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DESCRIPCION

Piridotienotriazinas como compuestos antiangiogénicos.
Sector técnico

La presente invencion se relaciona con el uso de algunos derivados de piridotienotriazinas como compuestos an-
tiangiogénicos y su uso en la fabricaciéon de medicamentos para el tratamiento del cancer, obesidad, retinopatias
diabéticas, degeneracion macular, hemangioma, artritis, psoriasis y aterosclerosis.

Técnica anterior

La angiogénesis es la generacion de nuevos capilares a partir de vasos preexistentes. En condiciones fisiolégicas,
la angiogénesis estd bajo un control muy estricto y sélo tiene lugar durante el desarrollo embrionario y en procesos
relacionados con el ciclo reproductor femenino, la reparacién de fracturas y la cicatrizacién de heridas. Sin embargo, en
muchos procesos patolégicos (por ejemplo el crecimiento tumoral y su diseminacion en las metdstasis, enfermedades
oftdlmicas como retinopatia diabética y degeneraciéon macular, hemangiomas, artritis, psoriasis, aterosclerosis...), la
enfermedad se ha relacionado con una angiogénesis desrregulada y continuamente activa (J. Nat. Med. 1995, 1, 27-
31).

Aunque se desconocen todos los mecanismos que conducen a la angiogénesis patoldgica, las evidencias experi-
mentales indican que el proceso final es el resultado de un balance entre factores pro-angiogénicos e inhibidores de
la angiogénesis. Desde la pionera hipdtesis de J. Folkman de que los tumores son dependientes de angiogénesis (J.
New Eng. J. Med. 1971, 285, 1182-1186), ha quedado demostrado clinicamente que la inhibicién o prevencién de
la angiogénesis supone una atractiva alternativa terapéutica para el tratamiento del cdncer y las otras enfermedades
dependientes de la angiogénesis (Cancer Res. 1998, 152, 341-352; Angiogénesis 1998, 2, 295-307).

El desarrollo de nuevos vasos es un complejo proceso que consta de varias etapas, que incluyen a activacién de
las células endoteliales por accién del estimulo angiogénico, la sintesis y liberacién de proteasas que permitirdn a las
células endoteliales migrar, proliferar y finalmente diferenciarse para generar los nuevos tubos capilares. Cualquiera
de estos pasos puede ser una diana para la intervencion farmacolédgica de la angiogénesis.

Aunque la angiogénesis es un proceso altamente regulado en condiciones fisioldgicas, un descontrol en esta regu-
lacion, conducente a una activacion permanente de la angiogénesis es caracteristica de una serie de patologias (que
podriamos denominar “enfermedades dependientes de angiogénesis™), tal y como hemos comentado anteriormente.
Asi pues la desregulacion de la angiogénesis puede ser la causa directa o bien exacerbar una determinada condicién
patolégica. Por ejemplo, el crecimiento de la metdstasis de un tumor sélido es dependiente de la angiogénesis. Con ba-
se a estos descubrimientos, surge una continua necesidad de compuestos que muestren una actividad antiangiogénica,
debido a su potencial uso en el tratamiento de diversas patologias, y entre otras el cancer.

Los derivados de piridotienotriazinas de férmula general (Ia) o (Ib)
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(Ib)

donde X es un dtomo de halégeno, R' se selecciona de un grupo formado por hidrégeno, y un grupo fenilo sus-
tituido o no sustituido, y R? se selecciona de un grupo formado por NH,, NH-alquilo inferior, N-(alquilo inferior),,
NH-bencilo, y piperidina-bencilo, son compuestos conocidos (Eur. J. Med. Chem. 1998, 33, 887-897, J. Med. Chem.
1999, 42, 4720-4724, y Eur. J. Med. Chem. 2003, 38, 265-275) que han sido descritos como inhibidores de la gene-
racién de 6xido nitrico y prostaglandina E, por macré6fagos murinos, como inhibidores de la produccion de histamina
por mastocitos, y como antiprotozoos frente a Philasterides dicentrarchi, pero la actividad antiangiogénica de los
derivados de piridotienotriazinas de férmula general (I) no se ha descrito previamente.

