el oido, pomadas,
cremas, liquidos, geles o unglientos para aplicar en el oido, ya sea de forma interna o superficial. Estas formulaciones
se pueden preparar por medios convencionales y las composiciones se pueden mezclar con cualquier aditivo
convencional, como un excipiente, un aglutinante, un agente desintegrante, un lubricante, un agente solubilizante, un
adyuvante de suspension, un agente emulsionante o un agente de recubrimiento.

Las composiciones de la invencidon pueden incluir agentes humectantes, emulsionantes y lubricantes, agentes
colorantes, agentes de liberacion, agentes de recubrimiento, agentes edulcorantes, aromatizantes y perfumantes,
conservantes y antioxidantes.

Las composiciones pueden ser adecuadas, por ejemplo, para administracion oral, intraaural, intraocular, nasal, topica
(incluyendo bucal y sublingual), rectal, vaginal, en aerosol y/o parenteral. Las composiciones pueden proporcionarse
en una forma de dosificacion unitaria, y pueden prepararse por cualquier método conocido en la técnica.

Las formulaciones adecuadas para la administracién oral pueden estar en forma de capsulas, sellos, pildoras,
comprimidos, pastillas, polvos, granulos, o como una solucion o suspension en un liquido acuoso 0 no acuoso, 0 como
un aceite en agua o emulsion liquida de agua en aceite, o como un elixir o jarabe, o como pastillas (utilizando una
base inerte, como gelatina y glicerina, o sacarosa y acacia). Las composiciones de la invenciéon también pueden
administrarse como un bolo, electuario o pasta.

Ejemplos adicionales de vehiculos o vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen: (1) rellenos o diluyentes, tales
como almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol y/o acido silicico; (2) aglutinantes, tales como
carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidona, sacarosa y/o acacia; (3) humectantes, tales como glicerol;
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(4) agentes disgregantes, como agar-agar, carbonato de calcio, almidén de patata o tapioca, acido alginico, ciertos
silicatos y carbonato de sodio; (5) agentes retardantes de solucién, tales como parafina; (6) aceleradores de absorcion,
tales como compuestos de amonio cuaternario; (7) agentes humectantes, tales como alcohol acetilico y monoestearato
de glicerol; (8) absorbentes, tales como caolin y arcilla bentonita; (9) lubricantes, tales como talco, estearato de calcio,
estearato de magnesio, polietilenglicoles sdlidos, laurilsulfato de sodio y mezclas de los mismos; (10) agentes
colorantes; y (11) agentes de tamponamiento. Se pueden emplear composiciones similares como rellenos en capsulas
de gelatina de relleno blando o duro.

Las formas de dosificacion liquidas para administracion oral incluyen emulsiones, microemulsiones, geles, soluciones,
suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables. La forma de dosificacion liquida puede contener
diluyentes inertes cominmente utilizados en la técnica, por ejemplo, agua u otros disolventes, agentes solubilizantes
y emulsionantes, tales como alcohol etilico, alcohol isopropilico y disolventes, carbonato de dietilo, acetato de etilo,
alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-butilenglicol, aceites tales como, semilla de algodén, mani,
maiz, germen, aceite de oliva, ricino y sésamo, glicerol, alcohol tetrahidrofurilico, polietilenglicoles, ésteres de acidos
grasos de sorbitan, y mezclas de los mismos.

Las formas de dosificacion en suspension pueden contener suspensiones, por ejemplo, alcoholes isoestearilicos
etoxilados, polioxietilen sorbitol y ésteres de sorbitan, celulosa microcristalina, metahidréxido de aluminio, bentonita,
agar-agar y tragacanto, y mezclas de los mismos.

Las formas de dosificacion para administracion transdérmica de una composicion de sujeto incluyen gotas, polvos,
pulverizadores, pomadas, pastas, cremas, lociones, geles, soluciones y parches. Las pomadas, pastas, cremas y
geles pueden contener excipientes, como grasas animales y vegetales, aceites, ceras, parafina, almidén, tragacanto,
derivados de celulosa, polietilenglicoles, siliconas, bentonita, acido silicico, talco y éxido de zinc, o mezclas de los
mismos.

Los polvos y pulverizadores pueden contener excipientes tales como lactosa, talco, acido silicico, hidréxido de
aluminio, silicatos de calcio, poliamida en polvo o mezclas de los mismos. Los aerosoles también pueden contener
propelentes habituales, como clorofluorohidrocarburos e hidrocarburos volatiles no sustituidos, como el butano y el
propano.

Las composiciones pueden administrarse por aerosol de particulas sélidas. Se podria usar una suspensiéon no acuosa
(por ejemplo, propelente de fluorocarbono). Se pueden usar nebulizadores sonicos porque minimizan la exposicion al
corte, lo que podria causar degradacion.

Se puede hacer un aerosol acuoso formulando una solucién o suspension acuosa de un compuesto de la invencion
con cualquier vehiculo o vehiculo farmacéuticamente aceptable, tales como tensioactivos no i6nicos (Tweens,
Pluronics o polietilenglicol); proteinas tales como la albumina sérica; ésteres de sorbitan; acidos grasos; lecitina;
aminoacidos; tampones sales; azlcares o alcoholes de azucar.

Las composiciones adecuadas para la administracion parenteral comprenden un compuesto de la invenciéon y una o
mas soluciones, dispersiones, suspensiones o emulsiones isotdnicas, o emulsiones, o polvos estériles,
farmacéuticamente aceptables, que se pueden reconstituir en soluciones o dispersiones inyectables estériles justo
antes de su uso. , que puede contener antioxidantes, tampones, bacteriostaticos o solutos, que hacen que la
formulacion sea isoténica con la sangre del sujeto, y agentes de suspension o espesantes.

Habiendo descrito la invencidén con referencia a ciertas realizaciones, otras realizaciones seran evidentes para un
experto en la técnica a partir de la consideracién de la especificacion. La invencién se define adicionalmente por
referencia a los siguientes ejemplos. Sera evidente para los expertos en la materia que pueden realizarse muchas
modificaciones, tanto de los materiales como de los métodos, sin apartarse del alcance de la invencion.

Ejemplos
Métodos sintéticos generales

A menos que se indique lo contrario, todos los productos quimicos se compraron a proveedores comerciales y se
usaron sin purificacién adicional.

Condiciones LC-MS basicas estandar: (10cm_ESCI_Bicarb_MeCN):

Se utiliza un Waters Xterra MS 5 um C18, 100 x 4.6 mm (mas el cartucho de proteccion) utilizando un acetonitrilo
(grado UV lejano): agua (alta pureza a través de la unidad opcién PureLab) con un gradiente de bicarbonato de amonio
10 mM (hidrogenocarbonato de amonio). El indice de fluidez fue de 2 ml/min. La deteccién UV se realizé utilizando un
detector de matriz de diodos Waters (rango de inicio 210 nm, rango final 400 nm, intervalo de rango 4 nm). La deteccion
de masa se realiz6 a través de un Unico instrumento LC-MS quadrapole. La ionizacion es ESI o APCI dependiente de
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los tipos de compuestos. El gradiente utilizado abarcé desde el 95% de disolvente acuoso en el momento 0.00 min
hasta el 5% de disolvente acuoso a 4.0 min.

Este porcentaje se mantuvo durante otros 1.5 min.
Condiciones estandar de HPLC acida: (10 cm_Formic_ACE_ 3 C18 AR_HPLC_CH3CN)

Se utilizé un Hichrom ACE 3 C18-AR modo mixto columna de 100 x 4.6 mm utilizando acetonitrilo (grado UV lejano)
con acido formico al 0.1% (V/V): agua (alta pureza a través de la unidad de opcién PureLab) con un gradiente de acido
férmico al 0.1%. El indice de fluidez fue de 1 ml/min. La deteccion de UV se realizo utilizando un detector de matriz de
diodos Agilent (300 nm, ancho de banda 200 nm; ref. 450 nm, ancho de banda 100 nm). El gradiente utilizado se
extendié desde 98% de disolvente acuoso desde el tiempo 0.00 min hasta 3.00 min, hasta 100% de solvente acuoso
a las 12.00 min. Este porcentaje se mantuvo durante otros 2.4 min.

