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DESCRIPCION
Derivados de pirazina y su uso como inhibidores de las proteinas quinasas
Campo técnico

La presente invencion se refiere a compuestos de pirazina N3-1H-indol-5-il-5-piridin-4-ilpirazina-2,3-diamina que
actuan como inhibidores de las proteinas quinasas, especialmente la tirosina quinasa de tipo fms 3 (FLT3). La
invencion se refiere ademas a composiciones farmacéuticas que comprenden este compuesto, y al uso del
compuesto para la preparacion de un medicamento destinado al tratamiento de las neoplasias hematoldgicas de tipo
LMA, LLM, LLA-T, LLA-B y LMMC, trastornos mieloproliferativos, otros trastornos proliferativos como el cancer,
trastornos autoinmunes, y trastornos cutaneos como la psoriasis y la dermatitis atopica.

Antecedentes de la técnica

Las proteinas quinasas estan implicadas en la regulacion del metabolismo, de la proliferacion, de la diferenciacion y
de la supervivencia celular. Las proteinas quinasas fosforilan proteinas en restos de serina/treonina o de tirosina. La
activacion de una clase de quinasa, por lo general, conduce a la activaciéon de mas de una via de sefalizacion a
través de la diafonia de la sefalizacion. Las tirosina quinasas que actian como receptores (RTK) son un tipo
importante de receptores de la superficie celular, donde la parte intracelular del receptor tiene un dominio quinasa.
Los ligandos activadores son hormonas peptidicas/proteicas, como el ligando FL, el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), el factor
de crecimiento nervioso (NGF), el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), la insulina, etc. La union de
un ligando al dominio extracelular de un RTK produce la dimerizacion del receptor y un cambio conformacional que
activa el sitio de quinasa en el dominio intracelular. La actividad de la quinasa conduce a una cascada de
transduccion de sefiales mediante la fosforilacion de otras proteinas que regula la fisiologia celular y los patrones de
la expresion génica (para una revision, véase Schlessinger, J. (2000) Cell 103: 211-225; y Blume-Jensen P. y Hunter
T. (2001) Nature 411: 355-365). Las proteinas de sefializacion intracelular activadas en la cascada de sefializacion
pueden ser otras quinasas y/o proteinas implicadas en la transcripcion y la traduccion. Hay varias familias de
quinasas intracelulares. La familia de tirosina quinasas de las quinasas de Janus (JAK) (JAK1, 2, 3 y Thyl) se activan
a través de la interaccion con otras proteinas (véase O'Shea, J. J. et al. (2002) Cell 109 (Suplemento) 121-131 y
referencias del mismo). Las serina/treonina quinasas tales como la familia de isoenzimas de las proteina quinasa C
(PKC) y las quinasas activadas por mitdbgenos (familia de las MAP quinasas) también participan en la regulacion de
la supervivencia, de la proliferacion y de la diferenciacion celular. Las isoenzimas PKC son activadas por el calcio, y
el diacilglicerol es un activador alostérico de algunos de los miembros de la familia de PKC (a, B, y). Las quinasas
intracelulares interactdan con otras proteinas y, a menudo, son trasladadas a otros compartimentos tras la activacion
(véase Manning, G. et al. (2002) Science 298: 1912-1934; Martin. P. M. y Hussaini I. M. (2005) Expert Opin. Ther.
Targets 9(2) 299-313 y sus referencias). La asociacion a la membrana se puede regular por miristilacion, como en el
caso de las isoenzimas PKC. Se ha descrito la asociacion nuclear para varias clases diferentes de quinasas. Las
MAP quinasas son activadas por otras proteinas, pudiéndose trasladar al nicleo, donde se fosforilan las proteinas
implicadas en la transcripcion, y los reguladores del ciclo y de la diferenciacion celular.

El documento US 2006/0148824 desvela compuestos basados en un armazoén de pirazina disustituido que son
inhibidores de las proteinas quinasa. El armazén de pirazina carece de sustituyente de piridina.

Durante el desarrollo y la diferenciacién normales, se regula estrechamente tanto la activacion como la desactivacion
de las quinasas. Las mutaciones oncogénicas, que conducen a quinasas constitutivamente activas, pueden
transformar las células normales en células cancerosas. Una mutacion de activacion puede ser el resultado de una
translocacién cromosoémica que dé lugar a una proteina de fusiéon, como ocurre, por ejemplo, en la leucemia mieloide
cronica, en la que el dominio tirosina quinasa ABL se fusiona con la proteina BCR (para una revision, véase Ostman,
A. (2007) Helix Review Series Oncology 2: 2-9; y Deininger, M. et al. (2005) Blood 105: 2640-2653).

Durante la hematopoyesis normal, FLT3 esta activa en la fase mieloblastica, pero, después, la actividad de FLT3 se
desactiva tras la diferenciacion hematopoyética normal en las células sanguineas maduras (Gilliand, D. G., y Giriffin,
J. D. (2002) Blood 100: 1532-1542; Weisel, K. C. et al. (2007) Ann. N. Y. Acad. Sci. 1106: 190-196). En la leucemia
mieloide aguda (LMA), la expresion de FLT3 es alta en la mayoria de los pacientes (70-90 %) (Carow, C. E. et al.
(1996) Blood 87 (3): 1089-1096; y Rosnet, O. et al (1993) Crit. Rev. Oncogenesis 4: 595-613). Es mas, la actividad
de la quinasa FLT3 esta regulada positivamente en un tercio de los pacientes debido a una duplicaciéon en tandem
interna en la posicion de la yuxtamembrana (FLT3-ITD), lo que se traduce en una dimerizacion del receptor
independiente del ligando y una quinasa constitutivamente activa. FLT3-ITD es un marcador de pronéstico, con una
reduccion estadisticamente significativa de la supervivencia en la poblacién de los pacientes portadores de la
mutacioén, especialmente si ambos alelos se ven afectados. También hay mutaciones puntuales activadoras (FLT3-
PM) de FLT3 descritas en los pacientes con LMA. Estas mutaciones activadoras se pueden encontrar en el bucle de
activacion del dominio quinasa (mutaciones AL) o en el dominio yuxtamembrana (mutaciones JM). Para una
revision, véase Carow, C. E. et al. (1996) Blood 87 (3): 1089-1096; Tickenbrock, L. et al. (2006) Expert Opin.
Emerging Drugs 11 (1): 153-165; Anjali S. y Advani, A. S. (2005) Current Pharmaceutical Design 11: 3449-3457; Lee
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B. H. et al. (2007) Cancer Cell 12: 367-380); Stam, R. W. et al. (2005) Blood 106 (7): 2484-2490; y las referencias de
los mismos. Ademas, se han encontrado FLT3-ITD o FLT3-PM en subgrupos de pacientes con otras neoplasias
linfoides o mieloides tales como LLM, LLA-T y LMMC, y se ha descrito una alta actividad de FLT3 en la LLA-B (para
una revision, véase Lee, B. H. et al. (2007) Cancer Cell 12: 367-380.