Divulgacion de la invencion

La presente invencion estd dirigida al uso para la preparacién de medicamentos para el tratamiento de enfermedades
dependientes de angiogénesis (en particular cdncer, enfermedades oftdlmicas como retinopatia diabética y degenera-
ci6n macular, hemangiomas, artritis, psoriasis, aterosclerosis...), de compuestos de férmula general (Ia) o (Ib), de una
sal aceptable farmacéuticamente, un derivado o profarmaco.

Los derivados de piridotienotriazina de férmula general (Ia) o (Ib)
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donde X es un dtomo de halégeno, R! se selecciona de un grupo formado por hidrégeno, y un grupo fenilo
sustituido o no sustituido, y R? se selecciona de un grupo formado por NH,, NH-alquilo inferior, N-(alquilo inferior),
NH-bencilo, y piperidina-bencilo.

En la definicién anterior de compuestos de férmula (Ia) o (Ib), los siguientes términos tienen el significado que se
indica a continuacion:

“Alquilo inferior” se refiere a un grupo alquilo de cadena lineal o ramificada de 1 a 6 &tomos de carbono, tal como
metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, sec-butilo, tert-butilo, pentilo, neopentilo y hexilo.

“Hal6geno” incluye F, CI, Bry L.

Las referencias a un grupo fenilo sustituido en los compuestos de la presente invencion se refieren al grupo fenilo
que puede ser sustituido en una o mds posiciones disponibles por uno o mas grupos adecuados, tales como F, Cl,
Br y [; ciano; hidroxilo; nitro; azido; alcanoilo como un grupo alcanoilo C1-6 como acilo y similares; carboxamido;
grupos alquilo que incluyen aquellos que tienen entre 1 y 12 adtomos de carbono, o de 1 a 6 d&tomos de carbono, y
mé4s preferiblemente de 1 a 3 dtomos de carbono; grupos alquenilo y alquinilo, incluyendo aquellos grupos que tienen
uno o mds enlaces insaturados y de 2 a 12 atomos de carbono, o de 2 a 6 d&tomos de carbono; grupos alcoxilo que
tienen uno o mds oxigenos y de 1 a aproximadamente 12 dtomos de carbono, o de 1 a aproximadamente 6 dtomos de
carbono; grupos ariloxilo como el fenoxilo; grupos alquiltio, incluyendo los que tienen uno o mds enlaces tioéter y de
1 a aproximadamente 12 dtomos de carbono, o de 1 a aproximadamente 6 d4tomos de carbono; grupos alkilsulfinilo
incluyendo los que tienen uno o mds enlaces sulfinilo y de 1 a aproximadamente 12 dtomos de carbono, o de 1 a
aproximadamente 6 4tomos de carbono; grupos alkilsulfonilo incluyendo los que tienen uno o mas enlaces sulfonilo y
de 1 a aproximadamente 12 dtomos de carbono, o de 1 a aproximadamente 6 4tomos de carbono; grupos aminoalquilo
tales como grupos que contengan uno o mas dtomos de N y de 1 a aproximadamente 12 dtomos de carbono, o de 1
a aproximadamente 6 dtomos de carbono; grupos arilo de 6 o mds carbonos, en particular fenilo o naftilo y grupos
aralquilos como el bencilo. A menos que se indique lo contrario, un grupo sustituido opcionalmente puede tener un
sustituyente en cada posicion sustituible del grupo, y cada sustitucion es independiente de la otra.

El término “una sal farmacéuticamente aceptable, un derivado o un profarmaco” se refiere a cualquier sal aceptable
farmacéuticamente, éster, solvato, hidrato o cualquier otro compuesto que, tras la administracion al receptor, sea capaz
de producir (directa o indirectamente) un compuesto tal y como se describe aqui. La preparacion de sales, profdrmacos
y derivados podrd ser llevada a cabo por métodos ya conocidos.

