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DESCRIPCION
Inhibidores del bromodominio
Antecedentes

Los bromodominios se refieren a pliegues estructurales de proteinas conservadas que se unen a residuos de lisina N-
acetilada que se encuentran en algunas proteinas. La familia BET de proteinas que contienen bromodominio comprende
cuatro miembros (BRD2, BRD3, BRD4 y BRDt). Cada miembro de la familia BET emplea dos bromodominios para
reconocer los residuos de lisina N- acetilada tipicamente, pero no exclusivamente, los que se encuentran en los factores
de transcripcion (Shi, J., y otros Cancer Cell 25 (2): 210-225 (2014)) o en las colas amino-terminales de las proteinas
histonas. Al numerar desde el extremo N-terminal de cada proteina BET, los bromodominios en tandem se etiquetan
tipicamente como Dominio de unién | (BDI) y Dominio de union 1l (BDII). Estas interacciones modulan la expresion génica
al reclutar factores de transcripcion a ubicaciones especificas del genoma dentro de la cromatina. Por ejemplo, el BRD4
unido a histona recluta al factor de transcripcién P-TEFb a los promotores, lo que resulta en la expresion de un subconjunto
de genes implicados en la progresion del ciclo celular (Yang y otros, Mol. Cell. Biol. 28: 967-976 (2008)). Los BRD2 y
BRD3 también funcionan como reguladores transcripcionales de genes promotores del crecimiento (LeRoy y otros, Mol.
Cell 30: 51-60 (2008)). Los miembros de la familia BET se establecieron recientemente como importantes para el
mantenimiento de varios tipos de cancer (Zuber y otros, Nature 478: 524-528 (2011); Mertz y otros; Proc. Nat'l. Acad. Sci.
108: 16669-16674 (2011); Delmore y otros, Cell 146: 1-14, (2011); Dawson y otros, Nature 478: 529-533 (2011)). Los
miembros de la familia BET también se implican en la mediacién de respuestas inflamatorias agudas a través de la via
canénica del NF-KB (Huang y otros, Mol. Cell. Biol. 29: 1375-1387 (2009)) que resulta en la regulacion positiva de genes
asociados con la produccién de citocinas (Nicodeme y otros, Nature 468: 1119-1123, (2010)). Se ha demostrado que la
supresién de la induccion de citocinas por los inhibidores de bromodominio BET es un enfoque eficaz para tratar la
enfermedad renal mediada por inflamacion en un modelo animal (Zhang, y otros, J. Biol. Chem. 287: 28840-28851 (2012)).
La funcién BRD2 se relacionan con la predisposicion a la dislipidemia o la regulacidon inadecuada de la adipogénesis, los
perfiles inflamatorios elevados y la mayor susceptibilidad a las enfermedades autoinmunes (Denis, Discovery Medicine
10: 489-499 (2010)). El virus de la inmunodeficiencia humana utiliza el BRD4 para iniciar la transcripcion del ARN viral a
partir del ADN viral integrado establemente (Jang y otros, Mol. Cell, 19: 523-534 (2005)). También se ha demostrado que
los inhibidores del bromodominio BET reactivan la transcripcion del VIH en modelos de infeccion de células T latentes y
de monocitos latentes (Banerjee, y otros, J. Leukocyte Biol. Doi: 10.1189 / jlb.0312165). EI BRDt tiene un papel importante
en la espermatogénesis que se bloquea por los inhibidores del bromodominio BET (Matzuk, y otros, Cell 150: 673-684
(2012)). Por lo tanto, los compuestos que inhiben la unién de los bromodominios de la familia BET a sus proteinas de
lisina acetiladas afines se persiguen para el tratamiento del cancer, las enfermedades inflamatorias, las enfermedades
renales, las enfermedades que involucran el metabolismo o la acumulacion de grasa, y algunas infecciones virales, asi
como para proporcionar un Método para la anticoncepcion masculina. En consecuencia, existe una necesidad médica
continua de desarrollar nuevos medicamentos para tratar estas indicaciones. El documento US2014 /0162971 A1 (AbbVie
Inc.) describe compuestos inhibidores del bromodominio que son utiles como agentes en el tratamiento de diversas
enfermedades y afecciones.

Resumen

En un aspecto, la presente invencién proporciona N-etil-4-[2-(4-fluoro-2,6-dimetilfenoxi)-5-(2-hidroxipropan-2-il)fenil]-6-
metil-7-oxo-6,7-dihidro-1H-pirrolo[2,3-c]piridina-2-carboxamida, o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona N-etil-4-[2-(4-fluoro-2,6-dimetilfenoxi)-5-(2-hidroxi-propan-2-il)fenil]-6-
metil-7oxo-6,7-dihidro-1H-pirrolo[2,3-c]piridina-2-carboxamida.

El compuesto, o sus sales, se puede usar en métodos para tratar o prevenir trastornos que se mejoran mediante la
inhibicién de BET. Dichos métodos comprenden administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva de un
compuesto de férmula (1), solo o en combinacién con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Descripcion detallada

En este documento se describe N-etil-4-[2-(4-fluoro-2,6-dimetilfenoxi)-5-(2-hidroxipropan-2-il) fenil]-6-metil-7-ox0-6,7-
dihidro-1H-pirrolo[2,3-c]piridina-2-carboxamida, que tiene la formula (1):
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(M

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Los términos "tratar", "trata" y "tratamiento" se refieren a un método para aliviar o abrogar una enfermedad y/o sus
sintomas acompafantes. En ciertas realizaciones, "tratar", "trata" y "tratamiento" se refieren a mejorar al menos un
parametro fisico, que se puede discernir por el sujeto. En aun otra realizacion, "tratar", "trata" y "tratamiento” se refieren a
modular la enfermedad o trastorno, ya sea fisicamente (por ejemplo, estabilizacion de un sintoma discernible),
fisiol6gicamente (por ejemplo, estabilizacion de un parametro fisico), o ambos. En una realizacién adicional, "tratar", "trata"
y "tratamiento" se refieren a ralentizar la progresion de la enfermedad o trastorno.

Los términos "prevenir”, "previene" y "prevencion” se refieren a un método para prevenir la aparicion de una enfermedad
y/o sus sintomas concomitantes o para impedir que un sujeto contraiga una enfermedad. Como se usa en el presente
documento, "prevenir", "previene" y "prevencion" también incluyen retrasar el inicio de una enfermedad y/o sus sintomas
acompafantes y reducir el riesgo de un sujeto de adquirir o desarrollar una enfermedad o trastorno.

La frase "cantidad terapéuticamente efectiva" significa una cantidad de un compuesto, o una sal farmacéuticamente
aceptable de éste, suficiente para prevenir el desarrollo o para aliviar en cierta medida uno o mas de los sintomas de la
afeccion o trastorno que se trata cuando se administra solo o junto con otro agente terapéutico para el tratamiento en un
sujeto particular o poblacién de sujetos. La "cantidad terapéuticamente efectiva" puede variar en dependencia del
compuesto, la enfermedad y su gravedad, y la edad, peso, salud, etc., del sujeto a tratar. Por ejemplo, en un ser humano
u otro mamifero, una cantidad terapéuticamente efectiva se puede determinar experimentalmente en un laboratorio o
entorno clinico, o puede ser la cantidad requerida por las pautas de la Administracion de Drogas y Alimentos de los
Estados Unidos, o agencia extranjera equivalente, para la enfermedad particular y sujeto a tratar.

El término "sujeto" se define en el presente documento para referirse a animales tales como mamiferos, que incluye, pero
no se limita a, primates (por ejemplo, humanos), vacas, ovejas, cabras, cerdos, caballos, perros, gatos, conejos, ratas,

ratones y similares. En una realizacién, el sujeto es un humano. Los términos "humano", "paciente" y "sujeto" se usan
indistintamente en el presente documento.

El compuesto de la invencién se nombra mediante el uso del algoritmo de nombres Name 2015 por Advanced Chemical
Development o el algoritmo de nombres Struct = Name como parte de CHEMDRAW® ULTRA v. 12.0.2.1076.

Se debe entender que el compuesto de la invencion puede poseer formas tautoméricas, asi como isémeros geométricos,
y que estos también constituyen un aspecto de la invencion.

La presente descripcion incluye todos los compuestos de férmula (I) marcados isotdpicamente farmacéuticamente
aceptables en donde uno o mas atomos se reemplazan por 4tomos que tienen el mismo nimero atémico, pero una masa
o0 numero de masa atomica diferente a la masa o nimero de masa atémica que predomina en la naturaleza. Los ejemplos
de is6topos adecuados para su inclusién en los compuestos de la descripcion incluyen isétopos de hidrégeno, tales como
2H y 3H, de carbono, tales como ''C, 3C y '“C, de cloro, tales como %¢Cl, de fluor, tales como '8F, de yodo, tales como %3
y 125], de nitrogeno, como *N y 5N, de oxigeno, como %0, 70O y 180, de fosforo, como 3P, y de azufre, como 3°S. Ciertos
compuestos de formula (I) marcados isotépicamente, por ejemplo, aquellos que incorporan un is6topo radiactivo, son
Gtiles en estudios de distribucion de farmacos y/o sustrato en tejidos. Los isétopos radiactivos tritio, es decir, *H, y carbono-
14, es decir, '*C, son particularmente (tiles para este proposito en vista de su facilidad de incorporacion y medios de
deteccidn listos. La sustitucion con isétopos mas pesados, como el deuterio, es decir, 2H, puede proporcionar ciertas
ventajas terapéuticas que resultan de una mayor estabilidad metabdlica, por ejemplo, una vida media in vivo aumentada
o requerimientos de dosificacion reducidos, y por lo tanto puede ser preferible en algunas circunstancias. La sustitucion
con is6topos emisores de positrones, como ''C, '8F, 50 y N, puede ser Util en estudios de topografia por emision de
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positrones (PET) para examinar la ocupacion del receptor de sustrato. Los compuestos de formula (I) marcados
isotépicamente generalmente se pueden preparar mediante técnicas convencionales conocidas por los expertos en la
técnica o mediante procesos analogos a los descritos en los Ejemplos acompafiantes mediante el uso de reactivos
apropiados marcados isotdpicamente en lugar del reactivo no marcado previamente empleado.

