OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @Namero de publicacién: 2 550 984
Gint. cl.;

AO1N 37/18 (2006.01)
A61K 31/165 (2006.01)
C07C 233/60 (2006.01)
CO7C 271/44 (2006.01)
CO7F 9/12 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:  12.03.2010 E 10751489 (5)
Fecha y numero de publicacion de la concesién europea: 19.08.2015  EP 2405751

Tl’tulo: Profarmacos inhibidores de la esfingosina cinasa

Prioridad: @ Titular/es:
12.03.2009 US 159723 P APOGEE BIOTECHNOLOGY CORPORATION
(100.0%)

Fecha de publicacién y mencién en BOPI de la 1214 Research Blvd., Suite 1016 Hershey Center

traduccion de la patente: For Applied Research
13.11.2015 Hummelstown, PA 17036, US

@ Inventor/es:

SMITH, CHARLES D.;
ZHUANG, YAN Yy
MAINES, LYNN W.

Agente/Representante:
UNGRIA LOPEZ, Javier

ES 2 550984 T3

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2550984 T3

DESCRIPCION
Profarmacos inhibidores de la esfingosina cinasa
Patrocinio del gobierno

Esta invencion se realizé con el apoyo del gobierno a través de la Subvencion R44 DK071395 otorgada por el
Servicio de Salud Publica de los Estados Unidos. Por consiguiente, el gobierno de los Estados Unidos puede tener
ciertos derechos sobre la presente invencion.

Referencia cruzada a las solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica la prioridad de la Solicitud de Patente Provisional de los EE.UU. nimero de serie
61/159.723, presentada el 12 de marzo de 2009.

Campo de la invencion

La invencion se refiere a compuestos profarmacos cuyos metabolitos son capaces de inhibir la esfingosina cinasa y
a composiciones farmacéuticas que comprenden estos compuestos. La invencion también se refiere a métodos para
el uso de estos compuestos y composiciones farmacéuticas para el tratamiento o la prevencion de la enfermedad
hiperproliferativa, la enfermedad inflamatoria o la enfermedad angiogénica.

Antecedentes de la invencion

Los mecanismos y efectos de la interconversion de los esfingolipidos han sido objeto de un creciente cuerpo de
investigacion cientifica. La esfingomielina es un componente basico de las membranas celulares y sirve como
precursor de mensajeros lipidicos potentes que tienen profundos efectos celulares. Como se describe a
continuacion, el metabolismo de estos lipidos esta involucrado de forma critica en la biologia de las enfermedades
hiperproliferativas, inflamatorias y angiogénicas. En consecuencia, la manipulaciéon de estas vias metabdlicas es un
método para el tratamiento de una diversidad de enfermedades.

La ceramida es producida por la hidroélisis de esfingomielina en respuesta a varios estimulos, incluyendo factores de
crecimiento y citocinas inflamatorias. La ceramida puede ser hidrolizada por la accién de la ceramidasa para producir
esfingosina. La esfingosina después es fosforilada por la esfingosina cinasa (SK) para producir esfingosina-1-fosfato
(S1P). La evidencia demuestra que la S1P es un segundo mensajero critico que ejerce acciones proliferativas y
antiapoptéticas. Ademas, la ceramida potencia la apoptosis en respuesta a antineoplasicos, incluyendo taxol y
etopodsido. Ademas, la ceramida parece inducir la apoptosis en las células tumorales sin matar a las células
normales inactivas. Los estudios en diversas lineas celulares indican consistentemente que la S1P es capaz de
inducir la proliferacion y proteger las células de la apoptosis. En conjunto, los datos demuestran que el equilibrio
entre los niveles celulares de ceramida y de S1P determina si una célula prolifera. Por tanto, la alteracién de este
equilibrio mediante la reduccién de la produccién de la S1P dentro de las células hiperproliferativas es un método
eficaz para tratar los trastornos que surgen de la proliferacion celular anormal.

La esfingosina cinasa es responsable de la produccion de la S1P en las células. El ARN que codifica la SK se
expresa en la mayoria de los tejidos, apareciendo a menudo los niveles mas altos en el tejido tumoral que en el
tejido normal correspondiente. Una diversidad de factores proliferativos, incluyendo los activadores de la proteina
cinasa C (PKC), el suero de ternera fetal, el factor de crecimiento derivado de plaquetas, el factor de crecimiento
epidérmico y el factor de necrosis tumoral-alfa (TNFa), elevan rapidamente la actividad de la SK celular. Esto
promueve la proliferacion e inhibe la apoptosis de las células diana. Ademas, se ha demostrado un papel
oncogénico de la SK. A la inversa, la inhibicion de la SK mediante la transfeccion con un mutante de la SK
dominante negativo o mediante el tratamiento de las células con el inhibidor de la SK inespecifico D-erifro-N,N-
dimetilesfingosina (DMS) bloquea la transformacion mediada por la H-Ras oncogénica. Puesto que la activacion
anormal de la Ras, asi como la sobreexpresion y mutacion de los genes de la familia ras, aparece con frecuencia en
diferentes tipos de cancer, estos resultados indican un papel importante de la SK en estas enfermedades.

Ademas, se ha demostrado que la S1P tiene varios efectos importantes sobre las células que median las funciones
inmunitarias. Las plaquetas, los monocitos y los mastocitos secretan S1P tras su activacion, promoviendo cascadas
inflamatorias en el sitio del dafio tisular. Se requiere la activacion de la SK para las respuestas de sefalizacion ya
que la capacidad del TNFa para inducir la expresion de la molécula de adhesion a través de la activacion del factor
nuclear kappa B (NF«xB) es mimetizada por la S1P y es bloqueada por la DMS. De forma similar, la S1P mimetiza la
capacidad del TNFa para inducir la expresion de la ciclooxigenasa-2 (COX-2) y la sintesis de la prostaglandina E;
(PGEy), y la atenuacion génica de la SK por interferencia del ARN bloquea estas respuestas al TNFa. La S1P
también es un mediador de la entrada de calcio durante la activacion de neutréfilos por el TNFa y otros estimulos,
conduciendo a la produccion de superdxido y otros radicales toxicos. Por tanto, la reduccién de la produccion de la
S1P en las células inmunes y sus tejidos diana puede ser un método eficaz para tratar los trastornos que surgen de
la inflamacién anormal. Los ejemplos de dichos trastornos incluyen la enfermedad intestinal inflamatoria, la artritis, la
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aterosclerosis, el asma, la alergia, la insuficiencia renal inflamatoria, el shock circulatorio, la lesién por isquemia-
reperfusion, la insuficiencia organica post-quirirgica, el trasplante de érganos, la esclerosis multiple, la enfermedad
pulmonar obstructiva crénica, la inflamacion de la piel, la enfermedad periodontal, la psoriasis y las enfermedades de
la inmunidad mediadas por linfocitos T.

La angiogénesis se refiere al estado en el cuerpo en el que diversos factores de crecimiento u otros estimulos
promueven la formacién de nuevos vasos sanguineos, y este proceso es critico para la patologenia de una
diversidad de enfermedades. En cada caso, la angiogénesis excesiva permite la progresion de la enfermedad y/o
produce efectos no deseados en el paciente. Puesto que mecanismos bioguimicos conservados regulan la
proliferacion de las células endoteliales vasculares que forman estos nuevos vasos sanguineos, se espera que la
identificacion de métodos para inhibir estos mecanismos tenga utilidad para el tratamiento y la prevencion de una
diversidad de enfermedades. Mas especificamente, se han identificado ciertos factores de crecimiento que conducen
a la angiogénesis patégena. Por ejemplo, el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) tiene capacidades
angiogénicas y mitdégenas. Especificamente, el VEGF induce la proliferacion de células endoteliales vasculares,
favoreciendo la formaciéon de nuevos vasos sanguineos. La esfingosina cinasa es un mediador importante de las
acciones del VEGF. Por ejemplo, se ha demostrado que la SK media la activacion de las proteinas cinasas inducida
por VEGF. La produccién de la S1P por la SK estimula la actividad del NFkB que conduce a la produccién de COX-
2, moléculas de adhesion y VEGF adicional y otras citocinas, todos los cuales promueven la angiogénesis. Ademas,
la expresion de las isoformas endoteliales de la 6xido nitrico sintasa (eNOS) esta regulada por la SK, y la eNOS
también por consiguiente modula la angiogénesis. Por tanto, es probable que la reduccion de la produccion de la
S1P en las células endoteliales sea un método eficaz para tratar los trastornos que surgen de la angiogénesis
anormal. Los ejemplos de dichos trastornos incluyen la artritis, el cancer, la psoriasis, el sarcoma de Kaposi, los
hemangiomas, la angiogénesis miocardica, la aterosclerosis y las enfermedades angiogénicas oculares. El
documento US 2008/167352 A1 describe compuestos sustituidos de adamantano con estructuras diferentes y
aplicaciones médicas de los mismos.

Por consiguiente, sigue existiendo una necesidad de inhibidores de la SK mejorados necesarios para su uso como
agentes antiproliferativos, antiinflamatorios y antiangiogénicos.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion proporciona las siguientes realizaciones como se define en los puntos 1 a 18:

o) = |
e,
S

1. Un compuesto de formula (1)

R4

R>2
4))
y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, donde
RsesH,CloF;
R2 es H o alquilo;
mes102;

nes1,2,3,405;y

cada R3 es independientemente H, -C(O)alquilo, -C(O)CH2CH2C(O)OH, R4, -C(O)NRsRs, -P(O)(ORy)2 o glucosilo,
siempre que al menos un Rs no sea H,

donde

R4 es un aminoacido natural o no natural unido a través del resto carboxilo como un éster,
Rs es H o alquilo,

Rs es H o alquilo, y

cada Ry es independientemente H o alquilo,

donde cada alquilo tiene independientemente 1-20 atomos de carbono.
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2. Un compuesto de acuerdo con el punto 1, donde Ry es Cl.

3. Un compuesto de acuerdo con el punto 1 o el punto 2, donde R es H.

4. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de los puntos 1-3, donde nes 1 0 2.
5. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de los puntos 1-4, donde m es 2.

6. Un compuesto de acuerdo con el punto 5, donde n es 2.

7. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de los puntos 1-5, donde el resto

a@’*c’“‘“)n

OR;

}7_ OR,

8. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de los puntos 1-6, donde Rz no es H.

tiene la estructura

.

9. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de los puntos 1-6, donde cada R3 es un -C(O)alquilo.

10. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de los puntos 1-4, donde el resto

OR,

}1 OR,

OC(O)CH;.

tiene la estructura

:71 OC(O)CH,
11. Un compuesto de acuerdo con el punto 1 seleccionado entre el grupo que consiste en:

2-acetoxi-5-(2-{[3-(4-clorofenil)-adamantano-1-carbonil]-amino}etil )fenil éster del acido acético;
2-propioniloxi-5-(2-{[3-(4-clorofenil)-adamantano-1-carbonil]-amino}etil )fenil éster del acido propionico;
2-butiriloxi-5-(2-{[3-(4-clorofenil)}-adamantano-1-carbonil]-amino}etil ffenil éster del acido butirico;
5-(2-{[3-(4-clorofenil)-adamantano-1-carbonillamino}etil)-2-hidroxifenil éster del acido isobutirico; y
5-(2-{[3-(4-clorofenil)-adamantano-1-carbonillamino}etil)-2-hidroxifenil éster del acido 2-amino-3-metil-butirico,
preferentemente 2-acetoxi-5-(2-{[3-(4-clorofenil)-adamantano-1-carbonil]-amino}etil)fenil éster del acido acético.

12. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con cualquiera de los puntos
anteriores, 0 una sal, hidrato o solvato farmacéuticamente aceptables del mismo, en combinacién con un vehiculo,
medio o agente auxiliar farmacéuticamente aceptables.
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13. Un compuesto o sal de acuerdo con cualquiera de los puntos 1-11, o una composiciéon de acuerdo con el punto
12 para su uso en la inhibicién de la esfingosina cinasa en un paciente que necesite dicha inhibicion.

14. Un compuesto o sal de acuerdo con cualquiera de los puntos 1-11, o una composiciéon de acuerdo con el punto
12 para su uso en el tratamiento de un trastorno en un paciente, teniendo dicho trastorno una activacion anormal de
la esfingosina cinasa.

15. Un compuesto o sal de acuerdo con cualquiera de los puntos 1-11, o una composiciéon de acuerdo con el punto
12 para su uso en el tratamiento de una enfermedad seleccionada entre una enfermedad hiperproliferativa, una
enfermedad inflamatoria, o una enfermedad angiogénica.

16. El compuesto para su uso de acuerdo con el punto 15, donde la enfermedad es una enfermedad
hiperproliferativa seleccionada entre el grupo que consiste en cancer, aterosclerosis, reestenosis, trastornos
proliferativos de las células mesangiales y psoriasis; o la enfermedad es una enfermedad inflamatoria seleccionada
entre el grupo que consiste en enfermedad intestinal inflamatoria, artritis, aterosclerosis, asma, alergia, insuficiencia
renal inflamatoria, shock circulatorio, lesién por isquemia-reperfusion, insuficiencia organica post-quirdrgica,
esclerosis multiple, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, inflamacién de la piel, enfermedad periodontal,
psoriasis y enfermedades de la inmunidad mediadas por linfocitos T.

17. El compuesto para su uso de acuerdo con el punto 15, donde la enfermedad es un cancer seleccionado entre el
grupo que consiste en canceres de cabeza y cuello, canceres de pulmén, canceres del tracto gastrointestinal,
canceres de mama, canceres ginecoldgicos, canceres testiculares, canceres del tracto urinario, canceres
neurolégicos, canceres endocrinos, canceres de piel, sarcomas, canceres del mediastino, canceres
retroperitoneales, canceres cardiovasculares, mastocitosis, carcinosarcomas, cilindroma, canceres dentales,
estesioneuroblastoma, cancer de uraco, carcinoma de células de Merkel, paragangliomas, linfoma de Hodgkin,
linfoma no Hodgkin, leucemias croénicas, leucemias agudas, canceres mieloproliferativos, discrasias de células
plasmaticas y sindromes mielodisplasicos; o un trastorno proliferativo de las células mesangiales seleccionado entre
el grupo que consiste en glomerulonefritis, nefropatia diabética, nefroesclerosis maligna, sindromes
microangiopaticos trombdticos, rechazo de trasplantes y glomerulopatias.

18. El compuesto para su uso de acuerdo con el punto 13, donde la enfermedad se selecciona entre el grupo que
consiste en

(i) una enfermedad intestinal inflamatoria seleccionada entre el grupo que consiste en colitis ulcerosa,
enfermedad de Crohn y colitis indeterminada;

(i) una enfermedad de la inmunidad mediada por linfocitos T seleccionada entre el grupo que consiste en
encefalomielitis alérgica, neuritis alérgica, rechazo de trasplantes de aloinjertos, enfermedad de injerto contra
hospedador, miocarditis, tiroiditis, nefritis, lupus eritematoso sistémico y diabetes mellitus insulinodependiente;

(iii) una enfermedad seleccionada entre el grupo que consiste en artritis reumatoide, osteoartritis, sindrome de
Caplan, sindrome de Felty, sindrome de Sjogren, espondilitis anquilosante, enfermedad de Still,
condrocalcinosis, gota, fiebre reumatica, enfermedad de Reiter y sindrome de Wissler;

(iv) una insuficiencia renal inflamatoria seleccionada entre el grupo que consiste en glomerulonefritis, lesion
glomerular, sindrome nefrotico, nefritis intersticial, nefritis IUpica, enfermedad de Goodpasture, granulomatosis de
Wegener, vasculitis renal, nefropatia por IgA y la enfermedad glomerular idiopatica;

(v) una inflamacion de la piel seleccionada entre el grupo que consiste en psoriasis, dermatitis atépica,
sensibilidad de contacto y acné; y

(vi) una enfermedad angiogénica seleccionada entre el grupo que consiste en retinopatia diabética, artritis,
cancer, psoriasis, sarcoma de Kaposi, hemangiomas, angiogénesis miocardica, neovascularizacion de la placa
aterosclerética y enfermedades angiogénicas oculares tales como neovascularizacion coroidea, retinopatia del
prematuro (fibroplasias retrolentales), degeneracion macular, rechazo de injerto de cérnea, rubeosis, glaucoma
neovascular y sindrome de Osler-Webber.

En el presente documento se desvelan los compuestos de formula (I), que se muestran a continuacion, las
composiciones farmacéuticas que contienen dichos compuestos y los métodos que emplean dichos compuestos o
composiciones en el tratamiento o la prevencion de la enfermedad hiperproliferativa, la enfermedad inflamatoria o la
enfermedad angiogénica. Mas especificamente, la invencion se refiere a compuestos que son profarmacos que se
metabolizan a compuestos que son capaces de inhibir la SK. Estos profarmacos pueden ser, por ejemplo, ésteres de
alquilo, succinato, ésteres de aminoacido, carbamatos, fosfatos y glucésidos.

En el presente documento se desvelan compuestos de férmula (1):
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Ry | ' .
O ! ° )
] O——R3) i

N
m

)
y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, donde

RsesH,CloF;

R2 es H o alquilo;

mes102;

nes1,2,3,405;y

cada R3 es independientemente H, -C(O)alquilo, -C(O)CH2CH2C(O)OH, R4, -C(O)NRsRs, -P(O)(ORy)2 o glucosilo,
siempre que al menos un Rz no sea H,

donde

R4 es un aminoacido natural o no natural unido a través del resto carboxilo como un éster,
Rs es H o alquilo,

Rs es H o alquilo, y

cada Ry es independientemente H o alquilo,

Los términos generales para estos compuestos incluyen alquil ésteres, succinatos, aminoacido ésteres, carbamatos,
fosfatos y glucosidos.