Por ejemplo, las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos de férmula (Ia) o (Ib) se sintetizan por
métodos quimicos convencionales a partir de compuestos que contienen un grupo acido o basico. Generalmente es-
tas sales se sintetizan, por ejemplo, haciendo reaccionar las formas de dcido o base libre de dichos compuestos con
cantidades estequiométricas de la base o dcido apropiados en agua, o en un disolvente organico, o en una mezcla de
ambos. Generalmente son preferibles los medios no acuosos como éter, acetato de etilo, etanol, isopropanol o acetoni-
trilo. Ejemplos de sales de adicién dcida son las sales de adicion de dcidos minerales como por ejemplo hidrocloruro,
hidrobromuro, hidroyoduro, sulfato, nitrato, fosfato y las sales de adicion de 4cidos organicos como, por ejemplo, ace-
tato, maleato, fumarato, citrato, oxalato, succinato, tartrato, malato, mandelato, metanosulfonato y p-toluenosulfonato.
Ejemplos de sales de adicion de dlcali son sales inorgdnicas como, por ejemplo, sales de sodio, potasio, calcio y amo-
nio, y sales de dlcalis organicos como, por ejemplo, sales de etilendiamina, etanolamina, N,N-dialquilenetanolamina,
trietanolamina y de aminodcidos bésicos.

El término “profdrmaco” se usa en el sentido mds amplio y se refiere a aquellos derivados que son convertidos in
vivo en los compuestos de férmula (Ia) o (Ib). Tales derivados incluyen, por ejemplo, compuestos en los que un grupo
hidroxilo libre se convierte en un derivado esterificado.

Los compuestos de formula (Ia) o (Ib) pueden incluir enantiémeros dependiendo de su asimetria o diastereoiséme-
ros. El uso de isémeros aislados o mezcla de los isémeros cae dentro del alcance de la presente invencién.

Las composiciones farmacéuticas comprenden un compuesto de formula (Ia) o (Ib), o una sal aceptable farmacéu-
ticamente, derivado, profirmaco o estereoisémero junto con un agente portador, adyuvante o vehiculo farmacéutica-
mente aceptable, para la administracién a un paciente.

Los ejemplos de composiciones farmacéuticas incluyen cualquier composicion sélida (tabletas, pildoras, capsulas,
granulos, etc.) o liquida (disoluciones, suspensiones o emulsiones) para la administracién oral, topica o parenteral.

En una aplicacién preferida las composiciones farmacéuticas serdn en forma oral, sélida o liquida. Las dosis
adecuadas para la administracién podrdn suministrarse en forma de comprimidos, cdpsulas, siropes o disoluciones
y podran contener excipientes convencionales tales como agentes de unién, por ejemplo siropes, acacia, gelatina,
sorbitol, tragacanto, o polivinilpirrolidona; rellenos como lactosa, azicar, almidén de maiz, fosfato célcico, sorbitol o
glicina; lubricantes como estearato de magnesio; desintegrantes como almidén, polivinilpirrolidona, glicolato sédico
de almidén o celulosa microcristalina; o agentes humectantes farmacéuticamente aceptables como el laurilsulfato
sédico.
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Las composiciones orales s6lidas se pueden preparar por métodos convencionales de mezcla, relleno o compri-
mido. La remezcla se puede emplear para distribuir el agente activo en aquellas composiciones que empleen grandes
cantidades de relleno. Tales operaciones son convencionales. Los comprimidos pueden por ejemplo prepararse por
granulacién seca o himeda y cubrirse opcionalmente mediante métodos bien conocidos en la practica farmacéutica,
en particular con un recubrimiento entérico.

Las composiciones farmacéuticas se pueden adaptar también para administracion parenteral, como disoluciones
estériles, suspensiones o productos liofilizados en la forma adecuada para la unidad de dosis. Se podran usar los
excipientes adecuados, tales como agentes de carga, agentes tamponadores o surfactantes.

Las formulaciones mencionadas se preparardn usando métodos estdndares tales como los descritos o referidos en
las farmacopeas espafiolas o estadounidenses y en textos de referencia similares.

La administracién de compuestos de férmula (Ia), (Ib) o sus composiciones puede ser por cualquier método ade-
cuado, tales como infusion intravenosa, preparaciones orales, y administracién intraperitoneal e intravenosa. La ad-
ministracién oral es preferida debido a la conveniencia para el paciente y el cardcter crénico de las enfermedades a
tratar.

Generalmente la cantidad efectiva administrada de un compuesto de formula (Ia) o (Ib) dependera de la eficacia
relativa del compuesto elegido, de la gravedad de la enfermedad a tratar y del peso del paciente. Los compuestos se
administrardn tipicamente una o mds veces al dia por ejemplo 1, 2, 3 0 4 veces al dia, con dosis totales diarias en el
rango de 0.1 a 1000 mg/kg/dia.