Sin embargo, la actividad de FLT3 forma parte de la hematopoyesis normal. Si se desregula la proliferacion de los
blastocitos inmaduros en la médula ésea, por una sobreestimulacién de las quinasas de tipo FLT3, se podria
generar un agotamiento de otras células hematopoyéticas. Luego, son los blastocitos los que entrarian en el torrente
sanguineo, en lugar de las células diferenciadas maduras. El estado leucémico agudo produce anemia y
neutropenia. Por lo tanto, el bloqueo de la actividad quinasa desfavorable podria reducir la proliferacién de los
blastocitos, reduciendo el estado leucémico. Se han probado varios inhibidores de la quinasa FLT3 en modelos de
LMA y en las indicaciones clinicas en las que participa la FLT3 (Cheng, Y. y Paz, K. (2008) IDrugs 11(1): 46-56;
Kiyoi, H. et al. (2007) Clin. Cancer Res. 13(15): 4575-4582; Roboz, G. J. et al. (2006) Leukemia 20: 952-957; Tse, K-
F. et al. (2002) Leukemia 16: 2027-2036; Smith, B. D. ef al. (2004) Blood 103: 3669-3676; Knapper, S. et al. (2006)
Blood 108 (10): 3494-3503; y Furukawa, Y. et al. (2007) Leukemia 21: 1005-1014). La linea celular de LMA MV4-11
porta la FLT3-ITD. Esta linea celular es muy sensible en los ensayos de viabilidad/proliferacion a los inhibidores de
la actividad de FLT3. Sin embargo, en las células de pacientes ex vivo también existe una diafonia entre las vias de
sefializacion, las moléculas activadas secuencia abajo del receptor FLT3 también pueden ser activadas por otras
quinasas. Knapper et al 2006 demostraron que, a pesar de que la autofosforilacion de FLT3 estaba regulada
negativamente en las células de los pacientes tras la exposicion a los inhibidores de FLT3, el estado de fosforilacion
de los efectores STAT y ERK secuencia abajo no se habia reducido, posiblemente debido a la desregulacion de
otras vias de sefializacion, aparte de fosforilacion de FLT3.

La actividad de FLT3 y otro RTK se regula mediante la autofosforilacion y la internalizacion, y la fosforilacion del
receptor es retirada después por fosfatasas especificas que también se someten a una regulacion. Una regulacion
insuficiente del proceso de internalizacion y desfosforilacion de las fosfatasas también podria tener un impacto en la
actividad de RTK vy, por lo tanto, alterar la viabilidad y la proliferacion de las células. Como hay varios 6rdenes de
regulacion, un inhibidor de quinasa necesita tener un determinado perfil en cuanto a su especificidad por la diana y
el modo de accion para inhibir eficazmente la proliferacion y la viabilidad en el cancer o un trastorno proliferativo.

Divulgacion de la invencion

La presente invencion se refiere, en general, a un determinado compuesto de pirazina que puede actuar como
inhibidor del receptor tirosina quinasa FLT3, y a composiciones farmacéuticas y métodos relacionados.

Sin el deseo de quedar ligados a teoria alguna, se cree que el compuesto descrito en el presente documento se
puede usar, por ejemplo, para el tratamiento o la prevencion de neoplasias hematoldgicas tales como leucemia
mieloide aguda (LMA); leucemia de linaje mixto (LLM); leucemia linfocitica aguda de tipo linfocitos T (LLA-T);
leucemia linfocitica aguda de tipo linfocitos B (LLA-B); leucemia mielomonocitica cronica (LMMC); trastornos
mieloproliferativos; otros trastornos proliferativos tales como el cancer; trastornos autoinmunes; y trastornos
cutaneos tales como psoriasis y dermatitis atopica.

El compuesto se puede usar ademas en combinacion con un agente dirigido molecularmente, tal como un agente
citotoxico convencional o un compuesto usado tras la quimioterapia, terapia de mantenimiento dirigida a células
madre y leucemia linfoblastica aguda infantil con reordenamiento del gen MLL.

La invencion se refiere a la N3-1H-indol-5-il-5-piridin-4-ilpirazina-2,3-diamina.

En un aspecto, la presente invencién se refiere al compuesto N3-1H-indol-5-il-5-piridin-4-ilpirazina-2,3-diamina para
su uso en terapia, especialmente para su uso en el tratamiento o la profilaxis de un trastorno relacionado con FLT3.
Los ejemplos de trastornos relacionados con FLT3 incluyen la leucemia mieloide aguda (LMA); leucemia de linaje
mixto (LLM); leucemia linfocitica aguda de tipo linfocitos T (LLA-T); leucemia linfocitica aguda de tipo linfocitos B
(LLA-B); leucemia mielomonocitica cronica (LMMC). La presente invencion también se refiere al compuesto N3-1H-
indol-5-il-5-piridin-4-ilpirazina-2,3-diamina para su uso en el tratamiento o la profilaxis de trastornos hematolégicos
relacionados con la mala regulacidon de la actividad quinasa, tales como los trastornos mieloproliferativos; otros
trastornos proliferativos tales como el cancer; trastornos autoinmunes; y trastornos cutaneos tales como la psoriasis
y la dermatitis atopica.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a una formulacion farmacéutica que comprende el compuesto N3-
1H-indol-5-il-5-piridin-4-ilpirazina-2,3-diamina como principio activo, en combinacién con un diluyente o vehiculo
farmacéuticamente aceptable, especialmente para su uso en el tratamiento o la profilaxis de un trastorno relacionado
con FLT3.

En un aspecto, la presente invencion se refiere al compuesto para su uso en un método para tratar a un sujeto
humano o animal que padece un trastorno relacionado con FLT3. En un aspecto adicional, la presente invencion se
refiere al compuesto para su uso en un método para tratar a un sujeto humano o animal que padece neoplasias
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hematoldgicas tales como leucemia mieloide aguda (LMA); leucemia de linaje mixto (LLM); leucemia linfocitica
aguda de tipo linfocitos T (LLA-T); leucemia linfocitica aguda de tipo linfocitos B (LLA-B); leucemia mielomonocitica
cronica (LMMC), y otros trastornos hematoldgicos como trastornos mieloproliferativos; otros trastornos proliferativos,
tales como el cancer; trastornos autoinmunes; y trastornos cutaneos tales como psoriasis y dermatitis atépica. El
método puede incluir la administracion a un sujeto (por ejemplo, un ser humano o un animal, perro, gato, caballo,
vaca) en necesidad de la misma de una cantidad eficaz de los compuestos N3-1H-indol-5-il-5-piridin-4-ilpirazina-2,3-
diamina, sus sales o composiciones que contienen los compuestos o las sales.

Los métodos definidos en el presente documento incluyen aquellos en los que el sujeto se identifica como aquel en
necesidad de un tratamiento indicado en particular. La identificacion de un sujeto en necesidad de dicho tratamiento
puede ser a juicio de un sujeto o de un profesional de atencion sanitaria, y puede ser subjetiva (por ejemplo, opinion)
u objetiva (por ejemplo, medible mediante un ensayo o un método de diagndstico).