Los dibujos de formulas dentro de esta especificacion pueden representar solo una de las posibles formas tautoméricas,
geométricas o estereoisoméricas. Se debe entender que la invencion abarca cualquier forma tautomeérica, geométrica o
estereoisomérica, y las mezclas de éstos, y no se debe limitar simplemente a ninguna forma tautomérica, geométrica o
estereoisomérica utilizada en los dibujos de formula.

El compuesto de formula (I) se puede usar en forma de sales farmacéuticamente aceptables. La frase "sal
farmacéuticamente aceptable" significa aquellas sales que, dentro del alcance del buen juicio médico, son adecuadas
para su uso en contacto con los tejidos de humanos y animales inferiores sin toxicidad indebida, irritacion, respuesta
alérgica y similares, y son proporcionales a una relacion beneficio/riesgo razonable.

Se han descrito sales farmacéuticamente aceptables en SM Berge y otros J. Pharmaceutical Sciences, 1977, 66: 1-19.

El compuesto de formula (1), que puede contener una funcionalidad basica o acida o ambas, se puede convertir en una
sal farmacéuticamente aceptable, cuando se desee, mediante el uso de un acido o base adecuado. Las sales se pueden
preparar in situ durante el aislamiento final y la purificacion del compuesto de la invencion.

Los ejemplos de sales de adicion de &cido incluyen, pero no se limitan a, acetato, adipato, alginato, citrato, aspartato,
benzoato, bencenosulfonato, bisulfato, butirato, alcanforado, alcanforsulfonato, digluconato, glicerofosfato, hemisulfato,
heptanoato, hexanoato, fumarato, clorhidrato, hidrobromuro, hidroyoduro, 2-hidroxietanosulfonato (isotionato), lactato,
malato, maleato, metanosulfonato, nicotinato, 2-naftalenosulfonato, oxalato, palmitoato, pectinato, persulfato, 3-
fenilpropionato, picrato, pivalato, propionato, succinato, tartrato, tiocianato, fosfato, glutamato, bicarbonato, p-
toluenosulfonato y undecanoato. Ademas, los grupos que contienen nitrdgeno basico pueden cuaternizarse con tales
agentes como haluros de alquilo inferior tales como, pero sin limitarse a, cloruros, bromuros y yoduros de metilo, etilo,
propilo y butilo; dialquil sulfatos como dimetil, dietil, dibutil y diamil sulfatos; haluros de cadena larga tales como, pero sin
limitarse a, cloruros, bromuros y yoduros de decilo, laurilo, miristilo y estearilo; haluros de arilalquilo como bromuros de
bencilo y fenetilo y otros. De este modo se obtienen productos solubles o dispersables en agua o aceite. Los ejemplos de
acidos que se pueden emplear para formar sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables incluyen tales acidos
inorganicos como acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico y acido fosférico y acidos organicos como acido
acético, acido fumarico, acido maleico, acido 4-metilbencenosulfénico, acido succinico y acido citrico.

Las sales de adicion basicas se pueden preparar in situ durante el aislamiento final y la purificacioén de los compuestos de
esta invencién haciendo reaccionar un resto que contiene acido carboxilico con una base adecuada tal como, pero sin
limitarse a, el hidroxido, carbonato o bicarbonato de un cation metal farmacéuticamente aceptable o con amoniaco o una
amina organica primaria, secundaria o terciaria. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a,
cationes basados en metales alcalinos o metales alcalinotérreos tales como, pero no se limitan a, sales de litio, sodio,
potasio, calcio, magnesio y aluminio y similares y cationes amina y amonio cuaternario no téxicos que incluyen amonio,
tetrametilamonio, tetraetilamonio, metilamina, dimetilamina, trimetilamina, trietilamina, dietilamina, etilamina y similares.
Otros ejemplos de aminas organicas utiles para la formacion de sales de adicién de bases incluyen etilendiamina,
etanolamina, dietanolamina, piperidina, piperazina y similares.

El término "profarmaco farmacéuticamente aceptable" o "profarmaco” como se usa en el presente documento, representa
aquellos profarmacos del compuesto de la presente invencién que son, dentro del alcance del buen juicio médico,
adecuados para usar en contacto con los tejidos de humanos y animales inferiores sin toxicidad indebida, irritacion,
respuesta alérgica y similares, proporcionales a una relacién beneficio/riesgo razonable y efectivas para su uso previsto.

La presente invencién contempla un compuesto de férmula (I) formado por medios sintéticos o formado por
biotransformacion in vivo de un profarmaco.

Los compuestos descritos en el presente documento pueden existir en formas no solvatadas asi como solvatadas, que
incluyen formas hidratadas, tales como hemihidratos. En general, las formas solvatadas, con solventes farmacéuticamente
aceptables tales como agua y etanol entre otros, son equivalentes a las formas no solvatadas para los propésitos de la
invencion.

Los siguientes ejemplos se pueden usar con fines ilustrativos y no se debe considerar que limitan el alcance de la
invencion. El Ejemplo 35 es el compuesto de la invencion. Se proporcionan otros ejemplos como ejemplos comparativos.

Ejemplos
Todos los reactivos eran de grado comercial y se usaron como se recibieron sin purificacién adicional, a menos que se
indique lo contrario. Se utilizaron disolventes anhidros disponibles en el mercado para las reacciones realizadas en

atmosfera inerte. Los solventes de grado reactivo se usaron en todos los demas casos, a menos que se especifique lo
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contrario. Los desplazamientos quimicos (3) para los espectros de 'H NMR se informaron en partes por millén (ppm) con
respecto al tetrametilsilano (& 0.00) o el pico de disolvente residual apropiado, es decir, CHCIs (8 7,27), como referencia
interna. Las multiplicidades se dieron como singlete (s), doblete (d), triplete (t), cuarteto (q), quintillizo (quin), multiplete
(m) y ancho (br).

Ejemplo 1

4-[2-(2,6-dimetilfenoxi)-5-(2-hidroxipropan-2-il)piridin-3-il]-N-etil-6-metil-7-ox0-6, 7-dihidro-1H-pirrolo[2,3-c]piridina-2-
carboxamida

Método A para la preparacion de acetato de 4-bromo-6-metil-7-oxo-1-tosil-6,7-dihidro-1H-pirrolo[2,3-c] piridina-2-
carboxilato de etilo:

Ejemplo 1a
(E)-2-(5-bromo-2-metoxi-3-nitropiridin-4-il)-N,N-dimetiletinamina

Se disolvié 5-bromo-2-metoxi-4-metil-3-nitropiridina (15,0 g, 60,7 mmol) en dimetilformamida (300 ml) y se afadio
metanolato de litio (6,07 ml, 6,07 mmol, 1 M). La mezcla de reaccién se calenté a 100 °C. A esta mezcla se le afiadié 1,1-
dimetoxi-N,N-dimetilmetanamina (64,5 ml, 486 mmol) durante 10 minutos. La mezcla de reaccion se agité a 95 °C durante
16 horas. La mezcla de reaccion se enfrié a temperatura ambiente y se afiadié agua cuidadosamente (300 ml, exotérmica).
El precipitado resultante se recogié por filtracion al vacio, se lavd con agua y se secé para proporcionar el compuesto del
titulo (13,9 g, 45,9 mmol, 76 % de rendimiento).

Ejemplo 1b
4-bromo-7-metoxi- 1H- pirrolo[2,3-c]piridina

El del Ejemplo 1a (13,9 g, 45,8 mmol) y acetato de etilo (150 ml) se afiadieron a una suspension de agua Ra-Ni 2800
(prelavada con etanol) (6,9 g, 118 mmol) en una botella a presion de acero inoxidable y se agité durante 30 minutos a 30
psi de Hz y a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se filtré y se concentrdé. El residuo se trituré con diclorometano
y el sélido se filtré para proporcionar el compuesto del titulo (5,82 g). El licor madre se concentrd y el residuo se triturd
nuevamente con diclorometano y se filtré para proporcionar 1,63 g adicionales del compuesto del titulo. Rendimiento total
=7,45 g, 72 % de rendimiento.

Ejemplo 1c
4-bromo-7-metoxi-1-tosil-7H- pirrolo[2,3-c]piridina

Una solucion del Ejemplo 1b (7,42 g, 32,7 mmol) en dimetilformamida (235 ml) se agité a temperatura ambiente. A esta
solucién se le afadioé hidruro de sodio (1,18 g, 1,96 g de dispersién al 60 % en aceite, 49,0 mmol), y la mezcla de reaccién
se agité durante 10 minutos. Después se afiadié en porciones cloruro de P-toluenosulfonilo (9,35 g, 49,0 mmol), y la
mezcla se agitd a temperatura ambiente bajo nitrégeno durante 16 horas. La mezcla de reaccion se enfridé con agua. El
solido beige resultante se recogio por filtracion al vacio en un embudo Buchner y se lavé con agua. El sélido se recogié y
se seco en un horno de vacio a 50 °C para proporcionar 12,4 g (100 %) del compuesto del titulo.

Ejemplo 1d
4-bromo-7-metoxi-1-tosil- 7H-pirrolo[2,3-c]piridina-2-carboxilato de etilo

A una solucién del Ejemplo 1c (12 g, 31,5 mmol) en tetrahidrofurano (150 ml) se le afiadié diisopropilamida de litio (24,3
ml, 47,2 mmol) gota a gota a -70 °C. La mezcla se agit6 a una temperatura de -70 °C a -50 °C durante 45 minutos, seguido
de la adicidn gota a gota de cloruro de carbonato de etilo (5,12 g, 47,2 mmol). Después de 1,5 horas, la mezcla de reaccién
se inactivé con solucién acuosa saturada de cloruro de amonio, la capa organica se separo y la fase acuosa se extrajo
con acetato de etilo (3 x 300 ml). Las capas organicas combinadas se secaron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron
y se concentraron a presion reducida. El producto bruto se trituré con diclorometano y metanol (1:10) para proporcionar
el compuesto del titulo (13 g, 91 % de rendimiento).

