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DESCRIPCION
Uso de compuestos de alfa-hidroxicarbonilo como agentes reductores

La presente invencién se refiere al uso de determinados compuestos como agentes reductores. En particular, se
refiere al uso de aquellos compuestos para reducir un profarmaco activado mediante reduccion, lo que da lugar a
sustancias activas que pueden utilizarse para combatir la enfermedad. La sustancia activa puede ser, en particular,
un agente de reticulacion del ADN, que se puede emplear para combatir el crecimiento o la proliferacion celular
indeseables.

La relacion o discusion de un documento publicado anteriormente en esta memoria no debe tomarse
necesariamente como un reconocimiento de que el documento es parte del estado de la técnica o que es un
conocimiento general comun.

Los compuestos de a-hidroxicarbonilo, si bien son moléculas capaces de oxidarse, no estan reconocidos por ser
utiles como agentes reductores en condiciones de baja alcalinidad (pH < 11).

Se mencionan algunos compuestos de a-hidroxicarbonilo (aciloinas) en los documentos US 5.831.097 y EP 0 364
752 como Uutiles como agentes reductores en la industria de tincién. Sin embargo, las condiciones especificadas en
el documento EP 0 364 752 requieren un pH minimo de 13 para la consecucion del efecto reductor. De forma
similar, el documento US 4.950.306 da a conocer que se pueden utilizar algunos compuestos (que incluyen
compuestos de a-hidroxicarbonilo) como agentes reductores en los procedimientos de tincidn, pero solo si se afiade
suficiente alcali al medio de reaccion para establecer un pH de al menos 11.

Ademas, aunque otros documentos (por ejemplo, los documentos US 3.208.999 y Textil-Praxis 20(11), 916-20
(1965)) mencionan el uso de algunos compuestos de a-hidroxicarbonilo (por ejemplo, monohidroxiacetona y
dihidoxiacetona) por ser utiles como agentes reductores de determinados compuestos (almidones cianoetilados y
colorantes a la cuba), las condiciones de reaccién mencionadas en estos documentos son muy alcalinas (es decir,
requieren el uso de cantidades significativas de soluciones concentradas tanto de hidroxido de amonio como de
hidréxido de sodio, dando como resultado valores de pH de reaccion de aproximadamente 13).

Biochem Pharmacol, 46, 797-803, publicado en 1993, se titula "ldentification, synthesis and properties of 5-(aziridin-
1-yl)-2-nitro-4-nitrosobenzamide, a novel DNA crosslinking agent derived from CB1954".

El documento DE 41 03 639 A1 se publicé el 13 de agosto de 1992 y se titula "Verfahren zum Farben von textilen
Materialien aus Cellulosefasern”.

Ademas, ninguno de los documentos anteriormente mencionados da a conocer (en relacion con las redacciones que
utilizan compuestos de a-hidroxicarbonilo) el uso de sistemas solventes que comprenden mas de un 10 % en peso
de un solvente organico.

El inventor ha descubierto ahora de forma inesperada que algunos compuestos de a-hidroxicarbonilo poseen una util
capacidad reductora a valores de pH relativamente bajos, y por tanto pueden emplearse en condiciones suaves (y/o
en presencia de cantidades sustanciales de solventes no acuosos (organicos), para reducir diversos restos, que
incluyen un amplio intervalo de compuestos organicos.

De esta manera, un primer aspecto de la presente invencidén proporciona un uso tal como se define en la
Reivindicacion 1 adjunta.

A no ser que se especifique otra cosa, los grupos alquilo y los grupos alcoxilo tal como se definen en el presente
documento puede ser de cadena lineal o, cuando existe un niumero suficiente (es decir, un minimo de tres) atomos
de carbono, ser de cadena ramificada, y/o ciclica. Ademas, cuando existe un numero suficiente (es decir, un minimo
de cuatro) atomos de carbono, dichos grupos alquilo y alcoxilo pueden ser en parte ciclicos/aciclicos. Dichos grupos
alquilo y alcoxilo pueden estar saturados o, cuando existe un nimero suficiente (es decir, un minimo de dos) atomos
de carbono, estar insaturados y/o interrumpirse por uno o mas atomos de oxigeno y/o azufre. A no ser que se
especifique otra cosa, los grupos alquilo y alcoxilo pueden sustituirse por uno o mas atomos de halo, y
especialmente fluor.

Ejemplos de grupos arilo que pueden mencionarse incluyen fenilo, naftilo, y similares.

Los grupos heterociclicos, (Het) pueden estar completamente saturados, parcialmente insaturados, completamente
aromaticos o parcialmente aromaticos. Los valores de grupos heterociclicos (het) que pueden mencionarse incluyen
1-azabiciclo[2.2.2]octanilo, bencimidazolilo, benzo[clisoxazolidinilo, bencisoxazolilo, benzodioxanilo,
benzodioxepanilo, benzodioxolilo, benzofuranilo, benzofurazanilo, benzomorfolinilo, 2,1,3-benzoxadiazolilo,
benzoxazolidinilo, benzoxazolilo, benzopirazolilo, benzo[elpirimidina, 2,1,3-benzotiadiazolilo, benzotiazolilo,
benzotienilo, benzotriazolilo, cromanilo, cromenilo, cinnolinilo, 2,3-dihidrobenzimidazolilo, 2,3-dihidrobenzo[b]furanilo,
1,3-dihidrobenzo-[c]furanilo, 1,3-dihidro-2,1-bencisoxazolilo 2,3-dihidropirrolo [2,3-b]piridinilo, dioxanilo, furanilo,
hexahidropirimidinilo, hidantoinilo, imidazolilo, imidazo[1,2-a]piridinilo, imidazo[2,3-b]tiazolilo, indolilo, isoquinolinilo,
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isoxazolidinilo, isoxazolilo, maleimido, morfolinilo, nafto[1,2-b]furanilo, oxadiazolilo, 1,2- o 1,3-oxazinanilo, oxazolilo,
ftalazinilo, piperazinilo, piperidinilo, purinilo, piranilo, pirazinilo, pirazolilo, piridinilo, pirimidinilo, pirrolidinonilo,
pirrolidinilo, pirrolinilo, pirrolo[2,3-b]piridinilo, pirrolo[5,1-b]piridinilo, pirrolo[2,3-c]piridinilo, pirrolilo, quinazolinilo,
quinolinilo, sulfolanilo, 3-sulfolenilo, 4,5,6,7-tetrahidrobencimidazolilo, 4,5,6,7-tetrahidrobenzopirazolilo, 5,6,7,8-
tetrahidro-benzo[e]pirimidina, tetrahidrofuranilo, tetrahidropiranilo, 3,4,5,6 tetrahidro-piridinilo, 1,2,3,4-
tetrahidropirimidinilo, 3,4,5,6-tetrahidropirimidinilo, tiadiazolilo, tiazolidinilo, tiazolilo, tienilo, tieno[5,1-c]piridinilo,
tiocromanilo, triazolilo, 1,3,4-triazolo [2,3-b]pirimidinilo, xantenilo y similares.

Los sustituyentes de grupos heterociclicos (Het) pueden, cuando es apropiado, localizarse en cualquier atomo del
sistema del anillo incluyendo un heteroatomo. El punto de unién de los grupos heterociclicos (Het) puede ser
mediante cualquier atomo en el sistema del anillo incluyendo (cuando es apropiado) un heteroatomo, o un atomo en
cualquier anillo carbociclico fusionado que puede estar presente como parte del sistema del anillo.

El término “halo” cuando se usa en el presente documento, incluye, flior, cloro, bromo y yodo.

Los compuestos de férmula | que se pueden mencionar (en relacién con todos los aspectos de la presente
invencion) incluyen aquellos en los cuales:

(1) R' es diferente de H;

(2) R representa H o, particularmente, CH,OH;

(3) R? representa alquilo C1.4 sustituido con uno o mas grupos OH (por ejemplo, CH,OH o CH(OH)CH,OH) o,
particularmente, H.

Ademas, los compuestos especificos de férmula | que se pueden mencionar (en relacién con todos los aspectos de
la presente invencion) incluyen dihidroxiacetona (DHA, denominada alternativamente como 1,3-dihidroxi-2-
propanona), glicolaldehido, gliceraldehido, eritrosa, xilulosa, y sus dimeros. Otros compuestos especificos de
férmula | que se pueden mencionar incluyen eritrulosa y 3-hidroxi-2-butanona. En una realizacién particular de la
presente invencion (todos sus aspectos), el compuesto de formula | es DHA o uno de sus dimeros.

Para evitar la duda, puesto que los compuestos de férmula | pueden existir en formas diméricas y monoméricas, las
referencias en el presente documento a los compuestos de férmula | incluyen referencias a los compuestos en
cualquier forma (a no ser que el contexto indique otra cosa), Ademas, la capacidad de los compuestos de formula |
para existir en forma de un dimero ciclico de férmula la es inherente a la estructura de dichos compuestos. De esta
manera, las referencias en el presente documento a los compuestos de féormula | genérica o especificamente
definidos, todos los cuales compuestos son capaces de formar un dimero ciclico de formula la, incluyen referencias
a dichos compuestos (genérica o especificamente definidos) como tales (es decir, sin el rasgo caracterizador
anteriormente descrito que se refiere a la formacién de un dimero ciclico). Que un compuesto de férmula | sea capaz
de formar un dimero ciclico se puede determinar estudiando, por ejemplo la propension del compuesto aislado a
formar dicho dimero ciclico tanto en estado sdélido como en solucion (por ejemplo, soluciéon acuosa o soluciéon
organica).

En una realizacién particular del primer aspecto de la presente invencion, el uso del compuesto de férmula | como un
agente para reducir un grupo reducible en un compuesto organico comprende el uso de dicho compuesto como un
agente reductor de un compuesto diferente de una enzima.

En otra realizacion del primer aspecto de la presente invencion, la reduccion del compuesto reducible tiene lugar en
un sistema solvente no acuoso. Cuando se usa en el presente documento, el término “sistema solvente no acuoso”
incluye referencias a hidrocarburos clorados (tales como diclorometano), hidrocarburos (por ejemplo, hexano),
hidrocarburos aromaticos (por ejemplo, tolueno o xileno), solventes aproticos dipolares (por ejemplo, N,N-
dimetilformamida, N,N-dimetilacetamida, dimetilsulféxido o N-metilpirrolidina), acetonitrilo, ésteres (por ejemplo,
acetato de etilo) o, particularmente, alcoholes de alquilo (C14) inferior (tales como isopropanol, etanol o metanol): El
término “sistema solvente no acuoso” incluye también referencias a las mezclas de dichos solventes.

Se ha encontrado que la reduccién por los compuestos de férmula i se puede promover mediante la adicién de una
base. De esta manera, una realizacion particular del primer aspecto de la presente invencién se refiere al uso de un
compuesto de férmula I, como se ha definido anteriormente en el presente documento, y una base para reducir un
grupo reducible en un compuesto organico que contiene uno o mas de dichos grupos.

Tal como se describe en la Reivindicacién 1 adjunta, la reduccién del primer aspecto de la presente invencion:

(i) se efecttaaunpHdeentre 7y 11, 0
(ii) se lleva a cabo en presencia que es una sal de carbonato o bicarbonato.

En la realizacién anterior, la base puede ser organica o inorganica. Por ejemplo, la base puede ser una amina (por
ejemplo, una amina primaria, secundaria o, particularmente, una amina terciaria, tal como trietilamina, trimetilamina o
dietilisopropilamina), un heterociclo basado en nitrégeno (por ejemplo, N-metilmorfolina o piridina), un alcéxido (por
ejemplo, un alcéxido de metal alcalino, tal como etdxido de sodio), una sal de hidréxido (por ejemplo, un hidroxido de
amonio o de metal alcalino, tal como hidréxido de sodio o de potasio) o, particularmente, una sal de carbonato o
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bicarbonato (por ejemplo, una sal de carbonato o bicarbonato alcalinotérreo o, particularmente, de metal alcalino).

La cantidad de base empleada puede variar, dependiendo de factores tales como el compuesto particular de formula
| seleccionado, la identidad del compuesto que se va a reducir, la velocidad de reaccién que se desea, etc. Sin
embargo, en determinadas realizaciones del primer aspecto de la presente invencion, la cantidad de base empleada
puede ser, por ejemplo, de cuatro (por ejemplo, tres, dos o uno) o unos pocos equivalentes con respecto al
compuesto de formula |, tal como una cantidad catalitica de base (por ejemplo, 0,1 equivalentes o menos). De forma
alternativa, la base puede proporcionar a la mezcla de reacciéon un determinado nivel de pH. De esta manera, en
otras realizaciones del primer aspecto de la presente invencion, el compuesto de férmula | se utiliza como un agente
reductor que efectua la reduccion a un pH (por ejemplo, en solucién acuosa) de entre 7 y 11 (por ejemplo, un pH de
7,1 (talcomo 7,2,7,3,7,407,5)a 10,9 (tal como 10,8, 10,7, 10,6, 10,5, 10,4, 10,3, 10,2, 10,1 0 10,0)).

Cuando se usa en el presente documento, el término “solucién acuosa” se refiere a soluciones de sustancias en las
cuales el sistema solvente comprende agua, y comprende opcionalmente ademas uno o mas solventes diferentes,
tales como solventes organicos miscibles con el agua (por ejemplo, un alcohol de alquilo (C+.4) inferior, tal como
etanol, isopropanol o, particularmente, metanol). Ademas, cuando los valores del pH se refieren al presente
documento, se pueden determinar aquellos valores mediante los procedimientos conocidos por los expertos en la
técnica (por ejemplo, mediante medidas potenciométricas que utilizan un electrodo de trabajo y un electrodo de
referencia), por ejemplo, a temperatura ambiente (tal como a 25 °C).

El compuesto de féormula | también se puede emplear en un procedimiento para reducir un compuesto reducible. De
esta manera, de acuerdo con un segundo aspecto de la presente invencién, se proporciona un procedimiento para
reducir un grupo reducible en un compuesto organico tal como se define en la reivindicacion 2 adjunta.

En una realizacion particular del segundo aspecto de la presente invencién, el procedimiento es para reducir un
compuesto diferente de una enzima.

En otra realizaciéon del segundo aspecto de la presente invencion, el procedimiento comprende poner en contacto el
compuesto reducible con un compuesto de férmula | en presencia de un sistema solvente no acuoso, tal como se ha
definido anteriormente en el presente documento. En una realizacion particular, la reduccién tiene lugar en dicho
sistema solvente no acuoso.

En otra realizacion particular del segundo aspecto de la presente invencién, el procedimiento se lleva a cabo en
presencia de una base, tal como una base como se define con respecto al primer aspecto de la presente invencion.
La cantidad de base empleada puede ser, por ejemplo, de uno o pocos equivalentes con respecto al compuesto de
férmula I, tal como una cantidad catalitica de base (por ejemplo, 0,1 equivalentes o menos).

En otra realizacion particular del segundo aspecto de la presente invencion, el procedimiento comprende poner en
contacto el compuesto reducible con un compuesto de férmula |, tal como se ha definido anteriormente, en presencia
de una solucién (por ejemplo, una solucién acuosa) o una suspension que tiene un pH de entre 7 y 11 (por ejemplo,
un pH de 7,1 (tal como 7,2, 7,3, 7,4 0 7,5) a 10,9 (tal como 10,8, 10,7, 10,6, 10,5, 10,4, 10,3, 10,2, 10,1 0 10,0)). De
forma alternativa, el procedimiento comprende poner en contacto el compuesto reducible con un compuesto de
férmula |, tal como se ha definido anteriormente en el presente documento, en presencia de una soluciéon o
suspension (en un determinado volumen de un sistema solvente sustancialmente no acuoso, tal como se define a
continuacion), de una cantidad de base que, si se disuelve o suspende en el volumen equivalente de agua, podria
dar lugar a un pH de entre 7 y 11 (por ejemplo, un pH de 7,1 (tal como de 7,2, 7,3, 7,4 0 7,5) a 10,9 (tal como de
10,8, 10,7, 10,6, 10,5, 10,4, 10,3, 10,2, 10,1 o0 10,0)).

En el primer y segundo aspecto de la presente invencion, el grupo que se reduce es un grupo nitro, un grupo oxo
(por ejemplo, un grupo ceto, tal como una quinona carbonilo), un grupo imino, un grupo azo, un grupo N-6xido o un
grupo piridinio. En particular, el grupo que se reduce puede ser, por ejemplo un grupo nitro o piridinio.

Tal como se ha mencionado anteriormente en el presente documento, se ha descubierto de forma sorprendente que
las reducciones que utilizan compuestos de a-hidroxicarbonilo se pueden llevar a cabo en presencia de cantidades
sustanciales de (o exclusivamente en) solventes no acuosos (organicos).

De esta manera, se describe también en el presente documento el uso de un compuesto de férmula I, tal como se
ha definido anteriormente en el presente documento, como un agente reductor en un sistema solvente
sustancialmente no acuoso.

Cuando se usa en el presente documento, la expresion “sistema solvente sustancialmente no acuoso” incluye
referencias a sistemas solventes que comprenden como maximo de un 80 % (por ejemplo, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10,
5,1 00,1 %) en peso de agua. En estos sistemas solventes, el resto de solvente (es decir, el al menos un 20 % en
peso) es un solvente organico. Los solventes organicos que se pueden mencionar al respecto incluyen los
mencionados anteriormente en relacion con la expresion “sistema solvente no acuoso”. La expresion ‘“sistema
solvente sustancialmente no acuoso” incluye también referencias a sistemas solventes completamente no acuosos
(por ejemplo, sistemas solventes que comprenden exclusivamente solventes organicos).
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En particular, se describe el uso de un compuesto de féormula |, tal como se ha definido anteriormente en el presente
documento, y una base tal como un agente reductor en un sistema solvente sustancialmente no acuoso.

En usos tales como los descritos, el compuesto de formula | se puede usar para reducir un compuesto tanto
organico como inorganico (por ejemplo, un compuesto organico como se describe mas adelante).

