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DESCRIPCION

2-Quinolinonas/2-quinoxalinonas  6-(hetero)ciclohexilalquil sustituidas como inhibidores de poli(ADP-ribosa)
polimerasa

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a inhibidores de PARP y proporciona compuestos y composiciones que contienen
los compuestos descritos. Ademas, la presente invencion proporciona compuestos para uso como inhibidores de
PARP, por ejemplo como una medicina.

Antecedentes de la invencion

La enzima nuclear poli(ADP-ribosa) polimerasa-1 (PARP-1) es un miembro de la familia de enzimas PARP que
consiste en PARP-1 y varias enzimas nuevas poli(ADP-ribosilantes) recientemente identificadas. PARP también se
denomina como poli(adenosina 5'-difosfo-ribosa) polimerasa o PARS (poli(ADP-ribosa) sintetasa).

La PARP-1 es una proteina nuclear principal de 116 kDa que consiste en tres dominios: el dominio de unién a ADN
N-terminal que contiene dos dedos de zinc, el dominio de automodificacion y el dominio catalitico C-terminal. Esta
presente en casi todos los eucariotas. La enzima sintetiza poli(ADP-ribosa), un polimero ramificado que puede
consistir en mas de 200 unidades de ADP-ribosa. Los aceptores de proteinas de poli(ADP-ribosa) estan directa o
indirectamente involucrados en el mantenimiento de la integridad del ADN. Incluyen histonas, topoisomerasas, ADN
y ARN polimerasas, ADN ligasas, y endonucleasas dependientes de ca® y MgZ+. La proteina PARP es expresada a
un nivel elevado en muchos tejidos, muy notablemente en el sistema inmune y células del corazon, cerebro y células
de lineas germinales. Bajo condiciones fisiolégicas normales, hay una actividad minima de PARP. Sin embargo, el
dafo del ADN provoca una activacion inmediata de PARP en hasta 500 veces.

Entre las muchas funciones atribuidas a la PARP, y especialmente a la PARP-1, esta su papel principal para facilitar
la reparacion de ADN mediante ADP-ribosilacion y, por tanto, coordinar un cierto nimero de proteinas para reparar
ADN. Como consecuencia de la activacién de PARP, disminuyen significativamente los niveles de NAD". La
activacion exhaustiva de PARP conduce a un agotamiento grave de NAD" en células que sufren un dafio masivo de
ADN. La semi-vida corta de la poli(ADP-ribosa) da lugar a una elevada velocidad de recambio. Una vez que se forma
la poli(ADP-ribosa), es rapidamente degradada por la poli(ADP-ribosa) glicohidrolasa (PARG) constitutivamente
activa, junto con la fosfodiesterasa y (ADP-ribosa) proteina liasa. La PARP y la PARG forman un ciclo que convierte
una gran cantidad de NAD" en ADP-ribosa. En menos de una hora, la sobre-estimulacién de PARP puede provocar
una caida de NAD" y ATP hasta menos de 20% del nivel normal. Esta situacién es especialmente perjudicial durante
una isquemia, cuando la ausencia de oxigeno ya ha comprometido considerablemente la produccion de energia
celular. La posterior produccion de radicales libres durante la reperfusion se supone que es una causa principal de
dafo de tejidos. Parte de la caida de ATP, que es tipica de muchos 6érganos durante la isquemia y reperfusion,
podria estar asociada al agotamiento de NAD" debido al recambio de poli(ADP-ribosa). De este modo, se espera
que la inhibicion de PARP o PARG mantenga el nivel de energia celular, potenciando asi la supervivencia de tejidos
isquémicos después del ataque.

La sintesis de poli(ADP-ribosa) esta involucrada también en la expresion inducida de un cierto nimero de genes
esenciales para una respuesta inflamatoria. Los inhibidores de PARP suprimen la produccién de 6xido nitrico sintasa
inducible (iNOS) en macréfagos, selectina de tipo P y molécula 1 de adhesion intercelular (ICAM-1) en células
endoteliales. Esta actividad sirve de apoyo a los fuertes efectos de anti-inflamacion mostrados por los inhibidores de
PARP. La inhibicion de PARP es capaz de reducir la necrosis evitando la translocacion e infiltracion de neutrdfilos a
los tejidos lesionados.

La PARP es activada por fragmentos de ADN dafiados y, una vez activada, cataliza la unién de hasta 100 unidades
de ADP-ribosa a una diversidad de proteinas nucleares, que incluyen histonas y la propia PARP. Durante los
esfuerzos celulares principales, la activacion exhaustiva de PARP puede conducir rapidamente a un dafio o muerte
celular a través del agotamiento de las reservas de energia. Como se consumen cuatro moléculas de ATP por cada
molécula de NAD* regenerada, la NAD" se agota por la activacion masiva de PARP; en los esfuerzos para volver a
sintetizar NAD*, ATP también se puede agotar.

Se ha descrito que la activacion de PARP desempefia un papel clave en la neurotoxicidad inducida tanto por NMDA
como por NO. Esto se ha demostrado en cultivos corticales y en cortes hipocampales en los que la prevencion de la
toxicidad esta directamente correlacionada con la potencia de inhibicion de PARP. El papel potencial de los
inhibidores de PARP para tratar enfermedades neurodegenerativas y traumas craneales se ha reconocido de este
modo incluso aunque el mecanismo de accién exacto todavia no se ha elucidado.

Analogamente, se ha demostrado que las inyecciones individuales de inhibidores de PARP han reducido el tamafio
del infarto provocado por la isquemia y la reperfusion del musculo cardiaco o esquelético en conejos. En estos
estudios, una sola inyeccion de 3-amino-benzamida (10 mg/kg), un minuto antes de la oclusion o un minuto antes de
la reperfusion, provoco reducciones similares en el tamafio del infarto en el corazén (32-42%) mientras que la 1,5-
dihidroxiisoquinolina (1 mg/kg), otro inhibidor de PARP, redujo el tamario del infarto en un grado comparable (38-
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48%). Estos resultados hacen que sea razonable suponer que los inhibidores de PARP podrian salvar un corazon
previamente isquémico o una lesion por reperfusion de tejido del misculo esquelético.

La activacion de PARP puede ser usada también como una medida del dafio tras agresiones neurotoxicas que
resultan de una exposicion a cualquiera de los siguientes inductores como glutamato (a través de estimulacion de
receptores de NMDA), intermedios de oxigeno reactivos, B-proteina amiloide, N-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina
(MPTP) o su metabolito activo N-metil-4-fenilpiridina (MPP"), que participan en estados patolégicos como apoplejia,
enfermedad de Alzheimer y enfermedad de Parkinson. Otros estudios han continuado explorando el papel de la
activacion de PARP en células de granulos cerebelosos in vitro y en la neurotoxicidad de MPTP. La exposicion
neuronal excesiva al glutamato, que sirve como neurotransmisor predominante del sistema nervioso central y actia
sobre los receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA) y otros receptores de subtipos, se produce lo mas
frecuentemente como consecuencia de una apoplejia u otros procesos neurodegenerativos. Las neuronas
desprovistas de oxigeno liberan glutamato en grandes cantidades durante un ataque cerebral isquémico, tal como
durante una apoplejia o ataque cardiaco. Esta liberacion en exceso de glutamato provoca a su vez una sobre-
estimulacion (exitotoxicidad) de receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA), AMPA, kainato y MGR, que abre los
canales de iones y permite un flujo idnico incontrolado (por ejemplo, Ca®* y Na* en las células y K* fuera de las
células), conduciendo a la sobre-estimulacion de las neuronas. Las neuronas sobre-estimuladas segregan mas
glutamato, creando un bucle de retroalimentacién o efecto dominé que da lugar finalmente a un dafio o muerte
celular a través de la produccion de proteasas, lipasas y radicales libres. La activacion excesiva de receptores de
glutamato ha estado implicada en diversas enfermedades y estados neurolégicos que incluyen epilepsia, apoplejia,
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica (ALS), enfermedad Huntington,
esquizofrenia, dolor crénico, isquemia y pérdida neuronal tras hipoxia, hipoglicemia, isquemia, trauma y ataque
nervioso. La exposicion al glutamato y la estimulacién han estado implicadas también en la base de trastornos
compulsivos, particularmente la dependencia de drogas. Las pruebas incluyen hallazgos en muchas especies de
animales, asi como en cultivos corticales cerebrales tratados con glutamato o NMDA, que los antagonistas de
receptores de glutamato (es decir, compuestos que bloguean la union del glutamato a o la activacion de su receptor)
bloquean el dafio neuronal tras una apoplejia vascular. Los intentos de evitar la excitotoxicidad bloqueando
receptores de NMDA, AMPA, kainato y MGR han demostrado ser dificiles porque cada receptor tiene multiples sitios
a los que se puede unir el glutamato, y por tanto el descubrimiento de una mezcla eficaz de antagonistas o un
antagonista universal para evitar la unién del glutamato a todos los receptores y permitir el ensayo de esta teoria ha
sido dificil. Ademas de ello, muchas de las composiciones que son eficaces bloqueando los receptores pueden ser
también téxicas para animales. Como tal, no hay actualmente ningun tratamiento eficaz conocido para las anomalias
del glutamato.

La estimulacién de receptores de NMDA por glutamato, por ejemplo, activa la enzima 6xido nitrico sintasa neuronal
(nNOS), conduciendo a la formacion de o6xido nitrico (NO), que media también en la neurotoxicidad. La
neurotoxicidad de NMDA puede ser evitada mediante tratamiento con inhibidores de éxido nitrico sintasa (NOS) o a
través de la interrupcion genética dirigida de nNOS in vitro.

Otro uso para inhibidores de PARP es el tratamiento de lesiones de nervios periféricos y el sindrome de dolor
patoldgico resultante conocido como dolor neuropatico, como el inducido por una lesién de constriccion crénica (CCl)
del nervio ciatico comun y en la que se produce una alteracion trans-sinaptica del asta posterior de la médula espinal
caracterizada por una hipercromatosis de citoplasma y nucleoplasma (denominadas neuronas “oscuras”).

Existen también pruebas de que los inhibidores de PARP son (tiles para tratar trastornos inflamatorios intestinales,
como la colitis. Especificamente, se indujo colitis en ratas mediante una administracion intraluminal del hapteno
acido trinitrobenceno sulfénico en etanol al 50%. Las ratas tratadas recibieron 3-aminobenzamida, un inhibidor
especifico de la actividad de PARP. La inhibicion de la actividad de PARP redujo la respuesta inflamatoria y restauré
la morfologia y el estado energético del colon distal.

Otras pruebas sugieren que los inhibidores de PARP son utiles para tratar la artritis. Ademas, parece que los
inhibidores de PARP son Utiles para tratar la diabetes. Se ha mostrado que los inhibidores de PARP son Utiles para
tratar el choque endotéxico o choque séptico.

Los inhibidores de PARP se han usado también para extender el periodo de vida y la capacidad proliferativa de
células que incluyen el tratamiento de enfermedades como envejecimiento de la piel, enfermedad de Alzheimer,
aterosclerosis, osteoartritis, osteoporosis, distrofia muscular, enfermedades degenerativas del masculo esquelético
que implican senescencia replicativa de generacion muscular relacionada con la edad, senescencia inmune, SIDA y
otra enfermedad de senescencia inmune; y para alterar la expresion génica de células senescentes.

También se sabe que los inhibidores de PARP, tal como 3-amino-benzamida, afectan a la reparacion global del ADN
en respuesta, por ejemplo, a perdxido de hidrégeno o radiacion ionizante.

El papel crucial de la PARP en la reparacion de roturas de cadenas de ADN esta bien demostrado, especialmente
cuando estan directamente provocadas por radiacion ionizante, o indirectamente después de una reparacion
enzimatica de lesiones de ADN inducidas por agentes metilantes, inhibidores de topoisomerasas | y otros agentes
quimioterapéuticos como cisplatino y bleomicina. Una diversidad de estudios usando ratones “genosuprimidos”,
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modelos de inhibicidn trans-dominante (sobre-expresion del dominio de unién de ADN), inhibidores antisentido y de
peso molecular pequefio, han demostrado el papel de PARP en la reparacion y supervivencia de células después de
la induccion del dafio al ADN. La inhibicion de la actividad enzimatica de PARP deberia de conducir a una
sensibilidad mejorada de las células tumorales hacia los tratamientos que dafian el ADN.

Se ha dado a conocer que los inhibidores de PARP son eficaces a la hora de radio-sensibilizar células tumorales
(hipoxicas), y son eficaces evitando que las células tumorales se recuperen del dafio potencialmente letal y subletal
del ADN después de una terapia de radiaciéon, supuestamente por su capacidad para evitar que se vuelvan a unir las
cadenas rotas de ADN y por afectar a varias rutas de sefializacion del dafio al ADN.

Los inhibidores de PARP han sido usados para tratar el cancer. Ademas, la patente U.S. n° 5.177.075 expone
diversas isoquinolinas usadas para aumentar los efectos letales de la radiacion ionizante o agentes
quimioterapéuticos sobre células tumorales. Weltin et al., “Effect of 6(5-fenantridone), an Inhibitor of Poly(ADP-
ribose) Polymerase, on Cultured Tumor Cells”, Oncol. Res., 6:9, 399-403 (1994), exponen la inhibicion de la
actividad de PARP, la proliferacion reducida de células tumorales, y un efecto sinérgico considerable cuando las
células tumorales son conjuntamente tratadas con un farmaco alquilante.

Se ha publicado una revision amplia y reciente del estado de la técnica por Li y Zhang en IDrugs 2001, 4(7): 804-
812.

Contintia habiendo una necesidad de inhibidores de PARP eficaces y potentes, y mas particularmente inhibidores de
PARP-1 que produzcan efectos secundarios minimos. La presente invencién proporciona compuestos,
composiciones y métodos para inhibir la actividad de PARP, para tratar el cancer y/o prevenir el dafio celular, de
tejidos y/u 6rganos que resulta de un dafio o muerte celular debidos, por ejemplo, a necrosis o apoptosis. Los
compuestos y composiciones de la presente invencién son especialmente Utiles para mejorar la eficacia de la
quimioterapia y radioterapia en los que un efecto primario del tratamiento es que provoca un dafio del ADN en las
células seleccionadas como diana.

Antecedente de la técnica anterior

El documento EP 371564, publicado el 6 de junio de 1990, describe derivados de quinolina, quinazolina o
quinoxalina (1H-azol-1-ilmetil) sustituidos. Los compuestos descritos suprimen la eliminacion plasmatica de acidos
retinoicos. Mas en particular, se describe 6-(ciclohexil-1H-imidazol-1-ilmetil)-3-metil-2(1H)-quinoxalinona (Compuesto
A).

