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DESCRIPCION
Inhibidores de la tubulina.
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a la supresion del crecimiento de canceres y otras enfermedades proliferantes
mediante la administracion de compuestos que actian uniéndose a la tubulina y a nuevos compuestos heterociclicos
adecuados para dicha administracion.

Antecedentes de la invencion

Existen muchas enfermedades humanas y veterinarias procedentes de procesos de proliferacion celular incontrolada
0 anormal. La mas importante entre estas enfermedades es el cancer, nombre genérico de variedad extensa de
enfermedades celulares malignas caracterizadas por el crecimiento no regulado y la falta de diferenciacion. La
psoriasis es otra enfermedad que se caracteriza por la proliferacion celular incontrolada o anormal. La psoriasis es
una enfermedad de la piel cronica comun caracterizada por la presencia de escamas y placas secas. La enfermedad
es el resultado de la hiperproliferacion de la epidermis y de la diferenciacion incompleta de los queratinocitos. La
psoriasis implica con frecuencia el cuero cabelludo, codos, rodillas, espalda, gliteos, ufas, cejas y regiones
genitales, y puede oscilar en gravedad desde leve a sumamente debilitante, provocando la artritis psoridsica, la
psoriasis pustular y la dermatitis psoriasica exfoliativa. No existe, actualmente, ninguna cura terapéutica general para
la psoriasis. Aunque los casos mas leves son tratados con frecuencia con corticoesteroides tdpicos, los casos mas
graves pueden tratarse con agentes antiproliferantes, tales como el antimetabolito metotrexato, la hidroxiurea
inhibidora de la sintesis del ADN y la colquicina destructora de microtubulos.

Otras enfermedades asociadas a un nivel de proliferacién celular anormalmente alto incluyen la restenosis, estan
implicadas las células del musculo liso vascular; enfermedades inflamatorias, en las que estan implicadas las células
endoteliales, las células inflamatorias y las células glomerulares; el infarto de miocardio, en el que estan implicadas
las células del musculo cardiaco; la nefritis glomerular, en la que estan implicadas las células renales; el rechazo al
trasplante, en el que estan implicadas las células endoteliales; y las enfermedades infecciosas tales como la
infeccion por el VIH y el paludismo, en las que estan implicadas determinadas células inmunitarias y/u otras células
infectadas.

La inhibicién de la proliferacién celular puede ser ocasionada por varios mecanismos, que incluyen: agentes
alquilantes; inhibidores de la topoisomerasa; andlogos de nucleétidos; antibidticos; antagonistas hormonales; y
agentes dafinos para el acido nucleico; entre otros. Un mecanismo farmacolégicamente importante de inhibicion de
la proliferacion celular es mediante la unién de la tubulina. La tubulina es un dimero asimétrico compuesto de
subunidades alfa y beta, que polimerizan para formar componentes estructurales del citoesqueleto denominados
microtibulos. Los microtibulos deben ser muy dinamicos con el fin de llevar a cabo muchas de sus funciones. En
determinadas etapas del ciclo celular, o en particulares tipos de células u organulos, se necesitan microtubulos
estables, tal como para el transporte en el interior de los axones o para el movimiento ciliar y flagelar. Los
microtUbulos se ensamblan durante la fase G2 del ciclo celular, y participan en la formacién del huso mitdsico lo que
facilita la segregacion de cromatidas hermanas durante el proceso de la division celular. La funcién esencial de los
microtUbulos en la division celular y la capacidad de los farmacos que interactan con la tubulina para interferir en el
ciclo celular han hecho que la tubulina sea una diana lograda para las aplicaciones que incluyen farmacos contra el
cancer, fungicidas y herbicidas. Los ligandos de tubulina tipicos tales como la colquicina, paclitaxel, los alcaloides de
los Vincas tales como vinblastina, los epotilones, las halicondrinas, benomilo y mebendazol inhiben directamente la
divisién celular uniéndose a la tubulina que conduce a la interrupcién del ciclo celular en el limite G2/M de la mitosis.
Este mecanismo es la base del valor terapéutico de los compuestos de este tipo, tal como el tratamiento del intestino
como colquicina, la restenosis con paclitaxel, el cancer con paclitaxel, vinblastina, epotilones y halicondrinas, y las
infecciones fungicas con benomilo y el paludismo y los helmintos con mebendazol.

La interferencia con la dindmica o la estabilidad de los microtubulos pueden inhibir la division celular de varias
maneras. Tanto la estabilizacién de los microtibulos o la inhibicién de su polimerizacidn evitara la reestructuracion
del citoesqueleto que se necesita en varios puntos en el ciclo celular y conduce a una interrupcion de la evolucion de
la célula desde una etapa en el ciclo celular a la siguiente. Tres clases principales de farmacos que se unen a la
tubulina, a saber analogos de colquicina, alcaloides del vinca y los taxanos, se han identificado, presentando cada
uno un punto de unién especifico en la molécula de B-tubulina. EL paclitaxel (Taxol™) y los taxanos relacionados
representan una clase de farmacos que estabilizan los microtibulos, proceso que conduce por ultimo a la
"congelacion” de las estructuras tubulares de modo que no pueden reestructurarse (Jordan M. A. y Wilson L., 1998).
La interrupcién posterior en la mitosis provoca que el mecanismo apoptoésico ocasione la muerte celular. Un nimero
de analogos de colquicina, asi como varios otros compuestos que se unen en el mismo punto en la B-tubulina que la
colquicina desestabilizan la polimerizacion de la tubulina y desestabilizan la formaciéon microtubular. La vinblastina y
varios otros farmacos relacionados con los vinca se unen a otro punto distinto del punto de la colquicina. Los
compuestos que se unen al punto de los vinca evitan la formacién de microtibulos y desestabilizan los microtdbulos
(Jordan et al., 1986; Rai y Wolff (1996)). Esta invencién se refiere por consiguiente a los compuestos que modulan
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potencialmente la dinamica de los microtubulos mediante la unién a la tubulina.

Por lo tanto, el objetivo de la presente invencion consiste en proporcionar compuestos que son directa o
indirectamente toxicos para dividir activamente las células y son Utiles en el tratamiento del cancer, las infecciones
viricas y bacterianas, la restenosis vascular, las enfermedades inflamatorias, las enfermedades autoinmunitarias o la
psoriasis. La presente invencion se refiere también a composiciones terapéuticas para el tratamiento de dichas
enfermedades. Existen otros aspectos de la invencién para proporcionar la destruccion de células activamente
proliferantes, tales como células cancerosas, bacterianas o epiteliales, y que tratan todos los tipos de canceres,
infecciones, enfermedades inflamatorias y generalmente proliferantes. Un aspecto adicional se refiere al tratamiento
de otras enfermedades caracterizadas por la presencia de células que proliferan rapidamente, tales como la
psoriasis y otros trastornos de la piel.

La invencién puede utilizarse en el tratamiento de sarcomas, carcinomas y/o leucemias. Las enfermedades
ilustrativas para las que puede utilizarse la presente invencién sola o como parte de un régimen de tratamiento
incluyen: fibrosarcoma, mixosarcoma, liposarcoma, condrosarcoma, sarcoma osteogénico, cordoma, angioarcoma,
endoteliosarcoma, linfangiosarcoma, linfangioendoteliosarcoma, sinovioma, mesotelioma, tumor de Ewing,
leiomiosarcoma, rabdomiosarcoma, carcinoma de colon, cancer pancreatico, cancer de mama, cancer de ovario,
cancer de prostata, carcinoma epidermoide, carcinoma basocelular, adenocarcinoma, carcinoma de las glandulas
sudoriparas, carcinoma de las g¢landulas sebaceas, carcinoma papilar, adenocarcinoma papilar,
cistoadenocarcinoma, carcinoma medular, carcinoma broncogénico, carcinoma de células renales, hepatoma,
carcinoma del conducto biliar, coriocarcinoma, seminoma, carcinoma embrionario, tumor de Wilms, cancer del cuello
uterino, tumor testicular, carcinoma pulmonar, carcinoma pulmonar microcitico, carcinoma de vejiga, carcinoma
epitelial, glioma, astrocitoma, meduloblastoma, craneofaringioma, ependimoma, pinealoma, hemangioblastoma,
neuroma acustico, oligodendroglioma, meningioma, melanoma, neuroblastoma y retinoblastoma.

La invencién puede utilizarse para tratar trastornos tales como los carcinomas que se forman en el tejido de las
mamas, la préstata, el rifién, la vejiga o el colon.

La invencion puede utilizarse también para tratar trastornos hiperplasicos o neoplasicos que aparecen en el tejido
adiposo, tales como los tumores de los adipocitos, por ejemplo, lipomas, fibrolipomas, lipoblastomas, lipomatosis,
hibemomas, hemangiomas y/o liposarcomas.

Los agentes infecciosos y parasitos (por ejemplo, bacterias, tripanosomas, hongos, etc.) pueden controlarse también
utilizando las presentes composiciones y compuestos.

El documento WO 03/031406 proporciona estructuras de inhibidor de cinasa y procedimientos para su preparacion.
En particular, el documento WO 03/031406 proporciona procedimientos de sintesis de varios eteroarilos sustituidos
que pueden elaborarse mas mediante sustitucién aromatica con aminas a elevadas temperaturas o mediante
anilinas, acidos boricos y fenoles por reacciones de acoplamiento en cruz catalizadas por paladio. El documento
WO 03/026661 proporciona derivados de pirimidina para tratar la diabetes. El documento DE-A-19853278
proporciona 4-amino-2-aril-ciclopenta[d]pirimidinas sustituidas, su produccion y utilizacién en el tratamiento de
enfermedades cardiovasculares. El documento WO 2004/043926, publicado el 27 de mayo del 2004, describe
derivados fenilicos o eteroarilicos de aminoalcano que tienen actividad antagonista del receptor de IP.

Sumario de la invencion

Se ha descubierto que un grupo de compuestos basados en una estructura heterociclica sustituida inhiben el
crecimiento y la proliferacion de las células cancerosas. Se ha demostrado ademas que estos compuestos pueden
unirse a la tubulina. Dichos compuestos serian Utiles ademas en el tratamiento de otros trastornos relacionados con
la hiperproliferacion.