Se describe ademas un procedimiento de reduccidon correspondiente que utiliza un compuesto de férmula | y
sistemas solventes sustancialmente no acuosos. De esta manera, en un procedimiento adicional para reducir un
compuesto reducible, el procedimiento comprende poner en contacto dicho compuesto reducible con un compuesto
de férmula |, tal como se ha definido anteriormente en el presente documento, y un sistema solvente
sustancialmente no acuoso.

En particular, este procedimiento comprende poner en contacto el compuesto reducible con un compuesto de
férmula |, tal como se ha definido anteriormente en el presente documento, y una base.

El producto de la reduccién puede ser una sustancia biolégicamente activa. De esta manera, se describe también en
el presente documento

(i) el uso de un compuesto de férmula I, tal como se ha definido anteriormente en el presente documento, como
un agente de activacion para la conversiéon de un profarmaco activado mediante reduccién con una sustancia
activa correspondiente, y

(i) Un procedimiento para reducir un profarmaco activado mediante reduccion, comprendiendo el procedimiento
poner en contacto el profarmaco activado mediante reduccién con un compuesto de férmula |, tal como se ha
definido anteriormente en el presente documento.

En particular, se describe el uso como agente de activacion para la conversion de un profarmaco activado mediante
reduccién a la sustancia activa correspondiente de un compuesto de férmula |, tal como se ha definido anteriormente
en el presente documento, y una base. La identidad y la cantidad de la base empleada, asi como el pH al cual el
compuesto de férmula | efectua la activacion (mediante la reduccion) del profarmaco se pueden definir con respecto
al uso del primer aspecto de la presente invencion.

De forma correspondiente, el procedimiento que se describe puede, en particular, llevarse a cabo en presencia de
una base, tal como una base tal como se ha definido con respecto al primer aspecto de la presente invencion. La
identidad y la cantidad de la base empleada se pueden definir con respecto al uso del primer aspecto de la presente
invencion. Ademas, el procedimiento puede comprender poner en contacto el profarmaco activado mediante
reduccién con un compuesto de férmula |, tal como se ha definido anteriormente en el presente documento, en
presencia de una solucién (por ejemplo, una soluciéon acuosa) o suspension que tiene un pH de entre 7 y 11 (por
ejemplo, un pH de 7,1 (tal como de 7,2, 7,3, 7,4 0 7,5) a 10,9 (tal como de 10,8, 10,7, 10,6, 10,5, 10,4, 10,3, 10,2,
10,1 o0 10,0)). De forma alternativa, el procedimiento puede comprender poner en contacto el profarmaco activado
mediante reduccion con un compuesto de formula |, tal como se ha definido anteriormente en el presente
documento, en presencia de una solucién o suspension (en un determinado volumen de un sistema solvente
sustancialmente no acuoso, tal como se ha definido anteriormente en el presente documento) de una cantidad de
una base que, si se disuelve o suspende en un volumen equivalente de agua, podria dar lugar a un pH de entre 7 y
11 (por ejemplo, un pH de 7,1 (tal como de 7,2, 7,3, 7,4 0 7,5) a 10,9 (tal como de 10,8, 10,7, 10,6, 10,5, 10,4, 10,3,
10,2, 10,1 0 10,0)).

Los expertos en la técnica entenderan bien el término “profarmaco”. Para evitar la duda, sin embargo, se usa en el
presente documento la expresion “profarmaco activado mediante reduccion” para incluir referencias a compuestos
que pueden poseer o no una actividad farmacolégica como tales, pero que se pueden convertir, mediante un
procedimiento que implica una etapa de reduccién, en una sustancia (es decir, una “sustancia activa
correspondiente”) que tiene actividad farmacoldgica, o al menos una actividad farmacoldgica apreciablemente mayor
que el resto “profarmaco”.

Cuando se usa en el presente documento, el término “agente de activacion” incluye referencias a los compuestos de
férmula | que actian, mediante un procedimiento de conversion, para convertir, o para iniciar la conversion del
profarmaco en una sustancia biolégicamente activa correspondiente.

Los profarmacos activados mediante reduccién que se pueden mencionar a este respecto (y en relacién con todos
los aspectos relevantes de la presente invencion) incluyen:

(a) Metronidazol (2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-etanol);

(b) Cloranfenicol (2,2-dicloro-N-[(aR,BR)-B-hidroxi-a-hidroximetil-4-nitrofenetiljacetamida);

(c) Nitrofurazona  (2-[(5-nitro-2-furanil)metilen]hidrazinacarboxamida); = Metronidazol,  Cloranfenicol y
Nitrofurazona son citotdxicos para las células de mamiferos si se activan (Bailey y col (1996)).

(d) E09 (3-[5-aziridinil-4,7-dioxo-3-hidroximetil-1-metil-1H-indol-2-il]-prop-B-eno-a-ol);

(e) SR-4233 ("tirapazamina", 3-amino-1,2,4-benzotriazina-1,4-diéxido);

(f) RSU-1069 (1-(1-aziridinil)-3-(2-nitro-1-imidazolil)-2-propanol);

(9) RB-6145 (1-[3-(2-bromoetilamino)-2-hidroxipropil]-2-nitroimidazolo);
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(h) AQ4N (1,4-bis([2-(dimetilamino-N-dxido)etillamino)5,8-dihidroxi-antraceno-9,10-diona);

(i) RB90003X
~
O

N

N7

4
I
)

(j) Mitomicina C;

k) Mitoseno;

1) Ciclopropamitoseno;

m) Dinemicina A;
n) un compuesto de la férmula

RE2 RB4 - RA
: /_/
O,N -N
RE2 RE! ‘A

R

(
(
(
(

enla que

cada RA representa de forma independiente cloro, bromo, yodo u -OS(0O)2R

R representa alquilo C1.s (opcionalmente sustituido con uno o mas atomos de fltor) o fenilo (opcionalmente

sustltmdo con uno o mas sustituyentes seleccionados entre halo alqullo Cia y alcoxno C1.4),

R® a s® representan de forma independiente H, CN, C(O)N(R )R C(S)N(R )R C(O)OH, S(O)zNHRF,

o] R puede adicionalmente representar NO,,

RP y RE representan de forma independiente H o alquilo C+.4 (dicho ultimo grupo esta opcionalmente sustituido

con uno o mas sustituyentes seleccionados entre OH, N(H)-alquilo Ci> , N(alquilo Ci2 )2, 4-morfolinilo y
(O)OH),

o] Rt)y RE , junto con el atomo de N al cual estan unidos, representan 4-morfolinilo, y

R" representa H o S(O)zCH3,

con la condicion de que R B2 sea H cuando R®' sea diferente de H,

por ejemplo, uno cualquiera de los compuestos de la anterior férmula dada a conocer en Anlezark y col., 1992 y

1995, tal como en los documentos SN 23163, SN 23849, SN 23777, SN 23428, SN 23759, SN 24927, SN

24928, SN 24926, SN 25402, SN 25079, SN 24939, SN 24935, SN 25923, SN 25313, SN 23856, SN 25066, SN

23816, SN 25015, SN 24971, SN 25260, SN 25261, SN 25263, SN 25084, SN 25188, SN 25507 o, de forma

particular, el documento SN 23862 (5-{N,N-bis[2-cloroetillamina}-2,4-dinitrobenzamida);

(o) un compuesto de formula

O,N 9 /—/

C

en la que

R es tal como se ha deflnldo anteriormente (por ejemplo, Cl) y cualquier
X' representa NH2 y x? y X3 representan ambos H,

-X X representa —NH- CHgCHz y x3 representa H o

X-x3- representa —NH- y X2 representa H;
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(p) un compuesto de férmula

[\ A
Na_ N
NO, -

en la que Y representa

1-aziridinil (opcionalmente sustituido en la posicion 2 con metilo), metoxilo (formando de esta manera el
5 compuesto misonidazol) o N(H)CH2CHBr (formando de esta manera el compuesto RB6145);

(g) un profarmaco autodestructivo de la formula

N "R

: ol

O

O

en la que
R representa —O-R’ 0 —-NH-R’,
10 R’ representa

RA Rll Rﬂ
O
s
/_/ 0 o)
A
R . o CH, CH,

en la que la linea ondulada indica la posicién de la unién de los fragmentos,
R* es tal como se ha definido anteriormente (por ejemplo, Cl) y
15 R” representa la siguiente lactona peptidica

hIAeVal—-—
Siar

ITro

L;)-Vai

'}’hr
C(0)—

en la que la linea ondulada indica la posicién de la unién del fragmento,
por ejemplo, los compuestos de la formula anterior en los que R representa —-NH-R’, 0 en los que R representa —
20 O-R’y R’ representa
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o
O

en la que R* es tal como se ha definido anteriormente (por ejemplo, Cl);
Se describen profarmacos autodestructivos en Hu y col, 2003; Li y col, 2003 y Manger y col, 1994.
(r) un compuesto de nitroindol de la férmula

Cl : OMe
l _ ! OMe
N N
o) H OMe
NO,

(s) acridina-CB 1954

ON— N

NOZ .
( )

(t) tretazicar (5-(aziridin-1-il)-2,4-dinitrobenzamida);

(u) una benzoquinona, naftoquinona o antraquinona para uso en quimioterapia anticancerosa o tratamiento de la
10 enfermedad, en la que la eficacia es dependiente de la reduccion de la funcién quinona, tal como una 2,5-bis(1-

aziridinil)-1,4-benzoquinona de la férmula
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en la que cada R representa de forma independiente H o NR'C(O)OR” y en la que R’ representa H o alquilo C14
y R’ representa alquilo C14 (por ejemplo, cada R representa NHC(O)OC;Hs, formando de esta manera la
diazicuona (“AZQ"), o cada R representa H, formando de esta manera la 2,5-bis(1-aziridinil)-1,4-benzoquinona
("DZQ"), la mostaza de benzoquinona (2-(N,N-bis[2-cloroetillamino)-1,4-benzoquinona), adriamicina o una
mitomicina;

(v) profarmacos conjugados que contienen un resto quinonoide que libera un agente citotoxico tras la activacion
reductora (por ejemplo, tal como se describe en el documento WO 99/61409), tal como un compuesto de la
féormula

@)
Ra‘l Ra3

a2 a4

R R

O

en la que R*' representa metilo, N(alquilo C1)2 0, junto con R?? representa un anillo de pirrol o furano fusionado
(cuyo anillo esta opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados entre metilo e
hidroximetilo),

R representa metilo o, junto con R representa un anillo de pirrol o furano fusionado (cuyo anillo esta
opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados entre metilo e hidroximetilo),

R representa un fragmento estructural de la formula

R © R
}%\OJK@?RB

en la que la linea ondulada representa el punto de union del fragmento,
R representa H o metilo,
R representa N(CH2CH.CI), (por ejemplo, en la posicion 304)y
R representa metilo (por ejemplo, en la posicion 4) u OR®' (por ejemplo, en la posicién 3, en la que R
representa alquilo C1.s (tal como n-butilo) o cicloalquilmetilo Cs.6 (tal como ciclopropilmetilo o ciclobutilmetilo);
(w) una benzoquinona, naftoquinona, antraquinona o indoloquinona reducible utilizada como plataforma no
citotdxica para conjugados de profarmacos en donde la quinona actia como un componente estimulador para la
liberacion del farmaco (por ejemplo, tal como se describe en los documentos WO 97/23456 o WO 98/35701),
tal como un compuesto de la férmula

O

R%2
RY!
[ N R%
N
\
O

en la que RY" representa alcoxilo C1.4, aziridin-1-ilo (opcionalmente sustituido con uno o dos grupos metilo), -
N(H)CH2C(CHj3)2.0OH o un fragmento estructural de la formula

Rd4
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Rdﬁ
rﬂi“\‘-/‘ O-R?
H .

0-1

en la que la linea ondulada regresenta el punto de union del fragmento,

R® representa H o metilo y R™ representa un resto de farmaco,

R% representa metilo, -C(O)O(alquilo C1.4) u —OCH,OR®",

R®' representa un resto de farmaco, H, R® -C(O)OR®* 0 —C(O)NH_,

R®? y R representan de forma independiente fenilo, bencilo o ciclohexilo, en los que los tres ultimos grupos
estan opcionalmente sustituidos con uno o mas sustituyentes seleccionados entre halo, nitro, aciloxilo y -SH

R® representa alquilo C4.3 opcionalmente sustituido con OH (por ejemplo, metilo, isopropilo o 2-hidroxietilo) o
cicloalquilo Cs. (por ejemplo ciclopropilo o ciclohexilo),

R* representa H, alquilo C1.4, N(R*)R® 0 N(R*®)C(O)OR?,

R* a R® representan de forma independiente H o alquilo C14y

R representa alquilo C1.4
9] 1
d1 f1
R R
d4 f2
R R
O

0 un compuesto de la férmula

en la que R" y R representan de forma independiente H, alquilo C14 0 R" y R" juntos representan un anillo de
benceno fusionado (cuyo anillo esta opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados entre
metilo y metoxilo) y R" y R®** son tal como se ha definido anteriormente; y

un compuesto nitroaromatico o nitroheterociclico para uso como plataforma estimuladora de profarmaco
mediante “autoalquilacion” tras activacion reductora en un sistema de administracién de farmaco (por ejemplo,
tal como se describe en el documento WO 00/10611), tal como un compuesto de la férmula.

NO,
Ar '
Rﬂ

en la que Ar representa un anillo aromatico (por ejemplo, fenilo, naftilo o antracenilo) o un anillo heteroaromatico
(por ejemplo, pirrolilo, imidazolilo, (benzo)furanilo, (benzo)tienilo, (benz)oxazolilo, (benzo)tiazolilo, piridinilo,
pirimidinilo, pirazinilo, indolilo o (iso)quinolinilo), cuyo anillo estd opcionalmente sustituido con uno o mas
sustituyentes seleccionados entre alquilo C1.4, alcoxilo C1.4, OH, halo, N(R**)R®* y C(O)OR®® (en el que R** a R*®
son tal como se ha definido anteriormente),

RY representa un fragmento estructural de la formula

_ ds
R R{s rR® R -
~ R

d5
R® TR
T R

en la que la linea ondulada representa el punto de uniéon del fragmento y cada R% y RP es, de forma
independiente en cada caso, tal como se ha definido anteriormente,

10
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0 una de sus sales y/o solvatos farmacéuticamente aceptables (por ejemplo, un compuesto tal como se ha
definido en (a) a (t) anteriormente).

Las realizaciones de la presente invencidon que se pueden mencionar incluyen aquellas en las que el profarmaco
activado mediante reduccién se convierte en la correspondiente sustancia activa mediante la reduccién de un grupo
nitro.

Asi, en una realizacion particular, los compuestos de férmula | se utilizan para activar el profarmaco tretazicar (5-
(aziridin-1-il)-2,4-dinitrobenzamida, conocido también como CB 1954, véase la Figura 1 para su estructura).

Tretazicar es un ejemplo de un agente que se puede utilizar para combatir trastornos proliferativos. Existen muchos
trastornos en los que es deseable evitar o reducir el crecimiento o la proliferacion celular. Algunas de estas
enfermedades, tales como el cancer, son potencialmente fatales y otras, aunque no potencialmente fatales, son
debilitantes (tales como la psoriasis) o irritantes y desagradables (tales como las verrugas). Una estrategia para
combatir estas enfermedades, de forma notable el cancer, es hacer uso de agentes quimicos, es hacer uso de
agentes quimicos que sean capaces de efectuar la reticulacion del ADN y que eviten o reduzcan el crecimiento o la
proliferacion celular. Tretazicar consigue esta reticulacion, pero solo después que se ha reducido (en el grupo nitro)
a la correspondiente hidroxilamina (que a continuacion se activa adicionalmente tal como se describe a
continuacién).

Tretazicar ha sido objeto de un interés continuado durante 35 afios. Fue sintetizado en primer lugar a finales de la
década de los 60 del siglo XX como parte de una serie de potenciales compuestos anticancerosos que se habian
estudiado desde principio de la década de los 50. Cuando se sintetizé y probd, tretazicar parecié representar la
visiéon de la quimioterapia del cancer — un compuesto pequefio de bajo peso molecular que podria curar tumores con
minimos efectos secundarios toxicos. Como agente anticanceroso, representa uno de los escasos ejemplos de un
compuesto que muestra una selectividad antitumoral real. Desafortunadamente para el tratamiento del cancer
humano, esta selectividad antitumoral se observd solo en algunos tumores de rata. La base de la selectividad
antitumoral de tretazicar es que se trata de un profarmaco que se activa enzimaticamente para generar un agente
difuncional, que puede formar reticulaciones intercatenarias ADN-ADN. La bioactivacion de tretazicar en células de
rata implica la reduccion aerobia de su grupo 4-nitro a una 4-hidroxilamina mediante la enzima NQO1 (DT-diaforasa)
(Figura 2). La forma humana de NQO1 metaboliza tretazicar de forma mucho menos eficaz que la NQO1 de rata. por
tanto, estas células y tumores humanos son insensibles a tretazicar.

Existe una enzima enddgena reductora de tretazicar endégena adicional en las células de tumores humanos, y su
actividad es mucho mayor que la atribuible a NQO1 (Knox y col, 2000) (Wu y col, 1997). Sin embargo, esta actividad
es latente y solo detectable en presencia de la dihidronicotinamida ribésido (NRH) (Knox y col, 2000) y no en
presencia de cualquiera de NADH o NADPH. La enzima responsable de esta actividad es la NAD(P)H quinona
oxidorreductasa 2 humana (NQO2) (Knox y col, 2000) (Wu y col, 1997). En presencia de NRH, NQO2 puede
catalizar la reduccion de dos electrones de las quinonas y la nitrorreduccion de cuatro electrones de tretazicar (Wu y
col., 1997). Se puede considerar NQO2 como una nitrorreductasa humana dependiente de NRH.

