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BJPIRIDAZINAS PARA SU USO EN EL

TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES PROLIFERATIVAS
La invencién trata sobre ciertos compuestos de tipo

(TPDZ)

farmacéuticamente aceptables, que poseen actividad

triazolopiridazina sustituida o sus sales
cancery, por lo tanto, son Gtiles en métodos de tr
del cuerpo humano o animal. La invencion también tr
procesos para la produccion de dichos compuestos de
TPDZ, composiciones farmacéuticas que comprenden di
compuestos 0 sus sales farmacéuticamente aceptables
métodos de tratamiento de distintos tipos de cancer
animales de sangre caliente tales como el hombre.

La invencion también se refiere a compuestos de tip
TPDZ que soninhibidores de una o mas proteinas que
un bromodominio, en particular la familia BET de pr

que contienen un bromodominio.

Las proteinas que contienen un bromodominio estan

implicadas en diversas enfermedades y son objeto de
interés como dianas terapéuticas. EI bromodominio e
pliegue estructural sumamente conservado que recono
residuos de lisina acetilada y se encuentra en gran
proteinas multidominio asociado con el control de |
transcripcion de la remodelaciéon de la cromatina, a

metil o acetiltransferasa o helicasas. La familia B
proteinas que contienen un bromodominio comprende ¢
miembros (BRD2, BRD3, BRD4 y BRDt) todos los cuales
unaarquitectura de dominio comun de los bromodomin
N-terminal capaces de unirse a residuos de lisina a

en histonas y factores de transcripcion. BRD4 desem
importante funcién en la regulacién transcripcional
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elongacién de la transcripcion positivo (pTEFb) (Ja ng et al.
Mol . Cell, 2005, 19, 523-534), mediador cofactor de la
transcripcion general (Chiang, F1000 Bi ol . Rep, 2009,1,98),
factor proinflamatorio especifico de genes NFkB (Hu ang et
al. Ml. Cell Biol. 2009, 29, 1375-1387) y reguladores
transcripcionales codificados en virus (You et al. Cell,
2004,117,349-360). Se ha observado que BRD4 tiene unacarga
asimétrica en los potenciadores extra grandes que e stan
asociados con un pequefo subconjuntode genesquec onstituyen

a menudo los programas oncogénicos Yy transcripciona les
especificos dellinaje en un contexto celular concr eto(Loven
et al. Cell, 2013, 153, 320-334). De manera similar, se han

seflalado BRD2 y BRD3 como reguladores de la transcr ipcion
gue se unen a las regiones hiperacetiladas de la cr omatina
de genes que promueven el crecimiento (LeRoy et al. Mol.
Cel | . 2008, 30, 51-60). También se ha sefialado que BRD4 o

BRD3 se puede fusionar con NUT (proteina nuclear en los
testiculos) y formar oncogenes novedosos, BRD4-NUT o BRD3-
NUT, en una forma sumamente maligna de neoplasia ep itelial

(French et al. Cancer Research, 2003, 63, 304-307 y French
et al. Journal dinical Oncol ogy, 2004, 22, 4135-4139). Los

datos sugieren que las proteinas de fusion BRD-NUT

contribuyen alacarcinogénesis (French et al .2008, Oncogene,
27, 2237-2242). ). También se ha observado que el g en BRD4
esta alterado en la forma de una amplificacion géni caen el
cancer de ovario seroso y otros tipos de cancer en la base
de datos del Atlas del Genoma del Cancer (TCGA). Se ha
indicado que todos los miembros de la familia BET d esempefan
alguna funciéon controlando o ejecutando aspectos de | ciclo
celular y se ha demostrado que estan complejados co n los

cromosomas durante la division celular, lo que sugi ere una
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funcién en el mantenimiento de la memoria epigenéti ca. Noes
de extrafiar que recientemente se haya establecido q ue los
miembros de la familia BET son importantes para el
mantenimiento de muchos tipos de tumores, por ejemp lo,
leucemia mieloide aguda y de linaje mixto (AML, por sus
siglas en inglés), mieloma mdultiple (MM), linfoma,

glioblastoma y neuroblastoma. La inhibicion de BRD4 suprime
de manera potente Myc, ER, BCI2 y otros oncogenes ue estan
alterados con frecuencia en el cancer. Se cree que la
modulacién de estos genes clave contribuye al fenot ipo

antitumoral de la inhibicion de BET.
Ademas, se ha demostrado que los inhibidores de BET

tienen propiedades antiinflamatorias (Nicodeme et al. Nature,
2010, 468, 1119-1123) y reactivan la transcripcion de V IH
latente en modelos de lineas celulares de latencia (Banerjee

et al. J Leukoc Biol, 2012,92,1147-1154).

Recientemente, se han sefialado unos pocos compuesto S
como inhibidores de bromodominios, por ejemplo, der ivados de
benzodiazepinas tales como los divulgados en el doc umento
WO02011/054553. Sin embargo, se sigue necesitando de sarrollar
inhibidores de bromodominios potentes y novedosos ( ue se
puedan utilizar para tratar enfermedades e indicaci ones en
las que las proteinas que contienen bromodominios e stan
implicadas.

Se ha observado que los compuestos de la invencion

poseen actividad como inhibidores de proteinas que contienen
bromodominios, tales como la familia BET de bromodo minios,
por ejemplo, BRD4, BRD2, BRD3yBRDt, y eltandemd e dominios

de estos, por ejemplo, BRD4(1) y BRD4(2).
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De acuerdo con un aspecto de la invencidon, se
proporciona un compuesto de Férmula () o una de su s sales

farmacéuticamente aceptables

0
(CHy)R'

(N
donde:-

Rl es el grupo

y ---- indica el punto de union;
Rz es un alquilo C 1-Cayy
nes2o3.

En otro aspecto de la invencidn, se proporciona un

compuesto de Formula () como se ha definido anteri ormente.
En un aspecto adicional de la invencion, R 2 es metilo.
En un aspecto adicional mas de la invencién, R 1esel

grupo
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N
AN
o]

Rz es alquilo C 1-Cayy

nes?2.

En un aspecto de la invencion, el compuesto de Form ula
(I) es un compuesto seleccionado entre:

4-(2-(4-(1-(3-metoxi-[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazin-
6-il)piperidin-4-il)fenoxi)etil)-1,3-dimetilpiperaz in-2-ona;

1-(4-(2-(4-(1-(3-metoxi-[1,2,4]triazolo[4,3-
b]piridazin-6-il)piperidin-4-il)fenoxi)etil)-3,5-
dimetilpiperazin-1-il)etanona;

4-(3-(4-(1-(3-metoxi-[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazin-
6-il)piperidin-4-il)fenoxi)propil)-1,3-dimetilpiper azin-2-
ona;y

1-(4-(3-(4-(1-(3-metoxi-[1,2,4]triazolo[4,3-
b]piridazin-6-il)piperidin-4-il)fenoxi)propil)-3,5-
dimetilpiperazin-1-il)etanona.

En otro aspecto de lainvencién, el compuesto de F6 rmula
(I) es un compuesto de Formula (1A):

(IA)
El compuesto de Férmula (IA) también se denomina
posteriormente en la presente Compuesto A.
En otro aspecto, el compuesto de Férmula (I) es un

compuesto de Formula (1B):
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De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién , el
10 compuesto de Formula (l) es un compuesto de Formula (1C):
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(1C)
De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién , el
compuesto de Formula (l) es un compuesto de Formula (ID):
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Un aspecto adicional proporciona cualquiera de los
aspectos definidos en la presente (por ejemplo, el
30

aspecto
de la reivindicacion 1) siempre que uno o mas Ejemp

los
especificos (por ejemplo, uno, dos o tres Ejemplos
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especificos) seleccionados a partir del grupo const

por los Ejemplos 1, 2, 3y 4, se excluyan individua

Algunos de los compuestos de Formula (I) pueden ser

cristalinos y pueden tener mas de una forma cristal
sobreentendera que la invencion engloba cualquier f
cristalina o amorfa, o mezclas de estas, donde dich
posee propiedades Utiles respecto a la actividad in
de BET vy, tal como la actividad inhibidora de BRD2,
BRD4yBRDt. Lamanerade determinar la eficacia de
cristalina o amorfa mediante las pruebas estandar d
posteriormente en la presente es sobradamente conoc

Se sabe generalmente que los materiales cristalinos
pueden analizar utilizando técnicas convencionales
como, por ejemplo, andlisis por difraccion de rayos
polvo (posteriormente en la presente XRPD) y calori
diferencial de barrido (posteriormente en la presen

A modo de ejemplo, el compuesto del Ejemplo 1 muest
cristalinidad y se ha identificado una forma crista
Forma A.

En consecuencia, un aspecto adicional de la invenci
es la Forma A del Compuesto A (Ejemplo 1).

De acuerdo con la invencién, se proporciona una for
cristalina, la Forma A, del Compuesto A que tiene u
de XRPD con al menos un pico especifico en aproxima
2-theta = 20.9

De acuerdo con la invencién, se proporciona una for

o medido utilizando radiacion CuK

cristalina, la Forma A, del Compuesto A que tiene u
de XRPD con al menos un pico especifico en aproxima
2-theta = 16.7°, medido utilizando radiacion CuK

De acuerdo con la invencion, se proporciona una for

cristalina, la Forma A, del Compuesto A que tiene u

PCT/GB2015/052143
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de XRPD con al menos dos picos especificos en aprox
2-theta = 20.9

De acuerdo con la invencion, se proporciona una for

oy 16.7°, medido utilizando radiacion CuK

cristalina, la Forma A, del Compuesto A, que tiene
de XRPD con picos especificos en aproximadamente 2-
20.9,16.7,20.2,21.2,27.4,18.0, 16.8, 23.6, 15.
medido utilizando radiacion CuK a.
De acuerdo con la invencion, se proporciona una for
cristalina, la Forma A, del Compuesto A que tiene u
de XRPD sustancialmente idéntico al XRPD que se mue
la Figura A, medido utilizando radiacion CuK Q.
De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién
proporciona una forma cristalina, la Forma A, del C
A que tiene un patron de XRPD con al menos un pico
en2-theta=20.9 0+0.2
Cuko.
De acuerdo con la invencién, se proporciona una for
cristalina, la Forma A, del Compuesto A que tiene u

de XRPD con al menos un pico especifico en 2-theta

0.2° 2-theta, medido utilizando radiacion CuK QL.

De acuerdo con la invencién, se proporciona una for
cristalina, la Forma A, del Compuesto A que tiene u
de XRPD con al menos dos picos especificos en 2-the
y16.7 °+0.2

De acuerdo con la invencién, se proporciona una for

o 2-theta, medido utilizando radiacion CuK

cristalina, la Forma A, del Compuesto A que tiene u
de difraccion de rayos X de polvo con picos especif
2-theta = 20.9, 16.7, 20.2, 21.2, 27.4, 18.0, 16.8,
15.1y155 ©°+0.2 ©

2-theta, medido utilizando radiacion CuK a.
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Cuando se afirma que lainvencion se refiere auna
cristalina de la Forma A del Compuesto A, el grado
cristalinidad es convenientemente superior a aproxi
un 60%, Mmas convenientemente superior a aproximadam
80%, preferentemente superior a aproximadamente un
preferentemente superior a aproximadamente un 95%.
forma mas preferida, el grado de cristalinidad es s
a aproximadamente un 98%.

Algunos de los compuestos de Formula (1) pueden for
cocristales con moléculas coformadoras especificas.
sobreentender que la presente invencién engloba cua
de tales cocristales, los cuales poseen propiedades
respecto a la actividad inhibidora de BET vy, tal co
actividad inhibidora de BRD2, BRD3, BRD4 y BRDt. La
de determinar la eficacia de tales cocristales medi
pruebas estandar descritas posteriormente en la pre
sobradamente conocida.

En consecuencia, la invencidn proporciona un cocris
de un compuesto de Férmula (I) y una molécula cofor

Enconsecuencia, enunaspecto adicional de lainve
se proporciona un cocristal del Compuesto A y la mo
coformadora acido 6-hidroxi-2-naftoico.

Para que no haya lugar a dudas, el término "cocrist
se refiere a un sistema multicomponente en el cual
una molécula o moléculas de API (principio farmacéu
activo) hospedadora y una molécula o moléculas hués
coformadoras) en la misma red cristalina. En un coc
tanto la molécula de APl como la molécula huésped (
coformadora) existen como solidos a temperatura amb
cuando estan solas en su forma pura (para distingui

cocristalina de los solvatos o hidratos). En un coc
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la molécula de API y la molécula coformadora intera

mediante puentes de hidrégeno y posiblemente
interacciones no covalentes.

Para preparar cocristales del Compuesto A con acid
hidroxi-2-naftoico, donde el Compuesto A es el API,
conseguir una gama de relaciones molares/estequiome
API-coformador, por ejemplo, una relacion molar glo
APIl.coformador de 1:1, aunque esto puede variar lig
dependiendo, por ejemplo, de las mediciones
caracterizacion. En consecuencia, la invencién prop
un cocristal del Compuesto Ay la molécula coformad
6-hidroxi-2-naftoico con una relacion molar del Com
A:acido 6-hidroxi-2-naftoicoenelintervalode 1:0
En un aspecto de la invencidn, se proporciona un co
(1:1) del Compuesto A:acido 6-hidroxi-2-naftoico.

En un aspecto adicional de la invencion, el cocrist
del Compuesto A con el acido 6-hidroxi-2-naftoico e
una forma cristalina, la Forma A.

De acuerdo con la invencién, se proporciona una for
cristalina, la Forma A, del cocristal (1:1) del Com
acido 6-hidroxi-2-naftoico.

De acuerdo con la invencién, se proporciona una for
cristalina, la Forma A, del cocristal (1:1) del Com
A:acido 6-hidroxi-2-naftoico que tiene un patréon de
al menos un pico especifico en aproximadamente 2-th
19.4 ©, medido utilizando radiacion CuK .

De acuerdo con la invencién, se proporciona una for
cristalina, la Forma A, del cocristal (1:1) del Com
A:&cido 6-hidroxi-2-naftoico que tiene un patrén de
al menos un pico especifico en aproximadamente 2-th

12.5°, medido utilizando radiacién CuK a.
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De acuerdo con la invencién, se proporciona una for
cristalina, la Forma A, del cocristal (1:1) del Com
A:4cido 6-hidroxi-2-naftoico que tiene un patrén de
al menos dos picos especificos en aproximadamente 2
19.4 0y 12.5

De acuerdo con la invencion, se proporciona una for

o medido utilizando radiacién CuK Q.

cristalina, la Forma A, del cocristal (1:1) del Com
A:acido 6-hidroxi-2-naftoico, que tiene un patron d
con picos especificos en aproximadamente 2-theta =
125, 12.8, 18.1, 24.2, 23.4, 14.0, 18.6, 17.0 y 17
medido utilizando radiacion CuK a.

De acuerdo con la invencion, se proporciona una for
cristalina, la Forma A, del cocristal (1:1) del Com
A:4cido 6-hidroxi-2-naftoico que tiene un patrén de
sustancialmente idéntico al patrén de XRPD que se m
la Figura I, medido utilizando radiaciéon CuK Q.

De acuerdo con la invencién, se proporciona una for
cristalina, la Forma A, del cocristal (1:1) del Com
A:acido 6-hidroxi-2-naftoico que tiene un patréon de
al menos un pico especifico en 2-theta=19.4 0+0.2
medido utilizando radiacion CuK .

De acuerdo con la invencién, se proporciona una for
cristalina, la Forma A, del cocristal (1:1) del Com
A:acido 6-hidroxi-2-naftoico que tiene un patrén de
al menos un pico especifico en 2-theta=12.5 0+0.2
medido utilizando radiacion CuK .

De acuerdo con la presente invencion, se proporcion
una forma cristalina, la Forma A, del cocristal (1:

Compuesto A:acido 6-hidroxi-2-naftoico que tiene un

de XRPD con al menos dos picos especificos en 2-the
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y12.5 odondedichosvalorespuedenser+0.2
utilizando radiacion CuK .
De acuerdo con la invencion, se proporciona una for
cristalina, la Forma A, del cocristal (1:1) del Com
A:4acido 6-hidroxi-2-naftoico, que tiene un patron d
con picos especificos en 2-theta = 19.4, 12.5, 12.8
24.2, 23.4, 14.0, 18.6, 17.0y 17.9
pueden ser 0.2
En un aspecto adicional de la invencion, el cocrist
del Compuesto A con &cido 6-hidroxi-2-naftoico esta
forma cristalina, la Forma B. De acuerdo con la inv
se proporciona una forma cristalina, la Forma B, de
cocristal (1:1) del Compuesto A:acido 6-hidroxi-2-n
De acuerdo con la invencion, se proporciona una for
cristalina, la Forma B, del cocristal (1:1) del Com
acido 6-hidroxi-2-naftoico que tiene un patron de X
al menos un pico especifico en aproximadamente 2-th
15.2 ©, medido utilizando radiacion CuK .
De acuerdo con la invencién, se proporciona una for
cristalina, la Forma B, del cocristal (1:1) del Com
acido 6-hidroxi-2-naftoico que tiene un patron de X
al menos un pico especifico en aproximadamente 2-th
6.1 °, medido utilizando radiacion CuK .
De acuerdo con la invencién, se proporciona una for
cristalina, la Forma B, del cocristal (1:1) del Com
acido 6-hidroxi-2-naftoico que tiene un patron de X
al menos dos picos especificos en aproximadamente 2
15.2y6.1
De acuerdo con la invencion, se proporciona una for
cristalina, la Forma B, del cocristal (1:1) del Com
acido 6-hidroxi-2-naftoico que tiene un patron de X

o 2-theta, medido utilizando radiacién CuK

o medido utilizando radiacion CuK QL.
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picos especificos en aproximadamente 2-theta =15.2, 6.1,
16.8,12.2,26.1, 28.4,18.3,3.1y 20.7°, medido u tilizando
radiacion CuK  «.

De acuerdo con la invencién, se proporciona una for ma
cristalina, la Forma B, del cocristal (1:1) del Com puesto A:
acido 6-hidroxi-2-naftoico que tiene un patron de X RPD
sustancialmente idéntico al patrén de difraccion de rayos X
de polvo que se muestra en la Figura K, medido util izando

radiacion CuK o

De acuerdo con la invencién, se proporciona una for ma
cristalina, la Forma B, del cocristal (1:1) del Com puesto A:
acido 6-hidroxi-2-naftoico que tiene un patron de X RPD con
almenos un pico especifico en 2-theta=15.2 0+0.2 ©2-theta,
medido utilizando radiacion CuK a.

De acuerdo con la invencién, se proporciona una for ma
cristalina, la Forma B, del cocristal (1:1) del Com puesto A:
acido 6-hidroxi-2-naftoico que tiene un patron de X RPD con
al menos un pico especifico en 2-theta = 6.1 0+0.2 ©2-theta,
medido utilizando radiacion CuK .

De acuerdo con la invencién, se proporciona una for ma
cristalina, la Forma B, del cocristal (1:1) del Com puesto A:
acido 6-hidroxi-2-naftoico que tiene un patron de X RPD con
al menos dos picos especificos en 2-theta = 15.2 °oy6.1 o=
0.2 © 2-theta, medido utilizando radiacion CuK .

De acuerdo con la invencién, se proporciona una for ma
cristalina, la Forma B, del cocristal (1:1) del Com puesto A:
acido 6-hidroxi-2-naftoico, que tiene un patron de XRPD con
picos especificos en 2-theta = 15.2, 6.1, 16.8, 12. 2,26.1,
28.4, 18.3, 3.1 y 20.7°, donde dichos valores puede nser+

0.2 o 2-theta, medido utilizando radiacién CuK a.
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En un aspecto adicional de la invencion, el cocrist
del Compuesto A con el acido 6-hidroxi-2-naftoico e
una forma cristalina, la Forma C.

