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DESCRIPCION
Compuestos para inhibir la progresién mitotica
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Campo de la invencién

La presente invencién se refiere a compuestos y procedimientos para el tratamiento del cancer. En particular, la
invencion proporciona un compuesto que inhibe enzimas Aurora quinasa, composiciones farmacéuticas que
comprenden el compuesto, y procedimientos para usar el compuesto para el tratamiento de cancer.

Antecedentes de la invencion

De acuerdo con la Sociedad Americana del Cancer, se diagnosticd un cancer por primera vez a una estimacion de
1,4 millones de americanos en 2004 y aproximadamente 560.000 victimas murieron de la enfermedad. Aunque los
avances médicos han mejorado las tasas de supervivencia de cancer, sigue existiendo una necesidad continuada de
tratamiento nuevo y mas eficaz.

El cancer se caracteriza por reproduccion celular incontrolada. La mitosis es una etapa en el ciclo celular durante la
gue una serie de acontecimientos complejos aseguran la fidelidad de la separacion de los cromosomas en dos
células hija. Varias terapias de cancer actuales, incluyendo los taxanos y alcaloides de la vinca, actian para inhibir la
magquinaria mitética. La progresion mitética se regula en gran medida por protedlisis y por acontecimientos de
fosforilacién que estdn mediados por quinasas mitéticas. Los miembros de la familia de Aurora quinasa (por ejemplo,
Aurora A, Aurora B, Aurora C) regulan la progresion mitdtica a través de modulaciéon de la separacion del
centrosoma, dindmica del huso, punto de control de ensamblaje del huso, alineamiento cromosémico y citocinesis
(Dutertre y col., Oncogene, 21: 6175 (2002); Berdnik y col., Curr. Biol., 12: 640 (2002)). La sobreexpresion y/o
amplificacion de Aurora quinasas se ha ligado a oncogénesis en varios tipos tumorales incluyendo los de colon y
mama (Warner y col., Mol. Cancer Ther., 2: 589 (2003); Bischoff y col., EMBO, 17: 3062 (1998); Sen y col., Cancer
Res., 94: 1320 (2002)). Ademas, la inhibicién de Aurora quinasa en células tumorales da como resultado detencién
mitética y apoptosis, lo que sugiere que estas quinasas son dianas importantes para la terapia de cancer (Ditchfield,
J. Cell Biol., 161: 267 (2003); Harrington y col., Nature Med., 1 (2004)). Dado el papel central de la mitosis en la
progresion de practicamente todos los tumores malignos, se espera que los inhibidores de las Aurora quinasas
tengan aplicacion a lo largo de una amplia serie de tumores humanos. Existe por lo tanto una necesidad de nuevos
inhibidores de Aurora quinasa.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Claiborne y col., Publicacion de Patente Internacional WO 05/111039, desvela compuestos de pirimidobenzazepina
con actividad inhibidora de Aurora quinasa. Los presentes inventores han descubierto ahora compuestos de
pirimidobenzazepina con potencia inesperadamente superior frente a Aurora A quinasa. Los compuestos
reivindicados son Utiles para inhibir la actividad de Aurora A quinasa in vitro e in vivo, y son especialmente Utiles
para el tratamiento de diversas enfermedades proliferativas celulares.

Por lo tanto, en un aspecto, la invencion proporciona un compuesto para su uso en el tratamiento de un trastorno
proliferativo representado por la férmula (1):

HQ

0

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que:
R? se selecciona entre el grupo que consiste en alifatico Cy.s, fluoroalifatico Cy.3, -R*, -T-R*, -R? y -T-R%;

T es una cadena alquileno C;.3 opcionalmente sustituida con flor;
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R! es un anillo arilo, heteroarilo o heterociclilo de 5 6 6 miembros opcionalmente sustituido con uno o dos
sustituyentes seleccionados independientemente entre el grupo que consiste en halo, alifatico Ci3 y
fluoroalifatico C1.3;

R? se selecciona entre el grupo que consiste en halo, -C=C-R?, -CH=CH-R?, -N(R*), y -OR®;
R®es hidrégeno, C;.3 alifatico, Ci.3 fluoroalifatico o -CH,OCH3 o un grupo arilo, heteroarilo o heterociclilo;

cada R* independientemente es hidrégeno o un grupo alifatico, arilo, heteroarilo o heterociclilo; o dos R*en el
mismo atomo de nitr6geno, tomados junto con el &tomo de nitrégeno forman un anillo heteroarilo de 5 a 6
miembros o heterociclilo de 4 a 8 miembros que tiene, ademas del atomo de nitrégeno, 0-2 heteroatomos en
el anillo seleccionados entre N, Oy S;

R’ es hidrégeno, alifatico C;.3, fluoroalifatico Ci.3 0 un grupo arilo, heteroarilo o heterociclilo; y

R" se selecciona entre el grupo que consiste en fllor, cloro, -CHs, -CF3, -OH, -OCHj3, -OCF3, -OCH2CH3 vy -
OCH,CF3.

En ciertas realizaciones, R* es un anillo fenilo, furilo, pirrolidinilo o tienilo opcionalmente sustituido con uno o dos
sustituyentes seleccionados independientemente entre el grupo que consiste en halo, alifatico Ci.3 y fluoroalifatico

En algunas realizaciones, R® es hidrégeno, alifatico C;.3, fluoroalifatico C;-3 0 -CH,-OCHG.
En algunas realizaciones, R® es hidrégeno, alifatico C;-3 o fluoroalifatico Ci-3.

En ciertas realizaciones, R? es halo, alifatico Cy.3, fluoroalifatico Cy.3, -OH, -O(alifatico C1.3), -O(fluoroalifatico Cy.3), -
C=C-R®, -CH=CH-R? o un anillo pirrolidinilo, tienilo, furilo o fenilo opcionalmente sustituido, en el que R® es
hidrégeno, alifatico Ci.s, fluoroalifatico Ci.3 0 -CH,-OCHas. En ciertas realizaciones particulares, R? se selecciona
entre el grupo que consiste en cloro, fldor, alifatico C,.3, fluoroalifatico C;.3, -OCHgs, -OCF3, -C=C-H, -C=C-CHjs, -C=C-
CH,0OCHj3;, -CH=CH,, -CH=CHCHj3, N-metilpirrolidinilo, tienilo, metiltienilo, furilo, metilfurilo, fenilo, fluorofenilo y tolilo.

La Tabla 1 muestra ejemplos especificos de compuestos de formula (1).

Tabla 1. Inhibidores de Aurora quinasa

CO,H CO,H
¥ o X o
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(continuacién)

H,c-O, FO2H CO,H

CO,H CO,H
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(continuacién)
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CO.H
QQ '
CH,
17 18

Los compuestos en la Tabla 1 anterior también pueden identificarse por los siguientes nombres quimicos:

Nombre Quimico

1 | &cido 4-{[9-cloro-7-(2-fluoro-6-metoxifenil)-5H-pirimido[5,4-d][2]benzazepin-2-ilJamino}-2-metoxibenzoico

2 | acido 4-{[9-etinil-7-(2-fluoro-6-metoxifenil)-5H-pirimido[5,4-d][2]benzazepin-2-illamino}-2-metoxibenzoico

3 | &cido 4-({9-cloro-7-[2-fluoro-6-(trifluorometoxi)fenil]-5H-pirimido[5,4-d][2]benzazepin-2-il}amino)-2-
metoxibenzoico

4 | &cido 4-{[7-(2-fluoro-6-metoxifenil)-9-(1-metil-1H-pirrol-2-il)-5H-pirimido[5,4-d][2]benzazepin-2-illamino)-2-
metoxibenzoico

5 | &cido 4-{[7-(2-fluoro-6-metoxifenil)-9-(4-metil-3-tienil)-5H-pirimido[5,4-d][2]benzazepin-2-illamino}-2-
metoxibenzoico

6 | &cido 4-{[7-(2-fluoro-6-metoxifenil)-9-(3-metil-2-furil)-5H-pirimido[5,4-d][2]benzazepin-2-ilJamino}-2-
metoxibenzoico

7 | &cido 4-({9-etinil-7-[2-fluoro-6-(2,2,2-trifluoroetoxi)fenil]-5H-pirimido[5,4-d][2]benzazepin-2-il}amino)-2-
metoxibenzoico

8 | &cido 4-{[9-cloro-7-(2,6-difluorofenil)-5H-pirimido[5,4-d][2]benzazepin-2-ilJamino}-2-metoxibenzoico

9 | acido 4-{[7-(2-fluoro-6-metoxifenil)-9-(2-metilfenil)-5H-pirimido[5,4-d][2]benzazepin-2-ilJlamino}-2-metoxibenzoico

10 | &cido 4-{[7-(2-fluoro-6-metoxifenil)-9-prop-1-in-1-il-5H-pirimido[5,4-d][2]benzazepin-2-ilJlamino[-2-metoxibenzoico

11 | acido 4-{[7-(2-fluoro-6-metoxifenil)-9-vinil-5H-pirimido[5,4-d][2]benzazepin-2-illamino}-2-metoxibenzoico
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(continuacién)

Nombre Quimico

12 | &cido 4-{[7-(2-fluoro-6-metoxifenil)-9-(2-fluorofenil)-5H-pirimido[5,4-d][2]benzazepin-2-illamino}-2-
metoxibenzoico

13 | 4cido  4-{[7-(2-fluoro-6-metoxifenil)-9-(3-metoxiprop-1-in-1-il)-5H-pirimido[5,4-d][2]benzazepin-2-i]] amino}-2-
metoxibenzoico

14 | &cido 4-({7-(2-fluoro-6-metoxifenil)-9-[(1E)-prop-1-en-1-il]-5H-pirimido[5,4-d][2]benzazepin-2-il}amino)-2-
metoxibenzoico

15 | &cido 4-({9-cloro-7-[2-fluoro-6-(2,2,2-trifluoroetoxi)fenil]-5H-pirimido[5,4-d][2]benzazepin-2-il}amino)-2-
metoxibenzoico

16 | acido 4-{[7-(2-fluoro-6-metoxifenil)-9-(2-furil)-5H-pirimido[5,4-d][2]benzazepin-2-i[Jamino}-2-metoxibenzoico

17 | &cido 4-{[9-cloro-7-(2-fluoro-6-hidroxifenil)-5H-pirimido[5,4-d][2]benzazepin-2-illamino}-2-metoxibenzoico

18 | acido 4-{[7-(2-fluoro-6-metoxifenil)-9-fenil-5H-pirimido[5,4-d][2]benzazepin-2-ilJlamino}-2-metoxibenzoico

En una realizacién, el compuesto de férmula (I) es acido 4-{[9-cloro-7-(2-fluoro-6-metoxifenil)-5H-pirimido[5,4-
d][2]benzazepin-2-illamino}-2-metoxibenzoico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En una realizacion
particular, el compuesto de férmula (I) es 4-{[9-cloro-7-(2-fluoro-6-metoxifenil)-5H-pirimido[5,4-d][2]benzazepin-2-
illamino}-2-metoxibenzoato sodico.

