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DESCRIPCION
Analogos de quinolona y procedimientos relacionados con los mismos

Campo de la invencién

La invencién se refiere a nuevos compuestos de quinolona y composiciones farmacéuticas de los mismos. La
invencion se refiere también a dichos compuestos y composiciones para uso en la inhibicion de proliferacion celular
y/o en la induccién de apoptosis celular. El documento W02006/034113 divulga analogos de quinolona que pueden
inhibir la proliferacion celular y/o inducir la apoptosis celular. También divulga procedimientos de preparacion de
analogos de quinolona, y procedimientos de uso de los mismos.

Resumen de la invencién

La presente invencion proporciona nuevos compuestos de quinolona y composiciones farmacéuticas de los mismos
que pueden inhibir la proliferacion celular y/o inducir la apoptosis celular. En la presente memoria descriptiva se
divulgan también procedimientos de preparacion de dichos compuestos y composiciones de quinolona, y métodos
de tratamiento de trastornos de proliferacion celular mediante la administraciéon de los mismos.

La presente invencion proporciona un compuesto de Férmula (VIII)

N (VII)
/ | \ /
R* VaN

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;
donde:

Ay V son independientemente H, halo, azido, -CN, -CFs, -CONR'R?, -NR'R?, -SR?, -OR?, -R%, -W, -L-W, -W° o -L-
N(R)-W’;

cada Q es independientemente halo, azido, -CN, -CFs, -CONR'R?, -NR'R?, -SR?, -OR?, -R?, -W, -L-W, -W° 0 -L-N(R)-
W7

en cada -NR'R?, R' y R? junto con N pueden formar un anillo azaciclico opcionalmente sustituido, que contiene
opcionalmente un heteroatomo adicional seleccionado de entre N, O y S como miembro del anillo;

R'esHo alquilo C1-C6, opcionalmente sustituido con uno o mas halégenos, u =0;
R? es H, o alquilo C1-C10, heteroalquilo C1-C10, alquenilo C2-C10 o heteroalquenilo C2-C10, cada uno de los
cuales puede estar opcionalmente sustituido por uno o mas halégenos, =0, o un anillo carbociclico o heterociclico

de 3 a 7 miembros opcionalmente sustituido;

R® es un alquilo C1-C10, alquenilo C2-C10, arilo C5-C10 o arilalquilo C6-C12 opcionalmente sustituido, o una
heteroforma de uno de los mismos, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido por uno o mas
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halégenos, =0, o un anillo carbociclico o heterociclico de 3 a 6 miembros opcionalmente sustituido;
cada R* es independientemente H, o alquilo C1-C6; o R* puede ser -W, -L-W o -L-N(R)-WO;

cada R es independientemente H o alquilo C1-C6; R’ es H y R® es alquilo C1-C4 sustituido por un anillo heterociclico
aromatico opcionalmente sustituido;

mesO0,1,2,364;

nes0,1,2,3,465;

pes0,1,263;

L es un conector de alquileno C1-C10, heteroalquileno C1-C10, alquenileno C2-C10 o heteroalquenileno C2-C10,
cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido por uno o mas sustituyentes seleccionados de entre el

grupo que consiste en halégeno, oxo (=0) o alquilo C1-C6;

W es un anillo azaciclico de 4 a 7 miembros opcionalmente sustituido, que contiene opcionalmente un heteroatomo
adicional seleccionado de entre N, O y S como miembro del anillo; y

WP° es un anillo carbociclico de 3 a 4 miembros opcionalmente sustituido, o un grupo alquilo C1-C6 sustituido con de
1 a 4 atomos de fluor.

En otro aspecto, la invencion proporciona un compuesto de Férmula (VII),

v o) 0O

]
v

/__(Q)p

(VID)

(Qm

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;
donde:

Ay V son independientemente H, halo, azido, -CN, -CFs, -CONR'R?, -NR'R?, -SR?, -OR?, -R%, -W, -L-W, -W° o -L-
N(R)-W?°;

cada Q es independientemente halo, azido, -CN, -CFs, -CONR'R?, -NR'R?, -SR?, -OR?, -R?, -W, -L-W, -W° 0 -L-N(R)-
W7

en cada -NR'R?, R' y R? junto con N pueden formar un anillo azaciclico opcionalmente sustituido, que contiene
opcionalmente un heteroatomo adicional seleccionado de entre N, O y S como miembro del anillo;

R'esHo alquilo C1-C6, opcionalmente sustituido con uno o mas halégenos, u =0;

R? es H, o alquilo C1-C10, heteroalquilo C1-C10, alquenilo C2-C10 o heteroalquenilo C2-C10, cada uno de los
cuales puede estar opcionalmente sustituido por uno o mas halégenos, =0, o un anillo carbociclico o heterociclico
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de 3 a 7 miembros opcionalmente sustituido;