5-(Aziridin-1-il)-4-hidroxilamino-2-nitrobenzamida es muy citotdxica, incluso para aquellas células resistentes a
tretazicar y puede formar reticulaciones intercatenarias en su ADN Es la formacién de este compuesto la que tiene
importancia para la sensibilidad de las células cuando son capaces de activar tretazicar. Independientemente de la
capacidad de activar bioldgicamente tretazicar, todos los tipos de células parecen tener una sensibilidad comparable
hacia el derivado 4-hidroxilamino reducido (Boland y col, 1991). Aunque la 5-(aziridin-1-il)-4-hidroxilamino-2-
nitrobenzamida puede producir reticulaciones intercatenarias de ADN-ADN en las células, no puede formar estas
lesiones en ADN inactivado genéticamente (Knox y col, 1991 a). Existe una etapa de activacion adicional que
convierte la 5-(aziridin-1-il)-4-hidroxilamino-2-nitrobenzamida en la especie citotdxica proximal que reticula el ADN.
Se propuso una esterificacion y activacion enzimaticas de la hidroxilamina, andloga a la formada por el metabolismo
de la 4-nitroquinolina-N-6xido y del N-acetilaminofluoreno, (Knox y col, 1991a). De hecho, se puede activar la 5-
(aziridin-1-il)-4-hidroxilamino-2-nitrobenzamida de forma no enzimatica, hasta una forma capaz de reaccionar con el
ADN inactivado genéticamente para producir reticulaciones intercatenarias, mediante una reaccién quimica directa
con acetil-coenzima A y otros tioésteres (Knox y col, 1991a) (Figura 2). El derivado de ADN reactivo fundamental de
tretazicar es probablemente la 4-(N-acetoxi)-5-(aziridin-1-il)-2-nitrobenzamida.

La activacion biolégica de tretazicar da como resultado un gran aumento en su citotoxicidad y la modificacion de la
dosis resultante puede ser de hasta 100.000 veces. Esto es mas de los que seria previsible incluso mediante la
conversion de un agente monofuncional a un agente difuncional. Cuando estan disponibles congéneres
monofuncionales de agentes difuncionales, como con las semimostazas y los compuestos de platino
monofuncionales, la modificacién de la dosis por equitoxicidad se ve que es solo de alrededor de 50-200 veces
(Knox y col, 1991b; Knox y col, 1987). Sin embargo, observaciones con respecto a la formacion de reticulaciones
intercatenarias de ADN y sus propiedades explican por qué existe dicho gran aumento en la citotoxicidad de
tretazicar tras su activacion.

(i) El tretazicar indujo la formacion de reticulacion intercatenaria con una frecuencia muy elevada y puede
contribuir hasta en un 70 % de las lesiones totales (Friedlos y col, 1992). Esta frecuencia es mucho mayor que
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la notificada para la mayoria de los diferentes agentes. Por ejemplo, las reticulaciones intercatenarias
representan el 2 % o menos de las reacciones del ADN total de cisplatino o carboplatino (Knox y col, 1986). La
reticulacion intercatenaria es, en términos de eficacia molar, una lesién mas intrinsecamente tdxica que los
diaductos monocatenarios y las lesiones monofuncionales. Un agente que haya producido una proporciéon muy
elevada de reticulaciones podria esperarse que sea mas toxico que uno que haya producido solo una frecuencia
baja.

(ii) Las reticulaciones que se han reparado mal pueden provocar que sean incluso mas intrinsecamente
citotdxicas que las inducidas por otros agentes difuncionales (Friedlos y col, 1992).

(iii) Como consecuencia de la activacion biologica del tretazicar, existe un aumento de 10 veces en la cantidad
de farmaco unido a ADN en las células de Walker, en comparacion con las células que no pueden reducir el
tretazicar (Friedlos y col, 1992).

Estas propiedades poco usuales de la reticulacion inducida por tretazicar sugieren que no son iguales a las
formadas por otros agentes. La(s) lesidn(es) de reticulaciones intercatenarias inducidas por tretazicar no se han
identificado aun completamente. Sin embargo, la 4-hidroxilamina, (tras activacion como se ha detallado
anteriormente) reacciona de forma predominante con la posicion C8 de la desoxiguanosina. En el ADN, esto podria
conducir a que la funcién aziridina esté lista para reaccionar con la hebra opuesta y formar las reticulaciones
observadas. Los estudios de modelizacion molecular indican que esta segunda reaccién en grupo sera
preferentemente en la posicion 06 de la desoxiguanosina situada en la hebra opuesta del ADN (Knox y col, 2003;
Knox y col, 1991a). Dicha reticulacién intercatenaria de ADN C8-06 seria Unica ya que no se ha producido por otros
tipos de agentes de alquilacién o platinacion, y puede ser importante debido a las propiedades Unicas de tretazicar.

Estas propiedades, vinculadas a la selectividad de la etapa de activacion bioldgica, explican por qué tretazicar ha
sido tan excepcionalmente eficaz como agente antitumoral en la rata y facilita los fundamentos para su uso en
G(V)DEPT y la activacion por NQO2 en seres humanos (Knox y col, 2003) (Burke y Knox, 1998).

Tretazicar se puede usar también para extirpacion celular selectiva en animales transgénicos. La extirpacion dirigida
condicional de poblaciones celulares especificas en animales transgénicos vivos es una estrategia muy poderosa
para determinar las funciones celulares in vivo. La extirpacion dirigida se consigue construyendo un transgén que
incorpora una nitrorreductasa bacteriana que puede activar tretazicar aerébicamente (NTR) (Anlezark y col, 1992;
Knox y col, 1992) y promotores adecuados especificos de tejido e inyectando este en los huevos fertilizados de los
animales bajo estudio — normalmente ratones. Tras el nacimiento, se confirmé la integracién genémica del transgén
y los ratones antecesores para establecer las lineas transgénicas. Los animales se trataron con tretazicar en
diversas etapas de su desarrollo para acceder a la afectacion de la extirpacion especifica de la poblacion celular que
se estaba estudiando. La extirpacion celular se produce muy rapidamente, comenzando desde tan pronto como 7 h
después de la administracion del profarmaco y parece ser independiente de un p53 funcional (Cui y col, 1999). Los
ejemplos del uso de este sistema incluyen las células de la luz de las glandulas mamarias de ratones transgénicos.
El tratamiento de los animales que expresaban NTR dio como resultado una rapida y selectiva muerte de esta
poblacion de células mientras que las células mioepiteliales estrechamente asociadas no se vieron afectadas. Se
han observado otros ejemplo de extirpacion selectiva que utiliza este sistema en adipocitos (Felmer y col, 2002),
astrocitos (Cuiy col, 2001) y neuronas (Isles y col, 2001; Ma y col, 2002).

La ausencia de efectos en las poblaciones de células adyacentes es significativa. Se sabe que la hidroxilamina es
capaz de migrar distancias cortas y se podria esperar de esta manera que tenga un efecto sobre las células
adyacentes (Bridgewater y col, 1997; Friedlos y col, 1998). En los anteriores experimentos, la diferencia fundamental
es que la poblacion de células diana esta en division mientras que el tejido adyacente probablemente no. Se sabe
que la activacion de tretazicar es eficaz contra células que no estan en divisién (sin ciclacién) (Bridgewater y col,
1995). Sin embargo, este efecto puede solo medirse permitiendo que estas células entren en division. De esta
manera, lo que parece suceder es que el tretazicar que indujo el dafio del ADN (es decir, las reticulaciones
intercatenarias de ADN) esta induciéndose en poblaciones de células en division y que no estan en divisidon pero
esto solo da como resultado citotoxicidad celular cuando una célula intenta experimentar la division mientras que su
ADN sigue estando dafiado. En contraste, los agentes especificos de la fase S, tales como antifolatos, afectan solo a
las células que estan experimentando la division mientras que el agente esta presente.

En los experimentos de extirpacion, el tejido que se va a extirpar se divide, pero los tejidos adyacentes
probablemente no tendran un resultado muy limpio. El dafio del ADN no es permanente y se repara lentamente
(Friedlos y col, 1992). El resultado es una ventana en la que los tejidos que no estan en divisién pueden reparar el
dafo pero cualquier célula que entre en divisién morira. La longitud de esta ventana dependera de la cantidad de
dafio inicial del ADN inducido. En las lineas celulares, la reticulacion inducida por tretazicar se repard con una
semivida de aproximadamente 55 horas (Friedlos y col, 1992). Esto es muy largo a diferencia otros agentes de
reticulacion del ADN (Friedlos y col, 1992) y, extrapolando esto a la situacién in vivo, proporciona una ventana (10x
semividas) de aproximadamente 3 semanas.

En el tratamiento del cancer, existira una situaciéon similar y un tejido sin proliferacion debera ser resistente a los
efectos de tretazicar activado a no ser que entre en division celular en el intervalo de tiempo comprendido dentro de
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la ventana.

Se pueden hacer similares argumentos de otros agentes alquilantes difuncionales y agentes de platinacién. Sin
embargo, se administran sistémicamente y tienen como resultado un efecto téxico sobre los tejidos hospedadores
normales que se dividen mas rapidamente tales como la médula 6sea, la mucosa del intestino y el sistema linfatico.
Puesto que tretazicar es un profarmaco, esto se evita por la favorable distribuciéon de la enzima de activacion
(NQO2) o la ruta de administracion del virus (G(V)DEPT). El derivado de 4-hidroxilamina activo tiene una semivida
muy corta y no puede migrar muy lejos desde el sitio de activacion, de tal manera que no existe efecto depdsito.
Ademas, la mayoria de canceres solidos no humanos no tienen una elevada proporcion de células que son
proliferantes en cualquier momento y la mas amplia ventana de muerte, resultante de la reparacion relativamente
mala de la reticulacién inducida por tretazicar, puede ser una ventaja.

Se han completado anteriormente un estudio en fase | y un estudio de farmacocinética (Chung-Faye y col, 2001) a
partir de los cuales se puede concluir que tretazicar se puede administrar con seguridad en seres humanos hasta 24
mg/m? sin ninguna toxicidad significativa (se encontré que la MTD era de 37,5 mg/m?).

El uso de tretazicar en seres humanos esta limitado tanto por la tecnologia de practicabilidad de G(V)DEPT como
por la distribucion de NQO2. Sin embargo, tretazicar podria ser terapéuticamente beneficioso para tratar otros
canceres (u otras enfermedades de crecimiento o proliferacion celular indeseable), si pudiera activarse en su
proximidad. De esta manera, un sistema para activar tretazicar en, por ejemplo, el cuello del utero, vejiga, cerebro,
térax o por via topica podria aislar el sistema de activacion de la circulacidn sistémica y permitiria que esto ocurriera.
En teoria, esto se podria llevar a cabo utilizando una enzima y un cosustrato, aunque con dificultades practicas. Sin
embargo, existen procedimientos alternativos para reducir los grupos nitro. La reduccién electrolitica no es realista in
vivo, pero los grupos nitro se pueden reducir quimicamente.

Se ha notificado que la reduccién quimica de tretazicar a 5-(aziridin-1-il)-4-hidroxilamino-2-nitrobenzamida utiliza
tanto polvo de cinc como citrato de amonio en acetona con un rendimiento del 13 % (Knox y col, 1988) o bien que
utiliza hidrato de hidrazina/Pd-C en tetrahidrofurano con un rendimiento del 28 % (Knox y col, 1993). Ninguna de
estas rutas sintéticas podria considerarse para el uso in vivo.

Se aplican consideraciones similares a otros profarmacos activados mediante reduccion.

El inventor ha descubierto ahora de forma inesperada un novedoso sistema de reducciéon quimica que permite que
un profarmaco activado mediante reduccién se reduzca a la sustancia activa correspondiente en, por ejemplo,
soluciones acuosas y cremas. El descubrimiento permite nuevas terapias potenciales en las que es deseable aplicar
el agente activo directamente al paciente (por ejemplo, para el tratamiento de algunos canceres, estados
precancerosos (por ejemplo, lentigo maligno o, de forma particular, queratosis actinica) y enfermedades de la piel
tales como psoriasis, que es basicamente la produccion en exceso de células de la piel).

Tal como se describe en detalle en los Ejemplos, el inventor ha encontrado que un compuesto de féormula I, tal como
DHA, se puede emplear para convertir un profarmaco activado mediante reduccion (tal como tretazicar) en una
sustancia activa correspondiente (por ejemplo, en el caso de tretazicar, 5-(aziridin-1-il)-4-hidroxilamino-2-
nitrobenzamida).

De esta manera, se describe también en el presente documento una composicion que comprende:

(a) un profarmaco activado mediante reduccién, tal como se ha definido anteriormente en el presente
documento; y
(b) un compuesto de formula |, tal como se ha definido anteriormente en el presente documento

Cuando el profarmaco es tretazicar, por ejemplo, dicha composicién, en las condiciones adecuadas que se
describen a continuacion, produciran en el tiempo 5-(aziridin-1-il)-4-hidroxilamino-2-nitrobenzamida, que es capaz de
efectuar la reticulacion del ADN en las células tal como se ha descrito anteriormente.

Se apreciara que la composicion anteriormente mencionada que comprende un profarmaco activado mediante
reduccion y un compuesto de férmula | se produce de forma conveniente mezclando una composicion que
comprende un profarmaco activado mediante reduccién y una composicion que comprende un compuesto de
férmula I. De esta manera, se describe adicionalmente en el presente documento un kit en partes que comprende
una primera parte que contiene un, profarmaco activado mediante reduccion, tal como se ha definido anteriormente
en el presente documento, y una segunda parte que contiene un compuesto de formula |, tal como se ha definido
anteriormente en el presente documento.

Normalmente, las dos partes del kit son composiciones que son compatibles entre si (por ejemplo, tienen la misma
forma fisica, tal como cremas, soluciones acuosas, y geles) y, cuando se mezclan, son capaces de producir un
agente activo correspondiente (por ejemplo, en el caso de tretazicar, 5-(aziridin-1-il)-4-hidroxilamino-2-
nitrobenzamida) a partir de la reaccion del profarmaco activado mediante reduccién y del compuesto de férmula |
(por ejemplo, DHA) en condiciones adecuadas.
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Dicho kit de partes puede considerarse también como un sistema terapéutico que encuentra uso para combatir el
crecimiento o la proliferacion celular indeseables, tal como se ha descrito con detalle a continuacién

De forma conveniente, el kit de partes o el sistema terapéutico contiene instrucciones sobre el uso del profarmaco
activado mediante reduccion y del compuesto de férmula | y, en particular, contienen instrucciones sobre la
combinacion de las partes que contienen un profarmaco activado mediante reduccién y un compuesto de férmula |,
incluyendo la sincronizaciéon de cuando se combinan antes del uso de la composicién resultante que comprende el
profarmaco activado mediante reduccién y el compuesto de formula | en el tratamiento (por ejemplo, para combatir el
crecimiento y la proliferacion celulares indeseables

Normalmente, la composicion que comprende un profarmaco activado mediante reduccion y un compuesto de
férmula I, y la composicién de cada una de las partes del kit o de las partes descritas anteriormente, son
composiciones farmacéuticas en las que la combinacion de un profarmaco activado mediante reduccion y el
compuesto de férmula |, y, de forma separada, un profarmaco activado mediante reducciéon y el compuesto de
férmula | en las partes del kit de partes, se combinan con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

De forma similar, se describe también en el presente documento una composicién farmacéutica que comprende un
compuesto de férmula |, tal como se ha definido anteriormente en el presente documento, y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable y una composicién farmacéutica que comprende 5-(aziridin-1-il)-4-hidroxilamino-2-
nitrobenzamida y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La naturaleza de las composiciones farmacéuticas dependera de la manera en la que se usan en el tratamiento de
un paciente y, en particular, dependera de la ruta de administracion al paciente.

Normalmente, para el tratamiento de los trastornos de la piel o de las membranas accesibles mediante digitacion
(tales como las membranas de la boca, vagina, cuello del atero, ano y recto), la composicion, o la composicion
farmacéutica tal como se ha descrito anteriormente, o el kit de partes o el sistema terapéutico tal como se ha
descrito anteriormente, es aquel que es adecuado para la administracién tdpica. Dichas composiciones
farmacéuticas incluyen cremas, pomadas, lociones, pulverizaciones y geles.

Normalmente, para el tratamiento de los trastornos en el interior del cuerpo (y, en particular en el interior de las
cavidades del cuerpo), la composicion farmacéutica esta en la forma de una solucién o suspension acuosa exenta
de pirégenos. Normalmente, el compuesto de férmula | puede estar en solucién. Normalmente el profarmaco
activado mediante reduccion puede formularse como una suspension.

Los procedimientos para producir composiciones farmacéuticas tales como cremas, pomadas, lociones,
pulverizaciones y soluciones o suspensiones acuosas estériles exentas de pirégenos son bien conocidos en la
técnica. Por ejemplo, se pueden formular pomadas suspendiendo o disolviendo los componentes de la composicién,
el kit de partes o el sistema terapéutico en, por ejemplo, una mezcla con uno o mas de los siguientes. Aceite mineral,
vaselina liquida, vaselina blanca, propilenglicol. Compuesto de polioxietileno polioxipropileno, cera emulsionante y
agua. También, para las lociones o cremas, los componentes de la composicién, el kit de partes o el sistema
terapéutico se pueden suspender o disolver en, por ejemplo, una mezcla de uno o mas de los siguientes: aceite
mineral, monoestearato de sorbitan, un polietilenglicol, lanolina, parafina liquida, parafina blanda blanca, polisorbato
60, ceras de ésteres cetilicos, alcohol cetearilico, 2-octildodecanol, alcohol bencilico y agua.

En el presente caso, se prefiere que la composicién o la composicion farmacéutica tal como se ha descrito
anteriormente sean ligeramente alcalinas. En relacion con la composicién que comprende una combinacién de
tretazicar y un compuesto de formula I, se prefiere particularmente que la composicién sea ligeramente alcalina
debido a que la alcalinidad débil favorece la produccion de 5-(aziridin-1-il)-4-hidroxilamino-2-nitrobenzamida a partir
de tretazicar y el compuesto de férmula |, y la combinacién de tretazicar y el compuesto de formula | podria ser no
reactiva a pH neutro o acido.

En relacién con las composiciones o las composiciones farmacéuticas que representan los componentes del kit de
partes o del sistema terapéutico (es decir, las composiciones que contienen, de forma separada, un profarmaco
activado mediante reduccion y un compuesto de férmula 1), se prefiere particularmente que, cuando se combinan, la
combinacion resultante sea ligeramente alcalina.