A menos que se indique otra cosa, las estructuras representadas en el presente documento pretenden incluir
compuestos que difieren Unicamente en presencia de uno o0 mas atomos enriquecidos con isétopos. Por ejemplo, los
compuestos que tienen la presente estructura excepto para el reemplazo de un atomo de hidrégeno por un deuterio
o tritio, o el reemplazo de un atomo de carbono por un carbono enriquecido con 3¢ 0 C estan dentro del alcance
de la invencién.

El término "alifatico" o "grupo alifatico”, como se usa en el presente documento, se refiere a un hidrocarburo Ci.12
ciclico sustituido o sin sustituir de cadena lineal o ramificada, que estd completamente saturado o que contiene una
0 mas unidades de insaturacion, pero que no es aromatico. Por ejemplo, los grupos alifaticos adecuados incluyen
grupos alquilo, alquenilo, alquinilo ciclicos sustituidos o sin sustituir, lineales o ramificados, e hibridos de los mismos,
tales como (cicloalquil)alquilo, (cicloalquenil)alquilo o (cicloalquil)alquenilo.

El término "cicloalifatico”, usado solo o como parte de un resto mayor, se refiere a un sistema de anillos alifatico
ciclico saturado o parcialmente insaturado que tiene de 3 a aproximadamente 14 miembros, en el que el sistema de
anillos alifatico esta opcionalmente sustituido. En algunas realizaciones, el cicloalifatico es un hidrocarburo
monociclico que tiene 3-8 ¢ 3-6 atomos de carbono en el anillo. Los ejemplos no limitantes incluyen ciclopropilo,
ciclobutilo, ciclopentilo, ciclopentenilo, ciclohexilo, ciclohexenilo, cicloheptilo, cicloheptenilo, ciclooctilo, ciclooctenilo y
ciclooctadienilo. En algunas realizaciones, el cicloalifatico es un hidrocarburo biciclico puenteado o condensado que
tiene 6-12, 6-10 6 6-8 4tomos de carbono en el anillo, en el que cualquier anillo individual en el sistema de anillos
biciclico tiene 3-8 miembros.

En algunas realizaciones, dos sustituyentes adyacentes en el anillo cicloalifatico, tomados junto con los atomos en el
anillo que intervienen, forman un anillo opcionalmente sustituido condensado aromatico de 5 a 6 miembros o no
aromatico de 3 a 8 miembros que tiene 0-3 heteroatomos en el anillo seleccionados entre el grupo que consiste en
O, Ny S. Por lo tanto, el término "cicloalifatico” incluye anillos alifaticos que estan condensados a uno o més anillos
arilo, heteroarilo o heterociclilo. Los ejemplos no limitantes incluyen indanilo, 5,6,7,8-tetrahidroquinoxalinilo,
decahidronaftilo o tetrahidronaftilo, en los que el radical o punto de unién esta en el anillo alifatico. El término
"cicloalifatico" puede usarse de forma intercambiable con los términos "carbociclo", "carbociclilo”, "carbociclo" o
"carbociclico".

Las expresiones "arilo" y "ar-", usadas solas o como parte de un resto mayor, por ejemplo, "aralquilo”, "aralcoxi" o
"ariloxialquilo”, se refieren a un hidrocaburo aromatico de C¢ a Ci14, que comprende de uno a tres anillos, cada uno
de los cuales esta opcionalmente sustituido. Preferentemente, el grupo arilo es un grupo arilo Ce.10. LOS grupos arilo
incluyen, sin limitacion, fenilo, naftilo y antracenilo. En algunas realizaciones, dos sustituyentes adyacentes en el
anillo arilo, tomados junto con los &tomos en el anillo que intervienen, forman un anillo opcionalmente sustituido
condensado aromatico de 5 a 6 miembros o no aromatico de 4 a 8 miembros que tiene 0-3 heteroatomos en el anillo
seleccionados entre el grupo que consiste en O, N y S. Por lo tanto, el término "arilo", como se usa en el presente
documento, incluye grupos en los que un anillo aromético estd condensado a uno o mas anillos heteroarilo,
cicloalifaticos o heterociclilo, en los que el radical o punto de unién esti en el anillo aromatico. Los ejemplos no
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limitantes de dichos sistemas de anillos condensados incluyen indolilo, isoindolilo, benzo-tienilo, benzofuranilo,
dibenzofuranilo, indazolilo, bencimidazolilo, benztiazolilo, quinolilo, isoquinolilo, cinnolinilo, ftalazinilo, quinazolinilo,
quinoxalinilo, carbazolilo, acridinilo, fenazinilo, fenotiazinilo, fenoxazinilo, tetrahidroquinolinilo, tetrahidroisoquinolinilo,
fluorenilo, indanilo, fenantridinilo, tetrahidronatftilo, indolinilo, fenoxazinilo, benzodioxanilo y benzodioxolilo. Un grupo
arilo puede ser mono-, bi-, tri- o policiclico, preferentemente mono-, bi- o triciclico, mas preferentemente mono- o
biciclico. El término "arilo" puede usarse de forma intercambiable con las expresiones "grupo arilo”, "resto arilo" y
"anillo arilo".

Un grupo "aralquilo" o "arilalquilo" comprende un grupo arilo unido covalentemente a un grupo alquilo, cualquiera de
los cuales esta independientemente sustituido opcionalmente. Preferentemente, el grupo aralquilo es aril Ce.10-
alquilo (Ci-6), aril Ce-10-alquilo (Cs-4) 0 aril Ce.10-alquilo (C1-3), incluyendo, sin limitacion, bencilo, fenetilo y naftiimetilo.

Las expresiones "heteroarilo" y "heteroar-", usadas solas o como parte de un resto mayor, por ejemplo,
heteroaralquilo, o "heteroaralcoxi", se refieren a grupos que tienen de 5 a 14 atomos en el anillo, preferentemente 5,
6, 9 6 10 atomos en el anillo; que tienen 6,10 6 14 & electrones compartidos en una matriz ciclica; y que tienen,
ademas de atomos de carbono, de uno a cuatro heterodtomos. El término "heterodtomo" se refiere a nitrégeno,
oxigeno o azufre, e incluye cualquier forma oxidada de nitrogeno o azufre, y cualquier forma cuaternizada de un
nitrégeno basico. Los grupos heteroarilo incluyen, sin limitacién, tienilo, furanilo, pirrolilo, imidazolilo, pirazolilo,
triazolilo, tetrazolilo, oxazolilo, isoxazolilo, oxadiazolilo, tiazolilo, isotiazolilo, tiadiazolilo, piridilo, piridazinilo,
pirimidinilo, pirazinilo, indolizinilo, purinilo, naftiridinilo y pteridinilo. En algunas realizaciones, dos sustituyentes
adyacentes en el heteroarilo, tomados junto con los atomos en el anillo que intervienen, forman un anillo
opcionalmente sustituido condensado aromatico de 5 a 6 miembros o no aromatico de 4 a 8 miembros que tiene 0-3
heteroatomos en el anillo seleccionados entre el grupo que consiste en O, N y S. Por lo tanto, los términos
"heteroarilo" y "heteroar-", como se usan en el presente documento, también incluyen grupos en los que un anillo
heteroaromatico estd condensado a uno o mas anillos arilo, cicloalifaticos o heterociclilo, en los que el radical o
punto de unién estd en el anillo heteroaromatico. Los ejemplos no limitantes incluyen indolilo, isoindolilo,
benzotienilo, benzofuranilo, dibenzofuranilo, indazolilo, bencimidazolilo, benztiazolilo, quinolilo, isoquinolilo,
cinnolinilo, ftalazinilo, quinazolinilo, quinoxalinilo, 4H-quinolizinilo, carbazolilo, acridinilo, fenazinilo, fenotiazinilo,
fenoxazinilo, tetrahidroquinolinilo, tetrahidroisoquinolinilo y pirido[2,3-b]-1,4-oxazin-3(4H)-ona. Un grupo heteroarilo
puede ser mono-, bi-, tri- 0 policiclico, preferentemente mono-, bi- o triciclico, mas preferentemente mono- o biciclico.
El término "heteroarilo" puede usarse de forma intercambiable con las expresiones "anillo heteroarilo”, "grupo
heteroarilo" o "heteroaromatico”, incluyendo cualquiera de dichos términos anillos que estdn opcionalmente
sustituidos. El término "heteroaralquilo” se refiere a un grupo alquilo sustituido con un heteroarilo, en el que las
porciones alquilo y heteroarilo estan independientemente sustituidas opcionalmente.

Como se usa el presente documento, las expresiones "heterociclo”, "heterociclilo”, "radical heterociclico” y "anillo
heterociclico" se usan de forma intercambiable y se refieren a un resto heterociclico biciclico estable monociclico de
3 a 7 miembros, 0 a un resto heterociclico biciclico condensado de 7 a 10 miembros o puenteado de 6 a 10
miembros que esta saturado o parcialmente insaturado, y que tiene, ademas de atomos de carbono, uno o mas,
preferentemente de uno a cuatro, heteroatomos, como se ha definido anteriormente. Cuando se usa en referencia a
un atomo del anillo de un heterociclo, el término "nitrégeno” incluye un nitrégeno sustituido. Como ejemplo, en un
anillo heterociclilo que tiene 1-3 heteroatomos seleccionados entre oxigeno, azufre o nitrégeno, el nitrogeno puede
ser N (como en 3,4-dihidro-2H-pirrolilo), NH (como en pirrolidinilo) o +NR (como en pirrolidinilo N-sustituido). Un
anillo heterociclico puede estar unido a su grupo colgante en cualquier heteroatomo o atomo de carbono que dé
como resultado una estructura estable, y cualquiera de los atomos en el anillo puede estar opcionalmente sustituido.
Los ejemplos de dichos radicales heterociclicos saturados o parcialmente insaturados incluyen, sin limitacion,
tetrahidrofuranoilo, tetrahidrotienilo, pirrolidinilo, pirrolidonilo, piperidinilo, pirrolinilo, tetrahidroquinolinilo,
tetrahidroisoquinolinilo, decahidroquinolinilo, oxazolidinilo, piperazinilo, dioxanilo, dioxolanilo, diazepinilo, oxazepinilo,
tiazepinilo, morfolinilo y quinuclidinilo.