Ejemplo 1e

4-bromo-7-oxo-1-tosil-6,7-dihidro-1H-pirrolo [2,3-c] piridina-2-carboxilato

A una mezcla del Ejemplo 1d (29 g, 64,0 mmol) y yoduro de sodio (14,38 g, 96 mmol) en acetonitrilo (400 ml), se afiadio
clorotrimetilsilano (10,43 g, 96 mmol) gota a gota a temperatura ambiente. La mezcla resultante se agit6 a temperatura
ambiente durante 1 hora. Se afiadié agua (0,576 g, 32,0 mmol) gota a gota a la mezcla de reaccion y la mezcla se agité

a 65 °C durante 3 horas. La mezcla de reaccién se enfrié a temperatura ambiente y se filtrd. El precipitado se disolvid en
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diclorometano, se filtrd y se concentré para proporcionar un sélido que se triturd con éter de petréleo y diclorometano para
proporcionar el compuesto del titulo (32 g, 97 %).

Ejemplo 1f

4-bromo-6-metil-7-oxo-1-tosil-6,7-dihidro-1H-pirrolo [2,3-c]piridina-2-carboxilato de etilo

A una solucién del Ejemplo 1e (18,72 g, 42,6 mmol) en dimetilformamida anhidra (200 ml) se afiadi6 carbonato de cesio
(16,66 g, 51,1 mmol), seguido de la adicion gota a gota de yodometano (3,20 ml, 51,1 mmol). La mezcla de reaccion se
agité durante 72 horas a temperatura ambiente. Se afiadié agua a la mezcla de reaccion (500 ml) y el precipitado se filtrd,
se lavo con agua y se secé durante la noche en un horno de vacio a 55 °C para proporcionar 17,9 g (93 %) del compuesto
del titulo.

Método B para la preparaciéon de 4-bromo-6-metil-7-oxo-1-tosil-6,7-dihidro-1H-pirrolo[2,3-c]piridina-2-carboxilato de etilo:

Ejemplo 1f-i
N-(2,2-dimetoxietil)-N-metil-1H-pirrol-2-carboxamida

Una solucién de acido 1H-pirrol-2-carboxilico (50,0 g, 450 mmol) en 500 ml de tetrahidrofurano se enfrié a -5 a -8 °C,
seguido de la adicion de 2,2-dimetoxi-N-metiletanamina (64,4 g, 540 mmol) y diisopropiletilamina (171 ml, 128 mmol). La
mezcla de reaccion se agito a esta temperatura, mientras que se afiadié anhidrido propilfosfénico (315 g, 495 mmol) gota
a gota durante 20 minutos. Después de la adicidn, la mezcla de reaccion se calenté a 23 °C durante 15 minutos. La mezcla
de reaccién se agitd durante 1 hora a temperatura ambiente, y después se calent6 a 40 °C. Después de 18 horas a 40
°C, la mezcla de reaccion se enfrié en un bafio de hielo y se diluy6é con 1000 ml de agua y 500 ml de acetato de etilo. La
capa organica se separo. La capa acuosa se volvio a extraer tres veces con 250 ml de acetato de etilo. Las capas
combinadas de acetato de etilo se lavaron con 250 ml de agua y 250 ml de salina. La capa organica resultante se redujo
bajo camara de alto vacio con una temperatura de la camisa de 30-40 °C. Después que el volumen se redujo en un 50 %
a 850 ml, se anadieron 850 ml adicionales de heptano y la destilacion continué bajo camara de alto vacio con una
temperatura de la camisa de 30-40 °C. El heptano (550 mL) se elimin6 por destilacion y la mezcla de reaccion se enfrié a
15 °C. El producto comenzé a precipitar y después se afiadieron 500 ml de heptano para generar una suspension, que se
calent6 a 30-40 °C para eliminar todos los soélidos que se adhirieron a la pared del recipiente. La suspension se enfrié a
25°C. Se agregaron 500 ml adicionales de heptano para diluir la suspensién. La suspension se enfrié en un bafio de hielo
y se filtr6 a 0 °C. El sélido se lavo rapidamente con heptano, y después se seco en el horno de vacio a 40 °C durante la
noche para dar el compuesto del titulo (63,6 g, 70,1 % de rendimiento) como un soélido blanco esponjoso.

Ejemplo 1f-ii
6-metil- 1H-pirrolo[2,3-c]piridin-7(6H)-ona

Al Ejemplo 1f-i (50 g, 236 mmol) en 500 ml de tetrahidrofurano, se afiadié monohidrato de acido p- toluenosulfénico (8,96
g, 47,1 mmol) y la mezcla de reaccion se agitdé a 60 °C durante 5 horas. Después de este tiempo, la mezcla de reaccién
se agito durante 12 horas y se dejo6 enfriar a 23 °C. Durante este tiempo, el producto comenzé a precipitar de la mezcla
de reaccion. Se afiadié una solucién de bicarbonato de sodio (0,2 N, 500 ml) y la mezcla de reaccion se extrajo con 250
ml de acetato de etilo. La capa organica se separd y la capa acuosa se volvio a extraer tres veces con 188 ml de acetato
de etilo. Las capas organicas combinadas se lavaron con salina (188 ml). La capa organica resultante se secé con sulfato
de magnesio anhidro, se filtré a través de un filtro de 0,45 micrémetros, y la capa organica se redujo a 850 ml bajo vacio
con una temperatura de la camisa de 40 °C. Después de este tiempo, se afiadieron lentamente 500 ml de heptano durante
10 minutos a 25 °C. Se form6 una suspension, que se enfrié a 10 °C y se agitd a esta temperatura durante 14 horas. El
solido resultante se filtrd, se lavé con heptano y se seco en el horno de vacio a 50 °C para producir el compuesto del titulo
(27,9 g, 80 % de rendimiento) como un sélido tostado.

Ejemplo 1f-iii
6-metil-1-tosil-1H-pirrolo[2,3-c]piridina-7(6H)-ona

Se enjuago con nitrégeno un matraz de fondo redondo de 3000 ml con camisa y se carg6 con el Ejemplo 1f-ii (121 g, 817
mmol). Se afiadi6 tetrahidrofurano (1200 ml) y la mezcla de reaccién se enfrié a -8 °C. Se afiadié una solucion de
tetrahidrofurano de bis(trimetilsilil)amida de litio (1 M, 1022 ml, 1022 mmol) a la suspension resultante a una velocidad
que mantuvo una temperatura de reaccion interna por debajo de 10 °C. La solucion se enfrié a -8 °C y se agit6é durante 1
hora. Después de este tiempo, se afiadié cloruro de p- toluenosulfonilo (238 g, 1225 mmol) en varias porciones. Una vez
que la temperatura interna de la mezcla de reaccioén se estabilizd, los contenidos del matraz se dejaron calentar a 20 °C,
momento en el cual el producto comenzé a precipitar. La mezcla de reaccion se agité durante 2 horas y se mantuvo
durante 14 horas adicionales. Después de este tiempo, se afiadié heptano (600 ml) y la mezcla de reaccion se destild
hasta un volumen total de aproximadamente 1200 ml. La solucion se enfrié a 0 °C y el sélido precipitado se filtréd en un
embudo de filtro de 2 L con una frita de poro medio. El sélido recogido después se suspendié en 1200 ml de agua y se
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volvié a filtrar. Se generé una suspension adicional mediante el uso de un sélido y 1200 ml de metanol. Después de agitar
la suspensioén durante 15 minutos, el sélido se filtro y se secé a 35 °C para dar el compuesto del titulo (215 g, 86 % de
rendimiento) como un solido blanquecino.

Ejemplo 1f-iv
6-metil-7-oxo-1-tosil-6,7-dihidro-1H-pirrolo [2,3-c]piridina-2-carboxilato de etilo

A un matraz de fondo redondo de tres bocas de 500 ml se afiadi6 el Ejemplo 1f-iii (10,0 g, 33,1 mmol). El matraz se ajusté
con un termopar y se purgo con nitrogeno. Después de 30 minutos, el matraz se sellé con septos y una entrada de
nitrogeno. El sélido se suspendié después en 70 ml de tetrahidrofurano. La suspensién blanquecina se agité y se enfrié a
-15 °C. Después de mantener a esta temperatura durante 2 minutos, se afiadié n-butil litio en hexanos (2,5 M, 13,0 ml,
32,5 mmol) a una velocidad para mantener la temperatura a +/- 5 °C, lo que dio una suspensién marron clara. Después
de la adicion, la mezcla de reaccion se agitdé durante 5 minutos y después se enfrié a -55 °C. Después de mantener a esta
temperatura durante 1 minuto, se afiadié carbonocloridato de etilo (4,6 ml, 50,7 mmol) a una velocidad para mantener la
temperatura +/- 10 °C. Después de completar la adicion, la mezcla de reaccion se agitdé durante 5 minutos y después se
retird el bafio frio. La mezcla de reaccion se agité durante 180 minutos adicionales o hasta que la mezcla de reaccion se
calento6 a 20 °C. Después de este tiempo, la mezcla de reaccién se inactivd con 50 ml de agua y se afiadié a un embudo
separador con aproximadamente 100 ml de agua adicional. Después se afiadié acetato de etilo (200 ml) y las capas se
separaron. La capa acuosa se extrajo después 2 X 100 ml con acetato de etilo. Después de eliminar el acetato de etilo,
el solido marrén oscuro crudo se suspendié en 100 ml de acetonitrilo, que produjo un precipitado de color tostado. El
solido se recogio, se lavé con 20 ml de acetonitrilo y se secé. El filtrado de acetonitrilo se destilé hasta que la precipitacion
comenzo nuevamente. El solido tostado se recogid por filtracion, se lavé con acetonitrilo (1 x 20 ml) y se secé. Los solidos
recogidos se combinaron para dar el compuesto del titulo (6,94 g, 57 % de rendimiento) como un solido tostado.