Se prefiere que el compuesto separado del componente de formula | sea ligeramente acido. Se prefiere que el
componente de profarmaco activado mediante reduccion sea ligeramente alcalino (particularmente para compuestos
tales como tretazicar, que es inestable a pH acido). Se prefiere que el producto combinado sea ligeramente alcalino.

Por “ligeramente alcalino” los inventores incluyen el significado de que la composicion tiene un pH de 8 a 105, de
forma mas preferible de 9 a 10.

Se apreciara que cuando la composicién farmacéutica es una soluciéon acuosa, su alcalinidad (pH) pueda medirse
directamente utilizando, por ejemplo, papeles o soluciones indicadoras de pH, o utilizando un electrodo de pH. En
relaciéon con la evaluacién de la alcalinidad (pH) de otras composiciones tales como cremas, la composicion puede
mezclarse o extraerse con agua y puede medirse el pH de la soluciéon acuosa producido a partir de la mezcla o
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extraccion.

Por ejemplo, en relaciéon con una crema, el pH de la crema se mide facilmente sometiendo a vortizacion 0,2 mg de la
crema, con 1 ml de agua durante 10 segundos. La suspension se clarifica mediante centrifugacion y se mide el pH
del agua.

La alcalinidad de la composicion puede controlarse mediante el uso de tampones como se conoce bien en la
técnica. Los tampones que son fisiolégicamente aceptables y estan homologados para el uso en medicamente son
también bien conocidos en la técnica.

Un sistema tampén preferido es la combinacion de bicarbonato de sodio (NaHCO3) y carbonato de sodio (Na>CO3).
Este tampon es particularmente adecuado para uso en una crema.

El inventor ha encontrado que variando las concentraciones iniciales del tampén, se puede controlar la duracién y la
extension de la reaccién entre los profarmacos activados mediante reduccién (por ejemplo, tretazicar) y los
compuestos de formula | (por ejemplo, DHA). El pH afecta a la velocidad de la reaccién y de esta manera a la
extension de la reaccion durante un periodo de tiempo dado, La duracién de la reaccidn se puede controlar mediante
la fuerza del tampén. Parecen formarse protones debido a la reaccidon y estos agotaran el tampén. Cuando el
tampon se agota el pH disminuira y la reaccion se agotara eficazmente. Variando la fuerza del tampodn
(concentracion) se puede alterar el tiempo al cual esta se produce. Preferiblemente, un sistema tampon se escoge
de tal manera que cuando el profarmaco activado mediante reduccion y el compuesto de formula | se mezclan, el 50
% de la reaccion se completa en 60 minutos.

Se prefiere que la composicién que comprende un profarmaco activado mediante reduccién y un compuesto de
formula | contenga un exceso molar del compuesto de formula | sobre el profarmaco activado mediante reduccion.
De forma similar, se prefiere que, en el kit de partes o el sistema terapéutico, cuando las partes se combinan exista
un exceso molar del compuesto de formula | sobre el profarmaco activado mediante reduccién. Preferiblemente, el
exceso molar del compuesto de férmula | sobre el profarmaco activado mediante reduccion es mayor que 4:1, tal
como > 5:1 (compuesto de formula | profdrmaco activado mediante reduccion, por ejemplo DHA : tretazicar), de
forma mas preferible > 10:1.

En la composicion o composicion farmacéutica que se ha descrito anteriormente o el kit de partes o el sistema
terapéutico que se ha descrito anteriormente, se prefiere que:

(a) la concentracion del profarmaco activado mediante reduccién (por ejemplo, tretazicar) en la composiciéon que
contiene dicho componente esté en la regién del 0,5 al 5 % en p/p (por ejemplo, del 0,5 al 1 % en p/p) de la
composicion (por ejemplo, 5 a 10 mg por gramo de la composicién); y

(b) la concentracion del compuesto de formula | (por ejemplo, DHA) en la composicién que contiene dicho
componente esté en la regién del 2,5 % al 10 % en p/p (por ejemplo, 5 a 105 en p/p) de la composicién (por
ejemplo, 50 a 100 mg por gramo de la composicion).

Hasta en lo que el inventor es consciente, nadie ha propuesto utilizar tretazicar para la administracion tépica, por
ejemplo, en una crema o locién o pomada, anteriormente, De esta manera, se describe también en el presente
documento una composicidon para la administracién tépica que comprende tretazicar, preferiblemente, la
composicién farmacéutica. La composicion puede estar en la forma de una crema o locién o pomada.

El uso de determinados compuestos de férmula | (DHA y gliceraldehido) en tratamientos médicos (el tratamiento de
infecciones microbianas o la eliminacién de células cancerosas) se da a conocer en el documento WO 2006/003492,
Naturwissenschaften 51, 217-218 (1964) y en Cancer Chemother. Rep. (Part 1) 52(7), 687-696 (1968). Sin embargo,
hasta donde el inventor es consciente, nadie ha propuesto anteriormente que un compuesto de férmula | diferente
de DHA o gliceraldehido se pueda utilizar en medicina. De esta manera, se describe también en el presente
documento un compuesto de férmula |, tal como se ha definido anteriormente en el presente documento, para uso
en medicina, con la condicion de que el compuesto no sea DHA o gliceraldehido. EI compuesto de féormula | se
envasa y presenta para uso en medicina.

Se describe adicionalmente una composiciéon farmacéutica que comprende un compuesto de férmula |, tal como se
ha definido anteriormente en el presente documento, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, con la condicion
de que el compuesto no sea DHA o gliceraldehido. En particular, la composicion farmacéutica no es una crema o
locion o pomada o pulverizacion. Se prefiere si la composicién farmacéutica que comprende el compuesto de
férmula | es una solucién acuosa inyectable no pirégena estéril.

Aunque se sabe que 5-(aziridin-1-il)-4-hidroxilamino-2-nitrobenzamida es el producto de la nitrorreduccion de
tretazicar, hasta donde el inventor es consciente, nadie ha propuesto que una composicién, tal como una
composicion farmacéutica tal como se ha descrito anteriormente, que lo contiene, podria usarse en medicina. De
esta manera, se describe ademas en el presente documento 5-(Aziridinil-1-il)-4-hidroxilamino-2-nitrobenzamida para
uso en medicina.

Tal como se ha descrito anteriormente, un procedimiento para reducir un profarmaco activado mediante reduccion
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comprende poner en contacto el profarmaco activado mediante reduccion con un compuesto de férmula |, tal como
se ha definido anteriormente en el presente documento. Normalmente, el profarmaco activado mediante reduccion y
el compuesto de férmula | se ponen en contacto en una solucién acuosa adecuada. Preferiblemente, la solucion es
ligeramente alcalina tal como se ha descrito anteriormente.

El inventor ha descubierto que, cuando este procedimiento se efectda con tretazicar y DHA llevando a cabo la
reaccion a pH 9, se consigue una velocidad de reduccion mas rapida que a pH 10 y proporciona en su mayoria el
producto de 4-hidroxilamina preferido (en comparacién con el producto de 2-hidroxilamina) con un rendimiento muy
elevado. Preferible también en estos procedimientos, existe un exceso molar del compuesto de féormula | sobre el
profarmaco activado mediante reduccién y el intervalo y el exceso molar preferido es tal como se ha descrito
anteriormente. Cuando se aplica a la reaccion de tretazicar con los compuestos de férmula |, los procedimientos
pueden contener también la etapa adicional de purificar el producto de 5-(azindin-1-il)-4-hidroxilamino-2-
nitrobanzamida procedente de la mezcla de reaccion, utilizando, por ejemplo un procedimiento de separacion
adecuado tal como HPLC.

Es significativo que los grupos nitro en los compuestos tales como tretazicar se reducen Unicamente a un grupo
hidroxilamina (y no a otro grupo, tal como un grupo nitroso o amina).

De esta manera, se describe también el uso de un compuesto de férmula I, tal como se ha definido anteriormente en
el presente documento, para la reduccion selectiva de un compuesto nitro organico a la correspondiente
hidroxilamina. En particular, el uso es de un compuesto de formula | y una base. La identidad y la cantidad de la
base empleada, asi como el pH al cual el compuesto de formula | efectia la reduccion del compuesto nitro, pueden
ser como se ha definido con respecto al uso del primer aspecto de la presente invencion.

De forma similar, la presente invencién proporciona también un procedimiento para reducir de forma selectiva un
compuesto nitro organico con la hidroxilamina correspondiente, comprendiendo dicho procedimiento poner en
contacto dicho compuesto nitro organico con un compuesto de formula |, tal como se ha definido anteriormente en el
presente documento. En una realizacién particular, el procedimiento comprende poner en contacto el compuesto
nitro organico con un compuesto de féormula | y una base. La identidad y la cantidad de la base empleada pueden
ser como se ha definido con respecto al uso del primer aspecto de la presente invencién. Ademas, en otra
realizacion particular, el procedimiento comprende poner en contacto el compuesto nitro organico con un compuesto
de formula 1, tal como se ha definido anteriormente en el presente documento, en presencia de una solucién (por
ejemplo, una solucién acuosa) o suspension que tenga un pH de entre 7 y 11 (por ejemplo un pH de 7,1 (tal como
72,73,7407,5)a 10,9 (tal como 10,8, 10,7,10,6, 10,5, 10,4, 10,3, 10,2, 10,1 o0 10,0)).

El compuesto nitro organico puede ser, por ejemplo, cualquiera de los compuestos nitro descritos anteriormente en
el presente documento. De forma particular, sin embargo, el compuesto nitro organico es un compuesto nitro
aromatico o heteroaromatico.

Cuando se usa en el presente documento, la expresion “compuesto nitro aromatico” incluye referencias a los
compuestos que comprenden un grupo aromatico carbociclico Ce.14 (por ejemplo, un grupo fenilo, naftilo, antracenilo
o fenantrenilo) cuyo grupo aromatico soporta un sustituyente nitro. Ademas de soportar un sustituyente nitro, el
grupo aromatico se sustituye opcionalmente ademas por uno o mas sustituyentes seleccionados entre alquilo C+,
alcoxilo C46 (en los que los ultimos dos grupos estan opcionalmente sustituidos con uno o mas sustituyentes
seleccionados entre halo, alcoxilo Cy.4, Het y arilo), OH, halo (tal como fluor, cloro, bromo o yodo), ciano, nitro
CO2R?, C(O)NRPR®, S(0)12R%, S(0):NR°R®, N(R)R", Het, aziridinilo y arilo, en el que R? a R? representan de forma
independiente alquilo C1.6,(opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados entre halo, OH,
alcoxilo C1.4, Het y arilo), Het o arilo, o R* a R® pueden representar de forma alternativa (y de manera independiente)
H, y en el que het y arilo son como se ha definido anteriormente en el presente documento.

En realizaciones concretas, el grupo aromatico carbociclico soporta al menos un sustituyente adicional
electroatrayente, por ejemplo uno o mas (por ejemplo, uno o dos) sustituyentes seleccionados entre halo (tales como
fltior, cloro, bromo o yodo), ciano, nitro, CO;R?, C(O)NR°R®, S(0)1.2R® y S(O)NR°R", en el que R* a R son tal como
se ha definido anteriormente en el presente documento. Como apreciaran los expertos en la técnica, el modelo de
sustitucion de un grupo aromatico carbociclico gobernara la potencial reduccion de un resto nitro unido a este grupo.
Generalmente, la adicién de sustituyentes que pierden electrones a este grupo podria esperarse que aumentara (es
decir, hiciera menos negativa) la potencial reduccién (E2 o E° tal como se ha medido, por ejemplo, mediante
polarografia. En una realizacion aun mas particular, el grupo aromatico carbociclico soporta al menos un
sustituyente nitro adicional.

Cuando se usa en el presente documento, la expresion “compuesto nitro heteroaromatico” incluye referencias a los
compuestos que comprenden un grupo heteroaromético de 5 a 14 miembros que contiene uno o més heterodtomos
seleccionados entre oxigeno, nitrdgeno y/o azufre, cuyo grupo heteroaromatico puede comprender uno, dos o tres
anillos y cuyo grupo heteroaromatico soporta un sustituyente nitro, El grupo heteroaromatico soporta opcionalmente
uno o mas sustituyentes seleccionados entre alquilo C4g, alcoxilo Cis (cuyos ultimos dos grupos estan
opcionalmente sustituidos con uno o mas sustituyentes seleccionados entre halo, OH, alcoxilo C1.4, Het y arilo), OH,
oxo, halo (tal como fltior, cloro, bromo o yodo), ciano, nitro, CO2R?, C(O)NRR®, S(0):.2R?, S(O)NR°R®, N(R®)R=,
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Het, aziridinilo y arilo, en el que R® a R son tal como se ha definido anteriormente en el presente documento. Para
evitar la duda, la expresion “compuesto nitro heteroaromatico” incluye referencias a grupos heterociclicos aromaticos
en parte que comprenden dos o tres anillos, en los que al menos un anillo (pero no todos los anillos) es aromatico.
En estos sistemas de anillos, se prefiere que el grupo nitro esté unido al anillo aromatico.

Sistemas de anillos heteroaromaticos particulares que se pueden mencionar vinculados a la expresion “compuesto
nitro aromatico” incluyen bencimidazolilo, benzo[c]isoxazolidinilo, bencisoxazolilo, benzofuranilo, benzofurazanilo,
2,1,3-benzoxadiazolilo, benzoxazolilo, benzopirazolilo, benzo[e]pirimidina, 2,1,3-benzotiadiazdlilo, benzotiazolilo,
benzotienilo, benzotriazolilo, cinnolinilo, furanilo, imidazolilo, imidazo[1,2-a]piridinilo, imidazo[2,3-b]tiazolilo, indolilo,
isoquinolinilo, isoxazolilo, nafto[1,2-b]furanilo, oxadiazolilo, oxazolilo, ftalazinilo, purinilo, pirazinilo, pirazolilo,
piridinilo, pirimidinilo, pirrolo[2,3-b]piridinilo, pirrolo[5,1-b]piridinilo, pirrolo[2,3-c]piridinilo, pirrolilo, quinazolinilo,
quinolinilo, tiadiazolilo, tiazolilo, tienilo, tieno[5,1-c]piridinilo, triazolilo, 1,3,4-triazolo-[2,3-b]pirimidinilo, xantenilo,
benzodioxanilo, benzodioxepanilo, benzodioxolilo, benzomorfolinilo, benzoxazolidinilo, cromanilo, cromenilo, 2,3-
dihidrobenzimidazolilo, 2,3-dihidrobenzo[b]furanilo, 1,3-dihidrobenzo[c]furanilo, 1,3-dihidro-2,1-benzisoxazolilo 2,3-
dihidropirrolo-[2,3-b]piridinilo, 4,5,6,7-tetrahidrobenzimidazolilo, 4,5,6,7-tetrahidrobenzopirazolilo, 5,6,7,8-
tetrahidrobenzo[e]pirimidina, tiocromanilo y similares.

El inventor ha encontrado, de forma sorprendente que la reduccion de los compuestos reducibles (por ejemplo,
compuestos organicos reducibles tales como compuestos nitro organicos o profarmacos activados mediante
reduccion) por un compuesto de formula |, tal como se ha definido anteriormente en el presente documento, puede
llevarse a cabo eficazmente afadiendo el compuesto de féormula | a una mezcla preformada (por ejemplo solucién o
suspension) del compuesto reducible y una base.

De esta manera, un procedimiento para reducir un compuesto reducible comprende afiadir un compuesto de férmula
I, tal como se ha definido anteriormente en el presente documento, a una mezcla de dicho compuesto reducible y
una base, en el que la base es tal como se ha definido anteriormente en el presente documento con respecto al
primer aspecto de la presente invencion.

El compuesto reducible puede ser un compuesto organico reducible, tal como un compuesto nitro organico o un
profarmaco activado mediante reduccién, tal como se ha definido anteriormente en el presente documento (por
ejemplo, tretazicar). EI compuesto de féormula | puede ser, en concreto, DHA.

Las mezclas del compuesto reducible y la base pueden ser, por ejemplo, una soluciéon o suspensiéon en un sistema
solvente acuoso o, particularmente, un sistema solvente orgénico. Los sistemas solventes particulares que se
pueden mencionar a este respecto incluyen alcoholes de alquilo (C+.4) inferior tales como isopropanol, etanol o
metanol), hidrocarburos clorados (tales como diclorometano), agua y sus mezclas (mezclas tanto mono como
bifasicas). Bases particulares que se pueden mencionar incluyen bicarbonatos de metales alcalinos (por ejemplo,
sodio o potasio) o, particularmente, carbonatos (por ejemplo, carbonato de potasio, tal como carbonato de potasio
anhidro).

La reduccion puede llevarse a cabo, por ejemplo, a temperatura ambiente o superior. En realizaciones particulares
de la presente invencion, la reaccion se lleva a cabo a elevada temperatura (por ejemplo, por encima de 25 °C, tal
como a entre 30 y 100 °C (por ejemplo, de 40 a 70 °C, tal como a aproximadamente 60 °C). La reduccion puede
también llevarse a cabo en sustancial ausencia de agentes oxidantes, tales como oxigeno atmosférico. De esta
manera, la reaccion puede llevarse a cabo en una atmosfera inerte (por ejemplo, una atmosfera de nitrégeno o de
argon) y/o utilizando solventes y/o reactivos desoxigenados (o desgasificados).

En particular, el compuesto reducible puede mantenerse en un exceso estequiométrico en comparacion con el
numero calculado de moles del compuesto de formula | requeridos para efectuar la reduccién deseada. A este
respecto, y sin pretender quedar vinculado por teoria alguna, se cree que los compuestos de férmula | proporcionan
un mol de equivalente de hidruro por mol de dimero de férmula la (es decir, un mol de equivalente de hidruro por dos
moles de compuesto de férmula |). De esta manera, por ejemplo, para la reduccién de nitro a hidroxilamina (una
reduccion de dos electrones que requiere el suministro de dos equivalentes de hidruro), el numero de moles del
compuesto de formula | requeridos para efectuar la reduccion deseada es de cuatro moles por mol de compuesto
nitro.