En algunas realizaciones, dos sustituyentes adyacentes en un anillo heterociclico, tomados junto con los &tomos en
el anillo que intervienen, forman un anillo opcionalmente sustituido condensado aromatico de 5 a 6 miembros o no
aromatico de 3 a 8 miembros que tiene 0-3 heteroatomos en el anillo seleccionados entre el grupo que consiste en
0O, Ny S. Por lo tanto, las expresiones "heterociclo”, "heterociclilo”, "anillo heterociclilo”, "grupo heterociclico”, "resto
heterociclico" y "radical heterociclico", se usan de forma intercambiable en el presente documento, e incluyen grupos
en los que un anillo heterociclilo estd condensado a uno o més anillos arilo, heteroarilo o cicloalifaticos, tales como
indolinilo, 3H-indolilo, cromanilo, fenantridinilo o tetrahidroquinolinilo, en los que el radical o punto de unién esta en el
anillo heterociclilo. Un grupo heterociclilo puede ser mono-, bi-, tri-, o policiclico, preferentemente mono-, bi-, o
triciclico, méas preferentemente mono- o biciclico. El término "heterociclilalquilo” se refiere a un grupo alquilo
sustituido con un heterociclilo, en el que las porciones alquilo y heterociclilo estan independientemente sustituidas
opcionalmente.

Como se usa en el presente documento, la expresion "parcialmente insaturado” se refiere a un resto del anillo que
incluye al menos un doble o triple enlace entre &tomos en el anillo. La expresion "parcialmente insaturado” pretende
incluir anillos que tienen multiples sitios de insaturacién, pero no pretende incluir restos arilo o heteroarilo, como se
describe en el presente documento.
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Los términos "haloalifatico”, "haloalquilo”, "haloalquenilo” y "haloalcoxi" se refieren a un grupo alifatico, alquilo,
alquenilo o alcoxi, segun sea el caso, que esta sustituido con uno o mas atomos de halégeno. Como se usa en el
presente documento, el término "halégeno” o "halo" significa F, Cl, Br o I. El término "fluoroalifatico” se refiere a un
haloalifatico, en el que el halégeno es flior.

El término "alquileno” se refiere a un grupo alquilo bivalente. Una "cadena alquileno” es un grupo polimetileno, es
decir, -(CH2)n-, en el que n es un nimero entero positivo, preferentemente de 1 a6,de 1a4,de1a3,dela?2,ode
2 a 3. Una cadena alquileno sustituida es un grupo polimetileno en el que uno o mas atomos de hidrogeno de
metileno se reemplazan por un sustituyente. Los sustituyentes adecuados incluyen los descritos a continuacion para
un grupo alifatico sustituido. Una cadena alquileno también puede estar sustituida en una 0 mas posiciones con un
grupo alifatico o un grupo alifatico sustituido.

El término "sustituido”, como se usa en el presente documento, significa que un radical de hidrégeno del resto
designado se reemplaza por el radical de un sustituyente especifico, con la condicion de que la sustitucion dé como
resultado un compuesto quimicamente viable o estable. La expresion "uno o mas sustituyentes”, como se usa en el
presente documento, se refiere a un nimero de sustituyentes que iguala de uno al nimero maximo de sustituyentes
posibles en base al nimero de sitios de enlace disponibles, con la condicién de que las condiciones anteriores de
estabilidad y viabilidad quimica se cumplan. A menos que se indique otra cosa, un grupo opcionalmente sustituido
puede tener un sustituyente en cada posicion sustituible del grupo, y los sustituyentes pueden ser iguales o
diferentes.

Un grupo arilo (incluyendo el resto arilo en aralquilo, aralcoxi, ariloxialquilo y similares) o heteroarilo (incluyendo el
resto heteroarilo en heteroaralquilo, heteroaralcoxi y similares) puede contener uno 0 mas sustituyentes. Los
ejemplos de sustituyentes adecuados en el &tomo de carbono insaturado de un grupo arilo o heteroarilo incluyen -
halo, -NO;, -CN, -R*, -C (R*)=C(R*);, -C=C-R* -OR*, -SR°, -S(O)R°, -SO;R°, -SOsR° -SO:N(R"); -N(R")2, -
NR'C(O)R*, -NR'C(O)N(R")2, -NR'CO3R?, -O-CO,R*, -OC(O)N(R")2, -O-C(0)R*, -CO,R*, -C(0)-C(O)R*, -C(O)R*, -
C(O)N(R")2, -C(O)N(RHC(=NR"-N(R"2, -N(R)C(=NR")-N(R")-C(O)R*, -C(=NR")-N(R"2, -C(=NR")-OR*, -N(R")-
N(R"2, -N(RDC(=NR"-N(R"2, -NR'SO;R®, -NR'SO,N(R")2, -P(0O)(R*)2, -P(0)(OR*);, -O-P(0)-OR* y -P(O)(NR"-
N(R")2; o dos sustituyentes adyacentes, tomados junto con sus atomos intervinientes, forman un anillo insaturado o
parcialmente insaturado de 5-6 miembros que tiene 0-3 4tomos en el anillo seleccionados entre el grupo que
consisteenN,OyS.

Un grupo arilo (incluyendo el resto arilo en aralquilo, aralcoxi, ariloxialquilo y similares) o heteroarilo (incluyendo el
resto heteroarilo en heteroaralquilo y heteroaralcoxi y similares) puede contener uno o mas sustituyentes. Los
ejemplos de sustituyentes adecuados en el &tomo de carbono insaturado de un grupo arilo o heteroarilo incluyen -
halo, -NO,, -CN, -R*-C(R*)=C(R*);, -C=C-R*, -OR*, -SR° -S(O)R°, -SO;R° -SO3R° -SO;N(R+)2, -N(R"): -
NR'C(O)R*, -NR'C(O)N(R")2, -NR'CO3R?®, -O-CO,R*, -OC(O)N(R")2, -O-C(0)R*, -CO,R*, -C(O)-C(O)R*, -C(O)R*, -
C(O)N(R")2, -C(O)N(RHC(=NR"-N(R"2, -N(R)C(=NR")-N(R")-C(O)R*, -C(=NR")-N(R"2, -C(=NR")-OR*, -N(R")-
N(R")2, -N(R)C(=NR")-N(R")2, -NR'SO2R®, -NR'SO,N(R+)z, -P(0)(R*)2, -P(O)(OR*),, -O-P(0)-OR* y -P(O)(NR")-
N(R")2; o dos sustituyentes adyacentes, tomados junto con sus atomos intervinientes, forman un anillo insaturado o
parcialmente insaturado de 5-6 miembros que tiene 0-3 4tomos en el anillo seleccionados entre el grupo que
consisteenN,OyS.

Cada R’, independientemente, es hidrégeno o un grupo alifatico, arilo, heteroarilo o heterociclilo opcionalmente
sustituido, o dos R™ en el mismo atomo de nitrégeno, tomados junto con el atomo de nitrégeno, forman un anillo
aromatico o no aromatico de 5-8 miembros que tiene, ademas del atomo de nitrégeno, 0-2 heterodtomos en el anillo
seleccionados entre N, O y S. Cada R* independientemente es hidrégeno o un grupo alifatico, arilo, heteroarilo o
heterociclilo opcionalmente sustituido. Cada R° es un grupo alifatico o arilo opcionalmente sustituido.

Un grupo alifatico o un anillo heterociclico no aromético pueden estar sustituidos con uno o mas sustituyentes. Los
ejemplos de sustituyentes adecuados en el carbono saturado de un grupo alifatico o de un anillo heterociclico no
aromatico incluyen, sin limitacion, los que se han enumerado anteriormente para el carbono insaturado de un grupo
arilo o heteroarilo y los que se indican a continuacion: =0, =S, =C(R*)2, =N-N(R*),, =N-OR*, =N-NHC(O)R*, =N-
NHCO2R®, =N-NHSO2R?®, 0 =N-R*, en los que cada R* y R° es como se ha definido anteriormente.

Los sustituyentes adecuados en el &tomo de nitrégeno de un anillo heterociclico no aromético incluyen -R*, -N(R*)z, -
C(O)R*, -CO2R*, -C(0)-C(O)R*-C(O)CH.C(O)R*, -SO2R*, -SO2N(R*)2, -C(=S)N(R*)2, -C(=NH)-N(R*)2 y -NR*SO;R*;
en los que cada R* es como se ha definido anteriormente.

Los compuestos de férmula (I) son inhibidores de Aurora quinasa. Los compuestos pueden ensayarse in vitro o in
Vivo con respecto a su capacidad para unirse a y/o inhibir una Aurora quinasa. Los ensayos in vitro incluyen ensayos
para determinar la inhibicién de la capacidad de una Aurora quinasa para fosfolirar una proteina o péptido sustrato.
Ensayos in vitro alternativos cuantifican la capacidad del compuesto para unirse a una Aurora quinasa. La unién del
inhibidor puede medirse por radiomarcaje del inhibidor antes de la unién, aislando el complejo inhibidor/Aurora
quinasa y determinando la cantidad de radiomarcador unido. Como alternativa, la unién del inhibidor puede
determinarse realizando un experimento de competicion en el que se incuban nuevos inhibidores con Aurora
quinasa unida a un radioligando nuevo. Los compuestos de la invencion también pueden ensayarse con respecto a
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su capacidad para afectar a las funciones celulares o fisiol6gicas mediadas por la actividad Aurora quinasa. Se
describen en los Ejemplos y/o se conocen en la técnica ensayos para cada una de estas actividades.

Los compuestos de férmula (I) se pueden utilizar en un método para inhibir la actividad Aurora quinasa en una
célula, que comprende poner en contacto una célula en la que se desea la inhibicion de Aurora quinasa con el
inhibidor de Aurora quinasa de formula (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Preferentemente, el procedimiento provoca una inhibicion de la proliferaciéon celular de las células con las que se
pone en contacto. La frase “inhibicion de la proliferacion celular” se usa para indicar una capacidad de un inhibidor
de Aurora quinasa para inhibir el nimero de células o el crecimiento celular en células que entran en contacto en
comparacion con células que no entran en contacto con el inhibidor. Puede realizarse una evaluacion de la
proliferacién celular contando células usando un contador celular o mediante un ensayo de viabilidad celular, por
ejemplo, un ensayo BrdU, MTT, XTT o WST. Cuando las células estan en un crecimiento sélido (por ejemplo, un
tumor sdlido u érgano), puede realizarse una evaluacion tal de la proliferacion celular midiendo el crecimiento, por
ejemplo, con calibradores, y comparando el tamafio del crecimiento de células puestas en contacto con células no
puestas en contacto.

Preferentemente, el crecimiento de células puestas en contacto con el inhibidor se retrasa al menos
aproximadamente un 50 % en comparacién con el crecimiento de células no puestas en contacto. En diversas
realizaciones, la proliferacion celular de células puestas en contacto se inhibe en al menos aproximadamente un 75
%, al menos aproximadamente un 90 % o al menos aproximadamente un 95 % en comparacién con células no
puestas en contacto. En algunas realizaciones, la frase “inhibiciéon de la proliferacion celular” incluye una reduccion
del nimero de células puestas en contacto, en comparacién con células no puestas en contacto. Por lo tanto, un
inhibidor de Aurora quinasa que inhibe la proliferacion celular en una célula puesta en contacto puede inducir que la
célula puesta en contacto experimente retraso del crecimiento, experimente detencion del crecimiento, experimente
muerte celular programada (es decir, apoptosis) o experimente muerte celular necrética.