De acuerdo con la invencion, se proporciona una for
cristalina, la Forma C, del cocristal (1:1) del Com
acido 6-hidroxi-2-naftoico.

De acuerdo con la invencion, se proporciona una for
cristalina, la Forma C, del cocristal (1:1) del Com
acido 6-hidroxi-2-naftoico que tiene un patron de X
al menos un pico especifico en aproximadamente 2-th
8.2 °, medido utilizando radiacion CuK a.

De acuerdo con la invencion, se proporciona una for
cristalina, la Forma B, del cocristal (1:1) del Com
acido 6-hidroxi-2-naftoico que tiene un patron de X
al menos un pico especifico en aproximadamente 2-th
24.8 °, medido utilizando radiacion CuK .

De acuerdo con la invencién, se proporciona una for
cristalina, la Forma C, del cocristal (1:1) del Com
acido 6-hidroxi-2-naftoico que tiene un patron de X
al menos dos picos especificos en aproximadamente 2
8.2y24.8

De acuerdo con la invencién, se proporciona una for
cristalina, la Forma B, del cocristal (1:1) del Com
acido 6-hidroxi-2-naftoico que tiene un patron de X
picos especificos en aproximadamente 2-theta =8.2,
18.9, 29.0, 14.8, 15.5y 16.3°, medido utilizando r
Cuko.

De acuerdo con la invencién, se proporciona una for
cristalina, la Forma C, del cocristal (1:1) del Com
acido 6-hidroxi-2-naftoico que tiene un patron de X

o medido utilizando radiacion CuK QL.
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sustancialmente idéntico al patron de difraccion de
de polvo que se muestra en la Figura M.

De acuerdo con la invencion, se proporciona una for
cristalina, la Forma C, del cocristal (1:1) del Com
acido 6-hidroxi-2-naftoico que tiene un patron de X
al menos un pico especifico en 2-theta = 8.2 °0+0.2
medido utilizando radiacion CuK a.

De acuerdo con la invencion, se proporciona una for
cristalina, la Forma C, del cocristal (1:1) del Com
acido 6-hidroxi-2-naftoico que tiene un patron de X
al menos un pico especifico en 2-theta=24.8 0+0.2
medido utilizando radiacion CuK a.

De acuerdo con la invencion, se proporciona una for
cristalina, la Forma C, del cocristal (1:1) del Com
acido 6-hidroxi-2-naftoico que tiene un patron de X
al menos dos picos especificos en 2-theta = 8.2y 2
0.2 © 2-theta, medido utilizando radiacion CuK .

De acuerdo con la invencién, se proporciona una for
cristalina, la Forma C, del cocristal (1:1) del Com
acido 6-hidroxi-2-naftoico, que tiene un patron de
picos especificos en 2-theta = 8.2, 24.8, 18.9, 29.
15.5y16.3°, donde dichos valores pueden ser + 0.2
medido utilizando radiacion CuK .

Cuando se afirma que lainvencion se refiere auna
cristalina del cocristal (1:1) del Compuesto A:acid
hidroxi-2-naftoico, el grado de cristalinidad es
convenientemente superior a aproximadamente un 60%,
convenientemente superior a aproximadamente un
preferentemente superior a aproximadamente un 90% vy

preferentemente superior a aproximadamente un 95%.
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forma mas preferida, el grado de cristalinidad es s
a aproximadamente un 98%.

Se sobreentendera que los valores 2-theta del patré
difraccion de rayos X de polvo pueden variar ligera
un instrumento a otro o de una muestra a otra y, po
tanto, los valores indicados no se deben interpreta
absolutos.

Existe constancia de que se puede obtener un patron

difraccién de rayos X de polvo que tiene uno o mas
de medicion dependiendo de las condiciones de medic
como el equipo o el instrumento empleado). En parti
existe constancia en general de que las intensidade
patrén de difraccion de rayos X de polvo pueden flu
dependiendo de las condiciones de medicion. Por lo
sobreentendera que el Compuesto A, Forma A, de la i
no se limita a los cristales que proporcionan patro
difraccion de rayos X de polvo idénticos al patron
difraccién de rayos X de polvo que se muestra en la
A,y que cualesquiera cristales que proporcionan pa
difraccion de rayos X de polvo sustancialmente idén
los que se muestran en la Figura A quedan incluidos
alcance delainvencién. De manerasimilar, se sobr

que la Forma A del cocristal (1:1) del Compuesto A:
hidroxi-2-naftoico de la invencion no se limita a |
cristales que proporcionan patrones de difraccion d

X de polvo idénticos al patron de difraccion de ray
polvo que se muestraen las FigurasC o,y que cu
cristales que proporcionan patrones de difraccion d

X de polvo sustancialmente idénticos a los que se m

en las Figuras C o | quedan incluidos en el alcance

invencion. De manera similar, se sobreentenderda que
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Formas B y C del cocristal (1:1) del Compuesto A: a cido 6-
hidroxi-2-naftoico de la invencibn no se limitan a los
cristales que proporcionan patrones de difraccion d e rayos
X de polvo idénticos al patréon de difraccién de ray 0os X de
polvo que se muestra en las Figuras Ky M, respecti vamente,
y que cualesquiera cristales que proporcionan patro nes de
difraccién de rayos X de polvo sustancialmente idén ticos a
los que se muestran en las Figuras Ky M quedan inc luidos en
el alcance de la invencién. Un experto en la técnic a de la
difracciéon de rayos X de polvo sera capaz de juzgar la
identidad sustancial entre patrones de difraccién d e rayos
X de polvo.

Los expertos en la técnica de la difraccidon de rayo s X
de polvo sobreentenderan que la intensidad relativa de los
picos se puede ver afectada, por ejemplo, por grano sconun

tamafio superior a 30 micras y relaciones entre las

dimensiones no unitarias, lo cual puede afectar al analisis
de las muestras. El experto también comprendera que la
posicion de las reflexiones se puede ver afectada p or la

altura exacta a la cual se sitla la muestra en el

difractometro y la calibracion del cero del difract ometro.
Puede que también tenga un pequefio efecto la planar idad de
la superficie de la muestra. Asi pues, los datos de los
patrones de difraccion presentados no se deben cons iderar

como valores absolutos. (Jenkins, R y Snyder, R.L.

‘Introduction to X-Ray Powder Diffractometry’ John Wiley &
Sons 1996; Bunn, C.W. (1948), Chemical Crystallogra phy,
Clarendon Press, Londres; Klug, H. P. y Alexander, L. E.
(1974), X-Ray Diffraction Procedures).

Por lo general, un error de medicién de un angulo d e

difraccién en un difractograma de rayos X de polvo es de
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aproximadamente + 0.2° 2-theta y dicho grado de err or de
medicion deberia tenerse en cuenta cuando se consid era el
patrén de difraccion de rayos X de polvo en las Fig uras A,
C, I, Ky My cuando se lean las Tablas A-E (remita se al
Ejemplo 1). Por otra parte, se debe sobreentender q ue las
intensidades podrian fluctuar dependiendo de las co ndiciones
experimentales y la preparacion de la muestra (orie ntaciéon
preferida).

Los compuestos de Férmula (1) incluyen uno o mas ce ntros
quirales. Enlamedida en que una estructura o nomb re quimico
de esta memoria descriptiva no indique la quiralida d, se
pretende que la estructura o el nombre englobe cual quier
esteroisdmero unico (es decir, cualquier isbmero qu iral
anico) que corresponde a esa estructura o nombre, a si como
también cualquier mezcla de estereocisomeros (p. €j. , un
racemato). En la técnica es muy conocida la manera en la que
se pueden preparar tales formas Opticamente activas . Por
ejemplo, se puede obtener cualquier estereoisémero anico
aislandolo de una mezcla de isémeros (p. €j., un ra cemato)
empleando, por ejemplo, la separacion cromatografic aquiral.
En otras realizaciones, se obtiene un Unico estereo isbmero
por sintesis directa a partir de, por ejemplo, un m aterial

de partida quiral.

Un enantiomero o diastereocisbmero particular de un

compuesto descrito en la presente puede ser mas act ivo que
otros enantiomeros o diastereoisémeros del mismo co mpuesto.
De acuerdo con un aspecto adicional de la invencion , Se
proporciona un compuesto de Formula (1), o una de s us sales
farmacéuticamente aceptables, que es un Unico enant ibmero

con un exceso enantiomérico (% ee) > 95%, 2>98% o0 = 99%.
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Convenientemente, un Unico enantiomero esta present e conun
exceso enantiomeérico (% ee) > 99%.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién , Se
proporciona un compuesto de Férmula (1), o una de s us sales
farmacéuticamente aceptables, que es un Unico enant ibmero

con un exceso enantiomérico (% ee) comprendido en e I

intervalo de un 95 a un 100%.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién , Se
proporciona una composicién farmacéutica que compre nde un
compuesto de Formula (l) gue es un Unico enantiomer 0 con un
exceso enantiomérico (% ee) >295%, 298% 0 =99%, o una de
sus sales farmacéuticamente aceptables, asociado co n un

diluyente o portador farmacéuticamente  aceptables.

Convenientemente, el Unico enantidmero esta present e con un
exceso enantiomeérico > 99%.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencion , Se
proporciona una composiciéon farmacéutica que compre nde un
compuesto de Formula (1), que es un Gnico enantiome roconun
exceso enantiomeérico (% ee) comprendido en el inter valo de
un 95 a un 100%, o una de sus sales farmacéuticamen te

aceptables, asociado con un diluyente o portador

farmacéuticamente aceptable.

Se pretende que la invencion incluya todos los isot opos
de los &tomos que aparecen en los presentes compues tos. Se
sobreentendera que los is6topos incluyen aquellos a tomos que
tienen el mismo nimero atdmico pero diferente numer 0 masico.
Por ejemplo, los isétopos del hidrégeno incluyen tr itio y
deuterio y los is6topos del carbono incluyen BCy 14C.

La expresion "farmacéuticamente aceptable" se utili za
para especificar que un objeto (por ejemplo, una sa [, forma

farmacéutica, diluyente o portador) es adecuado par a su uso
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en pacientes. Se puede consultar una lista a modo d
de sales farmacéuticamente aceptables en
Sal ts:
Stahl y C. G. Wermuth, editores, Weinheim/Zurich:Wi
VCH/VHCA, 2002. Una sal farmacéuticamente aceptable

Phar maceut i cal Properti es,

de un compuesto de Férmula (I) es, por ejemplo, una
adicion de acido. Una sal de adicion de acido de un

de Férmula () se puede formar poniendo en contacto
compuesto con un acido organico o inorganico adecua
condiciones conocidas por el experto. Una sal de ad

acido se puede formar, por ejemplo, empleando un &c
inorganico seleccionado a partir del grupo constitu

acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfari
acidofosférico. Una sal de adicion de acido tambié

formar empleando un acido organico seleccionado a p

grupo constituido por acido trifluoroacético, acido

acido maleico, acido oxalico, acido acético, acido

acido benzoico, acido fuméarico, acido succinico, ac
acido lactico, acido acido

tartarico, piravico,

metanosulfonico, acido bencenosulfonico y &acido
toluenosulfonico.

Se sobreentendera que los compuestos de Formula (1)
sus sales farmacéuticamente aceptables, pueden exis
formas solvatadas y no solvatadas. Por ejemplo, una
solvatada puede ser una
sobreentender que la invencion engloba todas estas
solvatadas y no solvatadas.

Los compuestos de Formula (1) se pueden administrar
formade un profarmaco, que es un compuesto que se
en el cuerpo humano o animal para liberar el compue

invencion. Tales profarmacos, farmacéuticamente ace

forma hidratada. Se debe
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de compuestos de Formula (I) también forman un aspe ctodela
invencion. Se conocen varias formas de profarmacos en la
técnica. Remitase a, por ejemplo,

a) Design of Pro-drugs, editado por H. Bundgaard,
(Elsevier, 1985);

b) A Textbook of Drug Design and Development, edita do
por Krogsgaard-Larsen y

H. Bundgaard, Capitulo 5 “Design and Application of
Pro-drugs”, de H. Bundgaard, pags. 113-191 (1991);

c) H. Bundgaard, Advanced Drug Delivery Reviews, 8,

1-38 (1992);

d) H. Bundgaard, et al ., Journal of Pharmaceutical
Sciences, 77, 285 (1988); y

e) N. Kakeya, et al., Chem. Pharm. Bull,, 32, 692
(1984).

Otro aspecto de la invencién proporciona un proceso
para preparar un compuesto de Férmula (1), ounade sus sales
farmacéuticamente aceptables. Se ilustra un proceso adecuado
mediante el siguiente proceso representativo en el que, a
menos que se indique de otra forma, R 1, R 2 y n tienen los
significados definidos anteriormente en la presente . Los
materiales de partida necesarios se pueden obtener mediante
procedimientos estandar de quimica organica. La pre paracion
de tales materiales de partida se describe junto co n las
siguientes variantes representativas del proceso y en los
Ejemplos adjuntos. De forma alternativa, los materi ales de
partida necesarios se pueden obtener mediante proce dimientos
analogos a los ilustrados y estos se encuentran den tro de

las competencias de un quimico organico.
Los compuestos de Formula () se generan

convenientemente mediante una reaccién de acoplamie nto, por
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ejemplo, una reaccion de un compuesto de Formula (| ) con un
compuesto de Formula (llla) o Férmula (111b) en pre senciade
una trialquilfosfina, tal como trialquil tributilfo sfina, y
un reactivo de tipo diazeno, tal como ( E)-diazeno-1,2-
diilbis(piperidin-1-ilmetanona, en un disolvente ad ecuado,
tal como diclorometano, y una temperatura adecuada, tal como
5°C.
HO
O/R2
No _N_ /<
o’ NN
/N
NS \N
(I
O
P N N
O “(CH,),0H ™ (CHy),OH

(1na) (11b)

Los compuestos de Férmula (Il) se pueden generar, p or
ejemplo, mediante la reaccion de un compuesto de Fé rmula
(IV) con 4-(piperidin-4-il)fenol en presencia de un a base,
tal como N, N-diisopropiletilamina, en un disolvente
adecuado, tal como etanol, y a una temperatura adec uada, tal

como 55 °C.

O/R2
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(IV)

Los compuestos de Férmula (IV) se pueden generar, p or
ejemplo, mediante la reaccion de 3-cloro-6-
hidrazinilpiridazina con un tetrametoxialcano, tal como
tetrametoximetano, a una temperatura adecuada tal c omo 90
°C.

Los compuestos de Formula (llla) se pueden generar
haciendo reaccionar clorhidrato de 1,3-dimetilpiper azin-2-
ona con 2-bromoetanol con una base, tal como carbon ato de
potasio, en un disolvente, tal como 2-metiltetrahid rofurano,

a una temperatura adecuada, tal como 100 °C.

Los compuestos de Formula (lllb) se pueden generar
haciendo reaccionar 1-(3,5-dimetilpiperazin-1-il)et anona
(compuesto V) con 2-bromopropan-I-ol con una base, tal como
carbonato de potasio, en un disolvente, tal como 2-

metiltetrahidrofurano, a una temperatura adecuada, tal como
80 °C.
H
N
A
o)
V)

Se puede generar 1-(3,5-dimetilpiperazin-1-il)etano na
haciendo reaccionar N-acetil- N-(2-
(trifluorometil)fenil)acetamida con 2,6-dimetilpipe razina
enundisolvente, tal como etanol, a unatemperatur aadecuada,

tal como la temperatura ambiente.
Se puede generar N-acetil- N-(2-
(trifluorometil)fenil)acetamida haciendo reaccionar cloruro

de acetilo con 2-(trifluorometil)anilina y piridina en un
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disolvente adecuado tal como tolueno a una temperat ura
adecuada, tal como 50 °C.

Se puede generar 4-(piperidin-4-il)fenol, por ejemp lo,
de acuerdo con el siguiente esquema de reaccion (Es guemal).

F
(@) F
o Lo
N o Lo
(0] (0]
l(b)
HO HO
(©
%
N . D
b

Esquema 1
En el Esquema (1), se pueden utilizar las siguiente S

condiciones de reaccion:-

etapa (a): una base, tal como bis(trimetilsilil)amiduro
de litio y un agente sulfonilante, tal como 1,1,1-t rifluoro-
N-fenil-  N-(trifluorometilsulfonil)metanosulfonamida, en
presencia de un disolvente, tal como THF, a una tem peratura

adecuada, tal como entre -78 y 0 °C;
etapa (b) :acido 4-hidroxifenilborénico en presencia de

un catalizador de paladio I, tal como 1,1-
bis(difenilfosfino)ferrocenodicloropaladio(ll), una base,
tal como carbonato de sodio y un disolvente, tal co mo
dioxano-agua, a una temperatura adecuada, tal como 80°C;y
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etapa (c) hidrégeno en presencia de un catalizador de
hidrogenacion, tal como paladio sobre carbon al 5%, en un

disolvente, tal como metanol.

Los compuestos de Formula () también se pueden gen erar,
por ejemplo, mediante la reaccion de un compuesto d e Formula
(VIa) o un compuesto de Formula (VIb) con un compue sto de
Formula (IV), tal como se ha descrito anteriormente , en

presencia de una base, tal como trietlamina, en un
disolvente adecuado, tal como dimetilformamida, y a una
temperatura adecuada, tal como 56 °C.

\N/\

/ N
o) “(CHy),0
NH

(Vla)
H\N _(CH;),0
N
9] NH

(VIb)

Los compuestos de Formula (Vla) se pueden generar
haciendo reaccionar compuestos de Férmula (Vila) co n un
acido, tal como cloruro de hidrégeno, en presencia de un
disolvente adecuado, tal como dioxano, y a una temp eratura

adecuada tal como 20 °C.
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0% ™ (CH,),0
T
g
O
(Vlla)
Los compuestos de Férmula (Vlla) se pueden generar

haciendo reaccionar compuestos de Férmula (VIlla) ¢ on 1,3-
dimetilpiperazino-2-one en presencia de una base, t al como
N, N-diisopropiletilamina, en presencia de un catalizad or,
tal como yoduro de potasio, y un disolvente, tal co mo
dimetilacetamida, y a una temperatura adecuada, tal como 120
°C.

Cl 9]
™~ (CHp)~

N\g/ O\ﬁ

(Villa)
Los compuestos de Férmula (Vlla) se pueden generar
haciendo reaccionar 4-(4-hidroxifenil)piperidino-1-
carboxilato de t ert -butilo con 1-bromo-3-cloroalcano y una
base, tal como carbonato de potasio, y un disolvent e, tal
como diclorometano, a una temperatura adecuada, tal como 80
°C.

Se puede generar 4-(4-hidroxifenil)piperidino-1-
carboxilato de t er t -butilo haciendo reaccionar 4-(piperidin-
4-il)fenol (generado tal como se ha descrito anteri ormente
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en la presente) con dicarbonato de di- t ert -butilo
disolvente adecuado, tal como diclorometano, y a un
temperatura adecuada, tal como 0 °C.

Los compuestos de Formula (VIb) se pueden generar
haciendo reaccionar compuestos de Formula (VIIb) en
presencia de un disolvente adecuado, tal como metan
catalizador adecuado, tal como paladio sobre carbon

en una atmésfera de hidrogeno.

\ (Crho—

en un

ol, yun
al 10%,

S
D NTOJ@

0
(ViIb)

Los compuestos de Formula (VIIb) se pueden generar
haciendo reaccionar compuestos de Formula (VIIIb) ¢
(3,5-dimetilpiperazin-1-il)etanona, generada tal co
descrito anteriormente, en presencia de una base ad
tal como N, N-diisopropiletilamina, en presencia de un
catalizador, tal como yoduro de potasio, y un disol
tal como dimetilacetamida, y a una temperatura adec
como 120 °C.