=N -~

Compuesto A
Descripcion de la invencion

La invencion se refiere a compuestos de formula (1)

R2 1
I/\Y/(CH»S—F(CHZ)H NR
Q\) R3 @M
II\I (0]
H

las formas de N-6xido, las sales de adicion y las formas estereoquimicamente isoméricas de los mismos, en la que
nes0o1;
ses0o01;

X es -N= 0 -CR"=, en el que R es hidrégeno o tomado junto con R' puede formar un radical bivalente de formula
-CH=CH-CH=CH-;

Y es -N< 0 -CH<;
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Q es -NH-, -O-, -C(O)-, -CH2-CHz- o -CHR5-, en el que R® es hidrégeno, hidroxi, alquilo de C1., aril-alquilo de C1.
6, alquil Cq.s-oxicarbonilo, alquil C4.s-oxi-alquil C1.s-amino o haloindazolilo;

R'es alquilo de C1 o tienilo;
R%es hidrégeno;

R3es hidrégeno, alquilo de C1.6 0 un radical seleccionado de

-NR°R’ (a-1),

-O-H (a-2),

-O-R® (a-3),

-S-R° (a-4),
(o]

-C=N (a-5),
en los que

R® es -CHO, alquilo de C1., hidroxi-alquilo de C1., alquil Cye-carbonilo, di(alquil C1.)amino-alquilo de Ci.,
alquil Cq-carbonilamino-alquilo de C+., piperidinil-alquilo de C+., piperidinil-alquil C1.s-aminocarbonilo, alquil
C16-0xi, alquil Cqe-oxi-alquilo de Cqs, tienilalquilo de Ci, pirrolilalquilo de Ci., aril-alquil Cq.s-piperidinilo,
arilcarbonilalquilo de Ci., arilcarbonilpiperidinilalquilo de C1.s, haloindazolilpiperidinilalquilo de Cis, o aril-
alquil C1.6-(alquil C1.s)amino-alquilo de Cq6; y
R es hidrégeno o alquilo de C1;
R® es alquilo de C1.6, alquil C4s-carbonilo o di(alquil Ci.)amino-alquilo de Ci; y
R? es di(alquil C1.6)amino-alquilo de Ci.¢;

o R® es un grupo de formula

-(CH2)-Z- (b-1),
en el que

tes0,102;

Z es un sistema anular heterociclico seleccionado de

N \ N,
1 —/R]O HN\/\N 10 H]?I\ > R10 HN\N\\_ 10
Nt R — — :
(c-1) (c2) (c-3) (c-4)
H |
_ 10 N N.
Y o TR N N 0
—_ \__/ k /\RIO
0
(c-5) (c-6) (c-7) O (c8)
R1 0
J x 10 HN‘\ ’\ \/\
N, TR U l w7 \_ 10 l/\/—Rlo
T@ S AN |
(c-9) (c-10) (c-11) (c-12) (c-13)

en el que cada R es independientemente hidrégeno, alquilo de C1.6, aminocarbonilo, hidroxi,
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-alcanodiilo de C1.s —N' Q\NH
N"<
70

-alcanodiilo de Cq¢

alquil Cq-oxialquilo de C1.6, alquil C1.s-oxi-alquil C1.s-amino, di(fenil-alquenilo de Cy), piperidinil-alquilo de Cs.
6, cicloalquilo de Cs.10, cicloalquil Cs.10-alquilo de C1., ariloxi(hidroxi)alquilo de C1., haloindazolilo, aril-alquilo
de C1., aril-alquenilo de Cy.6, morfolino, alquil C1-s-imidazolilo, o piridinil-alquil C1.s-amino;

cada R" es independientemente hidrégeno, hidroxi, piperidinilo o arilo;
arilo es fenilo o fenilo sustituido con halo, alquilo de C1.5 0 alquil C1.s-0xi.

Siempre que el sistema anular heterociclico Z contenga un resto -CH;-, -CH=, o -NH-, los sustituyentes R'" y R"oel
resto de la molécula se pueden unir al atomo de carbono o de nitrégeno, en cuyo caso se sustituye uno o ambos
atomos de hidrégeno.

Los compuestos de formula (I) también pueden existir en sus formas tautoméricas. Aunque tales formas no se
indican explicitamente en la férmula anterior, se pretende que se incluyan dentro del alcance de la presente
invencion.

A continuacién se explican diversos términos usados en las definiciones anteriores y en lo sucesivo en el presente
documento. Estos términos se usan en ocasiones como tales o en términos compuestos.

Como se usa en las definiciones anteriores y en lo sucesivo en el presente documento, halo es genérico para fluoro,
cloro, bromo y yodo; alquilo de C+ define radicales hidrocarbonados saturados de cadena lineal y ramificada que
tienen de 1 a 6 atomos de carbono tales como, por ejemplo, metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, 1-metiletilo, 2-
metilpropilo, 2-metilbutilo, 2-metilpentilo; alcanodiilo de C1.s define radicales hidrocarbonados saturados de cadena
lineal y ramificada bivalentes que tienen de 1 a 6 atomos de carbono tales como, por ejemplo, metileno, 1,2-
etanodiilo, 1,3-propanodiilo, 1,4-butanodiilo, 1,5-pentanodiilo, 1,6-hexanodiilo y los isdmeros ramificados de los
mismos tales como 2-metilpentanodiilo, 3-metilpentanodiilo, 2,2-dimetilbutanodiilo, 2,3-dimetilbutanodiilo;
trihalometilo define metilo que contiene tres sustituyentes halo idénticos o diferentes, por ejemplo trifluorometilo;
alquenilo de C.. define radicales hidrocarbonados de cadena lineal y ramificada que contienen un doble enlace y
que tienen de 2 a 6 atomos de carbono tales como, por ejemplo, etenilo, 2-propenilo, 3-butenilo, 2-pentenilo, 3-
pentenilo, 3-metil-2-butenilo; y cicloalquilo de Cs.1o incluye grupos hidrocarbonados ciclicos que tienen de 3 a 10
carbonos, tales como ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclopentenilo, ciclohexilo, ciclohexenilo, cicloheptilo o
ciclooctilo.

La expresion “sal de adicion” comprende las sales que los compuestos de férmula (l) son capaces de formar con
bases organicas o inorganicas tales como aminas, bases de metal alcalino y bases de metal alcalino-térreo, o bases
de amonio cuaternario, o con acidos organicos o inorganicos, tales como acidos minerales, acidos sulfonicos, acidos
carboxilicos o acidos que contienen fosforo.

La expresion “sal de adicion” comprende ademas sales farmacéuticamente aceptables, complejos metalicos y
solvatos y las sales de los mismos, que son capaces de formar los compuestos de férmula (1).

La expresion “sales farmacéuticamente aceptables” significa sales de adicion de acido o base farmacéuticamente
aceptables. Las sales de adicion de acido o base farmacéuticamente aceptables como se mencionan anteriormente
pretenden comprender las formas de sal de adicion de acido no téxico y base no tdxica terapéuticamente activas que
son capaces de formar los compuestos de formula (l). Los compuestos de férmula () que tienen propiedades
basicas se pueden convertir en sus sales de adicién de acido farmacéuticamente aceptables por tratamiento de
dicha forma de base con un acido apropiado. Los acidos apropiados comprenden, por ejemplo, acidos inorganicos,
tales como acidos halohidricos, por ejemplo acido clorhidrico o bromhidrico; sulfdrico; nitrico; acidos fosféricos; o
acidos organicos tales como, por ejemplo, los acidos acético, propanoico, hidroxiacético, lactico, piravico, oxalico,
maldnico, succinico (es decir acido butanodioico), maleico, fumarico, malico, tartarico, citrico, metanosulfénico,
etanosulfonico, bencenosulfénico, p-toluenosulfénico, ciclamico, salicilico, p-aminosalicilico, pamoico.

Los compuestos de formula (l) que tienen propiedades acidas se pueden convertir en sus sales de adicion de base
farmacéuticamente aceptables por tratamiento de dicha forma de acido con una base organica o inorganica
adecuada. Las formas de sal de base apropiadas comprenden, por ejemplo, las sales de amonio, las sales de metal
alcalino y alcalino-térreo, por ejemplo las sales de litio, sodio, potasio, magnesio, calcio y similares, sales con bases
organicas, por ejemplo las sales de benzatina, N-metil-D-glucamina, hidrabamina, y sales con aminoacidos tales
como, por ejemplo, arginina o lisina.

Las expresiones sal de adicion de acido o base también comprenden los hidratos y las formas de adicion de
disolvente que los compuestos de férmula (I) son capaces de formar. Algunos ejemplos de tales formas son, por
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ejemplo, hidratos, alcoholatos.

La expresion “complejos metalicos” significa un complejo formado entre un compuesto de féormula () y una o mas sal
o sales organicas o inorganicas de metal. Algunos ejemplos de dichas sales organicas o inorganicas comprenden
halogenuros, nitratos, sulfatos, fosfatos, acetatos, trifluoroacetatos, tricloroacetatos, propionatos, tartratos,
sulfonatos, por ejemplo metilsulfonatos, 4-metilfenilsulfonatos, salicilatos, benzoatos de los metales del segundo
grupo principal del sistema periddico, por ejemplo las sales de magnesio o calcio, del tercer o cuarto grupo principal,
por ejemplo aluminio, estafio, plomo asi como del primer al octavo grupos de transicion del sistema periddico, tales
como, por ejemplo, cromo, manganeso, hierro, cobalto, niquel, cobre, y cinc.

La expresion formas estereoquimicamente isoméricas de los compuestos de férmula (I), como se ha usado
anteriormente en el presente documento, define todos los posibles compuestos que estan compuestos por los
mismos atomos enlazados mediante la misma secuencia de enlaces pero que tienen diferentes estructuras
tridimensionales que no son intercambiables, que puedan poseer los compuestos de formula (I). A menos que se
mencione o indique de otro modo, la designacién quimica de un compuesto incluye la mezcla de todas las posibles
formas estereoquimicamente isoméricas que dicho compuesto pueda poseer. Dicha mezcla puede contener todos
los diasteredmeros y/o enantidmeros de la estructura molecular basica de dicho compuesto. Como es habitual en
farmacologia, un enantiémero puede tener una actividad farmacoldgica mejor que el otro. Se pretende que todas las
formas estereoquimicamente isoméricas de los compuestos de férmula (I) tanto en forma pura como en una mezcla
entre si estén incluidas dentro del alcance de la presente invencion.

Se pretende que las formas de N-6xido de los compuestos de formula (I) comprendan aquellos compuestos de
férmula (1) en los que uno o varios atomos de nitrégeno estan oxidados al denominado N-6xido, particularmente
aquellos N-6xidos en los que uno o mas de los nitrégenos de piperidina, piperazina o piridazinilo estan N-oxidados.

Siempre que se use en lo sucesivo en el presente documento, la expresion “compuestos de formula (1) pretende
incluir también las formas de N-6xido, las sales de adicion de acido o base farmacéuticamente aceptables y todas
las formas estereoisoméricas.

Los compuestos descritos en el documento EP 371564 suprimen la eliminacién plasmatica de acidos retinoicos.
Inesperadamente, se ha encontrado que los compuestos de la presente invencién muestran actividad inhibidora de
PARP.

Un primer grupo de compuestos interesantes consiste en aquellos compuestos de formula (1) en la que se aplica una
0 mas de las siguientes restricciones:

a) X es -N=o0 -CH=;
b) R'es alquilo de C1;

c) R® es hidrégeno, alquilo de C1., un radical seleccionado de (a-1), (a-2), (a-3) o (a-4) o un grupo de formula (b-
1);

d) R® es di(alquil C46)amino-alquilo de C1.¢ 0 alquil Cq.s-oxi-alquilo de C1.;

e) R es hidrégeno;

f) R® es di(alquil C1.6)amino-alquilo de Ci.¢;

g)tes0o02;

h) Z es un sistema anular heterociclico seleccionado de (c-1), (c-5), (c-6), (c-8), (c-10), (c-12) o (c-13);

i) cada R es independientemente hidrégeno, alquilo de C+., hidroxi, alquil C4s-oxi-alquilo de C1.s, alquil C1.s-0xi-
alquil C1.s-amino, morfolino, alquil C1.s-imidazolilo, o piridinil-alquil C.s-amino;

j) cada R" es independientemente hidrégeno o hidroxi; y
k) arilo es fenilo.

Un segundo grupo de compuestos interesantes consiste en aquellos compuestos de férmula () en la que se aplica
una o mas de las siguientes restricciones:

a)nesO;

b) X es CH;

c) Q es -NH-, -CH»>-CH>- o -CHR®-, en el que R’ es hidrégeno, hidroxi, o aril-alquilo de C1.;
d) R'es alquilo de C1;
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e) R? es hidrégeno;
f) R® es hidrogeno, hidroxi o un grupo de formula (b-1);
g)tesO;

h) Z es un sistema anular heterociclico seleccionado de (c-8) o (c-13);

i) cada R'® es independientemente hidrégeno;
j) arilo es fenilo.

Un tercer grupo compuestos interesantes consiste en aquellos compuestos de féormula (1), el primer grupo de
compuestos interesantes o el segundo grupo de compuestos interesantes en los que Z es un sistema anular
heterociclico distinto del sistema anular heterociclico de formula (c-2) o (c-4).

Un grupo de compuestos preferidos consiste en aquellos compuestos de férmula (I) en Ia que X es -N= 0 -CH=; R’
es alquilo de C4 ©; R? es hidrégeno, alquilo de C1., un radical seleccionado de (a-1), (a- 37) a-4)oun grupo de
formula (b-1); R® es di(alquil C1.s)amino-alquilo de Cis 0 alquil Cy.¢-oxi-alquilo de C1 s, R” es hidrogeno; R® es
di(alquil C1.6)amino-alquilo de C1.; t es 0 o0 2; Z es un sistema anular heterociclico seleccionado de (c-1), (c-5), (c-6),
(c-8), (c-10), (c-12) o (c-13); cada R'° es independientemente hidrégeno, alquilo de C1.6, hidroxi, alquil C1. 5-OXI-a|C1UI|O
de Cis, alquil Cye-oxi-alquil Ci.6-amino, morfolino, alquil Cses-imidazolilo, o piridinil-alquil C1.s-amino; cada R" es
independientemente hidrégeno o hidroxi; y arilo es fenilo.

Un grupo adicional de compuestos;)referldos con3|ste en aquellos compuestos de férmula (1) en Ia que nes0; X es
CH Q es -NH-, -CH2—CH2— 0 -CHR®-, en el que R’ es hidrégeno, hidroxi, o aril-alquilo de Ci.; R'es alquilo de Ci1;
R? es hidrégeno; R es hidrégeno, h|dr0X| 0 un grupo de formula (b-1); t es 0; Z es un sistema anular heterociclico
seleccionado de (c-8) o (c-13); cada R es independientemente hidrégeno; y arilo es fenilo.

Un grupo incluso adicional de compuestos preferidos consiste en aquellos compuestos de férmula (1), el grupo de
compuestos preferidos o el grupo adicional de compuestos preferidos en los que Z es un sistema anular
heterociclico distinto del sistema anular heterociclico de formula (c-2) o (c-4).

Los compuestos mas preferidos son el compuesto n° 7, el compuesto n° 2, el compuesto n® 1 y el compuesto n° 11.

Compuesto 7 N o

H | A

Compuesto 1

Compuesto 2

Compuesto 11

Los compuestos de formula (I) se pueden preparar segun los métodos generales descritos en el documento EP
371564.

Un numero de tales métodos de preparacion se describiran en lo sucesivo en el presente documento con mas
detalle. Otros métodos para obtener compuestos finales de formula (I) se describen en los ejemplos.