Los presentes inventores han descubierto que los compuestos de férmula (l), que se caracterizan por un
sustituyente metoxi en la posicién orto para el sustituyente de acido carboxilico en el Anillo C y un sustituyente no de
hidrégeno R® en el Anillo B, muestran potencia sorprendente en ensayos basados en células cuando se compara
con compuestos estructuralmente similares.

Por ejemplo, la Tabla 2 muestra una comparacion del compuesto 1 con los compuestos i, ii y iii desvelados en
Claiborne y col., Publicacién de Patente Internacional WO 05/111039. Los compuestos 1y i-iii se ensayaron en tres
ensayos celulares: (1) ensayo de autofosforilacion de Aurora A pT288; (2) ensayo de proliferacion celular de BrdU en
células HCT116; y (3) ensayo de proliferacion celular de BrdU en células SW480. Los protocolos para estos ensayos
se conocen en la técnica y se describen en el Ejemplo 6. Los compuestos i y ii mostraron potencia muy similar en los
tres ensayos, lo que sugiere que la adicién de un sustituyente metoxi en la posicidn orto para el sustituyente de
acido carboxilico en el Anillo C tiene de poco a ningun efecto en la potencia celular. Por el contrario, el compuesto iii
mostré potencia significativamente mejorada en los tres ensayos en comparacion con el compuesto ii, lo que sugiere
que un sustituyente adicional en el Anillo B mejora la potencia. A la vista de estos datos, el hecho de que el
compuesto 1 sea mas potente que los compuestos i y ii no era inesperado. Sorprendentemente, sin embargo, el
compuesto 1 también muestra un notable aumento de 2 a 4 veces en potencia en comparacion con el compuesto iii.
Como indican estos datos, la combinacién de un sustituyente de metoxi en la posicion orto para el sustituyente de
acido carboxilico y un sustituyente no de hidrégeno R’ en el Anillo B proporciona una mejora inesperada de la
potencia.

Tabla 2: Potencia Celular de Inhibidores de Aurora Quinasa

Compuesto | Estructura Clso de pT288 (uM) |DLso de BrdU HCT116 DLso de BrdU SW480
(nM) (nM)
HO
0
@ OCH,
HN
N
1 N7 ¥ 0,005 0,03 0,41
Cl =N
[
)
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(continuacién)

Compuesto | Estructura Clso de pT288 (uM) |DLso de BrdU HCT116 DLso de BrdU SW480
(uM) (uM)
i 0,18 0,707 6,502
ii 0,15 0,758 7,579
iii 0,018 0,13 0,94

El compuesto 1 también es mas potente que el compuesto iii in vivo, como se demuestra en un modelo de
xenotransplante de carcinoma de colon humano HCT116 en raton (véase Ejemplo 7). Se espera que la potencia in
vivo mejorada de los compuestos de formula (I) dé como resultado un indice terapéutico mejorado con respecto a
efectos secundarios fuera de diana.

Se puede proporcionar un compuesto de formula (I), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en una
composicion farmacéutica que también comprende un portador farmacéuticamente aceptable.

Si se utiliza una sal farmacéuticamente aceptable del compuesto en estas composiciones, la sal deriva
preferentemente de un acido o base inorganico u organico. Para revisiones de sales adecuadas, véase, por ejemplo,
Berge y col, J. Pharm. Sci. 66: 1-19 (1977) y Remington; The Science and Practice of Pharmacy, 20.2 Ed., ed. A.
Gennaro, Lippincott Williams & Wilkins, 2000.

Los ejemplos no limitantes de sales de adicion de acidos adecuadas incluyen los siguientes: acetato, adipato,
alginato, aspartato, benzoato, bencenosulfonato, bisulfato, butirato, citrato, canforato, canfor sulfonato,
ciclopentanopropionato, digluconato, dodecilsulfato, etanosulfonato, fumarato, lucoheptanoato, glicerofosfato,
hemisulfato, heptanoato, hexanoato, clorhidrato, bromhidrato, yodhidrato, 2-hidroxietanosulfonato, lactato, maleato,
metanosulfonato, 2-naftalenosulfonato, nicotinato, oxalato, pamoato, pectinato, persulfato, 3-fenil-propionato, picrato,
pivalato, propionato, succinato, tartrato, tiocianato, tosilato y undecanoato.

Las sales de adicién de bases adecuadas incluyen, sin limitacion, sales de amonio, sales de metales alcalinos, tales
como sales de sodio y potasio, sales de metales alcalinotérreos, tales como sales de calcio y magnesio, sales con
bases organicas, tales como diciclohexilamina, N-metil-D-glucamina, t-butilamina, etilendiamina, etanolamina y
colina y sales con aminoacidos tales como arginina, lisina y asi sucesivamente. En una realizacion, el compuesto de
férmula (1) puede formularse como la sal de sodio correspondiente.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 528 793 T3

Ademas, los grupos que contienen nitrdgeno basico pueden cuaternizarse con tales agentes como haluros de
alquilos inferiores, tales como, metil, etil, propil y butil cloruros, bromuros y yoduros; dialquil sulfatos, tales como
dimetil, dietil, dibutil y diamil sulfatos, haluros de cadena larga tales como decil, lauril, miristil y estearil cloruros,
bromuros y yoduros, aralquil haluros, tales como bencil y fenetil bromuros y otros. Se obtienen de este modo
productos dispersables o solubles en agua o aceite.

La expresion “vehiculo farmacéuticamente aceptable” se usa en el presente documento para referirse a un material
gue es compatible con un sujeto receptor, preferentemente un mamifero, méas preferentemente un ser humano, y es
adecuado para suministrar un agente activo al sitio diana sin detener la actividad del agente. La toxicidad o efectos
adversos, si los hubiera, asociados con el vehiculo preferentemente son proporcionados a una relacion de
riesgo/beneficio razonable para el uso pretendido del agente activo.

Los términos “transportador”, “adyuvante” o “vehiculo” se usan de forma intercambiable en el presente documento e
incluyen todos y cada uno de los disolventes, diluyentes y otros vehiculos liquidos, adyuvantes de dispersion o
suspension, agentes tensioactivos, agentes isotonicos, agentes espesantes o emulsionantes, conservantes,
aglutinantes solidos, lubricantes y similares, segiin sean adecuados para la forma farmacéutica particular deseada.
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 20.2 Ed., ed. A. Gennaro, Lippincott Williams & Wilkins, 2000
desvela diversos vehiculos usados en la formulacion de composiciones farmacéuticamente aceptables y técnicas
conocidas para la preparacién de los mismos. Excepto siempre que cualquier medio de vehiculo convencional sea
incompatible con los compuestos de la invencién, tal como por produccién de cualquier efecto bioldgico indeseable o
interaccion de otro modo de una manera deletérea con cualquier otro componente o componentes de la composicion
farmacéuticamente aceptable, se contempla que su uso esta dentro del alcance de la presente invencién. Algunos
ejemplos de materiales que pueden actuar como vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen, pero sin
limitacion, intercambiadores idnicos, alimina, estearato de aluminio, lecitina, proteinas del suero, tales como
albumina de suero humano, sustancias tamponantes tales como fosfato de hidrégeno disddico, fosfato de hidrégeno
potasico, carbonato sédico, bicarbonato sédico, carbonato potasico, bicarbonato potasico, hidréxido de magnesio e
hidréxido de aluminio, glicina, &cido sérbico o sorbato potasico, mezclas de glicéridos parciales de &cidos grasos
vegetales saturados, agua, agua sin pirdgenos, sales o electrolitos tales como sulfato de protamina, fosfato de
hidrégeno disddico, fosfato de hidrégeno potasico, cloruro sédico y sales de cinc, silice coloidal, trisilicato
magnésico, polivinilpirrolidona, poliacrilatos, ceras, polimeros en bloque de polietilen-polioxipropileno, lanolina,
azucares tales como lactosa, glucosa, sacarosa, almidones tales como almidon de maiz y almidon de patata,
celulosa y sus derivados tales como carboximetilcelulosa sédica, etilcelulosa y acetato de celulosa, goma de
tragacanto en polvo; malta, gelatina, talco, excipientes tales como manteca de cacao y ceras de supositorios, aceites
tales como aceite de cacahuete, aceite de semilla de algodoén, aceite de cartamo, aceite de sésamo, aceite de oliva,
aceite de maiz y aceite de soja, glicoles tales como propilenglicol y polietilenglicol, ésteres tales como etil oleato y
etil laurato, agar, acido alginico, solucién salina isotdnica, solucién de Ringer, alcoholes tales como etanol, alcohol
isopropilico, alcohol hexadecilico y glicerol, ciclodextrinas, lubricantes tales como laurilsulfato sédico y estearato de
magnesio, hidrocarburos del petréleo tales como aceite mineral y vaselina. También pueden estar presentes en la
composicién agentes colorantes, agentes de liberacion, agentes de revestimiento, agentes edulcorantes, saporiferos
y perfumantes, conservantes y antioxidantes, de acuerdo con el criterio del formulador.

Las composiciones farmacéuticas pueden fabricarse por procedimientos bien conocidos en la técnica tales como
procedimientos convencionales de granulacion, mezcla, disolucién, encapsulacion, liofilizacién o emulsion, entre
otros. Las composiciones pueden producirse en diversas formas, incluyendo granulos, precipitados o particulados,
polvos, incluyendo polvos liofilizados, secados por rotacibn o secados por pulverizacion, polvos amorfos,
comprimidos, cépsulas, jarabe, supositorios, inyecciones, emulsiones, elixires, suspensiones o soluciones. Las
formulaciones pueden contener opcionalmente disolventes, diluyentes y otros vehiculos liquidos, adyuvantes de
dispersion o suspension, agentes tensioactivos, modificadores del pH, agentes isotonicos, agentes espesantes o
emulsionantes, estabilizadores y conservantes, aglutinantes sélidos, lubricantes y similares, segun sea adecuado
para la forma farmacéutica particular deseada.

Las composiciones se pueden formular para administraciéon farmacéutica a un mamifero, preferentemente un ser
humano. Tales composiciones farmacéuticas pueden administrarse por via oral, via parenteral, por pulverizacion de
inhalacién, por via tdpica, via rectal, via nasal, via bucal, via vaginal o mediante un depdsito implantado. El término
“parenteral” como se usa en el presente documento incluye técnicas de inyeccion o infusion subcutaneas,
intravenosas, intramusculares, intraarticulares, intrasinoviales, intraesternales, intratecales, intrahepaticas,
intralesionales e intracraneales. Preferentemente, las composiciones se administran por via oral, via intravenosa o
via subcutanea. Las formulaciones pueden disefiarse para ser de actuacion corta, liberaciéon rapida o actuacion
larga. Ademas, los compuestos pueden administrarse en un medio local en lugar de sistémico, tal como
administracion (por ejemplo, por inyeccién) en un sitio tumoral.