La invencién también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden un compuesto o sal de formula (1)
y al menos un vehiculo, disolvente, adyuvante o diluyente farmacéuticamente aceptables.

En el presente documento también se desvelan métodos para el tratamiento o prevenciéon de la enfermedad
hiperproliferativa, la enfermedad inflamatoria o la enfermedad angiogénica.

Descripcion de los dibujos

Figura 1. Modelo para la conversion del Compuesto 2 en el Compuesto 1. El compuesto 2 y varios otros
profarmacos de la presente invencion son ésteres del Compuesto 1. Estos compuestos son sustratos para las
esterasas presentes en la sangre y/o tejidos de mamiferos, produciendo de este modo el inhibidor de la SK
activo.

Figura 2. Cromatograma del Compuesto 2. El Compuesto 2 purificado se analizé6 mediante cromatografia liquida
de alta resolucioén utilizando un sistema Waters 2795 equipado con un detector de matriz de fotodiodos. Las
separaciones se realizaron utilizando una columna Nova-Pak C18 (3,9 x 150°mm, Waters), se eluyo
isocraticamente con una fase movil que consistia en Disolvente A al 65% (metanol que contiene acido férmico al
0,1%) y Disolvente B al 35% (acetonitrilo al 5% y agua al 95% que contiene acido férmico al 0,1%) a un caudal
de 0,6 ml/min. EI Compuesto 2 se detectd por su absorbancia a la longitud de onda de 265 nm. Los datos
demuestran que un Unico compuesto esta presente inicialmente en la preparacién del Compuesto 2.

Figura 3. Conversion del compuesto 2 en el Compuesto 1 por enzimas plasmaticas. EI Compuesto 2 purificado
se incubd con plasma de raton durante 5 minutos a temperatura ambiente. La muestra después se extrajo y se
analiz6 mediante cromatografia liquida de alta resolucién como se ha descrito para la Figura 2. Los datos
demuestran que las esterasas del plasma de ratén convierten rapidamente el Compuesto 2 en el Compuesto 1.
Figura 4. Conversion del compuesto 2 en el Compuesto 1 in vivo. Se trataron ratones Balb/C hembra, de 6-8
semanas de edad, ya sea con el Compuesto 1 (*) o el Compuesto 2 (¢) a 50 mg/kg por inyeccion intravenosa. Se
sacrificaron los ratones a los tiempos indicados después de la inyeccion, y la sangre se recogié por puncion
cardiaca y se prepardé plasma. El plasma después se exirajo y se analizd para determinar los niveles de
Compuesto 1 mediante HPLC. Los datos demuestran que los niveles circulantes de Compuesto 1 se mantienen
durante un tiempo mas largo mediante la administracion del profarmaco, es decir, el Compuesto 2.

Figura 5. Inhibicién de la proliferacion de células tumorales por el Compuesto 1y el Compuesto 2. Se expusieron
células de adenocarcinoma mamario JC murino a la concentraciones indicadas de ya sea el Compuesto 1 (m) 0
el Compuesto 2 (A) durante 72 h. Al final de la exposicion, el nimero de células tumorales viables se cuantifico
utilizando el ensayo de MTS. Los valores representan la fraccion de células supervivientes en comparacion con
las células de control tratadas con DMSO (vehiculo). Los datos demuestran que la forma de profarmaco del
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Compuesto 1, es decir, el Compuesto 2, tiene una potencia mayor (el 50% de las células mueren a una dosis
menor) y una eficacia mayor (muere un porcentaje mayor de células a la concentracion 6ptima) para inhibir
proliferacién de células tumorales.

Figura 6. Actividad antitumoral del Compuesto 2 solo y en combinacién con gemcitabina. Se inyectaron por via
subcutanea células de adenocarcinoma mamario JC murino en ratones Balb/c y los tumores se dejaron crecer
hasta aproximadamente 15,0°mm®. Los animales después se trataron con vehiculo solo (m), 1 mg/kg de
gemcitabina semanal (A), 50 mg/kg del Compuesto 2 al dia durante cinco dias por semana (V) o una
combinacién de gemcitabina mas el Compuesto 2 (#). Los tumores se midieron dos veces por semana. Los
valores que se muestran representan el volumen tumoral promedio * la desviacién estandar para cada grupo (n =
8). Los datos demuestran que el Compuesto 2 solo causa una reduccion significativa del crecimiento tumoral, y
que la combinacion del Compuesto 2 mas gemcitabina tiene una mayor actividad antitumoral que cualquiera de
los farmacos solos.

Figura 7. Efectos del Compuesto 1 y el Compuesto 2 en el indice de Actividad de la Enfermedad (IAE) en el
modelo de colitis aguda inducida por DSS. Se trataron ratones C57BL/6 durante 6 dias de la siguiente manera:
DSS al 2% en el agua de bebida y administracion oral diaria de vehiculo (PEG 400 al 46,7%, una solucion al
46,7% de Tween 80 al 0,375% en solucion salina y etanol al 6,6%); o DSS al 2% en el agua de bebida y la
administracion oral diaria de 50 mg/kg de Compuesto 1 o Compuesto 2 en el vehiculo. Después de 6 dias, se
calculd el IAE para cada grupo. Los valores representan la media + la desviacion estandar para 5-6 ratones por
grupo. Los datos demuestran que ambos compuestos 1 y 2 reducen la gravedad de la colitis en este modelo,
siendo el Compuesto 2 mas eficaz que el Compuesto 1.

Figura 8. Efectos del Compuesto 1 y el Compuesto 2 en la longitud del colon en el modelo de colitis aguda
inducida por DSS. Se trataron ratones C57BL/6 durante 6 dias de la siguiente manera: DSS al 2% en el agua de
bebida y administracion oral diaria de vehiculo (descrito en la Figura 7); o DSS al 2% en el agua de bebida y la
administracion oral de 50 mg/kg de Compuesto 1 o Compuesto 2 dos veces al dia en el vehiculo. Después de 6
dias, se sacrificaron los animales y se midié la longitud del colon. Los valores representan la media + la
desviacién estandar para 6-7 ratones por grupo. En este modelo, la longitud del colon disminuye a medida que la
enfermedad progresa. Los datos demuestran que ambos compuestos 1 y 2 reducen la contracciéon del colon
inducida por la colitis, siendo el Compuesto 2 mas eficaz que el Compuesto 1.

Figura 9. Efectos del Compuesto 1 y el Compuesto 2 en la infiltracion de neutrdéfilos en el colon en el modelo de
colitis aguda inducida por DSS. Se trataron ratones C57BL/6 durante 6 dias de la siguiente manera: DSS al 2%
en el agua de bebida y administracion oral diaria de vehiculo (descrito en la Figura 7); o DSS al 2% en el agua de
bebida y la administracion oral de 50 mg/kg de Compuesto 1 o Compuesto 2 en el vehiculo. Después de 6 dias,
se sacrificaron los animales y los se recogieron los célones. Se midié la actividad de la mieloperoxidasa (AMP)
se midié y se normaliz6 por la concentracion de proteina de las muestras. Los valores representan la media + la
desviacién estandar para 6-7 ratones por grupo. En este modelo, la actividad AMP del colon aumenta como
resultado de la infiltracién de neutrdfilos en el colon a medida que la enfermedad progresa. Los datos
demuestran que ambos compuestos 1y 2 reducen la infiltracion de neutréfilos inducida por la colitis en el colon,
siendo el Compuesto 2 mas eficaz que el Compuesto 1.

Figura 10. Efectos de profarmacos de éster en la longitud del colon en el modelo de colitis aguda inducida por
DSS. Se trataron ratones C57BL/6 durante 6 dias de la siguiente manera: DSS al 2% en el agua de bebida y
administracion oral diaria de vehiculo (descrito en la Figura 7); o DSS al 2% en el agua de bebida y la
administracion oral de 50 mg/kg de los profarmacos de éster indicados en el vehiculo. Después de 6 dias, se
sacrificaron los animales y se midié la longitud del colon. Los valores representan la media + la desviacion
estandar para 4-5 ratones por grupo. En este modelo, la longitud del colon disminuye a medida que la
enfermedad progresa. Los datos demuestran que cada uno de los profarmacos de éster protege contra la
contraccion del colon inducida por la colitis.

Figura 11. Efectos de profarmacos de éster en la infiltracién de neutréfilos en el colon en el modelo de colitis
aguda inducida por DSS. Se trataron ratones C57BL/6 durante 6 dias de la siguiente manera: DSS al 2% en el
agua de bebida y administracion oral diaria de vehiculo (descrito en la Figura 7); o DSS al 2% en el agua de
bebida y la administracion oral de 50 mg/kg de los profarmacos de éster indicados en el vehiculo. Después de 6
dias, se sacrificaron los animales y se midié la longitud del colon. Los valores representan la media + la
desviacién estandar para 4-5 ratones por grupo. En este modelo, la actividad AMP del colon aumenta como
resultado de la infiltracién de neutroéfilos en el colon a medida que la enfermedad progresa. Los datos
demuestran que, con la excepciéon del Compuesto 6, cada uno de los profarmacos de éster reduce la infiltracion
de neutrofilos en el colon.

Figura 12. Efectos del Compuesto 1 y el Compuesto 2 en la histologia del colon en el modelo de enfermedad de
Crohn inducida por TNBS. El dia 0, se les administré TNBS a ratas Sprague-Dawley hembra utilizando un catéter
de acero inoxidable que se insert6 en el colon (8°cm proximal al ano; 1,0 ml de solucién que contiene 30 mg de
TNBS y etanol al 20% en PBS). Los dias 0-5 los animales recibieron alimentaciéon por sonda oral diaria de
vehiculo (descrito en la Figura 7) o 50 mg/kg del Compuesto 1 o Compuesto 2 en el vehiculo. El dia 6, se
retiraron los coélones, se pesaron y se puntuaron para determinar el dafio macroscépico. Los 6°cm distales se
seccionaron trasversalmente para la histologia y los analisis bioquimicos posteriores. En este modelo, la
puntuacion macroscopica es un indice de dafio histoldgico al colon que aumenta a medida que la enfermedad
progresa. Los datos demuestran que el Compuesto 2 reduce el dafio al colon, mientras que el Compuesto 1 es
mucho menos activo en este modelo.

Figura 13. Efectos del Compuesto 1 y el Compuesto 2 en el peso de colon en el modelo de enfermedad de Crohn
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inducida por TNBS. Se midieron los pesos de los colones de las ratas descritas en la Figura 12. Los valores
representan la media + la desviacion estandar para 5-6 ratas por grupo. En este modelo, el peso del colon
aumenta a medida que la enfermedad progresa debido a edema mediado por la inflamacion progresiva. Los
datos demuestran que el Compuesto 2 reduce el edema del colon, mientras que el Compuesto 1 es mucho
menos activo en este modelo.

Figura 14. Efectos del Compuesto 2 sobre la infiltracion de neutréfilos en el colon en el modelo de enfermedad de
Crohn inducida por TNBS. La infiltracién de neutréfilos se evalué en las ratas descritas en la Figura 12. Los
valores representan la media + la desviacion estandar para 5-6 ratas por grupo. En este modelo, la actividad
AMP del colon aumenta como resultado de la infiltracidon de neutréfilos en el colon a medida que la enfermedad
progresa. Los datos demuestran que el Compuesto 2 reduce la infiltracion de neutrofilos en este modelo.

Descripcion detallada de la invencién
A menos que los sustituyentes para una férmula particular se definan expresamente para esa féormula, se entiende
que tienen las definiciones que se exponen en relaciéon con la férmula precedente a la cual hace referencia la

férmula particular.

Como se sefalé anteriormente, en el presente documento se desvelan compuestos de formula (1):

OOy

R

y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, donde

RsesH,CloF;

R2 es H o alquilo;

mes102;

nes1,2,3,405;y

cada R3 es independientemente H, -C(O)alquilo, -C(O)CH>CH>C(O)OH, R4, -C(O)NRsRs, -P(O)(ORy)2 o glucosilo,
siempre que al menos un Rsz no sea H,

donde

R4 es un aminoacido natural o no natural unido a través del resto carboxilo como un éster,
Rs es H o alquilo,

Rs es H o alquilo, y

cada Ry es independientemente H o alquilo,

Los términos generales para estos compuestos incluyen ésteres, succinatos, ésteres de aminoacidos, carbamatos,
fosfatos y glucosidos.

Ciertos compuestos de formula () preferidos incluyen compuestos donde Ry es Cl. En otras realizaciones, R es H; o
RiesF.

En ciertas realizaciones, los compuestos de formula (1) como se han descrito anteriormente tienen R, = H. Por
ejemplo, los compuestos de formula (I) de una realizacion preferida tienen R; = Cl y Ry'= H.

En ciertas realizaciones, los compuestos de férmula (1) como se han descrito anteriormente tienen m = 1 o 2. Por
ejemplo, en una realizacion, m = 1. En otra realizacion, m = 2. En ciertas realizaciones, los compuestos de féormula
(I) como se han descrito anteriormente tienen n = 1 0 2. Por ejemplo, en una realizacion, n = 1. En otra realizacion, n
= 2. Ciertas realizaciones preferidas de los compuestos de férmula (I) son aquellas en las que R1 es Cl, R, es H, m
es1o2ynes102.

En ciertas realizaciones de los compuestos de férmula (I) como se han descrito anteriormente, cada Rs es un —
C(O)alquilo. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, cada Rz es -C(O)CH3.

En ciertas realizaciones de los compuestos de féormula (I) como se han descrito anteriormente, cada Rs es un
aminoacido natural o no natural. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, cada Rz es un aminoacido natural.
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En ciertas realizaciones de los compuestos de formula (I) como se han descrito anteriormente, cada Rs es -
C(O)CH2CH2C(O)OH.

En ciertas realizaciones de los compuestos de formula (I) como se han descrito anteriormente, cada Rs es -
C(O)NRsRe.

En ciertas realizaciones de los compuestos de formula (I) como se han descrito anteriormente, cada Rs es -
P(O)(ORy).. En ciertas realizaciones, ambos R; son H. En otras realizaciones, ambos Rz son alquilo (por ejemplo, un
alquilo inferior no sustituido).

En ciertas realizaciones de los compuestos de formula (I) como se han descrito anteriormente, cada Rs es glucosilo.

En ciertas realizaciones de los compuestos de formula (I) como se han descrito anteriormente, ningun Rs es H. En
ciertas realizaciones de los compuestos de formula (I) como se han descrito anteriormente, todos los R3 son iguales.

En ciertas realizaciones de los compuestos de formula (I) como se han descrito anteriormente, el resto

tiene la estructura

OR,

OR;

En una realizacion particularmente preferida de los compuestos de férmula (1) como se han descrito anteriormente,
el resto

tiene la estructura

OC(O)CHj

~OC(0)CH;
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En una realizacién especialmente preferida de la invencion, los compuestos de formula (1) tienen Ry = Cl, R, = H, m
=2, n =2y cada Rs = -C(O)alquilo, especialmente -C(O)CHs.

Por ejemplo, los compuestos de la invencion incluyen:

2-acetoxi-5-(2-{[3-(4-clorofenil)-adamantano-1-carbonil]-amino}etil )fenil éster del acido acético;
2-propioniloxi-5-(2-{[3-(4-clorofenil)-adamantano-1-carbonil]-amino}etil )fenil éster del acido propionico;
2-butiriloxi-5-(2-{[3-(4-clorofenil)}-adamantano-1-carbonil]-amino}etil)fenil éster del acido butirico;
5-(2-{[3-(4-clorofenil)-adamantano-1-carbonillamino}etil)-2-hidroxifenil éster del acido isobutirico; y
5-(2-{[3-(4-clorofenil)-adamantano-1-carbonillamino}etil)-2-hidroxifenil éster del acido 2-amino-3-metil-butirico.

Un compuesto de la presente invencion particularmente preferido es 2-acetoxi-5-(2-{[3-(4-clorofenil)-adamantano-1-
carbonil]-amino}etil)fenil éster del acido acético (Compuesto 2):

Cl
OC(O)CHs
| 0
| | OC(O)CHs
HN

.

En el presente documento se desvelan métodos para el tratamiento de un paciente que tiene, o en la prevencion de
que un paciente contraiga, una enfermedad o afeccion seleccionada entre el grupo que consiste en una enfermedad
hiperproliferativa, una enfermedad inflamatoria o una enfermedad angiogénica, que incluyen la administracion de
una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de formula (1) como se ha descrito anteriormente o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, a un paciente que necesite dicho tratamiento o prevencion. Una
enfermedad hiperproliferativa preferida, para cuyo tratamiento o prevencidon son utiles los compuestos de la
invencion, es el cancer, incluyendo tumores sélidos tales como canceres de cabeza y cuello, canceres de pulmén,
canceres del tracto gastrointestinal, canceres de mama, canceres ginecoldgicos, canceres testiculares, canceres del
tracto urinario, canceres neurolégicos, canceres endocrinos, canceres de piel, sarcomas, canceres del mediastino,
canceres retroperitoneales, canceres cardiovasculares, mastocitosis, carcinosarcomas, cilindroma, canceres
dentales, estesioneuroblastoma, cancer de uraco, carcinoma de células de Merkel, paragangliomas, linfoma de
Hodgkin, linfoma no Hodgkin, leucemias cronicas, leucemias agudas, canceres mieloproliferativos, discrasias de
células plasmaticas y sindromes mielodisplasicos.