Los compuestos de formula (1) en la que R? es hidrégeno y R® es ~NR’-CHO en el que R’ es hidrégeno o metilo,
denominados en el presente documento compuestos de formula (I-b), se pueden preparar partiendo de los
compuestos de formula (1), en la que R? tomado junto con R® forma =O, denominados en el presente documento
compuestos de féormula (l-a), en presencia de formamida o metilformamida, indicados aqui como compuestos
intermedios de formula (Il), y acido férmico.
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CHO

Y/(a»j—ﬂwnﬁ"l O Q{(%—_(%_@&m(

(2) ()

Los compuestos de formula (1), en la que R® es hidroxi, denominados en el presente documento compuestos de
férmula (I-c), se pueden preparar por conversion del resto cetona de los compuestos de formula (I-a) en un grupo
hidroxi, con un reductor adecuado, por ejemplo, borohidruro sédico en un disolvente adecuado, por ejemplo metanol
y tetrahidrofurano.

QOY/( (CH?)H—@[:\E—> O, —<cr17)n—©[ ;\[Rl

(-a) I<)

Los compuestos de formula (I-a) se pueden preparar por conversion de los compuestos de férmula (I-c), en la que R?
es hidrégeno, denominados en el presente documento compuestos de formula (I-c-1), en presencia de un oxidante
adecuado tal como trioxido de cromo y un acido tal como acido sulfurico, en un disolvente adecuado tal como 2-

propanons.
@{(WSJ_(GE“—G[;I—’ YACH;)—“—(C@P@ ‘);

(1) (ta)

Los intermedios de formula (IV), en la que W es un grupo saliente apropiado tal como, por ejemplo, cloro, bromo,
metanosulfoniloxi o bencenosulfoniloxi se pueden preparar a partir de los compuestos de férmula (I-c-1) por
tratamiento de dichos compuestos con un reactivo adecuado, por ejemplo cloruro de metanosulfoniloxi o cloruro de
bencenosulfoniloxi, o un reactivo halogenante tal como por ejemplo POCI3 o SOCIs.

Q(\)Y/(G@s—\—«mn@;(__b {(09-4—(0%—@;[

e av)

Los compuestos de formula (I) definidos como compuestos de formula (1) en la que R® es como se define en R® y R®
es como se define en R’, o R® y R® tomados junto con el nitrégeno al que estan unidos, forman un sistema anular
heterociclico apropiado como se deflne en Z, denominados en el presente documento compuestos de formula (I-h),
se pueden preparar por reaccion de un intermedio de férmula (IV) con un intermedio de férmula (V). La reaccién se
puede llevar a cabo en un disolvente inerte para la reaccion tal como dimetilformamida o acetonitrilo, y
opcionalmente en presencia de una base adecuada tal como, por ejemplo, carbonato sédico, carbonato potasico o
trietilamina.

R R
N |
(@, o {@I»sj/—(cmn R
Q|/\\/T/ + HNRR~—> (\
"o Q\) N0
H
av) W )

Los compuestos de formula (I) también se pueden convertir entre si via reacciones conocidas en la técnica o
transformaciones de grupos funcionales. Algunas de tales transformaciones ya se describen anteriormente en el
presente documento. Otros ejemplos son hidrolisis de ésteres carboxilicos al acido carboxilico o alcohol
correspondiente; hidrélisis de amidas a los acidos carboxilicos o aminas correspondientes; hidrélisis de nitrilos a las
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amidas correspondientes; los grupos amino en imidazol o fenilo se pueden sustituir mediante un hidrogeno por
reacciones de diazotacion conocidas en la técnica y desplazamiento subsiguiente del grupo diazo por hidrégeno; los
alcoholes se pueden convertir en ésteres y éteres; las aminas primarias se pueden convertir en aminas secundarias
o terciarias; los dobles enlaces se pueden hidrogenar al enlace sencillo correspondiente; un radical yodo en un grupo
fenilo se puede convertir en un grupo éster mediante insercion de monoxido de carbono en presencia de un
catalizador de paladio adecuado.

Por lo tanto, los compuestos de formula (1), (I-a), (I-b), (I-c), (I-c-1), (I-h), (I-i), (I-j) y (I-k) pueden ser opcionalmente el
objeto de una o mas de las siguientes conversiones en cualquier orden deseado:

(i) conversion de un compuesto de férmula (1) en un compuesto de férmula (1) diferente;
(i) conversion de un compuesto de formula (1) en la correspondiente sal aceptable o el N-6xido del mismo;

(iii) conversion de una sal farmacéuticamente aceptable o N-6xido de un compuesto de formula (1) en el
compuesto de férmula (l) precursor;

(iv) preparacion de una forma estereoquimica isomérica de un compuesto de féormula (I) o una sal
farmacéuticamente aceptable o N-6xido del mismo.

Los compuestos intermedios de formula (VII), en la que R? y R® son radicales apropiados o, tomados junto con el
carbono al que estan unidos, forman un sistema anular heter00|cllco apropiado como se define en Z, se pueden
preparar por hidrolisis de los intermedios de formula (VI), en la que R® es un grupo de formula (b-1) o un radical de
formula (a-1) en la que s es distinto de 0, denominados en el presente documento R?, de acuerdo con métodos
conocidos en la técnica, tales como agitacion del intermedio (V1) en una disolucién acuosa de acido en presencia de
un disolvente inerte para la reaccion, por ejemplo tetrahidrofurano. Un acido apropiado es por ejemplo acido
clorhidrico.

d

Q(\)Y/ <Cliz>s~\;}(ld%)n<©[:/\[0/ Y/(mas—x\‘—m)nﬁ:\ﬂ

%) (VID
Los compuestos de formula (1) en la que R? es hidrogeno y R? es como se ha definido anteriormente, denominados
en el presente documento compuestos de férmula (I-k), se pueden preparar partiendo de los intermedios de férmula
(VII), mediante una hidrogenacion selectiva de dicho intermedio con un agente reductor apropiado tal como, por
ejemplo, con un catalizador de metal noble, tal como platino sobre carb6n vegetal, paladio sobre carbén vegetal, y
similar, y un reductor apropiado tal como hidrogeno en un disolvente adecuado tal como metanol.

Rd

(\{@ﬂ_\_@%‘@[:lﬂ’ Y/(Cf@s _(mﬁiR‘

(VID (k)

Los compuestos de formula (1) se pueden preparar por hidrdlisis de los compuestos intermedios de férmula (VIII), de
acuerdo con métodos conocidos en la técnica, sometiendo los intermedios de férmula (VIIl) a los reactivos
apropiados, tales como, cloruro de estafio, acido acético y acido clorhidrico, en presencia de un disolvente inerte
para la reaccion, por ejemplo tetrahidrofurano.

R? 1

. S_7L (CHz)sﬂaLCHz)n )::\ER

Q(CH» <cu»n©[§E 'IAY/ ( ﬁ[ O
H

(VI O
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Los compuestos de formula (I) se pueden preparar partiendo de N-6xidos de formula (IX) por conversion de los
intermedios de formula (IX) en presencia de un reactivo adecuado tal como carbonato sédico o anhidrido acético vy,
cuando sea apropiado, en un disolvente tal como diclorometano.

QOY/ (CH»s (CHz)r@ T_» <CH2>S (C‘*ﬁn‘@};\[

@) @

Los compuestos de formula (1) en la que X es CH, denominados en el presente documento compuestos de férmula
(I-j), también se pueden obtener por ciclacion de un intermedio de férmula (X). La reaccién de ciclacion de los
intermedios de formula (X) se puede llevar a cabo de acuerdo con procedimientos de ciclacion conocidos en la
técnica. Preferentemente, la reaccion se lleva a cabo en presencia de un acido de Lewis adecuado, por ejemplo
cloruro de aluminio puro o en un disolvente adecuado tal como, por ejemplo, un hidrocarburo aromatico, por ejemplo
benceno, clorobenceno, metilbenceno; hidrocarburos halogenados, por ejemplo triclorometano, tetraclorometano, y
similares; un éter, por ejemplo tetrahidrofurano, 1,4-dioxano; o las mezclas de tales disolventes. Las temperaturas
algo elevadas, preferentemente entre 70°-100°C, y la agitacion pueden aumentar la velocidad de reaccion.

QQ (CHZ)—/—(GI»,‘—Q (\{(G{Z)ﬁL(CHZ)n

NH—GCRLG{-QPg Q\)

Los compuestos de formula (1), en la que X es N, denominados en el presente documento compuestos de férmula
(I-i), se pueden obtener por condensacion de una orto-bencenodiamina apropiada de formula (XI) con un éster de
férmula (XII) en la que R" es alquilo de C1.. La condensacion de la orto-diamina sustituida de formula (XI) y el éster
de férmula (XIl) se puede llevar a cabo en presencia de un acido carboxilico, por ejemplo acido acético, un acido
mineral tal como, por ejemplo, acido clorhidrico, acido sulfdrico, o un acido sulfénico tal como, por ejemplo, acido
metanosulfénico, acido bencenosulfonico, acido 4-metilbencenosulfénico. Las temperaturas algo elevadas pueden
ser apropiadas para aumentar la velocidad de reaccion y en algunos casos la reaccion se puede llevar a cabo
incluso a la temperatura de reflujo de la mezcla de reaccion. El agua que se libera durante la condensacion se puede
eliminar de la mezcla mediante destilacién azeotrépica, u otros métodos de destilacion.

Q(\) /<c1iz>+(cm)-<INHZ \,Hkow e /(%+<Gwn—©: I

0]

XD (X1 (G

Los intermedios de formula (XI) se pueden preparar mediante una reaccion de reduccién de nitro a amina partiendo
de un intermedio de formula (XIIl) en presencia de un catalizador metalico tal como niquel Raney y un reductor
apropiado tal como hidrégeno en un disolvente adecuado tal como metanol.

R? R’ NH
- (CHy—A—(CHy); NG, - CHI—/—(CHy; 2
[/\ Y R 3 —_—— (\ RS

NH, NH,
Los intermedios de formula (XIII) se pueden preparar por hidroélisis de los intermedios de formula (XIV), de acuerdo
con métodos conocidos en la técnica, tales como agitacion del intermedio (XIV) en una disolucién acuosa de acido

en presencia de un disolvente inerte para la reaccion, por ejemplo tetrahidrofurano. Un acido apropiado es por
ejemplo acido clorhidrico.
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2

R NO,
(\ ACH»s (CH%-@( NH)‘\ (m»rgL(CH»r-@(
P R

NH,
(XIV) (X1m)

Los intermedios de féormula (X) se pueden preparar de forma conveniente por reaccion de una anilina de formula
(XV) con un haluro de formula (XVI) en presencia de una base tal como piridina en un disolvente adecuado tal como
diclorometano.

0
W——%—CRI"CH—CﬁHS
O (&w—,L(CH»r@ &) (\ (cny)s—;L@H»—@
QJ/ NH—-C—CR‘—CH—Q,H
V) X

Los intermedios de formula (VIIl) en la que n es 0, R? es hidrégeno o hidroxi y, cuando R? es hidrégeno, entonces R®
es hidroxi, denominados en el presente documento intermedios de formula (Vlll-a) se pueden preparar tratando un
intermedio de férmula (XVII), en la que W es halo, con un reactivo de organolitio tal como, por ejemplo n-butil-litio en
un disolvente inerte para la reaccién, por ejemplo tetrahidrofurano, y posteriormente haciendo reacaonar dicho
intermedio con un intermedio de formula (XVIII) en la que R es hidrogeno o un radical como se define en R®.

ooe e o

XVII]) (V1 Fa)

La presente invencion también se refiere a un compuesto de férmula (1) como se define anteriormente para uso
como una medicina.

Los compuestos de la presente invencion tienen propiedades inhibidoras de PARP, como se puede observar a partir
de la parte experimental con posterioridad.

La presente invencién también contempla el uso de compuestos en la preparaciéon de un medicamento para el
tratamiento de cualquiera de las enfermedades y trastornos en un animal descritos en el presente documento, en el
que dichos compuestos son un compuesto de férmula (1)

R2 1
X R
Y/(CH2>S+(CH2>n S
I/\ R’ )
Q\/‘ 1?1 (¢}
H

las formas de N-6xido, las sales de adicién farmacéuticamente aceptables y las formas estereoquimicamente
isoméricas de los mismos, en la que

nes0o1;
ses0o01;

X es -N= 0 -CR"=, en el que R es hidrégeno o tomado junto con R' puede formar un radical bivalente de férmula
-CH=CH-CH=CH-;

Y es -N< 0 -CH<;

Q es -NH-, -O-, -C(O)-, -CH>-CHz- o -CHR5-, en el que R® es hidrégeno, hidroxi, alquilo de C1., aril-alquilo de C1.
6, alquil Cq.s-oxicarbonilo, alquil C1.s-oxi-alquil C1.s-amino o haloindazolilo;

R'es alquilo de C1 o tienilo;

R%es hidrégeno, o tomado junto con R® puede formar =0O;

12
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R%es hidrogeno, alquilo de C+6 0 un radical seleccionado de

-NR°R’ (a-1),
-O-H (a-2),
-O-R® (a-3),
5 -S-R° (a-4),
(o]
-C=N (a-5),
en el que

R® es -CHO, alquilo de C1, hidroxialquilo de C4s, alquil Css-carbonilo, di(alquil Ci.¢)aminoalquilo de Ci.,
10 alquil Cq-carbonilamino-alquilo de C+., piperidinil-alquilo de C+., piperidinil-alquil C1.s-aminocarbonilo, alquil
Ci6-0xi, alquil Cye-oxi-alquilo de Cis, tienilalquilo de Cis, pirrolilalquilo de Ci.6, aril-alquil C4.6-piperidinilo,
arilcarbonilalquilo de C1., arilcarbonilpiperidinilalquilo de C1.s, haloindazolilpiperidinilalquilo de Ci, o aril-
alquil C16(alquil C1.¢)amino-alquilo de C1.; y
R es hidrégeno o alquilo de C1;
15 R® es alquilo de C1.6, alquil C4s-carbonilo o di(alquil Ci.)amino-alquilo de Cq6; y
R? es di(alquil C1.6)amino-alquilo de Ci.¢;
o R® es un grupo de formula
-(CH2)-Z- (b-1),
en el que

20 tes0,102;

Z es un sistema anular heterociclico seleccionado de

N RO N N,
N —RY HN\\_NRlo HN\ —R\\ 10 HN\ > pio
g \———/ \—/ \—/
(c-1) (c2) (c-3) (c-4)
\‘N /——‘\Rlo g IL
/ A gio H]\\I\ "NH - j —\'——R“’
== \__/ I\O/\Rm
(c-5) (c-6) (c-7) )
RrH 0
7 T HN‘\ s*\ /\|
N SR® ] N AN 2 g0
| H
(c9) (c-10) (c-11) (c-12) (c-13)
25 en el que cada R es independientemente hidrégeno, alquilo de C1.6, aminocarbonilo, hidroxi,

-alcanodiilo de Cq¢

-alcanodiilo de C1.s —N' Q\NH
N"<
70
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alquil Cq.-oxialquilo de C1.6, alquil C1.s-oxi-alquil C1.s-amino, di(fenil-alquenilo de Cy), piperidinil-alquilo de Cs.
6, cicloalquilo de Cs.10, cicloalquil Cs.10-alquilo de C1., ariloxi(hidroxi)alquilo de C1., haloindazolilo, aril-alquilo
de C1., aril-alquenilo de Cy.6, morfolino, alquil C1-s-imidazolilo, o piridinil-alquil C1.s-amino;

cada R" es independientemente hidrégeno, hidroxi, piperidinilo o arilo;
arilo es fenilo o fenilo sustituido con halo, alquilo de C1.5 0 alquil C1.s-0xi.