Condiciones basicas de HPLC estandar: (15cm_Bicarb_GeminiNX_HPLC)

Se utilizé un Phenomenex, Gemini NX, 3um C18, 150 x 4.6 mm columna utilizando un acetonitrilo (grado UV lejano):
agua (alta pureza a través de la unidad opcional PureLab) con 10 mM de gradiente de bicarbonato de amonio. El
indice de fluidez fue de 1 ml/min. La deteccion UV fue realizada utilizando un detector de matriz de diodos Agilent (300
nm, ancho de banda 200 nm; ref. 450 nm, ancho de banda 100 nm). El gradiente utilizado abarcé desde 95.5% de
solvente acuoso a un tiempo de 0.00 min hasta 0% de solvente acuoso a 9.00 min. Este porcentaje se mantuvo durante
4.5 minutos mas.

Condiciones estandar de HPLC &acida: (15cm_Formic_ ASCENTIS_HPLC)

Se utilizé un Supelco, Ascentis® Express C18 o Hichrom Halo C18, columna de 2.7 um C18, 150 x 4.6 mm utilizando
un acetonitrilo (grado UV lejano) con 0.1% (V/V) de acido féormico: agua (alta pureza a través de la unidad de opcion
PureLab) con gradiente de acido formico al 0.1%. El indice de fluidez fue de 1 ml/min. La deteccién de UV se realiz6
utilizando un detector de matriz de diodos Agilent (300 nm, ancho de banda 200 nm; ref. 450 nm, ancho de banda 100
nm). El gradiente utilizado abarcé desde el 96% de disolvente acuoso en el momento 0.00 min hasta el 0% de
disolvente acuoso a 9.00 min. Este porcentaje se mantuvo durante 4.5 minutos mas.

Preparacion sintética de compuestos ilustrativos de la invencién

Ejemplo 1: 2-[4-cloro-3- (4-fluorofenil) -5-fenil-pirazolo [3,4-c] piridazin-1-il] -1 - [(3R) - 3 -fluoropirrolidin-1-il] etanona

(Compuesto 1)
0 ,E\\N
) N

N H

Etapa 1: N- (1H-pirazol-5-ilJacetamida

HsC

A una solucién de 1H-pirazol-5-amina (50 g, 0.602 mol) y N-metilmorfolina (160 ml, 1.44 mol) en CH.Cl; (2 |) se afiadié
cloruro de acetilo (99 ml, 1.38 mol) gota a gota a 0 °C bajo una Atmdsfera de nitrégeno. La mezcla de reaccion se
agitd a temperatura ambiente durante 1 d. Se observé algo de producto di-acilado en un LCMS. La mezcla de reaccion
se concentro al vacio y el sélido resultante se suspendié en MeOH (2 1) y se enfrié a 0 °C. Se afiadié lentamente una
solucién de NaOH 4 M (ac., 440 ml, 1.75 mol) y la mezcla se dejé calentar a temperatura ambiente. Temperatura
superior a 1.5 h. EI MeOH se elimin6 al vacio y el solido se recogi6 por filtracion, se lavé con agua fria minima y se
seco al vacio para proporcionar el compuesto del titulo en forma de un sélido (60 g).

Etapa 2: N- (4-yodo-1H-pirazol-5-il) acetamida

Nl
HC ﬁ H

Una suspension de N- (1H-pirazol-5-il) acetamida (60 g, 0.48 mol), acido yddico (21.1 g, 0.12 mol) y yodo (61 g, 0.24
mol) en etanol (1.6 L) se calentd a 60 °C durante 1.5 h y se enfri6é a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se
concentro al vacio y se repartié entre acetato de etilo solucion ac. de Na;S>03 2 M. Las capas se separaron y la acuosa
se extrajo con acetato de etilo. Las capas organicas combinadas se secaron (MgSOQ.), se filtraron y se concentraron
al vacio para proporcionar el compuesto del titulo en forma de un soélido (105 g).
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Etapa 3: N- (4- (feniletinil) -1H-pirazol-5-il) acetamida

A
NI
H,c” N H

Se burbujed nitrégeno a través de una suspension de N- (4-yodo-1H-pirazol-5-il) acetamida (30 g, 120 mmol), paladio
al 10% sobre carbono (50% de agua, 7.4 g, 3 mmol), yoduro de cobre (l) (1.14 g, 6 mmol), trifenilfosfina (6.3 g, 24
mmol) y trietilamina (50 ml, 360 mmol) en etanol (600 ml) durante 20 min. Se afiadié fenil acetileno (18.3 g, 179 mmol)
y se burbujed nitrégeno a través de la mezcla durante otros 25 minutos. La mezcla de reaccién se calentd y se agité
a reflujo en una atmosfera de nitrégeno durante 3 dias y se enfrié a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se
filtré a través de celita y el filtrado se concentrd al vacio. El residuo se purificd por cromatografia en columna (gel de
silice, isohexano/acetato de etilo 9:1 a 0:1) produciendo el compuesto del titulo en forma de un sélido (17.6 g).

Etapa 4: 1- (1-etoxietil) -4- (feniletil-1) -1H-pirazol-5-amina

X
| N
H,N" N
Hac)‘OEt

Una solucion de N- (4- (feniletinil) -1H-pirazol-5-il) acetamida (17.6 g, 78 mmol), etoxieteno (11.2 mL, 117 mmol) y HCI
en 1.4 -Dioxano (1 ml, 4 mmol) en CH,Cl, (520 ml) se agité a temperatura ambiente durante 1 hora y se concentré al
vacio. El residuo se disolvié en etanol (260 ml) y solucién de NaOH ac. al 25% (260 ml) y la mezcla de reaccion se
calentaron a 75 °C durante 4 h y se enfriaron a temperatura ambiente. El etanol fue parcialmente concentrado al vacio
y el sélido resultante se recogioé por filtracion, se lavd con agua y etanol frio minimo y se seco al vacio para proporcionar
el compuesto del titulo como un soélido (16 g).

Etapa 5: 4-cloro-5-fenil-1H-pirazolo [3,4-c] piridazina

Nitrito de sodio (4.3 g, 63 mmol) se afadid HCI conc. (314 ml) a aproximadamente 15 °C y se agité durante 10 min.
Se afiadi6 1- (1-etoxietil) -4- (feniletin1) -1H-pirazol-5-amina (3 g, 31,4 mmol) y la mezcla se agité a aproximadamente
10 °C durante 10 minutos y a temperatura ambiente durante 1 dia. La mezcla de reaccién se enfrio a 0 °C y se afiadié
CHCI; (250 ml). Bajo agitacion vigorosa, se afiadié cuidadosamente Na;COs3 (160 g) seguido de una solucion de
NaHCOj3; ac. sat. durante un periodo de 2 h hasta que el pH fue 7 y no hubo mas espumacion en la adicion adicional
de la base. Las capas se separaron y la fase acuosa se extrajo con CH;Cl,. Las capas organicas combinadas se
secaron (MgS0,), se filtraron y se concentraron al vacio. El residuo se purifico por cromatografia en columna (gel de
silice, isohexano/éter dietilico 1:0 a 0:1) produciendo el compuesto del titulo en forma de un sélido (3.43 g).

Etapa 6: 4-cloro-3-yodo-5-fenil-1H-pirazolo [3,4-c] piridazina
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Una suspension de 4-cloro-5-fenil-1H-pirazolo [3 , 4-c] piridazina (2.44 g, 10.6 mmol) y N-yodosuccinimida (3.58 g,
15.9 mmol) en acetonitrilo (106 ml) se calento a reflujo durante 1 d. El sélido amarillo se recogié por filtracion mientras
estaba caliente para proporcionar una mezcla del compuesto del titulo y el material de partida (9:1, 4 g).

Etapa 7: 2- (4-cloro-3-yodo-5-fenil-pirazolo [3,4-c] piridazin-1-il) -1-[(3R) -3-fluoropirrolidin-1-il-etanona

N\
N
N
OQX
gl\‘lj
F
El cloruro de cloroacetilo (632 puL, 7.94 mmol) se afadié gota a gota a una solucion de (3R) -3-fluoropirrolidina (1 g,
7.94 mmol) y trietilamina (2.2 ml, 15.9 mmol) en CH.Cl, (20 ml) a 5 °C. La mezcla de reaccion se agité a temperatura
ambiente durante 1 h. Se afiadieron agua y CH.Cl,. Las capas se separaron y la fase acuosa se extrajo con CHxCl,.

Los extractos organicos combinados se secaron (MgSOQ.), se filtraron y se concentraron al vacio, para dar 2 cloro-1 -
[(3R) -3-fluoropirrolidin-1-il] etanona (4.7 g).