La invencion proporciona un compuesto de férmula general (V)

W\ \N R3
Q/
A/ \[ R4
X4 %

7

o sus profarmacos, sales, hidratos, solvatos, formas cristalinas, enantibmeros o diasteredmeros farmacéuticamente
aceptables, en la que :

X1y X2son Ny Xz y X4 son C independientemente sustituidos con Y;
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R+ es H, alquilo C1.s, alquilo C1.sNR5R6, alquilo C1.sNR5CORS, alquilo C1.sNR5SO2R6, alquilo C1.CO2R5, alquilo Cs-
6 CONR5RS6, en las que R5 y R6 son cada uno independientemente H, alquilo C1.4, arilo, hetarilo, alquil C1.4 arilo,
alquil C1.4 hetarilo o pueden estar unidos para formar un anillo de 3 a 8 eslabones opcionalmente sustituido que
contiene un atomo seleccionado de entre O, S y NR7;

R7 se selecciona de entre H y alquilo C1.4;

R2 se selecciona de entre OH, alquilo OC1.6, alquilo C1.s0OH, alquilo OC».60OH, alquilo C1.sNR8R9, alquilo OC,.
eNR8R9, alquilo C1.sNR8CORS9, alquilo OC2sNR8COR9, alquil Ci.s hetarilo, alquil OCz.¢ hetarilo, OCONRS8RY,
NR8COOR9, NR10CONR8R9, CONR8R9 y NR8BCOR12;

R8 y R9 son cada uno independientemente H, alquilo C+.4, alquilo C1.4NR11R13, hetarilo o ciclohetalquil, o pueden
estar unidos para formar un anillo de 3 a 8 eslabones opcionalmente sustituido que contiene opcionalmente un
atomo seleccionado de entre O, S y NR14;

R12 es alquilo Cz.4, alquilo C1.4NR11R13, hetarilo o ciclohetalquilo;

R11 y R13 son cada uno independientemente H o alquilo Ci.4, 0 puede unirse para formar un anillo de 3 a 8
eslabones opcionalmente sustituido que contiene un a&tomo seleccionado de entre O, S y NR14;

R14 se selecciona de entre H y alquilo C1.4;

R10 es H o alquilo C1.4;

R3 y R4 son cada uno independientemente H, halégeno, alquilo C+.4, OH, alquilo OC1.4, CF3, u OCFs3;
Q es alquileno Cy.4;

W se selecciona de entre alquilo Cy.4 y alquenilo Co.s; donde alquilo Ci.4 y alquenilo Czs pueden sustituirse
opcionalmente con alquilo C1.4, OH, alquilo OC1.4 0 NR15R16;

R15 y R16 son cada uno independientemente H, alquilo Ci.4, alquilC14 cicloalquilo, alquilCi.4 ciclohetalquil, arilo o
hetarilo, o pueden unirse para formar un anillo de 3 a 8 eslabones opcionalmente sustituido que contiene un atomo
seleccionado de entre O, Sy NR17;

R17 se selecciona de entre H y alquilo C1.4;

A es arilo, hetarilo opcionalmente sustituido con 0 a 3 sustituyentes independientemente seleccionados de entre
halégeno, alquilo Ci.4, CF3, arilo, hetarilo, OCF3, alquilo OC1.4, alquilo OC,.sNR18R19, Oarilo, Ohetarilo, CO2R18,
CONR18R19, NR18R19, alquilo C14NR18R19, NR20alquilo Ci.4sNR18R19, NR18COR19, NR20CONR18R19 vy
NR18SO2R19;

R18 y R19 son cada uno independientemente H, alquilo C+.4, alquilo C+.4 ciclohetalquilo, arilo, hetarilo, alquilC+-4 arilo
o alquilC+.4 hetarilo, o pueden unirse para formar un anillo de 3 a 8 eslabones opcionalmente sustituido que contiene
un atomo seleccionado de entre O, Sy NR21;

R21 se selecciona de entre H y alquilo C1.4;

R20 se selecciona de entre H y alquilo C1.4;

Y se selecciona de entre H, alquilo Ci.4, OH y NR22R23;

R22 y R23 son cada uno independientemente H o alquilo C1.4;

en los que los profarmacos se seleccionan de entre fosfatos acidos, sales de fosfato y ésteres de fosfato unidos por
un enlace fésforo-oxigeno a un OH libre del compuesto de férmula general (V),

en la que el compuesto no es N-{2-[4-(benciloxi)fenil]4-pirimidinil}fenilalalinato de metilo ni (N-{2-[4-(benciloxi)fenil]4-
pirimidinil}fenilalanina.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una composiciéon que comprende un vehiculo y uno o mas de los
compuestos descritos anteriormente.

En otro aspecto, la invenciéon proporciona un compuesto o composicion como el descrito anteriormente para su

utilizacién en el tratamiento de un trastorno relacionado con la hiperproliferacién o una enfermedad en un paciente.
Preferentemente, el trastorno relacionado con la hiperproliferacion se puede tratar por modulacion de la
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polimerizaciéon de microtubulos.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un compuesto o composicién tal como se describié anteriormente
para su utilizacion en el tratamiento de un trastorno o enfermedad relacionada con la proteina-cinasa en un paciente.

Descripcion detallada de la invencion

En la descripcién anterior se apreciara que:

AlquiloC1.4 hace referencia a una cadena de alquilo lineal o ramificada opcionalmente sustituida.
Arilo hace referencia a fenilo o naftilo insustuidos u opcionalmente sustituidos.

Hetarilo hace referencia a un anillo heteroaromatico de 5 6 6 eslabones y insustituido u opcionalmente sustituido que
contiene uno o méas heteroatomos seleccionados de entre O, N, S.

Cicloalquilo hace referencia a un anillo saturado de 3 a 8 eslabones.

Ciclohetalquilo hace referencia a un anillo saturado de 3 a 8 eslabones opcionalmente sustituido que contiene 1 a
3 heteroatomos seleccionados de entre O, S, NR24, en el que R24 es H, alquilo C1.4, arilo o hetarilo.

Los compuestos de la presente invencion incluyen todos los isémeros con configuracién (por ejemplo, isbmeros cis y
trans). Los compuestos de la presente invencién poseen centros asimétricos y por consiguiente existen en diferentes
formas enantioméricas y diastereoméricas. La presente invencion se refiere a la utilizacion de todos los isbmeros
Opticos y estereoisdmeros de los compuestos de la presente invencion y a mezclas de los mismos, y a todas las
composiciones farmacéuticas que los contienen. Los compuestos de férmula V pueden también existir como
tautdbmeros. Esta invencién se refiere a la utilizacion de todos dichos tautdmeros y a las mezclas de los mismos.

Los profarmacos de la invencién son derivados de fosfatos de los compuestos de férmula V (acidos, sales de acidos
o ésteres) unidos por un enlace foésforo-oxigeno a un hidroxilo libre de los compuestos de férmula V. La presente
invencion comprende asimismo composiciones farmacéuticas que contienen profarmacos de los compuestos de
formula V. Los profarmacos pueden utilizarse para tratar o prevenir trastornos que pueden tratarse o prevenirse
mediante la modulacién de la dindmica microtubular o mediante la destruccion de microtibulos.

En una forma de realizacion ain mas preferida, el compuesto posee quiralidad S en el carbono quiral que lleva W. El
compuesto puede utilizarse como isémero purificado o como una mezcla de cualquier relacién de isémeros. Resulta
por lo tanto preferido que la mezcla comprenda por lo menos 70%, 80%, 90%, 95% o0 99% del isébmero preferido.

En una forma de realizacion ain mas preferida, la presente invencién proporciona un compuesto seleccionado de
entre uno de los compuestos 38, 74, 78 a 81 6 84 de la Tabla 1 y composiciones que comprenden un vehiculo y uno
0 mas de los compuestos 38, 74, 78 a 81 6 84 de la Tabla 1. Esos compuestos pueden utilizarse en el tratamiento
de un trastorno relacionado con la hiperproliferacion en un paciente. Preferentemente, el trastorno relacionado con
hiperproliferacién se puede tratar mediante modulacién de la polimerizacién de microtubulos.

Los compuestos de férmula V pueden utilizarse para el tratamiento de trastornos relacionados con la
hiperproliferacion. Preferentemente, el trastorno relacionado con la hiperproliferacién se puede tratar mediante la
modulacion de la polimerizaciéon de microtubulos. El trastorno o enfermedad relacionado con la hiperproliferacién se
puede seleccionar de entre el grupo constituido por cancer, tales como fibrosarcoma, mixosarcoma, liposarcoma,
condrosarcoma, sarcoma osteogénico, cordoma, angioarcoma, endoteliosarcoma, linfangiosarcoma,
linfangioendoteliosarcoma, sinovioma, mesotelioma, tumor de Ewing, leiomiosarcoma, rabdomiosarcoma, carcinoma
de colon, cancer pancreatico, cancer de mama, cancer de ovario, cancer de préstata, carcinoma epidermoide,
carcinoma basocelular, adenocarcinoma, carcinoma de las glandulas sudoriparas, carcinoma de las glandulas
sebaceas, carcinoma papilar, adenocarcinoma papilar, cistoadenocarcinoma, carcinoma medular, carcinoma
broncogénico, carcinoma de células renales, hepatoma, carcinoma del conducto biliar, coriocarcinoma, seminoma,
carcinoma embrionario, tumor de Wilms, cancer del cuello uterino, tumor testicular, carcinoma pulmonar, carcinoma
pulmonar microcitico, carcinoma de vejiga, carcinoma epitelial, glioma, astrocitoma, meduloblastoma,
craneofaringioma, ependimoma, pinealoma, hemangioblastoma, neuroma acustico, oligodendroglioma, meningioma,
melanoma, neuroblastoma y retinoblastoma, y carcinomas que se forman en el tejido de mama, préstata, rifion,
vejiga o colon, y trastornos neoplasicos que aparecen en el tejido adiposo, tales como los tumores de adipocitos, por
ejemplo, lipomas, fibrolipomas, lipoblastomas, lipomatosis, hibemomas, hemangiomas y/o liposarcomas;
enfermedades infecciosas tales como infecciones por virus, palidicas y bacterianas; restenosis vascular;
enfermedades inflamatorias,tales como las enfermedades autoinmunitarias, nefritis glomerular, infarto de miocardio y
psoriasis.

En el tratamiento o prevencién de los trastornos relacionados con la hiperproliferacion y/o en los trastornos
relacionados con la proteina-cinasa un nivel de dosis apropiado estara generalmente comprendido entre
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aproximadamente 0,01 y 500 mg por kg del peso corporal del paciente al dia que pueden administrarse en dosis
unitarias o multiples. Preferentemente, el nivel de dosis estara comprendido entre aproximadamente 0,1 vy
aproximadamente 250 mg/kg al dia; mas preferentemente entre aproximadamente 0,5 y aproximadamente
100 mg/kg al dia. Un nivel de dosis adecuado puede estar entre aproximadamente 0,01 y 250 mg/kg al dia, entre
aproximadamente 0,05 y 100 mg/kg al dia, o entre aproximadamente 0,1 y 50 mg/kg al dia. Dentro de este intervalo
la dosificacion puede estar comprendida entre 0,05 y 0,5, entre 0,5 y 5 o0 entre 5 y 50 mg/kg al dia. Para la
administracion bucal, las composiciones se proporcionan preferentemente en forma de comprimidos que contienen
1,0 a 1.000 mg de principio activo, particularmente 1,0, 5,0, 10,0, 15,0, 20,0, 25,0, 50,0, 75,0, 100,0, 150,0, 200,0,
250,0, 300,0, 400,0, 500,0, 600,0, 750,0, 800,0, 900,0 y 1000,0 miligramos del principio activo para el ajuste
sintomatico de la dosis para el paciente que se esta tratando. Los compuestos pueden administrarse en un régimen
de 1 a 4 veces al dia, preferentemente una vez o dos veces al dia.

Debe apreciarse, sin embargo, que el nivel de dosis especifica y de frecuencia de la dosis para cualquier paciente
en particular puede variarse y dependera de varios factores incluyendo la actividad del compuesto especifico
utilizado, la estabilidad metabdlica y la duracién de la accién de este compuesto, la edad, el peso corporal, la salud
general, el sexo, la dieta, el modo y momento de la administracion, la tasa de excrecion, la combinacion
farmacéutica, la gravedad de la enfermedad en particular y la terapia que experimenta el hospedador.

Ademas de los primates, tales como los seres humanos (machos o hembras), pueden tratarse varios otros
mamiferos segun la presente invencién. Por ejemplo, pueden tratarse mamiferos que comprende de manera no
limitativa, vacas, ovejas, cabras, caballos, perros, gatos, cobayas, ratas u otras especies bovina, ovina, equina,
canina, felina, roedor o murina. Pueden tratarse ademas otras especies, tal como las especies aviares (por ejemplo,
pollos).

Las enfermedades y dolencias asociadas a la inflamacion y a la infeccion pueden tratarse utilizando la presente
invencion. La enfermedad o dolencia es preferentemente aquella en la que las acciones de los eosindfilos y/o
linfocitos deben inhibirse o estimularse, para modular la respuesta inflamatoria.

Los compuestos se utilizan en una "cantidad terapéuticamente eficaz", lo que significa una cantidad que produzca la
respuesta biolégica o médica de un tejido, sistema, animal o ser humano que estd siendo buscado por el
investigador, veterinario, doctor en medicina u otro médico.

Las expresiones "administracion de" y/o "administrar un" compuesto debe apreciarse que hacen referencia a la
provisién de un compuesto de la invencion al paciente necesitado de tratamiento.