Ejemplo 1f
4-bromo-6-metil-7-oxo-1-tosil-6, 7-dihidro-1H-pirrolo [2,3-c]piridina-2-carboxilato de etilo

Se cargo6 un matraz de fondo redondo de 250 ml con una barra de agitacion y el Ejemplo 1f-iv (3,00 g, 8,02 mmol). Se
afadieron al matraz 100 ml de tetrahidrofurano, y la mezcla de reaccién se agitdé hasta la disolucion completa
(aproximadamente 1 minuto). A la mezcla de reaccion en agitacién se afiadio hidrato de acido p-tolunesulfénico (0,763 g,
4,01 mmol), seguido de N-bromosuccinimida (1,455 g, 8,17 mmol). La mezcla de reaccion se agité a 23 °C durante 12,5
horas. Después de este tiempo, el tetrahidrofurano se eliminé en un evaporador rotatorio, dejando un residuo amarillo. El
residuo se suspendio en 200 etanol de prueba (75 ml) y se agité como una suspension durante 80 minutos. La suspension
se filtré y se lavd con etanol (200 pruebas, 1 x 50 ml), para proporcionar el compuesto del titulo (3,06 g, 84 % de
rendimiento) como un solido blanquecino.

Ejemplo 1g
4-bromo-N-etil-6-metil-7-ox0-6,7-dihidro-1H-pirrolo[2,3-c]piridina-2-carboxamida

A una solucion del Ejemplo 1f (10 g, 22,06 mmol) y etanamina 2 M en tetrahidrofurano (90 ml, 180 mmol) a 20 °C se
afadio 8 % en peso de metanolato de magnesio (88 ml, 66,7 mmol) en metanol. La mezcla de reaccion se calenté a 55
°C durante 15 horas con el sistema sellado. Después, la mezcla se enfrié a temperatura ambiente y se diluyé con HCI 0,5
N (800 ml), se agité durante 5 minutos y se filtrd. El solido se lavé con agua con hielo y se sec6 para proporcionar 6,8 g
(98 %) del compuesto del titulo.

Ejemplo 1h
N-etil-6-metil-7-oxo-4- (4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il) -6,7-dihidro-1H-pirrolo[2,3-c]piridina-2-carboxamida

Un matraz de fondo redondo de tres bocas de 1 | se cargd con acetato de potasio seco (17,18 g, 175 mmol), el Ejemplo
1g (17,4 g, 58,4 mmol), 4,4,4'4'55,5' 5" -octametil-2,2'-bi(1,3,2-dioxaborolano) (29,6 g, 117 mmol), cloro(2-
diciclohexilfosfino-2',4',6'-triisopropil-1,1'-bifenil)[2-(2'-amino-1,1"-bifenil)Jpaladio(ll) (1,837 g, 2,335 mmol) y 2-
diciclohexilfosfino-2',4',6'"-triisopropilbifenilo (1,113 g, 2,335 mmol), y se coloca bajo nitrégeno. Se afiadio 2-metil
tetrahidrofurano anhidro desgasificado (500 ml) y la mezcla se calentd a 75 °C durante la noche. La mezcla se enfrié a
temperatura ambiente, se diluyé con agua y acetato de etilo y la mezcla bifasica se agité durante aproximadamente una
hora con 1,2 g. (3,0 equiv. basado en moles de paladio) de ditiocarbamato de pirrolidina de amonio. La mezcla se filtré a
través de un tapon de tierra de diatomeas con acetato de etilo y lavados con metanol/acetato de etilo al 10 %. El filtrado
se diluyé adicionalmente con acetato de etilo y salina, las capas se separaron y la capa organica se lavé con agua y
salina, se seco con sulfato de sodio anhidro, se filtrd y se concentrd. El producto bruto se trituré con 300 ml de acetato de
etilo al 20 %/heptano. Los solidos secos proporcionaron 17,4 g (86 %) del compuesto del titulo.

Ejemplo 1i
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Acido 5-bromo-6-(2,6-dimetilfenoxi)nicotinico

Se calent6 una soluciéon de acido 5-bromo-6-cloronicotinico (12 g, 50,8 mmol), 2,6-dimetilfenol (7,44 g, 60,9 mmol) y
carbonato de cesio (49,6 g, 152 mmol) en dimetilsulféxido (100 ml) a 100 °C durante 40 horas, se enfri6 a temperatura
ambiente y se vertié en 500 ml de agua con hielo. El pH se ajustd a un pH constante de 2 mediante la adicion cuidadosa
de HCI 12 M. La mezcla acuosa se extrajo con acetato de etilo (3 x 200 ml). Las fases organicas combinadas se lavaron
dos veces con cloruro de sodio acuoso saturado, se secaron sobre sulfato de magnesio anhidro, se trataron con carbén
decolorante, se filtraron y se concentraron. El material bruto se adsorbié en gel de silice y se cromatografié en un cartucho
de silice de 330 g, y se eluyo con un 10-70 % de acetato de etilo/etanol:heptanos al 10-70 % para proporcionar 10,74 g
(66 %) del compuesto del titulo.

Ejemplo 1j
5-bromo-6-(2,6-dimetilfenoxi)-N-metoxi-N-metilnicotinamida

Una solucion del Ejemplo 1i (8,5 g, 26,4 mmol), clorhidrato de N'-((etilimino)metileno)-N?,Né-dimetilpropano-1,3-diamina
(6,05 g, 31,6 mmol), 1H-benzo[d][1,2,3] hidrato de triazol-1-ol (5,12 g, 33,4 mmol), clorhidrato de N, O-dimetilhidroxilamina
(5,21 g, 53,4 mmol) y 4-metilmorfolina (10 ml, 91 mmol) en diclorometano (130 ml) se agit6 a 25 °C durante 3 horas. La
mezcla se lavo en un embudo separador con 50 ml de diclorometano, se extrajo con agua, se lavé con bicarbonato de
sodio acuoso y se seco sobre sulfato de sodio anhidro, se filtré y se concentrd. El residuo se purificd por cromatografia
(gel de silice, acetato de etilo al 0-50 % en heptano) para proporcionar el compuesto del titulo (8,56 g, 89 %).

Ejemplo 1k
1-(5-bromo-6-(2,6-dimetilfenoxi)piridin-3-il)etenona

Una solucion del Ejemplo 1j (1,51 g, 4,13 mmol) en tetrahidrofurano (30 ml) se traté con una solucién de cloruro de
metilmagnesio (solucién 3,0 M en tetrahidrofurano, 1,8 ml, 5,40 mmol) y se agit6 a 25 °C durante 90 minutos. La solucion
se vertio en cloruro de amonio acuoso y se extrajo en acetato de etilo (100 ml), se sec6 sobre sulfato de sodio anhidro,
se filtré y se concentré. El residuo se purificd por cromatografia (gel de silice, 0-100 % acetato de etilo en heptano) para
proporcionar 0,875 g (66 %) del compuesto del titulo.

Ejemplo 11
1-(5-bromo-6-(2,6-dimetilfenoxi)piridin-3-il)propan-2-ol

Una solucién del Ejemplo 1k (0,239 g, 0,746 mmol) en tetrahidrofurano (5 ml) se traté con una solucién de cloruro de
metilmagnesio (solucién 3,0 M en tetrahidrofurano, 0,4 ml, 1,2 mmol) y se agit6 a 25 °C durante 3,5 horas. La solucion se
vertié en cloruro de amonio acuoso y se extrajo en acetato de etilo (60 ml), se secé sobre sulfato de sodio anhidro, se
filtrd y se concentrd. El residuo se purificéd por cromatografia (gel de silice, 0-100 % de acetato de etilo en heptano) para
proporcionar 0,195 g (78 %) del compuesto del titulo.

Ejemplo 1m

4-(2-(2,6-dimetilfenoxi)-5-(2-hidroxipropan-2-il)piridin-3-il)-N-etil-6-metil-7-oxo-6,7-dihidro-1H-pirrolo[2,3-c]piridina-2-
carboxamida

Del Ejemplo 1h (222 mg, 0,643 mmol), Ejemplo 11 (195 mg, 0,580 mmol), fosfato de potasio (363 mg, 1,710 mmol),
tris(dibencilideneacetona)dipalladio(0) (16,7 mg, 0,018 mmol) y 1,3,5,7-tetrametil-6-fenil-2,4,8-trioxa-6-fosfadamantano
(18,3 mg, 0,063 mmol) se combinaron y rociaron con nitrégeno durante 15 minutos, seguido de la adicién de una mezcla
desgasificada de tetrahidrofurano (4,80 ml)/agua (1,20 ml). La mezcla se calenté a 60 °C durante 3 horas. La mezcla se
diluyé con 20 ml de acetato de etilo, se lavé con cloruro de sodio acuoso saturado, se secé con sulfato de sodio anhidro,
se filtr6 y se evapord. Los residuos se purificaron por HPLC de fase inversa (C18, CH3CN/agua (0,1 % de acido
trifluoroacético), 0-100 % de gradiente) para proporcionar el compuesto del titulo como una sal de acido trifluoroacético.
"H RMN (400 MHz, DMSO-dg) 8 12,31 (bs, 1H), 8,35 (t, J = 5,3 Hz, 1H), 8,10 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 7,95 (d, J = 2,4 Hz, 1H),
7,45 (s, 1H), 7,06 (m, 1H), 7,01 (m, 1H), 6,88 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 3,61 (s, 3H), 3,28 (m, 2H), 1,99 (s, 6H), 1,48 (s, 6H),
1,12 (t, J = 7,2 Hz, 3H). MS (ESI+) m/z 475,2 (M+H)*.

Ejemplo 3

4-[2-(2,6-dimetilfenoxi)-5-(2-hidroxipropan-2-il)fenil]-N-etil-6-metil-7-oxo-6,7-dihidro-1H-pirrolo[2,3-c]piridina-2-
carboxamida

Ejemplo 32

Acido 3-bromo-4-(2,6-dimetilfenoxi)benzoico
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Se calentd una mezcla de 3-bromo-4-fluorobenzoato de metilo (10,80 g, 46,3 mmol), 2,6-dimetilfenol (6,24 g, 51,1 mmol)
y carbonato de cesio (16,6 g, 50,9 mmol) en sulféxido de dimetilo (95 ml) a 190 °C durante 20 horas. La mezcla se dejo
enfriar, después se vertié en 400 ml de salina, se acidificé con HCl y se extrajo con 500 ml de acetato de etilo. Los extractos
organicos se lavaron con salina y se secaron sobre sulfato de magnesio anhidro. Después de la filtracion, el material bruto
se adsorbio6 sobre gel de silice y se cromatografié en un cartucho de silice de 220 g y se eluy6 con 10-70 % 3:1 de acetato
de etilo/etanol:heptanos para proporcionar 13,54 g (91 %) del compuesto del titulo.