Se afadié hidruro de sodio (60% en aceite mineral, 240 mg, 6 mmol) a una solucién de 4-cloro-3-yodo-5-fenil-1H-
pirazolo [3,4-c] piridazina (1.06 g, 3 mmol) ) y 2-cloro-1- [(3R) -3-fluoropirrolidin-1-il] etanona (740 mg, 4.5 mmol) en
DMF seco (20 ml) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 16 h. Se
afadieron solucion ac. de LiCl al 4% y acetato de etilo. Las capas se separaron y la acuosa se extrajo con acetato de
etilo. Los extractos organicos combinados se secaron (MgS0Os), se filtraron y se concentraron al vacio. El residuo se
purificd parcialmente mediante cromatografia en columna (gel de silice, isohexano/acetato de etilo 1:0 a 3:7). El sélido
resultante se disolvié en CH2Cl; minimo y se afiadio dietil éter hasta que precipité un sélido. El sélido se recogié por
filtracidn para proporcionar el compuesto del titulo en forma de un sélido (846 mg).

Etapa 8: 2-[4-cloro-3- (4-fluorofenil) -5-fenil-pirazolo [3,4-c] piridazin-1-il]-1-[(3R) -3- fluoropirrolidin-1-il] etanona
(Compuesto 1)

A
N

>

N

F

Se burbujed nitrogeno a través de una suspension de 2- (4-cloro-3-yodo-5- fenil-pirazolo [3,4-c] piridazin-1-il) -1- [(3R)
-3-fluoropirrolidin-1-il] etanona (70 mg, 0.144 mmol), acido 4-fluorofenilborénico (22 mg, 0.158 mmol) y K3sPO4 (92 mg,
0.43 mmol) en DMF (1.1 mL) y agua (0.4 ml) durante 20 min. Se afadié complejo de diclorometano de 1,1'- bis
(difenilfosfino) ferroceno-paladio (1) dicloruro (12 mg, 0.014 mmol) y se sell6 el tubo y se calentd con radiacion de
microondas a 60 °C durante 30 min. La mezcla de reaccion bruta se filtrd y se purificé parcialmente mediante HPLC
preparativa. El residuo se purific6 mediante cromatografia (gel de silice, isohexano/acetato de etilo 1:0 a 7:3) para
proporcionar el Compuesto 1 (20 mg).

"H RMN & (ppm) (CHCls-d): 7.82-7.72 (4 H, m), 7.55-7.47 (3 H, m), 7.22-7.13 (2 H, m), 5.68-5.52 (2 H, m), 5.50-5.20
(1 H, m), 4.00-3.79 (3 H, m), 3.68- 3.57 (1 H, m), 2.49-2.27 (2 H, m).

LCMS (10cm_ESCI_Bicarb_MeCN) Rt 3.97 min; m/z 454 [M + H] 99.6% de pureza.
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Ejemplo 2: 2-[4-cloro-3- (3,4-difluorofenil) -5-fenil-pirazolo [3,4-c] piridazin-1-il]-1- [(3R) -3-fluoropirrolidin-1-il] etanona
(Compuesto 2)

N
Nr

»

i

El compuesto 2 se sintetizé de acuerdo con el Ejemplo 1, pero utilizando acido 3,4-difluorofenilborénico en lugar de
acido 4-fluorofenilborénico en la Etapa 8.

"H RMN & (ppm) (CHCls-d): 7.75-7.72 (2 H, m), 7.68-7.62 (1 H, m), 7.57-7.48 (4 H, m), 7.34-7.30 (1 H, m), 5.70-5.53
(2 H, m), 5.46-5.19 (1 H, m), 3.98- 3.81 (3 H, m), 3.65-3.58 (1 H, m), 2.50-2.00 (2 H, m).

LCMS (15cm_Formic_ASCENTIS_HPLC_CH3CN) Rt 10.32 min; m/z 472 [M + H] 99.6% de pureza.

Ejemplo 3: 2-[4-cloro-3- (2,5-difluorofenil) -5-fenil-pirazolo [3,4-c] piridazin-1-il-1- [(3R) -3-fluoropirrolidin-1-il] etanona
(Compuesto 3)

El Compuesto 3 se sintetizé de acuerdo con el Ejemplo 1, pero utilizando acido 2,5-difluorofenilborénico en lugar de
4-fluorofenilborénico acido en la Etapa 8.

"H RMN & (ppm) (CHCls-d): 7.78-7.74 (2 H, m), 7.55-7.47 (3 H, m), 7.38-7.33 (1 H, m), 7.19-7.14 (2 H, m), 5.68-5.53
(2 H, m), 5.39-5.33 (1 H, m), 4.00- 3.81 (3 H, m), 3.65-3.55 (1 H, m), 2.50-2.00 (2 H, m).

LCMS (15cm_Bicarb_GeminiNX_HPLC_CH3CN) Rt 10.51 min; m/z 472 [M + H] 93.72% de pureza.

Ejemplo 4: 2-[4-cloro-3- (2,3-difluorofenil) -5-fenil-pirazolo [3,4-c] piridazin-1-il] -1- [(3R) -3-fluoropirrolidin-1-il] etanona
(Compuesto 4)
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El compuesto 4 se sintetizé de acuerdo con el Ejemplo 1, pero utilizando acido 2,3-difluorofenilborénico en lugar de
acido 4-fluorofenilborénico en la Etapa 8.

"H RMN & (ppm) (CHCls-d): 7.77-7.74 (2 H, m), 7.54-7.47 (3 H, m), 7.43-7.37 (1 H, m), 7.33-7.29 (1 H, m), 7.24-7.17
(1 H, m), 5.69-5.54 (2 H, m), 5.41- 5.25 (1 H, m), 4.01-3.78 (3 H, m), 3.65-3.58 (1 H, m), 2,00 (2 H, m).

LCMS (15cm_Bicarb_GeminiNX_HPLC_CH3CN) Rt 10.52 min; m/z 472 [M + H] pureza del 95.5%.

Ejemplo 5: 4-cloro-3- (2,3-difluorofenil )- 7-(2-(4-metilpiperazin-1-il) etil- 5-fenil-pirazolo [3,4-c] piridazina (Compuesto 5)

Una solucion de 4-cloro-3-yodo 5-fenil-1H-pirazolo [3,4-c] piridazino y 4-cloro-5-fenil-1H-pirazolo [3,4-c] piridazina (9:1,
1.4 g), 2- (4- metilpiperazin) -1-il) etanol (1.13 g, 7.8 mmol), azodicarboxilato de dietilo (1.37 g, 7.8 mmol) y trifenilfosfina
(2.07 g, 7.9 mmol) en 1,4-dioxano (26 ml) se calenté a 85 °C por 1 h y luego se enfrié a temperatura ambiente y se
concentro al vacio. El residuo se purificd parcialmente mediante cromatografia en columna (gel de silice, comenzando
con isohexano/acetato de etilo 1:0 a 0:1, luego acetato de etilo/4 M NH3; en MeOH 1:0 a 9:1) para proporcionar 4-cloro-
3-yodo-1- (2- (4- metilpiperazin-1-il) etil) -5-fenil-1H pirazolo [3,4c] piridazina (761 mg).

El compuesto 5 se sintetizé de acuerdo con el Ejemplo 1, pero utilizando acido 2,3-difluorofenilborénico en lugar de
acido 4-fluorofenilborénico y 4-cloro-3-yodo-1- (2- (4-metilpiperazin-1-il) etil) -5 -fenil-1H pirazolo [3,4c] piridazina en
lugar de 2- (4-cloro-3-yodo-5-fenil-pirazolo [3,4-c] piridazin-1-il) -1 - [(3R) - 3-fluoropirrolidin-1-il] etanona en la Etapa
8.

La HPLC preparativa produjo el Compuesto 5 como una sal diformato

H RMN 8 (ppm) (DMSO-de): 8.18 (2 H, s), 7.68-7.64 (2 H, m), 7.62- 7.54 (1 H, m), 7.54-7.40 (4 H, m), 7.37-7.30 (1 H,
m), 4.85 (2 H, t), 2.89 (2 H, t), 2.44 (4 H, bs), 2.13 (4 H, bs), 2.02 (3 H, bs).

LCMS (10cm_Formic_ACE 3 C18 AR_HPLC_CH3CN) Rt 9.94 min; m/z 469 [M + H] pureza del 95.98%.