La presente invencidn proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden por lo menos uno de los
compuestos de formula V que puede tratar un trastorno relacionado con la hiperproliferaciéon en una cantidad eficaz
por consiguiente, y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable. Las composiciones de la presente
invencion pueden contener otros agentes terapéuticos como los descritos a continuacion, y puede férmularse, por
ejemplo, utilizando vehiculos soélidos o liquidos convencionales o diluyentes tal como aditivos farmacéuticos de un
tipo apropiado al modo de administracion deseado (por ejemplo excipientes, aglutinantes, conservantes,
estabilizantes, saborizantes, etc.) segun las técnicas tales como las bien conocidas en la técnica de la férmulacion
farmacéutica.

Los compuestos de férmula V pueden administrarse por cualesquier medios adecuados, por ejemplo, por via bucal,
tales como en forma de comprimidos, capsulas, granulos o polvos; por via sublingual; bucal; parenteral, tal como por
inyeccion subcutanea, intravenosa, intramuscular o inyeccion intracisternal o técnicas de infusion (por ejemplo, en
forma de soluciones 0 suspensiones acuosas 0 no acuosas 0 suspensiones); por via nasal tal como por pulverizador
para inhalacion; por via tdpica tal como en forma de una crema o pomada; o por via rectal tal como en forma de
supositorios; en formulaciones de dosis unitaria que contienen vehiculos o diluyentes inocuos, farmacéuticamente
aceptables. Los compuestos pueden administrarse, por ejemplo, en una forma adecuada para la liberacion
inmediata o la liberacién prolongada. La liberacién inmediata o la liberacién prolongada pueden conseguirse
mediante la utilizacion de composiciones farmacéuticas adecuadas que comprenden los presentes compuestos, o,
particularmente en el caso de la liberacion prolongada, mediante la utilizacion de dispositivos tales como implantes
subcutaneos o bombas osmoticas.

El término "composicion" tal como se utiliza en la presente memoria esta destinado a comprender un producto que
contiene los ingredientes especificados en las cantidades especificadas, asi como cualquier producto que proceda,
directa o indirectamente, de la combinaciéon de los ingredientes especificados en las cantidades especificadas.
"Farmacéuticamente aceptable" hace referencia a que el vehiculo, diluyente o excipiente debe ser compatible con
los demas ingredientes de la férmulacién y que no sea perjudicial para el receptor del mismo.

Las composiciones farmacéuticas para la administracion de los compuestos de la presente invencion pueden
presentarse convenientemente en forma farmacéutica unitaria y pueden presentarse mediante alguno de los
procedimientos bien conocidos en la técnica de farmacia. Todos los procedimientos incluyen la etapa que consiste
en poner en contacto el principio activo con el vehiculo que constituye uno o mas ingredientes accesorios. En
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general, las composiciones farmacéuticas se preparan poniendo en contacto uniforme e intimamente el principio
activo con un vehiculo liquido o un vehiculo sélido finamente dividido o ambos, y a continuacién, si es necesario
formar el producto en la féormulacién deseada. En la composicion farmacéutica el compuesto activo objeto esta
incluido en una cantidad suficiente para producir el efecto deseado en el proceso o estado de las enfermedades. Tal
como se utiliza en la presente memoria el término "composicién" se desea que incluya un producto que comprende
los ingredientes especificados en las cantidades especificadas, asi como cualquier producto que proceda, directa o
indirectamente, de la combinacion de los ingredientes especificados en las cantidades especificadas.

Las composiciones farmacéuticas que contienen el principio activo pueden estar en una forma adecuada para su
utilizacién bucal, por ejemplo, en forma de comprimidos, grageas, pastillas, suspensiones acuosas o aceitosas,
polvos o granulos dispersables, emulsiones, capsulas duras o blandas o jarabes o elixires. Las composiciones
destinadas a utilizacién bucal pueden prepararse segln cualquier procedimiento conocido en la materia para la
preparacion de composiciones farmacéuticas y dichas composiciones pueden contener uno o mas agentes
seleccionados de entre el grupo constituido por agentes edulcorantes, agentes saborizantes, agentes colorantes y
agentes conservantes, con el fin de proporcionar preparaciones farmacéuticamente elegantes y de sabor agradable.
Los comprimidos contienen el principio activo mezclado con excipientes inocuos farmacéuticamente aceptables que
son adecuados para la preparacion de comprimidos. Estos excipientes pueden ser por ejemplo, diluyentes inertes,
tales como carbonato calcico, carbonato sddico, lactosa, fosfato célcico o fosfato sédico; agentes de granulacion y
dispersantes, por ejemplo, almidén de maiz, o acido alginico; agentes aglutinantes, por ejemplo, almidén, gelatina o
goma de acacia, y agentes lubricantes, por ejemplo, estearato de magnesio, acido estearico o talco. Los
comprimidos pueden estar descubiertos o pueden estar recubiertos por técnicas conocidas que retardan la
disgregacion y absorcion en el aparto digestivo y de este modo proporcionan una accién prolongada durante un
periodo mas prolongado. Por ejemplo, puede utilizarse un material retardador tal como el monoestearato de glicerilo
o el diestearato de glicerilo. Pueden estar también recubiertos para formar comprimidos terapéuticos osméticos para
controlar la liberacion.

Las férmulaciones de uso bucal pueden presentarse también en forma de capsulas duras de gelatina en las que el
principio activo se mezcla con un diluyente sélido inerte, por ejemplo, carbonato célcico, fosfato célcico o caolin, o en
forma de cépsulas blandas de gelatina en las que el principio activo se mezcla con agua o un medio aceitoso, por
ejemplo, aceite de cacahuete, parafina liquida o aceite de oliva.

Las suspensiones acuosas contienen los materiales activos mezclados con excipientes adecuados para la
preparacion de soluciones acuosas. Dichos excipientes son agentes de suspension, por ejemplo,
carboximetilcelulosa sodica, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, alginato sédico, polividona, goma tragacanto y
goma de acacia; agentes dispersantes o humectantes pueden ser un fosfolipido natural, por ejemplo lectina, o
productos de condensacion de un 6xido de alquileno con &cidos grasos, por ejemplo estearato de polioxietileno, o
productos de condensacion de Oxido de etileno con alcoholes alifdticos de cadena larga, por ejemplo,
heptadecaetilenoxitetanol, o productos de condensacion de éxido de etileno con ésteres parciales derivados de
acidos grasos y un hexitol tal como monooleato de poliexietilensorbitol, o productos de condensacién del 6xido de
etileno con ésteres parciales derivados de acidos grasos y anhidridos de hexitol, por ejemplo monooleato de
polietilensorbitan. Las suspensiones acuosas pueden contener también uno o mas conservantes, por ejemplo
p-hidroxibenzoato de etilo o de n-propilo, uno 0 mas agentes colorantes, uno 0 mas agentes saborizantes y uno o
mas agentes edulcorantes, tal como sacarosa o sacarina.

Pueden férmularse suspensiones aceitosas poniendo en suspension el principio activo en un aceite vegetal, por
ejemplo aceite de cacahuete, aceite de oliva, aceite de sésamo o aceite de coco, o en un aceite mineral tal como la
parafina liquida. Las suspensiones aceitosas pueden contener un agente espesante, por ejemplo cera de abejas,
parafina dura o alcohol cetilico. Pueden afadirse agentes edulcorantes tales como los indicados anteriormente, y los
agentes saborizantes para proporcionar una preparacion bucal con buen sabor. Estas composiciones pueden
prepararse mediante la adicion de un antioxidante tal como el acido ascérbico.

Los polvos y granulos dispersables adecuados para la preparacion de una suspension acuosa mediante la adicién
de agua proporcionan el principio activo mezclado con un agente dispersante o humectante, agente en suspensién y
uno 0 mas conservantes. Los agentes dispersantes o humectantes adecuados y los agentes de suspension estan
ilustrados con los ya mencionados anteriormente. Pueden estar también presentes excipientes adicionales, por
ejemplo, agentes edulcorantes, saborizantes y colorantes.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden estar también en forma de emulsiones de aceite en agua.
La fase aceitosa puede ser un aceite vegetal, por ejemplo aceite de oliva o aceite de cacahuete, o un aceite mineral,
por ejemplo parafina liquida o mezcla de éstos. Los agentes emulsionantes adecuados pueden ser gomas naturales,
por ejemplo goma de acacia o goma tragacanto, fosfolipidos naturales, por ejemplo soja, lecitina y ésteres o ésteres
parciales procedentes de &cidos grasos y anhidridos de hexitol, por ejemplo, monooleato de sorbitan, y productos de
condensacion de dichos ésteres parciales con 6xido de etileno, por ejemplo monooleato de polioxietilen-sorbitan.
Las emulsiones pueden contener también agentes edulcorantes y saborizantes.

Los jarabes y elixires pueden férmularse con agentes edulcorantes, por ejemplo glicerol, propilenglicol, sorbitol o
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sacarosa. Dichas férmulaciones pueden contener también un emoliente, un conservante y agentes saborizantes y
colorantes.

Las composiciones farmacéuticas pueden estar en forma de suspensién acuosa u oleaginosa inyectable estéril. Esta
suspensién puede férmularse segun la técnica conocida que utiliza los agentes dispersantes o humectantes
adecuados y agentes de suspensiéon que se han mencionado anteriormente. La preparacion inyectable estéril puede
ser también una solucién o suspensién inyectable estéril en un diluyente o disolvente inocuo aceptable por via
parenteral, por ejemplo en forma de solucién en 1,3-butanodiol. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que
pueden utilizase estan el agua, la solucion de Ringer y la solucion isoténica de cloruro soédico. Ademas, se utilizan
convencionalmente aceites estériles y fijados como medio disolvente o de suspension. Con este fin puede utilizarse
cualquier aceite suave fijado incluyendo mono- o diglicéridos sintéticos. Ademas, los acidos grasos tales como el
acido oleico resultan Utiles en la preparacién de inyectables.

Los compuestos de la presente invencion pueden administrarse también en forma de supositorios para la
administracion renal del farmaco. Estas composiciones pueden prepararse mezclando el fArmaco con un excipiente
no irritante adecuado que es solido a temperaturas ordinarias pero liquido a la temperatura rectal y por consiguiente
se derrite en el recto para liberar el farmaco. Dichos materiales son la manteca de cacao y los polietilenglicoles.

Para la utilizacion topica, se utilizan cremas, pomadas, gelatinas, soluciones o suspensiones, etc., que contienen los
compuestos de la presente invencién. (En el contexto de la presente solicitud, la aplicaciéon tépica incluira colutorios
y enjuagues bucales).

Los compuestos de la presente invencion pueden administrarse también en forma de liposomas. Como es conocido
en la técnica, los liposomas proceden generalmente de fosfolipidos u otras sustancias lipidicas. Los liposomas estan
formados por cristales liquidos hidratados mono- o multilaminares que se dispersan en un medio acuoso. Puede
utilizarse cualquier lipido metabolizable y fisiolégicamente aceptable, inocuo que puede formar liposomas. Las
presentes composiciones en forma de liposoma pueden contener, ademas de un compuesto de la presente
invencion, estabilizantes, conservantes, excipientes y similares. Los lipidos preferidos son los fosfolipidos y las
fosfatidilcolinas, tanto naturales como sintéticas. Los procedimientos para formar liposomas son conocidos en la
técnica.

La composicién farmacéutica de la presente invencion puede comprender ademdas ofros compuestos
terapéuticamente activos como los indicados en la presente memoria que se aplican habitualmente en el tratamiento
de los procesos patoldgicos mencionados anteriormente. La seleccion de los agentes apropiados para su utilizacién
en politerapia pueden ser preparados por cualquier experto en la materia, segun los principios farmacéuticos
convencionales. La combinacién de agentes terapéuticos puede actuar sinérgicamente para efectuar el tratamiento o
prevencion de varios trastornos descritos anteriormente. Utilizando este método, se puede conseguir eficacia
terapéutica con dosis més bajas de cada agente, reduciendo asi el potencial para los efectos secundarios adversos.