En otros aspectos, la invencién proporciona el compuesto N3-1H-indol-5-il-5-piridin-4-ilpirazina-2,3-diamina para su
uso en un método de tratamiento de un sujeto que padece o es susceptible de padecer un trastorno o una
enfermedad relacionados con FLT3, que comprende administrar a dicho sujeto en necesidad de ello, una cantidad
eficaz del compuesto N3-1H-indol-5-il-5-piridin-4-ilpirazina-2,3-diamina o una composicion farmacéutica del mismo,
de modo que dicho sujeto sea tratado de dicho trastorno o enfermedad.

En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere al uso del compuesto N3-1H-indol-5-il-5-piridin-4-ilpirazina-
2,3-diamina (por ejemplo, como un medicamento) para el tratamiento de una enfermedad, un trastorno o una
afeccion relacionados con la actividad no deseada de la quinasa FLT3 segun lo descrito en el presente documento.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere al uso del compuesto N3-1H-indol-5-il-5-piridin-4-ilpirazina-2,3-
diamina en la fabricacion de un medicamento que contiene un compuesto de formula | para el tratamiento de una
enfermedad, un trastorno o una afeccion relacionados con la actividad no deseada de la quinasa FLT3 segun lo
descrito en el presente documento.

Un aspecto de la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz
de una combinacién del inhibidor del receptor tirosina quinasa FLT3 N3-1H-indol-5-il-5-piridin-4-ilpirazina-2,3-
diamina y otro agente dirigido molecularmente, preferentemente un agente citotoxico convencional o un compuesto
usado tras la quimioterapia, terapia de mantenimiento dirigida a células madre y leucemia linfoblastica aguda infantil
con reordenamiento del gen MLL; y opcionalmente un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Otro aspecto de la invencién proporciona el compuesto N3-1H-indol-5-il-5-piridin-4-ilpirazina-2,3-diamina para su uso
en un método de prevencion o tratamiento de neoplasias hematolégicas, trastorno mieloproliferativo, otros trastornos
proliferativos, trastornos autoinmunes y trastornos cutaneos, que comprende administrar a un sujeto humano o
animal en necesidad de ello el inhibidor del receptor tirosina quinasa FLT3 N3-1H-indol-5-il-5-piridin-4-ilpirazina-2,3-
diamina simultanea o secuencialmente con otro agente dirigido molecularmente, preferentemente un agente
citotoxico convencional, o un compuesto usado tras la quimioterapia, terapia de mantenimiento dirigida a células
madre y leucemia linfoblastica aguda infantil con reordenamiento del gen MLL; en cantidades suficientes para
proporcionar un efecto terapéutico.

Otro aspecto mas de la invencion proporciona el uso del inhibidor del receptor tirosina quinasa FLT3 N3-1H-indol-5-
il-5-piridin-4-ilpirazina-2,3-diamina junto con otro agente dirigido molecularmente, tal como un agente citotoxico
convencional, o un compuesto usado tras la quimioterapia, terapia de mantenimiento dirigida a células madre y
leucemia linfoblastica aguda infantil con reordenamiento del gen MLL; para la fabricaciéon de un medicamento para el
tratamiento de neoplasias hematoldgicas, trastorno mieloproliferativo, otros trastornos proliferativos, trastornos
autoinmunes y trastornos cutaneos.

Otro aspecto de la invencién proporciona un proceso para la preparacion de una composicion farmacéutica, en el
que el inhibidor del receptor tirosina quinasa FLT3 N3-1H-indol-5-il-5-piridin-4-ilpirazina-2,3-diamina y otro agente
dirigido molecularmente, tal como un agente citotdxico convencional, o un compuesto usado tras la quimioterapia,
terapia de mantenimiento dirigida a células madre y leucemia linfoblastica aguda infantil con reordenamiento del gen
MLL; en una cantidad terapéutica combinada se mezcla intimamente con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Otro aspecto mas de la invencién proporciona un producto que contiene el inhibidor del receptor tirosina quinasa
FLT3 N3-1H-indol-5-il-5-piridin-4-ilpirazina-2,3-diamina que comprende ademas otro agente dirigido molecularmente,
tal como un agente citotdxico convencional, o un compuesto usado tras la quimioterapia, terapia de mantenimiento
dirigida a células madre y leucemia linfoblastica aguda infantil con reordenamiento del gen MLL; como una
preparacion combinada para un uso simultaneo, separado o secuencial en la terapia de neoplasias hematoldgicas,
trastorno mieloproliferativo, otros trastornos proliferativos, trastornos autoinmunes y trastornos cutaneos.

Otro aspecto de la presente invencién es un proceso para la preparacion del compuesto N3-1H-indol-5-il-5-piridin-4-
ilpirazina-2,3-diamina de la invencién que comprende hacer reaccionar 2-amino-3,5-dibromo-pirazina y la amina
apropiada, para realizar después un acoplamiento de Suzuki. Mas concretamente, el proceso para la preparacion del
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compuesto N3-1H-indol-5-il-5-piridin-4-ilpirazina-2,3-diamina de la invencién que comprende una o mas de las
siguientes etapas: se disuelven 2-amino-3,5-dibromo-pirazina (3 equiv) y la amina apropiada en 4 ml de agua y se
calienta la mezcla resultante hasta 195 °C durante 1 hora. Se afiaden agua y acetato de etilo, y se separan las fases.
Se extrae la fase acuosa una vez mas con acetato de etilo. Se lavan las fases organicas combinadas (agua y
salmuera) y se concentran, produciendo una mezcla en bruto de producto y amina sin reaccionar o alcohol. Esta
mezcla en bruto se usa sin mayor purificacion ni caracterizacion en la siguiente reaccion de Suzuki, que se realiza
de acuerdo a los protocolos de Suzuki convencionales publicados en la bibliografia.

Los productos quimicos usados en las rutas de sintesis definidas en el presente documento pueden incluir, por
ejemplo, disolventes, reactivos, catalizadores, y reactivos de proteccion y desproteccion de grupos. Los métodos
descritos anteriormente también pueden incluir ademas etapas, bien anteriores o posteriores a las etapas descritas
especificamente en el presente documento, para agregar o retirar los grupos protectores adecuados con el fin de
permitir, en ultima instancia, la sintesis de los compuestos. Ademas, se pueden realizar varias etapas de sintesis en
una secuencia o un orden alternativo para que den los compuestos deseados. Las transformaciones de quimica
sintética utiles en la sintesis de los compuestos aplicables se conocen en la técnica e incluyen, por ejemplo, las
descritas en R. Larock, “Comprehensive Organic Transformations”, VCH Publishers (1989); L. Fieser y M. Fieser,
“Fieser and Fieser's Reagents for Organic Synthesis”, John Wiley and Sons (1994); y L. Paquette, ed., “Encyclopedia
of Reagents for Organic Synthesis”, John Wiley and Sons (1995) y las ediciones posteriores de los mismos.