Los compuestos de formula | se pueden afiadir en cualquier tasa a la mezcla del compuesto reducible y la base. Sin
embargo, en particular, el compuesto de formula | se puede afiadir a la mezcla lentamente, tal como no mas de 2
equivalentes molares (con respecto al compuesto reducible) por minuto (por ejemplo, no mas de 1,75, 1,5, 1,25, 1,0,
0,90.8,0,7,0,6,0,5, 04, 0,3 o, particularmente, 0,2 o 0,15 equivalentes molares por minuto).

Tal como se ha mencionado anteriormente, el compuesto reducible puede ser tretazicar. De esta manera, un
procedimiento para preparar 5-(aziridin-1-il)-4-hidroxilamino-2-nitrobenzamida (o 5-(aziridin-1-il)-2-hidroxilamino-4-
nitrobenzamida) comprende:

(a) proporcionar una mezcla de tretazicar y una base, y
(b) ahadir no mas de cuatro equivalentes molares de un compuesto de féormula | (o, de forma alternativa, como
maximo dos equivalentes molares de la forma dimérica de un compuesto de féormula a | (es decir, un compuesta
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de formula la).
El compuesto de férmula | puede ser, en particular, DHA.

Esta reaccion se puede llevar a cabo en las condiciones (y utilizando la base y/o los solventes) descritas
anteriormente en relacion con el procedimiento para reducir un compuesto reducible. Ademas, el procedimiento
puede comprender la etapa adicional de separar el producto 5-(aziridin-1-il)-4-hidroxilamino-2-nitrobenzamida del
producto simultaneo 5-(aziridin-1-il)-2-hidroxilamino-4-nitrobenzamida), si se produce. La separacion se puede
efectuar mediante técnicas conocidas por los expertos en la técnica (por ejemplo, cristalizacion fraccionada,
recristalizacion, cromatografia, extraccion con solvente, sublimacion a vacio, etc).

Los compuestos de formula | y los profarmacos activados mediante reduccion de agentes antiproliferativos se
pueden utilizar en un procedimiento para combatir el crecimiento o la proliferacion indeseables de células en un sitio
en un individuo, el procedimiento comprende proporcionar un profarmaco activado mediante reduccién de un agente
antiproliferativo (por ejemplo, tretazicar) y un compuesto de férmula I, tal como se ha definido anteriormente en el
presente documento, en el mencionado sitio en el individuo.

Cuando se usa en el presente documento, la expresion “profarmaco activado mediante reduccidon de un agente
antiproliferativo” incluye referencias, en particular, a los profarmacos activados mediante reduccion identificados
anteriormente en el presente documento, tales como Mitomicina C, E09, RSU-1069, RB-6145 vy, particularmente,
tretazicar.

El profarmaco activado mediante reduccién y el compuesto de féormula | se pueden combinar antes de la
administracion al individuo o se pueden administrar secuencialmente.

Por ejemplo, en relacién con la administracién tépica, es conveniente combinar una composicion que contenga el
profarmaco activado mediante reduccion y una composiciéon que contenga el compuesto de férmula | (siendo en
ambos casos la composicidon una que sea adecuada para la administracion tépica) antes de la administracion al
individuo. Esto se describe con mas detalle (con referencia a la combinacién de tretazicar y DHA) en el caso en el
que la composicién para la administracion topica es una crema en los Ejemplos 2 y 3 siguientes.

De forma similar, en relacién con la administracién en una cavidad corporal, de forma conveniente, una composicion
que contiene el profarmaco activado mediante reduccion y la composicion que contiene el compuesto de férmula |
(siendo en ambos casos la composicion una que sea adecuada para la administracion en una cavidad corporal (por
ejemplo, soluciones o suspension es no pirégenas estériles separadas del profarmaco activado mediante reduccion
y del compuesto de férmula | se podrian administrar en la cavidad corporal y el contacto inicial del profarmaco
activado mediante reduccion y del compuesto de férmula | podria suceder en la cavidad corporal. En particular, el
profarmaco activado mediante reduccién y el compuesto de férmula | podrian administrarse simultdneamente en, por
ejemplo, condiciones neutras y una administracion adicional de un agente (tal como un tampodn) realizada para
conformar el ambiente en la cavidad corporal ligeramente alcalino. Normalmente, sin embargo, el profarmaco
activado mediante reduccion (o su combinacion con el compuesto de férmula I) esta presente en un medio alcalino.

Se apreciara que cuando el profarmaco activado mediante reduccion y el compuesto de formula | se combinan en
condiciones adecuadas antes de la administraciéon al individuo, se produce una sustancia activa correspondiente
(por ejemplo, en el caso de tretazicar, 5-(aziridin)-1-il)-4-hidroxi-2-nitrobenzamida) que a continuacién, se administra
al individuo. De esta manera, el combate del crecimiento o la proliferacién indeseables de células en un sitio en un
individuo se puede efectuar administrando o proporcionando una composicién que contenga -(aziridin-1-il)-4-
hidroxilamino-2-nitrobenzamida en el mencionado sitio del individuo.

Se describe también en el presente documento:

(i) el uso de una combinacién de un profarmaco activado mediante reducciéon de un agente antiproliferativo, tal
como se ha definido anteriormente en el presente documento, y un compuesto de féormula |, tal como se ha
definido anteriormente en el presente documento, en la fabricaciéon de un medicamento para combatir el
crecimiento o la proliferacion indeseables de células en un individuo; y

(i) el uso de 5-(aziridin-1-il)-4-hidroxilamino-2-nitrobenzamida en la fabricacién de un medicamento para
combatir el crecimiento o la proliferacion indeseable de células en un individuo.

Para uso en el tratamiento del crecimiento o la proliferacion de células indeseables, dicho procedimiento comprende
administrar a un paciente que necesita de dicho tratamiento, de una forma que se describe también en el presente
documente:

(i) un producto de combinacién que comprende un profarmaco activado mediante reduccion de un agente
antiproliferativo, o una sal y/o solvato del mismo farmacéuticamente aceptable, y un compuesto de férmula |; o
(i) una cantidad eficaz de 5-(aziridin-1-il)-4-hidroxilamino-2-nitrobenzamida.

El producto de combinacion puede ser tanto un kit de partes como una preparacién combinada. De esta manera, la
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administracion al paciente puede ser de:
(a) una composicién que comprende

(I) un profarmaco activado mediante reducciéon de un agente antiproliferativo, o una sal y/o solvato del mismo
farmacéuticamente aceptable,

(I un compuesto de formula I, tal como se ha definido anteriormente en el presente documento v,
opcionalmente

(1l1) un adyuvante, diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable; o

(b) un kit de partes que comprende

(1) una primera parte que contiene un profarmaco activado mediante reduccion de un agente antiproliferativo,
o una sal y/o solvato del mismo farmacéuticamente aceptable, tal como se ha definido anteriormente en el
presente documento.
(1) una segunda parte que contiene un compuesto de férmula |, tal como se ha definido anteriormente en el
presente documento.

Otros aspectos adicionales de la presente invencioén se refieren al producto de combinacion (es decir, la composicion
o el kit de partes) per se, tal como se define en las reivindicaciones 19 a 21 adjuntas.

Normalmente, las dos partes del kit de partes son composiciones que son compatibles entre si (por ejemplo, tienen
la misma forma fisica tal como cremas, soluciones acuosas, y geles) y, cuando se mezclan, son capaces de producir
un agente activo correspondiente (por ejemplo, en el caso de tretazicar, 5-(aziridin-1-il)-4-hidroxilamino-2-
nitrobenzamida) procedente de la reaccion del profarmaco activado mediante reduccion y del compuesto de féormula
| (por ejemplo, DHA) en las condiciones adecuadas.

Puede considerarse también que dicho kit de partes es un sistema terapéutico que encuentra uso para combatir el
crecimiento o la proliferacién celular indeseables.

De forma conveniente, el kit de partes o sistema terapéutico contiene instrucciones sobre el uso del profarmaco
activado mediante reduccion de un agente antiproliferativo y un compuesto de formula | y, en particular, contienen
instrucciones sobre la combinacion de partes que contienen el profarmaco activado mediante reduccion de un
agente antiproliferativo y un compuesto de féormula |, incluyendo la sincronizacion de cuando se combinan antes del
uso de la composicion resultante que comprende el profarmaco activado mediante reduccién y el compuesto de
férmula | en el tratamiento (por ejemplo, para combatir el crecimiento y la proliferacion celular indeseables).

Normalmente, la composicion comprende un profarmaco activado mediante reduccién de un agente antiproliferativo
y un compuesto de formula I, y la composicién de cada una de las partes del kit de partes, son composiciones
farmacéuticas en las que la combinacion de un profarmaco activado mediante reducciéon de un agente
antiproliferativo y un compuesto de férmula |, y separadamente, un profarmaco activado mediante reduccién de un
agente antiproliferativo y un compuesto de formula | en las partes del kit de partes, se combinan con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

En el tratamiento del crecimiento o la proliferacion de células indeseables, el producto de combinacion (composicion
combinada o kit de partes) o la 5-(aziridin-1-il)-4-hidroxilamino-2-nitrobenzamida se puede administrar como un Unico
sistema o agente terapéutico o, de forma alternativa, se puede administrar junto con (es decir, tanto simultanea
como secuencialmente) uno o mas agentes activos adicionales (por ejemplo, agentes activos conocidos para tratar
el trastorno particular en cuestion).

El crecimiento o la proliferacion de células indeseables que se van a combatir puede ser cualquiera de dicho
crecimiento o proliferacion indeseables, particularmente aquellos que son susceptibles de reticulacion de su ADN.

El crecimiento o la proliferacién de células indeseables puede ser benigno tal como es el caso con verrugas o
psoriasis comunes u otras dolencias de la piel que implican el crecimiento o la proliferaciéon de células indeseables, o
puede ser neoplasico, tal como en un tumor o su metastasis.

De esta manera, los medicamentos que se describen en el presente documento incluyen un profarmaco activado
mediante reduccion de un agente antiproliferativo, 5-(aziridin-1-il)-4-hidroxilamino-2 nitrobenzamida, o el uso de
cualquiera) que se puede usar en el tratamiento de verrugas y otras enfermedades de la piel tales como psoriasis.
Otros crecimientos benignos, dolencias precancerosas y cancer, incluyendo cancer del cuello del utero, vejiga,
cerebro, térax y utero.

Se prefiere particularmente si los medicamentos se utilizan tépicamente para combatir la enfermedad.

Se prefiere también particularmente que los medicamentos se utilicen para combatir la enfermedad mediante la
administracion en las cavidades corporales tales como la vejiga o el peritoneo o el térax. Con respecto a tretazicar,
su derivado de 4-hidroxilamina activo tiene una semivida muy corta tras la aplicaciéon o la administracién y no puede
migrar muy lejos desde el sitio de activacion, de tal manera que no existe efecto depdsito y el farmaco activo no
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penetra en la circulacion y produce efectos sistémicos.

Las realizaciones particulares de la presente invencidon que se pueden mencionar incluyen por tanto:

(a) una composicién topica (por ejemplo, crema, locién o pomada) que comprende un profarmaco activado
mediante reduccion de un agente antiproliferativo (RSU-1069, RB-6145, Mitomicina C o, particularmente,
tretazicar o E09), un compuesto de féormula | (por ejemplo, DHA) y un adyuvante, diluyente o vehiculo
tépicamente aceptable (por ejemplo, una locion, crema o base de pomada);

(b) un aglomerado o un vehiculo de administracién sélida general que comprende un profarmaco activado
mediante reduccion de un agente antiproliferativo (RSU-1069, RB-6145, Mitomicina C o, particularmente,
tretazicar o E09), un compuesto de férmula | (por ejemplo, DHA) y un adyuvante, diluyente o vehiculo
farmacéuticamente aceptable, y

(c) una solucién o suspensién que comprende un profarmaco activado mediante reducciéon de un agente
antiproliferativo (RSU-1069, RB-6145, Mitomicina C o, particularmente, tretazicar o E09), un compuesto de
férmula | (por ejemplo, DHA) y un adyuvante, diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable (por ejemplo,
un sistema solvente estéril, tal como un sistema solvente acuoso estéril).

En relacién con (a) y (b) anterior, la composicion particular puede comprender también una base (por ejemplo, una
base tal como se ha definido anteriormente en relacién con el primer aspecto de la presente invencion) y/o un
sistema tamponante del pH que, tras la aplicacién de la composicion, proporciona un pH local en el sitio de
administracion de entre 7 y 11 (por ejemplo: para las formulaciones que contienen tretazicar, entre pH 7,5, 8,0, 8,5 0
9,0 y 10,5 o, particularmente, 10; o formar formulaciones que contienen E09 entre pH 7,1 y 8,0, tal como
aproximadamente pH 7,5).

La composiciéon tépica (o la crema, locion o pomada) de (a) anterior se puede emplear, por ejemplo, en el
tratamiento del cancer de piel, sin melanomas en la piel, cancer de prostata, dolencias precancerosas (por ejemplo,
lentigo maligno o, particularmente, queratosis actinica), verrugas o psoriasis. Dicha composiciéon puede emplearse
también como crema rectal en el tratamiento de dolencias tales como el cancer de intestino.

El vehiculo de administracion sélida de (b) anterior puede, cuando comprende EQ9, ser particularmente adecuado
para uso en el tratamiento del cancer de prostata. Estos es debido a que se sabe que la glandula prostatica es
particularmente sensible a elevados niveles de pH, y el presente inventor ha encontrado que E09 se redujo mas
rapidamente a un pH relativamente bajo (por ejemplo, a aproximadamente pH 7,5) que los compuestos tales como
tretazicar.

La solucién o suspension de (c) anterior, se puede aplicar mediante inyeccion, transcateterizacion u otro
procedimiento de infusién en el interior de una cavidad o espacio corporal en la que existe un crecimiento o
proliferacion de células indeseables. Por ejemplo, la solucién se puede introducir en la vejiga para tratar dolencias
tales como cancer de vejiga, poniéndose en contacto con el cuello del utero para tratar el cancer cervical, inyectarse
en el peritoneo para tratar, por ejemplo, el cancer de ovario, o se puede inyectar en el cerebro para tratar el cancer
de cerebro.

En una realizacién particular, una soluciéon o suspensién que comprende un compuesto de formula | (por ejemplo,
DHA) y un profarmaco activado mediante reduccion de un agente antiproliferativo (por ejemplo, tretazicar o E09) se
puede administrar mediante infusién intravesical a través de catéter urinario con el fin de tratar el cancer de vejiga.

De esta manera, un aspecto adicional de la presente invencién se refiere a una solucidon o suspension que
comprende un compuesto de férmula | (por ejemplo, DHA) y un profarmaco activado mediante reduccién de un
agente antiproliferativo (por ejemplo, tretazicar o EO99 para uso en un procedimiento de tratamiento de un cancer de
vejiga, comprendiendo dicho procedimiento administrar, mediante infusién intravesical a través de catéter urinario,
una cantidad eficaz de

La composicion descrita anteriormente que comprende 5-(aziridin-1-il)-4-hidroxilamino-2-nitrobenzamida que puede
tomar también formas farmacéuticas particulares, tales como:

(i) una composicion topica (por ejemplo, crema, lociébn o pomada) que comprende 5-(aziridin-1-il)-4-
hidroxilamino-2-nitrobenzamida, y un adyuvante, diluyente o vehiculo tépicamente aceptable (por ejemplo, una
locién, crema o base de pomada), y

(i) una solucién o suspension que comprende 5-(aziridin-1-il)-4-hidroxilamino-2-nitrobenzamida y un adyuvante,
diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable (por ejemplo, un sistema solvente estéril, tal como un sistema
solvente acuoso estéril).

Las composiciones (i) y (ii) pueden tener los mismos usos en Ultimo extremo en relacién a las composiciones (a) y
(c) anteriores, respectivamente.

De forma alternativa, la solucion o suspension de (ii) anterior (asi como la solucion o suspension de (c) anterior) se
puede administrar por medio de un pulverizador a la boca, cavidad nasal, garganta, faringe, laringe, traquea o
pulmones con el fin de tratar una proliferacion indeseable de células (por ejemplo, un cancer) en una cualquiera de
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aquellas localizaciones. De esta manera, se describe también una solucidon o suspension pulverizable que
comprende:

(A) un profarmaco activado mediante reduccién de un agente antiproliferativo, un compuesto de férmula |, tal
como se ha definido anteriormente en el presente documento, y un adyuvante, diluyente o vehiculo
farmacéuticamente aceptable; o

(B) 5-(azaridin-1-il)-4-hidroxilamino-2-nitrobenzamida y un adyuvante, diluyente o vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

La administracion, por medio de un pulverizador, de 5-(aziridin-1-il)-4-hidroxilamino-2-nitrobenzamida (o una mezcla
que proporciona este compuesto) directamente a la boca, cavidad nasal, garganta, faringe, laringe, traquea o
pulmones soslaya la desactivaciéon de la 5-(aziridin-1-il)-4-hidroxilamino-2-nitrobenzamida por las proteinas del
suero. Ademas, el mismo mecanismo de desactivacion asegurara que la 5-(aziridin-1-il)-4-hidroxilamino-2-
nitrobenzamida no tendra un efecto sistémico.

De esta manera, para uso en un procedimiento de tratamiento de un cancer de la boca, cavidad nasal, garganta,
faringe, laringe, traquea o pulmones, se puede administrar una solucién o suspension por medio de un pulverizador,
comprendiendo dicha solucién o suspension:

(A) un profarmaco activado mediante reduccién de un agente antiproliferativo, un compuesto de férmula |, tal
como se ha definido anteriormente en el presente documento, y un adyuvante, diluyente o vehiculo
farmacéuticamente aceptable; o

(B) 5-(aziridin-1-il)4-hidroxilamino-2-nitrobenzamida y un adyuvante, diluyente o vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

Los dispositivos adecuados para administrar una solucién o suspension en la forma de un pulverizador son bien
conocidos por los expertos en la técnica. Los dispositivos adecuados (que incluyen: pulverizadores mecanicos que
bombean la solucién o suspensién desde un depdsito, y los dispositivos en aerosol que utilizan gases propelentes
comprimidos para generar una pulverizacion a través de una boquilla) incluyen los descritos en, por ejemplo, el
documento WO 2006/005845.