Los ejemplos de otros agentes terapéuticos incluyen los siguientes:

Inhibidores de tirosina cinasa, tal como imatinib (Glivec™) y gefitinib (Iressa™) entre otros; ciclosporinas (por
ejemplo, ciclosporina A), CTLA4-Ig, anticuerpos tales como ICAM-3, receptor anti-IL-2 (anti-Tac), anti-CD45RB, anti-
CD2, anti-CD3 (OKT-3), anti-CD4, anti-CD80, anti-CD86, agentes que bloquean la interaccién entre CD40 y gp39,
tales como los anticuerpos especificos para CD40 y/o gp39 (es decir, CD154), proteinas de fusiéon construidas a
partir de CD40 y gp39 (CD401g y CD8gp39), inhibidores tales como inhibidores de transposicién nuclear, de la
funcion B de NF-kappa, tales como desoxiespergualina (DSG), inhibidores de la sintesis de colesterol tales como
inhibidores de HMG CoA reductasa (lovastatina y simvastatina), farmacos antinflamatorios no esteroideos (NSAID)
tal como ibuprofeno, aspirina, acetaminofeno y ciclooxigenasa, inhibidores tales como rofecoxib, esteroides tales
como prednisolona o dexametasona, compuestos de oro, agentes antiproliferantes tales como metotrexato, FK506
(tacrélimo, Prograf), micofenolato mofetilo, agentes antineoplasicos tales como azatioprina, VP-16, etopoésido,
fludarabina, cisplatino, doxorrubicina, adriamicina, amsacrina, camptotecina, citarabina, gemcitabina,
fluorodesoxiuridina, melfalan y ciclofosfamida, inhibidores del FNT-a tales como tenidap, anticuerpos anti-FNT o
receptor de FNT soluble y rapamicina (sirolimo o Rapamune) o derivados de los mismos.

Cuando se utilizan otros agentes terapéuticos en combinacion con los compuestos de la presente invencion pueden
utilizarse por ejemplo en cantidades como las indicadas en Physician Desk Reference (PDR) o es de otro modo
determinado por cualquier experto en la materia.

La composicion farmacéutica de la presente invencion puede comprender ademas otros compuestos
terapéuticamente activos como los indicados en la presente memoria que son inhibidores o sustratos conocidos de
sistemas de salida del farmaco o sistemas de desintoxicacion y excretores de farmacos. Dichos sistemas incluyen
P-glucoproteina, proteina asociada a la resistencia a la politerapia, proteina con resistencia pulmonar e isoenzimas
alfa, mu, pi, sigma, theta, zeta y kappa glutatién S-transferasa. La administracién conjunta de farmacos conocidos
por inhibir o reducir la actividad de estos sistemas pueden aumentar la eficacia de los compuestos descritos en la
presente invencion al aumentar la cantidad de agente terapéutico en la célula. Utilizando este método, se puede

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2360 703 T3

conseguir eficacia terapéutica con dosis menores, reduciendo de este modo el potencial de efectos secundarios
adversos. Los ejemplos de inhibidores o sustratos para estos sistemas incluyen; verapamilo, probenecid, dipiridamol,
acido etacrinico, indometacina, sulfasalazina, butionina sulfoximina, ciclosporina A y tamoxifeno.

Aunque en la presente memoria la palabra "comprenden" o variaciones tales como "comprende" o "que comprende”
se sobreentiende que implica la inclusién de un elemento indicado, nimero entero o etapa, o grupo de elementos,
nameros enteros o etapas, pero no la exclusion de cualquier otro elemento, nimero entero o etapa, o grupo de
elementos, nimeros enteros o etapas.

Cualquier exposicion de documentos, actos, materiales, dispositivos, articulos o similares que se ha incluido en la
presente memoria es solamente con objeto de proporcionar un contexto para la presente invencion. No debe
considerarse una admision que alguno o todas estas materias forman parte de la base de la técnica anterior o eran
conocimiento general comun en el campo relevante para la presente invencion como existia antes de la fecha de
prioridad de cada reivindicacion de la presente solicitud.

Ejemplos

Materiales y procedimientos:

Sintesis de compuestos
Se preparan generalmente en un procedimiento de 2 etapas partiendo de un dihaloheterociclo.
La primera etapa es sustitucion nucledfila aromatica para generar un compuesto intermedio monoamino-monohalo.

La sustitucién nucledfila aromatica se lleva a cabo por lo general por adicion de una amina primaria o secundaria al
heterociclo dihalogenado en un disolvente tal como etanol, isopropanol, terc-butanol, dioxano, THF, DMF,
etoxietanol, tolueno o xileno. La reaccion se lleva a cabo por lo general a temperatura elevada en presencia de
amina en exceso o de una base no nucledfila tal como trietilenamina o diisopropiletilienamina o una base inorganica
tal como carbonato potésico o carbonato sédico.

Alternativamente, el sustituyente amino puede introducirse mediante una reaccién de aminacion catalizada por metal
de transicion. Los catalizadores tipicos para tales transformaciones incluyen Pd(OAc)2/P(t-Bu)s, Pdz(dba)s/BINAP y
Pd(OAc)2/BINAP. Estas reacciones se llevan a cabo por lo general en disolventes tales como tolueno o dioxano, en
presencia de bases tales como carbonato de cesio o terc-butdéxido de sodio o de potasio a temperaturas
comprendidas entre la temperatura ambiente y la de reflujo.

Las aminas utilizadas en la primera etapa de la sintesis de estos compuestos se obtienen comercialmente o se
preparan utilizando procedimientos bien conocidos por los expertos en la materia. De particular interés son las a-
alquibencilaminas que pueden prepararse por reduccion de las oximas. Los reductores tipicos incluyen el hidruro de
litio y aluminio, el gas hidrégeno en presencia de paladio sobre catalizador de carbén activo, Zn en presencia de
acido clorhidrico, borohidruro sddico en presencia de acido de Lewis tales como TiCls, ZrCls, NiCl; y MoQOs, 0
borohidruro sédico junto con la resina de intercambio i6bnico Amberlyst H15 y LiCl.

Las a-alquibencilaminas pueden preparase también por aminacion reductora de las cetonas correspondientes. Un
procedimiento clasico para dicha transformacion es la reaccion de Leuckart-Wallach, aunque pueden utilizarse
también condiciones cataliticas (HCO2NH4, [(CH3)sCsRhCl2]2) o procedimientos alternativos (por ejemplo NH4OAc,
Na(CN)BHs).

Las a-alquibencilaminas pueden preparase también a partir de los alcoholes a-alquibencilicos correspondientes.
Dichos procedimientos incluyen la modificacién del hidroxilo como mesilato o tosilato y desplazamiento con un
nitrégeno nucledfilo, tal como ftalamida o azida que se convierte en la amina primaria utilizando procedimientos de
sintesis convencionales; o, desplazamiento del hidroxilo con un nitrégeno nucleéfilo adecuado en condiciones
similares a las de Mitsumobu. Los alcoholes a-alquibencilicos pueden preparase por reduccion de las
correspondientes cetonas con un agente reductor tal como borohidruro sédico en un disolvente tal como metanol.
Alternativamente, pueden obtenerse alcoholes a-alquibencilicos por adicion de una especie de alquil metalico (tal
como un reactivo de Grignard) a un derivado de benzaldehido realizado por lo general a temperatura ambiente o
inferior en disolventes tales como tetrahidrofurano.

Las a-alquibencilaminas de alta pureza éptica pueden prepararse a partir de alcoholes a-alquibencilicos quirales
utilizando los procedimientos esbozados anteriormente. Los alcoholes a-alquibencilicos quirales pueden obtenerse
por reduccién quiral de las correspondientes cetonas. Los procedimientos de reduccién quiral son actualmente bien
conocidos en quimica organica e incluyen procesos enzimaticos, procedimientos de hidrogenacién asimétrica y
oxazaborolidinas quirales.

La segunda etapa de la sintesis implica por lo general un acoplamiento en cruz mediado por paladio del producto
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intermedio monoamino-monocloro con un acompafnante de acoplamiento adecuadamente funcionalizado. Los
acomparnantes de acoplamiento tipicos son los acidos o ésteres béricos (acoplamiento de Suzuki: véase por ejemplo
Miyaura, N. y Suzuki, Chem. Rev., 1995, 95, 2457), estannanos (acoplamiento de Stille: véase por ejemplo Stille,
J.K., Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 1986, 25, 508), reactivos de Grignard (acoplamiento de Kumada: Kumada, M.;
Tamao, K.; Sumitani, K., Org. Synth., 1998, Coll. Vol. 6, 407) o especies de organozinc (acoplamiento de Negishi:
Negishi, E.; J. Organomet. Chem., 2002, 653, 34).

El acoplamiento de Suzuki es el procedimiento de acoplamiento preferido y se realiza por lo general en un disolvente
tal como DME, THF, DMF, etanol, propanol, tolueno o 1,4-dioxano en presencia de una base tal como carbonato
potasico, hidroxido de litio, carbonato de cesio, hidréxido sddico, fluoruro potasico o fosfato potasico. La reaccion
puede realizarse a temperaturas elevadas y el catalizador de paladio utilizado puede seleccionarse de entre
Pd(PPhs)s, Pd(OAc)2, [PdClx(dPPf)], Pdz(dba)s/Pd(t-Bu)s.

Los productos formados a partir de esta secuencia de reaccién pueden modificarse mas utilizando técnicas bien
conocidas por los expertos en la materia. Alternativamente, puede emprenderse la modificacién del compuesto
intermedio mono-amino mono-halo antes del desplazamiento del sustituyente halo. Esta modificacion por lo general
implica la funcionalidad originalmente presente en la especie amina y utiliza procedimientos bien conocidos por los
expertos en la materia.

Alternativamente la secuencia de preparacién puede invertirse comenzando por la reaccién de acoplamiento

cruzado mediada por paladio para proporcionar una especie mono-halo heterociclica. El desplazamiento de la amina
del sustituyente halo puede emprenderse a continuacién utilizando procedimientos esbozados anteriormente.

Experimento 1

1-[4-(trifluorometil)fenillbutan-1-ol

oo K
CF3 CF:

Una soluciéon 2 M de cloruro de propilmagnesio en éter (4 ml, 8 mmoles) se afadié a una solucioén del aldehido
(1,14 g, 6,6 moles) en THF anhidro (10 ml) enfriado a 0°C bajo N.. La mezcla se agit6é durante 16 h a temperatura
ambiente, tras las cuales se anadio solucion saturada de cloruro aménico. Se extrajo el producto en acetato de etilo
y la capa de acetato de etilo, se sec6 y concentrd para proporcionar el producto puro (1,4 g, 98%).

'H-RMN (CDCls) 0,94 (t, 3H, J= 7,2Hz, CHs), 1,41 (m, 2H, CHz), 1,75 (m, CHz, 2H), 4,77 (br s, 1H, CH), 7,44-7,62
(m, 4H, ArH)

Experimento 2

1-(1-azidobutil)-4-(trifluorometil)benceno

H
CF, CF

3 3

Una solucion de 1-[4-(trifluorometil)fenil]outan-1-ol (1,4 g, 6,4 mmoles) y difenilfosforil azida (28 ml, 12,8 mmoles) en
THF (6 ml) enfriada a -10°C bajo N: se trat6 con DBU (1,9 ml, 12,8 mmoles). La solucion resultante se agité a
temperatura ambiente durante 20 horas y a continuacion se diluy6é con una mezcla de éter y H>O. La fase organica
se secd y se concentrd y el residuo se purificd por cromatografia en columna utilizando hexano:acetato de etilo
(10:1) como eluyente para proporcionar azida pura (0,85 g, 54%).