Los métodos para llevar a cabo las reacciones descritas anteriormente son bien conocidos por los expertos en la
materia. Los materiales de partida necesarios para la preparacién del compuesto N3-1H-indol-5-il-5-piridin-4-
ilpirazina-2,3-diamina bien son conocidos o se pueden preparar en analogia a la preparacion de compuestos
conocidos. El compuesto N3-1H-indol-5-il-5-piridin-4-ilpirazina-2,3-diamina puede poseer uno o mas atomos de
carbono quirales y, por lo tanto, se pueden obtener en forma de isémeros Oopticos, por ejemplo, como un
enantiomero puro o como una mezcla de enantidmeros (racemato) o como una mezcla que contenga
diasteredmeros. La separacion de mezclas de isémeros 6pticos para obtener enantidmeros puros es bien conocida
en la técnica y se puede realizar, por ejemplo, mediante cristalizacion fraccionada de sales con acidos épticamente
activos (quirales) o mediante separacion cromatografica en columnas quirales. Todas las formas isoméricas posibles
(enantiémeros puros, diasteredmeros, tautdmeros, mezclas racémicas y mezclas desiguales de dos enantiomeros)
para el compuesto definido estan dentro del alcance de la invencion.

El compuesto N3-1H-indol-5-il-5-piridin-4-ilpirazina-2,3-diamina se puede usar como tal o, en su caso, como sales
farmacologicamente aceptables (acidas) del mismo. Las sales de adicion farmacoldégicamente aceptables
mencionadas anteriormente pretenden comprender las formas de sales de adicion de acido y base no tdxicas
terapéuticamente activas que los compuestos son capaces de formar. Los compuestos que tienen propiedades
basicas se pueden convertir en sus sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables mediante el tratamiento
de la forma de base con un acido apropiado. Los acidos de ejemplo incluyen acidos inorganicos tales como cloruro
de hidrégeno, bromuro de hidrégeno, yoduro de hidrégeno, acido sulfurico, acido fosfoérico; y acidos organicos tales
como acido férmico, acido acético, acido propanoico, acido hidroxiacético, acido lactico, acido pirtvico, acido
glicdlico, acido maleico, acido maldnico, acido oxalico, acido bencenosulfénico, acido toluenosulfénico, acido
metanosulfénico, acido trifluoroacético, acido fumarico, acido succinico, acido malico, acido tartarico, acido citrico,
acido salicilico, acido p-aminosalicilico, acido pamoico, acido benzoico, acido ascorbico y similares. La expresion
“sal de adicién” como se usa en el presente documento también comprende solvatos que los compuestos y las sales
de los mismos son capaces de formar, tales como, por ejemplo, hidratos, alcoholatos y similares.

Para un uso clinico, el compuesto de la invencién se formula en formulaciones farmacéuticas para la administracion
oral, rectal, parenteral u otro modo de administraciéon. Las formulaciones farmacéuticas se preparan normalmente
mediante la mezcla de la sustancia activa, o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, con excipientes
farmacéuticos convencionales. Los ejemplos de excipientes son agua, gelatina, goma arabiga, lactosa, celulosa
microcristalina, almidén, glicolato de almidén de sodio, hidrégeno-fosfato de calcio, estearato de magnesio, talco,
diéxido de silicio coloidal, y similares. Dichas formulaciones también pueden contener otros agentes
farmacologicamente activos y aditivos convencionales, tales como estabilizantes, agentes humectantes,
emulsionantes, agentes aromatizantes, tampones, y similares. Por lo general, la cantidad de compuestos activos
esta entre 0,1-95 % en peso de la preparacion, preferentemente entre 0,2-20 % en peso en preparaciones para un
uso parenteral y, mas preferentemente, entre 1-50 % en peso en preparaciones para la administracion oral.

Las formulaciones se pueden preparar ademas mediante métodos conocidos tales como granulacién, compresion,
microencapsulacion, recubrimiento por pulverizacion, etc. Las formulaciones se pueden preparar mediante métodos
convencionales en la forma de dosificacion de comprimidos, capsulas, granulos, polvos, jarabes, suspensiones,
supositorios o inyecciones. Las formulaciones liquidas se pueden preparar disolviendo o suspendiendo la sustancia
activa en agua u otros vehiculos adecuados. Los comprimidos y granulos se pueden recubrir de una forma
convencional.

El nivel de dosis y la frecuencia de dosificacion del compuesto especifico variara dependiendo de varios factores
incluyendo la potencia del compuesto especifico empleado, la estabilidad metabdlica y la duracion de accién de ese
compuesto, la edad del paciente, el peso corporal, el estado de salud general, el género, la dieta, el modo y
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momento de administracion, la velocidad de excrecion, la combinacion de farmacos, la gravedad de la afeccion que
se vaya a tratar y el paciente sometido a terapia. La dosis diaria puede, por ejemplo, variar de aproximadamente
0,001 mg a aproximadamente 100 mg por kilogramo de peso corporal, administrada en una sola dosis o en multiples
dosis, por ejemplo, de aproximadamente 0,01 mg a aproximadamente 1.000 mg cada una. Normalmente, dicha
dosis se administra oralmente, pero también se puede seleccionar la administracién parenteral.

Definiciones
Las siguientes definiciones se aplicaran a lo largo de la memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas.

Las expresiones "trastorno relacionado con FLT3" y "trastorno o afeccion relacionados con la actividad no deseada
de FLT3" se han usado indistintamente en el presente documento para denotar cualquier trastorno o sintoma en el
que FLT3 participe en el proceso o la presentacion del trastorno o del sintoma. Por lo tanto, los trastornos
relacionados con FLT3 incluyen, por ejemplo, pero sin limitacion, neoplasias hematoldgicas tales como leucemia
mieloide aguda (LMA); leucemia de linaje mixto (LLM); leucemia linfocitica aguda de tipo linfocitos T (LLA-T);
leucemia linfocitica aguda de tipo linfocitos B (LLA-B) y leucemia mielomonocitica crénica (LMMC).

A menos que se especifique o indique lo contrario, la expresiéon "alquilo C1." denota un grupo alquilo lineal o
ramificado que tiene de 1 a 6 atomos de carbono. Los ejemplos de dicho alquilo C1.s incluyen metilo, etilo, n-propilo,
iso-propilo, n-butilo, iso-butilo, sec-butilo, t-butilo, y pentilo y hexilo de cadena lineal y ramificada. Para las partes del
intervalo de "alquilo C1.", se contemplan todos los subgrupos del mismo tales como alquilo C1.5, alquilo C1.4, alquilo
C1.3, alquilo C1-2, alquilo Cy6, alquenilo Cy.s, alquilo C,.4, alquilo Cu.3, alquilo Cs.6, alquilo C45, etc. Del mismo modo,
"arilalquilo C4" significa un grupo alquilo C4¢ sustituido con un grupo arilo. Los ejemplos incluyen bencilo, 2-
feniletilo, 1-feniletilo y 1-naftilmetilo.