Ejemplo 3b
3-bromo-4-(2,6-dimetilfenoxi)-N-metoxi-N-metilbenzamida

El ejemplo 3b se prepard de acuerdo con el procedimiento utilizado para la preparacién del Ejemplo 1j, sustituyendo el
Ejemplo 3a por el Ejemplo 1i.

Ejemplo 3c
1-(3-bromo-4-(2,6-dimetilfenoxi)fenil)etanona
Método A

A una mezcla del Ejemplo 3b (1,19 g, 3,27 mmol) en tetrahidrofurano (24 ml) se afiadié con una jeringa cloruro de
metilmagnesio (solucién 3,0 M en tetrahidrofurano, 1,4 ml, 4,20 mmol) y la mezcla se agité a temperatura ambiente.
Después de 90 minutos, la solucion se vertié en cloruro de amonio acuoso saturado y se extrajo en acetato de etilo (100
ml). Los organicos se secaron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron a presion reducida. El residuo
se purifico por cromatografia instantanea (gel de silice, 0-100 % acetato de etilo/heptano) para proporcionar el compuesto
del titulo (0,631 g, 61 % de rendimiento).

Método B:

Una mezcla de carbonato de potasio (4,78 g, 34,6 mmol) de 2,6-dimetilfenol (2,96 g, 24,19 mmol) de 1-(3-bromo-4-
fluorofenil)etanona (5 g, 23,04 mmol) en dimetilacetamida (50 ml) agitado a 80 °C durante 1,5 horas. Después de enfriar
a temperatura ambiente, se afiadié agua (40 ml). La mezcla se extrajo con acetato de etilo, y la fase organica combinada
se lavd con agua, salina, y se concentré para proporcionar el compuesto del titulo (7,1 g, 22,24 mmol, 97 % de
rendimiento).

Ejemplo 3d
2-(3-bromo-4-(2,6-dimetilfenoxi)fenil)propan-2-ol
Método A:

A una solucién del Ejemplo 3c (0,365 g, 1,144 mmol) en tetrahidrofurano (10,00 mL) se le afiadié una jeringa de cloruro
de metilmagnesio (solucién 3,0 M en tetrahidrofurano, 1 mL, 3,00 mmol), y la mezcla se agité a temperatura ambiente.
Después de 3,5 horas, la solucién se repartié entre cloruro de amonio acuoso saturado (50 ml) y acetato de etilo (75 ml).
Los organicos se secaron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron a presion reducida. El residuo se
purificé por cromatografia ultrarrapida (gel de silice, 0-100 % acetato de etilo/heptano) para proporcionar el compuesto
del titulo (0,247 g, 64 % de rendimiento).

Método B:

A una solucién de 2,6-dimetilfenol(11,53 g, 94 mmol) y 3-bromo-4-fluorobenzoato de metilo (20 g, 86 mmol) en dimetil
sulfoxido (80 ml) se afiadié carbonato de cesio (41,9 g, 129 mmol). La mezcla se agité a 80 °C bajo nitrégeno durante 2
horas, se enfrid, se diluyé con 200 ml de agua y se agité6 durante 10 minutos. La mezcla se transfiri6 a un embudo
separador y se extrajo 4 x 200 ml con metil terc-butil éter. Los extractos organicos se combinaron, se secaron sobre sulfato
de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron. La purificacion por cromatografia (silice, acetato de etilo al 0-10 % en
heptanos) proporcion6 3-bromo-4-(2,6-dimetilfenoxi)benzoato de metilo como un aceite que solidificé al reposar (25,7 g,
82 %). A una solucién de este material (11,08 g, 33,1 mmol) en tetrahidrofurano (165 ml) en nitrégeno a 23 °C se afiadi6
bromuro de metilmagnesio (33,1 ml, 99 mmol, 3,0 M en éter dietilico) en forma de gota a gota. La reaccion fue exotérmica.
La mezcla de reaccién se agité durante 1 hora lo que permiti6 que la temperatura interna se enfriara hasta
aproximadamente la temperatura ambiente. La mezcla se vertié en cloruro de amonio acuoso al 5 % frio y se repartié con
400 ml de éter dietilico. La capa organica se lavé con cloruro de sodio acuoso saturado, se seco sobre sulfato de sodio
anhidro, se filtr6 y se concentré. La purificacion por cromatografia (silice, acetato de etilo al 0-25 % en heptanos)
proporciond el compuesto del titulo (9,0 g, 81 %).

Ejemplo 3e
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4-(2-(2,6-dimetilfenoxi)-5-(2-hidroxipropan-2-il)fenil)-N-etil-6-metil-7-oxo-6,7-dihidro-1H-pirrolo[2,3-c]piridina-2-
carboxamida

El Ejemplo 3e se prepard de acuerdo con el procedimiento usado para la preparacién del Ejemplo 1m, sustituyendo el
Ejemplo 3d por el Ejemplo 11. '"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & 12,21 (bds, 1H), 8,34 (t, J = 5,4 Hz, 1H), 7,52 (d, J = 2,4
Hz, 1H), 7,34 (s, 1H), 7,31 (dd, J = 8,6, 2,4 Hz, 1H), 7,12 (d, J = 7,2 Hz, 1H), 7,04 (m, 1H), 6,86 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 6,28
(d, J = 8,6 Hz, 1H), 3,60 (s, 3H), 3,28 (m 2H), 2,02 (s, 6H), 1,44 (s, 6H), 1,12 (t, J = 7,2 Hz, 3H). MS (ESI+) m/z 474,2
(M+H)*.

Ejemplo 32

N-terc -butil-4-[2-(2,6-dimetilfenoxi)-5-(2-hidroxipropan-2-il)fenil]-6-metil-7-oxo-6,7-dihidro-1H-pirrolo[2,3-c]piridina-2-
carboxamida

Ejemplo 322
Acido 4-bromo-6-metil-7-0x0-6,7-dihidro-1H-pirrolo[2,3-c]piridina-2-carboxilico

Se carg6 un matraz de fondo redondo de 500 ml con el Ejemplo 1f (7,9 g, 17,43 mmol) y dioxano (100 ml). A esta solucién
se le afiadid NaOH 2 M (34,9 ml, 69,7 mmol), y la mezcla de reaccion se calentd a 80 °C durante 2 horas. Después de
enfriar, la mezcla de reaccion se diluyd con HCI (0,1 N) a pH 2. Después se afiadié HCI IN gota a gota para reducir el pH
a aproximadamente 1. La mezcla resultante se agité vigorosamente durante aproximadamente una hora. La mezcla se
filtrd y el solido resultante se lavd con agua y se secd para proporcionar el compuesto del titulo (4,44 g, 94 % de
rendimiento).

Ejemplo 32b
4-bromo-N-(terc-butil)-6-metil-7-oxo-6,7-dihidro-1H-pirrolo[2,3-c]piridina-2-carboxamida

A una suspension del Ejemplo 32a (2,98 g, 11,0 mmol) en diclorometano (30 ml) se afiadieron 4 gotas de dimetilformamida
seguido de la adicion de cloruro de oxalilo (1,93 ml, 22,0 mmol). La mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 3
horas y se concentrd. Al residuo se le afiadieron tetrahidrofurano (30 ml) y 2-metilpropan-2-amina (3,47 ml, 33,0 mmol) y
la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. La mezcla se repartié con acetato de etilo y agua. La capa
organica se lavé con cloruro de sodio acuoso saturado, se seco con sulfato de sodio anhidro, se filtré y se concentrd. El
residuo resultante se trituré con acetato de etilo/heptanos (1:1) para proporcionar el compuesto del titulo (3,35 g, 10,27
mmol, 93 %).

Ejemplo 32c

N-(terc-butil)-6-metil-7-oxo-4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-6,7-dihidro-1H-pirrolo[2,3-c]piridina-2-
carboxamida

Una mezcla de acetato de potasio anhidro (26,6 g, 271 mmol), el Ejemplo 32b (29,5 g, 90 mmol), 4,4,4'4',5,5,5',5'-
octametil-2,2'-bi(1,3,2-dioxaborolano) (45,9 g, 181 mmol), cloro(2-diciclohexilfosfino-2',4',6'-triisopropil-1,1'-bi-fenilo)[2-(2'-
amino-1,1'-bifenil)]paladio(ll) (2,85 g, 3,62 mmol), y 2-diciclohexilfosfino-2',4',6'-triisopropil-bifenilo (1,725 g, 3,62 mmol) se
desgasifico bajo una corriente de nitrogeno. A esta mezcla se le afiadié 2-metil tetrahidrofurano anhidro desgasificado (1
I). La suspension amarilla resultante se calenté a 80 °C durante la noche. La mezcla de reaccion se enfrié a temperatura
ambiente y después se diluyé con agua (500 ml) y acetato de etilo (500 ml) y se agité durante 90 minutos con 1,8 g. (3,0
equivalentes basados en moles de paladio) de ditiocarbamato de pirrolidina de amonio. La mezcla resultante se filtré a
través de tierra de diatomeas y la almohadilla de tierra de diatomeas se enjuagd con acetato de etilo. El filtrado se lavd
con salina. La capa organica se mezcl6 con aproximadamente 20 g de. SiliaMetS Thiol® (un tiol unido a silice a través de
una cadena de alquilo, un eliminador de paladio de Silicycle), y esta mezcla se agité durante aproximadamente una hora.
La mezcla se seco sobre sulfato de sodio anhidro, se filtré y se concentré a presién reducida. El residuo se purificé en un
MPC Grace Reveleris X2 mediante el uso de una columna de gel de silice Teledyne-Isco RediSep Rf Gold 750 g., y se
eluyd con 50 % a 60 % a 70% a 80 % de acetato de etilo/heptano para proporcionar el compuesto del titulo. Este material
se sonicé en 250 ml de acetato de etilo/heptano al 20 %. El sodlido se recogid por filtracion, se lavé con acetato de
etilo/heptano al 20 % y se seco para proporcionar el compuesto del titulo (17,6 g, rendimiento del 52 %).