En vista de sus propiedades de unién a PARP, los compuestos de la presente invencion pueden ser usados como
compuestos de referencia o compuestos trazadores, en cuyo caso uno de los atomos de la molécula puede ser
sustituido, por ejemplo, con un isétopo radioactivo.

Para preparar las composiciones farmacéuticas de esta invencion, una cantidad eficaz de un compuesto particular,
en forma sal de adicion de base o de acido, como el ingrediente activo, se combina en mezcla intima con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable, vehiculo que puede tomar una gran variedad de formas, dependiendo de la
forma de preparacién deseada para la administracion. Estas composiciones farmacéuticas estan deseablemente en
una forma de dosificacion unitaria adecuada, preferentemente para una administracion por via oral, rectal,
percutanea o mediante inyeccion parenteral. Por ejemplo, en la preparacion de las composiciones en forma de
dosificacion oral, se puede usar cualquiera de los medios farmacéuticos habituales, tales como, por ejemplo, agua,
glicoles, aceites, o alcoholes en el caso de preparaciones liquidas orales tales como suspensiones, jarabes, elixires
y disoluciones; o vehiculos sdlidos tales como almidones, azucares, caolin, lubricantes, aglutinantes, o agentes
disgregantes en el caso de polvos, pildoras, capsulas y comprimidos. Debido a su facilidad de administracion, los
comprimidos y capsulas representan la forma unitaria de dosificacién oral mas ventajosa, en cuyo caso se emplean
obviamente vehiculos farmacéuticos sodlidos. Para composiciones parenterales, el vehiculo comprendera
habitualmente agua esterilizada, al menos en gran parte, aunque se pueden incluir otros ingredientes, por ejemplo
para ayudar a la solubilidad. Se pueden preparar, por ejemplo, disoluciones inyectables en las que el vehiculo
comprende disolucién salina, disolucion de glucosa o una mezcla de disolucion salina y de glucosa. También se
pueden preparar suspensiones inyectables, en cuyo caso se pueden emplear vehiculos liquidos apropiados, o
agentes de suspension. En las composiciones adecuadas para administracion percutanea, el vehiculo comprende
opcionalmente un agente potenciador de la penetracion y/o un agente humectante adecuado, combinado
opcionalmente con aditivos adecuados de cualquier naturaleza en proporciones minoritarias, aditivos que no
producen un efecto perjudicial significativo a la piel. Dichos aditivos pueden facilitar la administraciéon a la piel y/o
pueden ser Utiles para preparar las composiciones deseadas. Estas composiciones se pueden administrar de
diversas formas, por ejemplo, en forma de un parche transdérmico, en forma de uncién dorsal puntual, o en forma de
una pomada. Es especialmente ventajoso formular las composiciones farmacéuticas mencionadas anteriormente en
una forma de dosificacion unitaria para facilidad de administracion y uniformidad de la dosificacion. Forma de
dosificacion unitaria, como se usa en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones en el presente documento, se
refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones unitarias, conteniendo cada unidad una
cantidad predeterminada del ingrediente activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado junto con el
vehiculo farmacéutico requerido. Algunos ejemplos de tales formas de dosificacion unitaria son comprimidos
(incluyendo comprimidos ranurados o revestidos), capsulas, pildoras, paquetes de polvos, obleas, disoluciones o
suspensiones inyectables, cucharaditas, o cucharadas, y miultiplos segregados de las mismas.

Los compuestos de la presente invencion pueden tratar o prevenir el dafo tisular resultante del dafio o la muerte
celular debidos a necrosis o apoptosis; pueden mejorar el dafo tisular neuronal o cardiovascular, incluyendo el que
sigue a isquemia focal, infarto del miocardio, y lesiéon por reperfusion; pueden tratar diversas enfermedades y
afecciones causadas o exacerbadas por la actividad de PARP; pueden prolongar o aumentar la longevidad o la
capacidad proliferativa de las células; pueden alterar la expresion génica de células senescentes; pueden
radiosensibilizar y/o quimiosensibilizar células. Generalmente, la inhibicion de la actividad de PARP evita la pérdida
de energia de las células, previniendo, en el caso de las células neuronales, la despolarizacion irreversible de las
neuronas y, de ese modo, proporciona neuroproteccion.

Por las razones anteriores, la presente invencién también se refiere a un método para la administracion de una
cantidad terapéuticamente eficaz de los compuestos identificados anteriormente en una cantidad suficiente para
inhibir la actividad de PARP, para tratar o prevenir el dafio tisular resultante del dafio o la muerte celular debidos a
necrosis o apoptosis, para efectuar una actividad neuronal no mediada mediante toxicidad por NMDA, para efectuar
una actividad neuronal mediada mediante toxicidad por NMDA, para tratar dano tisular neuronal resultante de
isquemia y lesion por reperfusion, trastornos neurolégicos y enfermedades neurodegenerativas; para prevenir o
tratar apoplejia vascular; para tratar o prevenir trastornos cardiovasculares; para tratar otras afecciones y/o
trastornos tales como degeneracion muscular relacionada con la edad, SIDA u otras enfermedades de senescencia
inmune, inflamacioén, gota, artritis, aterosclerosis, caquexia, cancer, enfermedades degenerativas del musculo
esquelético que implican senescencia replicativa, diabetes, traumatismos de la cabeza, trastornos inflamatorios
intestinales (tales como colitis y enfermedad de Crohn), distrofia muscular, osteoartritis, osteoporosis, dolor crénico
y/o agudo (tal como dolor neuropatico), insuficiencia renal, isquemia retiniana, choque séptico (tal como choque
endotoxico), y envejecimiento de la piel, para prolongar la longevidad y la capacidad proliferativa de las células; para
alterar la expresion génica de células senescentes; radiosensibilizar y/o quimiosensibilizar células tumorales
(hipoxicas). La presente invencion también se refiere al tratamiento de enfermedades y afecciones en un animal, que
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comprende administrar a dicho animal una cantidad terapéuticamente eficaz de los compuestos identificados
anteriormente.

En particular, la presente invencién se refiere a un método para el tratamiento, prevenciéon o inhibicion de un
trastorno neuroldgico en un animal, que comprende administrar a dicho animal una cantidad terapéuticamente eficaz
de los compuestos identificados anteriormente. El trastorno neurolégico se selecciona del grupo que consiste en
neuropatia periférica causada por lesion fisica o patologia, lesion cerebral traumatica, dafio fisico en la espina
dorsal, apoplejia asociada con dafio cerebral, isquemia focal, isquemia global, lesidon por reperfusion, enfermedad
desmielinizante y trastorno neuroldgico relacionado con neurodegeneracion.

La presente invencion también contempla el uso de compuestos de férmula (I) para inhibir la actividad de PARP,
para tratar, prevenir o inhibir el dafo tisular resultante del dafio o la muerte celular debidos a necrosis o apoptosis,
para tratar, prevenir o inhibir un trastorno neuroldgico en un animal.

La expresion “prevenir la neurodegeneracion” incluye la capacidad de prevenir la neurodegeneracion en pacientes a
los que se ha diagnosticado recientemente que tienen una enfermedad neurodegenerativa, o en riesgo de
desarrollar una nueva enfermedad degenerativa, y para prevenir ademas la neurodegeneracion en pacientes que ya
padecen, o tienen sintomas de una enfermedad neurodegenerativa.

El término “tratamiento”, como se usa en el presente documento, cubre cualquier tratamiento de una enfermedad y/o
afeccion en un animal, particularmente un ser humano, e incluye: (i) prevenir que se produzca una enfermedad y/o
afeccion en un sujeto que puede estar predispuesto a la enfermedad y/o afeccion pero al que ain no se ha
diagnosticado que la tiene; (ii) inhibir la enfermedad y/o afeccién, es decir, detener su desarrollo; (iii) aliviar la
enfermedad y/o afeccion, es decir, causar la regresion de la enfermedad y/o afeccion.

El término ‘“radiosensibilizador’, como se usa en el presente documento, se define como una molécula,
preferiblemente una molécula de bajo peso molecular, administrada a animales en cantidades terapéuticamente
eficaces para aumentar la sensibilidad de las células a la radiacion ionizante y/o para promover el tratamiento de
enfermedades que son tratables con radiacion ionizante. Las enfermedades que son tratables con radiacion
ionizante incluyen enfermedades neoplasicas, tumores benignos y malignos, y células cancerosas. La presente
invencion también contempla el tratamiento mediante radiacién ionizante de otras enfermedades no enumeradas en
el presente documento.

El término “quimiosensibilizador’”, como se usa en el presente documento, se define como una molécula,
preferiblemente una molécula de bajo peso molecular, administrada a animales en cantidades terapéuticamente
eficaces para aumentar la sensibilidad de las células a la quimioterapia y/o promover el tratamiento de
enfermedades que son tratables con compuestos quimioterapéuticos. Las enfermedades que son tratables con
quimioterapia incluyen enfermedades neoplasicas, tumores benignos y malignos y células cancerosas. La presente
invencion también contempla el tratamiento mediante quimioterapia de otras enfermedades no enumeradas en el
presente documento.

Los compuestos, las composiciones y los métodos de la presente invencion son particularmente Utiles para tratar o
prevenir el dafio tisular que resulta del dafo o la muerte celular debidos a necrosis o apoptosis.

Los compuestos de la presente invencion pueden ser “agentes contra el cancer”, expresion la cual también engloba
“agentes anticrecimiento de células tumorales” y “agentes antineoplasicos”. Por ejemplo, los métodos de la invencion
son Utiles para tratar canceres y quimiosensibilizar y/o radiosensibilizar células tumorales en canceres tales como
tumores productores de ACTH, leucemia linfocitica aguda, leucemia aguda no linfocitica, cancer de la corteza
suprarrenal, cancer de vejiga, cancer de cerebro, cancer de mama, cancer del cuello uterino, leucemia linfocitica
cronica, leucemia mielocitica cronica, cancer colorrectal, linfoma cutaneo de linfocitos T, cancer de endometrio,
cancer de esofago, sarcoma de Ewing, cancer de vesicula, tricoleucemia, cancer de la cabeza y el cuello, linfoma de
Hodgkin, sarcoma de Kaposi, cancer de rifién, cancer de higado, cancer de pulmon (microcitico y/o no microcitico),
efusion peritoneal maligna, efusion pleural maligna, melanoma, mesotelioma, mieloma multiple, neuroblastoma,
linfoma no de Hodgkin, osteosarcoma, cancer de ovario, cancer de ovario (células germinales), cancer de prostata,
cancer pancreatico, cancer de pene, retinoblastoma, cancer de piel, sarcoma de tejidos blandos, carcinomas de
células escamosas, cancer de estdbmago, cancer de testiculo, cancer de tiroides, neoplasias trofoblasticas, cancer de
utero, cancer de vagina, cancer de la vulva y tumor de Wilm.

Por lo tanto, los compuestos de la presente invencion se pueden usar como “radiosensibilizadores” y/o
“quimiosensibilizadores”.

Se sabe que los radiosensibilizadores aumentan la sensibilidad de las células cancerosas a los efectos toxicos de la
radiacion ionizante. En la bibliografia se han sugerido varios mecanismos para el modo de accion de los
radiosensibilizadores, incluyendo: los radiosensibilizadores de células hipdxicas (por ejemplo, compuestos de 2-
nitroimidazol, y compuestos de dioxido de benzotriazina) que imitan el oxigeno o alternativamente se comportan
como agentes biorreductores en condiciones de hipoxia; los radiosensibilizadores de células no hipdxicas (por
ejemplo, pirimidinas halogenadas) pueden ser analogos de bases de ADN y se incorporan preferentemente al ADN
de las células cancerosas y promueven de ese modo la ruptura inducida por la radiacion de las moléculas de ADN
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y/o evitan los mecanismos de reparacién normales del ADN; y se han formulado hipotesis de otros mecanismos de
accion potenciales diversos para los radiosensibilizadores en el tratamiento de enfermedades.

En la actualidad, numerosos protocolos de tratamiento de cancer emplean radiosensibilizadores junto con radiacion
de rayos X. Algunos ejemplos de radiosensibilizadores activados por rayos X incluyen, pero no se limitan a, los
siguientes: metronidazol, misonidazol, desmetilmisonidazol, pimonidazol, etanidazol, nimorazol, mitomicina C, RSU
1069, SR 4233, EO9, RB 6145, nicotinamida, 5-bromodesoxiuridina (BUdR), 5-yododesoxiuridina (IUdR),
bromodesoxicitidina, fluorodesoxiuridina (FudR), hidroxiurea, cisplatino, y analogos y derivados terapéuticamente
eficaces de los mismos.

La terapia fotodinamica (PDT) de canceres emplea luz visible como activador de radiacion del agente sensibilizador.
Algunos ejemplos de radiosensibilizadores fotodinamicos incluyen, pero no se limitan a, los siguientes: derivados de
hematoporfirina, fotofrina, derivados de benzoporfirina, etioporfirina de estafio, feoborbida-a, bacterioclorofila-a,
naftalocianinas, ftalocianinas, ftalocianina de cinc, y analogos y derivados terapéuticamente eficaces de los mismos.

Los radiosensibilizadores se pueden administrar junto con una cantidad terapéuticamente eficaz de uno o mas
compuestos distintos, que incluyen, pero no se limitan a: compuestos que promueven la incorporacion de los
radiosensibilizadores a las células diana; compuestos que controlan el flujo de compuestos terapéuticos, nutrientes,
y/u oxigeno a las células diana; agentes quimioterapéuticos que actiian en el tumor con o sin radiacion adicional; u
otros compuestos terapéuticamente eficaces para tratar cancer u otra enfermedad. Algunos ejemplos de agentes
terapéuticos adicionales que se pueden usar junto con los radiosensibilizadores incluyen, pero no se limitan a: 5-
fluorouracilo, leucovorina, 5’-amino-5’desoxitimidina, oxigeno, carbdgeno, transfusiones de gldbulos rojos,
perfluorocarbonos (por ejemplo, Fluosol 10 DA), 2,3-DPG, BW12C, bloqueantes de los canales de calcio,
pentoxifilina, compuestos antiangiogénicos, hidralazina, y LBSO. Algunos ejemplos de agentes quimioterapéuticos
que se pueden usar junto con radiosensibilizadores incluyen, pero no se limitan a: adriamicina, camptotecina,
carboplatino, cisplatino, daunorrubicina, docetaxel, doxorrubicina, interferon (alfa, beta, gamma), interleucina 2,
irinotecan, paclitaxel, topotecan, y analogos y derivados terapéuticamente eficaces de los mismos.