Otras enfermedades preferidas que pueden tratarse o prevenirse con los compuestos de la invencion incluyen las
enfermedades inflamatorias, tales como enfermedad intestinal inflamatoria, artritis, aterosclerosis, asma, alergia,
insuficiencia renal inflamatoria, shock circulatorio, lesion por isquemia-reperfusion, insuficiencia organica post-
quirdrgica, esclerosis multiple, enfermedad pulmonar obstructiva cronica, inflamacion de la piel, enfermedad
periodontal, psoriasis y enfermedades de la inmunidad mediadas por linfocitos T, incluyendo la encefalomielitis
alérgica, neuritis alérgica, rechazo de trasplantes de aloinjertos, enfermedad de injerto contra hospedador,
miocarditis, tiroiditis, nefritis, lupus eritematoso sistémico y diabetes mellitus insulinodependiente.

Otras enfermedades preferidas que pueden tratarse o prevenirse con los compuestos de la invencion incluyen las
enfermedades angiogénicas, tales como retinopatia diabética, artritis, psoriasis, sarcoma de Kaposi, hemangiomas,
angiogénesis miocardica, neovascularizacion de la placa aterosclerética, y enfermedades angiogénicas oculares
tales como neovascularizacion coroidea, retinopatia del prematuro (fibroplasias retrolentales), degeneracion
macular, rechazo de injerto de cérnea, rubeosis, glaucoma neovascular y sindrome de Osler-Webber.

La invencién también proporciona composiciones farmacéuticas que incluyen un compuesto de férmula (I) como se
ha descrito anteriormente o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, como principio activo, en combinacion
con un vehiculo, medio o agente auxiliar farmacéuticamente aceptables.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién pueden prepararse de diversas formas para su
administracion, incluyendo comprimidos, comprimidos oblongos, pildoras, o pueden envasarse en recipientes
adecuados, tales como capsulas, o, en el caso de las suspensiones, envasarse en botellas. Como se utiliza en el
presente documento "vehiculo farmacéuticamente aceptable" incluye cualquiera y todos los disolventes, diluyentes,
u otros vehiculos liquidos; adyuvantes de dispersidbn o suspension; agentes tensioactivos; conservantes;
aglutinantes solidos; lubricantes y similares, seguin se adapte a la forma de dosificacion particular deseada. Diversos
vehiculos y excipientes utilizados en la formulacion de composiciones farmacéuticas y técnicas conocidas para su
preparacion se desvelan en Remington's Pharmaceutical Sciences (A. Osol et al. eds., 152 ed. 1975). Excepto en la
medida en que cualquier vehiculo convencional sea incompatible con los compuestos quimicos de la presente
invencion, tal como mediante la produccion de cualquier efecto biolégico indeseable o interaccion de otro tipo: de
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una manera perjudicial con cualquier otro componente de la composicién farmacéutica, esta contemplado que el uso
del vehiculo esté dentro del alcance de la presente invencion.

En las composiciones farmacéuticas de la presente invencion, el agente activo puede estar presente en una
cantidad de al menos el 1% y no mas del 99% en peso, sobre la base del peso total de la composicién, incluido el
vehiculo o los agentes auxiliares. Preferentemente, la proporcion de agente activo varia entre el 1% y el 70% en
peso de la composicidon. Pueden utilizarse para fabricar la composicién vehiculos farmacéuticos organicos o
inorganicos solidos o liquidos adecuados para la administracion enteral o parenteral. La gelatina, la lactosa, el
almidon, el estearato de magnesio, el talco, las grasas y aceites vegetales y animales, la goma de polialquilenglicol,
u otros excipientes o diluyentes para medicamentos conocidos pueden ser todos adecuados como vehiculos.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden administrarse utilizando cualquier cantidad y
cualquier via de administracion eficaces para el tratamiento de un paciente que tiene, o la prevencion de que un
paciente contraiga, una enfermedad o afeccion seleccionada entre el grupo que consiste en una enfermedad
hiperproliferativa, una enfermedad inflamatoria y una enfermedad angiogénica. Por tanto, la expresiéon "cantidad
terapéuticamente eficaz", como se utiliza en el presente documento, se refiere a una cantidad del agente activo
suficiente para proporcionar el efecto deseado sobre las células diana. La cantidad exacta necesaria variara de un
sujeto a otro, dependiendo de la especie, la edad y el estado general del sujeto; del compuesto particular; de su
modo de administracion; y similares.

Los compuestos farmacéuticos de la presente invencion se formulan preferentemente en formas de dosificacion
unitarias para su facilidad de administracion y su uniformidad de dosificacion. "Forma de dosificacion unitaria”, como
se utiliza en el presente documento, se refiere a una unidad de agente terapéutico, fisicamente aislada, adecuada
para el animal que se trata. Cada dosis debe contener la cantidad de material activo calculada para producir el
efecto terapéutico deseado, ya sea solo o en asociacion con el vehiculo farmacéutico seleccionado. Tipicamente, la
composicion farmacéutica se administra en dosis unitarias que contienen de aproximadamente 0,1mg a
aproximadamente 10.000 mg del agente, prefiriéndose un intervalo de aproximadamente 1 mg a aproximadamente
1000 mg.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden administrarse por via oral o parenteral, tal como
por inyeccion intramuscular, inyeccion intraperitoneal, intravenosa o infusion. Las composiciones farmacéuticas
pueden administrarse por via oral o parenteral en niveles de dosificacion de aproximadamente 0,1 a
aproximadamente 1.000 mg/kg, y preferentemente de aproximadamente 1 a aproximadamente 100 mg/kg, de peso
corporal del animal por dia, una o mas veces al dia, para obtener el efecto terapéutico deseado.

Aunque las composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden administrarse a cualquier sujeto que
pueda beneficiarse de los efectos terapéuticos de las composiciones, las composiciones estan destinadas en
particular al tratamiento de enfermedades en los seres humanos.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién se administraran tipicamente de 1 a 4 veces al dia, a fin
de administrar la dosis diaria como se describe en el presente documento. Como alternativa, las dosis dentro de
estos intervalos pueden administrarse mediante infusion constante durante un periodo de tiempo prolongado,
generalmente de 1 a 96 horas, hasta que se hayan obtenido los beneficios terapéuticos deseados. Sin embargo, la
pauta exacta para la administracion de los compuestos quimicos y las composiciones farmacéuticas descritos en el
presente documento necesariamente dependera de las necesidades del animal que se trate, el tipo de tratamientos
que se administre y el criterio del médico especialista.

En ciertas situaciones, los compuestos de la presente invenciéon pueden contener uno o mas atomos de carbono
asimétricos, de modo que los compuestos pueden existir en diferentes formas estereocisoméricas. Estos compuestos
pueden ser, por ejemplo, racematos, isdmeros no racémicos quirales o diasteredmeros. En estas situaciones, los
enantiomeros individuales, es decir, las formas 6pticamente activas, pueden obtenerse mediante sintesis asimétrica
o mediante resolucién de los racematos. La resoluciéon de los racematos puede lograrse, por ejemplo, mediante
métodos convencionales tales como cristalizacion en presencia de un agente de resolucion; cromatografia,
utilizando, por ejemplo, una columna de HPLC quiral; o derivatizacion de la mezcla racémica con un reactivo de
resolucion para generar diasteredmeros, separando los diasteredmeros mediante cromatografia, y retirando el
agente de resolucion para generar el compuesto original en la forma enantioméricamente enriquecida. Cualquiera de
los procedimientos anteriores puede repetirse para aumentar la pureza enantiomérica de un compuesto.

Cuando los compuestos descritos en el presente documento contienen dobles enlaces olefinicos u otros centros de
asimetria geométrica, y a menos que se especifique lo contrario, se pretende que los compuestos incluyan las
configuraciones cis, trans, Z- y E-. Del mismo modo, también se pretenden incluir todas las formas tautoméricas.

Las sales atéxicas farmacéuticamente aceptables de los compuestos de la presente invencion incluyen, pero sin
limitacion, sales de acidos inorganicos tales como acido clorhidrico, sulfurico, fosférico, difosférico, bromhidrico y
nitrico, o sales de acidos organicos tales como acido férmico, citrico, malico, maleico, fumarico, tartarico, succinico,
acético, lactico, metanosulfénico, p-toluenosulfénico, 2-hidroxietilsulfénico, salicilico y estearico. De forma similar, los
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cationes farmacéuticamente aceptables incluyen, pero sin limitacion, sodio, potasio, calcio, aluminio, litio y amonio.
Aquellos expertos en la materia reconoceran una amplia diversidad de sales de adicion atdxicas farmacéuticamente
aceptables.

La invencion proporciona compuestos de formula (I) que son profarmacos de inhibidores de la SK, y que son utiles
para la modulacién de la via de transduccion de sefales de la esfingomielina, y para el tratamiento y la prevencion
de enfermedades hiperproliferativas, enfermedades inflamatorias y enfermedades angiogénicas. Los compuestos de
la invencion pueden ser preparados por un experto en la materia basandose solo en el conocimiento de la estructura
quimica del compuesto. La quimica para la preparacion de los compuestos de la presente invencién es conocida por
los expertos en la materia. De hecho, existe mas de un proceso para preparar los compuestos de la invencion. Los
ejemplos especificos de métodos de preparacion pueden encontrarse en el presente documento y en la técnica.

Como se ha tratado anteriormente, los esfingolipidos tienen una importancia critica en la regulaciéon del equilibrio
entre la proliferacion celular y la apoptosis. La esfingosina 1-fosfato es producida por la enzima SK y estimula la
proliferacion de las células tumorales. El agotamiento simultaneo de la ceramida por la accion de la SK bloquea la
apoptosis. Los compuestos de la invencién son profarmacos de inhibidores de la SK humana. Por tanto, la inhibicién
de la actividad de la SK de acuerdo con la invencion atenuara la proliferacion de las células tumorales y promovera
la apoptosis. Por tanto, los compuestos de la invencién son utiles como antineoplasicos. Ademas, puesto que la
hiperproliferacién celular es un proceso necesario en el desarrollo de la aterosclerosis y la psoriasis, los compuestos
de la invencidn, que son profarmacos de inhibidores de la SK, son utiles en el tratamiento de estas y otras
enfermedades hiperproliferativas. Ademas, la activacion y/o proliferacion inadecuadas de clases especificas de
células inmunitarias dan como resultado enfermedades inflamatorias y autoinmunes crénicas. En consecuencia, los
compuestos de la invencion también son utiles en el tratamiento de estas enfermedades. Ademas, la angiogénesis
inadecuada da como resultado una diversidad de enfermedades, como se describe a continuacién. En
consecuencia, los compuestos de la invencion también son Utiles en el tratamiento de estas enfermedades.

Definiciones

Las definiciones y explicaciones a continuacion son para los términos como se utilizan a lo largo de todo el presente
documento, incluyendo tanto la memoria descriptiva como las reivindicaciones.

Debe sefalarse que, como se utiliza en la presente memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las
formas singulares "un”, "una", "la" y "el" incluyen referentes plurales a menos que el contenido indique claramente lo
contrario. Por tanto, por ejemplo, la referencia a una composiciéon que contiene "un compuesto” incluye una mezcla
de dos o mas compuestos. También hay que sefialar que el término "o" se emplea generalmente en este sentido
incluyendo "y/o" a menos que el contenido indique claramente lo contrario.

El simbolo "-" en general representa un enlace entre dos atomos de la cadena. Por tanto CH3-O-CH2-CH(Ri)-CH3
representa un compuesto 1-metoxipropano sustituido en 2. Ademas, el simbolo "-" representa el punto de unién del
sustituyente a un compuesto. Por tanto, por ejemplo aril-alquilo(C+-Ce)- indica un grupo alquilarilo, tal como bencilo,

unido al compuesto por el resto alquilo.

Cuando se indica que multiples sustituyentes estan unidos a una estructura, debe apreciarse que los sustituyentes
pueden ser iguales o diferentes.

El término "alquilo", como se utiliza en el presente documento solo o como parte de un resto mayor, se refiere a un
hidrocarburo alifatico saturado incluyendo grupos de cadena lineal, de cadena ramificada o ciclicos (también
llamados "cicloalquilos"). Los ejemplos de grupos alquilo incluyen metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, iso-, sec- y
terc-butilo, pentilo, hexilo, heptilo, 3-etilbutilo y similares. Preferentemente, el grupo alquilo tiene de 1 a 20 atomos de
carbono (siempre que se indica en el presente documento un intervalo numérico, por ejemplo, "1-20", significa que el
grupo, en este caso el grupo alquilo, puede contener 1 atomo de carbono, 2 atomos de carbono, 3 atomos de
carbono, etc. hasta e incluyendo 20 atomos de carbono). Mas preferentemente, es un alquilo de tamafo medio que
tiene de 1 a 10 atomos de carbono. Mucho mas preferentemente, es un alquilo inferior que tiene de 1 a 4 atomos de
carbono, por ejemplo un alquilo inferior no sustituido. El cicloalquilo puede ser monociclico o un sistema policiclico
condensado. Los ejemplos de grupos cicloalquilo incluyen ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo,
cicloheptilo, ciclooctilo y adamantilo. El grupo alquilo o cicloalquilo puede no estar sustituido o estar sustituido con 1,
2, 3 o mas sustituyentes. Los ejemplos de dichos sustituyentes incluyen, sin limitacién, halo, hidroxi, amino, alcoxi,
alquilamino, dialquilamino, cicloalquilo, arilo, ariloxi, arilalquiloxi, radical heterociclico y (radical heterociclico)oxi. Los
ejemplos incluyen fluorometilo, hidroxietilo, 2,3-dihidroxietilo, (2- o 3-furanil)metilo, ciclopropilmetilo, benciloxietilo, (3-
piridinil)metilo, (2-tienil)etilo, hidroxipropilo, aminociclohexilo, 2-dimetilaminobutilo, metoximetilo, N-piridiniletilo y
dietilaminoetilo.

El término "solvato" significa una asociacion fisica de un compuesto de la presente invencién con una o mas
moléculas de disolvente. Esta asociacion fisica implica grados variables de enlace i6nico y covalente, incluyendo el
enlace de hidrégeno. En ciertos casos, el solvato sera susceptible de aislamiento, por ejemplo cuando una o mas
moléculas de disolvente se incorporan en la red cristalina del sdlido cristalino. "Solvato" abarca tanto la fase de
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solucién como los solvatos aislables. Los solvatos ejemplares incluyen etanolatos, metanolatos y similares. "Hidrato"
es un solvato donde el disolvente es agua.

Los compuestos que tienen la misma férmula molecular pero difieren en la naturaleza o secuencia de unién de sus
atomos o la disposiciéon de sus atomos en el espacio se denominan "isémeros". Los isémeros que difieren en la
disposicion de sus atomos en el espacio se denominan "estereoisdmeros". Los estereoisbmeros que no son
imagenes especulares uno del otro se denominan "diasteredmeros" y aquellos que son imagenes especulares no
superponibles entre si se denominan "enantiomeros". Cuando un compuesto tiene un centro asimétrico, por ejemplo,
un atomo de carbono que esta unido a cuatro grupos diferentes, es posible un par de enantidmeros. Un enantidmero
puede caracterizarse por la configuracion absoluta de su centro asimétrico y se describe por las reglas de
secuenciacion Ry S de Cahn y Prelog, que son bien conocidas por aquellos expertos en la materia. Adicionalmente,
los enantidmeros pueden caracterizarse por la manera en la que una soluciéon del compuesto rota un plano de luz
polarizada e indicarse como dextrégiro o levogiro (es decir, como isdmeros (+) o (-) respectivamente). Un compuesto
quiral puede existir ya sea como enantidomero individual o como una mezcla de los mismos. Una mezcla que
contiene proporciones iguales de los enantiomeros se llama "mezcla racémica".

Los compuestos de la presente invencion pueden poseer uno o mas centros asimétricos; dichos compuestos pueden
por tanto producirse como estereoisomeros (R) o (S) o como mezclas de los mismos. A menos que se indique lo
contrario, se pretende que la memoria descriptiva y las reivindicaciones incluyan ambos enantiomeros individuales,
asi como mezclas, racémicas o de otra forma, de los mismos.

A menos que se indique lo contrario, también se pretende que las estructuras representadas en el presente
documento incluyan los compuestos que difieren so6lo en la presencia de uno o mas atomos isotopicamente
enriquecidos. Por ejemplo, los compuestos que tienen las estructuras del presente documento, con la excepcion del
reemplazo de un hidrégeno por un deuterio o tritio o el reemplazo de un carbono por un carbono enriquecido con 3c
"C, estan dentro del alcance de la presente invencion. Dichos compuestos son Utiles, por ejemplo, como
herramientas analiticas o sondas en ensayos bioldgicos.

Como se utilizan en el presente documento, "trastorno relacionado con la SK", "trastorno provocado por la SK" y
"actividad anormal de la SK" se refieren todos a una afeccion caracterizada por la actividad catalitica inadecuada de
la SK, es decir, menor o, mas habitualmente, mayor. La actividad catalitica inadecuada puede surgir como resultado
de: (1) la expresion de SK en células que normalmente no expresan SK, (2) la actividad catalitica aumentada de la
SK que conduce a un proceso celular no deseado, tal como, sin limitacién, la proliferacion celular, la regulacion
génica, la resistencia a la apoptosis y/o la diferenciacion. Dichos cambios en la expresion de la SK pueden
producirse por el aumento de la expresion de la SK y/o la mutacion de la SK de modo que se mejora su actividad
catalitica, (3) la disminucion de la actividad catalitica de la SK conduce a reducciones no deseadas de los procesos
celulares. Algunos ejemplos de los trastornos relacionados con la SK, sin limitacion, se describen en otra parte de la
presente solicitud.