A menos que se especifique o indique lo contrario, la expresion "alcoxi Ci3" denota un grupo alcoxi lineal o
ramificado que tiene de 1 a 3 atomos de carbono. Los ejemplos de dicho alcoxi C4.3 incluyen metoxi, etoxi, n-propoxi,
iso-propoxi. Para las partes del intervalo "alcoxi C1.3", se contemplan todos los subgrupos del mismo tales como
alcoxi Cy2 y alcoxi Cps.

A menos que se especifique o indique lo contrario, el término "alcoxi C.3-carbonilo" denota un grupo alcoxi lineal o
ramificado que tiene de 1 a 3 atomos de carbono conectados a un grupo carbonilo. Los ejemplos de dicho alcoxi C-
s-carbonilo incluyen metoxicarbonilo, etoxicarbonilo, iso-propoxicarbonilo. Para las partes del intervalo "alcoxi Cy.3-
carbonilo", se contemplan todos los subgrupos del mismo tales como alcoxi C,-carbonilo y alcoxi Cy-3-carbonilo.

"Farmacéuticamente aceptable" significa que es util en la preparacion de una composicion farmacéutica que es
generalmente segura, no toxica y no indeseable bioldgicamente ni desde otro punto de vista, e incluye ser util para
un uso veterinario, asi como para un uso farmacéutico humano.

"Tratamiento” como se usa en el presente documento incluye la profilaxis del trastorno o de la afeccién nombrada, o
la mejora o eliminacion del trastorno una vez que se ha establecido.

"Una cantidad eficaz" se refiere a una cantidad de un compuesto que confiere un efecto terapéutico sobre el sujeto
tratado. El efecto terapéutico puede ser objetivo (es decir, medible mediante algun ensayo o marcador) o subjetivo
(es decir, el sujeto da una indicacién de o siente un efecto). La expresion "formas de profarmaco" significa un
derivado farmacologicamente aceptable, tal como un éster o una amida, cuyo derivado se biotransforma en el
organismo para formar el farmaco activo. Se hace referencia a Goodman y Gilman's, “The Pharmacological basis of
Therapeutics”, VIII ed., Mc-Graw-Hill, Int. Ed. 1992, "Biotransformation of Drugs", pag. 13-15; y "The Organic
Chemistry of Drug Design and Drug Action" por Richard B. Silverman. Capitulo 8, pag. 352. (Academic Press, Inc.
1992. ISBN 0-12-643730-0).

Las combinaciones de sustituyentes y variables previstas por la presente invencion solo son las que generan la
formaciéon de compuestos estables. El término "estable", como se usa en el presente documento, se refiere a
compuestos que poseen estabilidad suficiente para permitir la fabricacion y que mantienen la integridad del
compuesto durante un periodo suficiente de tiempo para que sea Uutil para los fines detallados en el presente
documento (por ejemplo, la administracion terapéutica a un sujeto para el tratamiento de un trastorno o una
enfermedad relacionados con FLT3 [incluyendo los definidos en el presente documento], por ejemplo, neoplasias
hematoldgicas tales como leucemia mieloide aguda (LMA); leucemia de linaje mixto (LLM); leucemia linfocitica
aguda de tipo linfocitos T (LLA-T); leucemia linfocitica aguda de tipo linfocitos B (LLA-B) y leucemia mielomonocitica
cronica (LMMC)).

La enumeracién de una lista de grupos quimicos en cualquier definicion de una variable del presente documento
incluye las definiciones de esa variable como cualquier grupo solo o una combinaciéon de grupos de la lista. La
enumeracion de una realizacidon para una variable del presente documento incluye esa realizacion como cualquier
realizacién sola o en combinacién con cualquier otra realizacién o parte de la misma.
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A continuacion, se ilustrara la invencion adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no limitantes. Los ejemplos
especificos que se presentan a continuacion se deben interpretar como meramente ilustrativos y no limitantes del
resto de la divulgacion en modo alguno. Sin mayor elaboracién, se cree que un experto en la materia puede,
basandose en la descripcion del presente documento, utilizar la presente invencion en toda su extension definida por
el alcance de las reivindicaciones.

Las estructuras descritas en el presente documento pueden contener ciertos grupos -NH-, -NH; (amino) y -OH
(hidroxilo) en los que no aparezca/n explicitamente el/los atomo/s de hidrégeno correspondiente/s; sin embargo, se
han de leer como -NH-, -NH» 0 —OH, segun el caso.

Meétodos

La resonancia magnética nuclear de 'H (RMN) y la RMN de "*C se registraron en un espectrometro Bruker Avance
DPX 400 a 400,1 MHz y 100,6 MHz, respectivamente. Todos los espectros se registraron usando disolvente o
tetrametilsilano (TMS) residual como patrén interno. Los espectros de masas de ionizacion por electronebulizacion
de baja resolucion (LRESIMS) se obtuvieron usando un espectréometro de masas Agilent MSD o un espectrometro
de masas Waters ZQ. Los espectros de masas de ionizacion por electronebulizacion de alta resolucion (HRESIMS)
se obtuvieron en un Agilent LC/MSD TOF conectado a un sistema LC Agilent 1100, Fuente idnica: ESI, polaridad
i6nica: positiva, datos: modo de perfil, intervalo de barrido: 100-1.100 Da , parametros de MS: Fragmentor 215 V,
Skimmer 560 V och OCT RF (varillas octpole) 250 V; Masas de referencia 121,050873 y 922,009798 (Mezcla de
referencia Agilent); LC: A: acetato de amonio 15 mM; B: MeCN 100; flujo: 400 ul/min isocratico. La cromatografia
ultrarrapida se realizé sobre gel de silice Merck 60 (malla 230-400). Las irradiaciones de microondas se llevaron a
cabo usando el creador u optimizador Smith (Personal Chemistry) usando 0,5-2 ml o 2-5 ml de viales para el
Proceso de Smith dotados de tapas de aluminio y septos. Los compuestos se nombraron automaticamente usando
ACD/NAME 6.0 (Advanced Chemistry Development, Inc., Toronto, Canada).

Los datos analiticos de LCMS se obtuvieron con:

Sistema A: espectrometro de masas Agilent MSD; sistema Agilent 1100; columna ACE 3 C8 (50 x 3,0 mm); se
usaron TFA al 0,1 % que contenia agua y acetonitrilo como fases moviles a un caudal de 1 ml/min con tiempos
de gradiente de 3,0 min (gradiente de acetonitrilo al 10-97 %); o

Sistema B: espectrometro de masas Agilent MSD; sistema Agilent 1100; Columna YMC ODS-AQ (33 x 3,0 mm);
se usaron TFA al 0,1 % que contenia agua y acetonitrilo como fases moviles a un caudal de 1 ml/min con
tiempos de gradiente de 3,0 min (gradiente de acetonitrilo al 10-97 %); o

Sistema C: espectrometro de masas Waters ZQ; detector PAD Waters 996 (DAD 215-395 nm); columna ACE C8
(8 um) (30 x 3,0 mm) (desde ACT); se usaron acetato de amonio 10 mM que contenia agua (pH = 7) y
acetonitrilo como fases méviles a un caudal de 1 ml/min con tiempos de gradiente de 3,2 min (gradiente de
acetonitrilo al 5-100 %).