Ejemplo 6: 2 [4-cloro-3- (2-fluorofenil) -5-fenil-pirazolo [3,4-c] piridazin-1-il] 1-pirrolidin-1-il-etanona (Compuesto 6)
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Se afiadio hidruro de sodio (60% en aceite mineral, 32 mg, 1.75 mmol) a una solucién de 4-cloro-3-yodo-5-fenil-1H-

pirazolo [3,4 -c] piridazina (400 mg, 1.12 mmol) y 2-cloro-1- (pirrolidin-1-il) etanona (54 mg, 1.8 mmol) en DMF seco

5 (7.5 ml) a temperatura ambiente. Después de 1.5 h a temperatura ambiente, se afiadié mas hidruro de sodio (60% en

aceite mineral, 27 mg) y la suspension se agité durante 2 h. Se afiadieron solucion de LiCl ac. al 4% y acetato de etilo.

Las capas se separaron y la acuosa se extrajo con acetato de etilo. Los extractos organicos combinados se secaron

(MgSO0.), se filtraron y se concentraron al vacio. El residuo fue parcialmente purificado por cromatografia en columna

(gel de silice, isohexano/acetato de etilo 1:0 a 0:1). El sélido resultante se disolvié en CH2Cl, minimo y se afiadié dietil

10 éter hasta que precipitd un sdlido. El sélido se recogio por filtracion para proporcionar 2- (4-cloro-3-yodo-5- fenil-1H-
pirazolo [3,4-c] piridazin-1-il) -1- (pirrolidin-1-il) etanona (246 mg).

El compuesto 6 se sintetizé de acuerdo con el Ejemplo 1, pero utilizando acido 2-fluorofenilborénico en lugar de acido
4-fluorofenilborénico y 2- (4-cloro-3-yodo-5-fenil-1H-pirazolo [3,4-c] piridazin-1 -il) -1- (pirrolidin-1-il) etanona en lugar
15 de 2- (4-cloro-3-yodo-5-fenil-pirazolo [3,4-c] piridazin-1-il) -1 - [( 3R) -3-fluoropirrolidin-1-il] etanona en la Etapa 8.

H RMN & (ppm) (CHCla-d): 7.77-7.74 (2 H, m), 7.66-7.61 (1 H, m), 7.53-7.45 (4 H, m), 5.58 (2 H, s) , 3.66 (2 H, t), 3.54
(2 H, 1), 2.11-2.05 (2 H, m), 1.96- 1.90 (2 H, m).

20 LCMS (15cm_Bicarb_GeminiNX_HPLC_CH3CN) Rt 10.62 min; m/z 436 [M + H] pureza del 95.36%.

Ejemplo 7: Esquema de sintesis para 4-cloro-3,5-difenil-1H-pirazolo [3,4-c] piridazina:

AcCl, NMM, lo, HIOs, |
CHJCl, o EtOH o T W
| N ,“\N N M AN

] Etapa 1 H3C H,c” N
P H O)‘CHS Etapa 2 H O)\CHS

O a)NaNO,, cHCl,
-10°C a RT

IZ =

HaN

Pd(PPhs),Cls, Cul

2 b) CH>CI5, NaCl,
NEts;, DMF NaOH, EtOH S N c:alor 22
Ph—— pas | i Ewpas
— Etapa 4 HN" N Etapa 5
Etapa 3

25

17



10

15

20

25

30

35

ES 2693 166 T3

Etapa 1: N- (2-acetil-5-fenil-pirazol-3-il)acetamida

0 |\N
M

NI
H,c” N
H o)‘CHs

A una solucién de 5-fenil-1H-pirazol-3-amina (18.6 g, 0.117 mol) y N-metilmorfolina (30.8 mL, 0.281 mol) en CHCl,
(250 ml) se afadieron cloruro de acetilo (20 ml, 0.281 mol) gota a gota a 0 °C bajo una atmdsfera de nitrégeno. La
mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 3 h. La mezcla de reaccion se diluyé con CH,Cl, y agua.
Las capas se separaron y la capa organica se lavé con agua y solucion salina, se seco (cartucho separador de fase)
y se concentro al vacio. Se afiadié dietil éter al residuo y el sélido se recogié por filtracion, produciendo el compuesto
del titulo en forma de un solido (25.1 g).

Etapa 2: N- (2-acetil-4-yodo-5-fenil-pirazol-3-il) acetamida

0] |\N

NI
H,c” N
H O}\CHs

Una suspension de N- (2- acetil-5-fenil-pirazol-3-il) acetamida (25.1 g, 0.103 mol), acido yadico (4.5 g, 0.026 mol) y
yodo (15.7 g, 0.062 mol) en etanol (250 ml) se calenté a 50 °C durante 3 h y se enfrié6 a temperatura ambiente. La
mezcla de reaccion se concentré al vacio y se repartié entre CH2Cl, y soluciéon ac. de Na;S;032 M. Las capas se
separaron y el organico se lavé con solucion salina, se seco (cartucho separador de fase) y se concentré al vacio para
proporcionar una mezcla del compuesto del titulo y el material de partida (2.2:1, 30.3 g). La mezcla se puso en reaccion
nuevamente utilizando acido yddico (1.6 g, 9.6 mmol) y yodo (9.7 g, 38 mmol) en etanol (250 ml) en las mismas
condiciones, para proporcionar el compuesto del titulo en forma de un solido (31.9 g).

Etapa 3: N-[3-fenil-4- (2-feniletil-1) -1H-pirazol-5-il] acetamida

Se burbujed nitrogeno a través de una mezcla de N- (2-acetil-1,4-yodo-5-fenil-pirazol-3-il) acetamida (31.87 g, 86.4
mmol), fenil acetileno (17.6 g, 173 mmol ), trietilamina (200 ml) y DMF (100 ml) durante 15 min. Se afiadieron dicloruro
de yoduro de cobre (1.64 g, 8.6 mmol) y bis (trifenilfosfina) paladio (ll) (3.0 g, 4.3 mmol) y la mezcla de reaccion se
agitd a 90 °C bajo nitrégeno durante 3 h. La mezcla de reaccion se enfrié a temperatura ambiente, se diluyd con
acetato de etilo y agua. La fase organica se lavo con agua y solucion salina, se secé (MgSOa), se filtré y se concentrd
al vacio. El residuo se purificd por cromatografia en columna (gel de silice, isohexano/acetato de etilo 5:1 a 1:1),
produciendo el compuesto del titulo en forma de un sdlido (12.5 g).

Etapa 4: 3-fenil-4- (2-feniletin1) -1H-pirazol-5-amina
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Una mezcla de N- [3-fenil-4-(2-feniletinil) -1H-pirazol -5- il] acetamida (12.5 g, 42 mmol), etanol (100 ml) y solucion de
NaOH ac. al 25% (100 ml) se agit6 y se calento a 90 °C durante 1 h y se enfrié a temperatura ambiente. La mezcla de
reaccion se diluy6 con acetato de etilo y agua. La fase organica se lavo con agua y solucion salina, se secé (cartucho
separador de fase) y se concentro al vacio. Se afiadio dietil éter al residuo y el sélido se recogio por filtracion, se lavo
con dietil éter y se seco al vacio para proporcionar el compuesto del titulo en forma de un solido (5.4 g).

Etapa 5: 4-cloro-3,5-difenil1-1H-pirazolo [3,4-c]piridazina

Se afadio nitrito de sodio (2.88 g, 42 mmol) en porciones a cHCI (314 ml) a aproximadamente 15 °C y se agité durante
15 min. Se afadio 3-fenil-4- (2-feniletinil) -1H-pirazol-5-amina (5.4 g, 21 mmol) como un sélido, seguido de la adicién
de CH2Cl» (10 ml). La mezcla de reaccion se dejo calentar y se agité a temperatura ambiente durante 1 h. La mezcla
de reaccion se diluyé con CH2Cl; (44 ml) y se afiadié NaCl (2.7 g). La mezcla de reaccion se calent6 a 50 °C durante
1 d. Las capas se separaron y la capa organica se lavo con agua, se seco (cartucho separador de fase) y se concentré
al vacio. El residuo se purificd por cromatografia en columna (gel de silice, isohexano/acetato de etilo 4:1, luego
CH.Cl/acetato de etilo 1:0 a 4:1) produciendo el compuesto del titulo en forma de un sélido (3.0 g).