Los compuestos de férmula (Ia), (Ib), y sus correspondientes combinaciones pueden usarse con otros fairmacos en
una terapia de combinacién. Los otros firmacos pueden formar parte de la misma composicion, o ser suministrados
como una composicioén independiente para su administracién simultdnea o en un momento distinto.

Los compuestos particularmente preferidos de los comprendidos en las férmulas generales (Ia) o (Ib) son los
compuestos I, 1L, IIL, y IV:

N S Cl
Compuesto | Compuesto II
N=—=N
NC \N
N==N N \ /
NC \ \N | /
| \ / HN N S o
. N/ < cl
Compuesto 111 Compuesto IV

El compuesto (I) se obtiene preferentemente como se describe en (Eur. J. Med. Chem. 1998, 33, 887-897), los
compuestos II, III, y IV se obtienen preferentemente como se describe en (J. Med. Chem. 1999, 42, 4720-4724). De
forma similar, cualquier compuesto de férmulas (Ia) o (Ib) se puede obtener mediante los procedimientos estdndares
de sintesis orgdnica y siguiendo la guia de los mencionados documentos.
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Maneras de realizacion de la invencion
Cultivos celulares

Las células de aorta bovina (BAE) se mantuvieron en medio DMEM con glucosa (1 g/L), glutamina (2 mM),
penicilina (50 IU/mL), estreptomicina (50 ug/mL), y anfotericina (1.25 ug/mL) suplementado con 10% suero fetal
bovino (FBS) (Br. J. Cancer 1995, 71, 770-775). Las células endoteliales de cordén umbilical humano (HUVE) se
aislaron a partir de cordones umbilicales mediante digestién con colagenasa (J. Cell. Biol. 1988,107, 1589-1598) y se
mantuvieron en Medio 199 conteniendo HEPES (10 mM), L-glutamina (2 mM), heparina (10 mg/mL), penicilina (50
[U/mL), estreptomicina (50 pg/mL), y anfotericina (1.25 pug/mL), suplementado con 3 mg/L de suplemento para el
crecimiento de células endoteliales (ECGS, Sigma) y 20% FBS en 5% CO, y 37°C.

Actividades de los compuestos I-1V
Ensayo de diferenciacion de las células endoteliales: Formacion de estructuras tubulares sobre Matrigel

Se cubrieron los pocillos de una placa de 96 con 50 uL. de Matrigel (10.5 mg/mL) a 4°C y se les dejaron polimerizar
a 37°C por al menos 30 min (FASEB J. 2002, 16, 261-263). Se afiadieron a cada pocillo 5x10* células BAE en 200
uL de DMEM. Para las células HUVE, se afiadieron 2.5x10* células en 200 uL. Medio 199 suplementado con 5%
FBS. Por ultimo, se afiadieron diferentes concentraciones de cada compuesto I-IV, incubando a 37°C en una cdmara
humidificada y con el 5% CO,. Tras 7 horas de incubacién, se observaron y fotografiaron los pocillos con ayuda de un
microscopio invertido NIKON DIAPHOT-TMD (NIKON Corp., Tokio, Japdn).

El la tabla I se muestran los resultados de la minima concentraciéon de compuestos I-IV (MIC) que daban una
completa inhibicién de la morfogénesis endotelial sobre Matrigel de células BAE y HUVE.

TABLA I
MIC (ng/mL)
Células
Compuesto 1 Compuesto II | Compuesto IIIl | Compuesto [V
BAE 0.9 1 0.2 5
HUVE 22 2.5 2.5 -

Ensayo de crecimiento celular

Se empleé el ensayo de reduccién del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT; Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) en placas de 96 pocillos, segin se describe en (Anticancer Res. 2001, 21, 3457-3460).
Se incubaron 3x10* BAE, 4x10° HUVE en un volumen total de 100 uL de sus respectivos medios de crecimiento
con diluciones seriadas de los compuestos I-IV. Tras 3 dias de incubacién (37°C, 5% CO, en atmdsfera humeda) se
afiadieron 10 ul de MTT (5 mg/ml en PBS) a cada pocillo y la placa se incub6 otras 4 horas (37°C). El formazano
resultante se disolvid en 150 uL. de 0.04 N HCI-2 propanol y su absorbancia se leyé a 550 nm con ayuda de un lector de
placas. El valor de ICs, se calculé como la concentracién de compuesto que daba un 50% de la supervivencia celular
del control sin tratar.