La HPLC preparativa se realizé en sistema Gilson dotado de

Sistema D: columna ACE C8 3 um (21,2 x 50 mm). Se usaron TFA al 0,1 % que contenia agua y acetonitrilo
como fases moviles a un caudal de 25 ml/min con tiempos de gradiente de 6 min; o

Sistema E: columna XTerra Prep MS C18 5 um (19 x 50 mm). Se usaron NHsHCO3; 50 mM que contenia agua
(pH = 10) y acetonitrilo como fases moviles a un caudal de 25 ml/min con tiempos de gradiente de 6 min; o
columna XTerra MS C18 5 pm (30 x 100 mm). Se usaron NH4sHCO3; 50 mM que contenia agua (pH = 10) y
acetonitrilo como fases mdviles a un caudal de 40 ml/min con tiempos de gradiente de 8,5 min; o

Sistema F: columna YMC ODS-AQ 10 puM (30 x 150 mm). Se usaron TFA al 0,1 % que contenia agua y
acetonitrilo como fases mdviles a un caudal de 45 ml/min con tiempos de gradiente de 8,5 min.

Se han usado las siguientes abreviaturas:
DMSO significa dimetilsulféxido;
HPLC significa cromatografia liquida de alto rendimiento;
TFA significa acido trifluoroacético;
HRMS significa espectrometria de masas de alta resolucion
Ejemplos

Procedimiento A:

Procedimiento general para SyAr en 2-amino-3,5-dibromo-pirazina

Se disolvieron 2-amino-3,5-dibromo-pirazina, trietilamina (3 equivalentes) y la amina o el alcohol apropiado (3 equiv)
en 4 ml de agua y se calentd la mezcla resultante hasta 195 °C durante 1 hora. Se afiadieron agua y acetato de etilo
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y se separaron las fases. Se extrajo la fase acuosa una vez mas con acetato de etilo. Se lavaron las fases organicas
combinadas (agua y salmuera) y se concentraron, proporcionando una mezcla en bruto de producto y amina o
alcohol sin reaccionar. Esta mezcla en bruto se usé sin purificacién ni caracterizacién adicional en la reaccién de
Suzuki posterior.

Procedimiento B:

Procedimiento general para el acoplamiento de Suzuki

Se calentd una mezcla del bromuro de pirazinilo del procedimiento A (1 equiv), el acido bordnico apropiado (1 equiv),
K>COs (3 equiv) y Pd(dppf)Cl. * CH2ClI, (0,1 equiv) en 4 ml de dioxano/agua (4:1) hasta 150 °C durante 15 min. Se
filtré la mezcla a través de un lecho corto de silice y se concentré. El producto bruto se purificd por HPLC preparativa
(columna ACE C8; fase mévil: TFA al 0,1 %-CH3CN), dando el compuesto del titulo como un soélido blanco en forma
de su sal de trifluoroacetato correspondiente.

Producto intermedio 1

5-Bromo-N3-1H-indol-5-il-pirazin-2,3-diamina

Usando el procedimiento A: 2-amino-3,5-dibromo-pirazina (100 mg) y 5-aminoindol (200 mg) produjeron 150 mg de
una mezcla 1:1 de 5-aminoindol y el producto deseado MS m/z 303 [M + H]*, que se usé sin mayor purificacién ni

caracterizacion.

EJEMPLO 1

Trifluoroacetato de N3-1H-indol-5-il-5-piridin-4-ilpirazin-2,3-diamina

Usando el procedimiento B: 5-bromo-N3-1H-indol-5-il-pirazin-2,3-diamina (20 mg) y acido 4-piridil-borénico (12 mg)
produjeron 1,7 mg del compuesto del titulo. MS m/z 303 [M + H]". RMN de H (400 MHz, CD30D) & ppm 6,48 (d, J =
3,01 Hz, 1H), 7,26-7,33 (m, 1H), 7,33-7,50 (m, 2H), 7,92 (d, J = 1,25 Hz, 1H), 8,37 (s, 1H), 8,45 (d, J = 7,03 Hz, 2H),
8,64 (d, J = 7,03 Hz, 2H).

EJEMPLO 15

Trifluoroacetato de N3-[2-(1H-Indol-3-il)etil]-5-piridin-4-ilpirazin-2,3-diamina

Usando el procedimiento B: 5-bromo-N3-[2-(1H-indol-3-il)etil]pirazin-2,3-diamina (25 mg) y acido 4-piridinil-borénico
(14 mg) produjeron 2,4 mg del compuesto del titulo. HRMS calculada para Ci9H1gNs: 330,1593; encontrada:
330,1602. RMN de "H (400 MHz, CDs0D) & ppm 3,20 (t, J = 7 Hz, 2H), 3,95 (t, J = 7 Hz, 2H), 6,92-7,19 (m, 3H), 7,32
(d, J=8Hz, 1H), 7,58 (d, J = 8 Hz, 1H), 8,18 (s, 1H), 8,41 (d, J = 6 Hz, 2H), 8,62 (d, J = 6 Hz, 2H).
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EJEMPLO DE REFERENCIA 20

NH 2,

Trifluoroacetato de 4-{6-[(trans-4-hidroxiciclohexil)amino]pirazin-2-il}benzamida

Se disolvieron 2,6-dicloropirazina (500 mg), trans-4-amino-ciclohexanol (380 mg) y trietilamina (500 mg) en 4 ml de
acetonitrilo/1 ml de agua, y se calent6 la mezcla de reaccion hasta 150 °C durante 15 min. Se afadieron agua y
diclorometano a la mezcla y se separaron las fases. Se extrajo la fase acuosa una vez mas con diclorometano. Se
lavaron las fases organicas combinadas (agua y salmuera) y se evaporaron, produciendo 750 mg del producto
intermedio 6-cloro-N-(trans-4-hidroxiciclohexil)pirazin-2-amina con una pureza del 85 %. Se disolvieron una porcion
de este material (30 mg), carbonato de potasio (55 mg), acido 4-benzamida-borénico (26 mg) y
Pd(tetraquis(trifenilfosfina)) (5 mg) en 4 ml de dioxano y 1 ml de H;0, y se calenté la mezcla de reaccién hasta
100 °C durante una noche. Se afiadieron NaOH (ac) 1 M y diclorometano a la mezcla y se separaron las fases. Se
extrajo la fase acuosa con diclorometano. Se lavaron las fases organicas combinadas con salmuera y se
concentraron. El producto bruto se purific6 mediante HPLC preparativa (columna ACE C8; fase movil: TFA al 0,1 %-
CH3CN), dando el compuesto del titulo (5,0 mg) como un sodlido de color blanco en forma de su sal de
trifluoroacetato correspondiente. HRMS calculada para C17H20N4O2: 312,1586; encontrada: 312,1585.