"H-RMN (CDCls) & 0,94 (t, 3H, J= 7,2Hz, CHs),1,37 (m, 2H, CHy), 1,75 (m, 2H, CHy), 4,50 (t, 1H, CH), 7,42 (d, J= 7,8
Hz, 2H, ArH), 7,64 (d 2H, J= 7,8Hz, ArH)

Experimento 3

1-[4-(trifluorometil)fenilJbutan-1-amina

() PPhy :
m e
CFg CF
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Una mezcla de 1-(1-azidobutil)-4-(trifluorometil)benceno (0,84 g, 3,5 mmoles) y trifenilfosfina (1,8 g, 6,9 mmoles) en
acetato de etilo (6 ml) y HCI al 10% (6 ml) se agit6 a temperatura ambiente durante 64 h La fase acuosa se recogi6 y
la fase organica se extrajo con HCI al 10% (3 x 5 ml). Las capas organicas se combinaron y se basificaron con
NaOH 5 M, y a continuacion se extrajo con acetato de etilo (5 x 15 ml). La fase organica se secé y concentré para
proporcionar la amina pura (0,4 g, 54%).

'"H-RMN (CDCls) 5 0,91 (t, J= 7,4 Hz, 3H CHs), 1,31 (m, 2H, CHy), 1,62 (m, 2H, CHy), 3,97 (m, 1H, CH), 7,43
(AAXX, 2H, ArH), 7,58 (AA'XX’, 2H, ArH)

Experimento 4

3-fluoro-N-metoxi-N-metilbenzamida

@ oM ,OMB

F F o

—2

A una suspensién de acido 3-fluorobenzoico (140 mg, 1 mmol) e hidrocloruro de N,O-dimetilhidroxilamina (107 mg,
1,1 mmoles) en diclorometano (2,5 ml) se le anadié hidrocloruro de 1-(3-(dimetilamino)propil]-3-etilcarbodiimida
(EDC) (211 mg, 1,1 mmoles) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 75 h. Se eliminaron los solventes
a presion reducida y el residuo se cromatografié utilizando acetato de etilo:hexano (4:6) para separar el producto
puro (130 mg, 71%).

"H-RMN (CDCls) 3,36 (s, 3H, N-Me), 3,5 (s, 3H, N-OMe), 7,1,-7,2 (m, 1H, ArH), 7,3-7,5 (m, 3H, Ar)

Experimento 5

1-(3-fluorofenil)butan-1-ona
N,OMa

F

A una solucién de 3-fluoro-N-metoxi-N-metilbenzamida (130 mg, 0,71 mmoles) en THF anhidro (2 ml) enfriado a
-10°C se le anadi6 cloruro de propilmagnesio (532 pl, solucién 2 M en éter, 1,1 mmoles) bajo nitrégeno. La solucion
se agitdé a -10°C durante 1 h y a temperatura ambiente durante 75 min. La solucién se vertié en cloruro aménico
acuoso saturado y se extrajo el producto en acetato de etilo (3 x 25 ml). Se combinaron las capas organicas, se
lavaron con salmuera, se secaron (MgSQO.) y se concentraron para dar un aceite amarillo palido, que se purifico por
cromatografia utilizando acetato de etilo-hexano (1:9) para separar el producto puro (78 mg, 66%).

"H-RMN (CDCls) & 1,01 (t, 3H, J= 7,4 Hz, Me), 1,77 (m, 2H,CH2CHs), 2,93 (t, J= 7,2 Hz, 2H,COCH,), 7,15-7,30 (m,
1H, Ar), 7,35-7,50 (m, 1H, Ar), 7,60-7,70 (m, 1H, Ar), 7,70-7,80 (m, 1H, Ar).

Experimento 6
1-(5-metilpiridin-3-il)butan-1-amina

NH,

|

\

N
2
N -

A una solucién de 1-(5-metilpiridin-3-il)butan-1-ona (800 mg, 4,9 mmoles) y formiato amdnico (1,55 g, 24,5 mmoles)
en metanol (5ml) bajo nitrogeno se le anadié6 el dimero dicloro(pentametilciclopentadienil)rodio (lll) (45 mg,
0,074 mmoles). Se calent6é a reflujo la soluciéon durante 8 h tras las cuales se enfrié la soluciéon a temperatura
ambiente y se acidificé a pH ~ 2 con HCI 2 M. Se lavé la mezcla con diclorometano (3 x 15 ml) y la fase acuosa se
basificé a continuacién a pH ~ 12 mediante la adicién de KOH sélido. Se extrajo la fase acuosa con diclorometano (3
x 15 ml) y las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron (NaxSO.) y se concentraron para
dar un producto puro (620 mg, 77%).

'H-RMN (CDCls) & 0,91 (t, 3H, J= 7,4 Hz, CH2CH2CHs), 1,14-1,82 (m, 6H, 2 x CH2, NH), 233 (s, 3H, CHa), 3,91 (t,
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1H, J= 6,8 Hz, CHNH,), 7,47 (s,1H, ArH), 832 (br s, 2H, Ar).

Experimento 7
(1R)-1-(4-fluorofenil)butan-1-ol

o = o

Se afnadié gota a gota el complejo dietilanilina-borano (2,4 ml, 13,4 mmoles) durante 5 min. a una solucion de
(1S,2R)-1-aminoindan-2-ol (201 mg, 1,4 mmoles) en THF anhidro (20 ml) enfriado a 0°C bajo nitrégeno. Después de
40 min. se afadi6 gota a gota una solucion de la cetona en THF (40 ml) durante 90 min. Se retird6 a continuacion el
bafio de enfriamiento y después la soluciéon se agité a t.a. durante 5h Se afadié acetona (6 ml) y la solucion
resultante se agitd a t.a. durante 60 min. antes de que se retiraran los disolventes a presion reducida. Se disolvio el
residuo en tolueno (100 ml) y se lavé sucesivamente con HoSO4 1 M (4 x 50 ml), H20 (2 x 50 ml) y salmuera (50 ml,
y a continuacion se seco (NaxSOy).

'H-RMN (CDCls) & 0,93 (t, 3H, J=7,2 Hz, CHz CH» CHg), 1,17-1,51 (m, 2H, CH2CH,CHs), 1,58-1,82 (m, 2H,
CH2CH,CHs), 4,66 (t, J=6,6 Hz, CHNHy), 6,98-7,07 (m, 2H, ArH), 7,26-7,34 (m, 2H, ArH).

Experimento 8
(1R)-1-piridin-3-ilbutan-1-ol

9H
[ — Y
N/ -'/’,

A una solucion de S-(-)-a,a-difenil-2-pirrolidinmetanol (500 mg, 2 mmoles) y trimetilborato (0,27 ml, 2,4 mmoles) en
THF (20 ml) se le anadié el complejo de borano-sulfuro de dimetilo (20 ml, 2 M en THF, 40 mmoles). Se enfri6 la
mezcla a 0°C y se afiadio gota a gota 1-piridin-3-ilbutan-1-ona durante 4 h Se agit6 la solucién a t.a. durante la
noche y a continuacion se traté con HCI 2 M (175 ml) y se continud agitando durante 4 h. Se eliminaron los volatiles
a presion reducida y la solucion turbia resultante se basificé a pH 11 con amoniaco acuoso. Se extrajo el producto en
acetato de etilo (3 x 100 ml) y las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (100 ml) y se secaron
(Na2S0s). La eliminacion del solvente a presion reducida proporciond ~3 g de producto.

"H-RMN (CDCls) & 0,94 (t, 3H, J=7,4 Hz, CH, CH.CHs), 120-1,54 (m, 2H, CH.CH>CHgs), 1,60-1,91 (m, 2H,
CH>CH2CHs), 2,64 (br s, 1H, OH), 4,73 (t, 1H, J= 6,6 Hz, CHOH), 724-7,30 (m, 1H, Ar), 7,68-7,74 (m, 1H, Ar), 8,47-
852 (m, 2H, Ar).

Experimento 9

3-amino-3-fenilpropan-1-ol

NH, . NH,
OH —_— ©/K/\OH
A una suspensién de acido 3-amino-3-fenilpropanoico (2,0 g, 12,1 mmoles) en THF anhidro (45 ml) enfriado a 0°C
en Nz se afiadio en porciones durante 20 minutos LiAlH4 sélido (920 mg, 24,2 mmoles). Se continu6 la agitacion a
temperatura ambiente durante 24 h tras las cuales se afadié Na>SO4-10H20 sélido con agitacion hasta que estaba
presente solamente un precipitado blanco pesado. Se diluy6 la capa organica con éter y se filtré a través de Celite® y
se concentr6 al vacio. Se disolvio el residuo en acetato de etilo (50 ml) y se extrajo con HCI 1 N (3 x 40 ml). Se
combinaron las capas acuosas y se basificaron a pH ~12 con NaOH 5 M. Se extrajo la fase acuosa con acetato de

etilo (3 x 50 ml) y las fases organicas combinadas se secaron (Na>SO.) y se concentraron al vacio para separar el
producto que se utilizé sin purificacion adicional (0,9 g, 49%,).

"H-RMN (CDCls) 5 1,84-1,94 (m, 2H, CH2CH,OH), 2,68 (br s, 1H, NHy), 3,79 (t, 2H, J=5,8 Hz, CH,CH,OH), 4,08-4,15
(m, 1H, CHNHy), 4,77 (q, 1H, CH), 7,21-7,38 (m, 5H, ArH)

Experimento 10

6-cloro-N-[1-(metilfenil)butil]pirazin-2-amina
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A una solucion de 1-[4-(trifluorometil)fenillbutan-1-amina (0,40 g, 1,9 mmoles) y 2,6-dicloropirazina (0,55 g,
3,7 mmoles) en 1,4-dioxano (6 ml) se le afiadi6 carbonato potasico anhidro (0,39 g, 2,8 mmoles). La mezcla
resultante se calenté a reflujo durante 18 h Después de enfriar a temperatura ambiente, se diluyé la mezcla con
acetato de etilo y H2O. Se recogi6 la fase organica, se secé y se concentrd. Se purificd el residuo por cromatografia
ultrarapida eluyendo con acetato de etilo-hexano (1:1) para proporcionar el producto puro (0,03 g, 5%).

"H-RMN (CDCls) 6 0,95 (t, 3H, J= 7,4 Hz, CHj3), 1,39 (m, 2H, CH>), 1,81 (m, 2H, CH,), 4,77 (g, 1H, CH), 5,09 (br d,
1H, NH), 7,42-7,62 (m, 5H, ArH), 7,80 (s, 1H, piraz.-H)

Experimento 11

N-(3-{1-[(6-cloropirazin-2-il)Jamino]butil}fenil)acetamida

""‘@/6“&“ OM o
\[,,;r . ®

A una solucién agitada de N-[1-(3-aminofenil)butil]-6-cloropirazin-2-amina (0,10 g, 0,36 mmoles) y trietilamina
(100 pl, 0,72 mmoles) en diclorometano (3 ml) enfriado a 0°C se le afadio cloruro de acetilo (31 pl, 0,43 mmoles). La
mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 18 h, a continuacion se diluyé con diclorometano (10 ml)
y se lavd con H20O (10 ml) y salmuera (10 ml). La fase organica se recogid, se secé y se concentrd y el residuo se
purificé por cromatografia ultrarrapida eluyendo con acetato de etilo-hexano (1:1) para dar el producto puro (94 mg,
82%).

'H-RMN (CDCls) 8 0,93 (t, 3H, J= 7,4 Hz, Me), 128-1,43 (m, 2H, CHy), 1,76-1,85 (m, 2H, CHy), 2,16 (s, 3H, COCHa),
4,48-4,59 (m, 1H, CHCH,CH>CHgs), 5,15 (br d, J= 6,8Hz,1H, NH), 7,06 (d, 1H, J= 7,4 Hz, Ar), 7,23-733 (m, 3H, Ar),
7,54 (s, 1H, CONH), 7,60 (s, 1H, pyraz-H), 7,77 (s, 1H, piraz-H).