Las formas farmacéuticas liquidas para administracion oral incluyen, pero sin limitacién, emulsiones,
microemulsiones, soluciones, suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables. Ademéas de los
compuestos activos, las formas farmacéuticas liquidas pueden contener diluyentes inertes habitualmente usados en
la técnica tales como, por ejemplo, agua u otros disolventes, agentes solubilizantes y emulsionantes tales como
alcohol etilico, alcohol isopropilico, etilcarbonato, etilacetato, alcohol bencilico, bencilbenzoato, propilenglicol, 1,3-
butilenglicol, ciclodextrinas, dimetilformamida, aceites (en particular, aceites de semilla de algodon, cacahuete, maiz,
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germen, oliva, ricino y sésamo), glicerol, alcohol tetrahidrofurfurilico, polietilenglicoles y ésteres de acidos grasos de
sorbitan y mezclas de los mismos. Ademas de diluyentes inertes, las composiciones orales también pueden incluir
adyuvantes tales como agentes humectantes, agentes emulsionantes y de suspensién, agentes edulcorantes,
saporiferos y perfumantes.

Las preparaciones inyectables, por ejemplo, suspensiones acuosas u oleaginosas inyectables estériles pueden
formularse de acuerdo con la técnica conocida usando agentes de dispersion o humectantes y agentes de
suspension adecuados. La preparacion inyectable estéril también puede ser una solucién, suspension o emulsion
inyectable estéril en un diluyente o disolvente no toxico parenteralmente aceptable, por ejemplo, como una solucion
en 1,3-butanodiol. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que pueden emplearse estan agua, solucion de
Ringer, U.S.P. y solucién de cloruro sédico isotonica. Ademas, se emplean convencionalmente aceites fijos estériles
como un disolvente 0 medio de suspension. Para este fin puede emplearse cualquier aceite fijo insipido incluyendo
mono o diglicéridos sintéticos. Ademas, se usan acidos grasos tales como acido oleico en la preparacion de
inyectables. Las formulaciones inyectables pueden esterilizarse, por ejemplo, por filtracion a través de un filtro que
retiene bacterias, o incorporando agentes esterilizantes en forma de composiciones sélidas estériles que pueden
disolverse o dispersarse en agua estéril u otro medio inyectable estéril antes de su uso. Las composiciones
formuladas para administracion parenteral pueden inyectarse por inyecciéon de embolada o por presién
temporalizada, o pueden administrarse por infusién continua.

Para prolongar el efecto de un compuesto de la presente invencién es deseable con frecuencia ralentizar la
absorcion del compuesto de inyeccién subcutanea o intramuscular. Esto puede conseguirse mediante el uso de una
suspensién liquida de material cristalino o amorfo con poca solubilidad en agua. La tasa de absorcion del compuesto
depende por lo tanto de su tasa de disolucidon que, a su vez, puede depender del tamafio del cristal y la forma
cristalina. Como alternativa, se consigue absorcion retardada de un compuesto administrado por via parenteral
disolviendo o suspendiendo el compuesto en un vehiculo oleoso. Se preparan formas de liberacion prolongada
inyectables formando matrices microencapsuladas del compuesto en polimeros biodegradables tales como
polilactila-poliglicolida. Dependiendo de la relacion del compuesto y polimero y la naturaleza del polimero particular
empleado, la tasa de liberacion del compuesto puede controlarse. Los ejemplos de otros polimeros biodegradables
incluyen poli(ortoésteres) y poli(anhidridos). También se preparan formulaciones inyectables de liberacion
prolongada inmovilizando el compuesto en liposomas o microemulsiones que son compatibles con tejidos
corporales.

Las composiciones para administracion rectal o vaginal son preferentemente supositorios que pueden prepararse
mezclando los compuestos de la presente invencion con excipientes o vehiculos adecuados no irritantes tales como
manteca de cacao, polietilenglicol o una cera de supositorio que son sélidos a temperatura ambiente pero liquidos a
temperatura corporal y por lo tanto se funden en el recto o la cavidad vaginal y liberan el compuesto activo.

Las formas farmacéuticas sélidas para administracién oral incluyen capsulas, comprimidos, pildoras, polvos y
granulos. En tales formas farmacéuticas solidas, el compuesto activo se mezcla con al menos un excipiente o
vehiculo inerte, farmacéuticamente aceptable tal como citrato sodico o fosfato dicalcico y/o a) cargas o extensores
tales como almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol y acido silicico, b) aglutinantes tales como, por ejemplo,
carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidona, sacarosa y goma arabiga, ¢) humectantes tales como
glicerol, d) agentes disgregantes tales como agar-agar, carbonato calcico, almidon de patata o tapioca, acido
alginico, ciertos silicatos y carbonato sédico, €) agentes retardantes de solucién tales como parafina, f) aceleradores
de la absorcion tales como compuestos de amonio cuaternario, g) agentes humectantes tales como, por ejemplo,
alcohol cetilico y monoestearato de glicerol, h) absorbentes tales como caolina y arcilla de bentonita e i) lubricantes
tales como talco, estearato calcico, estearato de magnesio, polietilenglicoles soélidos, laurilsulfato soédico y mezclas
de los mismos. En el caso de capsulas, comprimidos y pildoras, la forma farmacéutica también puede comprender
agentes tamponantes tales como fosfatos o carbonatos.

También pueden emplearse composiciones sélidas de un tipo similar como cargas en capsulas de gelatina rellenas
blandas y duras usando tales excipientes como lactosa o azucar de la leche asi como polietilenglicoles de alto peso
molecular y similares. Las formas farmacéuticas soélidas de comprimidos, grajeas, capsulas, pildoras y granulos
pueden prepararse con revestimientos y cubiertas tales como revestimientos entéricos y otros revestimientos bien
conocidos en la técnica de la formulacién farmacéutica. Pueden contener opcionalmente agentes opacificantes y
también pueden ser de una composicion tal que liberen el principio o los principios activos solamente, o
preferentemente, en una cierta parte del tracto intestinal, opcionalmente, de una manera retardada. Los ejemplos de
composiciones de inclusion que pueden usarse incluyen sustancias poliméricas y ceras. También pueden emplearse
composiciones solidas de un tipo similar como cargas en capsulas de gelatina rellenas blandas y duras usando tales
excipientes como lactosa o azucar de la leche asi como polietilenglicoles de alto peso molecular y similares.

Los compuestos activos también pueden estar en forma microencapsulada con uno o mas excipientes tal como se
ha observado anteriormente. Las formas farmacéuticas sélidas de comprimidos, grajeas, capsulas, pildoras y
granulos pueden prepararse con revestimientos y cubiertas tales como revestimientos entéricos, revestimientos de
control de la liberacion y otros revestimientos bien conocidos en la técnica de la formulacion farmacéutica. En tales
formas farmacéuticas sélidas el compuesto activo puede mezclarse con al menos un diluyente inerte tal como
sacarosa, lactosa o almidon. Tales formas farmacéuticas también pueden comprender, como es practica habitual,
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sustancias adicionales distintas de diluyentes inertes, por ejemplo, lubricantes de preparacion de comprimidos y
otros adyuvantes de preparacién de comprimidos tales como estearato de magnesio y celulosa microcristalina. En el
caso de capsulas, comprimidos y pildoras, las formas farmacéuticas también pueden comprender agentes
tamponantes. Pueden opcionalmente contener agentes opacificantes y también pueden ser de una composicion tal
que libere el principio o los principios activos solamente, o preferentemente, en una cierta parte del tracto intestinal,
opcionalmente, de una manera retardada. Los ejemplos de composiciones de inclusion que pueden usarse incluyen
sustancias poliméricas y ceras.

Las formas farmacéuticas para administracion topica o transdérmica de un compuesto de la presente invencion
incluyen pomadas, pastas, cremas, lociones, geles, polvos, soluciones, pulverizaciones, inhalantes o parches. El
componente activo se mezcla en condiciones estériles con un vehiculo farmacéuticamente aceptable y cualquier
conservante o tampon necesario segun puedan requerirse. También se contemplan formulaciones oftalmicas, gotas
oGticas y colirios dentro del alcance de la presente invencion. Adicionalmente, la presente invencion contempla el uso
de parches transdérmicos que tienen la ventaja afiadida de proporcionar suministro controlado de un compuesto al
cuerpo. Tales formas farmacéuticas pueden prepararse disolviendo o dispersando el compuesto en el medio
apropiado. También pueden usarse potenciadores de la absorcion para aumentar el flujo del compuesto a través de
la piel. La velocidad puede controlarse proporcionando una membrana controladora de la velocidad o dispersando el
compuesto en una matriz o gel polimérico.

Las composiciones farmacéuticas de compuestos de formula (I) o una sal farmacéuticamente aceptable de los
mismos, son particularmente (tiles en aplicaciones terapéuticas relacionadas con un trastorno mediado por Aurora
quinasa. Como se usa en el presente documento, la expresion “trastorno mediado por Aurora quinasa” incluye
cualquier trastorno, enfermedad o afeccidon que esta provocado o caracterizado por un aumento de la expresion o
actividad de Aurora quinasa, o que requiere actividad Aurora quinasa. La expresion “trastorno mediado por Aurora
quinasa” también incluye cualquier trastorno, enfermedad o afeccion en la que la inhibicion de la actividad Aurora
quinasa sea beneficiosa. Los trastornos mediados por Aurora quinasa incluyen trastornos proliferativos. Los
ejemplos no limitantes de trastornos proliferativos incluyen trastornos proliferativos inflamatorios crénicos, por
ejemplo, psoriasis y artritis reumatoide; trastornos oculares proliferativos, por ejemplo, retinopatia diabética;
trastornos proliferativos benignos, por ejemplo, hemangiomas; y cancer.

Preferentemente, la composicién se formula para administracion a un paciente que tenga o esté en riesgo de
desarrollar o experimentar una recurrencia de un trastorno mediado por Aurora quinasa. El término “paciente”, como
se usa en el presente documento, significa un animal, preferentemente un mamifero, mas preferentemente un ser
humano. Las composiciones farmacéuticas preferidas de un compuesto de férmula (I) o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, son las formuladas para administracion oral, intravenosa, o subcutdnea. Sin embargo,
cualquiera de las formas farmacéuticas anteriores que contienen una cantidad terapéuticamente eficaz de un
compuesto de formula (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, estan dentro de los limites de la
experimentacion rutinaria. La composicion farmacéutica puede comprender adicionalmente otro agente terapéutico.
Preferentemente, otro agente terapéutico tal es uno normalmente administrado a pacientes con la enfermedad o
afeccion que se trate.