EJEMPLO DE REFERENCIA 24

N-(6-piridin-4-ilpirazin-2-il)-1H-indol-6-amina

Se calentdé una mezcla de 2,6-dicloropirazina (0,150 g, 1,006 mmol), 6-aminoindol (0,200 g, 1,51 mmol), BINAP
(0,0137 g, 0,02215 mmol), butdxido terciario de sodio (0,136 g, 1,409 mmol) y acetato de paladio ( 0,005 g, 0,02215
mmol) en tolueno (8 ml) hasta 85 °C durante 16 h bajo nitrégeno. Se afiadié CHCly, se filtro la mezcla de reaccion a
través de Celite y se evaporo el disolvente. El residuo se purific6 mediante cromatografia en columna (metanol al
5 % en CHxCl, como eluyente), dando 0,070 g (33 %) del producto intermedio (6-cloropirazin-2-il)-(1H-indol-6-il)-
amina. RMN de 'H (CDCls) & 8,36 (sa, 1H, NH), 8,08 (s, 1H), 7,92 (s, 1H), 7,64-7,59 (m, 2H), 7,23 (s, 1H), 7,01-6,98
(d, J = 8,37 Hz, 1H), 6,87 (s, 1H, NH), 6,56 (s, 1H); MS (API-ES/Positivo); m/z: 245 (M+H)+.

Se calent6 a reflujo durante 20 h una mezcla de (6-cloro-pirazin-2-il)-(1H-indol-6-il)-amina (0,070 g, 0,2868 mmol),
acido piridin-4-borénico (0,042 g, 0,344 mmol), carbonato de sodio (0,150 g, 1,43 mmol) vy
tetraquis(trifenilfosfin)paladio (0) (0,0165 g, 0,0143 mmol) in DME:agua (3:2, 5 ml). Se concentré la mezcla de
reaccion a una presion reducida y se extrajo el residuo obtenido con diclorometano. Se lavé la capa organica con
agua y salmuera, se secd sobre sulfato de sodio y se concentré. El producto en bruto se purific6 mediante
cromatografia ultrarrapida (metanol al 5 % en CH>Cl, como eluyente), proporcionando N-(6-piridin-4-ilpirazin-2-il)-1H-
indol-6-amina (0,030 g, 36,5 %) en forma de un soélido de color amarillo. RMN de H (CD30OD) 6 8,73-8,72 (d, J= 5,68
Hz, 2H), 8,51 (s, 1H), 8,23-8,20 (m, 4H), 7,56-7,54 (d, J = 8,46 Hz, 1H), 7,22 (d, J = 2,99 Hz, 1H), 7,14 (dd, J =
10,18; 1,74 Hz, 1H), 6,45 (d, J = 2,75 Hz, 1H); MS (API-ES/Positiva); m/z: 288 (M+H)".

Métodos biolégicos

La capacidad del compuesto de la invencion para inhibir FLT3 se puede determinar usando ensayos in vitro e in vivo
conocidos en la técnica. Se han descrito varios ensayos de quinasas in vitro para la inhibicion de FLT3 en la
bibliografia usando el dominio quinasa clonado y midiendo la fosforilacion de un sustrato peptidico. Ademas, se han
usado lineas celulares que expresan FLT3 para medir el efecto sobre la viabilidad y la proliferacion en un ensayo
celular.

Ensayo de inhibicién enzimatica

Se evalud la capacidad para inhibir FLT3 de los compuestos de acuerdo con la invenciéon mediante el siguiente
método:
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Ensayo de quinasa FLT3 in vitro

Se establecid un ensayo de inhibicion enzimatica para el dominio tirosina quinasa de FLT3 usando una técnica de
polarizacién de la fluorescencia, la polarizaciéon de la fluorescencia basada en la afinidad por iones metalicos
inmovilizados (IMAP) de Molecular Devices.

En resumen, se mide la actividad quinasa mediante la incubacién de un sustrato peptidico fluorescente con el
dominio quinasa. Una vez finalizada la reaccién de la quinasa, se afiade un tampén de unién. Tras la fosforilacion
del sustrato, el péptido fluorescente adquiere la capacidad de unirse a una nanoparticula recubierta de metal.
Cuando el sustrato se une a la nanoparticula, se reduce la velocidad de rotacién del péptido y, por lo tanto, la
polarizacion de la fluorescencia (PF) se eleva. Los compuestos que inhiben la actividad quinasa de la enzima daran
lugar a un bajo grado de sustrato fosforilado y una sefal de PF baja.

Reactivos

Kit de tampdn para IMAP con sistema de unién progresiva (Molecular Devices, N° R8124): Tampdn de reaccion:
Tris-HCI 10 mM, pH 7,2 con MgCl, 10 mM, NaNs3 al 0,05 % y Tween 20 al 0,01%. Antes de usarlo, se afiadio DTT
hasta una concentracion final de DTT de 1 mM (tampdn de reaccién completo).

La solucién de unién se preparé a partir del kit de tampdn de acuerdo con las recomendaciones de los fabricantes.
El reactivo de unién se diluy6 1:1.500 en tampon de union A al 40 % y tampén de union B al 60 %.

La enzima FLT3 usada fue FLT3 humana recombinante de Upstate (N° 14-500), 7,2 U/ml, marcada con GST N-
terminal, aminoacidos 564-final.

Sustrato peptidico usado: FAM-CSKtide de Molecular Devices (N° R7269) 20 uM, 5FAM-KKKKEEIYFFFG-NH2.
Solucion madre de ATP 10 Mm.

Solucion madre de DTT 100 mM.

Diluciones del compuesto: Tween 20 al 0,01 % + DMSO al 1 % en tampdn de reaccion. Los reactivos se diluyeron en
tampon de reaccion completo hasta obtenerse las soluciones de trabajo.

Condiciones del ensayo

Concentraciones finales:
FLT3: 0,0125 U/ml (dependiente del lote)
FAM-CSKtide: 100 nM
ATP: 100 pM.

Respuesta a la dosis de compuesto: diluciéon 1:3 de once etapas, intervalo de concentraciones 25.000 a 0,42 nM,
5.000 a 0,085 nM, respectivamente, 500 a 0,0085 nM dependiendo de la potencia del compuesto.

Protocolo
|. Establecimiento de la reaccion de la quinasa en un volumen de 20 pl durante 1 h:

Pipetear en una placa negra de %2 de superficie de 96 pocillos:
5 ul de diluciéon de compuesto o vehiculo
5 ul de sustrato peptidico (400 nM)
5 ul de enzima (0,05 U/ml) o tampdn de reaccion completo para el fondo inespecifico (NSB)
5 ul de ATP (400 uM).

Cubrir la placa e incubar a temperatura ambiente con agitacion suave.

[I. Incubacién de unién durante 2 h (tiempo minimo):

Anadir 60 pl de solucién de union.
Cubrir la placa e incubar a temperatura ambiente con agitacion suave.