Ejemplo 8: Esquema de sintesis para 4-cloro-3- (3-fluorofenil) -5-fenil-1H-pirazolo [3,4-c] piridazina:

AcCl, NMM, I, HIO3,
\ CH20I2 EtOH AN
N

Etapa 1 HC

/

N
H

Iz,

Etapa 2 HC H

T
IZ

(D

F a) NaNO,, cHCI,
-10°C a:RT
b) CH,Cl,, NaCl,

Pd(PPhs),Cl,, Cul N
NEt;, DMF A NaOH, EtOH N A calor
I M Ay - N T
Ph—= He” N H Etapa 4 HoN H Etapa 5
Etapa 3

Etapa 1: N-13- (3-fluorofenil) -1H-pirazol-5-ilacetamida
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A una solucion de 3- (3-fluorofenil) -1H-pirazol-5-amina (6.5 g, 36 mmol) y N-metilmorfolina (9.7 mL, 88 mmol) en
CHClI; (150 mL) se afiadio cloruro de acetilo (6 ml, 85 mmol) gota a gota a 0 °C bajo una atmésfera de nitrégeno. La
mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 1 d. La mezcla de reaccion se concentrd al vacio. Se
afadieron MeOH (50 ml) y THF (50 ml) al residuo, seguido de la adicién de una solucién de NaOH (ac. 2.5 M, 42.5
ml) a 0 °C. La mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 15 minutos y se afiadié soluciéon de HCI
hasta que el pH alcanzé 6. Los disolventes organicos se evaporaron al vacio. El sélido de la suspensidon acuosa
resultante se recogioé por filtracion, produciendo el compuesto del titulo en forma de un sélido (7.6 g).

Etapa 2: N-[3- (3-fluorofenil) -4-yodo-1H-pirazol-5-ilJacetamida

\
N/
H

Una suspension de N- [3- (3-fluorofenil) -1H-pirazol-5-il] acetamida (7.6 g, 34.7 mmol), acido yédico (1.5 g, 8.5 mmol)
y yodo (4.4 g, 17.3 mmol) en etanol (200 ml) se calenté a 60 °C durante 1 h y se enfria a temperatura ambiente. La
mezcla de reaccion se concentré al vacio y se repartiéo entre CHCl; y solucion Na;S;03 ac. 2 M. Las capas se
separaron y el organico se lavé con solucién salina, se secé (MgSO,) y se concentrd a vacio para proporcionar €l
compuesto del titulo en forma de un sélido (10.8 g).

Etapa 3: N-[3-(3-fluorofenil) -4- (2-feniletinil) -1H-pirazol-5-ilJacetamida

N
)LN ”

Se burbujed nitrégeno a través de una mezcla de N-[3- (3-fluorofenil) -4-yodo-1H-pirazol-5-il] acetamida (10.8 g, 44
mmol), fenil acetileno (12.5 g, 123 mmol), trietilamina (100 ml) y DMF (40 ml) durante 15 min. Se afiadieron dicloruro
de yoduro de cobre (840 mg, 4.42 mmol) y bis (trifenilfosfina) paladio (Il) (1.5 g, 2.1 mmol) y la mezcla de reaccion se
agitd a 90 °C bajo nitrégeno durante 6 h. La mezcla de reaccion se enfrié a temperatura ambiente, se diluyd con
acetato de etilo y agua. La fase organica se lavo con agua y solucion salina, se secé (MgSO,), se filtré y se concentrd
al vacio. El residuo se purificd por cromatografia en columna (gel de silice, isohexano/acetato de etilo 1:0 a 0:1)
produciendo el compuesto del titulo en forma de un sdlido (4 g).

Etapa 4: 3- (3-fluorofenil) -4- (2-feniletinil) -1H-pirazol-5-amina
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Una mezcla de N- [3- (3-fluorofenil) -4- (2-feniletinil) -1H-pirazol-5-il] acetamida (2 g, 6.2 mmol), etanol (22 ml) y
solucion de NaOH acuosa al 25 % (22 ml) se agit6 y se calentd a 80 °C durante 1 hora y se enfrié a temperatura
ambiente. La mezcla de reaccion se diluyd con acetato de etilo y agua. La fase organica se lavé con agua y solucion
salina, se seco (cartucho separador de fase) y se concentr6 al vacio, para proporcionar el compuesto del titulo en
forma de un sdlido (1.2 g).

Etapa 5: 4-cloro-3- (3-fluorofenil) -5-fenil-1H-pirazolo [3,4-c]piridazina

Se afadié nitrito de sodio (740 mg, 10.7 mmol) en porciones a cHCI (24 ml) a aproximadamente -15 °C y se agitd
durante 15 min. Se afiadié 3- (3-fluorofenil) -4- (2-feniletinil) -1H-pirazol-5-amina (1 g, 3.6 mmol) como un sélido,
seguido de la adicion de CHCl, (10 ml). La mezcla de reaccion se dejoé calentar y se agité a temperatura ambiente
durante 1.5 h. La mezcla de reaccion se diluy6é con CH,Cl, (20 ml) y se afiadié NaCl (0.5 g). La mezcla de reaccion se
calent6 a 50 °C durante 1 d. Las capas se separaron y la capa organica se lavd con agua, se seco (cartucho separador
de fase) y se concentré al vacio. El residuo se purificé por cromatografia en columna (gel de silice, acetato de
etilo/isohexano 0:1 a 7: 3) produciendo el compuesto del titulo en forma de un sélido (500 mg).

Ejemplo 9: 4-cloro-1- (2-isopropoxietil) -3,5-difenil-pirazolo [3,4-c] piridazina (Compuesto 7)

A\
N~ N
g CH,

\(

CH;

Una mezcla de 4-cloro-3,5-difenil-1H-pirazolo [3,4-c] piridazina (0.33 mmoles), 2-isopropoxietanol (0.65 mmol), dietil
azodicarboxilato (114 mg, 0.65 mmol) y trifenilfosfina (171 mg, 0.65 mmol) en 1,4-dioxano (2 ml) se calenté utilizando
irradiacion de microondas a una temperatura entre 85 y 120 °C durante un periodo 30 de 90 min. La mezcla de reaccion
se concentro al vacio y el residuo se purifico por HPLC preparativa para proporcionar el Compuesto 7.

"H RMN § (ppm) (CHClz-d): 7.79-7.74 (4 H, m), 7.55-7.44 (6 H, m), 4.98 (2 H, t), 4.08 (2 H, 1), 3.71 -3,63 (1 H, m), 1,10
(6 H,t).
LCMS (10cm_Formic_ACE 3 C18 AR_HPLC_CH3CN) Rt 13,18 min; m/z 393 [M + H] 93,65% de pureza.

Ejemplo 10: 4-cloro-3- (3-fluorofenil) - 1-[2-(4- metilpiperazin-1-il) etil] -5-fenil-pirazolo [3,4-c] piridazina (Compuesto 8)
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Una mezcla de 4-cloro-3- (3-fluorofenil) 1-fenil-1H-pirazolo [3,4-c] piridazina (0.33 mmol), 2- (4-metilpiperazin-1-il)
etanol (0.65 mmol), dietil azodicarboxilato (114 mg, 0.65 mmol) y trifenilfosfina (171 mg, 0.65 mmol) en 1,4-dioxano (2
ml) se calentd con radiacion de microondas a una temperatura entre 85 y 120 °C durante un periodo de 30 a 90
minutos. La mezcla de reaccion se concentro al vacio y el residuo se purificé por HPLC preparativa para proporcionar
el Compuesto 8.

H RMN & (ppm) (CHCls-d): 7.81-7.77 (2 H, m), 7.57-7.44 (6 H, m), 7.20-7.18 (1 H, m), 4.95 (2 H, ), 3.07 (2 H, t), 2.65
(4 H, bs), 2.35 (4 H, bs), 2.25 (3 H, s).

LCMS (10cm_Formic_ACE 3 C18 AR_HPLC_CH3CN) Rt 9,93 min; m/z 451 [M + H] 99.18% de pureza.

Ejemplo 11: 4-[2-[4-cloro-3- (3-fluorofenil) -5-fenil-pirazolo [3,4-c] piridazin- 1-il]etillmorfolina (Compuesto 9)

\
N
;
)
io
Una mezcla de 4-cloro-3- (3-fluorofenil) -5-fenil-1H-pirazolo [3,4-c] piridazina (0.33 mmoles), 2-morfolinoetanol (0.65
mmoles), azodicarboxilato de dietilo (114 mg, 0.65 mmoles) y trifenilfosfina (171 mg, 0.65 mmoles) en 1,4-dioxano (2
ml) se calento utilizando radiacion de microondas a una temperatura 85 y 120 °C por un periodo de 30 a 90 min. La
mezcla de reaccion se concentrd al vacio y el residuo se purificé por HPLC preparativa para proporcionar el Compuesto

9.