Experimento 12
N-[2-metoxi-4-(6-{[(1S)-1-piridin-3-ilbutillamino}pirazin-2-il)fenil]-N-etilurea

J S g
S : L
Oy — “I::J/ér °

Bajo una atmosfera de nitrégeno una mezcla de 6-cloro-N-[(1S)-1-piridin-3-ilbutil]pirazin-2-amina (53 g, 0,2 mmoles),
diéster pinacolinico del acido 4-{[(etilamino)carbonillamino}-3-metoxifeniloérico (69 mg, 0,23 mmoles),
tetrakis(trifenilfosfina) paladio (0) (23 mg, 0,02 mmoles) en tolueno-n-propanol (2,6 ml, 3:1) se traté con solucién
acuosa 2 M de carbonato sddico (0,15 ml, 0,3 mmoles). La mezcla resultante se agité intensamente mientras se
estaba calentando a 100°C durante 22 horas. Una vez fria se afadi6é acetato de etilo (10 ml) y se lavo la mezcla con
H>O (6 x 10 ml) y salmuera (10 ml) y a continuacién se secé (NaxSOs). La eliminacion del disolvente al vacio a
continuacion proporcion6 el producto en bruto que se purific6 por cromatografia en columna utilizando
diclorometano-metanol-amoniaco acuoso (93:7:1) como eluyente para proporcionar el producto (60 mg).

'H-RMN (CDCls) 5 0,98 (t, 3H, J=7,4 Hz, CHa), 1,14 (t, 3H, J= 7,2 Hz, CH3), 1,36-1,52 (m, 2H, CHy), 1,78-1,98 (m,
2H, CHy), 2,27 (s, 3H, CHs), 3,23-3,37 (m, 2H, CH2), 4,84-4,94 (m, 2H, CH, NHCONH), 5,19 (d, 1H, J= 6,2 Hz,

CHNH), 6,31 (s, 1H, ArNH), 7,24-7,30 (m, 1H, ArH), 7,55-7,73 (m, 4H, ArH), 7,75 (s, 1H, pyraz-H), 8,21 (s, 1H,
pyraz,-H), 8,49-8,52 (m, 1H, ArH), 8,69 (d, 1H, J= 2,0 Hz, ArH).

Experimento 13

Digster pinacolinico del acido 4-{[(etilamino)carbonillamino}-3-metoxifenilbdrico

/©er C/NTN\/
N o
8r é,o? -
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Se disolvio anilina (500 mg, 2,7 mmoles) en piridina (5ml) y a ésta se le anadié isocianato de etilo (424 yl,
5,4 mmoles). La solucién resultante se agit6é toda la noche durante la cual se formé un precipitado espeso que se
filtr6 y se sec6 al vacio para dar la etilurea (595 mg, 86%).

"H-RMN (dg-DMSO) & 1,05 (t, 3H, J= 7,4 Hz, CHs), 2,15 (s, 3H, CHa), 3,09 (dq, 2H, J = 7,4, 5,4 Hz, CRy), 655 (br t,
1H, J= 5,4 Hz, NH), 7,24 (dd, 1H, J= 8,8, 22 Hz, Ar-H), 7,30 (d, 1H, J= 12 Hz, Ar-H), 7,66 (s, 1H, NH), 7,82 (d, 1H, J=
8,8 Hz, ArH).

A una suspensién desgasificada del bromuro de etilurea (514 mg, 2 mmoles), acetato potasico (784 mg, 8 mmoles) y
bis(pinacolato)diboro (508 mg, 2 mmoles) en una mezcla de etanol (10 ml) y dioxano (2 ml) se le afadié el aducto
dicloro[1,1’-bis(difenilfosfino)ferroceno]paladio (ll) diclorometano (44 mg, 0,06 mmoles). Se calent6 la solucion a
reflujo durante 2 h y a continuacion se dejé enfriar a t.a. Se elimino el disolvente a presion reducida y se disolvié el
residuo en diclorometano (60 ml). Esto se lavé con H2O (2 x 30 ml) y salmuera (30 ml), se secd (NaxSOQy) y se
concentré al vacio. El residuo se cromatografié utilizando acetato de etilo-hexano (1:1) como eluyente para separar
el producto puro en forma sélida (351 mg, 58%).

"H-RMN (CDCls) & 1,12 (t, 3H, J= 6,8 Hz, CHs), 1,34 (s, 12H, CHs), 2,26 (s, 3H, CHs), 3,09 (dq, 2H, J= 6,8, 52 Hz,
CHy), 4,69 (br t, 1H, MH), 6,06 (s,1H, NH), 7,49 (d,1H, J= 7,8 Hz, Ar-H), 7,67 (m, 2H, ArH).

Experimento 14

5-bromo-N-(1-fenilbutil)piridin-3-amina

Br. Br — n
w g

A una solucion desgasificada de 3,5-dibromopriridina (0,4 g, 1,7 mmoles), terc-butéxido sodico (227 mg,
3,6 mmoles), tris(dibencilidenacetona)dipaladio (145 mg, 0,09 mmoles) y rac-BINAP (105 mg, 0,2 mmoles) en
tolueno anhidro (10 ml) se le anadi6 1-fenilbutan-1-amina (0,2 ml). Se calenté la mezcla a reflujo durante 24 h y
durante el enfriamiento a temperatura ambiente se diluy6é con éter y se lavd con salmuera (3 x 30 ml). Se secé la
solucion (Na2SOs), se concentr6 y se cromatografid el residuo utilizando acetato de etilo-hexano (40:60) como
eluyente. A partir de las primeras fracciones se obtuvieron 97 mg del producto puro.

'H-RMN (CDClg) & 0,
CH y NH), 6,86 (t, 1H,
ArH).

94 (t, 3H, J= 7,2 Hz, CHa), 1,21-1,53 (m, 2H, CHy), 1,68-1,87 (m, 2H, CHy), 4,19-432 (m, 2H,
J= 2,0 Hz, ArH), 724-7,38 (m, 5H, ArH), 7,88 (d, 1H, J= 2,0 Hz, ArH), 7,92 (d, 1H, J=2,0 Hz,

Experimento 15

5-[4-(benciloxi)-3-metoxifenil]-3-cloro-6-metil-1,2,4-triazina

e

a N a
TT —— aun
N\N/ \W\

N, 2
N

Una solucién desgasificada de 3,5-dicloro-6-metil-1,2,4-triazina (151 mg, 0,9 mmoles), acido 4-(benciloxi)-3-
metoxibenceno bérico (236 g, 0,9 mmoles), tetrakis(trifenilfosfina)paladio (0) (55 mg, 0,05 mmoles) y fosfato
tripotasico (249 mg, 1,2 mmoles) en dimetoxietano (5 ml) se calent6 a reflujo durante 24 h Durante el enfriamiento a
temperatura ambiente se diluy6 la solucion con CHCIs y se filtr6 a través de Celite®. Se concentrd el filtrado al vacio
y se purificé el producto por cromatografia en columna utilizando acetato de etilo-hexano (25:75) como eluyente para
proporcionar (75 mg, 22%).

'"H-RMN (CDCls) & 0,88 (s, 3H, Ar-CHs), 3,98 (s, 3H, OCHa), 5,26 (s, 2H, CHy, 6,99 (d, 1H, J=8,5 Hz, ArH), 725-7,44
(m, 7H, ArH).

Experimento 16

5-[4-(benciloxi)-3-metoxifenil]-6-metil-N-(1-fenilpropil)-1,2,4-triazin-3-amina
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Una solucion de triazeno (50 mg, 0,14 mmoles), en etoxietanol (2,5 ml) se trat6 con diisopropilamina (50 pl,
0,28 mmoles) y 1-fenilbutan-1-amina (46 pl, 0,28 mmoles) y la solucién resultante se calentd a 110°C durante 3 dias.
El disolvente se elimin6 a continuacién al vacio para proporcionar un residuo naranja que se cromatografié utilizando
acetato de etilo-diclorometano (20:80) como eluyente para separar el producto como un sélido amarillo palido
(60 mg, 90%).

'H-RMN (CDCls) & 0,94 (t, 3H, CHa),1,21-1,53 (m, 2H, CHz),1,78-1,97 (m, 2H, CHo), h,62 (s, 3H, Ar-CHs), 3,89 (s,
3H, OCHs), 5,10 (br g, 1H, CHa), 5,22 (s, 2H, CHy), 5,65 (br s, 1H, NH), 6,87 (d,1H, J= 9,2 Hz, ArH), 7,12-7,44 (m,
12H, Ar-H).

Experimento 17
2-cloro-5-metil-N-[(1S)-1-piridin-3-ilbutil]pirimidin-4-amina

—d

A una solucién de (1S)-1-piridin-3-ilbutan-1-amina (600 mg, 4,0 mmoles) en etanol (20 ml) se le afadi6 2,4-dicloro-5-
metilpirimidina (717 mg, 4,4 mmoles) y diisopropiletilamina (1,4 ml, 8 mmoles). Se calentd la solucién a reflujo
durante 24 h después del cual el disolvente se eliminé a presién reducida. Se disolvié el residuo en acetato de tilo
(30 ml) y se lavo con H20O (2 x 15 ml), salmuera (15 ml) y se secd (NaxSO.). El residuo restante después de la
concentracién al vacio se cromatografié utilizando acetato de etilo-hexanos (9:1) como eluyente para separar el
producto deseado (370 mg).

'H-RMN (CDCls) & 0,96 (t, 3H, J= 7,2 Hz, CH3),1,23-1,52 (m, 2H, CHa), 1,85-1,99 (m, 2H, CHy), 2,03 (d, 3H, J= 0,8
Hz, Ar-Me), 5,03 (br d,1H, J= 7,2 Hz, NH), 5,22 5,33 (m, 1H, CH), 7,24-7,30 (m, 1H, ArH), 7,65-7,71 (m, 1H, ArH),
7,81 (d, 1H, J= 0,8 Hz, ArH), 8,51 (dd, J=5,6, 1,4 Hz, 1H, ArH), 8,64 (d, 1H, J= 1,8 Hz, ArH).

Experimento 18 (Ejemplo 78 de la Tabla 1)

N-etil-N*-[2-metoxi-4-(5-metil-4-{[(1S)-1-piridin-3-ilbutillamino}pirimidin-2-il)fenilJurea

°/
7 N
L sUTS<n ag
Ny N\G S n

Bajo una atmoésfera de nitrogeno, una mezcla de 2-cloro-5-metil-N-[(1S)-1-piridin-3-ilbutil]pirimidin-4-amina (277 mg,
1,0 mmoles), diéster pinacolinico del acido 4-{[(etilamino)carbonillamino}-3-metoxifenilbérico (416 mg, 1,3 mmoles),
tetrakis(trifenilfosfina)paladio (0) (116 mg, 0,1 mmoles) en tolueno-n-propanol (12 ml, 3:1) se traté con solucién
acuosa 2 M de carbonato sddico (750 pl, 1,5 mmoles). La mezcla resultante se agité intensamente mientras se
estaba calentando a 100°C durante 17 horas. Una vez fria se anadi6 acetato de etilo (25 ml) y la mezcla se lavé con
H>O (6 x 15 ml), salmuera (20 ml) y se sec6 (NaSO.). La eliminacion del disolvente al vacio proporcion6 a
continuacion el producto en bruto, que se purificé por cromatografia en columna utilizando diclorometano-metanol
amoniaco acuoso (93:7:1) como eluyente para proporcionar el producto (110 mg, 57%).