Los quimiosensibilizadores se pueden administrar junto con una cantidad terapéuticamente eficaz de uno o mas de
otros compuestos, que incluyen, pero no se limitan a: compuestos que promueven la incorporacion de los
quimiosensibilizadores a las células diana; compuestos que controlan el flujo de compuestos terapéuticos,
nutrientes, y/u oxigeno a las células diana; agentes quimioterapéuticos que actdan en el tumor u otros compuestos
terapéuticamente eficaces para tratar cancer u otra enfermedad. Algunos ejemplos de agentes terapéuticos
adicionales que se pueden usar junto con los quimiosensibilizadores incluyen, pero no se limitan a: agentes de
metilacion, inhibidores de la topoisomerasa | y otros agentes quimioterapéuticos tales como cisplatino y bleomicina.

Los compuestos de formula (1) también se pueden usar para detectar o identificar la PARP, y mas en particular el
receptor de PARP-1. Para este fin, los compuestos de féormula (I) se pueden marcar. Dicho marcador se puede
seleccionar del grupo que consiste en un radiois6topo, marcador de espin, marcador antigénico, marcador
enzimatico, grupo fluorescente o un grupo quimioluminiscente.

Los expertos en la técnica podrian determinar facilmente la cantidad eficaz a partir de los resultados de los ensayos
que se presentan posteriormente en el presente documento. En general, se contempla que una cantidad eficaz
podria ser de 0,01 mg/kg a 100 mg/kg de peso corporal, y en particular de 0,05 mg/kg a 10 mg/kg de peso corporal.
Puede ser apropiado administrar la dosis requerida en forma de dos, tres, cuatro o mas subdosis en intervalos
apropiados a lo largo del dia. Dichas subdosis se pueden formular como formas de dosificacion unitaria que
contienen, por ejemplo, 0,5 a 500 mg, y en particular 1 mg a 200 mg de ingrediente activo por forma de dosificacion
unitaria.

Los siguientes ejemplos ilustran la presente invencion.
Parte experimental

Aqui, en lo sucesivo, “BuLi” se define como buitil-litio, “DCM” se define como diclorometano, “DIPE” se define como
éter diisopropilico, “DMF” se define como N,N-dimetilformamida, “DMSQO” se define como dimetilsulféxido, “EtOAc”
se define como acetato de etilo, “EtOH” se define como etanol, “MEK” se define como metil etil cetona, “MeOH” se
define como metanol y “THF” se define como tetrahidrofurano.

A. Preparacion de los compuestos intermedios
Ejemplo A1

a) Preparacion de intermedios 1y 2

16



10

15

20

25

30

35

ES 2 565 581 T3

Ry
Cl N
N0 BO
Cl
H 0
intermedio 1 intermedio 2

Se afadié cloruro de aluminio (0,6928 moles) en porciones a una disolucién de cloro-cloruro de acetilo (0,5196
moles) en DCM (50,2 ml) mientras la temperatura se mantuvo por debajo de 30°C. Se afiadi6 3-etil-2(1H)-
quinolinona (0,1732 moles) mientras la temperatura se mantuvo por debajo de 30°C. La mezcla se agité y se puso a
reflujo durante 15 horas, se enfrio y se vertié en agua con hielo. El precipitado se separé por filtracion, se lavo con
agua y se recogié en DCM. La disolucion organica se agité y se filtrd. El precipitado se seco, produciendo 33,5 g de
intermedio 1. El filtrado se extrajo. La capa organica se separo, se seco (MgSQO.), se filtrd, y el disolvente se evapord
hasta sequedad, produciendo 20,46 g de intermedio 2.

ares

Se afiadio piperidina (0,24 moles) gota a gota a temperatura ambiente a una disolucion de intermedio 1 e intermedio
2 en DMF (300 ml). La mezcla se agité durante 5 min., se vertié en agua y se extrajo con DCM. La capa organica se
separo, se secd (MgSQO.), se filtrd, y el disolvente se evapord hasta sequedad. El residuo (39,14 g) se purificd
mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (20-45 um) (eluyente: DCM/MeOH/NH,OH 96/4/0,2). Las
fracciones puras se recogieron, y el disolvente se evapord. Parte (3,7 g) del residuo (13,8 g) se cristalizd en 2-
propanona. El precipitado se separo por filtracion, se lavé con éter dietilico y se secd, produciendo 3 g de intermedio
3, punto de fusién 190°C.

b)Preparacion del intermedio 3

Ejemplo A2

a) Preparacion del intermedio 4

N
2

N N

Se afiadi6 gota a gota nBuLi 1,6M en hexano (0,0764 moles) a -60°C bajo un caudal de N, a una mezcla de 6-
bromo-3-etil-2-metoxi-quinolina (0,0694 moles) en THF (185 ml). La mezcla se agité a -60°C durante 1 hora, y
después se afiadio gota a gota a -60°C a una mezcla de N-metoxi-N-metil-cicloheptanocarboxamida (0,0694 moles)
en éter dietilico (100 ml). La mezcla se agité a -60°C durante 1 hora, después se llevo hasta 0°C, se vertié en una
disolucion saturada de NH4Cl y se extrajo con EtOAc. La capa organica se separo, se secé (MgSO,), se filtro, y el
disolvente se evapord. El producto se us6 sin purificacion adicional, produciendo 21,61 g (cuant.) de intermedio 4.

Qim\
N
i (o]

Una mezcla de intermedio 4 (0,0694 moles) en acido clorhidrico 3N (317 ml) y THF (159 ml) se agit6 y se puso a
reflujo toda la noche. La mezcla se vertié en hielo, se basificé con una disoluciéon concentrada de NH4OH y se extrajo
con EtOAc. La capa organica se separo, se seco (MgSO.), se filtrd, y el disolvente se evapord. El producto se usé
sin purificacion adicional, produciendo 17,59 g (85%) de intermedio 5.

oaves
ﬁ (¢]
Se afiadio hidroborato de sodio (0,0296 moles) en porciones a 0°C bajo un caudal de N2 a una mezcla de intermedio

5 (0,0591 moles) en MeOH (176 ml). La mezcla se vertio en hielo y se extrajo con DCM. El precipitado se separé por
filtracion y se secd. El producto se uso sin purificacion adicional, produciendo 6,38 g (36%) de intermedio 6.

17

b) Preparacion del intermedio 5

c) Preparacion del intermedio 6



10

15

20

25

30

35

ES 2 565 581 T3

d) Preparacion del intermedio 7
1
oaven
ﬂ (]
Se afiadio intermedio 6 (0,0213 moles) en porciones a 0°C a cloruro de tionilo (32 ml). La mezcla se agité a

temperatura ambiente toda la noche. El disolvente se evapord hasta sequedad. El producto se uso sin purificacion
adicional, produciendo 6,77 g (cuant.) de intermedio 7.

Ejemplo A3

a) Preparacion del intermedio 8
NH,
revel
|

Una mezcla de N-metoxi-N-metil-4-nitro-bencenoacetamida (0,534 moles) en MeOH (1200 ml) se hidrogend a
temperatura ambiente bajo una presion de 3 bares durante 1 hora con niquel Raney (60 g) como catalizador. Tras la
captacion de H: (3 equiv), el catalizador se separo6 por filtracion y el filtrado se evapord, produciendo 102 g (98%) de
intermedio 8.

b) Preparacion del intermedio 9

Lo
/O\N

Se afadié anhidrido de acetilo (1,36 moles) gota a gota a temperatura ambiente a una mezcla de intermedio 8
(0,525 moles) en DCM (100 ml). La mezcla se agité a temperatura ambiente toda la noche. Se afiadié agua, y la
mezcla se extrajo con DCM. La capa organica se separo, se secd (MgSQ.), se filtro, y el disolvente se evapord. El
residuo (151,6 g) se purific6 mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (20-45 um) (eluyente:
DCM/MeOH/NH4OH 95/5/0,1). Las fracciones puras se recogieron y el disolvente se evaporo, produciendo 32 g
(26%) de intermedio 9.

c) Preparacion del intermedio 10

LY

Se afadié metil-litio 1,6M (74 ml) a 0°C bajo un caudal de N> a una mezcla de intermedio 9 (0,059 moles) en THF
(210 ml). La mezcla se agit6é a 0°C durante 90 min., se vertié en agua y se extrajo con EtOAc. La capa organica se
separo, se seco (MgSO0.), se filtrd, y el disolvente se evapord. El residuo se purifico6 mediante cromatografia en
columna sobre gel de silice (20-45 pm) (eluyente: DCM/MeOH/NH4OH 96/4/0,1). Las fracciones deseadas se
recogieron y el disolvente se evaporo, produciendo 7 g (33%) de intermedio 10.

d) Preparacion del intermedio 11

Se afiadié gota a gota acido nitrico fumante (5,6 ml) a una temperatura por debajo de 30°C a una mezcla de
intermedio 10 (0,037 moles) en anhidrido de acetilo (100 ml). La mezcla se agité a una temperatura por debajo de
30°C durante 1 hora, se vertioé en agua con hielo, se basificé con una disolucidon concentrada de NH4OH y se extrajo
con DCM. La capa organica se separo, se seco (MgSQ.), se filtro, y el disolvente se evapord. El residuo se purifico
mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (15-35 um) (eluyente: DCM/MeOH 99/1). Las fracciones
deseadas se recogieron y el disolvente se evaporo, produciendo 4 g de intermedio 11.

e) Preparacion del intermedio 12
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Se afiadio en porciones hidroborato de sodio (0,0187 moles) a 5°C a una mezcla de intermedio 11 (0,017 moles) en
MeOH (50 ml). La mezcla se agité a 5°C, se hidrolizé con agua y se extrajo con DCM. La capa organica se separo,
se seco (MgSO0.), se filtro, y el disolvente se evaporo, produciendo 4,2 g (cuant.) de intermedio 12.

joy

Una mezcla de intermedio 12 (0,0176 moles) en hidroxido de sodio 2N (65 ml), THF (25 ml) y EtOH (25 ml) se agité
a temperatura ambiente durante 15 horas, se vertié en agua y se extrajo con EtOAc. La capa organica se separo, se
seco (MgSO0.), se filtro, y el disolvente se evapord, produciendo 3 g (86%) de intermedio 13.

f) Preparacion del intermedio 13

g) Preparacion del intermedio 14

O
)

Se afiadio trietilamina (0,03 moles) a temperatura ambiente a una mezcla de intermedio 13 (0,015 moles) en DCM
(40 ml). Se anadié cloruro de metanosulfonilo (0,015 moles) a 0°C bajo un caudal de N.. La mezcla se agité a 0°C
durante 1 hora y a temperatura ambiente durante 3 horas. El disolvente se evaporé a temperatura ambiente. El
producto se uso sin purificacion adicional, produciendo (cuant.) intermedio 14.

h) Preparacion del intermedio 15

o~

N I NH;
0

i\

[¢)

Una mezcla de intermedio 14 (0,015 moles), 4-piperidincarboxilato de etilo (0,045 moles) y carbonato de potasio
(0,045 moles) en acetonitrilo (100 ml) se agité y se puso a reflujo durante 15 horas, se vertié en agua y se extrajo
con EtOAc. La capa organica se separo, se seco (MgSQa), se filtrd, y el disolvente se evapordé. El residuo se purificd
mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (15-35 um) (eluyente: DCM/MeOH/NH,OH 97/3/0,1). Las
fracciones puras se recogieron, y el disolvente se evaporo, produciendo 0,7 g (14%) de intermedio 15.

i) Preparacion del intermedio 16

‘E\/
NH;,

Una mezcla de intermedio 15 (0,002 moles) en MeOH (50 ml) se hidrogené a temperatura ambiente bajo una presion
de 3 bares durante 1 hora con niquel Raney (0,7 g) como catalizador. Tras la captacion de H; (3 equiv), el
catalizador se filtré a través de celita, se lavé con MeOH y una pequefia cantidad de DCM, vy el filtrado se evapord,
produciendo 0,65 g (cuant.) de intermedio 16.

Ejemplo A4

Preparacion del intermedio 17
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Se afiadié gota a gota a -60°C nBuLi 1,6 M en hexano (0,148 moles) bajo un caudal de N, a una mezcla de 6-bromo-
3-etil-2-metoxi-quinolina (0,114 moles) en THF (500 ml), y la mezcla se agit6é a -60°C durante 1 h. Se afiadi6 gota a
gota a -60°C ciclohexanocarboxaldehido (0,137 moles) en THF (100 ml), se agité a -60°C durante 2 h, y después se
agitoé adicionalmente a -40°C durante 1 h. La mezcla se vertio en NH4Cl saturado y se extrajo con EtOAc. La capa
organica se separod, se seco (MgSO,), se filtrd, y el disolvente se evapord. El producto se usé sin purificacion
adicional, produciendo 34,13 g (cuant.) de intermedio 17.

. H
=
N
H

(0]

b) Preparacion del intermedio 18

Una mezcla de intermedio 17 (0,114 moles) en acido clorhidrico 3N (250 ml) y THF (250 ml) se agit6 y se puso a
reflujo durante 24 horas. La mezcla se enfrio, y se afiadi6 DCM (200 ml). El precipitado se separ6 por filtracion, se
lavo con agua y se seco. El producto se uso sin purificaciéon adicional, produciendo 12,5 g (39%) de intermedio 18.

Savee

N
H (0]

c) Preparacion del intermedio 19

Se afadié intermedio 18 (0,035 moles) en porciones a 0°C a cloruro de tionilo (56,23 ml). La mezcla se agité a
temperatura ambiente durante 3 horas, y el disolvente se evapord. El residuo se cristalizd en éter dietilico. El
precipitado se separo por filtracion, se lavo varias veces con éter dietilico y se recristalizé en agua y DCM. La mezcla
se agité durante 15 horas. El precipitado se separé por filtracion y se seco, produciendo 7,9 g (75%) de intermedio
19.

d) Preparacion del intermedio 20

OLII‘, @
(8]

N
H

Una disolucion de hidrocloruro de 4,4-piperidindiol (0,0651 moles) y carbonato de potasio (0,217 moles) en DMF
(250 ml) se agit6 a temperatura ambiente bajo un caudal de N, durante 10 min. Se afiadié lentamente una disolucion
de intermedio 19 (0,0434 moles) en DMF (50 ml), y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 1 hora y
después a 70°C durante una hora. La mezcla se enfrié hasta la temperatura ambiente y se vertié en agua (1500 ml).
El precipitado se separd por filtracion, se lavo varias veces con agua fria y se seco. El producto se usoé en la etapa
de reaccion siguiente sin purificacion adicional. Una parte (3 g) del residuo (13,8 g) se purific6 mediante
cromatografia en columna sobre gel de silice (15-40 um) (eluyente: DCM/MeOH/NH4OH 99/1/0,1). Las fracciones
deseadas se recogieron, y el disolvente se evapord. El residuo (2,9 g) se cristaliz6 en MEK/DIPE, se separ6 por
filtracion y se seco, produciendo 2,85 g de intermedio 20.