El término "método" se refiere a las maneras, medios, técnicas y procedimientos para la realizacion de una tarea
determinada incluyendo, pero no limitado a, aquellas maneras, medios, técnicas y procedimientos bien conocidos o
que se desarrollan facilmente a partir de maneras, medios, técnicas y procedimientos conocidos por los
profesionales de las técnicas quimica, farmacéutica, bioldgica, bioquimica y médica.

Los términos "modulacién” o "modular” se refieren a la alteracion de la actividad catalitica de la SK. En particular, la
modulaciéon se refiere a la activacion o, preferentemente, a la inhibiciéon de la actividad catalitica de la SK,
dependiendo de la concentracion del compuesto o la sal a los que se expone la SK.

La expresion "actividad catalitica" como se utiliza en el presente documento se refiere a la velocidad de fosforilacion
de la esfingosina bajo la influencia de la SK.

La expresion "poner en contacto" como se utiliza en el presente documento se refiere a poner juntos un compuesto
de la presente invencion y la SK de modo que el compuesto pueda afectar a la actividad catalitica de la SK, ya sea
directamente, es decir, mediante la interaccién con la propia SK, o indirectamente, es decir, mediante la alteracion
de la localizacion intracelular de la SK. Dicho "poner en contacto" puede realizarse in vitro, es decir, en un tubo de
ensayo, una placa de Petri o similares. En un tubo de ensayo, el contacto puede implicar solamente un compuesto y
la SK o puede implicar células enteras. Las células también pueden mantenerse o cultivarse en placas de cultivo
celular y ponerse en contacto con un compuesto en ese medio. En este contexto, la capacidad de un compuesto
particular para influir en un trastorno relacionado con la SK puede determinarse antes de intentar el uso de los
compuestos in vivo con organismos vivos mas complejos. Para las células externas al organismo, existen multiples
métodos, y son bien conocidos por aquellos expertos en la materia, para permitir el contacto de los compuestos con
la SK incluyendo, pero no limitado a, la microinyeccion celular directa y numerosas técnicas para promover el
movimiento de compuestos a través de una membrana bioldgica.

La expresién "in vitro" como se utiliza en el presente documento se refiere a procedimientos realizados en un
entorno artificial, como por ejemplo, sin limitacién, en un tubo de ensayo o un sistema de cultivo celular. El experto
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entendera que, por ejemplo, una enzima SK aislada puede ponerse en contacto con un modulador en un entorno in
vitro. Como alternativa, una célula aislada puede ponerse en contacto con un modulador en un medio in vitro.

El término "in vivo" como se utiliza en el presente documento se refiere a procedimientos realizados dentro de un
organismo vivo tal como, sin limitacién, un ser humano, ratén, rata, conejo, bovino, equino, porcino, canino, felino o
primate.

El término "Clsp" o "concentracién inhibitoria del 50%" como se utiliza en el presente documento, se refiere a la
concentracion de un compuesto que reduce un proceso biolégico en un 50%. Estos procesos pueden incluir, pero
sin limitacién, reacciones enzimaticas, es decir, la inhibicion de la actividad catalitica de la SK, o propiedades
celulares, por ejemplo, la proliferacion celular, la apoptosis o la produccién celular de S1P.

Como se utiliza en el presente documento, "administrar" o "administracion” se refieren a la entrega de un compuesto
o sal de la presente invencién o de una composiciéon farmacéutica que contiene un compuesto o sal de la presente
invencion a un organismo con el propdsito de prevenir o tratar un trastorno relacionado con la SK.

Como se utilizan en el presente documento, los términos "prevenir" y "prevencion" se refieren a un método para
impedir que un organismo contraiga un trastorno relacionado con la SK.

Como se utiliza en el presente documento, los términos "tratar" y "tratamiento” se refieren a un método para aliviar o
anular un trastorno mediado por la SK y/o sus consiguientes sintomas.

El término "organismo" se refiere a cualquier entidad viva compuesta por al menos una célula. Un organismo vivo
puede ser tan simple como, por ejemplo, una sola célula eucariética o tan complejo como un mamifero. En un
aspecto preferido de la presente invencion, el organismo es un mamifero. En un aspecto particularmente preferido
de la presente invencion, el mamifero es un ser humano.

Una "composicion farmacéutica" se refiere a una mezcla de uno o mas de los compuestos descritos en el presente
documento, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, con otros componentes quimicos, tales como
vehiculos y excipientes fisioldgicamente aceptables. El propdsito de una composicion farmacéutica es facilitar la
administracion de un compuesto a un organismo

La expresion "sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a aquellas sales que retienen la eficacia biologica del
precursor. Dichas sales incluyen: (1) sal de adicion de acido que se obtiene por reaccion de la base libre del
precursor con acidos inorganicos tales como acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido nitrico, acido fosférico, acido
sulfarico y acido perclérico y similares o con acidos organicos tales como acido acético, acido oxalico, acido (D) o
(L)-malico, acido maleico, acido metanosulfénico, acido etanosulfénico, acido p-toluenosulfénico, acido salicilico,
acido tartarico, acido citrico, acido succinico o acido maloénico y similares, preferentemente acido clorhidrico o acido
(L)-malico; o (2) sales formadas cuando un protén acido presente en el precursor se reemplaza por ya sea un ion
metalico, por ejemplo un ion de metal alcalino, un ion alcalinotérreo o un ion de aluminio; o se coordina con una base
organica tal como etanolamina, dietanolamina, trietanolamina, trometamina, N-metilglucamina y similares.

Como se utiliza en el presente documento, la expresidon un "vehiculo fisiolégicamente aceptable" se refiere a un
vehiculo o diluyente que no causa irritacion significativa a un organismo y no anula la actividad biologica y las
propiedades del compuesto administrado. Tipicamente, esto incluye aquellas propiedades y/o sustancias que son
aceptables para el paciente desde un punto farmacoldgico/toxicolégico y para el quimico farmacéutico que las
fabrica desde un punto de vista fisico/quimico con respecto a la composicién, formulacién, estabilidad, aceptacion
del paciente y biodisponibilidad.

Un "excipiente" se refiere a una sustancia inerte afiadida a una composicidon farmacéutica para facilitar
adicionalmente la administracion de un compuesto. Los ejemplos de excipientes incluyen, sin limitacién, carbonato
de calcio, fosfato de calcio, diversos azucares y tipos de almidon, derivados de celulosa (que incluyen celulosa
microcristalina), gelatina, aceites vegetales, polietilenglicoles, diluyentes, agentes granulantes, lubricantes,
aglutinantes, agentes disgregantes y similares.

La expresién "cantidad terapéuticamente eficaz" como se utiliza en el presente documento se refiere a aquella
cantidad del compuesto que se administra que es eficaz para reducir o disminuir al menos un sintoma de la
enfermedad que se trata o para reducir o retrasar la apariciéon de uno o mas marcadores clinicos o sintomas de la
enfermedad. En referencia al tratamiento del cancer, una cantidad terapéuticamente eficaz se refiere a aquella
cantidad que tiene el efecto de: (1) reducir el tamafio del tumor, (2) inhibir, es decir, ralentizar hasta cierto punto,
preferentemente detener, la metastasis tumoral, (3) inhibir, es decir, ralentizar hasta cierto punto, preferentemente
detener, el crecimiento tumoral, y/o (4) aliviar hasta cierto punto, preferentemente eliminar, uno o mas sintomas
asociados al cancer.

Los compuestos de la presente invencion actian como profarmacos. El término "profarmaco” se refiere a un agente
que se convierte en el farmaco precursor in vivo. Los profarmacos son a menudo Utiles porque, en algunas
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situaciones, pueden ser mas faciles de administrar que el farmaco precursor. Pueden, por ejemplo, ser
biodisponibles por administracién oral mientras que el farmaco precursor no lo es. El profarmaco también puede
tener una solubilidad mejorada en las composiciones farmacéuticas sobre el farmaco precursor. Un ejemplo, sin
limitacién, de un profarmaco seria un compuesto de la presente invencion que se administra en forma de un éster de
alquilo, succinato, éster de aminoacido, carbamato, fosfato o glucésido.

Los compuestos de la presente invenciéon también pueden ser metabolizados por enzimas del cuerpo del organismo,
tal como un ser humano, para generar un metabolito que pueda modular la actividad de la SK.

Indicaciones

La esfingosina cinasa (SK), cuya actividad catalitica es modulada por los metabolitos de los compuestos y
composiciones de la presente invencién, es una enzima clave implicada en vias de sefalizacién que se activan de
forma anormal en una diversidad de enfermedades. El siguiente analisis describe los papeles de la SK en
enfermedades hiperproliferativas, inflamatorias y angiogénicas y, en consecuencia, proporciona ejemplos de usos de
los compuestos y composiciones de la presente invencion. El uso de estos compuestos y composiciones para la
prevencion y/o tratamiento de enfermedades adicionales en las cuales la SK esta anormalmente activada también
estan dentro del alcance de la presente invencion.

Enfermedades hiperproliferativas

La presente invencion se refiere a compuestos, composiciones farmacéuticas y métodos utiles para el tratamiento
y/o la prevencion de enfermedades hiperproliferativas. Mas especificamente, la invencion se refiere a compuestos y
composiciones farmacéuticas cuyos metabolitos inhiben la actividad enzimatica de la SK para el tratamiento y/o la
prevencion de enfermedades hiperproliferativas, tales como cancer, psoriasis, trastornos proliferativos de las células
mesangiales, aterosclerosis y la reestenosis. El siguiente analisis demuestra el papel de la SK en varias de estas
enfermedades hiperproliferativas. Puesto que en las enfermedades enumeradas anteriormente estan implicados los
mismos procesos, los compuestos, composiciones farmacéuticas y métodos de la presente invencion seran utiles
para el tratamiento y/o prevencion de una diversidad de enfermedades.

La esfingosina-1-fosfato y la ceramida tienen efectos opuestos sobre la proliferacion y la apoptosis de las células
cancerosas. La esfingomielina es no solo un componente basico de las membranas celulares, sino que también
sirve como precursor de mensajeros lipidicos potentes que tienen efectos celulares profundos. El metabolismo de
estos lipidos inducido por estimulos esta involucrado de forma critica en la biologia de las células cancerosas. En
consecuencia, estas vias metabdlicas ofrecen dianas para el desarrollo de nuevos farmacos antineoplasicos.

La ceramida se produce por la hidrdlisis de esfingomielina en respuesta a factores de crecimiento u otros estimulos.
La ceramida induce la apoptosis en las células tumorales, pero puede hidrolizarse adicionalmente por la accién de la
ceramidasa para producir esfingosina. La esfingosina después se fosforila rapidamente por la SK para producir S1P,
que es un segundo mensajero critico que ejerce acciones proliferativos y antiapoptoticas. Se ha planteado la
hipétesis de un balance critico, es decir, una ceramida/reostato S1P, para determinar el destino de la célula. En este
modelo, el equilibrio entre las concentraciones celulares de ceramida y la S1P determina si una célula prolifera o
experimenta apoptosis. Tras la exposicion a mitdgenos u oncoproteinas intracelulares, las células experimentan un
rapido aumento de los niveles intracelulares de S1P y el agotamiento de los niveles de ceramida. Esta situacion
promueve la supervivencia y la proliferacion celulares. En contraste, la activacion de la esfingomielinasa en ausencia
de activacion de la ceramidasa y/o de la SK da como resultado la acumulaciéon de ceramida y la posterior apoptosis.

La SK es la enzima responsable de la produccién de S1P en las células. Una diversidad de factores proliferativos,
incluyendo los activadores de la PKC, el suero de ternera fetal y el factor de crecimiento derivado de plaquetas, el
EGF y el TNFa elevan rapidamente la actividad de la SK celular. La S1P promueve la sefializacion a través de la via
Ras-Raf-Mek-Erk, preparando una cascada de amplificacién para la proliferacién celular.

La esfingosina cinasa y la S1P desempefan papeles importantes en la patogenia del cancer. Se ha demostrado un
papel oncogénico de la SK. La inhibicién de la SK mediante la transfeccion con un mutante de la SK dominante
negativo o mediante el tratamiento de las células con el inhibidor inespecifico de la SK, DMS, bloquea la
transformacion mediada por la H-Ras. Debido a que la activacién anormal de la Ras aparece con frecuencia en el
cancer, estos resultados sugieren un papel importante de la SK en esta enfermedad. La SK también se ha
relacionado con la sefalizacion de estrogenos y la oncogénesis dependiente de estrégenos en las células MCF-7.
Otras vias o dianas con los se ha relacionado la actividad de la SK en las enfermedades hiperproliferativas incluyen
la sefalizacion del VEGF, la proteina cinasa C, el TNFa, el factor nuclear de hepatocitos 1 y el receptor de acido
retinoico alfa, el calcio intracelular y la activacion de las caspasas.

La hiperproliferacion celular es una caracteristica de una diversidad de enfermedades, incluyendo, sin limitacion, el
cancer, la psoriasis, los trastornos proliferativos de las células mesangiales, la aterosclerosis y la reestenosis. Por
tanto, los compuestos, composiciones farmacéuticas y métodos de la presente invencion seran utiles para la
prevencion y/o el tratamiento del cancer, incluyendo tumores sélidos, canceres hematopoyéticos y metastasis
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tumorales. Estos canceres pueden incluir, sin limitacion, tumores soélidos tales como canceres de cabeza y cuello,
canceres de pulmon, canceres del tracto gastrointestinal, canceres de mama, canceres ginecoldgicos, canceres
testiculares, canceres del tracto urinario, canceres neurolégicos, canceres endocrinos, canceres de piel, sarcomas,
canceres del mediastino, canceres retroperitoneales, canceres cardiovasculares, mastocitosis, carcinosarcomas,
cilindroma, canceres dentales, estesioneuroblastoma, cancer de uraco, carcinoma de células de Merkel,
paragangliomas. Ademas, dichos canceres pueden incluir, sin limitacion, canceres hematopoyéticos tales como el
linfoma de Hodgkin, linfoma no Hodgkin, leucemias croénicas, leucemias agudas, canceres mieloproliferativos,
discrasias de células plasmaticas y sindromes mielodisplasicos.

La psoriasis es una enfermedad cronica habitual desfiguradora de la piel que se caracteriza por placas bien
delimitadas, rojas, endurecidas y escamosas que pueden ser limitadas o generalizadas. Aunque la enfermedad
raramente es mortal, tiene graves efectos perjudiciales sobre la calidad de vida del paciente y esto se complica
adicionalmente por la falta de terapias eficaces. Por tanto, existe una gran necesidad insatisfecha de medicamentos
eficaces y seguros para esta afeccion. La psoriasis se caracteriza por la hiperproliferacion local de queratinocitos, la
inflamacion mediada por linfocitos T y por la angiogénesis localizada. Se ha implicado la activacion anormal de la SK
en todos estos procesos. Por tanto, se espera que los inhibidores de la SK sean de utilidad en la terapia de la
psoriasis.

Los trastornos hiperproliferativos de las células mesangiales se refieren a trastornos provocados por la
hiperproliferacion anormal de las células mesangiales en el rifion. Los trastornos hiperproliferativos mesangiales
incluyen diversas enfermedades renales humanas tales como glomerulonefritis, nefropatia diabética, y
nefroesclerosis maligna, asi como trastornos tales como sindromes microangiopaticos trombdticos, rechazo de
trasplantes y glomerulopatias. Puesto que la hiperproliferacion de las células mesangiales es inducida por factores
de crecimiento cuya accion depende de la sefalizacion aumentada a través de la SK, se espera que los compuestos
inhibidores de la SK, las composiciones farmacéuticas y los métodos de la presente invencion sean de utilidad en la
terapia de estos trastornos hiperproliferativos de las células mesangiales.

Ademas de los procesos inflamatorios que se analizan a continuacion, la aterosclerosis y la reestenosis se
caracterizan por la hiperproliferaciéon de células musculares lisas vasculares en los sitios de las lesiones. Puesto que
la hiperproliferacion de células musculares lisas vasculares es inducida por factores de crecimiento cuya accion
depende de la sefializacién aumentada a través de la SK, se espera que los compuestos inhibidores de la SK, las
composiciones farmacéuticas y los métodos de la presente invencién sean de utilidad en la terapia de estos
trastornos vasculares.

Enfermedades inflamatorias

La presente invencion también se refiere a compuestos, composiciones farmacéuticas y métodos utiles para el
tratamiento y/o prevencion de enfermedades inflamatorias. Mas especificamente, la invencion se refiere a
compuestos y composiciones farmacéuticas cuyos metabolitos inhiben la actividad enzimatica de la SK para el
tratamiento y/o prevencion de enfermedades inflamatorias, tales como enfermedad intestinal inflamatoria, artritis,
aterosclerosis, asma, alergia, insuficiencia renal inflamatoria, shock circulatorio, lesiéon por isquemia-reperfusion,
insuficiencia organica post-quirurgica, esclerosis multiple, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, inflamacion de
la piel, enfermedad periodontal, psoriasis y enfermedades de la inmunidad mediadas por linfocitos T, incluyendo la
encefalomielitis alérgica, neuritis alérgica, rechazo de trasplantes de aloinjertos, enfermedad de injerto contra
hospedador, miocarditis, tiroiditis, nefritis, lupus eritematoso sistémico y diabetes mellitus insulinodependiente. El
siguiente analisis demuestra el papel de la SK en varias de estas enfermedades inflamatorias. Puesto que en las
enfermedades enumeradas anteriormente estan implicados los mismos procesos, los compuestos, composiciones
farmacéuticas y métodos de la presente invencion seran Utiles para el tratamiento y/o prevencion de una diversidad
de enfermedades.