De esta manera, se describe también en el presente documento
(a) un pulverizador mecanico que tiene un depdsito cargado con una solucidn o suspension que comprende

un profarmaco activado mediante reduccién de un agente antiproliferativo, un compuesto de féormula |, tal
como se ha definido anteriormente en el presente documento y un adyuvante, diluyente o vehiculo
farmacéuticamente aceptable, o

5-(aziridin-1-il)-4-hidroxilamino-2-nitrobenzamida y un adyuvante, diluyente o vehiculo farmacéuticamente
aceptable; y

(b) un dispositivo de tipo aerosol que comprende una solucién o suspensién que comprende uno 0 mas gases
propelentes y

un profarmaco activado mediante reduccidon de un agente antiproliferativo, un compuesto de férmula I, tal
como se ha definido anteriormente en el presente documento y un adyuvante, diluyente o vehiculo
farmacéuticamente aceptable, o

5-(aziridin-1-il)-4-hidroxilamino-2-nitrobenzamida y un adyuvante, diluyente o vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

El dispositivo descrito en (b) anterior puede ser, en particular, un dispositivo inhalador de dosis medida.

Como alternativa a un pulverizador liquido, se puede aerosolizar un polvo seco con el fin de administrar una
composicion farmacéutica a sitios tales como los pulmones. De esta manera, se describe también en el presente
documento una composicidon para aerosol de polvo seco que comprende 5-(aziridin-1-il)-4-hidroxilamino-2-
nitrobenzamida.

Por la expresion “composicion para aerosol de polvo seco”, los inventores incluyen las referencias a las
formulaciones en polvo seco que son capaces de administrarse mediante un dispositivo de inhalacién a la boca,
cavidad nasal, garganta, faringe, laringe, traquea o pulmones. Como tal, el término incluye referencias a polvos
secos que tienen un tamafio de particulas promedio de 100 um (por ejemplo, 50 0 10 um) o menos. A este respecto,
se puede determinar el tamafo de particulas mediante procedimientos conocidos por los expertos en la técnica (por
ejemplo, técnicas de dispersion de luz laser, tales como las que utilizan un dispositivo de andlisis del tamafio de
particulas tal como Mastersizer™).

Los dispositivos para la administracion de aerosoles de polvo seco (por ejemplo, inhaladores de polvo seco) son
bien conocidos de los expertos en la técnica y se describen, por ejemplo, en el documento WO 2004/110536. De
esta manera, se describe un sistema terapéutico que comprende:
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(i) un dispositivo de inhalacién de polvo seco, que contiene opcionalmente una fuente de gas propelente; y
(ii) una 0 mas dosis discretas de una composicién para aerosol de polvo seco que comprende 5-(aziridin-1-il)-4-
hidroxilamino-2-nitrobenzamida.

El sistema terapéutico puede comprender el dispositivo y la(s) dosis de la composicion como entidades fisicamente
separadas (es decir, eficazmente como un kit de partes). De forma alternativa, el dispositivo de inhalacién puede
estar precargado con la una o mas dosis de la composicion.

En el tratamiento del crecimiento o la proliferacion de células indeseables, las composiciones anteriormente
mencionadas (que incluyen composiciones topicas, vehiculos de administracion sdlida, soluciones o suspensiones,
aerosoles de polvo seco, etc.) se pueden utilizar solas para el tratamiento de una dolencia concreta (un crecimiento
o proliferacion de células indeseables, tales como un cancer de la vejiga, cuello del utero, peritoneo o cerebro, o un
cancer de la boca, cavidad nasal, garganta, faringe, laringe, traquea o pulmones), es decir, administrarse como el
Unico sistema o agente terapéutico. De forma alternativa, sin embargo, las composiciones pueden administrarse
junto con (es decir, tanto simultdnea como secuencialmente) uno o mas agentes activos adicionales (por ejemplo,
agentes activos conocidos para tratar el trastorno particular en cuestion).

A este respecto, los agentes activos conocidos para uso en el tratamiento del cancer de vejiga incluyen cisplatino,
doxorubicina y mitomicina C.

Las dosis adecuadas del profarmaco activado mediante reduccién (por ejemplo, tretazicar) para uso humano
incluyen 10 a 30 mg/m?, normalmente 15 a 25 mg/m?, por ejemplo 24 mg/m?

Los medicamentos de la presente invencién se pueden usar para tratar animales (tales como mamiferos no
humanos, en particular caballos, vacas, ovejas y similares, y gatos y perros) y seres humanos, Se prefiere si se
utilizan para tratar seres humanos.

Se describe ademas un procedimiento de reticulacién del ADN en una célula, comprendiendo el procedimiento
administrar a la célula una combinacién de un profarmaco activado mediante reduccién de un agente de reticulacion
del ADN (por ejemplo, tretazicar) y un compuesto de férmula I, tal como se ha definido anteriormente en el presente
documento (por ejemplo, DHA), o un procedimiento de reticulacion del ADN en una célula, comprendiendo el
procedimiento administrar a la célula una composicion que incluye 5-(aziridinil-1-il)-4-hidroxilamino-2-
nitrobenzamida. En estos procedimientos, la célula es una célula en cultivo y el procedimiento es un procedimiento
in vitro.

Cuando se usa en el presente documento, la expresion “profarmaco activado mediante reduccion de un agente de
reticulacion del ADN” incluye referencias, en particular, a compuestos tales como:

(1) EO9 (3-[5-aziridinil-4,7-dioxo-3-hidroximetill-1-metil-1H-indol-2-il]-prop-B-eno-a-ol);
(2) RSU-1069 (1-(1-aziridinil)-3-(2-nitro-1-imidazolil)-2-propanol);

(3) RB-6145 (1-[3-(2-bromoetillamino)-2-hidroxipropil]-2-nitroimidazol);

(4) Mitomicina C;

(5) un compuesto de formula

en la que

cada R* representa de forma independiente cloro, bromo, yodo u —OS(O)QRC,

R® representa alquilo C1.s (opcionalmente sustituido con uno o mas atomos de fluor) o fenilo (opcionalmente
sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados entre halo, nitro, alquilo Cy.4 y alcoxilo C1.4),

R®" a R®* representan de forma independiente H, CN, C(O)N(RP)RE, C(S)N(RP)RF, C(O)OH, S(O).NHR",

oR¥ puede representar adicionalmente NO,

RP y RE, representan de forma independiente H o alquilo C+.4 (dicho ultimo grupo esté opcionalmente sustituido)
con uno o mas sustituyentes seleccionados entre OH, N(H)-alquilo Ci.2, N(alquilo Ci.2)2, 4-morfolinilo y
C(OE)OH),

oR"y RF, junto con el &tomo de N al cual se unen, representa 4-morfolinilo, y

RF representa H o S(O),CHs,

con la condicién de que R® sea H cuando R®' es diferente de H

por ejemplo, uno cualquiera de los compuestos de la formula anterior dada a conocer en Anlezark y col., 1992 y
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1995, tal como SN 23163, SN 23849, SN 23777, SN 23428, SN 23759, SN 24927, SN 24928, SN 24926, SN
25402, SN 25079, SN 24939, SN 24935, SN 25923, SN 25313, SN 23856, SN 25066, SN 23816, SN 25015, SN
24971, SN 25260, SN 25261, SN 25263, SN 25084, SN 25188, SN 25507 o, de forma particular, SN 23862 (5-
{N,N-bis[2-cloroetillamina}-2,4-dinitrobenzamida);

(6) un compuesto de férmula

X2 R
O,N Q
O—P—N
1
X x! "

en la que

R* es tal como se ha definido anteriormente (por ejemplo, Cl) y cualquiera de
X' representa NHz y X? y X® representan H,

X-X3- representa -NH-CH,CHa- y x? representa H o

X-x3- representa -NH- y x? representa H;

(7) un compuesto de férmula
OH
N~\\]/N

NO,

en la que Y representa
1-aziridinilo (opcionalmente sustituido en la posicion 2-position con metilo), metoxilo o N(H)CH>CH2Br;

(8) un profarmaco autodestructivo de la férmula

O,N R
O
O
en la que
R representa —O-R’ 0 —-NH-R’,
R’ representa
A
R

O

en la que la linea ondulada indica la posicion de unién del fragmento y RA es tal como se ha definido
anteriormente (por ejemplo, Cl);
(9) acridina-CB 1954
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ON N

y
(10) tretazicar (5-(aziridin-1-il)-2,4-dinitrobenzamida),
o un sal y/o solvato del mismo farmacéuticamente aceptable

Por tanto, la expresién “profarmaco activado mediante reduccion de un agente de reticulacion del ADN” incluye
referencias concretas a compuestos tales como E09, RSU-1069, RB-6145, Mitomicina C y, particularmente,
tretazicar.

La presente invencion se describira ahora con mas detalle por referencia a las siguientes Figuras y Ejemplos en los
que

La Figura 1 muestra la estructura de tretazicar (5-(aziridin-1-il)-2,4-dinitrobenzamida).
La Figura 2 muestra la activacién bioldgica de tretazicar.

La Figura 3 muestra la estructura de la dihidroxiacetona (DHA; N° de CAS: 62147-49-3, Beil. 8, 266, indice
Merck 13, 3166). La forma normal es el dimero, pero este revierte rapidamente al monémero en solucion.

La Figura 4 muestra la reduccion de tretazicar por DHA.

La Figura 5 muestra la reduccion de tretazicar por DHA en una crema basada en E45 (tal como se describe en
el siguiente Ejemplo 2). En cada uno de A, B y C de la Figura 5, la parte superior de las dos trazas es la medida
a 325 nm, mientras que la parte inferior es la medida a 260 nm.

La Figura 6 muestra la correspondencia espectral del pico observado con un tiempo de retencién de 5,0 minutos
en la Figura 5B, con la obtenida con un patrén sintético de 5-(aziridin-1-il)-4-hidroxilamino-2-nitrobenzamida. La
linea continua es el patron y la linea punteada es la muestra. Los espectros se normalizaron para la
absorbancia a 260 nm.

La Figura 7 muestra el porcentaje de supervivencia de las células V79 de hamster chino durante el curso de 2
horas a pH 7,5 y 37 °C en un tampodn fosfato 10 mM que contenia NaCl 140 mM vy lo siguiente:

A: control (es decir, sustancias no adicionales);

B: DHA 10 mM;

C: E09 10 uM;

B+C: una combinacion de DHA mM y EQ09 10 uM;

D: E09 100 uM; y

B+D: una combinacion de DHA 10 mM y E09 100 uM.

Se determind la supervivencia de las células V79 utilizando el siguiente procedimiento:

Se incubaron volumenes (1 ml, 2 x 10° células/ml) de células V79 en tampon fosfato 10 mM (pH 7,5) que
contenia NaCl 140 mM a 37 °C y se afadieron a continuacién los reactivos (tal como se ha indicado
anteriormente, a las concentraciones estipuladas) (excepto para el experimento del control). Después de 2 horas
de incubacion, se cosecharon las células mediante centrifugacion, se diluyeron en serie (4 x 10 veces) y las
células se plaquearon en medio de crecimiento y se evaluaron para su capacidad de formar colonias tras el
crecimiento durante 1 semana en una atmosfera de CO» al 5 % humidificada.

Como demuestra el diagrama de la Figura 7, el efecto citotdxico de EQ9 esta muy potenciado por la adicién de DHA,
que promueve la formacién de la forma activa de E09.
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En relacion con los siguientes ejemplos, tretazicar estd comercialmente disponible para fines de investigacion de
Morvus Technology Limited y Sigma Chemical Company.

Ejemplo 1: Activacién quimica de Tretazicar

Los procedimientos quimicos notificados para producir el derivado de 4-hidroxilamino activo a partir de tretazicar
utilizan condiciones de reduccion rigurosas en solventes organicos con rendimientos menores del 30 % (Knox y col,
1993; Knox y col, 1988). El inventor ha descubierto que dihidroxiacetona (DHA) puede reducir tretazicar a la
hidroxilamina requerida en solucion acuosa en condiciones ligeramente alcalinas. A pH 9, el rendimiento es > del 85
% vy el unico producto diferente de la reduccidon del tretazicar detectado es 5-(aziridin-1-il)-2-hidroxilamino-4-
nitrobenzamida.

Dihidroxiacetona (DHA; 1,3-dihidroxi-2-propanona; N° de CAS: 62147-49-3, Beil. 8, 266, indice de Merck 13, 3166;
Figura 3) es el principio activo en lociones de bronceado sin sol y autobronceado y ha obtenido la homologacién de
la FDA. DHA es un azucar incoloro que oscurece la piel mediante tincion. Interactia con las células superficiales
muertas que se encuentran en la epidermis produciendo un cambio de color. A medida que las células muertas de la
piel se desprenden, el color pierde gradualmente intensidad, normalmente, a los 5 a 7 dias de la aplicacion. Los
productos de bronceado sin sol contienen concentraciones de dihidroxiacetona de hasta un 5 %. Cuanto mayor es la
concentracion, mas oscuro sera el bronceado posterior. Puesto que un agente de bronceado es estable en
condiciones de pH de entre 4 y 6, demasiado alcali o demasiado acido da como resultado la formacion de
compuestos marrones, reduciendo la eficacia de las soluciones como bronceador. La eritrulosa (1,3,4-trihidroxi-2-
butanona) tiene una accién similar a DHA, pero no produce un bronceado tan intenso o rapido. DHA se prepar6 a
través de la fermentacion de la glicerina y es un azucar sencillo de tres carbonos, no téxico en la naturaleza y que se
encuentra en la forma de un polvo de color blanco. La forma normal es el dimero (CsH1206) pero este revierte
rapidamente al monémero en solucién. La FDA ha homologado DHA solo para uso externo, y recomienda a los
usuarios tomar medidas protectoras para evitar el contacto con los ojos, nariz y membranas de las mucosas.

El unico efecto adverso notificado es la dermatitis alérgica de contacto. Esta se ha notificado raramente y las
mayores causas de sensibilidad en las cremas de bronceado son debidas a otros ingredientes tales como
conservantes en la preparacion. Véase el codigo de Regulaciones Federales, pagina 3 76:

TITULO 21 - ALIMENTOS Y FARMACOS

CAPITULO | — ADMINISTRACION DE ALIMENTOS Y FARMACOS, DEPARTAMENTO DE SALUD Y
SERVICIOS HUMANOS

PARTE 73 — LISTADO DE ADITIVOS DE COLOR EXENTOS DE CERTIFICACION — Tabla de Contenidos
Subparte C — Cosméticos
Sec. 73.2150 Dihidroxiacetona

No se ha notificado nunca DHA como agente reductor. Se conocen los azucares reductores, pero estos son aldosas
y tienen un aldehido en un extremo. El aldehido se comporta como un agente reductor en presencia de un agente
oxidante suave, tal como Ccu®o Fe3+, existe oxidacion del aldehido a un acido carboxilico. Tal como un cetol, no es
posible una reaccion equivalente con DHA. Sin embargo, dihidroxiacetona ha demostrado promover la formacion de
radicales hidroxilo en presencia de quelatos de hierro (Ill) (Malisza y Hasinoff, 1995). Este tipo de reaccién puede
estar relacionada con su capacidad reductora y su inestabilidad al alcali que da como resultado la formacion de
compuestos de color marron.

En condiciones alcalinas y utilizando un exceso de ADN existe una velocidad lineal de reduccion de tretazicar
relacionada con el tiempo (Figura 4).

Se inici6 el ensayo mediante la adicion de 100 yl de DHA 100 mm en agua a una mezcla de tretazicar (100 uM en
tampodn de bicarbonato de sodio 0,1 M, pH 9 p pH 10, para dar un volumen final de 1 ml. La mezcla se incubé a 37
°C y se tomaron alicuotas (10 yl) cada 6 min y se valoraron mediante HPLC [Partisil 10 SCX (4,2 x 150 mm)
(Whatman, Maidstone, Kent, Reino Unido] eluyendo isocraticamente con fosfato de sodio 0,13 M (pH 5) en 1,5
ml/min). Se determiné la concentracion de tretazicar en cada muestra por referencia del area del pico
correspondiente respecto de un patréon externo, cuantificado mediante absorbancia a 325 nm. Se calcularon las
tasas iniciales ajustando la curva (FigP, Biosoft, Cambridge, Reino Unido). Se identificaron los productos de la
reduccion mediante el tiempo de retencién con respecto a un patrén auténtico.

Solo se observaron dos productos de la reduccion de tretazicar, los derivados 2-hidroxilamino y 4-hidroxilamino. La
tasa de reduccion de tretazicar y la proporcidon de los productos de hidroxilamina fueron dependientes del pH. La
reduccion a pH 10 (0,69 nmol/min) fue mas lenta que a pH 9 (0,92 nmol/min). Después de 30 min, la relacién de las
4 a las 2-hidroxilaminas fue de 2,7:1 a pH 10 y de 9,7:1 a pH 9. De esta manera, a pH 9, la reduccién es mas rapida
y proporciona el producto de las 4-hidroxilaminas preferidas en mayor grado con un rendimiento muy elevado
(Figura 4)
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DHA o los productos asociados a DHA procedentes de la reaccion no se detectaron con el anterior procedimiento de
HPLC.