CI(CH,),——O

N\(OMO
0
(VIlIb)

Los compuestos de Férmula (VIIIb) se pueden generar

on 1-
mo se ha

ecuada,

vente,

uada, tal
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haciendo reaccionar 4-(4-hidroxifenil)piperidino-1-

carboxilato de bencilo con 1-bromo-3-cloroalcanoy unabase,
tal como carbonato de potasio, y un disolvente, tal como
diclorometano, a una temperatura adecuada, tal como 80 °C.

Se puede generar 4-(4-hidroxifenil)piperidino-1-

carboxilato de bencilo haciendo reaccionar 4-(piper idin-4-
il)fenol (generado tal como se ha descrito anterior mente en
la presente) con cloroformiato de bencilo y DIPEA e n un
disolvente adecuado, tal como diclorometano, y a un a

temperatura adecuada.

Tal como se ha mencionado anteriormente, un aspecto de
la invencién es un cocristal del Compuesto A con ac ido 6-
hidroxi-2-naftoico.

El cocristal se puede preparar mezclando el Compues to
A en un disolvente adecuado con &cido 6-hidroxi-2-n aftoico
en un disolvente adecuado. Por lo tanto, de acuerdo con un
aspecto adicional de la invencion, se proporciona u n meétodo
para preparar un cocristal del Compuesto A con acid o 6-
hidroxi-2-naftoico, comprendiendo el método la etap a de
mezclar una solucion del Compuesto A, que estd en u n
disolvente adecuado, con acido 6-hidroxi-2-naftoico , que
esta en un disolvente adecuado. Los disolventes adecuados
incluirian disolventes que solubilicen ambos compon entes y
gue no formen solvatos ni con el Compuesto A ni con el acido
6-hidroxi-2-naftoico. De acuerdo con un aspecto adi cional de
la invencion, se proporciona un cocristal del Compu esto A:
acido 6-hidroxi-2-naftoico que se puede obtener med iante las
etapas de

i) mezclar una solucion del Compuesto Aenundisol vente
adecuado con acido 6-hidroxi-2-naftoico en un disol vente

adecuado; y
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i) secar la mezcla resultante de la etapa (i) para
obtener un sélido.

En un aspecto de la invencion, el disolvente adecua
es metanol.

Se observo que el cocristal (1:1) del Compuesto A:a
6-hidroxi-2-naftoico tiene varias propiedades venta
comparacion con la forma de base libre del Compuest
particular, se observdO que es significativamente me
higroscopico que la base libre del Compuesto A. Tam
observéd que el cocristal es mas estable que la base
del Compuesto A cuando se expone a diversas condici
temperatura y humedad.

Ensayos biol6gicos

Los siguientes ensayos se utilizaron para evaluar |
efectos de los compuestos de la presente invencion.

Ensayo BROMOscan™ (de Discoverx)

Discoverex estudio la capacidad de los compuestos p
unirse a una proteina con bromodominio utilizando s
competitivo dirigido al sitio de unidon delligando
Los compuestos suministrados se utilizaron de maner

El ensayo BROMOscan se basa en el principio de que

compuestos de prueba que se unen a la proteina con

bromodominio previenen su unién a un ligando inmovi
de esta manera, reducen la cantidad de proteina cap
sobre un soporte solido. Por el contario, las moléc
pruebaque no se unen al bromodominio no tienen nin

en la cantidad de proteina capturada sobre el sopor

Se identifican los “positivos” midiendo la cantidad
bromodominio capturado en la prueba frente a las mu
control utilizando un método de gPCR cuantitativo,
ultrasensible que detecta la etiqueta de ADN asocia
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manera similar, se calculan las constantes de disoc
(Kd) para las interacciones entre el compuesto de p
bromodominio midiendo la cantidad de
bromodominio capturada sobre el soporte sdlido en f
la concentracion del compuesto de prueba.

Ensayo Alpha-screen

Se estudi6 la capacidad de los compuestos para unir
a una proteina con bromodominio en un ensayo AlphaS
El ensayo se basa en la interaccion entre la protei
bromodominio marcada con histidina, que se puede un
microesferas donantes con un quelato de niquel, y u
de acetillisina biotinilado correspondiente a una s
de aminoéacidos de histona, que se puede unir a micr
aceptoras conjugadas con estreptavidina. La interac
proteina-péptido se puede detectar mediante la emis
luz a 520-620 nm. En presencia de los compuestos qu
a BRD4, se observa una sefial menor ya que la intera
proteina-péptido se reduce.

1. El ensayo se realizo de la siguiente manera: -se
utilizaron placas con el compuesto de Greiner BioOn
cat. 784075). Los compuestos se prepararon utilizan
dispensador acustico Echo de Labcyte con los compue
un volumen final de 40 nL por pocillo normalizados
a un 0.5% (v/v) de DMSO en condiciones del ensayo f
compuestos se estudiaron en un formato de respuesta
concentracion de 12 puntos realizado una sola vez.

2. Seafadieron 4 pL de proteina BRD4 (6His-TEV-BRD
residuos de aminoacidos 42-169, que corresponden al
BD1) (concentracioén final del ensayo = 50 nM) por p
utilizando la estacion de trabajo con microfluidos
Flying Reagent Dispensor de Beckman Coulter.

proteina con
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3. Se incubé durante 30 minutos a temperatura
ambiente.

4. Se afadieron 4 pyL del péptido acetillisina
(H4K5,8,12,16(Ac) s-biotina:(NH2-) YSGRG(K-Ac)GG(K-Ac)GLG(K-

Ac)GGA(K-Ac)RHR(K-Biotina)(-COOH)) (concentracion f inal del
ensayo =50 nM) por pocillo utilizando la estacién de trabajo
con microfluidos BioRAPTR® Flying Reagent Dispensor de

Beckman Coulter.
5. Se incubé durante 30 minutos a temperatura
ambiente.

6. Se afadieron 4 pL de una soluciéon premezclada de

microesferas con estreptavidina y niquel (microesfe ras
suministradas por Perkin Elmer) por pocillo utiliza ndo el
BioRaptr como anteriormente (concentracion final de | ensayo
=4 pg/mL). Se mantuvieron las placas en la oscurid ad después
de la adicion.

7. Se incubaron durante 60 minutos a temperatura
ambiente manteniendo la placa de ensayo en la oscur idad.
8. A continuacion, se leyeron las placas utilizando
el lector de placas Envision de Perkin Elmer, excit acion por
laser a 680 nm y emision detectada a 520-620 nm.
9. Se analizaron los datos utilizando el software
Genedata y se calcularon los valores de Cl 50.

Ensayo antiproliferativo

Se evalud el efecto antiproliferativo de los compue stos
mediante el ensayo AlamarBlue en células MM1.S que se
obtuvieron originalmente a partir de un paciente co n mieloma
multiple. Este ensayo se basa en la Resazurina, un tinte
indicador no fluorescente que se convierte en resof urina
fluorescente rojo brillante mediante las reacciones de

reduccion de las células metabdlicamente activas. L a
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cantidad de fluorescencia producida es proporcional
namero de células vivas. Las células MM.1S se culti
medio RPMI-1640 (Gibco®) mas un 10% de suero bovino
(FBS) y L-glutamina 1 mM. 12-24 horas antes de afiad
dosis del compuesto, se sembraron 90 uL de una susp
celular (18 750 células) en placas de microvaloraci

pocillos (negras, fondo plano). El dia en el que se

el compuesto, los compuestos se diluyeron 1:3 en se
DMSO al 100% utilizando 2-10 columnas de una placa
microvaloracion de 96 pocillos. La columna 11 de la

serie del compuesto contuvo Unicamente DMSO. A cont
todoslos pocillos se diluyeron adicionalmente 1:30

Se afadieron 10 pL de compuesto o DMSO solo en medi
triplicado en las columnas 2-11 de las placas con|

Ademas, en 1 placa se afiadieron 10 yuL de medio y se
utilizando AlamarBlue. Las placas que se revelaron

la adicion del compuesto se denominaron Dia 0. Las

las que se les habian afiadido dosis se cultivaron 3

condiciones normales (RPMI-1640 mas un 10% de FBS y

glutamina 1 mM). Después de 3 dias de cultivo, las
las que se les habian afiadido dosis se revelaron ut
MTS o AlamarBlue. Para cada concentracion del comp
calculo el % de crecimiento neto mediante

(Pocillo al que se le afiadié una dosis el Dia 3-Pro
del Dia 0)/(Promedio del control con DMSO del Dia 3
del Dia 0).

Se calculo la IG
de inhibicién del crecimiento, de cada compuesto ut
el % del crecimiento neto tal como lo define el Ins

Nacional del Cancer (NCI, por sus siglas en inglés)
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Ensayo para monitorizar la modulacion de la protein a
Se cultivaron células MM1.S de mieloma multiple en medio
RPMI-1640 que contenia un 10% de FBS y un 1% de L-g lutamina
en condiciones estandarizadas en unaincubadora hum idificada
(37°Cyun5%de CO ). Se evalub el impacto de la modulacion
de la proteina cMyc inducida por los inhibidores de
bromodominiostifiendoy cuantificando el nivel del aproteina
cMyc después del tratamiento del compuesto utilizan do un
ensayo con un citometro de flujo, que se llevé a ca bo en un
formato con placa de 96 pocillos con 200 000 célula S por
pocillo. Las células se trataron con los compuesto sdiluidos
en serie 16 horas antes de fijarlos con paraformald ehido al
2% (concentracion final) durante 10 minutos a 37 °C . Después
de haberlas permeabilizado con metanol al 90% enfri ado con
hielo a 4 °C durante 30 min, las células se lavaron , Se
bloquearon contampodn (FBS al 0.5% entampon salino tamponado
con fosfato (PBS)) durante 10 minutos a temperatura ambiente
y se tifieron con un anticuerpo contra cMyc durante 1 hora
(Cell Signaling Technology® 5605, dilucion 1:200). Las
células se lavaron y tifieron incubandolas con antic uerpo
anti-lgG de conejo conjugado con Alexa-488 (Cell Si gnaling
Technology® n.° 4412, dilucion 1:1000) a TA durante 30
minutos. Después de la tincion, las células se lava ron de
nuevo y se fijaron con paraformaldehido al 2% en PB Sy
estuvieron listas para el analisis mediante el cito metro de
fluo BD FACSCalibur™, La media geométrica de Ila
fluorescencia se calculé mediante FlowJo (TreeStar Inc), la
sefial de inhibicion méaxima se determind mediante un
tratamiento con el compuesto de control con unados iselevada
a lo largo de cada placa, y se determiné una sefial de
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inhibicion minima mediante tratamiento con DMSO. Se calculo
laCl 5o ajustando los puntos de los datos dosis-respuesta que
se normalizan contra las sefiales max y min como por centaje
de la inhibicién utilizando un modelo de regresion no lineal

logistica de 4 parametros estandar.

Aunque las propiedades farmacoldgicas de los compue stos
de Férmula (1) varian con los cambios estructurales , COMo
era de esperar, en general se puede demostrar la ac tividad
gue poseen los compuestos de Férmula (1) paralas s iguientes

concentraciones 0 dosis en una o mas de las pruebas
anteriores.

Se generaron los siguientes datos para los Ejemplos
(los datos a continuacién pueden ser el resultado d e ununico
experimento o un promedio de multiples experimentos
repetidos):

Tabla X

Ejem | Clso Ko mediante DiscoverX/ uM

plo para BRD4 | BRD4 | BRD2 | BRD2 | BRD3 | BRD3 | BRDT | BRDT
BRD4 | (1) (2) (1) (2) (1) (2) (1) (2)
1)
medi
ante
Alph
a
scre
en/
KM

1 0.12 0.04 |0.13 |0.10 |0.28 |[0.06 |0.43 |0.09 |0.45
(n=2 7 (n=4 |(n=2 |(n=2 |4 (n=2 |5 (n=2
) (n=2 |) ) ) (n=2 |) (n=2 )

) ) )
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2 0.03 002 |0.29 |0.08 [0.35 [0.05 |092 |0.03 |11
5 6 (n=6 |3 (n=2 |7 (n=2 |5 (n=2
(n=2 (n=6 |) (n=2 |) (n=2 1) (n=2 |)
) ) ) ) )

3 0.30 0.11 |0.34 |0.16 |0.53 [0.11 |0.67 |0.09 |0.99
(n=2 =2 =4 | n=2 |(nh=2 | (=2 | (=2 |3 (n=2
) ) ) ) ) ) ) (n=2 |)

)

4 0.14 |0.05 |0.25
(n=4 7 (n=2
) (n=2 |)

)

NuUmero de repeticiones en paréntesis

Tabla Y

Ejemplo IG  so Clso “MoA”  con
antiproliferativa MM1.S/ uM
con MM1.S/ uM

1 0.0049 (n=9) 0.011 (n=12)

2 <0.0020 (n=3) <0.0020 (n=4)

3 0.0075 (n=2) 0.025 (n=1)

4 0.0051 (n=3) 0.012 (n=2)

NuUmero de repeticiones en paréntesis

Modelos de xenoinjerto

También se investigd el Compuesto A en un modelo de
xenoinjerto tal como se describe a continuacion.

Se obtuvieron ratones hembra CB17 SCID con una edad
entre 6y 8 semanas de Charles River Laboratories ( Wilmington,
MA) y se mantuvieron en condiciones exentas de pato genos
especificos en una instalacion acreditada por la AA ALAC
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(siglas en inglés de la Asociacion para la Evaluaci
Acreditacion del Cuidado de Animales de Laboratorio
proporcion6é alimentos irradiados y agua autoclavada

[imites.

Las células MV-4-11 (Consorcio Americano para el

Cultivo Tisular) se resuspendieron en 0.1 mL de med
suero y Matrigel (Becton Dickinson) con una relacié
inyectaron las células (10
costado derecho de los ratones. Se permitio que los
crecieran hasta que alcanzaron un volumen promedio
mr para determinar la eficacia y a continuacion, se
distribuyeron de manera aleatoria los ratones en gr
8. El compuesto A se solubilizé en HPMC al 0.5%/Twe
0.1% para la administracion de las dosis. Para dete
eficacia, se administré por via oral el Compuesto A
vehiculo unavez al dia (qd) durante 21 dias con un
de 10 mg/kg (mpk). Se midieron el peso corporal y e
tumoral dos veces ala semana durante 21 dias. Los
se muestran en la Figura E y demuestran el efecto d
Compuesto A sobre el volumen tumoral.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencion

proporciona una composiciéon farmacéutica que compre

compuesto de Formula (1)), o wuna de sus
farmacéuticamente aceptables, segun se ha definido
presente, asociado con un diluyente o0

farmacéuticamente aceptable. De acuerdo con un aspe

adicional de la invencién, se proporciona una compo

farmacéutica que comprende un cocristal del Compues

A:4cido 6-hidroxi-2-naftoico, segun se ha definido

presente, asociado con un diluyente o0

farmacéuticamente aceptable.

sales

portador

portador
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Las composiciones de la invencién pueden estar en u na
forma adecuada para uso oral (por ejemplo, en forma de
comprimidos, grageas, capsulas duras o blandas, sus pensiones

acuosas u oleosas, emulsiones, polvos o0 granulos

dispersables, jarabes o elixires), para uso tépico (por
ejemplo, en forma de cremas, pomadas, geles, o solu ciones o
suspensiones acuosas u oleosas), para administracio n por
inhalacion (por ejemplo, en forma de un polvo finam ente
dividido o un aerosol liquido), para administracion por
insuflacion (por ejemplo, en forma de un polvo fina mente
dividido) o para administracion parenteral (por eje mplo, en
forma de una solucion acuosa u oleosa estéril para la
administracion de dosis intravenosa, subcutéanea,

intramuscular o intramuscular o en forma de un supo sitorio
para la administracion de dosis rectal). En un aspe ctodela
invencion, la composicion farmacéutica de la invenc ion es

una composicion adecuada para el uso oral.

Las composiciones de la invencién se pueden obtener

mediante procedimientos habituales, utilizando exci pientes
farmacéuticos habituales de uso comun en la técnica . Porlo
tanto, las composiciones destinadas al uso oral pue den

contener, por ejemplo, uno 0 mas agentes colorantes ,
edulcorantes, saborizantes y/o conservantes.

Para obtener mas informacion sobre la formulacion, se
remite al lector al Capitulo 25.2 del Volumen 5 de
Comprehensive Medicinal Chemistry (Corwin Hansch; D irector
del Comité editorial), Pergamon Press 1990.

Elcompuesto de Formula (1) o el cocristal del Comp uesto
A:acido 6-hidroxi-2-naftoico se administrara normal mente a
un animal de sangre caliente con una dosis unitaria

comprendida en el intervalo entre 5 y 5000 mg/m 2 de area
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corporal del animal, es decir, aproximadamente entr
100 mg/kg,
terapéuticamente eficaz. Una forma de dosis unitari
como un comprimido o una capsula, contendra habitua
entre 0.5 mg y 250 mg y, por lo tanto, entre 1y 25
principio activo. La dosis diaria necesariamente va
dependiendo del animal o paciente hospedador tratad
concreta de administracion y la gravedad de la enfe
que esta siendo tratada. Por consiguiente, el facul
médico que esté tratando cualquier animal o pacient
puede determinar la dosificaciéon optima. Los compue
cocristales de la presente invencion son potencialm
valiosos como agentes antiproliferativos y/o agente
aniquiladores de células con el objeto de confinar

distintos canceres hematologicos (también denominad
canceres liquidos) y una enfermedad de tipo tumor s
Especialmente, los compuestos o cocristales de la i

se espera que sean utiles en la prevencion o tratam

aguellos tumores que estan asociados con la amplifi

una o mas de las proteinas que contienen bromodomin

familia BET, convenientemente la amplificacion de B

gue dependen de oncogenes clave que pueden ser regu

una o mas de las proteinas que contienen bromodomin

familia BET, convenientemente BRD4, por ejemplo, ca
ovario, leucemia mieloide aguda y de linaje mixto (
mielomamultiple (MM), linfomadifuso de linfocitos

(DLBCL, por sus siglas en inglés), cancer de prosta
resistente a la castracion (CRPC, por sus siglas en

cancer de pulmoén no microcitico (NSCLC, por sus sig
inglés), cancer de pulmdn microcitico (SCLC, por su

en inglés), cAncer de mama, glioblastoma y neurobla

y esto normalmente proporciona una dosis
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Se pretende que el término “tratamiento” tenga su

significado normal de tratamiento de una enfermedad con el
fin de aliviar completa o parcialmente alguno o tod 0S Sus
sintomas, o de corregir o compensar la patologia su byacente.
El término "terapia” también incluye la “profilaxis ”amenos
qgue se indique especificamente lo contrario. Los té rminos
"terapéutico”" y "terapéuticamente" se deben interpr etar en

consecuencia.

Se pretende que el término “profilaxis” tenga su

significado normal e incluye la profilaxis primaria para
prevenir el desarrollo de la enfermedad y la profil axis
secundaria donde la enfermedad ya se ha desarrollad oy el
paciente esta temporal o permanentemente protegido contrala
exacerbacion oempeoramientode laenfermedadoel desarrollo

de nuevos sintomas asociados con la enfermedad.

El término "tratamiento” se utiliza indistintamente con
"terapia”. De manera similar, el término "tratar” s e puede
considerar como "aplicar una terapia” donde la "ter apia" es

tal como se define en la presente.