La enfermedad intestinal inflamatoria (Ell) abarca un grupo de trastornos caracterizados por la inflamacion
patolégica del intestino grueso. La enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa son las formas mas conocidas de la Ell
y son provocadas por mediadores infecciosos e inmunoldgicos. A partir de estudios con modelos animales, esta
claro que las manifestaciones completas de la Ell dependen de la sinergia entre las respuestas inmunitarias
humorales y celulares. La nocién de que las células inmunitarias y las citocinas desempefian un papel critico en la
patogenia de la Ell, esta bien establecida. Como se analiza a continuacién, las citocinas que promueven la
inflamacién en el intestino afectado por la Ell, activan un mediador comun, la SK. Mas destacadamente, se ha
demostrado que el TNFa desempeiia un papel significativo en la Ell. El TNFa activa varios procesos que se ha
demostrado que contribuyen a la Ell y es necesario tanto para la iniciacion como para la persistencia de la respuesta
Th1. Por ejemplo, se ha demostrado que el TNFa actua a través de la induccion del NFkB que se ha implicado en el
aumento de las enzimas proinflamatorias 6xido nitrico sintasa (NOS) y COX-2. Se ha demostrado que la COX-2
desempefia un papel clave en la inflamacion de las Ell a través de su produccion de prostaglandinas, y también se
ha demostrado que el estrés oxidativo tal como el mediado por el éxido nitrico producido por la NOS, exacerba la
inflamacion de la Ell.
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Una via comun de la activacion inmunitaria en las Ell es la afluencia local de mastocitos, monocitos, macréfagos y
neutrdfilos polimorfonucleares que da como resultado la amplificacion secundaria del proceso inflamatorio y produce
las manifestaciones clinicas de las enfermedades. Esto da como resultado un marcado aumento del niumero de
mastocitos en las mucosas del ileon y del colon de los pacientes que padecen Ell, que se acompafia de aumentos
espectaculares del TNFa. Los productos de secrecion adicionales de los mastocitos, incluyendo la histamina y la
triptasa, pueden ser importantes en la Ell. Por tanto, esta claro que las cascadas inflamatorias desempeian un papel
critico en la patogenia de la Ell.

La ceramida se produce por la hidrélisis de la esfingomielina en respuesta a las agresiones inflamatorias, incluyendo
el TNFa, y puede hidrolizarse por la ceramidasa para producir esfingosina. La esfingosina después se fosforila
rapidamente por la SK para producir S1P. La ceramidasa y la SK también se activan por citocinas y factores de
crecimiento, conduciendo a un incremento rapido de los niveles intracelulares de S1P y al agotamiento de los niveles
de ceramida. Esta situacion promueve la proliferacion celular e inhibe la apoptosis. La desregulacion de la apoptosis
en los fagocitos es un componente importante del estado inflamatorio cronico en la Ell y se ha demostrado que la
S1P protege los neutrdfilos de la apoptosis en respuesta a la Fas, al TNFa y a la ceramida. De forma similar, la
apoptosis de los macrofagos se bloquea por la S1P.

Ademas de su papel en la regulacion de la proliferacion celular y de la apoptosis, se ha demostrado que la S1P tiene
varios efectos importantes sobre las células que median las funciones inmunitarias. Las plaquetas, los monocitos y
los mastocitos secretan S1P tras la activacion, promoviendo cascadas inflamatorias en el sitio del dafio tisular. La
activacion de la SK es necesaria para las respuestas de sefializacion; ya que la capacidad del TNFa para inducir la
expresion de moléculas de adhesion a través de la activacion del NFkB es mimetizada por la S1P y es bloqueada
por el inhibidor de la SK dimetilesfingosina. De forma similar, la S1P mimetiza la capacidad del TNFa para inducir la
expresion de la COX-2 y la sintesis de la PGE_, y la atenuacion génica de la SK por interferencia del ARN bloquea
estas respuestas al TNFa pero no la SP1. La S1P también es un mediador de la entrada de calcio durante la
activacion de neutrofilos por el TNFa y otros estimulos, conduciendo a la produccion de superdxido y otros radicales
toxicos.

Puesto que los procesos implicados en la Ell son inducidos por citocinas y factores de crecimiento cuya accion
depende de la sefializacién aumentada a través de la SK, se espera que los compuestos inhibidores de la SK, las
composiciones farmacéuticas y los métodos de la presente invencion sean de utilidad en la terapia de la Ell.

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad croénica, sistémica, que se caracteriza por la hiperplasia sinovial, la
infiltracion celular masiva, la erosion del cartilago y del hueso y una respuesta inmunitaria anormal. A partir de
estudios con modelos animales, esta claro que las manifestaciones completas de la AR dependen de la sinergia
entre las respuestas inmunitarias humorales y celulares. La nocién de que las células inmunitarias y las citocinas
desempefian un papel critico en la patogenia de la artritis, esta bien establecida.

La fase temprana de la inflamacidon reumatica se caracteriza por la infiltracion de leucocitos en los tejidos,
especialmente por los neutréfilos. En el caso de la AR, esto ocurre principalmente en las articulaciones donde la
infiltracion de leucocitos da como resultado sinovitis y engrosamiento de la membrana sinovial que producen los
sintomas tipicos de calor, enrojecimiento, tumefaccion y dolor. A medida que la enfermedad progresa, la coleccion
aberrante de células invade y destruye el cartilago y el hueso en la articulacién conduciendo a deformidades y dolor
cronico. Las citocinas inflamatorias TNFa, IL-1B y IL-8 actian como mediadores criticos de esta infiltracion y estas
citocinas estan presentes en el liquido sinovial de los pacientes que padecen AR.

Los leucocitos se localizan en los sitios de lesion inflamatoria como resultado de las acciones integradas de las
moléculas de adhesion, las citocinas y los factores quimiotacticos. En la artritis inducida por lipopolisacaridos en el
conejo, la produccion de TNFa e IL-1B en la fase de iniciacion de la inflamacién se produjo en paralelo al curso
temporal de la infiltracion de leucocitos. La adhesién de los neutrdéfilos al endotelio vascular es una primera etapa de
la extravasacion de las células al intersticio. Este proceso estda mediado por selectinas, integrinas y moléculas de
adhesion endoteliales, por ejemplo, ICAM-1 y VCAM-1. Puesto que el TNFa induce la expresion de ICAM-1 y VCAM-
1y esta presente en altas concentraciones en las articulaciones artriticas, es probable que esta proteina desempefie
un papel central en la patogenia de la enfermedad. Esto se corrobora por la actividad clinica de terapias anti-TNFa
tales como Remicade. Después de la adhesion al endotelio, los leucocitos migran a lo largo de un gradiente de
concentracion de factores quimiotacticos. Un proceso critico adicional en la progresion de la AR es la mejora del
suministro de sangre a la membrana sinovial a través de la angiogénesis. La expresion del factor angiogénico clave
VEGF es potentemente inducida por citocinas proinflamatorias que incluyen el TNFa. En conjunto, estos datos
apuntan a papeles importante del TNFa, de los leucocitos, de las moléculas de adhesion de leucocitos, de los
factores quimiotacticos de leucocitos y de la angiogénesis en la patogenia de la lesion artritica.

Como los procesos implicados en la artritis son inducidos por citocinas y factores de crecimiento, cuya accion
depende de la sefializacién aumentada a través de la SK, se espera que los compuestos inhibidores de la SK, las
composiciones farmacéuticas y los métodos de la presente invencion sean de utilidad en la prevencion y/o terapia de
la artritis.
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La aterosclerosis es una enfermedad vascular compleja que implica una serie de sucesos celulares y moleculares
coordinados caracteristicos de las reacciones inflamatorias. En respuesta a una lesién vascular, las primeras
lesiones ateroscleréticas se inician por reacciones inflamatorias agudas, principalmente mediadas por monocitos,
plaquetas vy linfocitos T. Estas células inflamatorias se activan y se reclutan en el espacio subendotelial vascular a
través de factores quimiotacticos expresadas localmente y moléculas de adhesién expresadas en la superficie de las
células endoteliales. El reclutamiento continuo de células inflamatorias circulantes adicionales en la pared vascular
lesionada potencia la reaccion inflamatoria mediante la activacion adicional de la migracion y la proliferacion de las
células del musculo liso vascular (MLV). Esta reaccion inflamatoria vascular créonica conduce a la formacion de la
capsula fibrosa, que es un medio inflamatorio rico en oxidantes compuesta de monocitos/macréfagos y células del
MLV. Con el tiempo, esta capa fibrosa puede desestabilizare y romperse por metaloproteinasas extracelulares
secretadas por los monocitos/macréfagos residentes. La capsula fibrosa rota puede ocluir vasos facilmente dando
como resultado isquemia cardiaca o cerebral agudas. Este mecanismo subyacente de la aterosclerosis indica que la
activacion de los monocitos/macréfagos y la migracion celular y la proliferacion del MLV desempefian papeles
criticos en el desarrollo y la progresion de las lesiones ateroscleréticas. De forma importante, esto también sugiere
que un enfoque terapéutico que bloquea las actividades de estas células inflamatorias vasculares o la proliferacion
de las células del musculo liso debe ser capaz de evitar la progresion y/o el desarrollo de la aterosclerosis.

La SK se expresa en gran medida en las plaquetas lo que les permite fosforilar la esfingosina circulante para
producir S1P. En respuesta a la lesion del vaso, las plaquetas liberan grandes cantidades de S1P en los sitios de
lesion que puede ejercer efectos mitdgenos en las células del MLV mediante la activacion de receptores de S1P. La
S1P también se produce en las células endoteliales y del VSM activadas. En estas células, la S1P producida
intracelularmente funciona como una molécula segunda mensajera, regulando la homeostasis del Ca’* asociada a la
proliferacion celular y a la supresion de la apoptosis. Ademas, la desregulacién de la apoptosis en los fagocitos es
un componente importante del estado inflamatorio crénico de la aterosclerosis, y la S1P protege a los granulocitos
de la apoptosis. En conjunto, estos estudios indican que la activacion de la SK altera el metabolismo de los
esfingolipidos en favor de la formacion de S1P, dando como resultado respuestas celulares proinflamatorias e
hiperproliferativas. Estos estudios indican que la SK es una nueva diana molecular para la aterosclerosis. El uso de
inhibidores de la SK como agentes antiateroescleroticos evitara la activacion perjudicial de los leucocitos, asi como
evitara la infiltracion y la hiperproliferacion de las células del musculo liso, haciendo que los compuestos,
composiciones farmacéuticas y métodos de la presente invencion sean utiles para el tratamiento y/o prevencion de
la aterosclerosis.

El criterio de valoracion fisiologica en la patologia asmatica es el estrechamiento de los bronquios debido a la
inflamacion. En una gran parte de los casos de asma, la inflamacion se inicia y posteriormente se amplifica mediante
la exposicion a los alérgenos. Tras la inhalacion, estos alérgenos, se unen a la IgE circulante y después se unen a
los receptores de superficie FceRI de alta afinidad expresados por las células inflamatorias que residen en la mucosa
bronquial. Esta unién extracelular conduce a una cascada de sucesos de sefializacién dentro de las células
inflamatorias, que culmina en la activacion de estas células y la secrecion de miltiples factores que desencadenan
que las células que recubren las vias aéreas bronquiales se hinchen, dando como resultado tubos bronquiales
limitados y disminucion del intercambio de aire. El proceso inflamatorio en respuesta a la exposicion inicial al
alérgeno puede no desaparecer por completo. Por otra parte, las exposiciones adicionales pueden conducir a una
respuesta exagerada llamada hiperreactividad bronquial. Este estado hiperreactivo puede conducir a una afeccion
permanente de las vias aéreas limitadas a través de la remodelacion de la via respiratoria. En consecuencia, las
respuestas inflamatorias descontroladas a la exposicion inicial al alérgeno pueden dar como resultado la inflamacion
cronica y la constriccion bronquiolar permanente. Por tanto, la inhibicion o la disminucion de esta inflamacion
exagerada probablemente disminuyen los sintomas asociados al asma.

Muchos estudios han puesto de manifiesto la implicaciéon de los mastocitos en el proceso inflamatorio que conduce
al asma y se ha demostrado que la SK esta implicada en la activacion de mastocitos estimulada por alérgenos, una
etapa critica en el proceso inflamatorio bronquial. En las células RBL-2H3 de leucemia basofila de rata, la uniéon de
la IgE/Ag al receptor de alta afinidad FceRI conduce a la activacion de la SK y a la conversion de la esfingosina en
S1P. La S1P recién formada aumenta los niveles de calcio intracelular, lo que es necesario para la activacion de los
mastocitos. Como alternativa, las concentraciones altas de esfingosina disminuyen la sintesis de leucotrienos
mediada por la exposicion a IgE/Ag y disminuyen la transcripcion y la secrecion de citocinas.

Ademas del papel clave de la SK'y la S1P en la activacion de los mastocitos, la S1P también tiene efectos directos
sobre la sefalizacion corriente abajo en la via de la inflamacion del asma. Se han descubierto niveles aumentados
de S1P en el liquido de lavado broncoalveolar de pacientes asmaticos recogido 24 horas después de la exposicion
al alérgeno en comparacion con sujetos no asmaticos. En conjuncion con el descubrimiento de que los mastocitos
activados producen y secretan S1P, estos resultados ponen de manifiesto una correlacion entre la S1P y la
respuesta inflamatoria asmatica. Ademas, las células del musculo liso de las vias respiratorias (MLVR) son sensibles
a estimulos que dependen de la S1P y la SK, tales como el TNFa y la IL-1B. Ademas, el tratamiento de la S1P
aumenta la sintesis de ADN, el numero de células y la progresion acelerada de las células del MLVR desde la fase
GialasS.
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Ademas de los efectos directos sobre las células del MLVR, la S1P también regula la secrecién de citocinas y la
expresion de moléculas de adhesion celular que amplifican la respuesta inflamatoria a través del reclutamiento de
leucocitos y facilitan la interaccion de componentes extracelulares. Las multiples funciones de la S1P y por tanto, de
la SK, en la fase inflamatoria bronquiolar de la patogenia del asma indican claramente una oportunidad para la
intervencion farmacoldgica, tanto en la fase aguda como crénica de esta enfermedad. El uso de inhibidores de la SK
como agentes antiasmaticos inhibira la activacion de los leucocitos mediada por citocinas, impidiendo de este modo
la activacion perjudicial de los leucocitos, asi como impidiendo la hiperproliferacion de las células del musculo liso de
las vias respiratorias, lo que hace que los compuestos, composiciones farmacéuticas y métodos de la presente
invencion sean Utiles para el tratamiento y/o prevencion del asma.

La enfermedad pulmonar obstructiva créonica (EPOC), como el asma, implica la obstruccion del flujo aéreo y la
hiperrespuesta que se asocia a la activacion aberrante de neutréfilos en el tejido pulmonar. Esto se manifiesta
clinicamente como bronquitis cronica, fibrosis o enfisema, que en conjunto constituyen la cuarta causa principal de
muerte en los Estados Unidos. Puesto que la activacion de las células inflamatorias por lesiones quimicas en la
EPOC se produce a través de las vias mediadas por NFxB similares a aquellas activadas durante el asma, es
probable que los compuestos, composiciones farmacéuticas y métodos de la presente invencion también sean utiles
para el tratamiento y/o prevencioén de la EPOC.

La lesion por isquemia-reperfusion también se asocia a niveles elevados de citocinas inflamatorias que median sus
efectos por vias que requieren la actividad de la SK. Por ejemplo, los niveles de TNFa se incrementan después de la
isquemia-reperfusion, y esta respuesta inflamatoria conduce a la insuficiencia organica. Esta situacion surge de
forma aguda en pacientes sometidos a muchos tipos de cirugia en las que el flujo sanguineo a uno o mas tejidos se
detiene temporalmente. Debido a esta etiologia, es probable que los compuestos, composiciones farmacéuticas y
métodos de la presente invencién también sean utiles para el tratamiento y/o prevencion de la lesién por isquemia-
reperfusion, incluyendo el dafio a los érganos que se utilizan para el trasplante.

La inflamacién también esta implicada en una diversidad de trastornos de la piel, incluyendo la psoriasis, la
dermatitis atépica, la sensibilidad de contacto y el acné, que afectan a mas del 20% de la poblacién. Aunque los
corticoesteroides tépicos se han utilizado ampliamente, sus efectos adversos impiden el uso a largo plazo. Puesto
que las respuestas inflamatorias implican tipicamente la activacion aberrante de las vias de sefalizacién detalladas
anteriormente, es probable que los compuestos, composiciones farmacéuticas y métodos de la presente invencion
también sean utiles para el tratamiento de estas enfermedades de la piel.

Una diversidad de enfermedades incluyendo la encefalomielitis alérgica, neuritis alérgica, rechazo de trasplantes de
aloinjertos, enfermedad de injerto contra hospedador, miocarditis, tiroiditis, nefritis, lupus eritematoso sistémico y
diabetes mellitus insulinodependiente, puede ser inducida por la activacion inadecuada de los linfocitos T. Las
caracteristicas comunes de la patogenia de estas enfermedades incluyen la infiltracion de células mononucleares, la
expresion de linfocitos T autorreactivos CD4 y CD8 y la sefializacion hiperactiva por mediadores inflamatorios tales
como IL-1, IL-6 y TNFa. Puesto que las respuestas inflamatorias implican tipicamente la activacion aberrante de las
vias de sefalizacion detalladas anteriormente, es probable que los compuestos, composiciones farmacéuticas y
métodos de la presente invencion también sean Utiles para el tratamiento de estas enfermedades de la inmunidad
mediadas por linfocitos T.