Ejemplo 2: Activacion de Tretazicar en una crema formulada para la aplicacion tépica

Se han preparado dos cremas designadas A y B. Para uso, estas se mezclan en cantidades iguales. La crema A
consiste en una base de E45 (parafina blanda blanca BP 14,5 % p/p, parafina liquida ligera Ph Eur 12,6 % p/p,
lanolina anhidra hipoalergénica (Medilan 1,0 % p/p, Crookes Healthcare Ltd, Nottingham, Reino Unido) que contiene
10 mg de tretazicar, 10 mg de NaHCO3 y 90 mg de Na,COs por g. La crema B contiene E45 con 100 mg del dimero
DHA por g. la mezcla de los dos componentes, A y B, produjo una crema de color amarillo palido. Esta volvio a ser
de color marrén durante unas pocas horas y continué oscureciéndose durante aproximadamente 24 horas. La
suspension de 200 ug de crema en 1 ml de agua con agitacion vigorosa dio lugar a una solucién con un pH de
aproximadamente 10 tal como muestran los papeles indicadores de pH. Los experimentos preliminares con cremas
que contenian un 10 % de las cantidades anteriores de sales de tampdn proporcionaron una solucién con el mismo
pH inicial. Sin embargo, tras cuatro horas, una solucion, preparada como anteriormente, y la crema no oscurecio
durante demasiado tiempo. Esto podria sugerir que variando las concentraciones iniciales de tampén se pueden
controlar la duracién y la extensién de la reaccion.

Tras mezclar, y en diversos momentos, se extrajeron 200 pg de crema en 1 ml de DMSO. A continuacién se diluyé el
extracto 1/100 con tampon bicarbonato de amonio 50 mM (pH 10) y se analizé mediante HPLC en fase inversa. En
el momento de inicio, el analisis del extracto a 325 nm mostré solo un Unico pico mayor y este correspondid a
tretazicar tal como se muestra mediante el mismo tiempo de retencion y la correspondencia espectral del espectro
de absorbancia de UV con respecto a un patrén auténtico. Después de 4 horas, el analisis del extracto mostré
muchos mas picos en las trazas de los 260 nm y de los 325 nm (Figura 5).

La crema A (que consistia en una base de E45 (parafina blanda blanca BP 14,5 % p/p, parafina liquida ligera Ph Eur
12,6 % plp, lanolina anhidra hipoalergénica (Medilan) 1,0 p/p, Crookes Healthcare Ltd, Nottingham, Reino Unido)
que contenia 10 mg de tretazicar, 10 mg NaHCO3 y 90 mg de Na,COs por g y la crema B (que contenia E45 con 100
mg del dimero DHA por g) se mezclaron en diversos momentos, se extrajeron 200 ug con 1 ml de DMSO con
agitacion vigorosa. El extracto se clarific6 mediante centrifugacion y a continuacion se diluyé 1/100 con tampon
bicarbonato de amonio 50 mM (pH 10) y se analizé mediante HPLC. Se inyecté una muestra (10 pl) en una columna
Symmetry Shield RP18 de Waters (150 x 3,9 mm) y se eluy6 con un gradiente lineal (1-40 % durante 30 minutos) de
acetonitrilo en formiato de amonio 10 mM (pH 4,5). El eluato se controlé de forma continua para la absorbancia UV
entre 230 y 400 nm utilizando un detector de barrido UV3000 de TSP. A.) Un extracto preparado inmediatamente
después de la mezcla de la crema. B.) un extracto preparado a partir de la crema 4 horas después de haberse
mezclado. C.) Un patrén sintético de 5-(aziridin-1-il)-4-hidroxilamino-2-nitrobenzamida. La linea azul (la linea inferior
en cada par de trazas) es la traza obtenida a 260 nm y la linea roja (la linea superior en cada par de trazas), la traza
obtenida a 325 nm. El pico a ~ 13 minutos es CB 1954 y el pico grande a 260 nm a ~ 19 minutos procede de E45.
No es posible medir la eficacia del procedimiento de extraccion.

Se detecté mas tretazicar y se identificdé un pico con un tiempo de retencion de ~ 5,0 minutos como la 4-
hidroxilamina de tretazicar tal como se indicé por el mismo tiempo de retencién y la correspondencia espectral del
espectro de absorbancia UV con respecto a un patron auténtico (Figura 6). Los otros picos no corresponden a
productos de reduccion de tretazicar conocidos y pueden haber surgido de la oxidacion de DHA o de la reaccion de
los productos de tretazicar reducidos tanto con crema como con DHA.

La forma activa de tretazicar, (5-(aziridin-1-il)-4-hidroxilamino-2-nitrobenzamida), se formé en la crema basada en
E45.

Ejemplo 3: Aplicacion tépica de una crema de Tretazicar

Se mezclé una crema formulada como anteriormente y se aplicaron aproximadamente 0,1 g a una verruga (en
crecimiento, domo de 1,5 mm de altura) localizada en el dedo de un voluntario humano sano y se cubrié con una
tirita. Se notificd un calor moderado inicial procedente de la crema aplicada. Después de aproximadamente 4 horas
se retird la tirita y se encontrd que la verruga se habia desprendido y dejado un hoyito de ~ 1 mm de profundidad. El
tejido proximo circundante tenia una coloracion amarilla. Esta se fue volviendo gradualmente blanca al cabo de unos
pocos dias y no se notificéd un recrecimiento de la verruga durante 6 semanas. No hubo efectos adversos aparentes
o notificados.

La crema A (que consistia en una base de E45 (parafina blanda blanca BP 14,5 % p/p, parafina liquida ligera Ph Eur
12,6 % p/p, lanolina anhidra hipoalergénica (Medilan) 1,0 p/p, Crookes Healthcare Ltd, Nottingham, Reino Unido)
que contenia 10 mg de tretazicar, 10 mg NaHCO3 y 90 mg de Na,COs por g y la crema B (que contenia E45 con 100
mg del dimero DHA por g) se mezclaron y se aplicaron aproximadamente 0,1 g a una verruga (en crecimiento, domo
de 1,5 mm de altura) localizada en el dedo de un voluntario humano sano y se cubridé con una tirita. Después de
aproximadamente 4 horas se retir6 la tirita y se encontrd que la verruga se habia desprendido y dejado un hoyito de
~ 1 mm de profundidad. El tejido proximo circundante tenia una coloracion amarilla. Esta se fue volviendo
gradualmente blanca al cabo de unos pocos dias y no se notificé un recrecimiento de la verruga durante 6 semanas.
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No hubo efectos adversos aparentes o notificados. La fotografia se tomé después de 1 semana.

La activacion de tretazicar en una aplicacion tépica tiene un marcado efecto sobre la verruga con efectos minimos
sobre el tejido normal que la rodea.

Ejemplo 4: Tratamiento del cancer de vejiga

Se proporcionaron instilaciones de quimioterapia para la vejiga, o quimioterapia intravesical, a las personas que
tienen cancer superficial de vejiga rellenando la vejiga con medicacion para luchar contra las células cancerosas.
Aunque los canceres superficiales de vejiga son una forma inicial de cancer, muchos seran recurrentes tras una
eliminacion inicial. Sin embargo, utilizando el tratamiento que sitia la medicacion directamente en contacto con la
pared de la vejiga, sera posible evitar la recurrencia o alargar el tiempo hasta la recurrencia. La quimioterapia
intravesical es un procedimiento breve. Se coloca un catéter en la vejiga a través de la uretra. Se instila tretazicar en
tampodn bicarbonato (pH 9) durante 2 a 3 minutos, seguido por una infusion de DHA en agua durante un tiempo
similar. Se retir6 el catéter y después de 2 horas se eliminé la medicacién a través de la orina.

Ejemplo 5: Reduccion de DHA de profarmacos a un pH préximo a neutro.
Ensayo: HPLC

La mezcla de ensayo contenia el compuesto en ensayo (100 uM) y DHA (10 mM) en un volumen final de reaccion de
1 ml de tampdn fosfato de sodio (del pH requerido). Se inicid la reaccién mediante la adicion de DHA y se incubd la
mezcla a 37 °C. Se tomaron alicuotas (10 pl) cada 20 min y se evaluaron inmediatamente mediante HPLC en una
columna Partisphere 5 C18 (4,2 x 150 mm) (Whatman, Maidstone, Kent, Reino Unido], eluida con un gradiente de
acetonitrilo en agua (1-95 % durante 10 minutos) a 2,0 ml por minuto. El eluato se controlé continuamente para la
absorbancia utilizando un detector UV-VIS de matriz de fotodiodos. Se determind la concentracion del farmaco en
cada muestra por referencia del area del pico correspondiente con un patrén externo y se cuantificé mediante la
absorbancia a una longitud de onda adecuada determinada a partir del barrido de PDA. Se calcularon las tasas
iniciales mediante el ajuste de la curva (software FigP).

Compuesto Estructura TASA INICIAL (nmoles/min/ml)
PO40,1M,pH 7,5 PO, 0,1 M,pH 8
Tretazicar N/ < 0,01 0,158
N
oa
o] NO,
Metronidazol (\OH 0,131 0,369

Misonidazol A H 0,221 1,922
U \i’
NYN OMe

NO,
Nitrofurazona 0 0,177 0,203
/ \ s N-\ JJ\
0, (o] N NH,
H
RSU-1069/RB-1645 OH < 0,01 2,57
NO, '
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(continuacion)

Compuesto Estructura

TASA INICIAL (nmoles/min/ml)

PO40,1 M, pH 7,5

PO40,1 M, pH 8

Tirapazamina

0,523

0,512

Mitomicina C 1,524 (PBS) 0,052%
E09 0,272 0,605
Notas

@ DHA 1 mM empleado (en vez de DHA 10 mM)

Ejemplo 6: Reduccion de DHA de compuestos nitro y profarmacos a diversos valores de pH

Nombre Estructura pH Tasa Inicial
(nmoles/min/ml)
Tretazicar E? . 8 0,158
NO, 9 0,933
10 1,248
FNS 10,6 5,801
O NO,

5-cloro-2,4-dinitrotolueno 8 0,132
NO, 9 0,499
10 0,690
10,6 1,703

NO,
Alcohol 4-nitrobencilico CHon 8 <0,01
9 < 0,01
10 0,105
10,6 0,087

NO,
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(continuacion)

Nombre Estructura pH Tasa Inicial
(nmoles/min/ml)
é\.ci.do _ 4-cloro-3,5- COH 8 0,195
initrobenzoico 9 1293
10 1,727
02N N02 10,6 2,442
ci
Misonidazol —_ OH 8 1,922
Ny N OMe 9 1,851
10 3,180
NO, 10,6 -
Metronidazol |/\DH 8 0,369
9 0,890
O’N\g—NVCHa 10 1,239
N 10,6 0,807
Mitomicina C 7 1,019
8 0,0522
8,5 0,1032
9 Demasiado rapido para
medir
Nitrofurazona 7,5 0,177
A,}N\ 8 0,203
2 Al NN 8,5 0,260
9 2,390
10 3,789
Tirapazamina @) 7,5 0,523
_ 8 0,512
i D 8,5 0,639
HN \T 9 3,503
0 10 4,209

Notas

2 DHA 1 mM empleado (en vez de DHA 10 mM)

Ejemplo 7: Reduccién de NADP" por compuestos de a-hidroxicarbonilo

Se afiadié una alicuota del compuesto de ensayo (a una concentracion de 100 mM en agua) a una soluciéon acuosa
de NADP® 200 uM (aproximadamente 990 pl), tamponada a pH 10 (tampén de NaHCO3; 1 mM). La concentracion
final del compuesto de ensayo en la solucion de ensayo fue de 1 mM. A continuacién se control6 la reduccion del
NADP* midiendo el aumento, durante el curso de 2 minutos, de absorcién a 350 nM en un espectrofotometro. Se
registraron las tasas iniciales como el cambio en A350 por minuto.
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Compuesto Estructura Tasa
Dihidroxiacetona 0,063
(d|'mero)1 0 OH
CH20H>E :[<0H20H = 2
HO (0] OH OH
Hidroxiacetona (acetol)1 0,003
O.__OH .
H,c>[ :[<ct—lz — 2
HO O OH
D,L-Gliceraldehido® OH 0,015
CH,OH
DO e
CH OH OH O
Glicolaldehido dimero* OH 0,029
.0 OH
?
LT = =)
HO 8] (o}
D(-)-Eritrosa® OH H 0,004
HOCH,CH(OH 2
DO ERe
CH(OH)CH,OH OCH O
L-Xilulosa OH 0,003
HOCH,CH(OH)
CH DHI ICH OH '--..——"' 2
CH{OH)CH,0OH OH OH OH

Notas
1. Se supone que forma mondmero en solucién.

2. Calidad técnica (> 90 %) utilizada. Demora de aproximadamente 60 s antes de cualquier aumento observado en la
absorcion a 350 nm.

3. Concentracion calculada para el monémero.

4. Mezcla de estereoisomeros. No hay efecto sobre la tasa observada tras la adicion de EDTA 1 mM a la mezcla de
reaccion

5. Solo ~ un 50 % puro. Demora de aproximadamente 90 s antes de cualquier aumento observado en la absorcién a
350 nm.

Sin pretender quedar vinculados a teoria alguna, se cree que los compuestos que muestran actividad reductora en el
anterior ensayo son compuestos de a-hidroxicarbonilo que son capaces de formar dimeros ciclicos del tipo
representado graficamente en la Formula la.

En contraste, los compuestos para los cuales se determind que la tasa en el anterior ensayo estaba por debajo de
0,001 (es decir, para los cuales no se detectd actividad reductora) incluyen los siguientes:

glicerol;

glioxal;

D-glucosa;

anhidrido diglicolico ;

alcohol (z)-tetrahidrofurfurilico;
1,4-dioxano-2,3-diol; y
2-(hidroximetil)tetrahidropirano.

Ejemplo 8: Reduccién de Tretazicar por los compuestos de a-hidroxicarbonilo

Se inicio el ensayo mediante la adicion de 100 pl del compuesto de ensayo 100 mM (compuesto de formula 1) en
agua a una mezcla de tretazicar (100 yM) en tampén bicarbonato de sodio 0,1 M, pH 9 o pH 10, para dar un
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volumen final de 1 ml. Se incubd la mezcla a 37 °C y se tomaron alicuotas (10 pl) cada 6 min y se evaluaron
inmediatamente mediante HPLC [Partisil 10 SCX (4,2 x 150 mm) (Whatman, Maidstone, Kent, Reino Unido]
eluyendo isocraticamente con fosfato de sodio 0,13 M (pH 5) a 1,5 ml/min). Se determiné la concentracién de
tretazicar en cada muestra por referencia del area del pico correspondiente con un patréon externo, se cuantificd
mediante la absorbancia a 325 nm. Se calcularon las tasas iniciales mediante el ajuste de la curva (FigP, Biosoft,
Cambridge, Reino Unido). Se identificaron los productos de la reduccion mediante el tiempo de retencién con
respecto a un patrén auténtico.

Compuesto Estructura pH | Tasa Inicial (nmoles/min/ml)
Dihidroxiacetona (utilizada en forma dimérica) O 9 0,92
HO\/U\/OH 10 0,69
D,L-Gliceraldehido® OH 9 0,53
HO\)\;O 10 0,62
Glicolaldehido (utilizado en forma dimérica)4 H 9 0,18
(L,-;O 10 0,14
D(-)-Eritrosa® OH 9 <0,01
i 10 0,28
DH ©O

L-Xilulosa H 9 <0,01
(Y\rﬁ\ 10 0,28

OH OH OH
3-hidroxi-2-butanona 9 0,034
/ﬁ\‘z‘:’” 10 0,184

En contraste, los compuestos para los cuales se determind que la tasa en el anterior ensayo estaba por debajo de
0,001 (es decir, para los cuales no se detectd actividad reductora) incluyen los siguientes:

glicerol;

glioxal;

D-glucosa;

anhidrido diglicolicO ;

alcohol (z)-tetrahidrofurfurilico;
2-(hidroximetil)tetrahidropirano;
4-hidroxi-2-butanona;
dicloroacetona;
1,4-dioxano-2,3-diol; y

cloruro de dicloroacetilo.

Ejemplo 9: Reduccién a gran escala de Tretazicar a la correspondiente hidroxilamina

Una solucién de 5-(aziridin-1-il)-2,4-dinitrobenzamida ("CB 1954", 1,00 g, 3,97 mmol) en metanol (calidad 'AnalaR’,
40 ml) se traté con un exceso de K,COj3 anhidro en polvo (10,0 g, 72 mmol, aprox., 18 equiv) y la mezcla se calenté
a 60 °C con agitacion. La suspension se agitd por debajo de 60 °C en atmdsfera bajo una corriente circulante de Ng,
Se afiadié una solucién de 1,3-dihidroxiacetona (1.50 g como un dimero de DHA, 8,33 mmol; 2,1 equiv mol) en
metanol (calidad 'AnalaR’, 40 ml), desaireada anteriormente mediante lavado con gas N2, a continuacion a la mezcla
de reaccion durante 15 min con agitacion rapida, manteniendo a la vez la temperatura a 60 °C. Se observé una
reaccion rapida con un cambio de color desde amarillo palido-naranja a marrén. La cromatografia en capa fina (TLC;
Merck silica gel 60 GF254 sobre laminas de aluminio, 9:1 v/iv CH,Cl, : MeOH) mostré la eliminaciéon cuantitativa del
material de partida CB 1954 (Rf 0,73) y la formaciéon de dos productos polares a Rf 0,53 y Rf 0,47. Los dos
productos mostraron idéntico comportamiento en la TLC que las muestras de 5-(aziridin-1-il)-2-hidroxilamino-4-
nitrobenzamida y 5-(aziridin-1-il)-4-hidroxilamino-2-nitrobenzamida auténticas, respectivamente, preparadas
mediante los procedimientos publicados [Knox, R.J., Friedlos, F., Jarman, M., Roberts, J.J. Biochemical
Pharmacology 37, 4661-4669 (1988); Knox, R.J., Friedlos, F., Biggs, P.J., Flitter, W.D. Gaskell, M., Goddard, P.,
Davies, L., Jarman, M. Biochemical Pharmacology 46, 797-803 (1993)].
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La mezcla de reaccion se filtrd6 mientras estaba caliente y el material insoluble se lavd con metanol frio (10 ml). El
filtrado combinado se enfrid y se evaporé de forma rotatoria (30 °C, vacio elevado) para dar un aceite viscoso de
color amarillo-marrén (1,02 g, > 100 %). El examen de la mediante TLC confirmé que estaban presentes dos
productos principales. Fueron también evidentes manchas menores (< 1-2 % del total, Rf 0,62, 0,66) que
correspondian a los productos de oxidacién 2-nitroso y 4-nitroso resultantes de la oxidacién 02 en condiciones
alcalinas durante la manipulacién y el funcionamiento (Nota: debe minimizarse la exposicién al aire lavando todos los
aparatos con gas N para evitar la oxidacion de las hidroxilaminas a productos nitroso y subproductos coloreados no
deseados). Se considerod que los productos de reaccion 2-hidroxilamina (Rf 0,53) y 4-hidroxilamina (Rf 0,47) estaban
formados en una relacion de ~ 40:60. La separacion cromatografica de los isémeros esta impedida por sus
estrechas propiedades de elucion utilizando los sistemas solventes disponibles. Sin embargo, la separacion
mediante cromatografia instantanea de una muestra de mezcla bruta (100 mg) (gel de silice de Merck, malla de 60-
200, 9:1 v/v CH,Cl,-MeOH) proporciondé la S-(aziridin-1-il)-2-hidroxilamino-4-nitrobenzamida (31 mg) y 5-(aziridin-1-
il)-4-hidroxilamino-2-nitrobenzamida (49 mg) tras la eliminaciéon del solvente de las fracciones. Ambos productos
proporcionaron espectros de RMN consistentes con las propiedades notificadas para las hidroxilaminas poliméricas
y el comportamiento de la TLC que fueron indistinguibles con los compuestos auténticos [Knox, R.J., Friedlos, F.,
Jarman, M., Roberts, J.J. Biochemical Pharmacology 37, 4661-4669 (1988)].