Laexpresion"cantidad eficaz" serefierealacan tidad
de un compuesto de Férmula (I) o cocristal tal como se
describe encualquieradelasreivindicacionesdel apresente
que es eficaz para proporcionar potencialmente una terapia
a un sujeto. En el caso del cancer, la cantidad efi caz puede
provocar cualquiera de los cambios observables o me dibles en
un sujeto tal como se ha descrito en la definicion de la
"terapia”, "tratamiento” y "profilaxis". Por ejempl o, la
cantidad eficaz puede reducir potencialmente el nim ero de
células cancerosas o tumorales; reducir potencialme nte el
tamafo tumoral global; inhibir o detener potencialm ente la

infiltracion de las células tumorales en los 6rgano )
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periféricos incluidos, por ejemplo, los tejidos bla ndosy el

hueso; inhibir y detener potencialmente la metastas is
tumoral; inhibir y detener potencialmente el crecim iento
tumoral; aliviar potencialmente en cierta medida un 0 0 mas

de los sintomas asociados con el cancer; reducir

potencialmente la morbimortalidad; mejorar potencia Imente la

calidad de vida o una combinacion de tales efectos. Una
cantidad eficaz puede ser una cantidad suficiente p ara
reducir los sintomas de una enfermedad sensible a | a
inhibicién de una o més proteinas que contienen bro modominios.
Para la terapia contra el cancer, la eficacia in vivo se
puede medir, por ejemplo, evaluando la duracion de la
supervivencia, el tiempo hasta el avance de la enfe rmedad
(TTP, por sus siglas en inglés), las tasas de respu esta (RR,

por sus siglas en inglés), la duracion de la respue sta y/o

la calidad de vida.
De acuerdo con la presente invencion, se proporcion aun

compuesto de Formula (I)) o wuna de sus sales

farmacéuticamente aceptables, o un cocristal del co mpuesto
de Formula (1):coformador, convenientemente un cocr istal del
Compuesto A:acido 6-hidroxi-2-naftoico, tal como se ha
definido anteriormente en la presente, para su uso en la
terapia.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencion , Se
proporciona un compuesto de Formula (1), o una de s us sales
farmacéuticamente aceptables, o un cocristal del Co mpuesto
A:acido 6-hidroxi-2-naftoico, tal como se ha defini do
anteriormente en la presente, para la produccion de un

medicamento.
De acuerdo con la presente invencion, se proporcio na

un compuesto de Foérmula (I)) o una de sus sales



10

15

20

25

30

WO 2016/016618 -41 - PCT/GB2015/052143

farmacéuticamente aceptables, o un cocristal del Co
A:acido 6-hidroxi-2-naftoico, tal como se ha defini
anteriormente enla presente, parasuusocomounm

en un animal de sangre caliente tal como el hombre.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién
proporciona un compuesto de Férmula (1), o una de s
farmacéuticamente aceptables, o un cocristal del Co
A:acido 6-hidroxi-2-naftoico, tal como se ha defini
anteriormente en la presente, para su uso en la gen
de un efecto antiproliferativo o aniquilador de cél
un animal de sangre caliente tal como el hombre.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién
proporciona el uso de un compuesto de Férmula (1),
sus sales farmacéuticamente aceptables, o un cocris
Compuesto A:acido 6-hidroxi-2-naftoico, tal como se
definido anteriormente en la presente, en la produc
un medicamento para su uso en la generacion de un e
antiproliferativo o aniquilador de células en un an
sangre caliente tal como el hombre.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencion
proporciona el uso de un compuesto de Férmula (1),
sus sales farmaceéuticamente aceptables, o un cocris
Compuesto A:acido 6-hidroxi-2-naftoico, tal como se
definido anteriormente en la presente, para la gene
un efecto antiproliferativo o aniquilador de célula
animal de sangre caliente tal como el hombre.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencion
proporciona un meétodo para producir un efecto
antiproliferativo o aniquilador de células en un an
sangre caliente, tal como el hombre, que necesite t

tratamiento que comprende administrar a dicho anima
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cantidad eficaz de un compuesto de Formula (1), o u
sales farmacéuticamente aceptables, o un cocristal
Compuesto A:4cido 6-hidroxi-2-naftoico, segun se ha
anteriormente en la presente.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién
proporciona un compuesto de Férmula (1), o una de s
farmacéuticamente aceptables, o un cocristal del Co
A:acido 6-hidroxi-2-naftoico, tal como se ha defini
anteriormente en la presente, para su uso en la pre
o tratamiento del cancer en un animal de sangre cal
como el hombre.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién
proporciona el uso de un compuesto de Férmula (1),
sus sales farmacéuticamente aceptables, o un cocris
Compuesto A:acido 6-hidroxi-2-naftoico, tal como se
definido anteriormente en la presente, en la produc
un medicamento para su uso en la prevencion o trata
del cancer en un animal de sangre caliente tal como

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencion
proporciona un meétodo para la prevencion o tratamie
cancer en un animal de sangre caliente, tal como el
gue necesite tal tratamiento que comprende administ
dicho animal una cantidad eficaz de un compuesto de
(), o una de sus sales farmacéuticamente aceptable
cocristal del Compuesto A:acido 6-hidroxi-2-naftoic
como se ha definido anteriormente en la presente.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencion
proporciona un compuesto de Formula (1), o una de s
farmacéuticamente aceptables, o un cocristal del Co
A:acido 6-hidroxi-2-naftoico, tal como se ha defini

anteriormente en la presente, para su uso en la pre
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o tratamiento de los canceres hematolégicos (tambié
denominados canceres liquidos) y canceres soélidos e
animal de sangre caliente tal como el hombre.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién
proporciona el uso de un compuesto de Férmula (1),
sus sales farmacéuticamente aceptables, o un cocris
Compuesto A:acido 6-hidroxi-2-naftoico, tal como se
definido anteriormente en la presente, en la produc
un medicamento para su uso en la prevencion o trata
canceres hematolégicos y sélidos en un animal de sa
caliente tal como el hombre.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién
proporciona un método para la prevencion o tratamie
canceres hematoldgicos y sélidos en un animal de sa
caliente, tal como el hombre, que necesite tal trat
gue comprende administrar a dicho animal una cantid
de un compuesto de Formula (), o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables, o un cocristal del Co
A:acido 6-hidroxi-2-naftoico, tal como se ha defini
anteriormente en la presente.

Un aspecto de la invencidén proporciona compuestos
Formula (1) que inhiben potencialmente una o mas pr
que contienen bromodominios, es decir, las proteina
contienen bromodominios de lafamilia BET, y tales
BRD3, BRD4 y BRDt y, adecuadamente, BRD4. Convenien
tales compuestos pueden ser Utiles para el tratamie
trastorno proliferativo tal como el cancer en un pa
donde el trastorno proliferativo es un trastorno me
proteinas que contienen bromodominios. Con la expre
"trastorno mediado por contienen

proteinas  que

bromodominios" se hace referencia a cualquier enfer
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otra afeccion dafiina en la cual se sabe que unaom

proteinas que contienen bromodominios desempefian un

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencio

se proporciona un compuesto de Férmula (I), o una d
sales farmacéuticamente aceptables, o un cocristal
Compuesto A:acido 6-hidroxi-2-naftoico, tal como se
definido anteriormente en la presente, para su uso
prevencion o tratamiento de un cancer dependiente d
un animal de sangre caliente tal como el hombre.
Conlaexpresion “cancerdependiente de BET”losau
hacen referencia a cualquier cancer en el cual una
proteinas que contienen bromodominios de la familia
tales como BRD2, BRD3, BRD4 y BRDt, desempefian una
De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién
proporciona un compuesto de Férmula (1), o una de s
farmacéuticamente aceptables, o un cocristal del Co
A:acido 6-hidroxi-2-naftoico, tal como se ha defini
anteriormente, para su uso en la prevencion o trata
un cancer dependiente de BRD4 en un animal de sangr
tal como el hombre.
De acuerdo con un aspecto adicional de la invencion
proporciona el uso de un compuesto de Férmula (1),
sus sales farmaceéuticamente aceptables, o un cocris
Compuesto A:acido 6-hidroxi-2-naftoico, tal como se
definido anteriormente en la presente, en la produc
un medicamento para su uso en la prevencion o trata
un cancer dependiente de BET en un animal de sangre
tal como el hombre.
De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién
proporciona el uso de un compuesto de Férmula (1),

sus sales farmacéuticamente aceptables, o un cocris

PCT/GB2015/052143

as de las
afuncion.
n,
e sus
del
ha
en la
e BET en

tores
0 Mas
BET,
funcién.
, Se
us sales
mpuesto
do
miento de

e caliente

, Se
o una de
tal del

ha
cion de
miento de

caliente

, se
O una de
tal del



10

15

20

25

30

WO 2016/016618 -45 -

Compuesto A:acido 6-hidroxi-2-naftoico, tal como se
definido anteriormente en la presente, en la produc

un medicamento para su uso en la prevencion o trata

un cancer dependiente de BRD4 en un animal de sangr

tal como el hombre.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién
proporciona un método para la prevencion o tratamie
cancer dependiente de BET en un animal de sangre ca
tal como el hombre, que necesite tal tratamiento qu
comprende administrar a dicho animal una cantidad e
un compuesto de Foérmula (I)) o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables, o un cocristal del Co
A:acido 6-hidroxi-2-naftoico, tal como se ha defini
anteriormente en la presente.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién
proporciona un método para la prevencion o tratamie
cancer dependiente de BRD4 en un animal de sangre ¢
tal como el hombre, que necesite tal tratamiento qu
comprende administrar a dicho animal una cantidad e
un compuesto de Foérmula (I); o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables, o un cocristal del Co
A:acido 6-hidroxi-2-naftoico, tal como se ha defini
anteriormente en la presente.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencion
proporciona un compuesto de Formula (1), o una de s
farmacéuticamente aceptables, o un cocristal del Co
A:acido 6-hidroxi-2-naftoico, tal como se ha defini
anteriormente en la presente, para su uso en el sum
de un efecto inhibidor de una o mas proteinas que ¢

bromodominios de la familia BET.
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De acuerdo con un aspecto adicional de la invencion
proporciona un compuesto de Formula (1), o una de s
farmacéuticamente aceptables, o un cocristal del Co
A:acido 6-hidroxi-2-naftoico, tal como se ha defini
anteriormente en la presente, para su uso en el sum
de un efecto inhibidor de BRD4.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién
proporciona el uso de un compuesto de Férmula (1),
sus sales farmacéuticamente aceptables, o un cocris
Compuesto A:acido 6-hidroxi-2-naftoico, tal como se
definido anteriormente en la presente, en la produc
un medicamento para su uso en el suministro de un e
inhibidor de una 0 més proteinas que contienen brom
de la familia BET.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién
proporciona el uso de un compuesto de Férmula (1),
sus sales farmaceéuticamente aceptables, o un cocris
Compuesto A:acido 6-hidroxi-2-naftoico, tal como se
definido anteriormente en la presente, en la produc
un medicamento para su uso en el suministro de un e
inhibidor de BRDA4.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencion
proporciona un método para proporcionar un efecto i
sobre una o mas de las proteinas que contienen brom
de la familia BET que comprende administrar a dicho
una cantidad eficaz de un compuesto de Férmula (1),
sus sales farmaceéuticamente aceptables, o0 un cocris
Compuesto A:acido 6-hidroxi-2-naftoico, segun se ha
anteriormente en la presente.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién

proporciona un método para proporcionar un efecto i
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sobre BRD4 que comprende administrar a dicho animal
cantidad eficaz de un compuesto de Formula (1), o u

sales farmacéuticamente aceptables, o un cocristal
Compuesto A:4cido 6-hidroxi-2-naftoico, segun se ha
anteriormente en la presente.

El cocristal del Compuesto A:acido 6-hidroxi-2-naft
puede estar en la Forma A, B o C, tal como se defin
presente y, convenientemente, esta en la Forma A.

El tratamiento contra el cancer descrito en la pres
se puede aplicar como una monoterapia o puede conll
ademas de los compuestos de la invencién inmunotera
guimioterapia o radioterapia o cirugia tradicional.
guimioterapia se puede administrar a la vez, simult
secuencialmente o por separado respecto al tratamie
el compuesto de la invencién.

Cuando se emplea unaterapia combinada, la cantidad
compuesto de Férmula (I) o una de sus sales farmacé
aceptables o el cocristal del Compuesto A:acido 6-h
2-naftoico descrito en estamemoriadescriptivay |
del otro agente o agentes farmacéuticamente activos
cuando se combinan, eficaces conjuntamente para tra
trastorno objetivo en el paciente animal. En este ¢
esttn en una

las cantidades combinadas

terapéuticamente eficaz” si, cuando se combinan, so

suficiente para disminuir los sintomas de una enfer
sensible alainhibicién de una o mas proteinas que
bromodominios. Normalmente, tales cantidades pueden
determinadas por un experto en la técnica, por ejem
partiendo del intervalo posolégico descrito en esta
descriptiva para el compuesto de Férmula (I) o una

sales farmacéuticamente aceptables o un cocristal d

“cantidad

PCT/GB2015/052143

una

na de sus
del

definido

oico

eenla

ente
evar,
pia o

Tal
anea,

nto con

del
uticamente
idroxi-
acantidad

son,

tar un

ontexto,

n
medad

contienen

plo,
memoria
de sus
el



10

15

20

25

30

WO 2016/016618 -48 -

Compuesto A:acido 6-hidroxi-2-naftoico tal como se
lapresentey unintervalo ointervalos posolégicos
0 publicados de otra manera del compuesto o compues
farmacéuticamente activos.

Enunaspecto adicional delainvencion, se propor
un producto farmacéutico que comprende el compuesto
Formula (1) y una sustancia antitumoral adicional p

tratamiento conjunto del cancer.

En un aspecto de este tipo de la invencion, se

proporciona un producto farmacéutico que comprende
compuesto de
farmacéuticamente aceptables, tal como se ha defini
anteriormente en la presente, y un agente antitumor
adicional para el tratamiento conjunto del cancer.

En tales aspectos el producto farmacéutico comprend
compuesto de Férmula (I) y un coformador en forma d
cocristal.

En un aspecto adicional de la invencidn, se proporc
un producto farmacéutico que comprende un cocristal
Compuesto A:acido 6-hidroxi-2-naftoico, tal como se
definido anteriormente en la presente, y una sustan
antitumoral adicional para el tratamiento conjunto
cancer.

Tal tratamiento conjunto puede conllevar uno o mas
los siguientes agentes antitumorales:-

(i) farmacos antiproliferativos/antineoplasicos y s
combinaciones, tales como los empleados en la oncol
médica, tales como agentes alquilantes (por ejemplo
cisplatino, oxaliplatino, carboplatino, ciclofosfam
melfalan, clorambucil, busulfa

mostaza nitrogenada,

temozolamida y nitrosoureas); antimetabolitos (por

Formula (I), o wuna de sus sales
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gemcitabina y antifolatos tales como fluoropirimidi
5-fluorouracilo, pemetrexel y tegafur, raltitrexed,
metotrexato, arabinésido de citosina e hidroxiurea)
antibiéticos antitumorales (por ejemplo, antracicli
como adriamicina, bleomicina, doxorubicina, daunomi
epirubicina, idarubicina, mitomicina-C, dactinomici
mitramicina); e inhibidores de topoisomerasas (por
epipodofilotoxinas como etopdsido y tenipdsido, ams
topotecdn y camptotecina e irinotecdn); inhibidores
mecanismo de reparaciéon del ADN tales como CHK cina
inhibidores de proteinas cinasas dependientes del A
inhibidores de poli(ADP-ribosa)-polimerasa (inhibid
PARP, incluido olaparib); e inhibidores de Hsp90 ta
tanespimicina y retaspimicina.

(i) compuestos que inhiben el avance del ciclo cel
tales como agentes antimitéticos (por ejemplo, alca
la vinca como vincristina, vinblastina, vindesina y
vinorelbina; epotilonas tales como ixabepilonay pa
taxoides como taxol, taxotere y docetaxel; inhibido
cinasas semejantes apolo;einhibidores de protein
de tipo cinesina tales como los inhibidores de la p
Eg5); inhibidores de aurora cinasas (por ejemplo, A
PH739358, VX-680, MLN8054, R763, MP235, MP529, VX-5
AX39459); e inhibidores de cinasas dependientes de
tales como inhibidores de CDK2 y/o CDK4; e inhibido
funcibn de las proteinas centroméricas tales como
inhibidores de CENP-E;

(iif) agentes citostaticos que alteran el crecimien
dependiente de hormonas tales como antiestrogenos (
ejemplo, tamoxifeno, fulvestrant, toremifeno, ralox

droloxifeno e iodoxifeno), antiandrogenos (por ejem

nas como

nas tales
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bicalutamida, flutamida, nilutamida y acetato de

ciproterona), antagonistas de LHRH o agonistas de L HRH (por
ejemplo, goserelina, leuprorelina y buserelina),

progestagenos (por ejemplo, acetato de megestrol),

inhibidores de la aromatasa (por ejemplo, como anas trozol,
letrozol, vorazol y exemestano); inhibidores de la 50a-
reductasa tales como finasteride e inhibidores de C YP17A1

tales como abiraterona;

(iv) agentes antiinvasivos, por ejemplo, inhibidore sde
la familia de cinasas c-Src como AZDO0530 (saracatin ib);
dasatinib ((BMS-354825), J. Med. Chem, 2004, 47,6658-6661)

y bosutinib (SKI-606) e inhibidores de metaloprotei nasas
como marimastat, inhibidores de la funcién del rece ptor
activador del plasmindégeno urocinasa o anticuerpos contrala
heparansa; inhibidores de FAK o cinasa de adhesion focal;
inhibidores que son moléculas de bajo peso molecula r del
receptor cinasa MET (por ejemplo, volitinib/AZD6904 );
anticuerpos contra el receptor cinasa MET o el fact or de
crecimiento de hepatocitos, ligando de MET (por eje mplo,
onartuzumab);

(v) inhibidores de la funcion del factor de

crecimiento: por ejemplo, tales inhibidores incluye n
anticuerpos contra el factor de crecimiento, anticu erpos
contra el receptor del factor de crecimiento (por e jemplo,
el anticuerpo anti-erbB2 trastuzumab [Herceptin™], el
anticuerpo anti-EGFR panitumumab, el anticuerpo ant i-erbB1
cetuximab [Erbitux, C225] y cualquiera de los antic uerpos
contra el factor de crecimiento o el receptor del f actor de
crecimiento divulgados por Stern et al. Critical reviews in

oncol ogy/ haemat ol ogy, 2005, Vol. 54, pags. 11-29); tales
inhibidores también incluyen inhibidores de tirosin acinasas,
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por ejemplo, inhibidores de la familia del factor d e
crecimiento epidérmico (por ejemplo, inhibidores de la
familia  EGFR de tirosina cinasas tales como gefitin ib
(ZD1839), erlotinib (OSI-774) y Cl 1033, inhibidore s de la
tirosina cinasa erbB2 tales como lapatinib; inhibid ores de

ervB1l/2 mixtos tales como afatanib; e inhibidores

irreversibles de EGFR y Her2 tales como HKI-272, in hibidores
irreversibles de EGFR tales como AZD9291; inhibidor es dela
familia del factor de crecimiento de hepatocitos y sus

receptores; inhibidores de la familia del factor de

crecimiento insulinico que incluyen inhibidores de cinasas
gue son moléculas de bajo peso molecular y anticuer pos
dirigidos contra los factores de crecimiento de tip o]
insulinico y receptores del factor de crecimiento d e tipo
insulinico; inhibidores de la familia de factores d e
crecimiento derivados de trombocitos y sus receptor es tales
como imatinib y/o nilotinib (AMN2107); inhibidores d e c-kit,
inhibidores de AnLK, inhibidores de la cinasa Flt3,

inhibidores de la cinasa c-abl e inhibidores de la cinasa
TRK o0 CSF-1R;