Ejemplo 32d

N-terc -butil-4-[2-(2,6-dimetilfenoxi)-5-(2-hidroxipropan-2-il)fenil]-6-metil-7-oxo-6,7-dihidro-1H-pirrolo[2,3-c]piridina-2-
carboxamida

Se sopld una corriente de gas nitrégeno sobre una mezcla del Ejemplo 32c (15,0 g, 40,2 mmol), Ejemplo 3d (16,2 g, 48,2
mmol), 1,3,5,7-tetrametil-6-fenil-2,4,8-trioxa-6-fosfadamantano (1,175 g, 4,02 mmol), fosfato de potasio (21,33 g, 100
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mmol) y dipalladio tris(dibencilideneacetona) (1,104 g, 1,206 mmol) durante una hora. Mientras tanto, en un matraz de 1
L. se mezclaron dioxano anhidro (300 ml) y agua (75 ml). Esta solucidon se desgasificé durante una hora haciendo
burbujear nitrégeno a través de ella. Después de una hora, los solventes se transfirieron mediante una canula a la mezcla
de sdlidos desgasificados. Cuando se afiadieron los disolventes, se observo una exotermia y la temperatura aumentoé de
20,5 °C a 32,0 °C. Cuando la mezcla de reaccion se mezclod suficientemente, se calenté a 80 °C durante 2,5 horas. La
mezcla de reaccion se enfri a temperatura ambiente y se diluyd con acetato de etilo y agua. La mezcla se agité durante
una hora con aproximadamente 600 mg. (3,0 equivalentes. basado en moles de paladio) de ditiocarbamato de pirrolidina
de amonio. La mezcla resultante se filtr6 a través de tierra de diatomeas. La almohadilla de tierra de diatomeas se lavo
con acetato de etilo. El filtrado resultante se vertié en un embudo separador y la mezcla se diluyé adicionalmente con
acetato de etilo y salina. La capa organica se lavé con agua (2X) y salina. La capa organica se secoé con sulfato de sodio
anhidro, se filtré y se concentro a presion reducida. El residuo se purificé en una MPLC Grace Reveleris X2 mediante el
uso de una columna de gel de silice Teledyne Isco RediSep Rf Gold 330 g. y se eluyd con 70 % a 80 % a 90 % de acetato
de etilo/heptanos a 100 % de acetato de etilo. EI material puro resultante se disolvié con calentamiento en etanol, se
concentro a presion reducida y se seco para producir el compuesto del titulo (18,0 g, 89 % de rendimiento). '"H RMN (501
MHz, DMSO-dg) 6 12,34 (s, 1H), 7,85 (s, 1H), 7,52 (d, J = 2,3 Hz, 1H), 7,33 (s, 1H), 7,28 (dd, J = 8,6, 2,4 Hz, 1H), 7,10 (d,
J =7,8 Hz, 2H), 7,03 (dd, J = 8,3, 6,6 Hz, 1H), 6,85 (s, 1H), 6,26 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 4,97 (s, 1H), 3,59 (s, 3H), 2,00 (s,
6H), 1,42 (s, 6H), 1,35 (s, 9H). MS (ESI+) m/z 502,1 (M+H) .

Ejemplo 35

N-etil-4-[2-(4-fluoro-2,6-dimetilfenoxi)-5-(2-hidroxipropan-2-il )fenil]-6-metil-7-ox0-6,7-dihidro-1H-pirrolo[2,3-c]piridina-2-
carboxamida

Ejemplo 352
4-fluoro-2,6-dimetilfenol

Una solucion de 2-bromo-5-fluoro-1,3-dimetilbenceno (25 g, 123 mmol) en tetrahidrofurano (300 ml) se enfrié a -78 °C y
se afadié n-butil litio (59,1 ml, 148 mmol) gota a gota a una velocidad para mantener la temperatura interna a -75 °C o
menos. La mezcla se agité durante 2 horas y después se afiadio trimetilborato (16,51 ml, 148 mmol) y la mezcla se agit6
durante 3 horas a -78 °C, luego se calent6 a temperatura ambiente. Después de 4 horas, la mezcla se enfri6 a -10 °C y
se afiadié una solucion preenfriada de NaOH (7,39 g, 185 mmol) y peroéxido de hidrégeno al 30 % (201 ml, 1970 mmol).
Una vez que se completd la adicién, la mezcla se dejo calentar a temperatura ambiente durante la noche. El pH de la
mezcla se ajusté a pH 1 con HCI 2M. Se afiadieron 400 ml de éter etilico y 200 ml de agua y se separaron las capas. La
capa acuosa se extrajo con 3 x 200 ml de éter, y las capas organicas combinadas se lavaron con NaHCO3 saturado y
NaS,0s saturado, después se agitd con una solucién acuosa saturada de NaS;0s (200 mL) durante 15 minutos. La fase
organica se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 y se concentré. Los residuos se recogieron en 1/1 de éter
dietilico/pentano y se lavaron con un tapon de silice. La concentracion del filtrado proporcioné 11,47 g (67 %) del
compuesto del titulo.

Ejemplo 35b
3-bromo-4-(4-fluoro-2,6-dimetilfenoxi)benzoato de metilo

A una solucién del Ejemplo 35a (1,86 g, 13,27 mmol) y 3-bromo-4-fluorobenzoato de metilo (2,099 ml, 14,20 mmol) en
dimetil sulféxido (14 ml) se afiadi6 carbonato de cesio (6,49 g, 19,91 mmol). La mezcla se calenté a 80 °C durante 2 horas,
se enfrié y se diluy6é con agua (100 ml), después se extrajo con metil terc-butil éter (200 ml). La fase acuosa se extrajo
con porciones adicionales (2 x 100 ml) de metil terc-butil éter. Los organicos combinados se secaron sobre sulfato de
sodio anhidro, se filtraron y se concentraron. El material bruto se purificé por cromatografia (gel de silice, y se eluyé con
0-25 % de acetato de etilo/heptanos) para proporcionar 4,56 g (97 %) del compuesto del titulo.

Ejemplo 35¢
2-(3-bromo-4-(4-fluoro-2,6-dimetilfenoxi)fenil)propan-2-ol

Se colocd un matraz que contenia una solucion del Ejemplo 35b (2,49 g, 7,05 mmol) en tetrahidrofurano (28,0 ml) en un
bafio de agua, y después se traté con bromuro de metilmagnesio 3 M en tetrahidrofurano (7,0 ml, 21,00 mmol). Después
de 30 minutos, la mezcla se inactivd mediante la adicion de 100 ml de cloruro de amonio acuoso y se repartiéo con 100 ml
de éter dietilico. Los organicos se lavaron con agua y se secaron sobre sulfato de sodio anhidro. Después de la filtracion
y la eliminacion del disolvente, el material bruto se cromatografié (cartucho de silice, 0-100 % acetato de etilo/heptanos)
para proporcionar 2,056 g (83 %) del compuesto del titulo.

Ejemplo 35d

N-etil-4-[2-(4-fluoro-2,6-dimetilfenoxi)-5-(2-hidroxipropan-2-il )fenil]-6-metil-7-ox0-6,7-dihidro-1H-pirrolo[2,3-c]piridina-2-
carboxamida
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Método A:

Una mezcla del Ejemplo 35c, Ejemplo 1h (0,280 g, 0,810 mmol), 1,3,5,7-tetrametil-6-fenil-2,4,8-trioxa-6-fosfadamantano
(0,021 g, 0,073 mmol), tris(dibencilideneacetona)dipalladio(0) (4) (0,017 g, 0,019 mmol) y fosfato de potasio (0,331 g,
1,557 mmol) en dioxano (4 ml) y agua (1 ml) se desgasificé y se volvié a llenar con nitrégeno seis veces. La mezcla de
reaccion se calenté a 60 °C durante 12 horas. La mezcla de reaccion se repartié entre agua y acetato de etilo. La capa
acuosa se extrajo con acetato de etilo adicional (3 x 20 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con salina, se
secaron sobre sulfato de magnesio anhidro, se filtraron y se concentraron. El residuo se purificé por cromatografia en
columna instantanea sobre gel de silice y se eluyd con metanol al 5 % en acetato de etilo. El producto en bruto se purificd
adicionalmente por HPLC preparativa de fase inversa (C18, CH3zCN/agua (acido trifluoroacético al 0,1 %), 20-80 % de
gradiente). Las fracciones deseadas se combinaron y se secaron por congelacion para proporcionar el compuesto del
titulo (0,14 g, 0,285 mmol, 45,7 % de rendimiento). "H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & 12,20 (s, 1H), 8,32 (t, J = 5,3 Hz, 1H),
7,50 (d, J = 2,5 Hz, 1H), 7,46 - 7,21 (m, 2H), 6,96 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 6,83 (d, J = 2,3 Hz, 1H), 6,29 (d, J = 8,6 Hz, 1H),
3,58 (s, 3H), 3,24 (dt, J = 12,6, 6,2 Hz, 2H), 2,00 (s, 6H), 1,42 (s, 6H), 1,10 (t, J = 7,2 Hz, 2H). MS (ESI+) m/z 492,2 (M+H)".