Notas:

(1) El solvente de reaccion preferido es metanol. ElI dimero de 1,3-dihidroxiacetona (DHA) tiene una limitada
solubilidad en muchos solventes comunes, incluyendo la acetona y los alcoholes superiores.

(2) la reaccidn es casi instantanea a 60 °C, pero es mas lenta a temperaturas inferiores. El uso de sistemas de
reaccion con temperaturas superiores puede tener un efecto adverso sobre el rendimiento relativo del producto.

El producto de hidroxilamina muestra mayor sensibilidad a la oxidacion del aire en presencia de élcali; se
recomienda, por tanto, que el reactivo de K,CO3 se retire de la mezcla de reaccién tan pronto como sea posible. La
separacion cromatografica de la mezcla que contiene los productos de la 2 y la 4-hidroxilamina requiere la
minimizacion de cualquier exposicion para el material disuelto con O, (aire) durante la manipulacion.
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REIVINDICACIONES
1. Uso de:

un compuesto de férmula |, o un dimero de formula la, o
3-hidroxi-2-butanona, o uno de sus dimeros

como un agente para reducir un grupo nitro, oxo, imino, azo, N-6xido o piridinio en un compuesto organico que
contiene uno o mas de dichos grupos, en el que el compuesto de férmula | tiene la estructura

o)

» OH |

RZ

y el dimero de férmula la tiene la estructura

R2

HO R'
o)
o) =2
R OH

en la que

R’ representa H o alquilo C4, dicho ultimo grupo estd opcionalmente sustituido con un sustituyente seleccionado
entre OH, halo y alcoxilo C1.3,

R? representa H o alquilo C4.4, dicho ultimo grupo esta sustituido con uno o mas grupos OH,

dicho compuesto de férmula | esta caracterizado por que es capaz de formar un dimero ciclico de formula la, en el
que la reduccién:

(i) se efecttaaun pH de entre 7y 11; 0
(ii) se lleva a cabo en presencia de una base que es una sal de carbonato o de bicarbonato.

2. Un procedimiento para reducir un grupo nitro, oxo, imino, azo, N-6xido o piridinio en un compuesto organico que
contiene uno o mas de dichos grupos, comprendiendo el procedimiento poner en contacto el compuesto organico
con

un compuesto de féormula |, o un dimero de formula la, o

3-hidroxi-2-butanona, o uno de sus dimeros,

en el que el compuesto de formula I, o el dimero de férmula la, es tal como se ha definido en la Reivindicacion 1,

y en el que la reduccién:

(i) se efecttaaunpHdeentre 7y 11; o
(ii) se lleva a cabo en presencia de una base que es una sal de carbonato o de bicarbonato.

3. Uso tal como se reivindica en la Reivindicacién 1 o el procedimiento tal como se reivindica en la Reivindicacion 2,
en el que:

R’ representa H o CH,OH; y
R? representa H, CH,OH o CH(OH)CH_OH.

4. Uso tal como se reivindica en la Reivindicacion 1 o la Reivindicacién 3, o el procedimiento tal como se reivindica
en la Reivindicacion 2 o la Reivindicacion 3, en el que el compuesto organico es un profarmaco activado mediante
reduccién que es uno 0 mas compuestos seleccionados entre:

(a) Metronidazol (2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-etanol);

(b) Cloranfenicol (2,2-dicloro-N-[(aR,BR)-B-hidroxi-a-hidroximetil-4-nitrofenetiljacetamida);
(c) Nitrofurazona (2-[(5-nitro-2-furanil)metilen]hidrazina carboxamida);

(d) E09 (3-[5-aziridinil-4,7-dioxo-3-hidroximetil-1-metil-1H-indol-2-il]-prop-B-eno-a-ol);

(e) SR-4233 (3-amino-1,2,4-benzotriazina-1,4-diéxido);

(f) RSU-1069 (1-(1-aziridinil)-3-(2-nitro-1-imidazolil)-2-propanol);
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(9) RB-6145 (1-[3-(2-bromoetilamino)-2-hidroxipropil]-2-nitroimidazol);
(h) AQ4N (1,4-bis([2-(dimetilamino-N-dxido)etillamino)5,8-dihidroxi-antraceno-9,10-diona);
(i) RB90003X

(j) Mitomicina C;

(k) Mitoseno;

(1) Ciclopropamitoseno;

(m) Dinemicina A;

(n) un compuesto de la formula

RBS RBd RA
OzN*@*N
82 81 A
R R R

enla que

cada RA representa de forma independiente cloro, bromo, yodo u —OS(O)gRC

R® representa alquilo C1.s (opcionalmente sustituido con uno o mas atomos de fluor) o fenilo (opcionalmente
sustltwdo con uno 0 mas sustituyentes seleccionados entre halo, nitro, alquilo C14 y alcoxilo C1.4),

R®! a RB4 representan de forma independiente H, CN, C(O)N(RP)RE, C(S)N(R)RE, C(O)OH, S(O):NHR',

o] R puede representar de forma adicional NO>,

RP y RE representan de forma independiente H o alquilo C14 (dicho ultimo grupo esté opcionalmente sustituido
con uno o mas sustituyentes seleccionados entre OH, N(H)-alquilo C1.2, N(alquilo C1.2), 4-morfolinilo y C(O)OH),
o] R y RE , junto con el atomo de N al cual se unen, representan 4-morfolinilo, y

RF representa H o S(O).CHs,

con la condicién de que R® es H cuando R®' es diferente de H; particularmente, SN 23862 (5-{N,N-bis[2-
cloroetillamina}-2,4-dinitrobenzamida);

(0) un compuesto de la formula

O,N

en la que

RA es tal como se ha deflnldo anteriormente y cualquiera de
X' representa NH2 y x? y X3 representan H,

X-x2- representa -NH-CH,CH,- yX representa H o
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-X"-X*- representa -NH- y X? representa H;

(p) un compuesto de la formula
/A7
NYN\/I\/Y

NO,
en la que Y representa

5 1-aziridinilo (opcionalmente sustituido en la posicion 2 con metilo), metoxilo (formando de esta manera el
compuesto misonidazol) o N(H)CH2CH2Br (formando de esta manera el compuesto RB6145);

(q) un profarmaco autodestructivo de la férmula

O,N R

o~

O

en la que
10 R representa —O-R’ 0 —-NH-R’,
R’ representa

" "
A R R
R NL
: =
A’
R . o CH, CH,
en la que la linea ondulada indica la posicion de la unién de los fragmentos,
15 R* es tal como se ha definido anteriormente y

R” representa la siguiente lactona peptidica
hlaleVaI—
$|‘>ar
I?ro
L;}-Val
Thr
C(O)—

en la que la linea ondulada indica la posicion de la unién del fragmento,
(r) un compuesto de nitroindol de la férmula
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Cl OMe
/ OMe
N
o ﬂ OMe
NO, .

(s) acridina-CB 1954

O
0\/'\/\/}';Il & N
O,N N
{ NO,

(t) tretazicar (5-(aziridin-1-il)-2,4-dinitrobenzamida); y
(u) una benzoquinona, naftoquinona o antraquinona para uso en quimioterapia anticancerosa o en el tratamiento
de la enfermedad, en la que la potencia es dependiente de la reduccién de la funcién quinona;

)

o una sal y/o un solvato del mismo farmacéuticamente aceptables.

5. Uso o procedimiento tal como se reivindica en la Reivindicacion 4, en el que el compuesto organico es un
profarmaco activado mediante reducciéon que se convierte en la correspondiente sustancia activa mediante la
reduccion de un grupo nitro.

6. Uso o procedimiento tal como se reivindica en la Reivindicacion 4 o la Reivindicacion 5, en el que el profarmaco
activado mediante reduccion es tretazicar

7. Uso tal como se reivindica en una cualquiera de las Reivindicaciones 1y 3 a 6, o el procedimiento tal como se
reivindica en una cualquiera de las Reivindicaciones 2 a 6, en el que el compuesto de formula | es dihidroxiacetona
(DHA), glicolaldehido, gliceraldehido, eritrosa, xilulosa, eritrulosa o uno de sus dimeros.

8. Uso o procedimiento tal como se reivindica en la Reivindicacién 7, en el que el compuesto de formula | es DHA,
eritrulosa, o uno de sus dimeros.

9. Uso o procedimiento tal como se reivindica en la Reivindicacion 8, en el que el compuesto organico es tretazicar y
el compuesto de formula | es DHA, eritrulosa, o uno de sus dimeros.

10. Un procedimiento de acuerdo con la Reivindicacién 2, en el que dicho procedimiento comprende anadir, a una
mezcla del compuesto organico y una base

un compuesto de féormula |, o un dimero de férmula la, o
3-hidroxi-2-butanona, o uno de sus dimeros

11. Uso de acuerdo con la Reivindicacion 1 o el procedimiento de acuerdo con la Reivindicacion 2, en el que la
reduccion del compuesto organico se lleva a cabo en un sistema solvente que comprende como maximo un 5 % en
peso de agua
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12. Uso o procedimiento de acuerdo con la Reivindicacion 11, en el que la reducciéon del compuesto organico se
lleva a cabo en un sistema solvente que comprende como maximo un 1 % en peso de agua.

13. Un procedimiento para producir 5-(aziridin-1-il)-4-hidroxilamino-2-nitrobenzamida, comprendiendo el
procedimiento poner en contacto tretazicar con

un compuesto de férmula |, o un dimero de férmula la, o
3-hidroxi-2-butanona, o uno de sus dimeros

en el que el compuesto de formula |, o el dimero de férmula la, es tal como se ha definido en cualquiera de las
reivindicaciones 1,7y 8

14. Un procedimiento para reducir selectivamente un compuesto nitro organico a la correspondiente hidroxilamina,
comprendiendo dicho procedimiento poner en contacto dicho compuesto nitro organico con

un compuesto de férmula |, o un dimero de féormula la, o
3-hidroxi-2-butanona, o uno de sus dimeros

en el que el compuesto de formula I, o el dimero de férmula la, es tal como se ha definido en cualquiera de las
Reivindicaciones 1,7 y 8.

15. Un procedimiento de acuerdo con la Reivindicacion 14, en el que el procedimiento comprende poner en contacto
el compuesto nitro organico con la base y

un compuesto de féormula |, o un dimero de féormula la, o
3-hidroxi-2-butanona, o uno de sus dimeros

16. Un procedimiento para preparar 5-(aziridin-1-il)-4-hidroxilamino-2-nitrobenzamida (o 5-(aziridin-1-il)-2-
hidroxilamino-4-nitrobenzamida), comprendiendo dicho procedimiento:

(a) proporcionar una mezcla de tretazicar y base, y
(b) afiadir 3-hidroxi-2-butanona o un compuesto de férmula I, tal como se ha definido en cualquiera de las
Reivindicaciones 1, 7 y 8, o una forma dimérica de dicha 3-hidroxi-2-butanona o compuesto de féormula I:

17. Un procedimiento de acuerdo con la Reivindicacion 16, en el que el compuesto de formula | es DHA o eritrulosa.

18. Un procedimiento de acuerdo con la Reivindicacion 16 o 17, en el que el procedimiento comprende la etapa
adicional de separar el producto 5-(aziridin-1-il)-4-hidroxilamino-2-nitrobenzamida del coproducto 5-(aziridin-1-il)-2-
hidroxilamino-4-nitrobenzamida), si se produce.

19. Un producto de combinaciéon que comprende un profarmaco activado mediante reduccién de un agente
antiproliferativo, o una sal y/o un solvato del mismo farmacéuticamente aceptables, y

un compuesto de férmula |, o un dimero de férmula la, o
3-hidroxi-2-butanona, o uno de sus dimeros

en el que el compuesto de formula |, o el dimero de férmula la, es tal como se ha definido en cualquiera de las
Reivindicaciones 1,7y 8,y

en el que la reduccion del profarmaco activado de un agente antiproliferativo es Mitomicina C, E09, RSU-1069, RB-
6145 o tretazicar.

20. El producto de combinacién de acuerdo con la Reivindicaciéon 19, en el que el producto de combinacion es una
composicion que comprende:

(I) un profarmaco activado mediante reduccion de un agente antiproliferativo tal como se ha definido en la
Reivindicacién 19, o una sal y/o un solvato del mismo farmacéuticamente aceptables:

(I1) un compuesto de férmula I, un dimero de formula la o una 3-hidroxi-2-butanona, o uno de sus dimeros, en el
que el compuesto de formula |, o el dimero de férmula la, es tal como se ha definido en cualquiera de las
Reivindicaciones 1, 7 y 8; y, opcionalmente

(1) un adyuvante, un diluyente o un vehiculo farmacéuticamente aceptables.

21. El producto de combinacion de acuerdo con la Reivindicacion 19, en el que el producto de combinacion es un kit
de partes que comprende:

(I) una primera parte que contiene un profarmaco activado mediante reducciéon de un agente antiproliferativo tal
como se ha definido en la Reivindicacion 19, y una sal y/o un solvato del mismo farmacéuticamente aceptables;
y

(Il) una segunda parte que contiene un compuesto de formula |, un dimero de férmula la o una 3-hidroxi-2-
butanona, o uno de sus dimeros, en el que el compuesto de formula |, o el dimero de férmula la, es tal como se
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ha definido en cualquiera de las Reivindicaciones 1, 7 y 8.

22. Un producto de combinacioén tal como se ha definido en una cualquiera de las Reivindicaciones 19 a 21 para uso
para combatir el crecimiento o la proliferacion de células indeseables en un individuo, en el que el crecimiento o la
proliferacién de células indeseables es:

benigna, y esta formada por verrugas o psoriasis comunes, o
es neoplasica.

23. Un producto de combinacion para uso de acuerdo con la Reivindicacion 22, en el crecimiento o la proliferacion
de células indeseables es neoplasico.

24. Una composicion de acuerdo con la Reivindicacion 20, en la que la composicion es una composicion topica que
comprende

un profarmaco activado mediante reduccién de un agente antiproliferativo tal como se ha definido en la
Reivindicacion 19,

un compuesto de férmula I, un dimero de férmula la o una 3-hidroxi-2-butanona, o uno de sus dimeros, en el que el
compuesto de férmula I, o el dimero de férmula la, es tal como se ha definido en cualquiera de las Reivindicaciones
1,7y8,y

un adyuvante, un diluyente o un vehiculo tépicamente aceptables.

25. Una composicion de acuerdo con la Reivindicacion 20, en la que la composicion es una soluciéon o una
suspension que comprende

un profarmaco activado mediante reduccién de un agente antiproliferativo tal como se ha definido en la
Reivindicacion 19,

un compuesto de férmula I, un dimero de férmula la o una 3-hidroxi-2-butanona, o uno de sus dimeros, en el que el
compuesto de férmula I, o el dimero de férmula la, es tal como se ha definido en cualquiera de las Reivindicaciones
1,7y8,y

un adyuvante, un diluyente o un vehiculo farmacéuticamente aceptables.

26. Un producto de combinacién para uso de acuerdo con la Reivindicacién 22, en el que

el producto de combinacién es una solucién o una suspension tal como se ha definido en la Reivindicacion 25,

la solucién o la suspensién se administra por medio de un pulverizador, y

el crecimiento o la proliferacion de células indeseables es un cancer de boca, cavidad nasal, garganta, faringe,
laringe, traquea o pulmones.

27. Un pulverizador mecénico que tiene un depdsito cargado con una soluciéon o una suspension tal como se ha
definido en la Reivindicacion 25.

28. Un dispositivo de aerosol que comprende una solucion o una suspension que comprende

uno 0 mas gases propelentes,

un profarmaco activado mediante reduccién de un agente antiproliferativo tal como se ha definido en la
Reivindicacion 19,

un compuesto de féormula I, un dimero de féormula la o una 3-hidroxi-2-butanona, o uno de sus dimeros, en el que el
compuesto de férmula I, o dimero de férmula la, es tal como se ha definido en cualquiera de las Reivindicaciones 1,
7y8,y

un adyuvante, un diluyente o un vehiculo farmacéuticamente aceptables.

29. Un procedimiento de acuerdo con la Reivindicacion 14, en el que la reduccion se lleva a cabo a una temperatura
entre la temperatura ambiente y 70 °C.

30. Un procedimiento de acuerdo con la Reivindicacion 29, en el que la reduccion se lleva a cabo a una temperatura
entre 40y 70 °C.

31. Un procedimiento de acuerdo a una cualquiera de las Reivindicaciones 13 a 18, 30 y 31 en el que la reduccion:

(i) se efecttaaunpHdeentre 7y 11, 0
(ii) se lleva a cabo en la presencia de una base que es una sal de carbonato o bicarbonato.
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