Los valores de ICs, para los compuestos I-IV frente a células BAE y HUVE se muestran en la tabla II:

TABLA 11
IC /mL
Células o (ug/mb)
Compuesto 1 Compuesto II | Compuesto III | Compuesto IV
BAE 6.2 3.9 1.2 24
HUVE 7.5 1.3 0.04 0.3
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Ensayo de la membrana corioalantoidea (CAM)

TABLA III
Dosis
Compuesto | Compuesto Compuesto !l Compuesto IV
(ug/CAM)
0 0 (0/20) 0 (0/20) 0 (0/20) 0 (0/20)
0.02 20 (1/5) 0 (0/3)
0.05 75 (3/4) 0 (0/4) 40 (2/5) -
0.1 100 (4/4) 80 (4/5) 40 (2/5) -
0.2 100 (3/3) 33 (2/6) 25 (1/4) -
0.5 100 (3/3) 60 (3/5) 20 (1/5) 0 (0/3)
100 (4/4) 100 (4/4) 67 (2/3) 33(113)
100 (4/4) 100 (3/3) 100 (3/3) 100 (4/4)
100 (3/3) - - 25 (1/4)

El ensayo CAM se llevd a cabo como se describié en (FASEB J. 2002, 16, 261-263). Los huevos fertilizados de
gallina se incubaron horizontalmente a 38°C en un incubador humidificado, se les abri6 una ventana al dia 3 de incu-
bacién y se procesaron al dia 8. Los compuestos a analizar se afiadieron a una disolucién del 0.7% de metilcelulosa
en agua. En una cdmara de flujo laminar y sobre una superficie de Teflon, se secaron gotas de 10 uL de esta solucion,
que luego se implantaron sobre la CAM. Tras 48 horas de reincubacién, dos personas observaron de forma indepen-
diente la CAM mediante un estereomicroscopio. El ensayo se consideré positivo cuando ambas personas reportaron
una disminucién significativa de la vascularizacion en el 4rea tratada.

La tabla III resume la evaluacién de la inhibicién de la angiogénesis in vivo mediante el ensayo CAM por los
compuestos [-IV. Los datos aparecen como porcentaje de inhibicién. Entre paréntesis se indican el nimero de huevos
con angiogénesis inhibida en sus CAMs por el nimero total de huevos tratados.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un compuesto de férmula (Ia) o (Ib)

NC N

(Ib)

donde X es un dtomo de halégeno, R! se selecciona de un grupo formado por hidrégeno, y un grupo fenilo
sustituido o no sustituido, y R? se selecciona de un grupo formado por NH,, NH-alquilo inferior, N-(alquilo inferior),,
NH-bencilo, y piperidina-bencilo, o una sal aceptable farmacéuticamente, profarmaco o solvato del mismo; en la
preparacion de una composicion farmacéutica o medicamento para el tratamiento de enfermedades dependientes de
angiogénesis.

2. El uso de acuerdo a la reivindicacién 1 donde la enfermedad dependiente de angiogénesis es cancer.

3. El uso de acuerdo a la reivindicacién 1 donde la enfermedad dependiente de angiogénesis es retinopatia diabé-
tica.

4. El uso de acuerdo a la reivindicacién 1 donde la enfermedad dependiente de angiogénesis es degeneracién
macular.

5. El uso de acuerdo a la reivindicacion 1 donde la enfermedad dependiente de angiogénesis es hemangiomas.
6. El uso de acuerdo a la reivindicacion 1 donde la enfermedad dependiente de angiogénesis es artritis.
7. El uso de acuerdo a la reivindicacién 1 donde la enfermedad dependiente de angiogénesis es psoriasis.

8. El uso de acuerdo a la reivindicacién 1 donde la enfermedad dependiente de angiogénesis es aterosclerosis.
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9. El uso de acuerdo a las reivindicaciones 1-8 donde el compuesto de férmula (Ib) es

10. El uso de acuerdo a las reivindicaciones 1-8 donde el compuesto de férmula (Ia) es

11. El uso de acuerdo a las reivindicaciones 1-8 donde el compuesto de férmula (Ia) es

NC

HN

12. El uso de acuerdo a las reivindicaciones 1-8 donde el compuesto de férmula (Ia) es

NC

HN

NC

A
P
N
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