(vi) inhibidores de las cinasas de la tranduccion d e
sefales como FGFR (por ejemplo, AZD4547), PIM (por ejemplo,
AZD1208), MEK (por ejemplo, Selumetinib (AZD6244), AKT (por
ejemplo, AZD5363), inhibidores de cinasas TOR (que incluyen
TORC1y TORC2, por ejemplo, AZD2014)e inhibidores d elaPI3-
cinasa, que incluyen isoformas tales como PI3K- o, PIBK- g o
PI3K- & (por ejemplo, AZD8186); inhibidores de
serina/treonina-cinasas tales como cinasas Ras o Ra f (por
ejemplo, sorafenib o vemurafenib); inhibidores de P DK, SGK,
Pl4K o PIP5K, JAK, STAT (que incluye STATS3, del cua | es un

inhibidor AZD9150) e IRAK4; inhibidores de ATR (por ejemplo,
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AZD6738) o inhibidores de ATM; inhibidores de BTK t ales como
ibrutinib, inhibidores de SYK tales como fostamatin ib, e
inhibidores de cinasas dependiente de ciclinas; inh ibidores
de la farnesil-transferasa tales como tipifarnib (R 115777)
lonafarnib (SCH66336) e inhibidores de la cinasa We e-li (por
ejemplo, AZD1775 tal como se describe en el documen to
W02007/126128);

(vii) agentes antiangiogénicos tales como aquellos que
inhiben los efectos del factor de crecimiento endot elial
vascular, por ejemplo, el anticuerpo contra el fact or del
crecimiento celular endotelial antivascular bevaciz umab
[Avastin™]y, por ejemplo, uninhibidor delrecepto rtirosina
cinasa del VEGF tal como vandetanib (ZD6474), soraf enib,
vatalanib (PTK787), sunitinib (SU11248), axitinib ( AG-
013736), pazopanib (GW 786034) y cediranib (AzZD2171 ),
compuestos tales como aquellos divulgados en los do cumentos
WQ97/22596, W0O97/30035, W0O97/32856 y WO98/13354 y c ompuestos
con otros mecanismos de accion (por ejemplo, linomi da,
inhibidores de la funcibn de Ila integrina avB3 vy

angiostatina);

(viii) agentes que provocan dafio vascular como
Combretastatina A4 y los compuestos divulgados en | 0s
documentos W099/02166, WO00/40529, WO00/41669, WO01 192224,
W002/04434 y WO02/08213;

(ix) terapias antisentido, por ejemplo, aquellas
relacionadas con las dianas mencionadas anteriormen te, tales
como ISIS 2503, un antisentido anti-ras;

(x) estrategias de terapia génica que incluyen, por
ejemplo, estrategias para reemplazar genes aberrant es tales
como p53 aberrante 0 BRCA1 o BRCA2 aberrante, GDEPT (siglas

en inglés de terapia mediante profarmacos y enzimas de genes
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dirigidos) tales como aquellas que emplean la citos ina-
desaminasa, timidina-cinasa o una enzima bacteriana de tipo
nitrorreductasa y estrategias para aumentar la tole rancia
del paciente a la quimioterapia o radioterapia tale scomo la
terapia génica para la resistencia a multiples farm acos;

(xi) estrategias de inmunoterapia que incluyen, por

ejemplo, las estrategias ex vivoe in vivo paraaumentar la
inmunogenicidad de las células tumorales del pacien te, tales
como latransfeccion concitocinas tales comolain terleucina

2, interleucina 4 o factor estimulante de colonias de
granulocitos y macréfagos; estrategias para reducir la
anergia de los linfocitos T o la funcion reguladora de los
linfocitos T; estrategias para estimular la respues tade los

linfocitos T a los tumores, tales como anticuerpos

bloqueantes contra CTLA4 (por ejemplo, ipilimumab vy

tremelimumab), B7H1, PD-1 (por ejemplo, BMS-936558 o MEDI-
4736) y anticuerpos agonistas contra CD137; estrate gias que
emplean células inmunitarias transfectadas tales co mo
células dendriticas transfectadas con citocinas; es trategias
que emplean lineas de células tumorales transfectad as con
citocinas, estrategias que utilizan anticuerpos con tra
antigenos asociados a tumores y anticuerpos que hac en
disminuir tipos de células diana (p. €j., anticuerp os anti-
CD20 no conjugados tales como Rituximab, los anticu erpos
anti-CD20 radiomarcados Bexxar y Zevalin, y el anti cuerpo
anti-CD54 Campath); pauta de quimioterapia R-CHOP ( Rituximab
junto con ciclofosfamida, clorhidrato de doxorubici na,
vincristina sulfato y prednisona); estrategias que utilizan
anticuerpos antiidiopaticos; estrategias que estimu lan la

funcibn de los linfocitos citoliticos naturales; y

estrategias que utilizan los conjugados anticuerpo- toxina (p.
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ej., el anticuerpo anti-CD33 Mylotarg); inmunotoxin as tales
como moxetumumab pasudotox; agonistas del receptor de tipo
toll 7 o del receptor de tipo toll 9;

(xii) inhibidores de la degradacion proteica mediad a
por el complejo endopeptidasico multicatalitico que incluyen,
sin  caracter limitante, inhibidores del complejo

endopeptidasico multicatalitico Velcade ™ (Bortezomib) o
carfilzomib, inhibidores de ubiquitina lipasas, inh ibidores
de ubiquitina-proteasas, inhibidores de la nedilaci on de
proteinas e inhibidores de la sumolizacion de prote inas;y
(xiii) otros agentes de tratamiento habituales tale S
como ciclofosfamida, prednisona, lenalidomida o tal idomida.

De acuerdo con este aspecto de la invencion se

proporciona una combinacion adecuada para sSu uso en el
tratamiento del cancer que comprende un compuesto d e Formula
() o una de sus sales farmacéuticamente aceptables y un
agente antitumoral adicional, en particular cualqui era de
los agentes antitumorales enumerados anteriormente en (i)-
(xiii).
De acuerdo con este aspecto de la invencidon se

proporciona una combinacion adecuada para Su uso en el
tratamiento del cancer que comprende un cocristal d el

Compuesto  A:acido  6-hidroxi-2-naftoico 'y un agente

antitumoral adicional, en particular cualquiera de los
agentes antitumorales enumerados anteriormente en ( i)-(xiii).
En un aspecto adicional de la invencion se proporci ona

un compuesto de Férmula (I) o una de sus sales

farmacéuticamente aceptables combinado con un agent e
antitumoral adicional, en particular un agente anti tumoral
seleccionado entre los enumerados anteriormente en OF

(xii).
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En un aspecto adicional de la invencion, se proporc
un cocristal del Compuesto A: Acido 6-hidroxi-2-naf
combinado con un agente antitumoral adicional, en p
un agente antitumoral seleccionado entre los enumer
anteriormente en (i)-(xiii).

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién
proporciona un kit que comprende un compuesto de Fé
0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables, o
cocristal del Compuesto A:acido 6-hidroxi-2-naftoic
combinado con un agente antitumoral. En ciertas
realizaciones, el kit comprende adicionalmente inst
para el uso de dicho compuesto 0 compuestos o cocri

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién
proporciona un kit que comprende:

a) un compuesto de Formula (I) o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables o un cocristal del Com
A:acido  6-hidroxi-2-naftoico en una primera forma
farmacéutica unitaria;

b) un agente antitumoral adicional en una segunda f
farmacéutica unitaria; y

c) un medio de envase para contener dichas primera
segunda formas farmacéuticas.

La invencién se ilustrara a continuacion mediante |
siguientes ejemplos en los cuales, generalmente:

() las temperaturas se proporcionan en grados Cels
(°C); a menos que se indique de otra forma, las ope
se llevaron a cabo a temperatura ambiente, es decir
temperatura en el intervalo de 18 a 25 °C;

(i) las soluciones organicas se secaron con sulfat
magnesio anhidro o sulfato de sodio anhidro; la eva

del disolvente se llevdé a cabo utilizando un evapor

iona
toico
articular
ados

, se
rmula(l),
un

o,
rucciones

stal.
, se

puesto

orma

oS

ius
raciones

, auna

ode
poracién

ador
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rotatorio a presion reducida (de 600 a 4000 Pascale s;de4.5
a 30 mmHg) con una temperatura del bafio de hasta 60 °C;
(i) cromatografia significa cromatografia flash
en gel de silice; la cromatografia en capa fina (TL C) se

llevé a cabo en placas de gel de silice;
(iv) en general, el desarrollo de las reacciones se

control6 por TLC y/o LC-MS analitica y los tiempos de
reaccion se indican solamente con fines ilustrativo S;
(v) se obtuvieron datos de espectros de masas y/o d e

espectros de resonancia  magnética nuclear (RMN)
satisfactorios para los productos finales;

(vi) se facilitan los rendimientos Unicamente con f ines
ilustrativos y no son necesariamente los que pueden obtenerse
mediante el desarrollo diligente del procedimiento; se
repitieron las preparaciones si se requiri6 mas mat erial;

(vii) cuando se proporcionan, los datos de RMN
estan en forma de valores delta para los protones d e
diagnéstico principales, se proporcionan en partes por
millon (ppm) con relacion al tetrametilsilano (TMS) como
patrén interno, determinados a 300, 400 o0 500 MHz u tilizando
sulfoxido de dimetilo perdeuterado (DMSO-d6) como d isolvente
salvo que se indique lo contrario; se han empleado las
siguientes abreviaturas: s, singulete; d, doblete; t,
triplete; ¢, cuadruplete; m, multiplete; sa, singul ete ancho;
dd, doble doblete; td, triple doblete; cd, cuadrupl edoblete;

(viii) para el analisis de RMN en estado solido con
polarizacion cruzada con giro en angulo magico de c arbono
(13C) que se lleva a cabo en el Ejemplo 1, se registra ron los
espectros del cocristal, base libre del Compuesto A y
coformador en un espectrémetro de RMN Avance de Bru ker que

funcionaba con una frecuencia de 1H de 400 MHz. Las muestras
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se giraron aproximadamente en angulo magico con una

frecuencia de 9 kHz y se utilizé un pulso de contac to de 2
ms para permitir la transferencia de la magnetizaci on del
protén al carbono. Se utilizé un retraso entre cicl osde5

s para permitir la relajacion de la red de spin;
(ix) para el analisis de RMN en estado sélido con

polarizacion cruzada con giro en angulo magico de n itrdgeno
(15N) que se lleva a cabo en el Ejemplo 1, se registra ron los
espectros del cocristal en un espectrémetro de RMN Avance de
Bruker que funcionaba con una frecuencia de 1H de 400 MHz.
Las muestras se giraron aproximadamente en angulo m agico con
una frecuencia de 5 kHz y se utilizé un pulso de co ntacto de

2 Us y 2 ms para permitir la transferencia de la

magnetizacion del proton al carbono. Se utilizé un retraso
entre ciclos de 5 s para permitir la relajacion de laredde
spin;

(x) los simbolos quimicos tienen su significado

habitual; se utilizan unidades y simbolos del SI;

(xi) los datos de espectros de masas (MS) y LC-MS s e
generaron en un sistema LC-MS donde el componente d e HPLC
comprendio generalmente un equipo de Agilent 1100, HT (2790
y 2795) Alliance de Waters o una bomba HP1100 y un haz de
diodos con un automuestreador CTC y se llevo a cabo en una
columna Geminide PhenomenexC185 um,50x2mm (o similar)
eluyendo con un eluyente acido (por ejemplo, utiliz ando un
gradiente entre 0 - 95% de agua / acetonitrilo con 5% de una
mezcla de un 1% de acido formico en agua:acetonitri lo 50:50
(v/v)), o eluyente basico (por ejemplo, utilizando un
gradiente entre 0 - 95% de agua / acetonitrilo con 5% de una
mezcla de 0.1% de amoniaco 880 en acetonitrilo); y el

componente MS comprende generalmente un espectromet ro de
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masas ZQ de Waters que barre un intervalo de masas apropiado.
Se generan los cromatogramas para la intensidad max ima de
base positiva y negativa de electronebulizacion (ES N, y
cromatograma de absorcion total de UV desde 220-300 nmy se
proporcionan los valores de m/z; en general, solame nte se
resefian los iones que indican la masa original y sa Ivo que
se indique otra cosa el valor citado es (M+H)+ para la forma
de ion positivo y (M-H)- para la forma de ion negat IVO;

(xi) a menos que se indique de otra forma, los
compuestos que contienen un carbono sustituido
asimétricamente no se han resuelto;

(xiii) la cromatografia liquida de alta resolucién
preparativa (HPLC) se llevd a cabo en un instrument o Gilson

utilizando las siguientes condiciones:-

Columna: silice de fase inversa C18, por ejemplo, W aters
‘Xbridge’, silice de 5 um, 19 x 100 mm, o 30 x 100 mm,
utiizando mezclas de disolventes cada vez menos po lares
como eluyente (relacion decreciente de disolvente A respecto
al disolvente B); disolvente A: agua con un 1% de h idroxido
de amonio; disolvente B: acetonitrilo; caudal: 28 m L/min o
61 mL/min; gradiente: adaptado para adecuarse a cad a
compuesto - generalmente duracion de 7-10 min; long itud de
onda: 254 nm;

(xiv) la cromatografia de intercambio cationico fue rte
(SCX) se llevo a cabo en cartuchos preempaquetados (por

ejemplo, cartuchos ISOLUTE SCX-2 con base de acido
propilsulfénico suministrados por International Sor bent
Technology), utilizando un eluyente basico (por eje mplo,
amoniaco 1 M en metanol);

(xv) en la presente, se han utilizado las siguiente S

abreviaturas cuando ha sido necesario:-
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ADDP 1,1’-(azodicarbonil)dipiperidina

DCM diclorometano

DIPEA N, N-diisopropiletilamina

DMA N, N-dimetilacetamida

DMF N, N-dimetilformamida

DME Dimetoxietano

DMSO sulféxido de dimetilo

Et20 éter dietilico

EtOAC acetato de etilo

EtOH etanol

HPLC cromatografia liquida de alta resolucién

MeOH metanol

MgSQ sulfato de magnesio

MTBE éter tert-butil metilico

RMN resonancia magnética nuclear

SCX intercambio cationico fuerte

TFA acido trifluoroacético

THF tetrahidrofurano;

(xvii) para el andlisis de XRPD del Ejemplo 1, la
muestra se coloco sobre una oblea de silicio y se a nalizo
utilizando el difractometro CubiX Pro de PANalytica l. Las
muestras se midieron en una geometria de reflexion en una
configuracion @-2 Halo largo del intervalo de barrido de

2° a 40° 2  @con una exposicion nominal de 25 segundos por

0.02° de incremento. La muestra se giré a 30 revolu ciones
por minuto (para mejorar la estadistica del recuent 0) y se
irradié con rayos X generados con un tubo de cobre de foco
fino largo que funcionaba a 45 kV y 40 mA con una | ongitud
de onda de 1.5418 A. Los expertos en la técnica de la
difraccion de rayos X de polvo sobreentenderan que la

intensidad relativa de los picos se puede ver afect ada, por
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ejemplo, por granos con un tamafio superior a 30 mic ras y
relaciones entre las dimensiones no unitarias lo qu e puede
afectar al analisis de las muestras. El experto tam bién
comprendera que la posicion de las reflexiones se p uede ver
afectada por la altura exacta a la cual se sitta la muestra

en el difractbmetro y la calibracibn del cero del

difractdmetro. Puede que también tenga un pequefio e fecto la
planaridad de la superficie de la muestra. Asi pues , los
datos de los patrones de difraccion presentados no se deben

considerar como valores absolutos.
(xviii)  calorimetria diferencial de barrido:
instrumento analitico: DSC Q1000 de TA Instruments.

Normalmente, se calentaron menos de 5 mg de materia I

contenido en una capsula de aluminio estandar dotad a de una
tapa en el intervalo de temperaturas de 25 °Ca 300 °Ccon
unavelocidad de calentamiento constante de 10 °C por minuto.

Se empled un gas de purga con nitrogeno - velocidad de flujo

de 50 mL por minuto.
Ejemplo 1: Preparacion de la Forma A de ( R)-4-(2-(4-(1-

(3-metoxi-[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazin-6-il)piperidin-4-

ifenoxi)etil)-1,3-dimetilpiperazin-2-ona

@)

_N
TH 0
0 N N\/<
Z NN
\/N
~ N

Se afadio tributilfosfina (102 mL, 414.92 mmol) en
porciones a una suspension de 4-(1-(3-metoxi-
[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazin-6-il)piperidin-4-il)fenol
(67.5 g, 207.46 mmol) en DCM anhidro bien desgasifi cado (1.7
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L) a 5 °C en nitrogeno. La mezcla se enfrio hasta 0 °Cyse
afadi6 en porciones ( E)-diazeno-1,2-diilbis(piperidin-1-

ilmetanona) (105 g, 414.92 mmol). A continuacion, s e afadio
gota a gota una solucion de ( R)-4-(2-hidroxietil)-1,3-
dimetilpiperazin-2-ona(46.4g9,269.70 mmol)en DCM (200 mL).
La mezcla de reaccion se agité durante 30 minutos 'y sefiltro.

La solucién transparente se diluyé con mas DCM (1 L )y a
continuacion, se acidific6 con HCI 2 M (400 mL) y s e afiadio
agua (400 mL). La solucién acuosa combinada se lavé con DCM
(3 x 1L)y a continuacion EtOAc (1 L). A continuac ion, la
solucién acuosa se basific6 con Na 2CQ sodlido hasta pH~10 y

se extrajo con DCM (3 x 1.5 L). La solucion organic a
combinada se lavé con agua (500 mL) y salmuera satu rada (500
mL), a continuacion se secd con MgSO 4y se evaporo a sequedad

para obtener el material crudo. Este se purific6 me diante
cromatografia flash en silice, eluyendo con
EtOH:EtOAc:heptano:NH 3¢ 1.8:4:4:0.2. Las fracciones que
contenian el producto deseado se evaporaron a seque dad para
obtener una espuma amarilla. Esta se purificé adici onalmente
mediante HPLC preparativa (columna Chiralpak AS, si lice de
20um, diametro de 100 mm, longitud de 250 mm), hept ano/EtOH
de 50/50 a 400 mL/min. Las fracciones que contenian el
producto deseado se evaporaron a sequedad y el sali do
resultante se agitd como una suspension en éter die tilico
(300 mL) durante 18 horas, se filtré y se seco para obtener

( R)-4-(2-(4-(1-(3-metoxi-[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazin-6-
il)piperidin-4-il)fenoxi)etil)-1,3-dimetilpiperazin -2-0na
(69 g, 69.4 %) como un solido amarillo palido. 1H RMN (400
MHz, DMSO, 30 °C) 1.22 (3H, d), 1.62 (2H, cd), 1.82 (2H, d),
2.6 -2.79 (3H, m), 2.79 (3H, s), 2.85 - 3.09 (4H, m), 3.13

(1H, c), 3.2 - 3.26 (2H, m), 4.03 (2H, 1), 4.17 (3H , 9),
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4.28 (2H, d), 6.85 (2H, d), 7.15 (2H, d), 7.29 (1H, d), 7.85
(1H, d). m z ES+ [M+H]+ 480

El  4-[1-(3—-metoxi-[1,2,4]triazolo[4,3— b]piridazin—6—
ilpiperidin—4—il]fenol utilizado como material de partida

se prepar6 tal como sigue:
Preparacion de 4-(trifluorometilsulfoniloxi)-5,6-

dihidropiridino-1(2 H)-carboxilato de bencilo
F
F o
F ,/s\f |
TNy
o]

Una solucibn de 4-oxopiperidino-1-carboxilato de

bencilo (88.57 g, 379.70 mmol) en THF (300 mL) se a fadio
gota a gota a bis(trimetilsilillamiduro de litio (1 M en THF)
(418 mL, 417.67 mmol) a -78°C, durante un periodo d e 1 hora
en nitrégeno. La mezcla resultante se agit6 a -78°C durante
90 minutos, a continuacion se afiadid gota a gota un asolucion
de 1,1,1-trifluoro- N-fenil- N
(trifluorometilsulfonil)metanosulfonamida (142 g, 3 98.68
mmol) en THF (600 mL) durante un periodo de 1 hora. Lamezcla

resultante se agit6é a -78°C durante 30 minutos, a

continuacion se permiti® que se calentara hasta la

temperatura ambiente y se agité durante 16 horas. L a mezcla
de reaccion se inactivd con hidroxido de sodio acuo so2M
(450 mL). Las fases se separaron y la fase organica se lavo
con hidréxido de sodio acuoso 2 M (360 mL). El diso lvente se
evapord, a continuacion el residuo se redisolvié en Et 20
(1500 mL) y la solucién se lavé con agua (500 mL). La fase
organica se sec6 con MgSO 4, se filtr6 y se evapord para

obtener 4-(trifluorometilsulfoniloxi)-5,6-dihidropi ridino-



10

15

20

25

30

WO 2016/016618 - 63 - PCT/GB2015/052143

m).