[ll. Analisis de polarizacion de la fluorescencia:
Medir la fluoresceina usando un lector de placas (Analyst AD), longitud de onda de excitacion de 485 y

longitud de onda de emision de 530, lectura con tiempo de integracion de 0,1 s. (Como alternativa, Victor? V
Wallac 485/535 nm).
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Se prepararon concentraciones de reserva de los compuestos de ensayo a 10 mM en DMSO al 100 %. En el
ensayo, los compuestos se ensayaron en un solo punto a 10 y 1 micromolar, diluidos en tampdn de reaccion como
se ha descrito anteriormente. Los compuestos con una actividad inhibidora superior al 60 % de inhibicion a 1
micromolar se ensayaron posteriormente en respuestas a la dosis para la determinacion de las Clsg, usando un
intervalo de dilucién de once puntos con etapas de dilucion 1:3 (por lo general, de 25.000 nM a 0,42 nM, y los
compuestos mas potentes se sometieron a ensayo de 500 nM a 0,0085 nM). Los valores de Clso se obtuvieron
mediante la ecuacion (A + ((B-A)/1 + ((C/x)°)))), donde A equivale a min., B equivale a max., C equivale a Clso y D
equivale a la pendiente de la curva.

Los compuestos de acuerdo con la invencién pueden mostrar valores de Clsp de entre 1 nM y 2 uM (por ejemplo,
entre 1nMy 1 uM, entre 1 nM y 500 nM, entre 1 nM y 100 nM, entre 1 nM y 25 nM, entre 1 nM y 10 nM).

Ensayos celulares

La linea celular MV4-11 de LMA porta la duplicaciéon en tandem interna de FLT3. Esta linea celular se ha usado
ampliamente para evaluar el efecto de los inhibidores de la quinasa FLT3 sobre la viabilidad y la proliferacion.

En resumen, se siembran las células a una densidad baja en placas de 96 pocillos. Se afiade la dilucién en serie de
los compuestos y se incuban las células durante 72 horas. Una vez finalizado el tratamiento, se mide el nimero total
de células viables usando citometria de flujo, y se calcula el efecto de los compuestos como el % de inhibicion en
comparacién con las células tratadas con vehiculo.

Células y condiciones de cultivo

Todas las células se cultivaron en condiciones convencionales de cultivo celular, a 37 °C en una atmdsfera de CO»
al 5 % y 90 % de humedad.

La linea celular MV4-11 de LMA se cultivd en DMEM de alto contenido en glucosa con Glutamax (4.500 g/l de
glucosa) suplementado con suero bovino fetal al 10 % (FBS) de Invitrogen. Las células se subcultivaron dos veces
débilmente, y crecieron hasta una densidad de aproximadamente 2 millones de células por ml antes del subcultivo.

Ensayo de viabilidad y proliferacién

Para la determinacion de la viabilidad, se sembraron 3.000-5.000 células en 50 microlitros de medio de cultivo en
una placa de 96 pocillos. Se prepararon diluciones en serie 1:3 de los compuestos a partir de la solucién madre de
DMSO 1 mM en medio de cultivo exento de suero suplementado con penicilina y estreptomicina. Se afiadieron 50
microlitros de las diluciones en serie a la suspension celular. La concentracion final de los compuestos fue de 5
micromolar a 0,8 nM, o de 500 nM a 0,08 nM, respectivamente. La concentracién de DMSO se mantuvo constante al
0,05 %.

Una vez finalizado el tratamiento, se afiadieron 100 microlitros de reactivo de viabilidad (ViaCount de Guava) a cada
pocillo, y se determinaron el nimero de células y la viabilidad usando citometria de flujo (ensayo ViaCount de 96
pocillos de Guava). Por lo general, las células de la linea celular tratada con vehiculo (DMSO al 0,05 %) se
duplicaron tres veces durante el experimento. Al final del experimento, se calculé el % de supervivencia en
comparacion con las células tratadas con vehiculo. Los valores de CEsp se determinaron usando la ecuacion (A +
((B-A)/1 + ((C/x))))), donde A equivale a min., B equivale a max., C equivale a CEsp y D equivale a la pendiente de
la curva.

Resultados

Tabla 1: Valores tipicos de Clsp media (n = 4-8)
determinados en el ensayo de quinasa FLT3

Ejemplo Clso (nM)
15 60

20 159

24 560
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Tabla 2: Valores de CEs determinados en la linea de células de LMA

Ejemplo Datos de células MV4-11 (nM)
15 184
20 178
24 373

Ensayo in vitro para las combinaciones de inhibidor de FLT3 y quimioterapia

El ensayo de las actividades sinérgicas dependientes de la secuencia de los compuestos de férmula (1) y los agentes
quimioterapéuticos convencionales usados en el tratamiento de la LMA se lleva a cabo segun lo descrito en Brown
et al. (2006) “Leukemia” 20: 1368-1376, y los resultados se analizan mediante el programa informatico Calcusyn de
acuerdo con los principios de Chou y Talalay (1981) Eur. J. Biochem.
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REIVINDICACIONES
1. Un compuesto que es:
N3-1H-indol-5-il-5-piridin-4-ilpirazin-2,3-diamina o una sal farmacolégicamente aceptable de la misma.
2. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 para su uso en terapia.

3. Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en el tratamiento de neoplasias hematoldgicas;
trastornos mieloproliferativos; cancer; trastornos autoinmunes; o trastornos cutaneos.

4. Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 2 en la profilaxis de neoplasias hematologicas;
trastornos mieloproliferativos; cancer; trastornos autoinmunes; o trastornos cutaneos.

5. Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 3, en el tratamiento de neoplasias hematoldgicas.
6. Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 4, en la profilaxis de neoplasias hematoldgicas.

7. Un compuesto para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 5 o 6, en el que el trastorno hematoldgico es
seleccionado de entre leucemia mieloide aguda (LMA); leucemia de linaje mixto (LLM); leucemia linfocitica aguda de
tipo linfocitos T (LLA-T); leucemia linfocitica aguda de tipo linfocitos B (LLA-B); o leucemia mielomonocitica crénica
(LMMC).

8. Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que la neoplasia hematoldgica es leucemia
mieloide aguda (LMA).

9. Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacién 3, en el tratamiento de un trastorno cutaneo.

10. Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 9, en el que el trastorno cutaneo es psoriasis o
dermatitis atépica.

11. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en
combinacién con otro agente dirigido molecularmente.

12. Una preparacion que comprende un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 y otro agente dirigido
molecularmente para su uso en el tratamiento de neoplasias hematoldgicas, en donde el compuesto como se ha
definido en la reivindicacion 1 es administrado simultanea o secuencialmente con dicho agente dirigido
molecularmente.

13. Una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 11 o una preparaciéon de acuerdo con la
reivindicacion 12, en la que el otro agente dirigido molecularmente es un agente citotoxico convencional, o un
compuesto usado tras la quimioterapia, en la terapia de mantenimiento dirigida a células madre y en la leucemia
linfoblastica aguda infantil con reordenamiento del gen MLL.

14. Una preparacion de acuerdo con la reivindicacion 12, en la que la neoplasia hematolédgica es leucemia mieloide
aguda (LMA).
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