Ejemplo A5

a) Preparacion del intermedio 21

Z,

Cl

OH Nl

Se afiadi6 gota a gota a -60°C nBuLi 1,6M en hexano (0,0516 moles) bajo un caudal de N2 a una mezcla de 6-
bromo-3-etil-2-metoxi-quinolina (0,043 moles) en THF (115 ml). La mezcla se agité a -60°C durante 1 hora. Se
afnadié gota a gota a -60°C una mezcla de 1-ciclohexil-3-(4-metil-1-piperazinil)-1-propanona (0,043 moles) en THF
(103 ml). La mezcla se agit6 a -60°C durante 1 hora, se llevé hasta 0°C, se vertié en una disolucién saturada de
NH4Cl y se extrajo con EtOAc. La capa organica se separo, se seco (MgSO,), se filtro, y el disolvente se evaporo. El
residuo se purificd mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (20-45 um) (eluyente: DCM/MeOH/NH4OH
97/3/0,2 y 90/10/0,2). Las fracciones puras se recogieron y el disolvente se evapord, produciendo 3,7 g (20%) de
intermedio 21.

b) Preparacion del intermedio 22
20
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Una mezcla de intermedio 21 (0,00841 moles), cloruro de estario(ll) (0,0336 moles) y acido clorhidrico 12N (0,121
moles) en acido acético (36 ml) se agité a 80°C durante 16 horas. La mezcla se vertié en hielo, se basificd con una
disolucion concentrada de NH4OH y se extrajo con DCM. La capa organica se separo, se seco (MgSQ.), se filtro, y
el disolvente se evapordé. El producto se us6 sin purificacion adicional, produciendo 2,45 g (74%) de intermedio 22.

/\O)LC(I\
N° C1

Se afiadio gota a gota a 5°C cloruro de fosforilo (110,9 ml) a DMF (81,5 ml). La mezcla se agit6é hasta su disolucion
completa. Se afhadio éster etilico del acido 4-[(1-oxobutil)amino]-benzoico (0,34 moles). La mezcla se agit6 a 100°C
durante 15 horas, después se enfrié hasta la temperatura ambiente y se vertié en agua con hielo. El precipitado se
separé por filtracion, se lavé con agua y se seco, produciendo 42,35 g (47%) de intermedio 23.

N N7

Una mezcla de intermedio 23 (0,1606 moles) en disoluciéon de metanolato de sodio al 30% en MeOH (152,8 ml) y
MeOH (400 ml) se agit6 y se puso a reflujo durante 15 horas, después se enfrié y se vertié en agua con hielo. El
precipitado se separo por filtracion, se lavé con agua y se recogié en DCM. La capa organica se separo, se seco
(MgSO0.), se filtro, y el disolvente se evapor6 hasta sequedad, produciendo 31,64 g (85%) de intermedio 24.

: atead

Se afiadidé en porciones a 0°C tetrahidruro de litio y aluminio (0,1288 moles) bajo un caudal de N2 a una disolucion
de intermedio 24 (0,1288 moles) en THF (263 ml). La mezcla se agitdé durante 30 min., se vertié en agua con hielo y
se extrajo con DCM. La capa organica se separo, se secé (MgSQ.), se filtrd, y el disolvente se evapord hasta
sequedad, produciendo 27,4 g (98%) de intermedio 25.

Ejemplo A6

a) Preparacion del intermedio 23

b) Preparacion del intermedio 24

c) Preparacion del intermedio 25

d) Preparacion del intermedio 26

%
) NN

L.
N
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Se afiadié gota a gota a 0°C cloruro de metanosulfonilo (0,104 moles) bajo un caudal de N2 a una mezcla de
intermedio 25 (0,069 moles) y trietilamina (0,207 moles) en DCM (120 ml). La mezcla se agité a 0°C durante 4 horas.
El disolvente se evaporé hasta sequedad (sin calentamiento). El producto se usé sin purificacion adicional,
produciendo 20,4 g de intermedio 26.

e) Preparacion del intermedio 27

SSRGS

N (8]

Una mezcla de intermedio 26 (0,0691 moles), 1-(fenilmetil)-piperazina (0,0829 moles) y carbonato de potasio (0,145
moles) en acetonitrilo (150 ml) se agité y se puso a reflujo durante 12 horas. El disolvente se evapor6 hasta
sequedad. El residuo se recogié en DCM y agua. La capa organica se separd, se secd (MgSQ.), se filtrg, y el
disolvente se evaporé. El residuo (24,6 g) se purific6 mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (20-45
pum) (eluyente: DCM/MeOH/NH4OH 98/2/0,1). Las fracciones puras se recogieron, y el disolvente se evapord. El
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residuo (2,7 g) se cristalizé en DIPE. El precipitado se separd por filtracién y se secd, produciendo 1,6 g de
intermedio 27, punto de fusién 78°C.

Ejemplo A7

a) Preparacion del intermedio 28

|
N o

Se afiadio a -78°C nBuLi 1,6M en hexano (0,224 moles) bajo un caudal de N2 a una disolucién de 6-bromo-3-etil-2-
metoxi-quinolina (0,188 moles) en THF (500 ml). La mezcla se agit6 a -78°C durante 1 hora. Se afadi6 gota a gota a
-78°C una mezcla de 3-ciclohexeno-1-carboxaldehido (0,182 moles) en THF (500 ml). La mezcla se agité a -78°C
durante 2 horas, después se llevo hasta 0°C, se hidrolizé y se extrajo con EtOAc. La capa organica se separo, se
seco (MgSO.), se filtro, y el disolvente se evapord. El residuo (58,9 g) se purific6 mediante cromatografia en
columna sobre gel de silice (20-45 um) (eluyente: DCM/EtOAc 96/4). Las fracciones puras se recogieron y el
disolvente se evaporo, produciendo 40,5 g (72%) de intermedio 28.

H
m
N (o]
H

Una mezcla de intermedio 28 (0,131 moles) en acido clorhidrico 3N (400 ml) y THF (400 ml) se agit6 a 60°C toda la
noche y después se basificd con carbonato de potasio soélido. El precipitado se separé por filtracion, se lavé con
DCM y se seco. El filtrado se extrajo con DCM. La capa organica se separd, se seco (MgSQOs), se filtro, y el
disolvente se evapord. El residuo se cristalizé en DCM. El precipitado se separo por filtracion y se secé. Parte (1,5 g)
del residuo (16,5 g) se recogié en MeOH. La mezcla se agit6 toda la noche. El precipitado se separd por filtracion y
se seco, produciendo 0,72 g de intermedio 29, punto de fusion 212°C.

b) Preparacion del intermedio 29

c) Preparacion del intermedio 30

e

N (o]
H

Se afadioé lentamente a 0°C intermedio 29 (0,053 moles) a cloruro de tionilo (150 ml). La mezcla se agit6 a
temperatura ambiente durante 4 horas. El disolvente se evaporé hasta sequedad. El residuo se recogio varias veces
en DCM. El disolvente se evapord. El producto se uso sin purificacion adicional, produciendo 16 g (cuant.) de
intermedio 30.

d) Preparacion del intermedio 31

(o]

o
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Una disolucion de hidrocloruro de 4,4-piperidindiol (0,079 moles) y carbonato de potasio (0,265 moles) en DMF (200
ml) se agitd a temperatura ambiente bajo un caudal de N2 durante 10 min. Se afiadié lentamente una disolucion de
intermedio 30 (0,053 moles) en DMF (200 ml). La mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 1 hora y después
se vertié en agua. El precipitado se separ6 por filtracion, se lavd varias veces con agua y se extrajo con DCM. La
capa organica se separo, se secod (MgSO.), se filtrd, y el disolvente se evapord. El residuo (19,2 g) se purificd
mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (15-40 um) (eluyente: DCM/MeOH/NH,OH 96/4/0,2). Las
fracciones puras se recogieron, y el disolvente se evaporo, produciendo 11,4 g (59%) de intermedio 31.

Ejemplo A8

a) Preparacion del intermedio 32
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Se afiadio gota a gota a -60°C nBuLi 1,6M en hexano (0,154 moles) bajo un caudal de N2 a una mezcla de 6-bromo-
3-etil-2-metoxi-quinolina (0,118 moles) en THF (314 ml), y la mezcla se agit6é a -60°C durante 1 h. Se afiadi6 gota a
gota a -60°C 2-tiofenocarboxaldehido (0,142 moles) en THF (100 ml). La mezcla se agité a -60°C durante 2 h,
después a -40°C durante 1 h, se vertid en una disolucion saturada de NH4Cl y se extrajo con EtOAc. La capa
organica se separod, se seco (MgSO,), se filtrd, y el disolvente se evapord. El producto se usé sin purificacion
adicional, produciendo 35,37 g (cuant.) de intermedio 32.

b) Preparacion del intermedio 33

N

N (0]
H

Una mezcla de intermedio 32 (0,118 moles) en acido clorhidrico 3N (426 ml) y THF (274 ml) se agité a 70°C durante
6 horas. La mezcla se vertié en hielo, se basificé con una disoluciéon concentrada de NH,OH y se extrajo con EtOAc.
La capa organica se separo, se secd (MgSO.), se filtro, y el disolvente se evaporé. El residuo se purificé mediante
cromatografia en columna sobre gel de silice (20-45 um) (eluyente: DCM/MeOH 98/2). Las fracciones puras se
recogieron, y el disolvente se evaporo, produciendo 9,3 g (28%) de intermedio 33.

c) Preparacion del intermedio 34

N
N 0
H

Se afiadié intermedio 33 (0,0322 moles) en porciones a 0°C a cloruro de tionilo (46 ml). La mezcla se agitdé a
temperatura ambiente toda la noche. El disolvente se evapord hasta sequedad. El producto se uso sin purificacion
adicional, produciendo 9,78 g (cuant.) de intermedio 34.
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Se afiadié carbonato de potasio (0,161 moles) a una mezcla de hidrocloruro de 4,4-piperidindiol (0,0483 moles) en
acetonitrilo (74 ml). La mezcla se agitd bajo un caudal de N, durante 15 min. Se afiadié una mezcla de intermedio 34
(0,0322 moles) en acetonitrilo (98 ml) a temperatura ambiente. La mezcla se agit6 a 60°C toda la noche, después se
vertio en agua y se extrajo con DCM. La capa organica se separd, se secd (MgS0.), se filtro, y el disolvente se
evaporé. El residuo se purific6 mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (15-40 um) (eluyente:
DCM/MeOH/NH4OH 97/3/0,1). Las fracciones puras se recogieron, y el disolvente se evapord, produciendo 0,46 g
(4%) de intermedio 35.

d) Preparacion del intermedio 35

B. Preparation de los compuestos finales
Ejemplo B1

Preparacion del compuesto 1

Sl

Se afiadio hidroborato de sodio (0,0318 moles) a 0°C bajo un caudal de N, a una disolucién de intermedio 3 (0,0245
moles) en MeOH (80 ml). La mezcla se agité durante 30 min. Se afadié agua (10 ml). El disolvente organico se
evaporo. El concentrado acuoso se recogié en DCM y agua, y la mezcla se extrajo. La capa organica se separo, se
seco (MgSO0.), se filtrd, y el disolvente se evapor6 hasta sequedad. Parte (3 g) del residuo (7,5 g) se cristalizé en 2-
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propanona y una pequefa cantidad de MeOH. El precipitado se separé por filtracion y se secd, produciendo 2,69 g
de compuesto 1, punto de fusién 172°C.

Ejemplo B2

Preparacion del compuesto 2

A

Se afiadié carbonato de potasio (0,107 moles) a una mezcla de hidrocloruro de 4,4-piperidindiol (0,032 moles) en
acetonitrilo (49 ml). La mezcla se agité bajo un caudal de N, durante 15 min. Se afiadié una mezcla de intermedio 7
(0,0213 moles) en acetonitrilo (68 ml). La mezcla se agité a 60°C durante 3 horas, después se vertié en agua y se
extrajo con DCM. La capa organica se separo, se secé (MgSO,), se filtrd, y el disolvente se evaporé. El residuo se
purific6 mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (15-40 pum) (eluyente: DCM/MeOH/NH,OH
98,5/1,5/0,1). Las fracciones puras se recogieron, y el disolvente se evapord. El residuo se cristalizé en éter dietilico.
El precipitado se separd por filtracion y se seco, produciendo 4,16 g (51%) de compuesto 2, punto de fusion 218°C.

Ejemplo B3
Preparacion del compuesto 3

O~

H
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Una mezcla de intermedio 16 (0,002 moles) y 2-oxobutanoato de etilo (0,004 moles) en EtOH (15 ml) se agitd y se
puso a reflujo durante 2,5 horas, se vertid en agua y se extrajo con DCM. La capa organica se separd, se seco
(MgSO0.), se filtro, y el disolvente se evapord. El residuo (0,9 g) se purificé mediante cromatografia en columna sobre
gel de silice (15-40 um) (eluyente: ciclohexano/2-propanol/NHsOH 85/15/1). Las fracciones puras se recogieron, y el

disolvente se evaporé. El residuo se cristalizd en éter dietilico. El precipitado se separd por filtracion y se seco,
produciendo 0,054 g de compuesto 3, punto de fusion 163°C.

Ejemplo B4
Preparacion del compuesto 4

N
O/kaI\
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Una mezcla de hidruro de sodio (0,42 g) en THF (10,5 ml) se agitd6 a temperatura ambiente durante 10 min.
Después, el THF se separd por decantacion. Se afadieron DMSO (32 ml) y después yoduro de trimetilsulfoxonio
(0,013 moles). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. Se afiadié lentamente intermedio 20
(0,0114 moles). La mezcla se agitdé a temperatura ambiente toda la noche. Se afiadié agua, y la mezcla se extrajo
con DCM. La capa organica se separo, se secd (MgSO.), se filtrd, y el disolvente se evaporé. El residuo se cristalizé
en 2-propanona/éter dietilico. El precipitado se separd por filtracién y se seco. El residuo se recristalizdé en 2-
propanona/éter dietilico. El precipitado se separo6 por filtracion y se seco, produciendo 1,54 g (36%) de compuesto 4,
punto de fusién 200°C.

Ejemplo B5

Preparacion del compuesto 5
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Una mezcla de intermedio 22 (0,00623 moles) en MeOH (25 ml) se hidrogené a temperatura ambiente bajo una
presion de 3 bares durante 8 horas con Pd/C al 10% (0,25 g) como catalizador. Tras la captacién de H. (1 equiv.), el
catalizador se filir6 a través de celita, y el filirado se evaporé. El residuo se recogié en agua y una disolucion
concentrada de NH4OH, y la mezcla se extrajo con DCM. La capa organica se separo, se seco (MgSQ.), se filtro, y
el disolvente se evaporo. El residuo se purificé mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (15-40 um)
(eluyente: DCM/MeOH/NH4OH 94/6/0,3). Las fracciones puras se recogieron, y el disolvente se evaporo. El residuo
se cristalizd en 2-propanona. El precipitado se separd por filtracion y se secd, produciendo 1,07 g (43%) de
compuesto 5, punto de fusion 181°C.

Ejemplo B6

Preparacion del compuesto 6
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Se afiadié gota a gota a -70°C nBuLi 1,6M en hexano (21,32 ml) bajo un caudal de N2 a una mezcla de 1-metil-1H-
imidazol (0,0341 moles) en THF (28 ml). La mezcla se agitdé a -70°C durante 30 min. Se afiadid clorotrietil-silano
(0,0341 moles). La mezcla se llevo hasta la temperatura ambiente. Se afiadié gota a gota a -70°C nBuLi 1,6 M en
hexano (21,32 ml). La mezcla se agité a -70°C durante 1 hora, y después se llevd hasta -15°C. Se afiadio gota a
gota a -70°C una mezcla de intermedio 20 (0,0136 moles) en THF (50 ml). La mezcla se dejo calentar hasta la
temperatura ambiente durante la noche, después se vertié en una disolucion saturada de NH4Cl y se extrajo con
EtOAc. La capa organica se separo, se seco (MgSOQ.), se filtro, y el disolvente se evapord. El residuo se purificd
mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (20-45 um) (eluyente: DCM/MeOH/NH,OH 94/6/0,5). Las
fracciones puras se recogieron, y el disolvente se evapord. El residuo se cristalizé en 2-propanona. El precipitado se
separo por filtracion y se seco, produciendo 5,05 g (83%) de compuesto 6, punto de fusién 194°C.