1(2 H)-carboxilato de bencilo (124 g, 81%) como un aceit e
incoloro. IH RMN (400 MHz, DMSO, 30 °C) 2.43 (2H, m), 3.62
(2H, m), 4.06 (2H, m), 5.10 (2H, s), 6.02 (1H, m), 7.34 (5H,
Preparacion de 4-(4-hidroxifenil)-5,6-dihidropiridi no-
1(2 H)-carboxilato de bencilo
HO
e L0
o]

Se afiadié carbonato de sodio (96 g, 909.79 mmol) a 4-
(trifluorometilsulfoniloxi)-5,6-dihidropiridino-1(2 H)-
carboxilato de bencilo (123.1 g, 303.26 mmol) y &ci do 4-
hidroxifenilborénico (46.0 g, 333.59 mmol) en una m ezcla de
dioxano (1000 mL) y agua (250 mL). La mezcla result ante se
burbujed con nitrégeno durante 10 minutos, a contin uacion se
afnadio 1,1'-bis(difenilfosfino)ferrocenodicloropala dio (II)
(5.49 g, 7.58 mmol) y la mezcla de reaccion se cale nté a
80°C durante 1 hora. La mezcla de reaccion se diluy 6 con DCM
(2 L)y selavo con agua (2 L). La fase acuosa se r eextrajo
con DCM (1 L), a continuacion los extractos organic 0S
combinados se lavaron con salmuera saturada (500 mL ), se
secaron con MgSO 4, se filtraron y se evaporaron para obtener
el producto crudo. El producto crudo se purific6 me diante
cromatografia flash en silice con un gradiente de e lucion de
un 10 a un 30% de EtOAc en isohexano. Las fraccione S que
contenian el producto deseado se evaporaron a seque dad, a
continuacion se purificaron con isohexano, se filtr arony se

secaron para obtener 4-(4-hidroxifenil)-5,6-
dihidropiridino-1(2 H)-carboxilato de bencilo (62.3 g, 66.4 %)
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como un solido blanco. IH RMN (400 MHz, DMSO, 30 °C) 2.44
(2H, m), 3.61 (2H, m), 4.05 (2H, m), 5.12 (2H, s), 5.99 (1H,
m), 6.73 (2H, d), 7.26 (2H, d), 7.32 - 7.40 (5H, m) , 9.45

(1H, s). m z: ES+ [M+H]+ 310.
Preparacion de 4-(piperidin-4-ihfenol
HO

NH

Se agitaron 4-(4-hidroxifenil)-5,6-dihidropiridino-

1(2 H)-carboxilato de bencilo (37.7 g, 121.86 mmol) y pa ladio
sobre carbén al 5% (7.6 g, 3.57 mmol) en MeOH (380 mL) en
una atmaosfera de hidrogeno a 5 bar y 25 °C durante 2 horas.
El catalizador se separ6 mediante filtracion, se la vo con
MeOH vy los disolventes se evaporaron. El material ¢ rudo se
purific6 con Et 20 (200 mL), a continuacion el producto
deseado se recogidé mediante filtracion y se sec6 al vacio
para obtener 4-(piperidin-4-il)fenol (20.36 g, 94%) como un
sdlido blanco. IH RMN (400 MHz, DMSO, 30 °C) 1.46 (2H, m),
1.65 (2H, m), 2.45 (1H, m), 2.58 (2H, m), 3.02 (2H, m), 6.68
(2H, d), 7.00 (2H, d), 9.15 (1H, s). m z: ES+ [M+H]+ 178

Preparacion de bromhidrato de 4-(piperidin-4-il)fen ol

HO H/Br

NH

Se afiadi6 gota a gota bromuro de hidrégeno (al 48% en
agua) (0.283 mL, 2.48 mmol) auna suspension de 4-( piperidin-
4-il)fenol (0.4 g, 2.26 mmol) en THF (23 mL). La su spension
resultante se agité durante 30 minutos. El solido s e recogio

mediante filtracion, se lavé con THF (20 mL) y se s eco al
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vacio para obtener bromhidrato de 4-(piperidin-4-il )fenol
(0.580 g, 100%) como un polvo blanco. 1H RMN (400 M Hz, DMSO,
30°C) 1.74 (2H, cd), 1.86 (2H, d), 2.71 (1H, tt), 2.96 (2H,
td), 3.33 (2H, d), 6.68 — 6.73 (2H, m), 6.97 — 7.02 (2H, m),

8.48 (2H, s a), 9.18 (1H, s a).

Preparacion de 6-cloro-3-metoxi-[1,2,4]triazolo[4,3 -

blpiridazina

O/

Cl_ _N /<
o’ \N A\

~ /N
\ N

Se suspendié 3-cloro-6-hidrazinilpiridazina (18 g,

124.51 mmol) en DME (330 mL), se tratd con tetramet oximetano
(26.5 mL, 199.22 mmol) y la mezcla resultante se ag it a 90
°C durante 3 horas. EI DME se elimind por evaporaci on, el
residuo se disolvié en un 5% de MeOH/DCM y a contin uacion se
filtro através de unlecho de silice. Elfiltrado se evaporo
a sequedad y a continuacion se afadio MTBE (200 mL) y se
mantuvo en forma de suspension espesa durante 1 hor a. El
sélido se filtro y se seco al vacio para obtener 6- cloro-3-
metoxi-[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazina (19.78 g, 86 %) como

un polvo de color crema. 1H RMN (400 MHz, DMSO, 30 °C) 4.25
(3H, s), 7.30 (1H, d), 8.22 (1H, d). m z: ES+ [M+H]+ 185

Preparacion de 4-(1-(3-metoxi-[1,2,4]triazolo[4,3-

b]piridazin-6-il)piperidin-4-il)fenol

HO

N N/<
/\N\

/
N
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Se afadio 6-cloro-3-metoxi-[1,2,4]triazolo[4,3-
b]piridazina (19.73 g, 106.91 mmol) a bromhidrato de 4-
(piperidin-4-il)fenol (18.4 g, 71.28 mmol) en EtOH (200 mL).
A esta mezcla se afiadio DIPEA (62.2 mL, 356.38 mmol )y la
reaccion se agité a 55 °C durante 18 horas. A conti nuacion,
la mezcla de reaccion se enfrid hasta latemperatur aambiente,
se vertid sobre agua agitada vigorosamente (1600 mL )y se
agitd vigorosamente durante 2 horas. El precipitado sélido
se separ6 mediante filtracién y se lavo secuencialm ente con
HO (200 mL) y Et 20 (200 mL). El sdlido resultante se secé
al vacio para obtener 4-(1-(3-metoxi-[1,2,4]triazol o[4,3-
b]piridazin-6-il)piperidin-4-il)fenol (15.30 g, 66.0 %) como
un sélido marrén palido. 1H RMN (400 MHz, DMSO, 30 °C) 1.59
(2H, cd), 1.81 (2H, d), 2.67 (1H, ddt), 2.9 - 3.02 (2H, m),
4.17 (3H, s), 4.23 - 4.31 (2H, m), 6.63 - 6.71 (2H, m), 7.02
(2H, dd), 7.29 (1H, d), 7.84 (1H, d), 9.14 (1H, s). m z ES+
[M+H]+ 326

La ( R)-4-(2-hidroxietil)-1,3-dimetilpiperazin-2-ona
utiizada como material de partida se prepard tal c omo
sigue:-

Preparacion de ( R)-4-(2-hidroxietil)-1,3-

dimetilpiperazin-2-ona

\N/\
o)\/N\/\OH

Se afadié 2-bromoetanol (108 mL, 1518.54 mmol) a un a
mezcla de clorhidrato de ( R)-1,3-dimetilpiperazin-2-ona (50
g, 303.71 mmol) y carbonato de potasio (126 g, 911. 12 mmol)
en 2-metiltetrahidrofurano (500 mL). La mezcla se a gité a
100 °C durante 16 horas. La mezcla se filtro y se e vaporé a

sequedad para obtener el producto crudo. Este se pu rificd
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mediante cromatografia flash en gel de silice eluye

de un 1aun5% de MeOH en DCM, se combinaron las f

puras y se evaporaron a sequedad para obtener (

hidroxietil)-1,3-dimetilpiperazin-2-ona (36.0 g, 68

un aceite amarillo espeso.

1H RMN (400 MHz, DMSO, 30 °C) 1.19 (3H, d), 2.42 (1H
dt), 2.59 (2H, tt), 2.79 (3H, s), 2.93 - 3.1 (2H, m

-3.25 (2H, m), 3.47 (2H, c), 4.41 (1H, 1).

El producto
[1,2,4]triazolo[4,3-

final, (

ndo con
racciones
R)-4-(2-

.8%) como

), 3.17

R)-4-(2-(4-(1-(3-metoxi-
b]piridazin-6-il)piperidin-4-

il)fenoxi)etil)-1,3-dimetilpiperazin-2-ona, se anal

XRPD y DSC y se observé que era cristalino. EIl XRPD

muestra del material gener6 un patrén de difraccion

muestra en la Figura A. La Forma A de (

metoxi-[1,2,4]triazolo[4,3-

il)fenoxi)etil)-1,3-dimetilpiperazin-2-ona se carac

por al menos un pico a un valor 2

utilizando radiacion CuK

6 de 20.9

izd por
de una

como se

R)-4-(2-(4-(1-(3-
b]piridazin-6-il)piperidin-4-

°016.7

teriza

°. medido

o. Los diez picos mas prominentes de

XRPD se muestran en la Tabla A.

Tabla A: Diez picos de XRPD mas prominentes para la

Forma A de ( R)-4-(2-(4-(1-(3-metoxi-[1,2,4]triazolo[4,3-

b]piridazin-6-il)piperidin-4-il)fenoxi)etil)-1,3-

dimetilpiperazin-2-ona

Angulo 2 -
% de
Theta ) .
intensidad
(20)
20.9 100.0
16.7 53.4
20.2 38.1
21.2 27.2
27.4 26.5
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18.0 23.4
16.8 20.0
23.6 18.1
15.1 14.2
15.5 13.9
donde los valores de 2-theta son + 0.2°.

El andlisis por calorimetria diferencial de barrido

(DSC) de la Forma A de ( R)-4-(2-(4-(1-(3-metoxi-
[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazin-6-il)piperidin-4-
ilyfenoxi)etil)-1,3-dimetilpiperazin-2-ona mostro u na
endoterma de fusion con un inicio a 106.4 °C y un maximo a

111.2 °C. Enla Figura B se muestra una curva de DSC.

Ejemplo 1.1: Preparacion del cocristal (1:1) de ( R)-4-
(2-(4-(1-(3-metoxi-[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazin-6-

i) piperidin-4-il)fenoxi)etil)-1,3-dimetilpiperazin -2-
ona:acido 6-hidroxi-2-naftoico, Forma A.

Se afnadieron aproximadamente 3 g de la Forma A de ( R)-
4-(2-(4-(1-(3-metoxi-[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazin-6-
il)piperidin-4-il)fenoxi)etil)-1,3-dimetilpiperazin -2-0na a
un matraz de fondo redondo que contenia 10 mL de me tanol. A

continuacion, se afiadi6 gota a gota una solucion

independiente que contenia 1 equivalente molar (1.1 8 g) de
acido 6-hidroxi-2-naftoico en 5 mL de metanol al ma traz de
fondo redondo y la reaccidon se agité durante toda | a noche
a temperatura ambiente. ElI material se filtr6 el di a
siguiente y se lavé con metanol (5 mL). El sélido r ecuperado
se seco con aire y a continuacion, se transfirié a un horno
a vacio donde se seco adicionalmente durante toda | a noche
a 50 °C. Se obtuvo el cocristal (1:1) de ( R)-4-(2-(4-(1-(3-

metoxi-[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazin-6-il)piperidin-4-
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ilyfenoxi)etil)-1,3-dimetilpiperazin-2-ona: acido 6
hidroxi-2-naftoico como un solido blanquecino. Se d etermind

por XRPD que la forma era cristalina.

PD

Este material se analizé6 mediante XRPD y DSC. El XR
de una muestra del material generd un patrén de dif raccion
como se muestra en la Figura C. La Forma A del cocr istal
(1:1) de ( R)-4-(2-(4-(1-(3-metoxi-[1,2,4]triazolo[4,3-
b]piridazin-6-il)piperidin-4-il)fenoxi)etil)-1,3-
dimetilpiperazin-2-ona:acido 6-hidroxi-2-naftoico S
caracteriza por al menos un pico a un valor 2 6de 195 -o
12.5 -, medido utilizando radiacién CuK o. Los diez picos mas
prominentes de XRPD se muestran en la Tabla B.

Tabla B - Diez picos de XRPD mas prominentes para |

Forma A del cocristal (1:1) de (

R)-4-(2-(4-(1-(3-metoxi-

[1,2,4]triazolo[4,3-

b]piridazin-6-il)piperidin-4-

ifenoxi)etil)-1,3-dimetilpiperazin-2-ona:acido 6- hidroxi-
2-naftoico

Angulo 2 -

Theta % ) de

2 0) intensidad

19.5 100

12.5 80.4

18.1 79.8

12.8 66.4

24.2 60.9

14.1 56.5

23.4 51.8

17.9 40.2

18.6 38.6

17.0 37.3
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donde los valores de 2-theta son + 0.2°.

El andlisis por calorimetria diferencial de barrido
(DSC) de la Forma A del cocristal (1:1) de ( R)-4-(2-(4-(1-
(3-metoxi-[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazin-6-il)piperidin-4-
ifenoxi)etil)-1,3-dimetilpiperazin-2-ona:acido 6- hidroxi-
2-naftoico mostré una endoterma de fusion con un in icio a
186.3 °Cy un maximo a 188.3 °C. En la Figura D se muestra
una curva de DSC.

Los cocristales se pueden definiren funcién de la ApKa,
es decir (pKa(base) — pKa(acido)). Si la ApKa es < 1, el
complejo API:molécula coformadora se clasifica como un
cocristal. (Clasificacion reguladora de los cocrist ales
farmacéuticos, Directrices de la FDA de EE. UU., ab ril de
2013). Se determiné que el pKa para el centro basic o de la
piperazinona en el Compuesto A fue de 4.8 y el pKa de la
molécula coformadora acido 6-hidroxi-2-naftoico 4.3 , lo que
proporciona una ApKaquees<1ly, porlotanto, es coherente

con la formacién de un cocristal.

Se llevo a cabo el analisis por RMN en estado solid 0
con polarizacion cruzada con giro en angulo magico de 13Ccon
el producto final del Ejemplo 1.1, ( R)-4-(2-(4-(1-(3-metoxi-
[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazin-6-il)piperidin-4-
ilffenoxi)etil)-1,3-dimetilpiperazin-2-ona y el &aci do 6-
hidroxi-2-naftoico coformador. Los espectros se mue stran en
la Figura F. El espectro inferior de la Figura F (e s decir,
del producto del Ejemplo 1.1) no fue la suma del es pectro de
( R)-4-(2-(4-(1-(3-metoxi-[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazin-6-
il)piperidin-4-il)fenoxi)etil)-1,3-dimetilpiperazin -2-0na
(espectro del centro) y del coformador (espectro su perior).
En el espectro superior hay un pico a aproximadamen te 172

ppm, atribuido al acido carboxilico totalmente prot onado en
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el coformador. (Si el &cido carboxilico en el cofor mador no
estuviera protonado, entonces se esperaria que el p ico
estuvieraa 177 ppm en lugar de 172 ppm). En el esp ectro del
centro hubo un pico a aproximadamente 169 ppm atrib uido al
carbonilo en ( R)-4-(2-(4-(1-(3-metoxi-[1,2,4]triazolo[4,3-
b]piridazin-6-il)piperidin-4-il)fenoxi)etil)-1,3-

dimetilpiperazin-2-ona. En el espectro del producto del
Ejemplo 1.1, hubo 3 picos en la region del carbonil 0 que no
son coherentes con los picos de los espectros super ior o del
centro. Ademas, en este espectro no hubo un pico a 177 ppm.
Se esperaria que un pico de este tipo estuviera pre sente si
el &cido carboxilico coformador no est4 protonado y seria
indicativo de que se ha transferido un proton entre el
coformador y la base libre y se ha formado una sal. La
ausencia de este pico es coherente con la formacién de un
cocristal.

Se llevé a cabo un analisis de RMN en estado solido con
polarizacion cruzada con giro en angulo magico de 15N con el
producto final del Ejemplo 1.1. Los espectros se re gistraron
con tiempos de contacto de 2 ms'y 200 ps y se muest ran en la
Figura G. El espectro registrado con el tiempo de ¢ ontacto
mayor fue coherente con al menos 8 entornos de nitr ogeno
diferentes en el cocristal mientras que con un tiem po de
contacto mas corto no se observaron picos. Esto fue coherente
con lasituacion en la que ninguno de los atomos de nitrogeno
exhibe un acoplamiento dipolar fuerte con un proton como
seria el caso si se hubiera transferido totalmente un proton
entre el coformador y la base como se observaria pa ra una

sal.
La estequiometria del cocristal de (
metoxi-[1,2,4]triazolo[4,3-

R)-4-(2-(4-(1-(3-
b]piridazin-6-il)piperidin-4-
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ilyfenoxi)etil)-1,3-dimetilpiperazin-2-ona:acido 6-
2-naftoico se determiné mediante RMN de proton. El
genero un espectro de RMN como se muestra en la Fig
determind la estequiometria mediante la integracion
debida a la (
[1,2,4]triazolo[4,3-

resonancia
b]piridazin-6-il)piperidin-4-

13Cy 15Ny|a

PCT/GB2015/052143

hidroxi-
material
uraH. Se
de

R)-4-(2-(4-(1-(3-metoxi-

il)fenoxi)etil)-1,3-dimetilpiperazin-2-ona, por eje mplo,
utilizando la resonancia a 6.85ppm (2H) y la compar acion con

una resonancia debida al &cido 6-hidroxi-2-naftoico , por

ejemplo, utilizando la resonancia a 8.46 (1H) y det erminando
la relacion entre los picos, permitiendo que el num ero de
protones generara la sefal de resonancia. Se determ iné que
la estequiometria (relacion molar) fue de 1:1.