Por “cantidad terapéuticamente eficaz” se entiende una cantidad suficiente para provocar una reduccion detectable
de actividad Aurora quinasa o la gravedad de un trastorno mediado por Aurora quinasa. La cantidad de inhibidor de
Aurora quinasa necesaria dependera de la eficacia del inhibidor para el tipo celular dado y la cantidad de tiempo
requerida para tratar el trastorno. También deberia entenderse que un régimen de tratamiento y dosificacion
especifico para cualquier paciente particular dependera de una diversidad de factores, incluyendo la actividad del
compuesto especifico empleado, la edad, peso corporal, salud general, sexo y dieta del paciente, momento de
administracion, tasa de excrecion, combinaciones farmacoldgicas, el criterio del médico a cargo, y la gravedad de la
enfermedad particular que se trate. La cantidad de agente terapéutico adicional presente en la composicion de la
presente invencién tipicamente no sera mayor que la cantidad que normalmente se administraria en una
composicién que comprenda ese agente terapéutico como el Unico agente activo. Preferentemente, la cantidad de
agente terapéutico adicional variard de aproximadamente 50 % a aproximadamente 100 % de la cantidad
normalmente presente en una composicién que comprende ese agente como el Unico agente terapéuticamente
activo.

Las composiciones de un compuesto de formula (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, pueden
formularse en formas farmacéuticas unitarias para facilitar la administracion y conseguir uniformidad de dosificacién.
La expresion “forma farmacéutica unitaria” como se usa en el presente documento se refiere a una unidad
fisicamente discreta de agente apropiada para el paciente que va a tratarse. Se entenderd, sin embargo, que el uso
diario total de los compuestos de formula (I) o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, y composiciones
de los mismos, se decidira por el médico a cargo dentro del alcance del criterio médico razonable. Una forma
farmacéutica unitaria para administracion parenteral puede estar en ampollas o en envases multidosis.

Los compuestos de formula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, se pueden utilizar en un
procedimiento para tratar a un paciente que tenga o esté en riesgo de desarrollar o experimentar una recurrencia de
un trastorno mediado por Aurora quinasa. El procedimiento comprende la etapa de administrar al paciente un
compuesto de formula (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o composicién farmacéutica del mismo.
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Los compuestos y composiciones farmacéuticas pueden usarse para conseguir un efecto terapéutico o profilactico
beneficioso, por ejemplo, en un paciente con un trastorno proliferativo, como se ha analizado anteriormente. Los
compuestos y composiciones farmacéuticas son particularmente Utiles para el tratamiento del cancer.

Como se usa en el presente documento, el término “cancer” se refiere a un trastorno celular caracterizado por
proliferacion celular incontrolada o desregulada, diferenciacion celular reducida, capacidad inapropiada para invadir
el tejido circundante y/o capacidad para establecer nuevo crecimiento en sitios ectopicos. El término “cancer”
incluye, pero sin limitacion, tumores sélidos y tumores sanguineos. El término “cancer” abarca enfermedades de la
piel, tejidos, d6rganos, hueso, cartilago, sangre y vasos. El término “cancer” abarca adicionalmente canceres
primarios y metastésicos.

Los ejemplos no limitantes de tumores sélidos que pueden tratarse por los procedimientos de la invencién incluyen
cancer pancreatico; cancer de vejiga; cancer colorrectal; cancer de mama, incluyendo cancer de mama metastasico;
cancer de prostata, incluyendo cancer de préstata dependiente de andrégenos e independiente de andrégenos;
cancer renal, incluyendo, por ejemplo, carcinoma de células renales metastasico; cancer hepatocelular; cancer de
pulmon, incluyendo, por ejemplo, cancer de pulmon de células no pequefias (NSCLC), carcinoma bronquioloalveolar
(BAC) y adenocarcinoma del pulmén; cancer ovarico, incluyendo, por ejemplo, cancer peritoneal primario o epitelial
progresivo; cancer cervical; cancer gastrico; cancer esofagico; cancer de cabeza y cuello, incluyendo, por ejemplo,
carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello; melanoma, cancer neuroendocrino, incluyendo tumores
neuroendocrinos metastasicos; tumores cerebrales, incluyendo, por ejemplo, glioma, oligodendroglioma anaplésico,
glioblastoma multiforme del adulto y astrocitoma anaplasico del adulto; cancer de hueso; y sarcoma de tejido blando.

En algunas otras realizaciones, el cancer es un tumor maligno hematoldgico. Los ejemplos no limitantes de tumores
malignos hematolégicos incluyen leucemia mieloide aguda (AML); leucemia mielégena cronica (CML), incluyendo
CML acelerada y fase de blasto de CML (CML-BP); leucemia linfoblastica aguda (ALL); leucemia linfocitica cronica
(CLL); enfermedad de Hodgkin (HD); linfoma no de Hodgkin (NHL), incluyendo linfoma folicular y linfoma de células
de manto; linfoma de linfocitos B; linfoma de linfocitos T; mieloma mudltiple (MM); macroglobulinemia de
Waldenstrom; sindromes mielodisplasicos (MDS), incluyendo anemia refractaria (RA), anemia refractaria con
sideroblastos anillados (RARS), anemia refractaria con exceso de blastos (RAEB) y RAEB en transformacion
(RAEB-T); y sindromes mieloproliferativos.

En algunas realizaciones, el compuesto o composicién de la invencién se usa para tratar un cancer en el que la
actividad de una Aurora quinasa esta amplificada. En algunas realizaciones, el compuesto o composicién de la
invencion se usa para tratar a un paciente que tiene o esta en riesgo de desarrollar o experimentar una recurrencia
en un cancer seleccionado del grupo que consiste en cancer colorrectal, cancer ovarico, cancer de mama, cancer
gastrico, cancer de préstata y cancer pancreatico. En ciertas realizaciones, el cancer se selecciona del grupo que
consiste en cancer de mama, cancer colorrectal y cancer pancreatico.

En algunas realizaciones, el inhibidor de Aurora quinasa de la invencidon se administra junto con otro agente
terapéutico. El otro agente terapéutico también puede inhibir Aurora quinasa o puede actuar por un mecanismo
diferente. En algunas realizaciones, el otro agente terapéutico es uno que normalmente se administra a pacientes
con la enfermedad o afeccidn que se trata. El inhibidor de Aurora quinasa de la invencién puede administrarse con el
otro agente terapéutico en una forma farmacéutica sencilla o como una forma farmacéutica separada. Cuando se
administra como una forma farmacéutica separada, el otro agente terapéutico puede administrarse antes de, a la vez
gue, o después de la administracién del inhibidor de Aurora quinasa de la invencion.

En algunas realizaciones, el inhibidor de Aurora quinasa de la invencion se administra junto con un agente
terapéutico seleccionado del grupo que consiste en agentes citotdxicos, radioterapia e inmunoterapia. Los ejemplos
no limitantes de agentes citotéxicos adecuados para su uso en combinacion con los inhibidores de Aurora quinasa
de la invencién incluyen: antimetabolitos, incluyendo, por ejemplo, capecitibina, gemcitabina, 5-fluorouracilo o 5-
fluorouracilo/leucovorina, fludarabina, citarabina, mercaptopurina, tioguanina, pentostatina y metotrexato; inhibidores
de topoisomerasa, incluyendo, por ejemplo, etopdsido, tenipésido, camptotecina, topotecan, irinotecan,
doxorrubicina, y daunorrubicina; alcaloides de la vinca, incluyendo, por ejemplo, vincristina y vinblastina; taxanos,
incluyendo, por ejemplo, paclitaxel y docetaxel; agentes de platino, incluyendo, por ejemplo, cisplatino, carboplatino
y oxaliplatino; antibiéticos, incluyendo, por ejemplo, actinomicina D, bleomicina, mitomicina C, adriamicina,
daunorrubicina, idarubicina, doxorrubicina y doxorrubicina liposomal pegilada; agentes alquilantes tales como
melfalan, clorambucilo, busulfan, tiotepa, ifosfamida, carmustina, lomustina, semustina, estreptozocina, decarbazina
y ciclofosfamida; talidomida y analogos relacionados, incluyendo, por ejemplo, CC-5013 y CC-4047; inhibidores de
proteina tirosina quinasa, incluyendo, por ejemplo, mesilato de imatinib y gefitinib; anticuerpos, incluyendo, por
ejemplo, trastuzumab, rituximab, cetuximab y bevacizumab; mitoxantrona; dexametasona; prednisona Yy
temozolomida.

Para que la presente invencion se entienda mas completamente, se exponen los siguientes ejemplos preparatorios y
de ensayo. Estos ejemplos ilustran como preparar o ensayar compuestos especificos y no deben interpretarse como
limitantes del alcance de la invencion de ninguna manera.
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Ejemplos
Definiciones

AcOH acido acético

ATP trifosfato de adenosina
BrdU 5-bromo-2'-deoxiuridina
BSA albumina de suero bovino
DCM diclorometano

DMSO  dimetilsulféxido

DTT ditiotreitol

EDTA acido etilendiaminatetraacético
EtOH etanol

HPbCD hidroxipropil beta-ciclodextrina
MeOH metanol

MTT metiltiazoltetrazolio

WST (sal sédica de 4-[3-(4-yodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benceno disulfonato)
PKA cAMP-proteina cinasa dependiente

THF tetrahidrofurano

h horas

min minutos

m/z masa con respecto a carga

EM espectro de masas

EMAR  espectro de masas de alto rendimiento

Los puntos de fusién se determinaron en un aparato de punto de fusion de capilaridad MEL-TEMP Il y estan sin
corregir. Los espectros de RMN 'H se registraron en un espectrémetro Bruker Avance 400. Los espectros de masas
se obtuvieron en un espectrometro Waters ZQ 2000 (capilaridad de 3,5 kV, cono de 30 V). El analisis elemental se
realizé por Atlantic Microlab.

Ejemplo 1: Preparacion de acido 4-{[9-cloro-7-(2-fluoro-6-metoxifenil)-5H-pirimido[5,4-d][2]benzazepin-2-il]
amino}-2-metoxibenzoico (1)

Puede prepararse 8-cloro-4-[(dimetilamino)metileno]-1-(2-fluoro-6-metoxifenil)-3,4-dihidro-5H-2-benzazepin-5-ona
(iv) como se describe en Claiborne y col., Publicacion de Patente de Estados Unidos 2005-256102. Puede
prepararse acido 4-{[amino(imino)metillamino}-2-metoxibenzoico-HCI (v) de una manera similar a la que se describe
en Sugiki y col., Publicacién de Patente Internacional WO 01/042199.