Ejemplo B7
Preparacion del compuesto 7
SUSAGSS
SAS 4

Una mezcla de intermedio 27 (0,00319 moles) en acido clorhidrico 6N (70 ml) se agité a 80°C durante 30 min., se
vertié en agua (50 ml) y carbonato de potasio sélido. La mezcla se agitdé durante 10 min. El precipitado se separé por
filtracién, se enjuagd con agua y se seco, produciendo 0,9 g (78%) de compuesto 7, punto de fusion 194°C.

Ejemplo B8

a) Preparacion del compuesto 8

|
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Una mezcla de intermedio 19 (0,0164 moles) en 2-(dimetilamino)-etanol (50 ml) se agitd y se puso a reflujo durante 2
horas. La mezcla se vertié en agua y se extrajo con DCM. La capa organica se separo, se secod (MgSOa), se filtro, y
el disolvente se evaporé. El residuo (16 g) se purificé mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (15-40
um) (eluyente: DCM/MeOH/NH4OH 94/6/0,5). Las fracciones puras se recogieron. La mezcla se dejo cristalizar
durante varios dias (resultd una precipitacion). El precipitado se separo por filtracion, se recogioé en éter de petréleo,
se separo por filtracion y se seco, produciendo 2,8 g (48%) de compuesto 8, punto de fusion 122°C.

b) Preparacion de los compuestos 9y 10
25
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El compuesto 8 (0,02244 moles) se separd en sus enantiomeros mediante cromatografia en columna (eluyente:
hexano/2-propanol 88/12; columna: CHIRALPAK AD). Las fracciones puras se recogieron, y el disolvente se
evaporo. El residuo se cristalizd en hexano y éter de petroleo. El precipitado se separd por filtracion y se seco,
produciendo 2,2 g de compuesto 9, punto de fusion 115°C, y 2,02 g de compuesto 10, punto de fusion 115°C.

Ejemplo B9
Preparacién del compuesto 11
(%
N

: j N ;(')'
i

Se afadié en porciones a 0°C cianotrihidroborato de sodio (0,02 moles) bajo un caudal de N2 a una disolucion de
intermedio 31 (0,02 moles) y 2-metoxi-etanamina (0,024 moles) en MeOH (100 ml). La mezcla se agit6 a
temperatura ambiente durante 12 horas. Se afiadié agua, y la mezcla se extrajo con DCM. La capa organica se
separo, se seco (MgSO.), se filtrd, y el disolvente se evaporé. El residuo (9,7 g) se purificé mediante cromatografia
en columna sobre gel de silice (20-45 pum) (eluyente: DCM/MeOH/NH4sOH 93/7/0,5). Las fracciones puras se
recogieron, y el disolvente se evaporé. El residuo se cristalizé en 2-propanona y éter dietilico. El precipitado se
separo por filtracion y se secd, produciendo 0,63 g de compuesto 11, punto de fusion 196°C.

Ejemplo B10

Preparacién del compuesto 12

N0
N
S
N
|
N 0
H

Se afiadié cianotrihidroborato de sodio (0,00126 moles) a 0°C a una mezcla de intermedio 35 (0,00126 moles) y 2-
metoxi-etanamina (0,00151 moles) en MeOH (10 ml). La mezcla se agit6 a temperatura ambiente toda la noche,
después se vertié en hielo y se extrajo con DCM. La capa organica se separd, se secod (MgSO.), se filtrg, y el
disolvente se evaporé. El residuo se purifico mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (15-40 um)
(eluyente: DCM/MeOH/NH4OH 90/10/0,1). Las fracciones puras se recogieron, y el disolvente se evaporé. El residuo
se cristalizé en MEK y éter dietilico. El precipitado se separ6 por filtracién y se seco, produciendo 0,22 g (41%) de
compuesto 12.

La Tabla F-1 enumera los compuestos que se prepararon segun uno de los Ejemplos anteriores.

Tabla F-1

e .

N
H

Co.n°1; gj. [B1]; p.f. 172°C Co. n° 2; gj. [B2]; p.f. 218°C
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Co. n°5; gj. [B5]; p.f. 181°C

Co. n° 6; €j. [B6]; p.f. 194°C

QLG

(o}

|
/N\/\O =

N
i (¢]

Co.n°7; ej. [B7]; p.f. 194°C

Co. n° 8; €j. [B8]; p.f. 115°C

|
AN N

N
H 0

|
PN N
N
H (o]

(A); Co. n°9; €. [B8]; p.f. 115°C

(B); Co. n° 10; €j. [B8]; p.f. 115°C

0 U
N N
m n >
N (6]
H g (6]

Co. n° 11; €j. [BY]; p.f. 196°C

Co. n°12; gj. [B10]; p.f. 148°C

7 OH

O N
H

(o]
H

Co. n° 13; gj. [B1]; p.f. 242.2°C

Co. n° 14; €j. [B1]; p.f. 176°C

@H

N SN
N o
H

Savee

N
H 0

Co. n° 15; gj. [B1]; p.f. 175°C

Co. n° 16; €j. [B2]; p.f. 180°C
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5

Co.n°17; €j. [B2]; p.f. 181°C

Co. n° 18; €j. [B2]; p.f. 100°C

.

N
: : :Nj ;o

H

Co. n°19; gj. [B2]; p.f. 136°C

Co. n° 20; €j. [B2]; p.f. 126°C

)

N
| N =
z
N N O
H

Co. n° 21; €j. [B2]; p.f. 228°C

.

S N (o]
H

A

Co. n° 23; €j. [B2]; p.f. 213°C

Co. n° 24; €j. [B2]; p.f. 203°C

F
N
N
NS

Co. n° 25; €j. [B2]; p.f. 154°C

Co. n° 26; €j. [B2]; p.f. 152°C

sVsares

N
H 0

Co. n° 27; €j. [B7]; p.f. 193°C

Co. n° 28; €j. [B7]; p.f. 230°C

PN N
H

Tz
o

o~
()

l
N° 7O
H

(A); Co. n° 29; €j. [B8]; p.f. 106°C

(A); .C2H204 (1:2). H20 (1:1); Co. n° 30; €j. [B8]; p.f. 196°C
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I N H u (6] | | N
Z

N S N~ o
Co. n° 31; gj. [B10] Co. n° 32; gj. [B10]; p.f. 144°C
RS (ﬁg
fNj N
.C2H204 (1:2) .H20 (1:1); Co. n° 33; gj. [B10]; p.f. 235°C Co. n° 34; €j. [B10]; p.f. 198°C

® T~
X B"S

N

spese

N ()

Co. n° 35; Ej.; p.f. 222°C Co. n° 36; €j. [B10]; p.f. 216°C

H

SN0 N N\O
N\/\Cf\/g\
N (0]
H

Co. n° 37; gj. [B10]; p.f. 132°C

Ejemplo farmacolégico
Ensayo de proximidad por centelleo in vitro (SPA) para la actividad inhibidora de PARP-1

Los compuestos de la presente invencidon se sometieron a ensayo en un ensayo in vitro basado en tecnologia de
SPA (patentada por Amersham Pharmacia Biotech). En principio, el ensayo se basa en la tecnologia de SPA bien
probada para la deteccion de poli(ADP-ribosil)acion de proteinas diana biotiniladas, es decir, histonas. Esta
ribosilacion se induce usando enzima PARP-1 activada por ADN con muesca y [3H]-nicotinamida adenina
dinucleétido ([*H]-NAD*) como dador de ADP-ribosilo.

Como inductor de la actividad de la enzima PARP-1, se preparéo ADN con muesca. Para esto, se disolvieron 25 mg
de ADN (proveedor: Sigma) en 25 ml de tampén de ADNasa (Tris-HCI 10 mM, pH 7.,4; 0,5 mg/ml de albumina de
suero bovino (BSA); MgCl2.6H.0 5 mM y KCI 1 mM) al que se afiadieron 50 pl de disolucion de ADNasa (1 mg/ml en
NaCl 0,15 M). Después de una incubacion de 90 min. a 37°C, la reaccion se terminé por adicion de 1,45 g de NaCl,
seguido de una incubacion adicional a 58°C durante 15 min. La mezcla de reaccion se enfrié en hielo y se dializé a
4°C durante respectivamente 1,5 y 2 horas frente a 1,5 | de KCI 0,2 M, y dos veces frente a 1,5 | de KCI 0,01 M
durante 1,5y 2 h respectivamente. La mezcla se dividié en alicuotas y se almacendé a -20°C. Se biotinilaron histonas
(1 mg/ml, tipo II-A, proveedor: Sigma) usando el kit de biotinilacion de Amersham, y se almacenaron en alicuotas a -
20°C. Se prepard una disolucion madre de 100 mg/ml de perlas de SPA poli(vinil tolueno) (PVT) (proveedor:
Amersham) en PBS. Se preparé una disolucién madre de [3'H]-NAD+ por adicion de 120 pl de [3'H]-NAD+ (0,1 mCi/ml,
proveedor: NEN) a 6 ml de tampdn de incubacion (Tris/HCI 50 mM, pH 8; DTT 0,2 mM; MgCl, 4 mM). Se preparo
una disolucién de NAD® 4 mM (proveedor: Roche) en tampén de incubacion (a partir de una disolucién madre 100
mM en agua almacenada a -20°C). La enzima PARP-1 se produjo usando técnicas conocidas en la técnica, es decir,
clonaciéon y expresion de la proteina partiendo de ADNc de higado humano. La informaciéon concerniente a la
secuencia proteica usada de la enzima PARP-1, incluyendo referencias bibliograficas, se puede encontrar en la base
de datos Swiss-Prot con el nimero de acceso principal P09874. Las histonas biotiniladas y las perlas de PVT-SPA
se mezclaron y preincubaron durante 30 min. a temperatura ambiente. La enzima PARP-1 (la concentracion

29




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 565 581 T3

dependio del lote) se mezcld con el ADN con muesca, y la mezcla se preincubd durante 30 min. a 4°C. Se mezclaron
partes iguales de esta disolucion de histonas/perlas de PVT-SPA vy disolucion de enzima PARP-1/ADN, y se
afadieron 75 pl de esta mezcla junto con 1 ul del compuesto en DMSO y 25 pl de [3'H]-NAD+ por pocillo en una placa
de microtitulacion de 96 pocillos. Las concentraciones finales en la mezcla de incubacion fueron 2 pg/ml para las
histonas biotiniladas, 2 mg/ml para las perlas de PVT-SPA, 2 ug/ml para el ADN con muesca y entre 5-10 pug/ml para
la enzima PARP-1. Después de incubar la mezcla durante 15 min. a temperatura ambiente, la reaccién se terminé
por adicién de 100 pl de NAD® 4 mM en tampén de incubacién (concentracién final 2 mM), y las placas se
mezclaron.

Se permitié que las perlas sedimentaran durante al menos 15 min., y las placas se transfirieron a un TopCountNXTw
(Packard) para el recuento por centelleo, y los valores se expresaron como recuentos por minuto (cpm). Para cada
experimento, se procesaron en paralelo controles (que contenian enzima PARP-1 y DMSO sin compuesto), una
incubacion en blanco (que contenia DMSO pero no enzima PARP-1 o compuesto) y muestras (que contenian
enzima PARP-1 y compuesto disuelto en DMSO). Todos los compuestos sometidos a ensayo se disolvieron y se
d|Iu6yeron ademas finalmente en DMSO. Al principio, los compuestos se sometieron a ensayo a una concentracion de
10™ M. Cuando los compuestos mostraron actividad a 10° M, se g)reparo una curva de dosis-respuesta en la que los
compuestos se sometieron a ensayo a concentraciones entre 10°M y 10® M. En cada ensayo, el valor del blanco se
restd tanto de los valores de control como de las muestras. La muestra de control representé la actividad maxima de
la enzima PARP-1. Para cada muestra, la cantidad de cpm se expres6 como un porcentaje del valor medio de cpm
de los controles. Cuando fue apropiado, se calcularon los valores de ICsp (concentracion del farmaco necesaria para
reducir la actividad de la enzima PARP-1 a un 50% del control) usando interpolacién lineal entre los puntos
experimentales justo por encima y por debajo del nivel del 50%. En el presente documento, los efectos de los
compuestos de ensayo se expresan como plCsy (valor del logaritmo negativo del valor de ICs). Se incluyé 4-amino-
1,8-naftalimida como compuesto de referencia para validar el ensayo de SPA Los compuestos sometidos a ensayo
mostraron actividad inhibidora a la concentracion de ensayo inicial de 10°M (véase la Tabla 2).

Ensayo de filtracion in vitro para la actividad inhibidora de PARP-1

Los compuestos de la presente invencion se sometieron a ensayo en un ensayo de filtracion in vitro que evalua la
actividad de PARP-1 (desencadenada por la presencia de ADN con muesca) por medio de su actividad de poli(ADP-
ribosil)acién de histonas usando [ P] -NAD como dador de ADP-ribosilo. Las histonas rlbosﬂadas radiactivas se
precipitaron mediante acido tricloroacético (TCA) en placas de filiro de 96 pocillos, y se midio el [ P] incorporado
usando un contador de centelleo.