Enfermedades angiogénicas

La presente invencion también se refiere a compuestos, composiciones farmacéuticas y métodos Utiles para el
tratamiento y/o prevencion de enfermedades que implican una angiogénesis no deseada. Mas especificamente, la
invencion se refiere al uso de compuestos profarmacos y composiciones que inhiben la actividad enzimatica de la
SK para el tratamiento y/o prevencion de enfermedades angiogénicas, tales como retinopatia diabética, artritis,
cancer, psoriasis, sarcoma de Kaposi, hemangiomas, angiogénesis miocardica, neovascularizacion de la placa
aterosclerdtica y enfermedades angiogénicas oculares tales como neovascularizacién coroidea, retinopatia del
prematuro (fibroplasias retrolentales), degeneracion macular, rechazo de injerto de coérnea, rubeosis, glaucoma
neovascular y sindrome de Osler-Webber. El siguiente analisis demuestra el papel de la SK en varias de estas
enfermedades angiogénicas. Puesto que en las enfermedades enumeradas anteriormente estan implicados los
mismos procesos, los compuestos, composiciones farmacéuticas y métodos de la presente invencion seran utiles
para el tratamiento y/o prevencion de una diversidad de enfermedades.

La angiogénesis se refiere al estado en el cuerpo en el que diversos factores de crecimiento u otros estimulos
promueven la formacion de nuevos vasos sanguineos. Como se analiza a continuacion, este proceso es critico para
la patogenia de una diversidad de enfermedades. En cada caso, la angiogénesis excesiva permite la progresion de
la enfermedad y/o produce efectos no deseados en el paciente. Puesto que mecanismos bioguimicos conservados
regulan la proliferacion de las células endoteliales vasculares que forman estos nuevos vasos sanguineos, es decir,
la neovascularizacion, se espera que la identificacion de métodos para inhibir estos mecanismos tenga utilidad para
el tratamiento y/o prevencion de una diversidad de enfermedades. El siguiente analisis proporciona detalles
adicionales de la forma en que los compuestos, composiciones y métodos de la presente invencion pueden utilizarse
para inhibir la angiogénesis en varias de estas enfermedades.
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La retinopatia diabética es la principal causa de deterioro de la visién y la elevacion en la expresion de factores de
crecimiento contribuye a la angiogénesis patdégena en esta enfermedad. En particular, el VEGF es un importante
contribuyente a la formacion de nuevos vasos en la retina diabética y se ha demostrado que el VEGF esta elevado
en pacientes que padecen retinopatia diabética proliferativa. Ademas de la retinopatia diabética, otras varias
enfermedades oculares debilitantes, incluyendo la degeneracion macular relacionada con la edad y la
neovascularizacion coroidea, se asocian a la angiogénesis excesiva que esta mediada por el VEGF y otros factores
de crecimiento.

En la retina, el VEGF se expresa en el epitelio pigmentado, la retina neurosensorial, los pericitos y la capa de
musculo liso vascular. EI VEGF induce la proliferacién de las células endoteliales, favoreciendo la formacion de
nuevos vasos en la retina: Al mismo tiempo, el factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) de la retina se
activa y este factor actia en sinergia con el VEGF de modo que los dos juntos inducen la formacion de nuevos
vasos en los que la matriz subendotelial es mucho mas débil que la de los vasos normales. Ademas, el VEGF facilita
la extravasacion de liquido al intersticio, donde se forman exudados en el tejido retiniano. EI VEGF también
promueve la fenestracion de las células endoteliales, un proceso que puede dar origen a canales intercelulares a
través los cuales los fluidos pueden filtrarse y altera las uniones estrechas entre las células. Por tanto, la reduccion
de la actividad del VEGF en la retina es probable que reduzca eficazmente el desarrollo y la progresion de la
angiogénesis retiniana y la filtracion vascular que subyacen al proceso retinopatico.

También se ha demostrado que la citocina proinflamatoria TNFa desempefia un papel en la retinopatia diabética ya
que altera el citoesqueleto de las células endoteliales, dando como resultado una funcion de barrera permeable y la
activacion de las células endoteliales. Estos cambios en las células endoteliales retinianas son fundamentales en la
patogenia de la retinopatia diabética.

Una union entre las acciones del VEGF y la SK puede estar implicada en el desarrollo de la retinopatia. Se ha
demostrado que la SK media la activacion inducida por VEGF de las proteinas cinasas activadas por mitdgenos y
por ras. Se ha demostrado que el VEGF mejora las respuestas de sefializacion intracelular a la S1P, aumentando de
este modo sus acciones angiogénicas. También se ha demostrado que la S1P estimula la actividad del NFxB que
conduce a la produccion de COX-2, de moléculas de adhesion, y a la produccion de VEGF adicional, todos los
cuales se han relacionado con la angiogénesis. Ademas, la expresion de la isoforma endotelial de la 6xido nitrico
sintasa (eNOS), una molécula de sefalizacion clave en las células endoteliales vasculares y que modula un amplio
conjunto de funciones, incluyendo las respuestas angiogénicas, esta regulada por la SK. Claramente, la SK es un
regulador fundamental de la angiogénesis, apoyando la hipotesis de que su manipulacion farmacoldgica puede ser
terapéuticamente util. También se ha demostrado que la S1P estimula la produccién de NF«xB que se ha demostrado
que es angiogénico. El NFkB conduce a la produccion de COX-2, de moléculas de adhesién y a la produccion de
VEGF adicional, todos los cuales se han relacionado con la angiogénesis.

Uno de los sitios mas atractivos de intervencion en esta via es la conversion de la esfingosina en S1P por la enzima
SK. La SK es la enzima clave responsable de la sintesis de la S1P en células de mamiferos, que facilita la
supervivencia y la proliferacion celulares y media los procesos criticos implicados en la angiogénesis y la
inflamacion, incluyendo las respuestas al VEGF y al TNFa. Por tanto, la inhibicion de la produccion de S1P es un
punto de intervencién terapéutica potencialmente importante para la retinopatia diabética.

El papel de la angiogénesis en el cancer es bien reconocido. El crecimiento de un tumor depende de la
neovascularizaciéon de modo que los nutrientes puedan proporcionarse a las células tumorales. El principal factor
que promueve la proliferacion de células endoteliales durante la neovascularizacién tumoral es el VEGF. Como se
ha analizado anteriormente, la sefializacién a través receptores del VEGF depende de las acciones de la SK. Por
tanto, los compuestos, composiciones farmacéuticas y métodos de la presente invencién tienen utilidad para el
tratamiento del cancer.

Se han relacionado mas de 50 enfermedades oculares con la estimulacion de la neovascularizacion coroidea,
aunque las tres enfermedades principales que causan esta patologia son la degeneracion macular relacionada con
la edad, la miopia y el traumatismo ocular. Aunque la mayoria de estas causas son idiopaticas, entre las causas
conocidas estan las relacionadas con la degeneracion, las infecciones, los tumores coroideos y/o el traumatismo.
Entre los usuarios de lentes de contacto blandas, la neovascularizacién coroidea puede causarse por la falta de
oxigeno en el globo ocular. A medida que la neovascularizacion coroidea es inducida por factores de crecimiento,
cuya accion depende del aumento de la sefializacion a través de la SK, se espera que los profarmacos,
composiciones farmacéuticas y métodos inhibidores de la SK de la presente invencion sean de utilidad en la terapia
de los trastornos de neovascularizacién coroidea.

Los hemangiomas son enfermedades angiogénicas caracterizadas por la proliferacion del endotelio capilar con
acumulacion de mastocitos, fibroblastos y macréfagos. Representan los tumores mas frecuentes en la infancia y se
caracterizan por el crecimiento neonatal rapido (fase proliferativa). A la edad de 6 a 10 meses, la tasa de crecimiento
del hemangioma se vuelve proporcional a la tasa de crecimiento del nifio, seguida de una regresién muy lenta para
los siguientes 5 a 8 afos (fase involutiva). La mayoria de los hemangiomas se producen como tumores Unicos,
mientras que aproximadamente el 20% de los nifios afectados tienen mudltiples tumores, que pueden aparecer en
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cualquier parte del cuerpo. Varios estudios han proporcionado informacion sobre la histopatologia de estas lesiones.
En particular, los hemangiomas proliferantes expresan altos niveles de antigeno nuclear de células proliferantes (un
marcador de las células en fase S), de colagenasa de tipo IV, de VEGF y de FGF-2. Como los hemangiomas son
inducidos por factores de crecimiento, cuya accion depende del aumento de sefializacion a través de la SK, se
espera que los compuestos inhibidores de la SK, las composiciones farmacéuticas y los métodos de la presente
invencion sean de utilidad en la terapia de los hemangiomas.

La psoriasis y el sarcoma de Kaposi son trastornos de la piel angiogénicos y proliferativos. Las lesiones psoriasicas
hipervasculares expresan altos niveles de inductor angiogénico IL-8, mientras que la expresion del inhibidor
enddégeno TSP-1 disminuye. El sarcoma de Kaposi (KS) es el tumor mas comun asociado a la infeccién por el virus
de la inmunodeficiencia humana (VIH) y en este contexto casi siempre se asocia a la infeccion por el virus del
herpes humano 8. Las caracteristicas tipicas del SK son las células proliferantes en forma de huso, consideradas
como las células tumorales y las células endoteliales que forman los vasos sanguineos. El SK es una enfermedad
mediada por citocinas, muy sensible a los diferentes mediadores de la inflamaciéon como la IL-13, el TNFa y el IFN-y
y a los factores angiogénicos. Como la progresion de la psoriasis y del SK es inducida por factores de crecimiento
cuya accion depende del aumento de sefalizacion a través de la SK, se espera que los compuestos inhibidores SK,
las composiciones farmacéuticas y los métodos de la presente invencion sean de utilidad en la terapia de estos
trastornos.

Ejemplos

La presente invencion puede entenderse mejor con relacion a los siguientes ejemplos. Se pretende que estos
ejemplos sean representativos de las realizaciones especificas de la invencion y no se pretende que sean limitantes
del alcance de la invencion.

Los compuestos representativos de la invencion incluyen aquellos de la Tabla 1. Las estructuras se nombraron

utilizando ChemDraw Ultra, version 7.0.1, disponible de CambridgeSoft Corporation, Cambridge Park Drive 100,
Cambridge, MA 02140, EE.UU.
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Métodos generales. Los espectros de RMN se obtuvieron con los instrumentos Varian 500 y Bruker 500 en CDCI3,
DMSO-ds. Los desplazamientos quimicos se anotan en relaciéon con TMS para los espectros de RMN H y 3C. Los
analisis de CL/EM se realizaron utilizando un espectrémetro CL/EM/EM Finnigan LCQ Classic y los espectros de EM
MALDI-TOF se obtuvieron en un espectrometro de masas Voyager RP. Los disolventes se secaron y se destilaron
antes de su uso. Las reacciones que requieren condiciones anhidras se realizaron en atmoésfera de nitrégeno y la
cromatografia en columna se realiz6 sobre gel de silice (Merck, gel de silice 60, malla 230-400). Los reactivos y los
materiales disponibles en el mercado se utilizaron sin purificaciéon adicional.

Ejemplo 1. Método para la sintesis de [2-(3,4-dihidroxifenil)-etillJamida del acido 3-(4-clorofenil)-adamantano-
1-carboxilico: Compuesto 1

El enfoque de sintesis general involucré la bromacion del acido adamantano-1-carboxilico (1) en presencia de
cloruro de aluminio (AICIl3) para proporcionar el Intermedio (2) que se convirtid en el intermedio (3) mediante una
reaccion de Friedel-Grafts en presencia de FeCls. El intermedio 3 se hizo reaccionar con cloruro de tionilo (SOCI,)
para proporcionar el intermedio (4). Por reaccion del intermedio 4 con clorhidrato de 3-hidroxitiramina (5) en DMF, se
obtuvo el Compuesto 1.

Compuesto 1

Mas especificamente, se afiadié acido adamantano-1-carboxilico (1) (45 g, 0,25 mol) a una mezcla de AICI; (45 g,
34 mol) y Bry (450 g) a 0°°C y se agitaron a 0-10°°C durante 48 horas y después se mantuvo durante 5 horas a
aproximadamente 20°°C. Después la mezcla se vertié sobre 500 g de hielo triturado, se diluyé con 300 ml de CHCI3
y se decoloré con NayS,0s5 soélido. La fase acuosa se extrajo dos veces con Et;O (50 ml cada una) y las fases
organicas combinadas se lavaron con H20 y se extrajeron con NaOH al 10%. La extraccién alcalina se acidificé con
H,SO4 2N y se mantuvo durante la noche para proporcionar 49 g (rendimiento = 75,7%) de acido 3-
bromoadamantano-1-carboxilico (2). En el transcurso de 0,5 horas, el intermedio 2 (16,0 g, 61,7°mmol) en 50 ml de
clorobenceno seco a -10°°C se afadié a 100 ml de clorobenceno seco que contenian 9,3 g (70°mmol) de AICls.
Después, la mezcla se calent6 a temperatura ambiente durante 1 h y después se calentd a 90°°C durante 10 horas.
Después la mezcla se vertié sobre 200 g de hielo triturado y se filtré para proporcionar 14,2 g (rendimiento = 79,3%)
de acido 3-(4-clorofenil)adamantano-1-carboxilico (3). El intermedio 3 (1°mmol) se afiadié a un matraz de fondo
redondo de 50 ml que contenia tolueno de grado HPLC (20 ml), equipado con un condensador de reflujo y se
introdujo N2 seco. La mezcla se agité mientras se afiadia cloruro de tionilo (SOCI;) (10°mmol) y se calentd a reflujo
durante 1 hora. La muestra después se evapor6 al vacio para producir el intermedio 4, cloruro de 3-(4-clorofenil)
adamantano-1-carbonilo. Sin purificacion adicional, el intermedio 4 se afadié a 5 ml de una mezcla que contenia
clorhidrato de 3-hidroxitiramina (5,1°mmol), NaOH (1°mmol) y NaCO3 (1°mmol) en 5 ml de DMF en atmodsfera de
N2, y la mezcla se agité a 60°°C durante 24 horas y después se enfrio a temperatura ambiente. La mezcla se
evaporo al vacio y se le afiadié HCI al 10% lentamente a la mezcla hasta que alcanzé un valor de pH de 1. Después,
la mezcla se extrajo con 20 ml de CHCI3, se lavo tres veces con agua (10 ml cada una), se secé con Na;SO4
anhidro, se filtr6 y se concentr6 para proporcionar el Compuesto 1 en forma de cristales de color blanco
(Rendimiento = 83%) con un punto de fusion de 146-148°°C. RMN 'H (500 MHz, DMSO) & 1,63-1,68 (m, 2H,
Admant-H), 1,71-1,83 (m, 10H, Admant-H), 2,14 (s, 2H, Admant-H), 2,50-2,53 (m, 2H, CH,), 3,15-3,18 (t, J 7,5 Hz,
2H, NCHy), 3,40 (s, 1H, NH), 6,40-6,42 (d, J = 10 Hz, 1H, Ar-H), 6,56 (s, 1H, Ar-H), 6,62-6,63 (d, J = 5 Hz, 'H, Ar-H),
7,36-7,41 (m, 4H, Ar-H), 8,68 (s (a), 2H, OH). RMN 13’C (500 MHz, DMSO) & 28,8, 31,3, 35,0, 35,5, 33,3, 36,6, 38,3,
41,0, 41,3, 42,0, 44,3, 115,8, 116,4, 119,8, 127,4, 128,5, 130,7, 131,0, 149,6, 162,9, 176,8. Espectroscopia de
masas m/z (intensidad relativa) 426,18 (MH+, 100), 427,18 (68), 428,18 (75).
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Ejemplo 2. Método para la sintesis de 2-acetoxi-5-(2-{[3-(4-clorofenil)-adamantano-1-carbonil]-amino}etil)fenil
éster del acido acético: Compuesto 2

CI"" S cn ‘ B
OH Anhidrido acético : _
- HN\/\@ . - o . HN.\/\@OCOCH;;

~"OH _ . ,_ ‘ OCOCH;
- Compuesto 1 o : Compuesto 2 ’

El compuesto 1 (1 g) se disolvié en 10 ml de anhidrido acético con una cantidad catalitica de H.SO4 al 98% y se
agitd en atmoésfera de N2 durante 3 dias a temperatura ambiente. Después, la soluciéon se concentré al vacio y se
filtré para proporcionar el Compuesto 2 producto (rendimiento = 54%), con un punto de fusion de 160-162°°C. RMN
'H (500 MHz, CDCl3) & 1,74 (m, 2H, Admant-H), 1,81-1,88 (m, 8H, Admant-H), 1,93 (s, 2H, Admant-H), 2,26-2,27 (m,
2H, Admant-H), 2,28 (s, 3H, COCHs), 2,31 (s, 3H, CONCHz), 2,83-2,85 (t, J = 5 Hz, 2H, CHy), 3,50-3,54 (c, 2H,
NCH), 5,69 (s, 1H, NH), 7,01-7,02 (d, J = 5 Hz, 1H, Ar-H), 7,07-7,09 (d,d, 1H, H-Ar), 7,13-7,15 (d, J = 10 Hz, 1H, Ar-
H), 7,30 (s, 4H, Ar-H). RMN "*C (500 MHz, CDCls) & 20,6, 20,7, 28,8, 35,0, 35,5, 36,5, 38,3, 40,2, 40,3, 41,7, 42,0,
445, 123,5, 124,0, 126,4, 127,0, 128,3, 131,5, 138,0, 140,6, 142,0, 148,4, 168,4, 168,5, 177,5. Espectroscopia de
masas m/z (intensidad relativa) 510,24 (M*, 100), 511,24 (38), 512,24 (45).