Se afiadié metanol (50,0 ml) a iv (2,39 g, 6,42 mmol), v (1,77 g, 7,21 mmol) y carbonato potésico-1,5 [H-QO] (2,65 g,
16,0 mmol) en un matraz de fondo redondo de 100 ml equipado con una barra de agitacion y un condensador de
reflujo. La mezcla de reaccion se agit6 a la temperatura de reflujo durante 16 horas. La mezcla de reaccion se enfrié
a temperatura ambiente, se diluyé con agua (450 ml) y se acidificé a pH 1 con HCI 1 N. Se afiadi6 éter dietilico (200
ml) y la mezcla se agité durante 15 minutos. El precipitado resultante se recogid por filtracién y se purificd por
cromatografia ultrarrdpida sobre gel de silice (NHsOH:MeOH:DCM, 0,5:5:94,5 a 2:20:78), produciendo la sal de
amonio en forma de un sélido de color castafio. El sélido se suspendi6é en agua (100 ml) y, con agitacion rapida, se
afadi6 HCI 1 N a pH 1. La mezcla se agitd durante aproximadamente 30 minutos, después se afiadieron éter
dietilico (50 ml) y acetato de etilo (5 ml) y la mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante aproximadamente 1
hora. El producto se recogié en un embudo sinterizado (fino), se lavé con agua (50 ml) y éter dietilico (50 ml), y se
seco al vacio a 40 °C durante una noche, proporcionando 1,65 g (rendimiento del 50%) de &cido 4-{[9-cloro-7-(2-
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fluoro-6-metoxifenil)-5H-pirimido(5,4-d] [2]benzazepin-2-ilJlamino}-2-metoxibenzoico (1). RMN 'H (DMSO-dg) 6 12,08
(s, 1H), 10,23 (s, 1H), 8,72 (s, 1H), 8,29 (d, 1H), 7,95 (s a, 1H), 7,80 (dd, 1H), 7,70 (d, 1H), 7,4-7,35 (m, 2H), 7,21 (s
a, 1H), 6,9 (s a, 2H), 4,9 (s a, 1H), 3,9 (s a, 1H), 3,85 (s, 3H), 3,3 (s a, 3H); EM m/z 519 (M"+H, 100%).

Los compuestos 2-18 se prepararon mediante procedimientos analogos a los que se han descrito para el compuesto
1 o en Claiborne y col., WO 05/111039.

Ejemplo 2: Preparacion de la forma polimorfa 1 de 4-{[9-cloro-7-(2-fluoro-6-metoxifenil)-5H-pirimido[5,4-
d][2]benzazepin-2-illamino}-2-metoxibenzoato sédico

A una suspension agitada de acido 4-{[9-cloro-7-(2-fluoro-6-metoxifenil)-5H-pirimido[5,4-d][2]benzazepin-2-il] amino}-
2-metoxibenzoico (98,0 g, 190 mmol) en etanol (2,0 1) se le afiadié hidroxido sddico 1,044 M en agua (199 ml). La
solucion homogénea resultante se agité durante 1 hora, tiempo durante el cual se formé un precipitado espeso. El
producto se recogid por filtracién y se lavo con etanol (0,5 I) y éter dietilico (1,0 I). El sélido resultante se secé al
vacio a 60-70 °C durante 4 dias, proporcionando 88,6 g (86,8%) de 4-{[9-cloro-7-(2-fluoro-6-metoxifenil)-5H-
pirimido[5,4-d][2]benzazepin-2-illamino}-2-metoxibenzoato sédico en forma de un sélido de color castafio claro, p.f.
225 °C (descomp.). RMN H (DMSO-dg) 6 9,86 (s, 1H), 8,60 (s, 1H), 8,29 (d, 1H), 7,79 (dd, 1H), 7,60 (s a, 1H), 7,40
(dd, 1H), 7,29 (d, 1H), 7,25-7,15 (m, 2H), 6,9 (s a, 2H), 4,9 (s a, 1H), 3,8 (s a, 1H), 3,70 (s, 3H), 3,35 (s a, 3H); EM
m/z 519 (M*-Na+H, 100%); CHN Anal. calc. para Ca7H1oCIFN4NaO4-0,33 EtOH-1,3 H,0: C, 57,33; H, 4,10; N, 9,67.
Encontrado: C, 57,14; H, 3,99; N, 9,65.

Ejemplo 3: Preparacion de la forma polimorfa 2 de 4-{[9-cloro-7-(2-fluoro-6-metoxifenil)-5H-pirimido[5,4-
d][2]benzazepin-2-illamino}-2-metoxibenzoato sodico

Se suspendié la forma polimorfa 1 de 4-{[9-cloro-7-(2-fluoro-6-metoxifenil)-5H-pirimido[5,4-d][2]benzazepin-2-
illamino}-2-metoxibenzoato sédico (100 mg) en agua (0,2 ml) y etanol (2 ml) y la mezcla se agité con calentamiento
a 70 °C durante 6 horas. La mezcla se enfrié a temperatura ambiente, el sélido de color amarillo claro se recogio en
un embudo sinterizado y se sec6 al vacio a 70 °C durante 3 dias, produciendo 70 mg de la forma polimorfa cristalina
2, p.f. 265 °C. RMN 'H (DMSO-ds) & : 9,86 (s, 1H), 8,60 (s, 1H), 8,29 (d, 1H), 7,79 (dd, 1H), 7,60 (s a, 1H), 7,40 (dd,
1H), 7,29 (d, 1H), 7,25-7,15 (m, 2H), 6,9 (s a, 2H), 4,9 (s a, 1H), 3,8 (s a, 1H), 3,70 (s, 3H), 3,35 (s a, 3H). EM m/z
519 (M*-Na+H, 100%).

Ejemplo 4: Expresién y Purificacion de Enzimas Proteina Quinasa

Expresién y Purificacién de Enzima Aurora A

Se expres6d Aurora A de ratdon recombinante con un marcador de hexahistidina amino-terminal (His-Aurora A)
usando un vector de baculovirus convencional y sistema de expresién en células de insectos (Bac-to-Bac®,
Invitrogen).

Se purificd Aurora A de ratén recombinante soluble de células de insecto usando Ni-NTA agarosa (Qiagen) como se
describe por el fabricante y se purificd adicionalmente sobre una columna de exclusion por tamafio S75 (Amersham
Pharmacia Biotech).

Expresién y Purificacion de Enzima Aurora B

Se expresO Aurora B de ratdon recombinante con un marcador de hexahistidina amino-terminal (His-Aurora B)
usando un vector de baculovirus convencional y sistema de expresion de células de insecto (Bac-to-Bac®,
Invitrogen).

Se purificd Aurora B de raton recombinante soluble de células de insecto usando Ni-NTA agarosa (Qiagen) como se
describe por el fabricante.

Ejemplo 5: Ensayos de Enzima Proteina Quinasa

Ensayo de Aurora A DELFIA® Quinasa

La reaccion enzimatica de Aurora A de raton tuvo un total de 25 pl y contenia Tris-HCI 25 mM (pH 8,5), MgCl, 2,5
mM, Surfact-AMPS-20 0,05 %, Fluoruro Sédico 5 mM, DTT 5 mM, ATP 1 mM, sustrato peptidico 3 uM (Biotin-B-Ala-
QTRRKSTGGKAPR-NH,), y enzima Aurora A murina recombinante 0,5 nM. La mezcla de reaccién enzimatica, con y
sin compuesto de ensayo, se incubd durante 10 min a temperatura ambiente antes de terminacion con 100 pl de
tampon de parada (BSA 1 %, Surfact-AMPS-20 0,05 % y EDTA 100 mM). Se transfirié6 un total de 100 pl de la
mezcla de reaccion enzimatica a pocillos de una placa de 96 pocillos revestida con Neutravidina (Pierce) y se incubé
a temperatura ambiente durante 30 minutos. Los pocillos se lavaron con tampén de lavado (Tris 25 mM, cloruro
sodico 150 mM y Tween 20 0,1 %) y se incubé durante 1 hora con 100 ul de mezcla de reaccion de anticuerpos que
contenia BSA 1 %, Surfact-AMPS-20 0,05 %, anticuerpo policlonal de conejo anti-fosfo-PKA (1:2000, New England
Biolabs), e 1gG anticonejo marcado con europio (1:2000, Perkin Elmer). Los pocillos se lavaron y después se liberd
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el europio marcado usando 100 ul de Solucién de Potenciacion (Perkin Elmer). Se realizé cuantificacion de Europio
usando un EnVision Wallac™ (Perkin Elmer).

Ensayo de Aurora B DELFIA® Quinasa

La reaccion enzimatica de Aurora B de raton con un total de 25 pl contenia Tris-HCI 25 mM (pH 8,5), MgCl, 2,5 mM,
Surfact-AMPS-20 0,025 % (Pierce), Glicerol 1 %, DTT 1 mM, ATP 1 mM, sustrato peptidico 3 uM (Biotin-p-Ala-
QTRRKSTGGKAPR-NH,) y enzima Aurora B murina recombinante 20 nM. La mezcla de reaccién enzimatica, con o
sin compuesto de ensayo, se incub6 durante 3 horas a temperatura ambiente antes de terminacion con 100 pl de
tampon de parada (BSA 1 %, Surfact-AMPS-20 0,05 % y EDTA 100 mM). Se transfirié un total de 100 pl de la
mezcla de reaccion enzimatica a pocillos de una placa de 96 pocillos revestida con Neutravidina (Pierce) y se incubé
a temperatura ambiente durante 30 minutos. Los pocillos se lavaron con tampén de lavado (Tris 25 mM, cloruro
sodico 150 mM y Tween 20 0,1 %) y se incubé durante 1 hora con 100 ul de mezcla de reaccion de anticuerpos que
contenia BSA 1 %, Surfact-AMPS-20 0,05 %, anticuerpo policlonal de conejo anti-fosfo-PKA (1:2000, New England
Biolabs), e IgG anticonejo marcado con europio (1:2000, Perkin Elmer). Los pocillos se lavaron y después el europio
unido se liberé usando 100 pl de Solucién de Potenciacion (Perkin Elmer). Se realiz6 cuantificacion de Europio
usando un EnVision Wallac™ (Perkin Elmer).

Ejemplo 6: Ensayo Celular

Ensayo de Autofosforilacién de Aurora A de pT288.

Se cultivaron células tumorales humanas (HCT-116, obtenidas de ATCC) en placas de 96 pocillos en medio 5A de
McCoy complementado con suero de ternero bovino 10 % y L-glutamina 200 nM. Después de incubacion, el medio
de crecimiento se reemplazé con 75 ul de medio nuevo y se afiadieron 25 pl de compuesto de ensayo a las células
en diluciones seriadas dos veces en dimetilsulfoxido (DMSO) para conseguir concentraciones finales que variaban
de 5 a 0,010 uM. Se afiadi6 compuesto de ensayo a cada dilucion como repeticiones en 4 filas en la placa y se
afadi6 DMSO (20 nM) a cada pocillo de dos columnas para los controles no tratados. Las células se trataron con
compuesto de ensayo o DMSO durante 60 minutos a 37 °C en una camara de cultivo celular humidificada. Las
células se fijaron después con paraformaldehido 4 % en solucion salina tamponada con fosfato (PBS) durante 10
minutos, se permearon con Triton X-100 0,5 % en PBS durante 10 minutos y se lavaron dos veces en PBS.