Ereparc') una mezcla de histonas (disolucién madre: 5 mg/ml en H.0), NAD" (disolucién madre: 100 mM en H20),
y [ P]-NAD" en tampén de incubacién (Tris/HCI 50 mM, pH 8; DTT 0,2 mM; MgCl> 4 mM). También se preparé una
mezcla de la enzima PARP-1 (5-10 ug/ml) y ADN con muesca. El ADN con muesca se preparé como se ha descrito
en el ensayo de SPA in vitro para la actividad inhibidora de PARP-1. Se afiadieron setenta y cinco pl de la mezcla de
enzima PARP-1/ADN junto con 1 pl del compuesto en DMSO y 25 pl de mezcla de histonas-NAD*/[*>P]-NAD* por
pocillo de una placa de filtro de 96 pocillos (0,45 um, proveedor: Millipore). Las concentraciones finales en la mezcla
de incubacion fueron 2 pg/ml para las histonas, 0,1 mM para el NAD®, 200 uM (0,5 pC) para el [*P]-NAD" y 2 pg/ml
para el ADN con muesca. Las placas se incubaron durante 15 min. a temperatura ambiente, y la reaccion se terminé
mediante la adicion de 10 ul de TCA al 100% enfriado en hielo seguido de la adicion de 10 ul de disolucion de BSA
enfriada en hielo (1% en H>O). La fraccién de proteina se dej6 precipitar durante 10 min. a 4°C, y las placas se
filtraron a vacio. Las placas se lavaron posteriormente, para cada pocillo, con 1 ml de TCA al 10% enfriado en hielo,
1 ml de TCA al 5% enfriado en hielo y 1 ml de TCA al 5% a temperatura ambiente. Finalmente, se afiadieron 100 pl
de disolucién de centelleo (Microscint 40, Packard) a cada pocillo, y las placas se transfirieron a un TopCountNXT
(proveedor: Packard) para el recuento por centelleo, y los valores se expresaron como recuentos por minuto (cpm).
Para cada experimento, se procesaron en paralelo controles (que contenian enzima PARP-1 y DMSO sin
compuesto), una incubacion en blanco (que contenia DMSO pero no enzima PARP-1 o compuesto) y muestras (que
contenian enzima PARP-1 y compuesto disuelito en DMSO). Todos los compuestos sometidos a ensayo se
disolvieron y se dlluyeron ademas finalmente en DMSO. Al principio, los compuestos se sometieron a ensayo a una
concentracion de 10° M. Cuando los compuestos mostraron actividad a 10° M, se preparo una curva de dosis-
respuesta en la que los compuestos se sometieron a ensayo a concentraciones entre 10° M y 10® M. En cada
ensayo, el valor del blanco se resté tanto de los valores de control como de las muestras. La muestra de control
represento la actividad maxima de la enzima PARP-1. Para cada muestra, la cantidad de cpm se expresé como un
porcentaje del valor medio de cpm de los controles. Cuando fue apropiado, se calcularon los valores de ICsp
(concentracion del farmaco necesaria para reducir la actividad de la enzima PARP-1 a un 50% del control) usando
interpolacion lineal entre los puntos experimentales justo por encima y por debajo del nivel del 50%. En el presente
documento, los efectos de los compuestos de ensayo se expresan como plCs (valor del logaritmo negativo del valor
de I1Csp). Se incluyé 4-amino-1,8-naftalimida como compuesto de referencia para validar el ensayo de filtracion. Los
compuestos sometidos a ensayo mostraron actividad inhibidora a la concentracion de ensayo inicial de 10° M
(véase la Tabla 2).
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Tabla 2
Co.n° SPA invitro | Ensayo de filtracion in vitro

plC50 plC50
1 6,483 6,457
2 6,634 6,246
3 6,065
4 6,523 5,817
5 6,295 5,296
6 6,294 5,87
7 7,024
8 6,059 5,172
9 6,212 5,359
10 <6
11 6,735 6,105
12 6,726 5,644
14 6,411 5,735
15 6,54 5,595
16 6,639 5,735
17 6,417 5,592
18 6,125 5,524
19 6,121
20 6,222 5,735
21 6,045
22 6,703 5,928
23 6,634 5,898
24 6,557 5,875
25 5,956 5,221
26 6,271
27 6,744 5,657
28 6,54 5,502
29 6,075 5,266
30 5,894 5,037
31 6,064 5,083
32 6,707 5,548
33 6,08 5,376
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34 6,069 5,615
35 6,194 5,468
36 6,246 5,684
37 6,069

Los compuestos pueden ser evaluados adicionalmente en un ensayo celular de quimio- y/o radiosensibilizacién, un
ensayo que mida la inhibicion de la actividad de PARP-1 enddgena en estirpes celulares de cancer, y finalmente en
un ensayo de radiosensibilizacion in vivo.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de formula (1),

R2 1
I/\Y/(CH»S—F(CHz)n NR
Q\/‘ R3 @M
II\I (0]
H

una forma de N-6xido, una sal de adicién o una forma estereoquimicamente isomérica del mismo, en la que
nes0o1;
ses0o01;

X es -N= 0 -CR*=, en el que R* es hidrégeno o tomado junto con R' puede formar un radical bivalente de formula
-CH=CH-CH=CH-;

Y es -N< 0 -CH<;
Q es -NH-, -O-, -C(0)-, -CH2-CHz- 0 -CHR®-,

en el que R’ es hidrégeno, hidroxi, alquilo de C1., aril-alquilo de C1.s, alquil C4-oxicarbonilo, alquil C.¢-oxi-alquil
C1.s-amino o haloindazolilo;

R'es alquilo de C1 o tienilo;
R%es hidrégeno;

R3es hidrégeno, alquilo de C1.6 0 un radical seleccionado de

-NR°R’ (a-1),

-O-H (a-2),

-O-R® (a-3),

-S-R° (a-4),
o

-C=N (a-5),
en los que

R® es -CHO, alquilo de C1., hidroxi-alquilo de C1., alquil Cye-carbonilo, di(alquil C1.)amino-alquilo de Ci.,
alquil Cq-carbonilamino-alquilo de C+., piperidinil-alquilo de C+., piperidinil-alquil C1.s-aminocarbonilo, alquil
C16-0xi, alquil Cqe-oxi-alquilo de Cqs, tienilalquilo de Ci, pirrolilalquilo de Ci., aril-alquil Cq.s-piperidinilo,
arilcarbonilalquilo de C1., arilcarbonilpiperidinilalquilo de C1.s, haloindazolilpiperidinilalquilo de Cis, o aril-
alquil C1.6-(alquil C1.s)amino-alquilo de Cq6; y
R es hidrégeno o alquilo de C1;
R® es alquilo de C1.6, alquil C4s-carbonilo o di(alquil Ci.s)amino-alquilo de Cq; y
R? es di(alquil C1.6)amino-alquilo de Ci.¢;

o R® es un grupo de formula

-(CH2)-Z- (b-1),
en el que

tes0,102;

Z es un sistema anular heterociclico seleccionado de

33



10

15

20

ES 2 565 581 T3

HN —/Rlo HI\}Q \\ 10
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(c-1) (c-3)
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(c-5) (c-6) (c-7) O (8)

R 0
\ 10 - -
3 €2, e B 5

N~ N
| H
(c-9) (c-10) (c-11) (c-12) (c-13)

en el que cada R es independientemente hidrégeno, alquilo de C1.6, aminocarbonilo, hidroxi,

-alcanodiilo de C1g —N / NH
;N&
-alcanodilo de C1s 7 0
alquil Cq.-oxialquilo de C1.6, alquil C1.s-oxi-alquil C1.s-amino, di(fenil-alquenilo de Cy), piperidinil-alquilo de Cs.

6, cicloalquilo de Cs.10, cicloalquil Cs.10-alquilo de C1., ariloxi(hidroxi)alquilo de C1., haloindazolilo, aril-alquilo
de C1., aril-alquenilo de Cy.6, morfolino, alquil C1-s-imidazolilo, o piridinil-alquil C1.s-amino;

cada R" es independientemente hidrégeno, hidroxi, piperidinilo o arilo;
arilo es fenilo o fenilo sustituido con halo, alquilo de C1.s 0 alquil C1.s-0xi.

2. El compuesto segun la reivindicacion 1, en el que X es -N= 0 -CH=; R'es alquilo de Ci; R%es hidrégeno, alquilo
de Cy., un radical seleccionado de (a-1), (a-2), (a-3) o (a-4) o un grupo de formula (b-1); R® es di(alquil C1.s)amino-
alquilo de C+.6 0 alquil C1s-oxi-alquilo de C1.; R’ es hidrégeno; R® es di(alquil C46)amino-alquilo de C16;tes 00 2; Z
es un sistema anular heterociclico seleccionado de (c-1), (c-5), (c-6), (c-8), (c-10), (c-12) o (c-13); cada R es
independientemente hidrégeno, alquilo de C1., hidroxi, alquil C1.s-oxi-alquilo de C1., alquil C4.s-oxi-alquil C1.s-amino,
morfolino, alquil C1s-imidazolilo, o piridinil-alquil C1.s-amino; cada R'" es independientemente hidrégeno o hidroxi; y
arilo es fenilo.

3. El compuesto segun la reivindicacion 1 o 2, en el que

nes 0; X es CH; Q es -NH-, -CH,-CH2- o -CHR5-, en el que R® es hidrégeno, hidroxi, o aril-alquilo de C1.; R' es
alquilo de Ci; R® es hidrégeno, hidroxi o un grupo de férmula (b-1); t es 0; Z es un sistema anular heterociclico
seleccionado de (c-8) o (c-13); cada R es independientemente hidrogeno; y arilo es fenilo.

4. El compuesto segun la reivindicacion 1, 2 o 3, en el que el compuesto se selecciona del compuesto n° 2, del
compuesto n° 1 y del compuesto n° 11.

Q)\Cfr
N
i (¢]

OH

N. N N
N
N° O
H "o
H

Compuesto 1

Compuesto 2

Compuesto 11
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5. El compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R® es un radical seleccionado de (a-1), (a-2), (a-3) o (a-4).

6. El compuesto segun la reivindicacion 1, en el que Z es un sistema anular heterociclico seleccionado de (c-1), (c-
5), (c-6), (c-8), (c-10), (c-12) o (c-13).

7. Un compuesto como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para uso como una medicina.

8. Una composicion farmacéutica que comprende vehiculos farmacéuticamente aceptables y, como ingrediente
activo, una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto como se reivindica en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6.

9. Un procedimiento para preparar una composicién farmacéutica como se reivindica en la reivindicacion 8, en el que
se mezclan intimamente los vehiculos farmacéuticamente aceptables y un compuesto como se reivindica en
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

10. Uso de un compuesto para la fabricacién de un medicamento para quimiosensibilizacién o radiosensibilizacion,
en el que el compuesto es un compuesto de formula (1)

R2 1
X R
Y/(CH2>S+(CH2>n S
I/\ R’ )
Q\/‘ 1?1 (¢}
H

una forma de N-6xido, una sal de adicion farmacéuticamente aceptable o una forma estereoquimicamente isomérica
del mismo, en la que

nes0o1;
ses0o01;

X es -N= 0 -CR*=, en el que R* es hidrogeno o tomado junto con R' puede formar un radical bivalente de formula
-CH=CH-CH=CH-;

Y es -N< 0 -CH<;
Q es -NH-, -O-, -C(0)-, -CH2-CHz- 0 -CHR®-,

en el que R’ es hidrégeno, hidroxi, alquilo de C1, aril-alquilo de C1.s, alquil C4s-oxicarbonilo, alquil C.¢-oxi-alquil
C1.s-amino o haloindazolilo;

R'es alquilo de C1 o tienilo;
R%es hidrégeno, o tomado junto con R® puede formar =0O;

R3es hidrégeno, alquilo de C1.6 0 un radical seleccionado de

-NR°R’ (a-1),

-O-H (a-2),

-O-R® (a-3),

-S-R° (a-4), 0

-C=N (a-5),
en el que

R® es -CHO, alquilo de C1, hidroxialquilo de Ci.s, alquil Cie-carbonilo, di(alquil C1.¢)aminoalquilo de C.s,
alquil Cq-carbonilamino-alquilo de C+., piperidinil-alquilo de C+., piperidinil-alquil C1.s-aminocarbonilo, alquil
Ci6-0xi, alquil Cye-oxi-alquilo de Cis, tienilalquilo de Ci, pirrolilalquilo de Ci.6, aril-alquil C4.-piperidinilo,
arilcarbonilalquilo de C1., arilcarbonilpiperidinilalquilo de C1.s, haloindazolilpiperidinilalquilo de Ci, 0 aril-
alquil Cqs(alquil C1.6)amino-alquilo de C1.; y

R es hidrégeno o alquilo de Ci;
R® es alquilo de C1.6, alquil C4s-carbonilo o di(alquil Ci.)amino-alquilo de Cq; y
R? es di(alquil C1.6)amino-alquilo de Ci.¢;
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o R® es un grupo de formula
-(CH2)-Z- (b-1),
en el que
tes0,102;

Z es un sistema anular heterociclico seleccionado de

~N N
N —/Rlo HN\ > R0

\ 7\Rll =

(c-1) (c-3)

w8 4

_N /——‘\
</ A g0 HI} o W e
_ \ / ko/\Rlo

(c-5) (c-6) (c-7) 0 (c-8)

0
> —\

2, e

(c-9) (c- 10) (c-11) (c-12)

e

(c-13)

en el que cada R es independientemente hidrégeno, alquilo de C1.6, aminocarbonilo, hidroxi,

-alcanodiilo de C1g —N
-alcanodiilo de Cq¢

o

alquil Cq-oxialquilo de C1.6, alquil C1.s-oxi-alquil C1.s-amino, di(fenil-alquenilo de Cy), piperidinil-alquilo de Cs.
6, cicloalquilo de Cs.10, cicloalquil Cs.10-alquilo de C1., ariloxi(hidroxi)alquilo de C1., haloindazolilo, aril-alquilo
de C1., aril-alquenilo de Cy.6, morfolino, alquil C1-s-imidazolilo, o piridinil-alquil C1.s-amino;

cada R" es independientemente hidrégeno, hidroxi, piperidinilo o arilo;

arilo es fenilo o fenilo sustituido con halo, alquilo de C1.s 0 alquil C1.s-0xi.

11. Uso segun la reivindicacion 10, en el que el tratamiento implica quimiosensibilizaciéon.

12. Uso segun la reivindicacion 10, en el que el tratamiento implica radiosensibilizacion.

13. Una combinacién de un compuesto como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1-6 con un agente

quimioterapéutico.

14. Un procedimiento para preparar un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado por

a) la hidrdlisis de intermedios de férmula (VIIl), de acuerdo con métodos conocidos en la técnica, sometiendo
los intermedios de formula (VIIl) a reactivos apropiados, tales como cloruro de estafio, acido acético y acido
clorhidrico, en presencia de un disolvente inerte para la reaccion, por ejemplo tetrahidrofurano.

R2 1

L N
SO T

Q\) N N7
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b) la ciclacién de intermedios de férmula (X), de acuerdo con procedimientos de ciclacion conocidos en la
técnica, en los compuestos de férmula (I) en la que X es CH, denominados en el presente documento
compuestos de férmula (l-j), preferentemente en presencia de un acido de Lewis adecuado, por ejemplo
cloruro de aluminio puro o en un disolvente adecuado tal como, por ejemplo, un hidrocarburo aromatico, por
ejemplo benceno, clorobenceno, metilbenceno, y similar; hidrocarburos halogenados, por ejemplo
triclorometano, tetraclorometano, y similar; un éter, por ejemplo tetrahidrofurano, 1,4-dioxano, y similar, o las
mezclas de tales disolventes.

R’ 1
() +(cr@n Y/(CHz)s—gL(CHz)mR
EO 4O

L
NH—C-(R=C—Chs I

% )

c) la condensacion de una orto-bencenodiamina apropiada de formula (XI) con un éster de formula (XII) en
compuestos de formula (1), en la que X es N, denominados en el presente documento compuestos de formula
(I-i), en presencia de un acido carboxilico, por ejemplo acido acético y similar, un acido mineral tal como, por
ejemplo, acido clorhidrico, acido sulfurico, o un acido sulfénico tal como, por ejemplo, acido metanosulfonico,
acido bencenosulfénico, acido 4-metilbencenosulfénico, y similar.

Rl

R2
/(CHZ) (CHZ)n N /<CH2)ST(CHQ)H«@:N\I
Q WHI OF’ 3 N o

Q I
H

XD (X11) (F)

15. Uso de un compuesto como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento de cancer.

16. Un compuesto, en el que el compuesto es

una forma de N-6xido, una sal de adicién o una forma estereoquimicamente isomérica del mismo.
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