1H RMN (500 MHz, DMSO, 27°C) 1.22 (3H, d), 1.62 (2H,
cd), 1.82 (2H, d), 2.63 - 2.79 (3H, m), 2.81 (3H, s ), 2.85
-3.09 (4H, m), 3.13 (1H, ¢), 3.20 - 3.28 (2H, m), 4.03 (2H,
t), 4.17 (3H, s), 4.28 (2H, d), 6.85 (2H, d), 7.12 -7.21
(4H, m), 7.29 (1H, d), 7.75 (1H, d), 7.83 — 7.89 (2 H, m),
7.96 (1H, d), 8.47 (1H, s), 10.15 (1H, sa), 12.81 ( 1H, sa)

Por lo tanto, la RMN de 1H, la RMN en estado solido de

ApKa, alas que se hace referencia anteriormente,
fueron coherentes con la formacion del cocristal (1 :1) del
Compuesto A:acido 6-hidroxi-2-naftoico.

Ejemplo 1.2 Preparacion del cocristal (1:1) de ( R)-4-
(2-(4-(1-(3-metoxi-[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazin-6-
i)piperidin-4-il)fenoxi)etil)-1,3-dimetilpiperazin -2-
ona:acido 6-hidroxi-2-naftoico, Forma A

Se mezclo 4-(1-(3-metoxi-[1,2,4]triazolo[4,3-
b]piridazin-6-il)piperidin-4-il)fenol (0.818 kg, 2.3 4 mol)
con ADDP (1.19 kg, 4.67 mol) y DCM (9.8 L, 150 mol) y se
agitd a aproximadamente 10 °C. Se afiadid en porcion es
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tributilfosfina (0.98 kg, 47.6 mol) a la mezcla de reaccion
durante 30 minutos y a continuacion, se agitdo duran te 30
minutos. A continuacién, se afiadio gota a gota una solucion
de ( R)-4-(2-hidroxietil)-1,3-dimetilpiperazin-2-ona (0.5 03
kg, 2.80 mol) en DCM (1.64 L, 25.6 mol) y la mezcla de
reaccion se agité durante 24 horas.

A continuacion, la mezcla de reaccion se filtro lav ando
con DCM para eliminar el subproducto ADDP. El filtr ado se
agitdé con acido clorhidrico acuoso y la fase organi ca
inferior se desechd. La fase acuosa se lavo adicion almente
con DCM vy la fase organica inferior se desechd. A
continuacion, la solucion acuosa se basifico con Na 2CQ hasta
pH 9-10 y se extrajo con DCM. La fase de DCM se lav o]
adicionalmente con agua, se evapor0 y se sometio a una
evaporacion azeotropica con metanol para eliminar e | agua
residual y obtener el material crudo. El material ¢ rudo se
disolvié en metanol (7.5 L, 190 mol) y se calento h asta 60
°C en el recipiente 1. Se disolvié acido 6-hidroxin aftaleno-
2-carboxilico (0.360 kg, 1.87 mol) en metanol (3.8 L, 94 mol)
en el recipiente 2. A continuacion, se afiadio gota a gota un
10% de la solucion de recipiente 2 al recipiente 1 durante
10 minutos. La temperatura del recipiente 1 se mant uvo en
aproximadamente 60 °C.

Se afadio al recipiente material seminal del cocri stal
(1:1) del Compuesto A:acido 6-hidroxi-2-naftoico (1 2 g,
0.0018 mol), que se puede obtener como se ha descri to en el
Ejemplo 1.1 y la temperatura se mantuvo a 60 °C dur ante
aproximadamente 1 hora. Los contenidos restantes de I
recipiente 2 se afiadieron a continuacion gota a got a al
recipiente 1 durante aproximadamente 16 horas. La s uspension
espesa resultante se enfrié hasta la temperatura am biente
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durante 5 horas y a continuacion, se filtro y se la
metanol. El solido recuperado se seco en un horno a
50 °C para obtener el cocristal (1:1) de (
metoxi-[1,2,4]triazolo[4,3-
il)fenoxi)etil)-1,3-dimetilpiperazin-2-ona: acido 6
hidroxi-2-naftoico (56.45% de rendimiento).

PCT/GB2015/052143

vO con

vacio a

R)-4-(2-(4-(1-(3-
b]piridazin-6-il)piperidin-4-

1H RMN (500 MHz, DMSO-d6) & ppm 1.43 (d, J=7.00 Hz, 3
H) 1.54 - 1.69 (m, 2 H) 1.80 (d, J=11.36 Hz, 2 H) 2 74 (tt,
J=12.06, 3.41 Hz, 1 H) 2.84 (s, 3 H) 2.91 - 3.03 (m , 2 H)
3.25 - 3.63 (m, 6 H) 3.83 (d, J=6.88 Hz, 1 H) 4.10 -4.34
(m, 7 H) 6.89 (d ,J=8.69 Hz, 2 H) 7.09 - 7.22 (m, 4 H) 7.28
(d, J=10.34 Hz, 1 H) 7.72 (d, J=8.72 Hz, 1 H) 7.79 - 7.88
(m, 2 H) 7.92 (d, J=8.88 Hz, 1 H) 8.44 (d, J=0.63 H z, 1 H)
10.12 (s a, 1H). m/z (ES+), [M+H]+ = 480.

Se determiné por XRPD que la forma era cristalina.

Preparacion de 4-(1-(3-metoxi-[1,2,4]triazolo[4,3-
b]piridazin-6-il)piperidin-4-il)fenol

Se mezclé 3-cloro-6-hidrazinilpiridazina (0.753 kg) con
tetrametoximetano (8.231 mol, 1.22 kg) en metanol ( 57L)y
se agitd. A continuacion, la mezcla resultante se c alenté y
agité a 55 °C durante 2 horas. Después de enfriar h asta 45
°C, se afnadi6 bromhidrato de 4-(piperidin-4-il)feno
(preparado como se ha descrito anteriormente) (1.00 0 kg,
3.874 mol). A continuacion, se afiadio gotaagotaD IPEA (2.03
L, 11.6 mol) durante un periodo de aproximadamente 10 minutos
y la reaccién se agitdo adicionalmente. Se afadio me tanol
(5.1L, 126 mol) y la mezcla de reaccion se agité d urante al
menos 48 horas a aproximadamente 45 °C. La mezcla s e filtro
y el filtrado se lavé con metanol y agua. El sélido aislado
se secO en un horno a vacio a aproximadamente 50 °C para
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obtener  4-(1-(3-metoxi-[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazin-6-
il)piperidin-4-il)fenol (65% de rendimiento).

1H RMN (400 MHz, DMSO, 30 °C) 1.59 (2H, cd), 1.81 (2 H,
d), 2.67 (1H, ddt), 2.9 - 3.02 (2H, m), 4.17 (3H, s ), 4.23
-4.31(2H, m), 6.63-6.71 (2H, m), 7.02 (2H, dd), 7.29 (1H,
d), 7.84 (1H, d), 9.14 (1H, s). m z ES+ [M+H]+ 326

El cocristal (1:1) de ( R)-4-(2-(4-(1-(3-metoxi-
[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazin-6-il)piperidin-4-
ifenoxi)etil)-1,3-dimetilpiperazin-2-ona:acido 6- hidroxi-
2-naftoico se analiz6 mediante XRPD y DSC. El XRPD de una
muestra del material generd un patron de difraccién gue se
muestra en la Figura I. La Forma A del cocristal (1 1) de
( R)-4-(2-(4-(1-(3-metoxi-[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazin-6-
il)piperidin-4-il)fenoxi)etil)-1,3-dimetilpiperazin -2-
ona:cido 6-hidroxi-2-naftoico se caracteriza por a | menos
un pico a un valor 2 6 de 19.4 - 0125 -, medido utilizando

radiacion CuK  «. Los diez picos mas prominentes de XRPD se

muestran en la Tabla C.

Tabla C - Diez picos de XRPD mas prominentes para | a
Forma A del cocristal (1:1) de ( R)-4-(2-(4-(1-(3-metoxi-
[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazin-6-il)piperidin-4-
ifenoxi)etil)-1,3-dimetilpiperazin-2-ona:acido 6- hidroxi-
2-naftoico

Angulo 2 -
% de
Theta
intensidad
(2 9)
19.4 100
12.5 79.3
12.8 77.4
18.1 75.0
24.2 66.8
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23.4 55.2
14.0 53.2
18.6 37.8
17.0 37.5
17.9 36.4
donde los valores de 2-theta son + 0.2°.

El andlisis por calorimetria diferencial de barrido

(DSC) de la Forma A del cocristal (1:1) de ( R)-4-(2-(4-(1-
(3-metoxi-[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazin-6-il)piperidin-4-
ilyfenoxi)etil)-1,3-dimetilpiperazin-2-ona:acido 6- hidroxi-
2-naftoico mostré una endoterma de fusion con un in icio a
184.9 °C y un maximo a 187.9 °C (Figura J).

El analisis mediante DSC que se muestra de la Forma A
del cocristal (1:1) de ( R)-4-(2-(4-(1-(3-metoxi-
[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazin-6-il)piperidin-4-
ifenoxi)etil)-1,3-dimetilpiperazin-2-ona:acido 6- hidroxi-
2-naftoico es un sdlido con un alto punto de fusién , con un
inicio de fusion en el intervalo de 163-186 °C y un maximo

en el intervalo de 169-188 °C.

Ejemplo 1.1A - Material generado en una preparacion

repetida de la ruta descrita en el Ejemplo 1.1, que dio como

resultado una forma adicional, la Forma B. Se deter mino por

XRPD que esta forma era cristalina.

El XRPD de una muestra del material generé un patr6 nde
difraccidbn como se muestra en la Figura K. La Forma B del
cocristal (1:1) de ( R)-4-(2-(4-(1-(3-metoxi-
[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazin-6-il)piperidin-4-
ilyfenoxi)etil)-1,3-dimetilpiperazin-2-ona:acido 6- hidroxi-

2-naftoico se caracteriza por al menos un pico a un valor2 6
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de 15.2 °06.1 -, medido utilizando radiacion CuK o. Los nueve
picos mas prominentes de XRPD se muestran en la Tab la D.
Tabla D - Nueve picos de XRPD mas prominentes para la

Forma B del cocristal (1:1) de ( R)-4-(2-(4-(1-(3-metoxi-
[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazin-6-il)piperidin-4-
ifenoxi)etil)-1,3-dimetilpiperazin-2-ona:acido 6- hidroxi-
2-naftoico

Angulo 2 -

Theta % _ de

2 0) intensidad

15.2 40.9

6.1 58.1

16.8 64.3

12.2 44.0

26.1 43.9

28.4 41.0

18.3 34.2

3.1 30.6

20.7 25.4

donde los valores de 2-theta son + 0.2°.

El andlisis por calorimetria diferencial de barrido
(DSC) de la Forma B del cocristal (1:1) de ( R)-4-(2-(4-(1-
(3-metoxi-[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazin-6-il)piperidin-4-
ilyfenoxi)etil)-1,3-dimetilpiperazin-2-ona:acido 6- hidroxi-
2-naftoico mostro una endoterma de fusion con un in icio a
169.3 ~°Cy un maximo a 172.7 °C. En la Figura L se muestra
una curva de DSC.

Ejemplo 1.3: Preparacion del cocristal (1:1) de ( R)-4-

(2-(4-(1-(3-metoxi-[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazin-6-
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i)piperidin-4-il)fenoxi)etil)-1,3-dimetilpiperazin -2-
ona:acido 6-hidroxi-2-naftoico, Forma C.

Una muestra de la Forma A del cocristal (1:1) de ( R)-
4-(2-(4-(1-(3-metoxi-[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazin-6-
il)piperidin-4-il)fenoxi)etil)-1,3-dimetilpiperazin -2-
ona:acido 6-hidroxi-2-naftoico se analizé mediante XRPD en
caliente utilizando un difractometro D8 Advance de Bruker.

La muestra se calent6 hasta 210 °C adquiriendo los
difractogramas cada 3 °C.

A continuacion, la muestra se enfrio hasta 25 °C a 10
°C/miny tras abrir la plataforma de la muestra al final del
experimento se observé que el material habia sublim adoy se
habia depositado en el cuchillo del haz del difract ometro
como un polvo blanco. Este polvo blanco se recogi6 y se
analizéy se demostrd que era unaformacristalina diferente,
la Forma C. Se determiné mediante XRPD que esta for ma era
cristalina.

El XRPD de una muestra del material gener6 un patro nde
difraccibn como se muestra en la Figura M. La Forma C del
cocristal (1:1) de ( R)-4-(2-(4-(1-(3-metoxi-
[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazin-6-il)piperidin-4-
ilyfenoxi)etil)-1,3-dimetilpiperazin-2-ona:acido 6- hidroxi-
2-naftoico se caracteriza por al menos un pico a un valor2 6
de 8.2 °024.8 -, medido utilizando radiacion CuK o. Los siete
picos mas prominentes de XRPD se muestran en la Tab la E.

Tabla E - Siete picos de XRPD mas prominentes para la
Forma C del cocristal (1:1) de ( R)-4-(2-(4-(1-(3-metoxi-
[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazin-6-il)piperidin-4-
ifenoxi)etil)-1,3-dimetilpiperazin-2-ona:acido 6- hidroxi-

2-naftoico
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Angulo 2 -
% de

Theta ) .
intensidad

(20)

8.2 100

24.8 90.9

18.9 46.4

29.0 32.3

14.8 26.3

15.5 22.2

16.3 20.7

donde los valores de 2-theta son = 0.2°.

El andlisis por calorimetria diferencial de barrido
(DSC) de la Forma C del cocristal (1:1) de ( R)-4-(2-(4-(1-
(3-metoxi-[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazin-6-il)piperidin-4-
ilyfenoxi)etil)-1,3-dimetilpiperazin-2-ona:acido 6- hidroxi-
2-naftoico mostro una endoterma de fusién con un in icio a
156.8 °Cy un maximo a 160.5 °C. En la Figura N se muestra
una curva de DSC.

Ejemplo 2 : Preparacion de 1-((3 S,5 R)-4-(2-(4-(1-(3-

metoxi-[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazin-6-il)piperidin-4-

ifenoxi)etil)-3,5-dimetilpiperazin-1-il)etanona

YN\)"////// o0—
0 N _N. /<
77 N7\

A _—
N

Se afadi6 DIPEA (1.455 mL, 8.36 mmol) a 1-((3 S,5 R)-3,5-
dimetil-4-(2-(4-(piperidin-4-il)fenoxi)etil)piperaz in-1-
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illetanona (1.502 g, 4.18 mmol) y 6-cloro-3-metoxi-

[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazina (obtenida tal como se ha

descrito en el Ejemplo 1, preparacion de los materi ales de
partida) (1.003 g, 5.43 mmol) en DMF (15 mL). La so lucion
resultante se agité a 80°C durante 18 horas y se ev aporo a

sequedad. ElI producto crudo se purific6 ~mediante

cromatografia de intercambio iénico, utilizando una columna
SCX. El producto deseado se eluy6 de la columna uti lizando
NH 1M/MeOH y se evapor6é a sequedad para obtener una g oma

marrén. Esta se purific6  adicionalmente = mediante

cromatografia flash en silice, gradiente de elucion deunO
un 10% de NH 3 7M/MeOH en EtOAc. Las fracciones puras se
evaporaron a sequedad para obtener 1-((3 S,5 R)-4-(2-(4-(1-(3-
metoxi-[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazin-6-il)piperidin-4-
ilyfenoxi)etil)-3,5-dimetilpiperazin-1-il)etanona ( 0.991 g,
46.7%) como una espuma de color crema. 1H RMN (400 MHz, DMSO,
100 °C) 1.06 - 1.1 (6H, m), 1.69 (2H, cd), 1.91 (2H , d),
1.97 (3H, s), 2.56 - 2.68 (4H, m), 2.78 (1H, tt), 2 .99 (2H,
t), 3.06 (2H, td), 3.84 (2H, s a), 4.00 (2H, t), 4. 21 (3H,
s), 4.27 (2H, d), 6.83 - 6.88 (2H, m), 7.14 - 7.19 (3H, m),
7.74 (1H, d). m z: ES+ [M+H]+ 508

La 1-((3 S,5 R)-3,5-dimetil-4-(2-(4-(piperidin-4-
il)fenoxi)etil)piperazin-1-il)etanona utilizada com
material de partida se preparo de la siguiente mane ra:-

Preparacion de 4-(4-hidroxifenil)piperidino-1-

carboxilato de bencilo
HO

WQ@

O
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Seafadio cloroformiato de bencilo (5.97 mL,41.84 mmol)
a bromhidrato de 4-(piperidin-4-il)fenol (obtenido como se
ha descrito en el Ejemplo 1, preparaciéon de los mat eriales
de partida) (9 g, 34.86 mmol) y DIPEA (14.57 mL, 83 .67 mmol)
en DCM (150 mL). La suspension resultante se agito durante
2 horas. La mezcla de reaccion se lavo secuencialme nte con
agua (2 x 100 mL) y acido citrico acuoso 1 M (100 m L). La
fase organica se sec6 con MgSO 4, se filtr6 y se evaporé para
obtener el producto crudo. El producto crudo se pur ifico
mediante cromatografia flash en silice, gradiente d e elucion
de un 0 a un 5% de MeOH en DCM. Las fracciones pura S se
evaporaron a sequedad para obtener 4-(4-
hidroxifenil)piperidino-1-carboxilato de bencilo (7 .89 g,
72.7%) como una goma incolora, que solidificé al re posar. 1H
RMN (400 MHz, DMSO, 30 °C) 1.43 (2H, cd), 1.71 (2H, d), 2.57
(1H, tt), 2.79 - 2.93 (2H, m), 4.11 (2H, d), 5.08 ( 2H, s),
6.64 - 6.69 (2H, m), 6.98 - 7.02 (2H, m), 7.28 - 7. 33 (1H,
m), 7.34 - 7.4 (4H, m), 9.10 (1H, s). m z: ES+ [M+H]+ 312

Preparacion de 4-(4-(2-cloroetoxi)fenil)piperidino- 1-

carboxilato de bencilo

O
CI/\/
NTOQ
O

Se afiadié 1-bromo-2-cloroetano (2.134 mL, 25.64 mmo )
a 4-(4-hidroxifenil)piperidino-1-carboxilato de ben cilo
(5.322 g, 17.09 mmol) y carbonato de potasio (4.72 g, 34.18
mmol) en MeCN (80 mL). La mezcla resultante se agit 6a85°C
durante 18 horas. Como la reaccion no habia finaliz ado se

afladieron mas carbonato de potasio (4.72 g, 34.18 m mol) y 1-
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bromo-2-cloroetano (2.134 mL, 25.64 mmol) y la mezc la se
agitd a 85°C durante 48 horas mas. Lareaccion mos tro cierto
progreso hasta ~50% de avance. Como la reaccién no habia
finalizado se aumenté la temperatura hasta 95°Cy la mezcla
de reaccion se agitdé durante 24 horas mas. La mezcl a de
reaccion se evaporo a sequedad, se redisolvio en Et OAc (200
mL)yselavé secuencialmente conagua(2x100mL) ysalmuera
saturada (100 mL). La fase organica se secé con MgS O, se
filtr6 y se evaporé para obtener el producto crudo. El
producto crudo se purific6 mediante cromatografia f lash en
silice, gradiente de elucion de un 0 a un 5% de MeO H en DCM.
Las fracciones puras se evaporaron a sequedad para obtener
4-(4-(2-cloroetoxi)fenil)piperidino-1-carboxilato d e
bencilo (3.30 g, 51.7%) como una goma amarillo pali do. 1H
RMN (400 MHz, DMSO, 30 °C) 1.47 (2H, cd), 1.73 (2H, d), 2.64
(1H, tt), 2.81 - 2.95 (2H, m), 3.90 (2H, dd), 4.12 (2H, d),
4.20 (2H, dd), 5.08 (2H, s), 6.85- 6.9 (2H, m), 7. 12-7.17
(2H, m), 7.28 - 7.34 (1H, m), 7.34 - 7.4 (4H, m). m z: ES+
[M+H]+ 374