Las células se tifieron con anticuerpo de conejo Fosfo-Aura 2/AIK (T288) (1:60) y anticuerpo de ratbn MPM2 Anti-
fosfo-Ser/Thr-Pro (1:750) seguido de IgG anti-conejo de cabra conjugado con Alexa 488 (1:180) e IgG anti-ratén de
pollo conjugado con Alexa 594 (1:180; Molecular Probes). Las células se tifieron después con IgG anti-cabra de
pollo conjugado con Alexa 488 (1:180, Molecular Probes) y Hoechst (1:50.000). Las células se visualizaron usando
un Sistema de Captura de Imagenes de Alto Contenido Discovery-1. Se capturaron imagenes de nueve o dieciséis
sitios por pocillo a aumento 200X. La inhibicion de Aurora A se determiné midiendo la intensidad fluorescente de
pT288 (Autofosforilacion de Aurora A) dentro de células inmunopositivas para MPM2 (mitéticas) usando software
Metamorph. Se generaron curvas de respuesta a concentracion calculando la reduccion de intensidad fluorescente
de pT288 en muestras tratadas con compuesto de ensayo en relacién con controles tratados con DMSO, y se
determinaron los valores de inhibicién del crecimiento (Clso) a partir de esas curvas.

Todos los compuestos 1-28 mostraron valores de Clsp menores de o iguales a 0,03 uM en este ensayo. Los
compuestos 1-8 mostraron valores de Clso menores de o iguales a 0,01 uM en este ensayo.

Ensayo de Proliferacion celular de BrdU

La proliferacion celular de cada linea celular se midié usando el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)
de proliferacién celular, kit colorimétrico de 5-bromo-2’-desoxiuridina (BrdU) de acuerdo con las recomendaciones
del fabricante. El ensayo mide la proliferacion celular cuantificando la incorporacion de BrdU en acido
desoxirribonucleico (ADN) en replicacion. Brevemente, cada pocillo se incubd con 10 pl de reactivo de marcaje de
BrdU durante 2 horas a 37 °C en una camara de cultivo celular humidificada. Después de aspiracion del medio de
marcaje, las células se fijaron y se desnaturalizaron afiadiendo 200 pl de etanol a cada pocillo y se incubaron
durante 30 minutos a temperatura ambiente. El etanol se aspird y se afadieron 100 ul de anticuerpo anti-BrdU
conjugado con peroxidasa (anti-BrdU-POD; 1:100 en tampon de dilucion de anticuerpos) a las células. Las células
se incubaron con el anticuerpo durante 90 minutos a temperatura ambiente. Las células se lavaron después 3x con
250 pl de tampon de lavado/pocillo y se afiadieron 100 pl de tetrametil-bencidina a cada pocillo. Las células se
incubaron durante 15 a 30 minutos a temperatura ambiente antes de andlisis espectrofotométrico.

Se us6 un lector de placas SpectraMax Plus 384 (Molecular Devices, Sunny Vale CA) para medir la absorbancia de
cada pocillo a 370 nm. Se generaron curvas de respuesta a concentracion calculando la reduccion de densidad
Optica en muestras tratadas con compuestos de ensayo en relacion con los controles tratados con DMSO.

Todos los compuestos 1-18 mostraron valores de DLsy menores de o iguales a 0,1 uM en este ensayo en células
HCT 116. Todos los compuestos 1-3, 5, 7-14, 17 y 18 mostraron valores de DLso menores de o iguales a 1,0 uM en
este ensayo en células SW480. Los compuestos 4 y 6 no se ensayaron.
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Ejemplo 7: Ensayos In vivo

Modelo de Eficacia Tumoral In vivo

Se inyectaron de forma aséptica células HCT-116 (1x106) en medio de McCoy 5A en el espacio subcutaneo en el
flanco dorsal derecho de ratones desnudos hembra CD-1 (8 semanas de edad, Charles River) usando una aguja de
calibre 23. Se calcularon los volimenes tumorales usando procedimientos convencionales (0,5 x (longitud x
anchuraz)). Cuando los tumores alcanzaron un volumen de aproximadamente 200 mm?®, se dosifico por via oral a los
ratones con compuesto 1 o compuesto iii a diversas dosis en un vehiculo de HPbCD 10 % + NaHCO3; 1 %. Las
dosis (0,1 ml) se administraron mediante aguja de sonda oral de calibre 22. Los animales de control recibieron
solamente vehiculo. Se dosificé a los animales una vez al dia durante 21 dias y hubo 10 animales en cada grupo. Se
midieron el tamafio tumoral y el peso corporal dos veces por semana. Los compuestos 1 y iii se toleraron bien a
todas las dosis en este estudio. A cada dosis, el compuesto 1 produjo retardo de crecimiento tumoral més largo
[TGD = (tiempo para que los animales tratados alcancen el volumen tumoral medio de 1000 mm3) - (tiempo para que
los animales de control alcancen el volumen tumoral medio de 1000 mm3)] y mayor inhibicion del crecimiento tumoral
[TGI = (volumen tumoral medio de los animales de control - volumen tumoral medio de los animales tratados) * 100 /
(volumen tumoral medio de animales de control)] que el compuesto iii.

Aunque la invencion anterior se ha descrito en cierto detalle para los fines de claridad y entendimiento, estas
realizaciones particulares deben considerarse como ilustrativas y no restrictivas. Se apreciard por un experto en la
materia a partir de una lectura de la presente divulgacion que pueden realizarse diversos cambios en forma y detalle
sin apartarse del verdadero alcance de la invencion, que se define por las reivindicaciones adjuntas en lugar de por
las realizaciones especificas.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de férmula (1):

1)

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que:

R? se selecciona entre el grupo que consiste en alifatico Cy.s, fluoroalifatico Cys, -R?, -T-R*-R*y -T-R?

T es una cadena alquileno C;.3 opcionalmente sustituida con fltor;

R! es un anillo arilo, heteroarilo o heterociclilo de 5 6 6 miembros opcionalmente sustituido con uno o dos
sustituyentes seleccionados independientemente entre el grupo que consiste en halo, alifatico Ci.3 ¥y
fluoroalifatico Ci.3;

R’ se selecciona entre el grupo que consiste en halo, -C=C-R?, -CH=CH-R?, -N(R*), y -OR®;

R% es hidrégeno, alifatico Cs.3, fluoroalifatico C;-3 0 -CH,OCH3; 0 un grupo arilo, heteroarilo o heterociclilo;
cada R* independientemente es hidrégeno o un grupo alifético, arilo, heteroarilo o heterociclilo; o dos R*en el
mismo &tomo de nitrégeno, tomados junto con el atomo de nitrégeno forman un anillo heteroarilo de 5 a 6
miembros o heterociclilo de 4 a 8 miembros que tiene, ademas del atomo de nitrégeno, 0-2 heteroatomos en
el anillo seleccionados entre N, Oy S;

R® es hidrégeno, alifatico Ci-3, fluoroalifatico Cs-3 0 un grupo arilo, heteroarilo o heterociclilo; y

RP se selecciona entre el grupo que consiste en flaor, cloro, -CHs, -CF3, -OH, -OCHjz, -OCF3, -OCH,CH3 vy -
OCH.CFs3;

para su uso en el tratamiento de un trastorno proliferativo.

2. El compuesto para su uso segun la reivindicacion 1, en el que R? es halo, alifatico Cy.3, fluoroalifatico Cy.3, -OH, -
O(alifatico Ci.3), -O(fluoroalifatico Ci3) 0 -C=C-R°, -CH=CH-R® en el que R® es hidrégeno, alifatico Ci,
fluoroalifatico C1.3 0 -CH»-OCHs; 0 R? es un anillo fenilo, furilo, pirrolidinilo o tienilo opcionalmente sustituido con uno
0 dos sustituyentes seleccionados independientemente entre el grupo que consiste en halo, alifatico Ci.3 ¥
fluoroalifatico Ci.s.

3. El compuesto para su uso segun la reivindicacién 2, en el que R® se selecciona entre el grupo que consiste en
cloro, fldor, alifatico Ci3, fluoroalifatico Cis, -OCHs, -OCFs, -C=C-H, -C=C-CHs, -C=C-CH;OCHjs, -CH=CH,, -
CH=CHCHj3, N-metilpirrolidinilo, tienilo, metiltienilo, furilo, metilfurilo, fenilo, fluorofenilo y tolilo.

4. El compuesto para su uso segun la reivindicacion 1, en el que el compuesto es &cido 4-{[9-cloro-7-(2-fluoro-6-
metoxifenil)-5H-pirimido[5,4-d][2]benzazepin-2-ilJamino}-2-metoxibenzoato.

5. El compuesto para su uso segun la reivindicacion 1, en el que el compuesto es acido 4-{[9-cloro-7-(2-fluoro-6-
metoxifenil)-5H-pirimido[5,4-d][2]benzazepin-2-ilJamino}-2-metoxibenzoato.

6. El compuesto para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el trastorno proliferativo es un
trastorno proliferativo inflamatorio crénico, un trastorno ocular proliferativo o un trastorno proliferativo benigno.

7. El compuesto para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, donde el trastorno proliferativo es
psoriasis, artritis reumatoide, retinopatia diabética o hemangioma.

8. El compuesto para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, donde el trastorno proliferativo es cancer
de vejiga; cancer renal; cancer hepatocelular; cancer de pulmén; cancer cervical; cancer esofagico; cancer de
cabeza y cuello; melanoma; cancer neuroendocrino; tumor cerebral; cancer de hueso; o sarcoma de tejido blando.

9. El compuesto para su uso segun la reivindicacion 8, donde el trastorno proliferativo es cancer de pulmaén.
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10. El compuesto para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, donde el trastorno proliferativo es cancer
peritoneal primario o epitelial progresivo; cancer de mama metastasico; o cancer de préstata dependiente de
andrégenos o independiente de andrégenos.

11. El compuesto para su uso segun la reivindicacién 10, donde el trastorno proliferativo es céancer peritoneal
primario o epitelial progresivo.

12. El compuesto para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, donde el trastorno proliferativo es
carcinoma de células renales metastasico; cancer de pulmén de células no pequefias; carcinoma bronquioloalveolar;
adenocarcinoma del pulmén; carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello; tumor neuroendocrino
metastasico; glioma; oligodendroglioma anaplasico; glioblastoma multiforme del adulto; o astrocitoma anaplasico del
adulto.

13. Un compuesto tal como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-5, para su uso en el tratamiento de un
tumor maligno hematolégico.

14. El compuesto para su uso segun la reivindicacion 13, donde el tumor maligno hematoldgico es leucemia mieloide
aguda; leucemia mielégena cronica; leucemia linfoblastica aguda; leucemia linfocitica crénica; enfermedad de
Hodgkin; linfoma no de Hodgkin; linfoma de linfocitos B; linfoma de linfocitos T; mieloma mudltiple; macroglobulinemia
de Waldenstrom; sindromes mielodisplasicos o un sindrome mieloproliferativo.

15. El compuesto para su uso segun la reivindicacion 14, donde el tumor maligno hematoldgico es linfoma de
linfocitos T.

16. El compuesto para su uso segun la reivindicacién 14, donde la leucemia mielégena crénica es CML acelerada o
fase de blasto de CML; el linfoma no de Hodgkin es linfoma folicular o linfoma de células de manto; los sindromes
mielodisplasicos son anemia refractaria, anemia refractaria con sideroblastos anillados, anemia refractaria con
exceso de blastos o RAEB en transformacion.
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