H RMN & (ppm) (CHCls-d): 7.80-7.77 (2 H, m), 7.60-7.45 (6 H, m), 7.22-7.16 (1 H, m), 4.95 (2 H, ) , 3.62 (4 H, t), 3.06
(2H,t,2.61(4H, t).

LCMS (15cm_Bicarb_GeminiNX_HPLC_CH3CN) Rt 11,16 min; m/z 438 [M + H] 97.23% de pureza.

Ejemplo 12: 4-cloro-3- (3,4-difluorofenil) -5-fenil-1H-pirazolo [3,4-c] piridazina
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4-cloro-3- (3,4-difluorofenil) 5-fenil-1H-pirazolo [3,4-c] piridazina se sintetizd de acuerdo con el Ejemplo 8, pero se usé
3- (3,4-difluorofenil) -1H-pirazol-5-amina en lugar de 3- (3-fluorofenil) -1H-pirazol-5-amina en la Etapa 1.

Ejemplo 13: 4-cloro-3- (3,4-difluorofenil) -1-[2-(4-metilpiperazin-1-il) etili- 5-fenil-pirazolo [3,4-c] piridazina (Compuesto
10)

\
CH,

Una mezcla de 4-cloro-3 - (3,4-difluorofenil) -5-fenil-1H-pirazolo [3,4-c] piridazina (0.33 mmol), 2- (4-metilpiperazin-1-
il) etanol (0.65 mmol), azodicarboxilato de dietilo (114) mg, 0.65 mmol) y trifenilfosfina (171 mg, 0.65 mmol) en 1,4-
dioxano (2 ml) se calentaron utilizando radiacion de microondas a una temperatura entre 85 y 120 °C durante un
periodo de 30 a 90 minutos. La mezcla de reaccién se concentrd al vacio y el residuo se purificé por HPLC preparativa
para proporcionar el Compuesto 10.

H RMN & (ppm) (CHCla-d): 7.78-7.75 (2 H, m), 7.65-7.59 (1 H, m), 7.58-7.51 (4 H, m), 7.33-7.29 (1 H, m), 4.93 (2 H,
t), 3.16 (2 H, t), 3.08 (4 H, bs), 1.59 (4 H, bs), 2,67 (3 H, s).

LCMS (10cm_ESCI_Bicarb_MeCN) Rt 4.27 min; m/z 469 [M + H] 96.02% de pureza.

Ejemplo 14: 4-cloro-5- (3-fluorofenil) -3-fenil-1H-pirazolo [3,4-c]piridazina

4-cloro-5- (3 -fluorofenil) -3-fenil-1H-pirazolo [3,4-c] piridazina se sintetizé de acuerdo con el Ejemplo 7, pero utilizando
3-fluorofenil acetileno en lugar de fenil acetileno en la Etapa 3.

Ejemplo 15: 2-[4-cloro-5- (3-fluorofenil) -3-fenil-pirazolo [3,4-c] piridazin-1-il] -1-pirrolidin-1-il-etanona (Compuesto 11)
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Una mezcla de 4-cloro-5- (3-fluorofenil)-3-fenil- 1H-pirazolo [3,4-c] piridazina (0.33 mmoles), 2-hidroxi-1- (pirrolidin-1-
il) etanona (0.65 mmoles), azodicarboxilato de dietilo (114 mg, 0.65 mmoles) y trifenilfosfina (171 mg, 0.65 mmol) en
1,4-dioxano (2 ml) se calenté utilizando irradiacién de microondas a una temperatura entre 85 y 120 °C durante un
periodo de 30 a 90 minutos. La mezcla de reaccion se concentro al vacio y el residuo se purificé por HPLC preparativa
para proporcionar el Compuesto 11.

H RMN & (ppm) (CHCls-d): 7.8
1.9

7.76 (2 H m), 7.55-7.45 (6 H, m), 7.23-7.15 (1 H, m), 5.58 (2 H, s) , 3.67 (2 H, t), 3.54
(2 H, 1), 2.13-2.05 (2 H, m), 1.8

89 (2 H, m).
LCMS (10cm_ESCI_Bicarb_MeCN) Rt 3,69 min; m/z 436 [M + H] 98.67% de pureza.

81-
97-

Ejemplo 16: 2- (4-cloro-3,5-difenil-pirazolo [3,4-c] piridazin-1-il) acetato de isobutilo (Compuesto 12)

Esquema de sintesis para 2- (4-cloro-3,5-difenil-pirazolo [3,4-c]piridazin-1-il)acetato de isobutilo:

ACQO, |2, H|O3, |
B Piridino 0 \ EtOH o T\
N N N
4 N N
H,N" N Etapat  HC Etapa2 ¢ H
0] 0
0
OEt OEt
OEt
Pd(PPh3),Cl,, Cul O O
(NEt;)ZDMQF AN NaNO,, cHClI,
T NaOH, EtOH | A 0°C a RT
N - -
Ph—= Etapa 4 H,N~ N
Etapa 3

Qe Etapa 5

cloroformato de isobutilo,
NaBH,, Et;N, THF

_—

Etapa 6

Etapa 1. Etil 2- (5-acetamido-3-fenil-pirazol-1-il)acetato
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LA
NI
H¢” N
o)
OEt

A una solucion de 2- (5-amino-3-fenil-pirazol-1-il) acetato de etilo (49 g, 0.17 mol) en piridina (200 ml) se le afiadié
anhidrido acético (17.4 g. 0.17 mol) gota a gota a 0 °C bajo una atmodsfera de nitrégeno. La mezcla de reaccién se
agitd a temperatura ambiente durante 16 h. La mezcla de reaccion se concentré al vacio. El residuo se diluy6é con
CHCI; y agua. Las capas se separaron y la capa organica se lavé con agua y solucion salina, se secd (MgSO.) y se
concentrd al vacio. Se anadido CHCl al residuo y el sdlido se recogié por filtraciéon, produciendo el compuesto del
titulo en forma de un sélido (22 g). Los licores madre se concentraron al vacio y se lavaron con CHxCl; frio para
producir un segundo lote de 15 g.

Etapa 2: 2- (5-acetamido-4-yodo-3-fenil-pirazol-1-acetato de etilo

LA
NI
HC” N
0
OEL

Una suspension de 2- (5-acetamido-3-fenil-pirazol-1-il) acetato de etilo (37 g, 129 mmol), acido yodico (5.6 g, 32 mmol)
y yodo (19.7 g, 77 mmol) en etanol (400 ml) se calenté a 50 °C durante 2 h y se enfrié a temperatura ambiente. La
mezcla de reaccion se concentro al vacio y el residuo se eluy6 a través de una capa de gel de silice con CH.Cl,/éter
dietilico (1:0 a 97:3). El residuo se repartié entre CH,Cl y solucion ac. Na;S»03 2 M. Las capas se separaron y el
lavado organico se seco (MgSO,) y se concentro al vacio para proporcionar un residuo que se purificd parcialmente
mediante cromatografia (gel de silice, CH2Cl./isohexano 1:1 a 1:0, luego CH2Cl./éter dietilico 9:1 a 8:2), luego se tritura
con dietil éter para proporcionar el compuesto del titulo en forma de un sélido blanquecino (43 g).

Etapa 3: acetato de etilo 2-[5-acetamido-3-fenil-4- (2-feniletinil) pirazol-1-ilo]

OEt

Se burbujed nitrogeno a través de una mezcla de etilo 2- (5-acetamido-4-yodo-3-fenil-pirazol-1-il) acetato (18.6 g, 45
mmol), fenil acetileno (9.2 g, 90 mmol), yoduro de cobre (860 mg, 4.5 mmol), trietilamina (200 ml) y DMF (75 ml)
durante 15 min. Se afadio dicloruro de bis (trifenilfosfina) paladio (I) (1.6 g, 2.25 mmol) y la mezcla de reaccién se
agité a 90 °C bajo nitrégeno durante 4.5 h. La mezcla de reaccion se enfrid a temperatura ambiente, se diluy6é con
acetato de etilo y agua. La fase organica se lavo con agua y solucion salina, se secé (MgSOa), se filtré y se concentrd
al vacio. El residuo se purificd parcialmente mediante cromatografia en columna (gel de silice, CH.Cl, luego
isohexano/etilo acetato 1:1 seguido de CHyCl./acetato de etilo 9:1 a 8:2), luego se tritura con dietil éter para
proporcionar el compuesto del titulo en forma de un sdlido (13 g).
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Etapa 4: 2[5-amino-3-fenil-4- (2-feniletinil) pirazol-1-ilJacetato de sodio

O'Na*

Una mezcla de 2-[5-acetamido- 3-fenil-4- (2-feniletinil) pirazol-1-il] acetato de etilo (13 g, 34 mmol), etanol (150 ml) y
solucion de NaOH ac. al 25% (150 ml) se agit6 y se calent6 a 80 °C durante 8 h y se enfrié a temperatura ambiente.
Al enfriar, se formo un precipitado. El precipitado se filtrd y se lavd con una mezcla enfriada de acetato de etilo/agua
(1:1). El sdlido se trituré adicionalmente con éter dietilico, se filtrd y se secd para proporcionar 9.8 g del compuesto del
titulo.