"H-RMN (CDCls) § 0,99 (t, 3H, J=7,4 Hz, CHa), 1,18 (t, 3H, J= 72 Hz, CHs,1,33-1,60 (m, 2H, CH,), 1,82-2,02 (m, 2H,
CHz, 2,11 (s, 3H, Ar-Me), 3,25-3,39 (m, 2H, CHy, 3,87 (s, 3H, OMe), 4,80-4,96 (m, 2H, 2 x NH), 526-536 (m, 1H, CH),

6,98 (br s,1H, Ar-NHCONH), 722-7,28 (m, 1H, ArH), 7,67-7,72 (m, 2H, ArH), 7,83-7,88 (m, 1H, ArH), 8,05 (d, 1H, J=
0,8 Hz, ArH), 8,10 (d, 1H, J= 8,2 Hz, ArH), 8,47 (dd, 1H, J=6,6,1,8 Hz, ArH), 8,69 (d,1H, J= 2,0 Hz, ArH).

Experimento 19
6-cloro-N-(1-piridin-3-y-ilbutil)pirimidin-4-amina
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A una solucién de 1-piridin-3-ilbutan-1-amina (100 mg, 0,67 mmoles) en etanol (4 ml) se le afiadi6 4,6-dicloropiridina
(109 mg, 0,73 mmoles) y diisopropiletilamina (232 pl, 1,33 mmoles). Se agité la soluciéon durante 3 dias después de
los cuales se elimind el disolvente a presion reducida. Se disolvié el residuo en acetato de etilo (25 ml) y se lavo con
H>O (3 x 15 ml), salmuera (15 ml) y se secd (Na>SO.). El residuo restante después de la concentracion al vacio se
cromatografié utilizando acetato de etilo-hexanos (4:6 — 9:1) como eluyente para separar el producto deseado
(28 mg).

'H-RMN (CDCls) 8 0,96 (t, 3H, J= 7,2 Hz, CHs), 1,22-1,51 (m, 2H, CHp, 1,76-1,96 (m, 2H, CHz, 4,76 (br s, 1H, CH),
5,63 (br s, 1H, NH), 6,23 (s, 1H, ArH), 7,26-732 (m, 1H, ArH), 7,59-7,65 (m, 1H, ArH), 8,33 (s, 1H, ArH), 8,53-856 (m,
1H, ArH), 8,60 (d, 1H, J=1,8 Hz, ArH).

Experimento 20

2-metoxi-4-{6-[(1-piridin-3-ilbutil)amino]pirimidin-4-il}fenol

Utilizando un procedimiento analogo al que se describié en el Experimento 12, la reaccién de 6-cloro-N-(1-piridin-3-
ilbutil)pirimidin-4-amina (24 mg, 0,09 mmoles) con 4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan -2-il)fenol (27 mg,
0,11 mmoles) proporciond el producto deseado en forma de una espuma marréon (12 mg).

"H-RMN (CDCls) 8 0,97 (, 3H, J= 7,2 Hz, CHs), 1,32-155 (m, 2H, CHz), 1,83-1,95 (m, 2H, CHy, 3,94 (s, 3H, OMe),
4,87 (brs, 1H, CH), 5,43 (br s, 1H, NH, 6,50 (s, 1H, ArH), 6,93 (d, 1H, J= 8,4 Hz, ArH), 7,25-7,31 (m, 2H, ArH), 7,55
(d, 1H, J= 2,0 Hz, ArH), 7,66-7,71 (m, 1H, ArH), 8,53 (dd, 1H, J = 4,9,1,6 Hz, ArH), 8,58 (d, 1H, J=1,6 Hz, ArH, 8,66
(d, 1H, J= 2,0 Hz, ArH).

Deteccidén sistematica

Dilucién de los compuestos

En aras de la deteccidén sistematica, se diluyeron los compuestos en placas de 96 pocillos a una concentraciéon de
20 pM. Se calentaron las placas a 36°C durante 30 minutos antes del ensayo.

Cultivo y mantenimiento de estirpes celulares de cancer

K562 (leucemia mieloide cronica), PC3 (cancer de prostata) y DU145 (cancer de préstata) se adquirieron en la
American Type Culture Collection (ATCC). K562 se cultivd en RPMI, con FBS al 10% con Glutamx anadido. Las
células DU145 se cultivaron en DMED, con FBS al 10% y Glutamx y se afiadieron aminodcidos no esenciales MEM.
Se cultivaron células PC3 en medio F12K, con FBS al 10% y Glutamx y se afiadieron aminoacidos no esenciales
MEM. Todas las células se cultivaron a 37°C en CO: al 5%.

Creacion de estirpes celulares TEL:JAK

La zona de codificacién que comprende los nucleétidos 1 a 487 de TEL se ampli6 por RCP utilizando los
oligonucleétidos 5TEL (5-GGA GGA TCC TGA TACT CTC TCG CTG TGA GAC-3’) y 3TEL (5-AGGC GTC GAC
TTC TTC TTC ATG GTT CTG-3’) y ARNm con U937 como plantilla. Una secuencia BamH | estaba presente en el
cebador 5TEL, una secuencia Sal | se incorpord en el cebador 3TEL. Las zonas que comprenden los dominios de
cinasa de JACK2 (nucleétidos 2994 a 3914; JAK2F 5-ACGC GTC GAC GGT GCC TTT GAA GAC CGG GAT-3’;
JAK2R 5-ATA GTT TAG CGG CCG CTC AGA ATG AAG GTC ATT T-3’) y JAK3 (nucleétidos 2520 a 3469; JAK3F
5-GAA GTC GAC TAT GCC TGC CAA GAC CCC ACG ATC TT-3'; JAK3R 5-GGA TCT AGA CTA TGA AAA GGA
CAG GGA GTG GTG TTT-3) se generaron por RCP utilizando Tag ADN polimerasa (Gifco/BRL) y ARNm con U937
como plantilla. Se incorporé una secuencia Sal | como cebador directo para JAK2 y JAK3, se incorporé una
secuencia Not | en el cebador inverso JAK2 y se afiadi6é una secuencia Xba | al cebador inverso de JAKS.

Se gener6 una fusion TEL/Jak2 por digestion del producto TEL de la RCP con BamH I/Sal |, digestion del producto

JAK2 de la RCP con Sal I/Not | seguido de ligadura y subclonacion en el vector pTRE2 de expresion de mamifero
(Clontech) digerido con BamH I-Not | (pTEIJKA2). Para el producto de la RCP del dominio de cinasa escindido con
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JAK3 Sal I/Not | se ligd con el producto TEL escindido con BamH |/Sal | seguido de ligadura en pTRE2 escindido con
BamH I/Not | (pTELJAKS).

La estirpe celular BaF3 mielomonocitica dependiente del factor de crecimiento que lleva el plasmido pTET-off
(Clontech) se transfiri6 con pTELJAK2 o pTELJAK3 y las células seleccionadas para el factor de crecimiento
independiente. Se cultivaron células BaF3 naturales en DMEM FCS al 10%, medio acondicionado con WEHI 3B al
10%. Se cultivaron las células BaF3 TELJAK en DMEM al 10% en FBS aprobado por el sistema Tet (sin medio
WEHI 3B acondicionado).

Se llevaron a cabo ensayos celulares de la forma siguiente:

Se prepararon suspensiones celulares recolectando las células del cultivo. (Células utilizadas en este ensayo
estarian en una fase Ultima de crecimiento logaritmico y alta viabilidad). Se diluyeron las células en medio de
crecimiento correcto a 1,1 x concentracion final (desde 50.000 células/ml hasta 200.000 células/ml, dependiendo de
la estirpe celular).

Se anadieron los compuestos que van a someterse a ensayo (10 ul, 10 x concentracién final) a una placa de 96
pocillos de fondo plano. Se afadié la suspension celular (90 yl por pocillo), y se incubd la placa durante 40 h a 37°C,
CO:2 al 5%. Se anadié MTT (20 l por pocillo, 5 mg/ml en PBS) y las placas se devolvieron a la incubadora durante 6
horas mas. Se afadié tampdn de lisis (100 pl por pocillo, SDS al 10%, HCI 0,01 N) y se guardé la placa en la
incubadora durante la noche. Se leyé la placa a continuacién a 590 nm.

Ensayo de tubulina

Se realizaron ensayos turbidométricos del montaje microtubular incubando la proteina microtubular en cubetas a
37°C en un espectrofotémetro controlado por termostato midiendo el cambio en absorbancia a 340 nm a lo largo del
tiempo. La proteina microtubular se incubd con cada compuesto de ensayo a 0°C y se inicié la polimerizacién por
adicién de GTP 1 mM calentando a 37°C.

Resultados

En las Tablas 1 y 2 se presenta la actividad de una gama de compuestos. Los compuestos que presentaban una
capacidad para inhibir mas del 50% del cultivo celular a una concentracién de 20 uM se designan como "+"; los
compuestos que no presentaban 50% de crecimiento celular a 20 yM se designan como "-"; los compuestos que no
fueron ensayados se designan "NT". Asi mismo, los compuestos que inhibian la polimerizacion de la tubulina en mas
del 50% en 50 uM se designan como "+"; los compuestos que no presentaban polimerizacién de la tubulina en el
50% a 50 uM se designan como "-"; y los compuestos que no se ensayaron se designan como "NT".

Tabla 1

QUIMICA* DU145|PC3 | K562 | Teldak2 | Teldak3 | Tubulina

W ]
+ + + + + +

1.C24H28FN502

W ﬁj) . N + NT

2. Co7HH37N502

H

3. Co1H23N30

4. CogH32Ny
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Tabla 1 (continuacion)

QUIMICA* DU145 |PC3 | K562 | Teldak2 | TelJak3 | Tubulina
O L IQIL.
(*3
| + + + + + +
5. C24H29N303
Q\Lq/l + + + + + +
2y (j/é J
6. C27H36N402
: “ ;LE,,
( + + + + + +
7. C24H29N502
P @
-] - . : NT
8 C25H30N40
! SN
— - - - + + NT
9 C26H33N5
g
" o
N r + + + + + +
10. C23H28N602
H
f + + + + + +
11. C26H31N303
< (; \éji - + + + + NT
12. C28H36N403
n
+ + + + + +
13. C21H24N4
O:/\rr\( o © - + + + NT
14. C26H33N702
W + + + + + +
15. C28H36N402
W + + + + + +
16. C28H38N402
" \/\D/
%C(r + + + + + +
17. C29H39N502
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Tabla 1 (continuacion)

QUIMICA*

DU145

PC3

K562

Teldak2

TelJak3

Tubulina

18. C27H31N502

Roaeades

19. C26H29N502

NT

Soavadae

20. C27H33N50

ey,

21. C29H38N403

NT

e

22. C30H40N402

e

23. C29H38N402

See

24. C29H40N402

S5

25. C30H41N502

S SCaeAY

26. C25H32N402

feacadd

27. Chemistry 646

NT

LI e

28. C26H32N40

NT

QiSO

29. C26H32N40

NT

e r e

30. C22H26N60O

NT
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Tabla 1 (continuacion)

QUIMICA* DU145 | PC3| K562 | TelJak2 | TeldJak3 | Tubulina
¥
° - - + + + NT
31. C26H26N602
H B
+ + + + + +
32. C27H33N50
‘ + + + + + +
33. C21H24N402
@\r - - - + + NT
34. C21H24N403
i
+ + + + + +
35. C25H30N4
Aty
+ + + + + +
36. C21H25N50
“T*L/
O)/ ' + + + + + +
37. C22H26N602
o
v
@\r"\(/‘ + + + + + +
38. C19H19N302
) - + + + + NT
39. C24H28N203
H
W + + + + + +
40. C20H20N202
W + + + + + +
41. C22H24N202
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Tabla 1 (continuacion)

DU145 | PC3 | K562

Teldak2

TelJak3

Tubulina

QUIMICA*

42. C23H26N20

. er“

]