Preparacion de 4-(4-(2-((2 S,6 R)-4-acetil-2,6-
dimetilpiperazin-1-il)etoxi)fenil)piperidino-1-carb oxilato
de bencilo

e
! Lo )
O

Se afadi6 DIPEA (3.05 mL, 17.49 mmol) a 4-(4-(2-

cloroetoxi)fenil)piperidino-1-carboxilato de bencil o (2.18

g, 5.83 mmol), 1-((3

S,5 R)-3,5-dimetilpiperazin-1-il)etanona
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(1.366 g, 8.75 mmol) y yoduro de potasio (0.968 g, 5.83 mmol)
en DMA (25 mL). La mezcla resultante se agit6 a 125 °C
durante 18 horas. Lamezcla de reaccion se evaporé asequedad,
se redisolvié en EtOAc (250 mL) y se lavé secuencia Imente
con agua (200 mL) y salmuera saturada (200 mL). La fase
organica se sec6 con MgSO 4, se filtr6 y se evapord para
obtener el producto crudo. Este se purific6 mediant e
cromatografia flash en silice, gradiente de elucion deunO
un 4% de NH 3 7M/MeOH en DCM. Las fracciones puras se
evaporaron a sequedad para obtener 4-(4-(2-((2 S,6 R)-4-
acetil-2,6-dimetilpiperazin-1-il)etoxi)fenil)piperi dino-1-
carboxilato de bencilo (2.180 g, 76%) como una goma marron.
1H RMN (400 MHz, DMSO, 100 °C) 1.06 - 1.1 (6H, m), 1 51 (2H,
cd), 1.76 - 1.83 (2H, m), 1.97 (3H, s), 2.57 - 2.72 (5H, m),
2.93 (2H, td), 2.99 (2H, t), 3.85 (2H, s a), 4.00 ( 2H, 1),
4.14 (2H, d), 5.12 (2H, s), 6.83 - 6.87 (2H, m), 7. 1-7.15
(2H, m), 7.27 - 7.33 (1H, m), 7.34 - 7.38 (4H, m). m z: ES+
[M+H]+ 494

Preparacion de 1-((3 S,5 R)-3,5-dimetil-4-(2-(4-

(piperidin-4-il)fenoxi)etil)piperazin-1-il)etanona

S
e

O NH
Se agitaron 4-(4-(2-((2 S,6 R)-4-acetil-2,6-
dimetilpiperazin-1-il)etoxi)fenil)piperidino-1-carb oxilato
de bencilo (2.18 g, 4.42 mmol) y paladio sobre carb on al 10%
(0.470 g, 0.44 mmol) en MeOH (45 mL) en una atmésfe ra de
hidrégeno durante 5 horas. A continuacion, la mezcl a se

filtr6 y evaporé a sequedad para obtener 1-((3 S,5 R)-3,5-
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dimetil-4-(2-(4-(piperidin-4-il)fenoxi)etil)piperaz

il)etanona (1.502 g, 95%) como una goma amarillo pa
RMN (400 MHz, DMSO, 100 °C) 1.07 - 1.1 (6H, m), 1.4
cd), 1.70 (2H, d), 1.97 (3H, s), 2.5 - 2.66 (7H, m)

(2H, 1), 3.01 - 3.07 (2H, m), 3.85 (2H, s a), 4.00

6.82 - 6.86 (2H, m), 7.09 - 7.13 (2H, m).

PCT/GB2015/052143

in-1-
lido. IH
8 (2H,
, 2.99
(2H, 1),

m z: ES+ [M+H]+

360

La 1-((3 S,5 R)-3,5-dimetilpiperazin-1-il)etanona
utiizada como material de partida se prepard tal c omo
sigue:-

Preparacion de N-acetil- N-(2-
(trifluorometihfenil)acetamida

O O
A
. F

Se afiadi6 gota a gota cloruro de acetilo (132 mL,
1861.91 mmol) durante 30 minutos a 2-(trifluorometi lanilina
(100 g, 620.64 mmol) y piridina (200 mL, 2482.55 mm ol) en
tolueno (500 mL) enfriado a 0 °C. La reaccidon se ca lentd
hasta 50 °C y se agité durante 20 horas. A continua cion, la
mezcla se enfrié hasta la temperatura ambiente y se lavé dos
veces con acido citrico acuoso 1M (250 mL). La mezc la
producto crudo se evaporé a continuacion hasta la m itad del
volumeny se traté con heptano (500 mL). La suspens ibn espesa
resultante se agit6é a 5 °C durante 4 horas y a cont inuacion,
el precipitado se recogido mediante filtracion, se | avo con
heptano (500 mL) y se secO al vacio. Esto proporcio no N

acetil-  N-(2-(trifluorometil)fenil)acetamida (93 g, 59.1%)
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como un solido marrén claro. 1H RMN (400 MHz, DMSO, 30 °C)
2.18 (6H, s), 7.58 - 7.93 (4H, m). m z: ES+ [M+H]+ 246

Preparacion de 1-((3 R5 S)-3,5-dimetilpiperazin-1-
il)etanona

Oy

N

Se afadio N-acetil- N-(2-
(trifluorometil)fenil)acetamida (13.28 g, 52.54 mmo ) a
(2 R6 S)-2,6-dimetilpiperazina (5 g, 43.79 mmol) en EtOH ( 75
mL) y la mezcla se calent6 a temperatura ambiente d urante 24
horas. A continuacidén, esta se evapord0 a sequedad, se
redisolvio en DCM (25 mL) y se lavé con HCI acuoso 2M (25
mL). A continuacion, la solucion acuosa se basifico hasta pH
14 con NaOH acuoso concentrado y se extrajo con DCM (2 x 25
mL). Los extractos organicos combinados se evaporar on a
sequedad para obtener un liquido amarillo. Este se purifico
mediante cromatografia flash en silice, gradiente d e elucion
deunOaun 10% de NH 3 7TM/MeOH en DCM. Las fracciones puras
se evaporaron a sequedad para obtener 1-((3 S5 R)-3,5-
dimetilpiperazin-1-il)etanona (4.00 g, 66.7%) como un aceite
tostado palido. 1H RMN (400 MHz, DMSO, 100 °C) 0.98 (6H, d),

1.78 (1H, s a), 1.96 (3H, s), 2.26 (2H, s a), 2.58 - 2.68
(2H, m), 3.94 (2H, s a).

Ejemplo 3 : Preparacién de la ( R)-4-(3-(4-(1-(3-metoxi-

[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazin-6-il)piperidin-4-

ifenoxi)propil)-1,3-dimetilpiperazin-2-ona
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3 g
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—N\_/N—\_\ )QN
N—N |

Se afiadi¢ trietilamina (0.396 mL, 2.84 mmol) a 6-cl oro-
3-metoxi-[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazina  (obtenida tal
como se ha descrito en el Ejemplo 1, preparacion de los
materiales de partida) (350mg, 1.90 mmol) y ( R)-1,3-dimetil-
4-(3-(4-(piperidin-4-il)fenoxi)propil)piperazin-2-o na (655
mg, 1.90 mmol) en DMF (10 mL) y la mezcla se calent 6ab6°C
durante 5 horas. La solucién del producto crudo se purifico
mediante cromatografia de intercambio i6nico, utili zando una
columna SCX. El producto deseado se eluy6 de la col umna

utilizando NH 3 7TM/MeOH y se evapor0 a sequedad para obtener

una goma marrén. Esta se purificé adicionalmente me diante
cromatografia flash en silice, gradiente de elucion deunO
a un 10% de MeOH en DCM. Las fracciones puras se ev aporaron
a  sequedad para  obtener ( R)-4-(3-(4-(1-(3-metoxi-
[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazin-6-il)piperidin-4-
ilyfenoxi)propil)-1,3-dimetilpiperazin-2-ona (140 g , 14.96%)
COMO una espuma marron. 1H RMN (400 MHz, DMSO, 30 °C); 1.20
(3H, d), 1.64 (2H, m), 1.86 (4H, m), 2.45 (2H, m), 2.72 (2H,
m), 2.82 (3H, s), 3.00 (4H, m), 3.25 (2H, m), 3.98 (2H, tr),
4.19 (3H, s), 4.30 (2H, m), 6.87 (2H, dd), 7.17 (2H , dd),
7.30 (1H, d), 7.86 (1H, d). m z ES+ [M+H]+ = 494

La ( R)-1,3-dimetil-4-(3-(4-(piperidin-4-
ilyfenoxi)propil)piperazin-2-ona utilizada como mat erial de

partida se prepar6 de la siguiente manera:-
Preparacion de 4-(4-hidroxifenil)piperidino-1-

carboxilato de t ert -butilo
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HO

N\[O(Oj<

Se afadié lentamente trietilamina (23.76 mL, 170.44

mmol) a bromhidrato de 4-(piperidin-4-il)fenol (obt
como se ha descrito en el Ejemplo 1, preparacion de
materiales de partida) (40 g, 154.95 mmol) en DCM (
a 0 °C. La mezcla resultante se agit6 durante 20 mi
a continuacion, se afadi6 dicarbonato de di-
(35.5 g, 162.69 mmol). El bafio de hielo se retir6 y
reaccion se agito a temperatura ambiente durante 2
mezcla de reaccion se lavéd secuencialmente con agua
mL) y salmuera saturada (200 mL). La fase organica
con MgSOy, se filtré y se evapord para obtener el producto
crudo. Al sélido se afiadi6 MTBE (150 mL) y se sonic
mantuvo en forma de suspension espesa durante 2 hor
sélido resultante se recogio por filtracion, se lav
heptano (200 mL) y se sec6 al vacio para obtener 4-
hidroxifenil)piperidino-1-carboxilato de
g, 84%) como un producto sélido blanco cremoso.
MHz, DMSO, 27 °C) 1.40 (9H, s), 1.44 (2H, d), 1.68
2.49 - 2.59 (1H, m), 2.76 (2H, s), 4.03 (2H, d), 6.
(2H, m), 6.96 - 7.04 (2H, m), 9.13 (1H, s).
276

Preparacion de 4-(4-(3-cloropropoxi)fenil)piperidin

PCT/GB2015/052143

enido tal
los
190 mL)
nutos y
t ert -butilo
la
horas. La
(2x 200

se seco

0y se
as. El
6 con

(4-

t ert -butilo (36.0

1H RMN (400
(2H, d),
63 - 6.7

m z [ES-] M- =

1-carboxilato de t ert -butilo
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Cl\/\/O
NTO
("r

A unasolucién agitada de 4-(4-hidroxifenil)piperid ino-
1-carboxilato de t ert -butilo (9.99 g, 36.02 mmol) en MeCN
(200 mL) se afadieron 1-bromo-3-cloropropano (14.27 mL,
144.07 mmol) y carbonato de potasio (19.91 g, 144.0 7 mmol).
La reaccion se agité a 80 °C durante 16 horas. La m ezcla de
reaccion se diluyé con agua (125 mL) y se extrajo c on DCM
(200 mL). La fase orgéanica se sec6 con MgSO 4, sefiltré y se
evaporo para obtener 4-(4-(3-cloropropoxi)fenil)pip eridino-
1-carboxilato de t ert -butilo (12.75 g, 100%) como un aceite
incoloro. 1H RMN (400 MHz, CDCI3, 30 °C) 1.48 (9H, s), 1.54
- 1.65 (2H, m), 1.79 (2H, d), 2.20 (2H, d), 2.59 (1 H, tt),
2.78 (2H, 1), 3.56 (2H, t), 4.02 - 4.13 (2H, m), 4. 23 (2H,
d), 6.8 - 6.87 (2H, d), 7.03 - 7.17 (2H, d).

Preparacion de ( R)-4-(4-(3-(2,4-dimetil-3-
oxopiperazin-1-il)propoxi)fenil)piperidino-1-carbox ilato de
t er t -butilo

DR
O
Se afadié DIPEA (28.2 mL, 162.13 mmol) a una suspen sion

de clorhidrato de ( R)-1,3-dimetilpiperazin-2-ona (7.12 g,
43.23 mmol), 4-(4-(3-cloropropoxi)fenil)piperidino- 1-
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carboxilato de t ert -butilo (12.75 g, 36.03 mmol) y yoduro de

potasio (5.98 g, 36.03 mmol) en DMA (100 mL). La so lucion se
calentd hasta 120 °C durante 24 horas. La mezcla de reaccion
se diluyé con agua (200 mL) y se extrajo con DCM (2 00 mL).
La fase organica se sec6 con MgSO 4, se filtré y se evaporo

para obtener el producto crudo. Este se purific6 me diante
cromatografia flash en silice, diluyendo con un 10% de MeOH
en EtOAc. Las fracciones puras se evaporaron a sequ edad para
obtener (  R)-4-(4-(3-(2,4-dimetil-3-oxopiperazin-1-
il)propoxi)fenil)piperidino-1-carboxilato  de t ert -butilo
(15.50 g, 97%) como un aceite marrén. 1H RMN (400 MHz, DMSO,
30°C) 1.19 - 1.22 (3H, d), 1.42 (9H, s), 1.71 (2H, d), 1.8
-1.9 (2H, m), 1.96 (2H, s), 2.37 - 2.49 (1H, m), 2 .60 (1H,
ddt), 2.80 (5H, d), 2.93 - 3.05 (4H, m), 3.2 - 3.28 (2H, m),
4.05 (2H, dd), 6.8 - 6.9 (2H, m), 7.12 (2H, dd). m z ES+
[M+H]+ = 446

Preparacion de 1( R)-1,3-dimetil-4-(3-(4-(piperidin-4-

ifenoxi)propil)piperazin-2-ona

~
Oj\/)\'\/\/o

NH

Se afiadio cloruro de hidrogeno 4.0 M en dioxano (34 .8
mL, 139.14 mmol) a una suspensiéon de ( R)-4-(4-(3-(2,4-
dimetil-3-oxopiperazin-1-il)propoxi)fenil)piperidin o-1-
carboxilato de t ert -butilo (15.5 g, 34.78 mmol) en dioxano
(20 mL). La solucion se agitd a 20 °C durante 2 hor as. La
mezcla de reaccion se evaporo para obtener el produ cto crudo.
El producto crudo se purific6 mediante cromatografi a de

intercambio i6nico, utilizando una columna SCX. El producto
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deseado se eluy6 de la columna utilizando NH 3 TM/MeOH y las
fracciones puras se evaporaron a sequedad para obte ner( R)-
1,3-dimetil-4-(3-(4-(piperidin-4-
il)fenoxi)propil)piperazin-2-ona (10.50 g, 87%) com 0 un
aceite marrén. 1H RMN (400 MHz, DMSO, 30 °C) 1.21 (3H, d),
1.73 - 1.93 (6H, m), 2.4 - 2.46 (1H, m), 2.68 - 2.7 8 (2H,
m), 2.80 (3H, s), 2.92 - 3.04 (4H, m), 3.18 (1H, d) , 3.22 -
3.27 (2H, m), 3.35 (2H, s), 3.98 (2H, t), 6.89 (2H, d), 7.13
(2H, d), 8.79 (1H, s a). nm z ES+ [M+H]+ = 346

Ejemplo 4 : Preparacion de 1-((3 R5 S)-4-(3-(4-(1-(3-
metoxi-[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazin-6-il)piperidin-4-
ifenoxi)propil)-3,5-dimetilpiperazin-1-il)etanona

O
)J\N/\K
N\/\/O
o—
N /N\N/<
@N/N

Se afnadio tributilfosfina (1.441 mL, 5.84 mmol) got aa
gota a 4-(1-(3-metoxi-[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazin-6-
il)piperidin-4-il)fenol (obtenido tal como se ha de scrito en
el Ejemplo 1, preparacion de los materiales de part ida) (0.95
g, 2.92 mmol), 1-((3 R5 S)-4-(3-hidroxipropil)-3,5-
dimetilpiperazin-1-il)etanona (0.751 g, 3.50 mmol) y ( E)-
diazeno-1,2-diilbis(piperidin-1-ilmetanona) (1.473 g, 5.84
mmol) en DCM desgasificado (20 mL) en nitrégeno. La mezcla
resultante se agité durante 90 minutos y a continua cion se
filtrd. La solucion del producto crudo se purificd mediante

cromatografia de intercambio iénico, utilizando una columna
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SCX. El producto deseado se eluyo de la columna uti lizando
NH 1M/MeOH y se evapor0 a sequedad para obtener una g oma
marrén palido. Esta se purifico adicionalmente medi ante
cromatografia flash en silice, gradiente de elucion deunO

a un 10% de NH 3 7M/MeOH en EtOAc. Las fracciones puras se

evaporaron a sequedad para obtener 1-((3 R5 S)-4-(3-(4-(1-(3-
metoxi-[1,2,4]triazolo[4,3- b]piridazin-6-il)piperidin-4-
ilyfenoxi)propil)-3,5-dimetilpiperazin-1-il)etanona (0.868
g, 57.0%) como una espuma blanca. IH RMN (400 MHz, DMSO,
100 °C) 1.04 (6H, d), 1.69 (2H, cd), 1.76 - 1.84 (2 H, m),
1.88-1.94 (2H, m), 1.96 (3H, s), 2.51 - 2.55 (2H, m), 2.56
-2.7 (2H, m), 2.74 - 2.82 (3H, m), 3.06 (2H, td), 3.81 (2H,
sa), 3.98 (2H, t), 4.21 (3H, s), 4.27 (2H, d), 6.8 3-6.87
(2H, m), 7.13 - 7.18 (3H, m), 7.74 (1H, d). n z: ES+ [M+H]+
522

La 1-((3 R5 S)-4-(3-hidroxipropil)-3,5-
dimetilpiperazin-1-il)etanona empleado como materia | de

partida, se preparo tal como sigue:-

Preparacion de 1-((3 R5 S)-4-(3-hidroxipropil)-3,5-

dimetilpiperazin-1-il)etanona
O
)J\N/\(
N\/\/OH

Se afiadié 3-bromopropan-1-ol (6.41 mL, 70.84 mmol) al-
((3 R5 S)-3,5-dimetilpiperazin-1-il)etanona (obtenida tal
como se ha descrito en el Ejemplo 2, preparacion de los
materiales de partida) (6.51 g, 41.67 mmol) y carbo nato de
potasio (14.40 g, 104.18 mmol) en 2-metiltetrahidro furano

(40 mL). La mezcla resultante se agitd a 80 °C dura nte 18



10

15

20

25

30

WO 2016/016618 -92 - PCT/GB2015/052143

horas, a continuacion se filtré y se evapor6 a sequ edad. El
producto crudo se purific6 mediante cromatografia f lash en
silice, gradiente de elucion de un 0 a un 6% de NH 3 7TM/MeOH
en DCM. Las fracciones puras se evaporaron a sequed ad para
obtener 1-((3 R5 S)-4-(3-hidroxipropil)-3,5-
dimetilpiperazin-1-il)etanona (0.749 g, 8.39%) como un
aceite incoloro. 1H RMN (400 MHz, DMSO, 30 °C) 0.96 - 1.03
(6H, m), 1.39 - 1.5 (2H, m), 1.96 (3H, s), 2.19 - 2 .28 (1H,
m), 2.28 - 2.36 (1H, m), 2.39 - 2.47 (1H, m), 2.67 -2.77
(3H, m), 3.36 (2H, t), 3.60 (1H, dt), 4.12 (1H, dt) , 4.36
(1H, s a).

Se hace constar que con relacién a esta fecha, el m ejor
método conocido por la solicitante para llevar a la practica
la citada invencidn, es el que resulta claro de la presente

descripcion de la invencion.