Etapa 5: acido 2- (4-cloro-3,5-difenil1-1Hpirazolo [3,4-c] piridazin-1-il) acético

OH

Nitrito de sodio (1.86 mg), 26.9 mmol) se afiadié en porciones a cHCI (30 ml) a 0 °C y se agité durante 15 min. Se
afiadio 2-[5-amino-3-fenil-4- (2-feniletinil) pirazol-1-il] acetato de sodio (3 g, 8.85 mmol) como un sélido, en porciones.
La suspension se agitd luego a temperatura ambiente durante 16 h. La mezcla de reaccion se diluyd con CH.Cl, y se
lavé con agua y solucion salina. La capa organica se seco (MgSOs) y se concentrd al vacio. El residuo se purificé por
cromatografia en columna (gel de silice, éter dietilico/ CH2Cl, 1:9), produciendo el compuesto del titulo en forma de un
solido (1,7 g).

Etapa 6: 2- (4-cloro-3,5-difenil-pirazolo [3,4-c]piridazin-1-il) acetato de isobutilo (Compuesto 12)

| N

Nf
OQX CHj
O

CH,

Se afadio trietilamina (535 pl, 3.8 mmol) a acido 2- (4-cloro-3,5-difenil-1Hpirazolo [3,4-c] piridazin-1- il) acético (700
mg, 1.92 mmol) en THF (20 ml) a 0 °C, seguido de la adicion de cloroformiato de isobutilo (342 mg, 2.9 mmol). La
mezcla de reaccion se agité durante 1 h. Luego se afiadié borohidruro de sodio (220 mg, 5.8 mmol) en porciones y la
mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 3 h. La mezcla de reaccién se diluyé con HCI 0.5 My la
capa acuosa se extrajo dos veces con acetato de etilo. Las fases organicas combinadas se lavaron con agua y solucién
salina, se secaron (separador de fase) y se concentraron al vacio. El residuo se purificd por cromatografia (gel de
silice, acetato de etilo/isohexano 0:1 a 1:0), para proporcionar el Compuesto 12 en forma de un sélido (50 mg).
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"H RMN & (ppm) (CHCls-d): 7.80-7.73 (4 H, m), 7.56-7.48 (6 H, m), 5.60 (2 H, s), 3.99 (2 H, d), 1.97 -1.90 (1 H, m),
0.90 (6 H, d).

LCMS (10cm_ESCI_Bicarb_MeCN) Rt 4.24 min; m/z 421 [M + H] 98.88% de pureza.

Ejemplo 17: 4-cloro-3-yodo-5-fenil-1- (2-pirrolidin-1-iletil) pirazolo [3,4-c] piridazina

N

(
-

La 4-cloro-3-yodo-5-fenil-1- (2-pirrolidin-1-iletil) pirazolo [3,4-c] piridazina se sintetizé de acuerdo con el Ejemplo 1 a
través de la Etapa 6, pero utilizando 2-pirrolidina 1-iletanol en lugar de 2-cloro-1 - [(3R) -3-fluoropirrolidin-1-il] etanona
en la Etapa 7 para proporcionar el compuesto del titulo.

N\
N7 N
N

Ejemplo 18: 4-Cloro-3,5-difenil-1- (2-pirrolidin-1-iletil) pirazolo [3,4-c] piridazina (Compuesto 13)

El Compuesto 13 se sintetizé de acuerdo con el Ejemplo 1, Etapa 8 utilizando acido fenilborénico en lugar de acido 4-
fluorofenilborénico y utilizando 4-cloro-3-yodo-5 fenil-1- (2-pirrolidin-1-iletil) pirazolo [3,4-c] piridazina en lugar de 2- (4-
cloro-3-iodo-5- fenil-pirazolo [3, 4-c] piridazin-1-il) -1- [(3R) -3-fluoropirrolidin-1-il] etanona.

"H RMN & (ppm) (CHCls-d): 7.79-7.76 (4 H, m), 7.55-7.44 (6 H, m), 4.97 (2 H, t), 3.22 (2 H, t), 2.68 (4 H, bs), 1.88-1.65
(4 H, m).

LCMS (10cm_Formic_ACE 3 AR_HPLC_CH3CN) Rt 9.98 min; m/z 404 [M + H] 95.91% de pureza.

Ejemplo 19: 2-[4-cloro-3- (3-fluorofenil) -5-fenil-pirazolo [3,4-c]piridazin-1-il-1- [(3R) -3-fluoropirrolidin-1-il] etanona
(Compuesto 14)

Ejemplo de referencia
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El Compuesto 14 se sintetizd de acuerdo con el Ejemplo 1, Etapa 8, utilizando acido 3-fluorofenilborénico en lugar de
acido 4-fluorofenilboronico.

H RMN & (ppm) (CHCls-d): 7.76-7.74 (2 H, m), 7.61-7.59 (1 H, m), 7.56-7.43 (5 H, m), 7.18 (1 H, m) , 5.69-5.54 (2 H,
m), 5.36 (1 H, m), 4.00-3.84 (3 H, m), 3.62 (1 H, m), 2.50-2.00 (2 H, m).

LCMS (15cm_Formic_ASCENTIS_HPLC_CH3CN) Rt 10.25 min; m/z 454 [M + H] 96.13% de pureza.

Ejemplo 20: Método de ensayo que muestra la actividad de los compuestos de la invencion que restaura la expresion
de N48K Clarin-1 (incubacion de 24 horas).

Clarin-1 es la proteina codificada por el gen mutado en el sindrome de Usher Il (Adato et al., 2002). La mutacién mas
prevalente en Clarin-1 en Norteamérica es N48K, que se informa provoca pérdida de glicosilacion y un defecto de
trafico (Tian et al., 2009). Como consecuencia, la proteina N48K no alcanza la membrana plasmatica y es degradada
por el proteasoma. Por lo tanto, se considera que restaurar el trafico de Clarin-1 N48K a la superficie celular
proporciona una via de intervencion para el sindrome de Usher Il

Un modelo celular util para demostrar la utilidad de los compuestos de la invencién que restauran la expresion de
N48K Clarin-1 es la estirpe celular HEK293 -Clarin-1 N48K-HA D9 (Tian et al., 2009). En un experimento tipico, estas
células se sembraron en placas de 96 pozos recubiertas con colageno a una densidad celular de 20,000 células por
pocillo en el Medio de Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM) que contiene un 10% de suero fetal bovino en una
incubadora humidificada a 37 °C, CO; al 5%. Después de una incubacion durante la noche, los compuestos se
agregaron durante una incubacion de 24 horas en medio DMEM que contiene un 10% de suero bovino fetal en un
incubador humidificado a 37 °C, un 5% de CO,. Como control negativo, se utilizé DMSO a concentraciones finales de
0.25%. Los compuestos se probaron tipicamente en forma ftriplicada. Después de 24 horas de incubacion con
compuestos, las células se fijaron mediante la adicion de formalina tamponada al 10% a los pozos para lograr una
concentracion final de formalina al 4%. Después de una fijacion de 20 minutos a temperatura ambiente, los pozos se
lavaron tres veces con solucion salina tamponada con fosfato (PBS) que contenia Triton X-100 (0.02 fosfato, 150 mM
de NaCl, 0.1% de Triton X-100).