Se apreciara por aquellos que practican la técnica que la variacién de las condiciones de esta reaccion permitira la
sintesis de diésteres y monoésteres, es decir, la modificacion de los restos hidroxilo 3 y/o 4 del Compuesto 1, que
puede aislarse mediante una diversidad de técnicas cromatograficas o cristalograficas.

Ejemplo 3. Método para la sintesis de 2-propioniloxi-5-(2-{[3-(4-clorofenil)-adamantano-1-carbonil]-
amino}etil)fenil éster del acido propionico: Compuesto 3

Clw

. - : . . . . CI 5 - . . -, . " . .
HNe_ oy OH Anh1dr1do propidnico 2 OCOCH,CH;
OH o S \/\GK

Compuesto 1 R : Compuesto 3 . "OCOCH,CHj3

El compuesto 1 se disolvid en anhidrido propidnico con una cantidad catalitica de H,SO4 al 98% y se agitdé en
atmosfera de N, durante 3 dias a temperatura ambiente. Después, la solucion se concentré al vacio y se filtrd para
proporcionar el Compuesto 3 producto, con un punto de fusién de 114-115°°C. RMN H (500 MHz, CDClIs) & 1,24-
1,30 (m, 6H, 2CH3), 1,74 (m, 2H, Admant-H), 1,84-1,87 (m, 8H, Admant-H), 1,93 (s, 2H, Admant-H), 2,26 (m, 2H,
Admant-H), 2,53-2,61 (m, 4H, 2COCHy), 2,82-2,85 (t, J = 7,5 Hz, 2H, CHy), 3,50-3,54 (c, 2H, NCH), 5,40 (s, 1H,
NH), 7,1-7,2 (d, J = 5 Hz, 1H, Ar-H), 7,6-7,8 (d, d, 1H, H-Ar), 7,13-7,15 (d, J = 10 Hz, 1H, Ar-H), 7,30 (s, 4H, Ar-H);
RMN "C (500 MHz, CDCls) & 9,1, 27,5, 28,8, 35,0, 35,5, 36,5, 38,3, 40,3, 41,7, 42,0, 44,5, 123,5, 123,9, 126 4,
126,8, 128,3, 131,5, 137,8, 140,7, 142,1, 148,4, 171,7, 171,8, 177,4; EM m/z (intensidad relativa) 538,61 (MH", 100),
539,61 (38), 540,61 (45).

Se apreciara por aquellos que practican la técnica que la variacién de las condiciones de esta reaccion permitira la
sintesis de diésteres y monoésteres, es decir, la modificacion de los restos hidroxilo 3 y/o 4 del Compuesto 1, que
puede aislarse mediante una diversidad de técnicas cromatograficas o cristalograficas.

Ejemplo 4. Método para la sintesis de 2-butiriloxi-5-(2-{[3-(4-clorofenil)-adamantano-1-carbonil]-
amino}etil)fenil éster del acido butirico: Compuesto 4

Cl o L G
O 0 .
: : " oH . Anhidrido n-butirico - -+ R :

HN\/\©1 . HN\/\GKOCOCH2CH2CH3

. OH OCOCH,CH,CH3
Compuesto 1 v Compuesto 4

El Compuesto 1 se disolvié en anhidrido n-butirico con una cantidad catalitica de H>SO4 al 98% y se agité en
atmdsfera de N, durante 3 dias a temperatura ambiente. Después, la soluciéon se concentré al vacio y se filtrd para
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proporcionar el Compuesto 4 producto, con un punto de fusiéon de 78-80°°C, RMN H (500 MHz, CDCls) & 1,03-1,08
(m, 6H, 2CHj3), 1,74 (m, 2H, Admant-H), 1,75-1,87 (m, 12H, 2CHz Admant-H), 1,93 (s, 2H, Admant-H), 2,26 (m, 2H,
Admant-H), 2,49-2,55 (m, 4H, 2COCHy), 2,82-2,85 (t, J = 7,5 Hz, 2H, CH,), 3,50-3,54 (c, 2H, NCH>), 5,69 (s, 1H, NH)
, 7,01-7,02 (d, J =5 Hz, 1H, Ar-H), 7,6-7,8 (d, d, 1H, H-Ar), 7,12-7,14 (d, J = 10 Hz, 1H, Ar-H), 7,30 (s, 4H, Ar-H); EM
m/z (intensidad relativa) 566,73 (MH", 50), 567,61 (12), 568,60 (20).

Se apreciara por aquellos que practican la técnica que la variacién de las condiciones de esta reaccion permitira la
sintesis de diésteres y monoésteres, es decir, la modificacion de los restos hidroxilo 3 y/o 4 del Compuesto 1, que
puede aislarse mediante una diversidad de técnicas cromatograficas o cristalograficas.

Ejemplo 5. Método para la sintesis de 5-(2-{[3-(4-clorofenil)adamantano-1-carbonil]-amino}etil)-2-hidroxifenil
éster del acido isobutirico: Compuesto 5

cl ' cl
%0 : 0
) \/\-GKOH‘ Aflhiqri.do iso-bptiriqo )

SN R HN\/\CKOCOCH(CHs)z
OH

. OH

Compuesto 1 . A Compuesto 5

El Compuesto 1 se disolvié en anhidrido iso-butirico con una cantidad catalitica de H.SO4 al 98% y se agitd en
atmodsfera de N, durante 3 dias a temperatura ambiente. Después, la solucion se concentré al vacio y se filtrd para
proporcionar el Compuesto 5 producto, con un punto de fusién de 126-128°C. RMN H (500 MHz, CDCIs3) & 1,29-
1,33 (d, d, 6H, 2CH3), 1,74 (m, 2H, Admant-H), 1,81-1,88 (m, 8H, Admant-H), 1,94 (s, 2H, Admant-H), 2,26 (m, 2H,
Admant-H), 2,74-2,81 (m, 2H, 2COCH), 2.82-2,85 (t, J = 7,5 Hz, 2H, CH>), 3,50-3,54 (c, 2H, NCH>), 5,68 (s, 1H, NH),
6,99 (s, 1H, Ar-H), 7,05-7,07 (d, d, 1H, HAr), 7,11-7,13 (d, J = 10 Hz, 1H, Ar-H), 7,30 (s, 4H, Ar-H); RMN *C
(500 MHz, CDCl3) 5 18,9, 28,8, 34,0, 35,0, 35,5, 36,5, 38,3, 40,3, 41,7, 42,0, 44,4, 123,5, 123,9, 126,4, 126,7, 128,3,
131,5, 137,7, 140,9, 142,2, 148,4, 174,4, 174,5, 177,4; EM m/z (intensidad relativa) 566,22 (MH", 50), 567,22 (10),
567,22 (15).

Se apreciara por aquellos que practican la técnica que la variacién de las condiciones de esta reaccion permitira la
sintesis de diésteres y monoésteres, es decir, la modificacion de los restos hidroxilo 3 y/o 4 del Compuesto 1, que
puede aislarse mediante una diversidad de técnicas cromatograficas o cristalograficas.

Ejemplo 6. Método para la sintesis de ésteres de alquilo adicionales del Compuesto 1

Como se demuestra en los Ejemplos 1-5, la reaccion del Compuesto 1 con una diversidad de anhidridos de alquilo
da como resultado la generacién de mono o diésteres. Por tanto, pueden prepararse ésteres adicionales del
Compuesto 1 haciendo reaccionar el anhidrido adecuado con el Compuesto 1 en condiciones ligeramente acidas.
Otros métodos para la preparacion de ésteres organicos son bien conocidos en la técnica y pueden utilizarse para la
sintesis de estos y otros ésteres de alquilo del Compuesto 1. Por ejemplo, el Compuesto 1 puede hacerse
reaccionar con cloruros de acilo de la sustitucion alquilica deseada. Estos ésteres adicionales son, por tanto, objeto
de la presente invencion.

Se apreciara por aquellos que practican la técnica que la variacién de las condiciones de esta reaccion permitira la
sintesis de diésteres y monoésteres, es decir, la modificacion de los restos hidroxilo 3 y/o 4 del Compuesto 1, que
puede aislarse mediante una diversidad de técnicas cromatograficas o cristalograficas.

Ejemplo 7. Método para la sintesis de ésteres de aminoacido del Compuesto 1

Los profarmacos de ésteres de aminoacidos son con freuencia transportados activamente por los transportadores en
el tracto gastrointestinal y, por tanto, pueden mejorar la absorcion oral de los farmacos. Los ésteres de aminoacido
del Compuesto 1 pueden prepararse mediante acoplamiento de un aminoacido protegido en el amino con el
Compuesto 1 utilizando una diversidad de estrategias. Como un ejemplo, el éster de valina del Compuesto 1, es
decir, el Compuesto 6, se preparo del siguiente modo:
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Chy

%0 o Oyosu-t - c o VBUOCHN
HNﬁOH + nNH DCC >O <

- .. HN O0-C
o4 MO ML

@] OH
Compuesto 1 .
. o lL-vaIma—ch . monoéster de L-valina-Boc

TFA HN\/\CEO—CO.

OH

Compuesto 6

El Compuesto 1 se hizo reaccionar con L-Valina-Boc disponible en el mercado utilizando DCC como reactivo de
acoplamiento, produciendo el éster de L-Valina-Boc intermedio. El tratamiento de este intermedio con acido
trifluoroacético (TFA) en diclorometano a 0°°C proporcioné el Compuesto 6: RMN 'H (500 MHz, CDCls) & 1,20-1,30
(m, 7H, CH (CH3),), 1,74 (m, 2H, Admant-H), 1,84-1,87 (m, 8H, Admant-H), 1,98-1,99 (d, J = 5 Hz, 2H, Admant-H),
2,20 (m, 2H, Admant-H), 2,61-2,63 (m, 2H. NHp), 2,72-2,76 (m, 2H, CH>), 3,41-3,46 (c, 2H, NCH,), 444-446 (t, J =
5 Hz, 1H, COCH), 5,12-5,14 (m, 1H, NH), 6,69-6,70 (d, J = 5 Hz, 1H, Ar-H), 6,89-7,0 (m, 2H, H-Ar), 7,33- 7,35 (d, J =
10 Hz, 2H, Ar-H), 7.40-7.42 (d, J = 10 Hz, 2H, Ar-H), 8,04 (s, 1H, OH); EM m/z (intensidad relativa) 525,23 (MH, 30),
526,23 (10), 527,23 (15).

Se apreciara por aquellos que practican la técnica que la variacién de las condiciones de esta reaccion permitira la
sintesis de diésteres y monoésteres de aminoacidos, es decir, la modificacion de los restos hidroxilo 3 y/o 4 del
Compuesto 1, que puede aislarse mediante una diversidad de técnicas cromatograficas o cristalograficas.

Ejemplo 8. Método para la sintesis de ésteres de succinato del Compuesto 1

HN . OH o \/\Qi
o - - Diéster de succinato o
Compuesto1 oH , ., NaOH,H,O del Compuesto 1 OWH

o]

El Compuesto 1 puede hacerse reaccionar con anhidrido succinico en condiciones basicas para proporcionar el
diéster de succinato del Compuesto 1. Se apreciara por aquellos que practican la técnica que la variacion de las
condiciones de esta reaccion permitira la sintesis de diésteres y monoésteres de succinato, es decir, la modificacion
de los restos hidroxilo 3 y/o 4 del Compuesto 1, que puede aislarse mediante una diversidad de técnicas
cromatograficas o cristalograficas.

Ejemplo 9. Método para la sintesis de ésteres de fosfato del compuesto 1

Cl . S e . o
%O Y POC cl OY\/“\
1) POCl;, Piridina
HNL OH ‘ .%o ) OH
| \/\@OH > HN\/\@oposz :
. 2)Hy0
- C S 2 . _ . ,
ompuesto 1 L ) N v . OPO3H, ?
_ Diéster de fosfato O)\/\“/O H
del Compuesto 1

(0]
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El Compuesto 1 puede hacerse reaccionar con oxicloruro de fésforo en condiciones basicas, seguido de hidrdlisis en
agua, para proporcionar el diéster de fosfato del Compuesto 1. Se apreciara por aquellos que practican la técnica
que la variacion de las condiciones de esta reaccion permitira la sintesis de diésteres y monoésteres de fosfato, es
decir, la modificacion de los restos hidroxilo 3 y/o 4 del Compuesto 1, que puede aislarse mediante una diversidad
de técnicas cromatograficas o cristalograficas. La reaccion del Compuesto 1 con diferentes cloruros de acido
fosférico, tales como fosforoclorhidrato de dimetilo, puede proporcionar ésteres de fosfato sustituidos con alquilo.

Ejemplo 10. Método para la sintesis de carbamatos del Compuesto 1

o . | HN\/\©(

L .. . OH 1 S 0

, HN\/\Q: K,CO;, H,0 dicarbamato del fN/
Compuesto 1 : coo -y g ‘ Compuesto 1 ]

OH

El Compuesto 1 puede hacerse reaccionar con cloruro de dimetilcarbamoilo para proporcionar el dicarbamato del
Compuesto 1. Se apreciara por aquellos que practican la técnica que la variacion de las condiciones de esta
reaccion permitira la sintesis de dicarbamatos y monocarbamatos, es decir, la modificacion de los restos hidroxilo 3
y/o 4 del Compuesto 1, que puede aislarse mediante una diversidad de técnicas cromatograficas o cristalograficas.

Ejemplo 11. Método para la sintesis de glucésidos del Compuesto 1

. . . Ac
CIN Ac
. 0 ACO

Br cu,0ac

“Compuesto 1 “oH 1. acoplamiento

cl ‘ :
o A
OH diglucésido del -H20H

2. desproteccion . ‘
' Compuesto 1 - ~H

El Compuesto 1 puede hacerse reaccionar con analogos de bromoglucosa protegidos, por ejemplo 3,4,5-6-triacetoxi-
bromotetrahidropiran-2-ilmetil éster del acido acético, seguido de la desproteccién en condiciones basicas, para
proporcionar los conjugados de glucésido del Compuesto 1. Se apreciara por aquellos que practican la técnica que
la variacion de las condiciones de esta reaccion permitira la sintesis de monoglucésidos y diglucésicos, es decir, la
modificacion de los restos hidroxilo 3 y/o 4 del Compuesto 1, que puede aislarse mediante una diversidad de
técnicas cromatograficas o cristalograficas.

Ejemplo 12. Conversion de los profarmacos de ésteres en el Compuesto 1 mediante plasma de ratén

Los profarmacos son compuestos que se convierten en un metabolito biolégicamente activo a través de la accion de
enzimas del cuerpo. Por ejemplo, como se muestra en la Figura 1, el Compuesto 2 puede convertirse en el
Compuesto 1 por la actividad esterasa en la sangre y en las células. En el caso de los ésteres de alquilo, esta
conversion es catalizada habitualmente por la carboxiesterasa 1. Para demostrar esta conversion, el Compuesto 2
se analizé mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) y se demostré que eluye en forma de un pico
Unico bien definido (Figura 2). Cuando el Compuesto 2 se incubd con plasma aislado de la sangre de ratdon a
temperatura ambiente durante 5 minutos y después se analiz6 mediante un proceso de HPLC similar, el pico
correspondiente al Compuesto 2 se redujo en mas del 95%, y los nuevos compuestos eluyeron con tiempos de
retenciéon coherentes con el monoéster del Compuesto 1, es decir, uno de los ésteres de acetilo, se habia eliminado,
y el propio Compuesto 1, es decir, ambos ésteres de acetilo se habian eliminado (Figura 3). Los experimentos
similares con el Compuesto 3, Compuesto 4, el Compuesto 5 y el Compuesto 6 demostraron una escision similar de
los ésteres de alquilo o de aminoacidos dando como resultado la produccion del Compuesto 1. Por tanto, coherentes
con el metabolismo conocido de los profarmacos de ésteres, estos compuestos pueden sustituir eficazmente al
inhibidor de la SK activo, es decir, el Compuesto 1, en experimentos bioldgicos y en usos terapéuticos.
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Ejemplo 13. Conversion del compuesto 2 en el Compuesto 1 en ratones vivos

Para prolongar los estudios in vitro descritos anteriormente, se determind la capacidad del Compuesto 2 de
convertirse en el Compuesto 1 en un sistema de ensayo in vivo. En estos experimentos, se disolvié el Compuesto 1,
o el Compuesto 2, en PEG400 y se administré a ratones Balb/c hembras, a una dosis de 50 mg/kg por inyeccion
intravenosa. Se sacrificaron los ratones y la sangre se retir6 a través de puncion cardiaca a los 2 minutos, 15
minutos, 30 minutos o 60 minutos. Se determind la concentracion del compuesto en la sangre de los animales en
cada uno de los puntos temporales utilizando HPLC con deteccién UV como se ha descrito en el ejemplo anterior.
Como se muestra en la Figura 4, estos estudios demuestran que pueden detectarse cantidades sustanciales de
Compuesto 1 en la sangre después de la dosificacion. En el caso de la administracion del Compuesto 1, la
concentracion plasmatica maxima se observo en el punto temporal mas temprano y las concentraciones del
compuesto 1 se redujeron rapidamente, es decir, el tiempo medio de aclaramiento fue de aproximadamente 5
minutos. En el caso de la administraciéon del Compuesto 2, las concentraciones plasmaticas del Compuesto 1
aumentaron durante los primeros 30 minutos y después se redujeron con un tiempo medio de aclaramiento de
aproximadamente 20 minutos. Esto demuestra que el Compuesto 2 se convierte de manera eficiente en el
Compuesto 1 en el animal vivo y el area bajo la curva (AUC) para la exposicion al Compuesto 1 circulante es mucho
mayor cuando se utiliza el Compuesto 2 como agente de tratamiento en lugar del propio Compuesto 1. Por tanto, se
espera que los profarmacos del Compuesto 1 sean agentes quimioterapéuticos superiores cuando se desee la
exposicioén a largo plazo.