Método B:

Etapa 1: Preparacion de 4-(2-(4-fluoro-2,6-dimetilfenoxi)-5-(2-hidroxipropan-2-il)fenil)-6-metil-7-oxo-1-a-sililo-6,7-dihidro-
1H-pirrolo[2,3-c]piridina-2-carboxilato de metilo

Se cargé un matraz de tres bocas con una barra de agitacion y se ajusté con un termopar y un condensador de reflujo. Al
matraz se le afiadid bis(pinacolato)diborén (27,0 g, 106 mmol), tris(dibencilidenacetona)dipalladio(0) (605 mg, 0,661
mmol), 1,3,5,7-tetrametil-6-fenil-2,4,8-trioxa-6-fosfadamantano (465 mg, 1,591 mmol), Ejemplo 1f preparado a partir del
Método B (38,832 g, 86 mmol) y acetato de potasio (1767 g, 180 mmol). El matraz que contenia los sélidos se purgd con
nitrégeno durante 30 minutos y un matraz separado que contenia 350 ml de tetrahidrofurano se rocié durante 30 minutos.
Después de este tiempo, el matraz de tres bocas se tapd y se transfirieron 350 ml del tetrahidrofurano burbujeado a los
solidos mediante el uso de una canula. La mezcla de reaccion después se agitd y calentd a 60 °C hasta que la reaccién
se juzgd completa por HPLC (22 horas). Después de este tiempo, la mezcla de reaccion se filtré a través de una
almohadilla de tierra de diatomeas y se recogié en un matraz de fondo redondo. La almohadilla de tierra de diatomeas se
lavo con tetrahidrofurano (1 x 50 ml) y se afiadié a la reaccion. La mezcla de reaccion se rocié después con nitrégeno
durante 30 minutos. En un matraz separado, se disolvio fosfato de potasio tribasico (52,0 g, 548 mmol) en agua (50 ml) y
la solucion se rocié con nitrégeno durante 30 minutos. Después de este tiempo, el matraz que contenia la mezcla de
reaccion estaba abierto (bajo alto flujo de nitrégeno) y se afiadié el Ejemplo 35c (28,8 g, 82 mmol) como un sdlido.
Inmediatamente después de la adicion, la solucion de fosfato y agua se afiadié mediante una canula. La mezcla de
reaccion se calenté después a 60 °C durante 2 horas o hasta que se observé el consumo completo del Ejemplo 35C. Los
componentes volatiles se eliminaron después en un evaporador rotativo. A la mezcla restante se le afiadieron 300 ml de
acetato de etilo para disolver completamente el residuo crudo. La capa acuosa y organica se separo, y la capa acuosa se
extrajo con acetato de etilo (2 x 250 ml). Las capas organicas se combinaron y se lavaron con 5 % de cisteina/8 % de
bicarbonato de sodio (2 x 100 ml). Las capas organicas y acuosas se separaron y el componente organico se eliminé en
un evaporador rotatorio dejando un soélido amarillo/marrén claro. El sélido se disolvio en metil terc-butil éter (450 ml) para
dar una solucién amarilla y se afiadieron 900 ml de heptano para promover la precipitacion. El sélido blanquecino se filtré
y se lavé rapidamente con 200 ml de heptano. El filtrado se concentré hasta que la precipitacion comenzé nuevamente.
El sdlido se filtr6 nuevamente y se lavé. Se elimind una cantidad final de disolvente del segundo filtrado y comenzo6 a
formarse un precipitado. Al enfriar el filtrado, seguido de filtracién y lavado del sélido con heptano, se obtuvo un tercer y
ultimo lote del compuesto del titulo (41,69 g, 75 %).

Etapa 2: Preparacién de acido 4-(2-(4-fluoro-2,6-dimetilfenoxi)-5-(2-hidroxipropan-2-il)fenil)-6-metil-7-oxo-6,7-dihidro-1H-
pirrolo\[2,3-c]piridina-2-carboxilico

Se cargd un vial de 24 ml con una barra de agitacion y 4-(2-(4-fluoro-2,6-dimetilfenoxi)-5-(2-hidroxipropan-2-il)fenil)-6-
metil-7-oxo-1-tosil-6,7-dihidro-1H-pirrolo [2,3-c]piridina-2-carboxilato de etilo (140 mg, 0,216 mmol). El sélido se disolvio
en 3 ml de tetrahidrofurano y se afiadié hidréxido de potasio acuoso (4,45 M, 0,60 ml, 2,67 mmol). La mezcla se agité a
60 °C durante 22 horas. Se afiadieron al vial 10 ml de acetato de etilo. La mezcla de reaccion se transfirié a un embudo
separador y se agité. Las capas organica y acuosa se separaron. La capa acuosa se extrajo con acetato de etilo adicional
(2 x 10 ml). La capa acuosa se ajustd después a pH = 3 mediante el uso de HCI 1 M, y se extrajo con acetato de etilo (3
x 10 ml). Las fracciones de acetato de etilo recogidas después del ajuste del pH se combinaron y se destilaron de la
reaccion mediante el uso de un evaporador rotatorio para proporcionar el compuesto del titulo (80 mg, 80 % de
rendimiento).

Etapa 3: Preparacion de M-etil-4-[2-(4-fluoro-2,6-dimetilfenoxi)-5-(2-hidroxipropan-2-il)fenil]-6-metil-7-oxo-6,7-dihidro-1H-
pirrolo[2,3-c]piridina-2-carboxamida

Se carg6 un matraz de fondo redondo de 50 ml con una barra de agitacion y acido 4-(2-(4-fluoro-2,6-dimetilfenoxi)-5-(2-
hidroxipropan-2-il)fenil)-6-metil-7-oxo-6,7-dihidro-1H-pirrolo[2,3-c]piridina-2-carboxilico (80 mg, 0,388 mmol). El matraz se
enjuago con nitrégeno y se afiadieron 3,8 ml de N,N- dimetilforamida anhidra. La solucién de color amarillo claro se agité
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como HATU (1-[bis(dimetilamino)metileno]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]piridinio 3-6xido hexafluorofosfato,166 mg, 0,437
mmol) se afiadié en una porcion como un sélido. La mezcla de reaccién amarilla brillante se agité durante 10 minutos.
Después de este tiempo, se afadié etanamina (0,40 ml, 0,800 mmol) y la mezcla de reaccién se agité 20 minutos mas
antes de que se afadiera diisopropiletilamina (0,20 ml, 1,145 mmol). Después de 12 horas, se afiadieron 20 ml de agua
a la mezcla de reaccion, lo que provocé la precipitacion del producto como un sélido blanco. El sélido se lavo rapidamente
con agua adicional (2 x 10 ml) y se sec6 para proporcionar el compuesto del titulo (70 mg, 83 % de rendimiento).

Ejemplos biolégicos

Ensayo de unién al dominio de bromodominio

Se us6 un ensayo de transferencia de energia de resonancia de fluorescencia resuelta en el tiempo (TR-FRET) para
determinar las afinidades de los compuestos de los Ejemplos enumerados en la Tabla 1 para cada bromodominio de
BRD4. Los bromodominios de BRD4 primero marcados con His (BDI: aminoacidos K57-E168) y segundo (BDII:
aminoacidos E352-M457) se expresaron y purificaron. Se usé un inhibidor de BET marcado con Alexa647 como sonda
fluorescente en el ensayo.

Sintesis del compuesto inhibidor de bromodominio marcado con Alexa647 acido 2-((6S,Z)-4-(4-clorofenil)-2,3,9-
trimetil-6H-tieno [3,2-f][1,2,4]triazolo[4,3-a][1,4]diazepin-6-il) acético.

Se suspendié6 metil 2-((6S,Z2)-4-(4-clorofenil)-2,3,9-trimetil-6H-tieno[3,2-f][1,2,4]triazolo[4,3-a][1,4]diazepin-6-il)acetato
(véase, por ejemplo, WO 2006129623) (100,95 mg, 0,243 mmol en 1 ml de metanol al que se afiadié una solucién recién
preparada de monohidrato de hidroxido de litio (0,973 ml, 0,5 M, 0,487 mmol) y agitado a temperatura ambiente durante
3 horas. El metanol se evapor6 y el pH se ajustd con acido clorhidrico acuoso (1 M, 0,5 ml, 0,5 mmol) y se extrajo cuatro
veces con acetato de etilo. Las capas combinadas de acetato de etilo se secaron sobre sulfato de magnesio y se
evaporaron para  proporcionar  acido  2-((6S,Z)-4-(4-clorofenil)-2,3,9-trimetil-6H-tieno[3,2-f][1,2,4]triazolo[4,3-
al[1,4]diazepin-6-il) acético (85,3 mg, 87,0 %); ESI-MS m/z = 401,1 [(M+H)*] que se usé directamente en la siguiente
reaccion.

N-(2-(2-(2-aminoetoxi)etoxi)etil)-2-((6 S,Z)-4-(4-clorofenil)-2,3,9-trimetil-6 H-tieno[3,2f][1,2,4]triazolo[4,3-
a][1,4]diacepin-6-il)acetamida bis(2,2,2-trifluoroacetato).

Se combiné acido 2-((6S,Z)-4-(4-clorofenil)-2,3,9-trimetil-6H-tieno[3,21][1,2,4]triazolo[4,3-a][1,4]diacepin-6-il) acético)
(85,3 mg, 0,213 mmol) con 2,2'-(etano-1,2-diilbis(oxi))dietanamina (Sigma-Aldrich, 0,315 mg, 2,13 mmol) se combinaron
en 5 ml de dimetiformamida anhidra. Se afadid6 (1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-iloxi)tripirrolidin-1-ilfosfonio
hexafluorofosfato(V) (PyBOB, CSBio, Menlo Park CA; 332 mg, 0,638 mmol) y la reaccién se agit6 a temperatura ambiente
durante 16 horas. La reaccion se diluy6 a 6 ml con dimetilsulféxido:agua (9:1, v:v) y se purific en dos inyecciones con la
columna de recogida de tiempo Waters Deltapak C18 200 x 25 mm eluida con un gradiente de &cido trifluoroacético al 0,1
% (v/v) en agua y acetonitrilo. Las fracciones que contenian los dos productos purificados se liofilizaron para proporcionar
N-(2-(2-(2-aminoetoxi)etoxi)etil)-2-((6 S,Z)-4-(4-clorofenil)-2,3,9-trimetil-6 H-tieno[3,2-f][1,2,4]triazolo[4,3-a][1,4]diacepin-6-
il)acetamida bis(2,2,2-trifluoroacetato) (134,4 mg, 82,3 %); ESI-MS m/z = 531,1 [(M+H)*]; 529,1 [[MH)1vy (S,Z)-N,N-(2,2'-
(etano-1,2-diilbis(oxi))  bis(etano-2,1-diil))  bis(2-((6S,Z)-4-(4-clorofenil)-2,3,9-trimetil-6 H-tieno[3,2-[1,2,4]triazolo[4,3-
al[1,4]diacepin-6-il)acetamida) bis(2,2,2-trifluoroacetato) (3,0 mg, 1,5 %); ESI-MS m/z = 913,2 [(M+H)*]; 911,0 [(MH)].