El Clarin-1 N48K etiquetado con HA se detectd con un anticuerpo contra la etiqueta HA (anticuerpo monoclonal HA.11
Clon 16B12, Covance # MMS-101P) a una dilucién de 1:1000 en PBS que contiene Triton X-100. Después de una
incubacion de 90 minutos, los pozos se lavaron tres veces con PBS que contenia Triton X-100, y se afiadié un
anticuerpo secundario (IgG-Cy3 anti-ratén de cabra (1.5 mg/ml), Jackson IR Europe # 115165003) a los pozos en una
dilucién de 1:250 en PBS que contiene Triton X-100 durante 45 min. Posteriormente, los pozos se lavaron tres veces
con PBS que contenia Triton X-100, y se realizé una tincion final para los nucleos mediante la adicion de DAPI (4', 6-
diamidino-2-fenilindol) a una dilucién de 1:10.000. La imagen de las células tefidas se realizé en un InCell 1000 High
Content Imager (GE Healthcare), leyendo el canal Cy3 para N48K Clarin-1 y el canal DAPI para los nucleos. Las
imagenes fueron analizadas y cuantificadas utilizando un algoritmo especifico. Este algoritmo midi6 la tincion de HA-
Clarin-1 para cada célula en funcién de la segmentacion nuclear adicional de la sefial DAPI (Figura 1). Este algoritmo
mide la intensidad por celda y, por lo tanto, es menos sensible para la variacion en el nimero de celdas. Por pozo, se
midieron aproximadamente 2,000 células para lograr una densidad promedio por medida de célula.

Ejemplo 21: Un método de ensayo que muestra la actividad de los compuestos de la invencion que restaura la
expresion de N48K Clarin-1 (incubacion de 2 horas).

Clarin-1 es la proteina codificada por el gen mutado en el sindrome de Usher Il (Adato et al., 2002). La mutacion mas
prevalente en Clarin-1 en Norteamérica es N48K, que se informa que causa pérdida de glicosilacion y un defecto de
trafico (Tian et al., 2009). Como consecuencia, la proteina N48K no alcanza la membrana plasmatica y es degradada
por el proteasoma. Por lo tanto, se considera que restaurar el trafico de Clarin-1 N48K a la superficie celular
proporciona una via de intervencion para el sindrome de Usher Il
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Un modelo celular util para demostrar la utilidad de los compuestos de la invencion que restauran la expresion de
N48K Clarin-1 es la estirpe celular HEK293 -Clarin-1 N48K-HA D9 (Tian et al., 2009). En un experimento tipico, estas
células se sembraron en placas de 96 pozos recubiertas con colageno a una densidad celular de 20,000 células por
pocillo en el Medio de Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM) que contiene un 10% de suero fetal bovino en una
incubadora humidificada a 37 °C, 5% CO,. Después de una incubacién durante la noche, los compuestos se agregaron
durante una incubacién de 2 horas en medio DMEM que contiene un 10% de suero bovino fetal en una incubadora
humidificada a 37 °C, un 5% de CO,. Como control negativo, se utilizé DMSO a concentraciones finales de 0.25%.
Los compuestos se probaron tipicamente en forma triplicada. Después de 2 horas de incubacién con compuestos, las
células se incubaron en medio fresco durante 22 horas. Las células se fijaron luego mediante la adiciéon de formalina
tamponada al 10% a los pozos para lograr una concentracion final de formalina al 4%. Después de una fijacion de 20
minutos a temperatura ambiente, los pozos se lavaron tres veces con solucion salina tamponada con fosfato (PBS)
que contenia Triton X-100 (0.02 fosfato, 150 mM de NaCl, 0.1% de Triton X-100).

El Clarin-1 N48K etiquetado con HA se detectd con un anticuerpo contra la etiqueta HA (anticuerpo monoclonal HA.11
Clone 16B12, Covance # MMS-101P) a una dilucion de 1:1000 en PBS que contiene Triton X-100. Después de una
incubacion de 90 minutos, los pozos se lavaron tres veces con PBS que contenia Triton X-100, y se afiadié un
anticuerpo secundario (anti-raton IgG-Cy3 de cabra (1.5 mg/ml), Jackson IR Europe # 115165003) a los pozos en una
dilucién de 1:250 en PBS que contiene Triton X-100 durante 45 min. Posteriormente, los pozos se lavaron tres veces
con PBS que contenia Triton X-100, y se realizé una tincion final para los nucleos mediante la adicion de DAPI (4', 6-
diamidino-2-fenilindol) a una dilucién de 1: 10.000. La imagen de las células tefiidas se realizd en un InCell 1000 High
Content Imager (GE Healthcare), leyendo el canal Cy3 para N48K Clarin-1 y el canal DAPI para nucleos. Las imagenes
se analizan y cuantifican utilizando un algoritmo especifico. Este algoritmo midio la tincion de HA-Clarin-1 para cada
célula en funcion de la segmentacion nuclear adicional de la sefial DAPI (Figura 1). Este algoritmo mide la intensidad
por celda y, por lo tanto, es menos sensible para la variacion en el nimero de celdas. Por pozo, se midieron
aproximadamente 2,000 células para lograr una densidad promedio por medida de célula.

Ejemplo 22: Datos de ICso para compuestos ilustrativos de la invencion

Los valores de ICsp para los compuestos 5-12 de la invencion se obtuvieron de acuerdo con el método de ensayo del
Ejemplo 20. Los valores de 1Csq obtenidos para los Compuestos 5-12 fueron menores o iguales a 2 micromolar.

Los valores de ICsp para los Compuestos 1-4, 11, 13 y 14 se obtuvieron de acuerdo con el método de ensayo del
Ejemplo 21. Los valores de ICsy obtenidos para los Compuestos 1-4, 11, 13 y 14 fueron menores o iguales a 14
micromolar. Los valores de ICsy obtenidos para los compuestos 1-3, 11, 13 y 14 fueron menores o iguales a 6
micromolar. Los valores de ICsy obtenidos para los compuestos 2, 11 y 13 fueron menores o iguales a 4 micromolar.
El valor de 1Csp obtenido para el compuesto 13 fue menor o igual a 1 micromolar.

El valor de ICs obtenido para el Compuesto 11 ensayado de acuerdo con el método del Ejemplo 20 fue inferior a 2
micromolar. El valor de ICsy obtenido para el Compuesto 11 analizado de acuerdo con el método del Ejemplo 21 fue
inferior a 3 micromolar.

Cada referencia descrita en esta solicitud se incorpora aqui como referencia en su totalidad.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que tiene la estructura:
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13: U

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. Una composicidon que comprende una cantidad eficaz de un compuesto de la reivindicacién 1, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, y un portador o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

3. Un compuesto de la reivindicacion 1, una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o una composicion de la
reivindicacion 2 para uso en un método para tratar una enfermedad degenerativa de la retina, que comprende
administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad eficaz de un compuesto de la reivindicacion 1 o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

4. El compuesto de la reivindicacién 1, una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o una composicién de la
reivindicacion 2 para el uso de la reivindicacion 3, en el que la enfermedad degenerativa de la retina es la retinitis
pigmentosa, la Amaurosis congénita de Leber, una retina sindrémica degeneracion, degeneracién macular relacionada
con la edad o sindrome de Usher.

5. El compuesto de la reivindicacion 1, una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o una composicién de la
reivindicacion 2 para el uso de la reivindicacion 4, en donde la enfermedad degenerativa de la retina es el sindrome
de Usher.

6. El compuesto de la reivindicacién 1, una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o una composicion de la
reivindicacion 2 para el uso de la reivindicacion 5, en donde el sindrome de Usher es el sindrome de Usher I, el
sindrome de Usher Il o el sindrome de Usher llI.

7. El compuesto de la reivindicacion 1, una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o una composicién de la
reivindicacion 2 para el uso de la reivindicacién 6, en donde el sindrome de Usher es el sindrome de Usher III.

8. Un compuesto de la reivindicacién 1, una sal farmacéuticamente aceptable del mismo o una composicién de la
reivindicacion 2 para uso en un método para tratar la pérdida de audicidon asociada con el sindrome de Usher, que
comprende administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad eficaz de un compuesto de la reivindicacion 1 o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

9. El compuesto de la reivindicacion 1, una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o una composicién de la
reivindicacion 2 para el uso de la reivindicacion 8, donde el sindrome de Usher es el sindrome de Usher |, el sindrome
de Usher |l 0 el sindrome de Usher lll.

10. El compuesto de la reivindicacién 1, una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o una composicién de la
reivindicacion 2 para el uso de la reivindicacion 9, en donde el sindrome de Usher es el sindrome de Usher lII.
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DAPI (ndcleos) N48K-Clarinl
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Analisis de alto contenido. Se utilizan nucleos tenidos DAPI para realizar
segmentaciéon de la imagen en células individuales. La densidad observada en

el canal Clarin-1 N48K (Cy3) se calcula luego por célula y promediado sobre
un campo

Fig. 1
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