Ejemplo 14. Perfiles de citotoxicidad del Compuesto 1 y del Compuesto 2

A fin de evaluar adicionalmente las eficacias biologicas de los compuestos en células intactas, se evaluaron el
Compuesto 1 y el Compuesto 2 para determinar su citotoxicidad utilizando una linea celular de cancer de mama
murino. Estos experimentos siguieron los métodos que se han utilizado ampliamente. Las células se trataron con
dosis variables del compuesto de ensayo durante 72 horas y después se midio la viabilidad celular utilizando el
ensayo de proliferacion celular no radiactivo acuoso CellTiter 96® (MTS) disponible de Promega Corporation. Los
efectos de los compuestos se muestran en la Figura 5. Los valores representan la media + la desviacion estandar
del porcentaje de células que sobreviven en cada una de las concentraciones indicadas de compuesto 1 o
compuesto 2. Los datos demuestran que ambos compuestos pueden inhibir la proliferacion de las células tumorales.
Sin embargo, el alcance de la destruccion celular y la potencia de la destruccion celular fueron mayores para el
Compuesto 2 que para el Compuesto 1. Por tanto, la forma de profarmaco es mas eficaz en la penetracion de las
células y/o el bloqueo de la proliferacion.

Ejemplo 15. Actividad antitumoral del Compuesto 2

Se evalud la actividad antitumoral de un profarmaco inhibidor de la SK representativo utilizando un modelo de tumor
alogénico que utiliza la linea celular de adenocarcinoma mamario JC murino que crecen subcutaneamente en
ratones Balb/c inmunocompetentes (Lee et al, Oncol Res. 14:49 (2003)). Estas células expresan niveles elevados de
actividad de la SK en relaciéon con las células no transformadas, asi como el fenotipo de resistencia a multiples
farmacos debido a la actividad de la P-glicoproteina. Los datos se muestran en la Figura 6. Las células de
adenocarcinoma mamario JC murino se inyectaron por via subcutanea en ratones Balb/c y los tumores se dejaron
crecer hasta aproximadamente 100°mm?®. Los animales se trataron con vehiculo solo (m), 1 mg/kg de gemcitabina
semanal (A), 50 mg/kg del Compuesto 2 al dia durante cinco dias por semana (¥) o una combinacién de
gemcitabina mas el Compuesto 2 (¢). Los tumores se midieron dos veces por semana. Los valores que se muestran
representan el volumen tumoral promedio + la desviacion estandar para cada grupo (n = 8). Los datos demuestran
que el Compuesto 2 solo causa una reduccion significativa del crecimiento tumoral y que la combinacion del
Compuesto 2 y gemcitabina tiene una mayor actividad antitumoral que cualquiera de los farmacos solos.

Ejemplo 16. Efectos in vivo del Compuesto 1 y del Compuesto 2 en un modelo de enfermedad intestinal
inflamatoria

Se realizaron experimentos con el Compuesto 1 y el Compuesto 2 utilizando el modelo dextrano sulfato de sodio
(DSS) de la Ell. En estos experimentos, se proporcionaron una dieta estandar para roedores y agua a voluntad a
ratones C57BL/6 machos. Después de su aclimatacion, los animales se dividieron aleatoriamente en grupos de 5 0 6
para el tratamiento con DSS (40.000 MW de ICN Biomedicals, Inc., Aurora, OH) y el tratamiento farmacoldgico. Los
compuestos se disolvieron en un vehiculo que consiste en PEG 400 al 46,7%, una solucion al 46,7% de Tween 80 al
0,375% en solucion salina y etanol al 6,6%, y se administran una vez al dia (comenzando el dia 0) por sonda oral en
un volumen de 0,1 ml por dosis. Los ratones recibieron agua de bebida normal o DSS al 2% (comenzando el dia 0) y
se trataron por via oral con el Compuesto 1 o el Compuesto 2 a una dosis de 50 mg/kg al dia. El peso corporal de
cada animal se midié cada dia y el indice de Actividad de la Enfermedad (IAE) se anoté para cada animal el dia 6. El
dia 6, los animales se sacrificaron por dislocacion cervical y se retir6 el colon entero y se midié con una precision de
0,1°cm. Los 3°cm distales de los cdélones se utilizaron para los analisis bioquimicos de los marcadores de
inflamacion.
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El IAE controla la pérdida de peso, la consistencia de las heces y la sangre en las heces y es una medida de la
gravedad de la enfermedad. Los animales que recibieron agua de bebida normal y PEG como control de disolvente
tuvieron los IAE muy bajos durante todo el experimento. La exposicion de los ratones al DSS en su agua potable
indujo marcadamente los sintomas de la Ell, incluyendo la pérdida de peso y la produccion de heces sueltas y
sanguinolentas. La intensidad de la enfermedad aumenté progresivamente hasta el momento en que se sacrificaron
los ratones el dia 6. El tratamiento de los animales que recibieron DSS, ya sea con el Compuesto 1 o con el
Compuesto 2, redujo la intensidad de las manifestaciones de la Ell en los ratones (Figura 7). De forma coherente
con los datos analizados anteriormente, el Compuesto 2 fue superior al Compuesto 1 en la reduccion del IAE para
los ratones.

El dia 6, los animales se sacrificaron por dislocacion cervical y se midié el colon entero para evaluar el acortamiento
debido a la cicatrizacion y a los dafios. En comparacion con el grupo de control de agua, los colones de los ratones
tratados con DSS y con el vehiculo se acortaron significativamente (Figura 8). Los ratones tratados con DSS que
también se trataron con el Compuesto 1 o el Compuesto 2 tenian célones de longitud significativamente mas larga,
lo que indica una proteccién sustancial por los farmacos. De nuevo, la respuesta al Compuesto 2 fue superior al
efecto protector del Compuesto 1.

La actividad de la mieloperoxidasa (AMP), que es un reflejo de la afluencia de neutrofilos en el colon, a menudo se
utiliza como medida de la inflamacion y se ensayo en los célones de los ratones de los estudios de la colitis inducida
por DSS. Como se indica en la Figura 9, la actividad AMP fue muy elevada en los animales del DSS solo, en
comparacion con los controles de agua. El aumento de la actividad AMP se atenué marcadamente en los ratones
que recibieron dosis diarias de ya sea el Compuesto 1 o el Compuesto 2. Al igual que con los otros marcadores de la
progresion de la enfermedad, la elevacion de la actividad AMP se redujo en un grado mayor en los animales tratados
con el Compuesto 2 en comparacion con los animales tratados con el Compuesto 1.

Ejemplo 17. Efectos in vivo de los profarmacos de éster en un modelo de enfermedad inflamatoria intestinal

Se utilizé el modelo de colitis ulcerosa inducida por DSS para comparar las actividades antiinflamatorias de varios
profarmacos de éster adicionales. Como se demuestra en la Figura 10, los compuestos 2, 3, 4, 5 y 6 eran todos
eficaces en la prevencion de la contraccion de los coélones de ratones tratados con DSS. El Compuesto 4 fue
ligeramente menos eficaz en esta medida que los otros profarmacos de éster. Para cuantificar el grado de
inflamacion del colon, se midio la actividad AMP en extractos de célones de los ratones tratados como se ha descrito
en el ejemplo anterior. Los datos que se muestran en la Figura 11 indican que todos los compuestos, excepto el
Compuesto 6, evitan sustancialmente la elevacion de la actividad AMP coldnica resultante de la infiltracion de
granulocitos. En general, estos datos demuestran que la entidad quimica particular que forma el grupo protector (en
este caso, el éster) en el profarmaco no es critico para la actividad biolégica de los compuestos. En consecuencia,
se demuestra que puede utilizarse una diversidad de formas de profarmacos del inhibidor de la SK activo en el
tratamiento de la enfermedad.

Ejemplo 18. Efectos in vivo de los profarmacos de éster en un sequndo modelo de enfermedad inflamatoria
intestinal

El modelo del acido trinitrobencenosulfénico (TNBS) en ratas proporciona un modelo de Ell rapido, fiable y
reproducible que imita las manifestaciones de la enfermedad de Crohn. La aplicacién del hapteno TNBS en el colon
en presencia de etanol da como resultado la enfermedad infiltrativa transmural que se limita al colon y parece ser
una respuesta inmunolégica provocada por IL-12, mediada por Th1. El papel del TNFa en el desarrollo de la
enfermedad ha sido bien documentado puesto que la respuesta inflamatoria no se produce en los animales
deficientes en TNFa y se potencia en particular en los ratones que sobreexpresan esta citocina. El TNBS induce una
lesion medible a los 2 a 3 dias, un pico de inflamacién aguda a la semana y la progresion gradual a inflamacion
cronica dura aproximadamente 2 meses.

Para ensayar la eficacia de los compuestos, se administr6 TNBS a grupos de ratas Sprague-Dawley hembra el dia 0
y se trataron con vehiculo (como grupo de control negativo), con el Compuesto 1 o con el Compuesto 2 los dias 0-5
por sonda oral a una dosis de 50 mg/kg/dia. No hubo toxicidades aparentes relacionadas con los compuestos en las
ratas sacrificadas el dia 6 de estos estudios. Se evalud la progresion de la enfermedad mediante la puntuacion
macroscopica, el peso del colon y la actividad AMP de los coélones al momento del sacrificio. La puntuacion
macroscopica mide el dafio macroscopico en los 6°cm distales del colon utilizando un sistema que considera el
alcance y el numero de ulceras. Como se muestra en la Figura 12, el Compuesto 2 redujo la puntuacion
macroscoépica en las ratas tratadas con TNBS, pero el Compuesto 1 no. De forma similar, el Compuesto 2, pero no
el Compuesto 1, redujo la elevacién del peso del colon en ratas tratadas con TNBS (Figura 13) que es resultado del
edema, de la hipertrofia de la capa muscular y de la fibrosis durante la inflamacién. Finalmente, el Compuesto 2
también redujo la actividad AMP en el colon (Figura 14) confirmando que reduce la infiltracion de granulocitos en el
tejido. En conjunto, estos datos confirman los resultados observados en el modelo de DSS, lo que demuestra que la
forma de profarmaco del inhibidor de la SK tiene una mayor eficacia terapéutica que el propio inhibidor de la SK
activo.
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REIVINDICACIONES

o) = |
e,
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1. Un compuesto de formula (1)

R4

R>2
4))
y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, donde
RsesH,CloF;
R2 es H o alquilo;
mes102;

nes1,2,3,405;y
cada R3 es independientemente H, -C(O)alquilo, -C(O)CH2CH2C(O)OH, R4, -C(O)NRsRs, -P(O)(ORy)2 o glucosilo,
siempre que al menos un Rs3 no sea H,
donde
R4 es un aminoacido natural o no natural unido a través del resto carboxilo como un éster,
Rs es H o alquilo,
Rs es H o alquilo, y
cada Ry es independientemente H o alquilo,
donde cada alquilo tiene independientemente 1-20 atomos de carbono.
2. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, donde Ry es Cl.
3. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, donde R es H.
4. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde nes 1 o0 2.
5. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4, donde m es 2.

6. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 5, donde n es 2.

7. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, donde el resto

Zy
S,

tiene la estructura

OR;

}7_ OR,

8. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-6, donde Rz no es H.
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9. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-6, donde cada Rs es un -C(O)alquilo.
10. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4, donde el resto

OR,

}1 OR,

OC(O)CH; -

tiene la estructura

:71 OC(O)CH,
11. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 seleccionado entre el grupo que consiste en:

2-acetoxi-5-(2-{[3-(4-clorofenil)-adamantano-1-carbonil]-amino}etil)fenil éster del acido acético;
2-propioniloxi-5-(2-{[3-(4-clorofenil)-adamantano-1-carbonil]-amino}etil )fenil éster del acido propionico;
2-butiriloxi-5-(2-{[3-(4-clorofenil)}-adamantano-1-carbonil]-amino}etil)fenil éster del acido butirico;
5-(2-{[3-(4-clorofenil)-adamantano-1-carbonillamino}etil)-2-hidroxifenil éster del acido isobutirico; y
5-(2-{[3-(4-clorofenil)-adamantano-1-carbonillamino}etil)-2-hidroxifenil éster del acido 2-amino-3-metil-butirico,
preferentemente 2-acetoxi-5-(2-{[3-(4-clorofenil)-adamantano-1-carbonil]-amino}etil)fenil éster del acido acético.

12. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, 0 una sal, hidrato o solvato farmacéuticamente aceptables del mismo, en combinacién con un vehiculo,
medio o agente auxiliar farmacéuticamente aceptables.

13. Un compuesto o sal de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-11, o una composicién de acuerdo con
la reivindicacion 12 para su uso en la inhibicion de la esfingosina cinasa en un paciente que necesite dicha
inhibicion.

14. Un compuesto o sal de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-11, o una composicién de acuerdo con
la reivindicacion 12 para su uso en el tratamiento de un trastorno en un paciente, teniendo dicho trastorno una
activacion anormal de la esfingosina cinasa.

15. Un compuesto o sal de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-11, o una composicién de acuerdo con
la reivindicacién 12 para su uso en el tratamiento de una enfermedad seleccionada entre una enfermedad
hiperproliferativa, una enfermedad inflamatoria, o una enfermedad angiogénica.

16. El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 15, donde la enfermedad es una enfermedad
hiperproliferativa seleccionada entre el grupo que consiste en cancer, aterosclerosis, reestenosis, trastornos
proliferativos de las células mesangiales y psoriasis; o la enfermedad es una enfermedad inflamatoria seleccionada
entre el grupo que consiste en enfermedad intestinal inflamatoria, artritis, aterosclerosis, asma, alergia, insuficiencia
renal inflamatoria, shock circulatorio, lesién por isquemia-reperfusion, insuficiencia organica post-quirdrgica,
esclerosis multiple, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, inflamacién de la piel, enfermedad periodontal,
psoriasis y enfermedades de la inmunidad mediadas por linfocitos T.

17. El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 15, donde la enfermedad es un cancer seleccionado
entre el grupo que consiste en canceres de cabeza y cuello, canceres de pulmoén, canceres del tracto
gastrointestinal, canceres de mama, canceres ginecolégicos, canceres testiculares, canceres del tracto urinario,
canceres neurolégicos, canceres endocrinos, canceres de piel, sarcomas, canceres del mediastino, canceres
retroperitoneales, canceres cardiovasculares, mastocitosis, carcinosarcomas, cilindroma, canceres dentales,
estesioneuroblastoma, cancer de uraco, carcinoma de células de Merkel, paragangliomas, linfoma de Hodgkin,
linfoma no Hodgkin, leucemias croénicas, leucemias agudas, canceres mieloproliferativos, discrasias de células
plasmaticas y sindromes mielodisplasicos; o un trastorno proliferativo de las células mesangiales seleccionado entre
el grupo que consiste en glomerulonefritis, nefropatia diabética, nefroesclerosis maligna, sindromes
microangiopaticos trombdticos, rechazo de trasplantes y glomerulopatias.
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18. El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacién 13, donde la enfermedad se selecciona entre el
grupo que consiste en

10

15

20

(i) una enfermedad intestinal inflamatoria seleccionada entre el grupo que consiste en colitis ulcerosa,
enfermedad de Crohn y colitis indeterminada;

(i) una enfermedad de la inmunidad mediada por linfocitos T seleccionada entre el grupo que consiste en
encefalomielitis alérgica, neuritis alérgica, rechazo de trasplantes de aloinjertos, enfermedad de injerto contra
hospedador, miocarditis, tiroiditis, nefritis, lupus eritematoso sistémico y diabetes mellitus insulinodependiente;
(iii) una enfermedad seleccionada entre el grupo que consiste en artritis reumatoide, osteoartritis, sindrome de
Caplan, sindrome de Felty, sindrome de Sjogren, espondilitis anquilosante, enfermedad de Still,
condrocalcinosis, gota, fiebre reumatica, enfermedad de Reiter y sindrome de Wissler;

(iv) una insuficiencia renal inflamatoria seleccionada entre el grupo que consiste en glomerulonefritis, lesion
glomerular, sindrome nefrotico, nefritis intersticial, nefritis IUpica, enfermedad de Goodpasture, granulomatosis de
Wegener, vasculitis renal, nefropatia por IgA y la enfermedad glomerular idiopatica;

(v) una inflamacion de la piel seleccionada entre el grupo que consiste en psoriasis, dermatitis atépica,
sensibilidad de contacto y acné; y

(vi) una enfermedad angiogénica seleccionada entre el grupo que consiste en retinopatia diabética, artritis,
cancer, psoriasis, sarcoma de Kaposi, hemangiomas, angiogénesis miocardica, neovascularizacion de la placa
aterosclerética y enfermedades angiogénicas oculares tales como neovascularizacion coroidea, retinopatia del
prematuro (fibroplasias retrolentales), degeneracion macular, rechazo de injerto de cérnea, rubeosis, glaucoma
neovascular y sindrome de Osler-Webber.
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