43. 026H32N602

NT

Y

44. C25H31N50

NT

010

45. C28H37N50

NT

{

$
46. C28H35NS02

NT

Oty -

47. C26H31N50

NT | - | -

NT

Oy 0

48. C25H28N402

NT -

NT

o

S

49. C21H24N602

NT

50. C23H28N60O

NS

Do

51. C28H38N602

NT

Ut O

52. C27H35N502

NT

53. C27H35N503

NT
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Tabla 1 (continuacion)

QUIMICA* DU145|PC3| K562 | TeldJak2 | Teldak3 | Tubulina
+ + + + + +
54. C28H37N703
~,
0
\(‘I + + + + + +
55. C26H33N702
- - - + + NT
56. C28H39N702
o
rm + + + + + +
57. C24H30N6O
e
9?
+ + + + + +
58. C24H30N602
-]
’I + + + + + +
59. C23H28N602
N I ”\(°
rm + + + + + +
60. C23H28N60
- - + + + NT
61. C21H24N402
: + + + + + +
62. C23H2BN60O
-
+ + + + + +
63. C23H28NSO2
-]
r\'c + + + + + +
64. C24H30N602
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Tabla 1 (continuacion)

QUIMICA* DU145 | PC3| K562 | TelJak2 | TelJak3 | Tubulina
0
|
o r + + + + + +
65. C24H30N6O
)
+ + + + + NT
66. C24H30N60O2
(-]
+ + + + + +
67. C23H28N602
0
Ec + + + + + +
68. C24H30N602
Op)fj/éll:a - + + + NT
69. C26M34N60O
o
- + + + + + +
70. C22H26NS0O2
~o
L
+ + + + + +
71. C26H31N502
”\g’ﬂ\’ + + + + + +
7~
72. C24H29NO3
%/L(Yé ° + + + + + +
N =N
73. C23H28N602
+ - + + + NT
o
74. C21H23N303
e
+ + + + + +
75. C23H27N603
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Tabla 1 (continuacion)

QUIMICA* DU145 |PC3 | K562 | Teldak2 | TelJak3 | Tubulina
(]
+ + + + + +
76. C24H29N603
N + + + + + +
77. C20H22N402
‘L(‘k/
+ + + + + +
78. 024H30N602
CH
N + + + + + +
N
79. C21H24N402
e
NTL/
% + + + + + +
N
80. C23H28N602
H
O:r + + + + + +
N
81. C20H22N402
% ? - - + + + NT
82. C23H28N403
CH
- - + + + NT
83. C19H201S402
“T“v
% ° + + + + + +
84. C23H28N602
v
<l /| + + + + + +
NN
85. C19H19N302
* Compuestos 38, 74, 78 a 81 y 84 son ejemplos de la invencion. Los compuestos 1 a
37,39a73,75a77,82,83y 85 a 91 son ejemplos de referencia.
J + + + +
86. C25H23N503

24




ES 2360 703 T3

Tabla 1 (continuacion)

QUIMICA* DU145|PC3| K562 | TeldJak2 | Teldak3 | Tubulina

g o

87. C24H22N402

Q
N

89. C25H23N503
: o’

CH

SN VeY

&

90. C20H21N302

91. C19H19N302
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto de férmula general (V)

R2
R1
W\ \N R3
Q/
/ \( R4
A l Y

B e

o sus profarmacos, sales, hidratos, solvatos, formas cristalinas, enantibmeros o diasteredmeros farmacéuticamente
aceptables, en la que:

X1y Xa2son Ny Xz y X4 son C sustituidos independientemente con Y;

R1 es H, alquilo C+., alquilo C1.sNR5R6, alquilo C1.sNR5CORS, alquilo C1.sNR5S02R6, alquilo C1.6CO2R5, alquilo
C1.6 CONR5RS6, en la que R5 y R6 son cada uno independientemente H, alquilo C1.4, arilo, hetarilo, alquil C1-4 arilo,
alquil C1.4 hetarilo o pueden estar unidos para formar un anillo de 3 a 8 eslabones opcionalmente sustituido que
contiene un atomo seleccionado de entre O, S y NR7;

R7 se selecciona de entre H y alquilo C+.4;

R2 se selecciona de entre OH, alquilo OC1.6, alquilo C1.s0OH, alquilo OC».60OH, alquilo C1.sNR8R9, alquilo OC,.
sNR8R9, alquilo C1.sNR8CORS9, alquilo OC2sNR8COR9, alquil Ci.6 hetarilo, alquil OCz¢ hetarilo, OCONRS8RY,
NR8COOR9, NR10CONR8R9, CONR8R9 y NR8COR12;

R8 y R9 son cada uno independientemente H, alquilo C+.4, alquilo C1.4NR11R13, hetarilo o ciclohetalquil, o pueden
estar unidos para formar un anillo de 3 a 8 eslabones sustituido opcionalmente que contiene opcionalmente un
atomo seleccionado de entre O, S y NR14;

R12 es alquilo Cz.4, alquilo C1.4NR11R13, hetarilo o ciclohetalquilo;

R11 y R13 son cada uno independientemente H o alquilo Ci.4, 0 puede unirse para formar un anillo de 3 a 8
eslabones sustituido opcionalmente que contiene un atomo seleccionado de entre O, S y NR14;

R14 se selecciona de entre H y alquilo C1.4;

R10 es H o alquilo C1.4;

R3 y R4 son cada uno independientemente H, halégeno, alquilo C+.4, OH, alquilo OC1.4, CF3, u OCFs3;
Q es alquilo Cy.;

W se selecciona de entre alquilo C1.4 y alquenilo Cz.6; en la que alquilo Ci.4 0 alquenilo Cz¢ pueden sustituirse
opcionalmente con alquilo C1.4, OH, alquilo OC+.4 0 NR15R16;

R15 y R16 son cada uno independientemente H, alquilo C+.4, alquil C1.4 cicloalquilo, alquil Cy.4 ciclohetalquil, arilo o
hetarilo, o pueden unirse para formar un anillo de 3 a 8 eslabones sustituido opcionalmente que contiene un atomo
seleccionado de entre O, Sy NR17;

R17 se selecciona de entre H y alquilo C1.4;

A es arilo, hetarilo sustituido opcionalmente con 0 a 3 sustituyentes independientemente seleccionados de entre
halégeno, alquilo Ci.4, CF3, arilo, hetarilo, OCF3, alquilo OC+.4, alquilo OC2.sNR18R19, Oarilo, Ohetarilo, CO2R18,
CONR18R19, NR18R19, alquilo C14NR18R19, NR20alquilo C1.4sNR18R19, NR18COR19, NR20CONR18R19 vy
NR18SO2R19;

R18 y R19 son cada uno independientemente H, alquilo C1.4, alquilo C+.4 ciclohetalquilo, arilo, hetarilo, alquil C1.4 arilo
o alquil Cy.4 hetarilo, o pueden unirse para formar un anillo de 3 a 8 eslabones opcionalmente sustituido que contiene
un atomo seleccionado de entre O, S y NR21;

R21 se selecciona de entre H y alquilo C1.4;

R20 se selecciona de entre H y alquilo C1.4;
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Y se selecciona de entre H, alquilo Ci.4, OH y NR22R23;
R22 y R23 son cada uno independientemente H o alquilo C1.4;

en los que los profarmacos se seleccionan de entre fosfatos acidos, sales de fosfato y ésteres de fosfato unidos por
un enlace fosforo-oxigeno a un OH libre del compuesto de férmula general (V),

en la que el compuesto no es N-{2-[4-(benciloxi)fenil]4-pirimidinil}fenilalalinato de metilo ni (N-{2-[4-(benciloxi)fenil]4-
pirimidinil}fenilalanina.

2. Compuesto segun la reivindicacién 1, en el que R2 se selecciona de entre alquilo C1.s0H, alquilo OC».s0OH, alquilo
C1.6NR8R9, alquilo OC»6NR8R9, alquilo C1.sNR8COR9, alquilo OC2.sNR8COR9, alquil Ci.s hetarilo, alquil OCz¢
hetarilo, OCONR8R9, NR8COOR9, NR10CONR8R9, CONR8R9 y NR8COR12.

3. Compuesto segun la reivindicacion 2, en el que:

R1 es H, alquilo C+., alquilo C1.sNR5R6, en la que R5 y R6 son cada uno independientemente H, alquilo C+.4, arilo,
hetarilo, o pueden estar unidos para formar un anillo de 3 a 8 eslabones opcionalmente sustituido que contiene un
atomo seleccionado de entre O, S y NR7;

Qes CH;

W se selecciona de entre alquilo Ci.4 y alquenilo Czs; en el que alquilo Ci.4 0 alquenilo Cs¢ pueden sustituirse
opcionalmente con alquilo C1.4, OH, alquilo OC+.4 0 NR15R16;

R15 y R16 son cada uno independientemente H, alquilo Ci.4, 0 pueden unirse para formar un anillo de 3 a 8
eslabones opcionalmente sustituido que contiene un atomo seleccionado de entre O, S y NR17;

A es arilo o hetarilo opcionalmente sustituido con 0 a 2 sustituyentes seleccionados independientemente de entre
halégeno, alquilo Ci.4, CF3, arilo, hetarilo, OCF3, alquilo OC1.4, alquilo OC,.sNR18R19, Oarilo, Ohetarilo, CO2R18,
CONR18R19, NR18R19, alquilo C1.4NR18R19, NR20alquilo Ci4sNR18R19, NR18COR19, NR20CONR18R19 y
NR18SO:R19; e

Y se selecciona de entre H, alquilo C.4, OH y NR22R23.

4. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que cuando A es arilo es fenilo o naftilo
insustituido.

5. Compuesto segun la reivindicacion 2, en el que el compuesto se selecciona de entre el grupo constituido por:

o

H H
= N\/
SUY T
Y AN
I/N

~

[e)
HHN\/
7
SUY R
x x
L“
o
F
N|HN \[or
\N\
\ﬂ/"

6. Compuesto segun la reivindicacion 1, seleccionado de entre el grupo constituido por:
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O/
OH
H
l N
| x
N
o
OH
H
N N\
N
OH
o
OH
s
H
N
o
OH
=
N H N

S

N
7. Compuesto segun la reivindicacion 1, que es un compuesto de férmula:

o

H H
a _N\/
QU T
X N\
/v“\/’“

0 su profarmaco, sal, hidrato, solvato, forma cristalina, enantiémero o diastereémero.

8. Composicion que comprende un vehiculo y por lo menos un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones
1a7.

9. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 o composicion segun la reivindicacion 8 para su
utilizacién en el tratamiento de un trastorno o enfermedad relacionado con la hiperproliferacion en un paciente.

10. Compuesto o composiciéon segun la reivindicacion 9, en el que el trastorno o enfermedad relacionado con la
hiperproliferacion se puede tratar mediante la modulacién de la polimerizacion de microtubulos.

11. Compuesto o composicién segun la reivindicacion 9 6 10, en el que el trastorno o enfermedad relacionado con la
hiperproliferacion se selecciona de entre el grupo constituido por cancer, enfermedades infecciosas, restenosis
vascular o enfermedades inflamatorias.

12. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 o composicion segun la reivindicacion 8 para su
utilizacién en el tratamiento de un trastorno o enfermedad relacionado con la proteina-cinasa en un paciente.

13. Compuesto o composicién segun la reivindicacion 12, en el que el trastorno o enfermedad relacionado con la

proteina-cinasa se selecciona de entre el grupo constituido por atopia, hipersensibilidad mediada por células,
enfermedades reumaticas, otras enfermedades autoinmunitarias y enfermedades viricas.
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14. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 o composicion segun la reivindicacion 8 para su
utilizacién en el tratamiento de enfermedades y afecciones asociadas a la inflamacion y la infeccién.

15. Utilizacién de un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 o de una composicién segun la
reivindicacién 8 en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de (a) un trastorno o enfermedad
relacionado con la hiperproliferacién, (b) un trastorno o enfermedad relacionado con la proteina-cinasa, o (c)
enfermedades o afecciones asociadas a la inflamacién y la infeccién.
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