N-(2-(2-(2-amido-(Alexa647)-etoxi)etoxi)etil)-2-((6 S,Z)-4-(4-clorofenil)-2,3,9-trimetil-6 H-tieno[3,2-
fl[1,2,4]triazolo[4,3-a][1,4]diacepin-6-il)acetamida (2,2,2-trifluoroacetato).

Se combiné N-(2-(2-(2-aminoetoxi)etoxi)etil)-2-((6S,Z)-4-(4-clorofenil)-2,3,9-trimetil-6 H-tieno[3,2-f][1,2,4]  triazolo[4,3-
al[1,4]diacepin-6-il) acetamida bis(2,2,2-trifluoroacetato) (5,4 mg, 0,0071 mmol) con Alexa Fluor® 647 Carxylic Acid,
succinimidil ester (Life Technologies, Grand Island, NY; 3 mg, 0,0024 mmol) se combinaron en 1 ml de dimetilsulféxido
anhidro que contiene diisopropiletilamina (1 % v/v) y se agit6 a temperatura ambiente durante 16 horas. La reaccion se
diluy6 a 3 ml con dimetilsulfoxido:agua (9:1, v:v) y se purificé en una inyeccion con la columna de recogida de tiempo
Waters Deltapak C18 200 x 25 mm que se eluyd con un gradiente de acido trifluoroacético al 0,1 % (v/v) en agua y
acetonitrilo. Las fracciones que contenian el producto purificado se liofilizaron para proporcionar N-(2-(2-(2-amido-
(Alexab47)-etoxi)etoxi)etil)-2-((6 S,Z)-4-(4-clorofenilo)-2,3,9-trimetil-6 H-tieno[3,2-f[1,2,4]triazolo[4,3-a][ 1,4]diacepin-6-
il)acetamida (2,2,2-trifluoroacetato) (1,8 mg); MALDI-MS m/z = 1371,1, 1373,1 [(M+H)*] como un polvo azul oscuro.

Ensayo

Las series de dilucion del compuesto se prepararon en DMSO a través de una dilucion en serie de aproximadamente 3
veces. Las diluciones del compuesto se agregaron directamente en placas de ensayo blancas de bajo volumen (Perkin
Elmer Proxiplate 384 Plus # 6008280) mediante el uso de un Labcyte Echo junto con la roboética Labcyte Access y Thermo
Multidrop CombinL. Los compuestos se suspendieron después en ocho microlitros (uL) de tampdn de ensayo (fosfato de
sodio 20 mM, pH 6,0, NaCl 50 mM, acido etilendiaminotetraacético 1 mM dihidrato de sal disédica, 0,01 % Triton X-100,
DL-Ditiotreitol 1 mM) que contiene el bromodominio marcado con His, el anticuerpo anti-His conjugado con Europium
(Invitrogen PV5596) y la sonda conjugada con Alexa-647.
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La concentracion final de la mezcla de ensayo IX contenia DMSO al 2 %, BRD4 marcado con His 12 nM (BDI_K57-E168)
y sonda 100 nM o BRD4 marcado con His 4 nM (BDII_E352-M457) y sonda 30 nM, y el anticuerpo anti-marca-His
conjugado con Europio 1 nM y concentraciones de los compuestos en el intervalo de: 49,02 yM-0,61 nM 0 0,98 uM - 0,15
nM.

Después de un equilibrio de una hora a temperatura ambiente, se determinaron las relaciones TR-FRET mediante el uso
de un lector de placas de multiples etiquetas Envision (Ex 340, Em 495/520).

Los datos de TR-FRET se normalizaron a los promedios de 24 controles sin compuesto ("alto") y 8 controles que contenian
una sonda no marcada 1uM ("bajo"). El porcentaje de inhibicion se representd en funcion de la concentracion del
compuesto y los datos se ajustaron con la ecuacién logistica de 4 parametros para obtener la Cls¢S. Las constantes de
inhibicion (Ki) se calcularon a partir de la ClsoS, la Kq de la sonda y la concentracion de la sonda.

Los valores medios de la K; se reportan en la Tabla 1.

Tabla 1
Ejemplo # Ki de unién TR-FRET: BRD4 (BDI_K57-E168)| K;de unién TR-FRET: BRD4 (BDII_E352-M457)
(M) (UM)
32 0,599 0,0028
35 0,426 0,0014
Compuesto X 0,00209 0,000952
Compuesto Y 0,0216 0,00132
Compuesto Z 0,0699 0,0155
El compuesto X es N-[4-(2,4-difluorofenoxi)-3-(6-metil-7-oxo-6,7-dihidro-1H-pirrolo[2,3-c]piridin-4-

ilYfenilo]etanosulfonamida;

El compuesto Y es 4-[2-(2,4-difluorofenoxi)-5-(metilsulfonil)fenil]-N-etil-6-metil-7-oxo-6,7-dihidro-1H-pirrolo[2,3-c]piridina-
2-carboxamida; y

El compuesto Z es 4-[5-(hidroximetil)-2-fenoxifenil]-6-metil-1,6-dihidro-7H-pirrolo[2,3-c]piridin-7-ona.

Se encontré que todos los compuestos probados tenian selectividad para el BRD4 BDII sobre el BRD4 BDI en el ensayo
TR-FRET descrito anteriormente, y son al menos 10 veces selectivos para el BRD4 BDIIl sobre el BRD4 BDI. En una
realizacién, los presentes compuestos son de aproximadamente 50 a aproximadamente 100 veces selectivos para el
BRD4 BDIl sobre el BRD4 BDI. En una realizacion, los presentes compuestos son aproximadamente de 100 a
aproximadamente 200 veces selectivos para el BRD4 BDIl sobre el BRD4 BDI. En una realizacién, los presentes
compuestos son al menos aproximadamente 200 veces selectivos para el BRD4 BDII sobre el BRD4 BDI.

Ensayo de inhibicién del crecimiento tumoral de xenoinjerto

Se evaluo el efecto del compuesto del Ejemplo 32, 35 y el Compuesto X para inhibir el crecimiento de los tumores de
xenoinjerto SKM-1_FP1 y LNCaP-FGC. Se utilizaron ratones hembra SCID Beige (Charles River) para el modelo de
xenoinjerto de flanco SKM-1_FP1. Se usaron ratones macho NSG (JAX Labs) para el estudio LNCaP-FGC. Las células
se suspendieron en PBS, se mezclaron con Matrigel (libre de fenol rojo, Becton Dickinson Biosciences Discovery Labware)
en una proporcion de 1:4 (V/V) y se inocularon subcutaneamente en el flanco (cinco millones de células por sitio) de los
ratones. Los ratones inoculados se aleatorizaron en grupos y el tratamiento se inicié cuando el volumen tumoral promedio
fue de 0,2-0,25 cm?. Los compuestos se administraron por via oral en (% en volumen): 1,5 % de DMSO, 30 % de PEG
400 y 68,5% de Phosol 53 MCT. El crecimiento tumoral en el flanco se evalué midiendo el tamafio del tumor con
calibradores y calculando el volumen utilizando la formula (L x W2/2) Los grupos de estudio se terminaron antes de que
el volumen tumoral alcanzara 3 cm?. La inhibicion del crecimiento tumoral se evalué en el momento en que se finalizo el
grupo tratado con vehiculo calculando la relacion del volumen medio del grupo de farmaco de prueba con el volumen
medio del grupo (T/C) no tratado (control) y calculando el porcentaje de la inhibicion del crecimiento tumoral (% TGI).

% TGI = ((1-T/C) 3 100). Los resultados se presentan en la Tabla 2.

Eficacia y margenes de exposicion de los inhibidores de BET selectivos a BDII

La eficacia en la AML (leucemia mieloide aguda) y el cancer de prostata se estudié con dos compuestos inhibidores de
BET selectivos a BDII (Ejemplo 35 y Ejemplo 32), y un inhibidor pan BET (Compuesto X), en xenoinjerto de raton SKM-1
(AML) y LNCaP (prostata) (Tabla 2).
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Se realizaron estudios de toxicologia en ratas de catorce dias con el Ejemplo 35, el Ejemplo 32 y el Compuesto X, y se
determinaron las exposiciones maximas toleradas en base a observaciones en la vida que incluyen signos clinicos, peso
corporal y consumo de alimentos. Los compuestos se dosificaron por via oral una vez al dia, en ratas Sprague-Dawley.
Los margenes de exposicion calculados a partir de las exposiciones toleradas en ratas en relacion con las exposiciones
eficaces en modelos de xenoinjerto de ratdon se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2
Relacién AUC
Resultados de eficacia de ratones a partir de los estudios 'E.XDOSICIOH (exposicion maxima
- maxima tolerada tolerada en
de xenoinjerto "y )
en ratas ratas/exposicion eficaz

en ratones)

Ejemplo AML (SKM-1) Prostata (LNCaP)

AUC ( D AUC ( D AUC (ug* hr/ml) | AML (SKM- | Prostata
Mg* osis ug* osis g { orosta
rimL) | (markg) |% TC[ hrmL) | (matkgy % TG (% ) |(LNCaP)

Ej. 35 0,84 4,7 74 1.1 4,7 64 | 27,5 (30 mg/kg) 32x 25x
Ej. 32 5 9,4 76 12,6 30 60 |69,2 (30 mg/kg) 14x 5,5x
Compuesto X 1,2 1 76 1,2 1 64 |0,725 (1 mg/kg) 0,6x 0,6x
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REIVINDICACIONES

N-etil-4-[2-(4-fluoro-2,6-dimetilfenoxi)-5-(2-hidroxipropan-2-il)fenil]-6-metil-7-ox0-6,7-dihidro-1H-pirrolo[2,3-
c]piridina-2-carboxamida, o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

N-etil-4-[2-(4-fluoro-2,6-dimetilfenoxi)-5-(2-hidroxipropan-2-il)fenil]-6-metil-7-ox0-6,7-dihidro-1H-pirrolo[2,3-
c]piridina-2-carboxamida.
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