R® es un alquilo C1-C10, alquenilo C2-C10, arilo C5-C10 o arilalquilo C6-C12 opcionalmente sustituido, o una
heteroforma de uno de los mismos, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido por uno o mas
halégenos, =0, o un anillo carbociclico o heterociclico de 3 a 6 miembros opcionalmente sustituido;

cada R* es independientemente H, o alquilo C1-C6; o R* puede ser -W, -L-W o -L-N(R)-WO;
cada R es independientemente H o alquilo C1-C6;

mesO0,1,2,364;

nes0,1,2,3,465;

pes0,1,263;

L es un conector de alquileno C1-C10, heteroalquileno C1-C10, alquenileno C2-C10 o heteroalquenileno C2-C10,
cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido por uno o mas sustituyentes seleccionados de entre el
grupo que consiste en halégeno, oxo (=0O) o alquilo C1-C6;

W es un anillo azaciclico de 4 a 7 miembros opcionalmente sustituido, que contiene opcionalmente un heteroatomo
adicional seleccionado de entre N, O y S como miembro del anillo; y

WP° es un anillo carbociclico de 3 a 4 miembros opcionalmente sustituido, o un grupo alquilo C1-C6 sustituido con de
1 a 4 atomos de fluor.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de
Férmula (V1) o Formula (VIII), tal como se describe adicionalmente en la presente memoria descriptiva. En algunas
realizaciones, la composicion farmacéutica es adecuada para administracion oral. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica es adecuada para administracion intravenosa.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona un compuesto de formula (VII) o (V1) para uso en un
método para el tratamiento o la mejoria de un trastorno de proliferacion celular en un sujeto, tal como se describe
adicionalmente en la presente memoria descriptiva.

En algunas realizaciones, el trastorno de proliferacion celular es un tumor o cancer. En algunas realizaciones, el
sujeto es un sujeto humano o animal.

En la presente memoria descriptiva se divulga también un procedimiento para la reduccién o inhibicion de la
proliferacion celular, que comprende la puesta en contacto de un sistema o un sujeto necesitado del mismo con una
cantidad eficaz del compuesto de Férmula (VIl) o Férmula (VIIl), o una composicién farmacéutica del mismo,
reduciendo o inhibiendo con ello la proliferacién celular.

En la presente memoria descriptiva se divulga también un procedimiento para la reduccion de las valoraciones
microbianas y/o la mejoria de una infeccion microbiana, que comprende la puesta en contacto de un sistema o un
sujeto necesitado del mismo con una cantidad eficaz del compuesto de Férmula (VIl) o Férmula (VIII), o una
composicion farmacéutica del mismo y opcionalmente con un agente antimicrobiano, reduciendo asi las valoraciones
microbianas y/o mejorando dicha infeccidon microbiana.

El sistema puede ser una célula o un tejido, y el sujeto puede ser un sujeto humano o animal. Las valoraciones
microbianas y/o la infeccién microbiana pueden ser valoraciones viricas, bacterianas o fingicas.

En la presente memoria descriptiva se divulga también un procedimiento para la inducciéon de muerte celular y/o la
induccion de apoptosis, que comprende la administraciéon a un sistema o un sujeto necesitado del mismo de una
cantidad eficaz de un compuesto de Férmula (VII) o Férmula (VIII), o una composicién farmacéutica del mismo, y
opcionalmente con un procedimiento y/o un agente quimioterapéutico, induciendo asi la muerte celular y/o
induciendo la apoptosis.

El sistema puede ser una célula o un tejido, y dicho sujeto puede ser un sujeto humano o animal.
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En los compuestos de Férmula (VII) o (VII1) en cada -NR'R?, R' y R? junto con N pueden formar un anillo azaciclico
opcionalmente sustituido, que contiene opcionalmente un heteroatomo adicional seleccionado de entre N, O y S
como miembro del anillo.

En los compuestos de Formula (VII) o (VIII) R es H o alquilo C1-C6, opcionalmente sustituido con uno o mas
halégenos, u =0. A menudo, R' es H o metilo.

R? en los compuestos de Formula (VIl) o (VIIl) es H, o alquilo C1-C10, heteroalquilo C1-C10, alquenilo C2-C10 o
heteroalquenilo C2-C10, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido por uno o mas halégenos, =0,
o un anillo carbociclico o heterociclico de 3 a 6 miembros opcionalmente sustituido.

En los compuestos de Férmula (1) R® es un alquilo C1-C10, alquenilo C2-C10, arilo C5-C10 o arilalquilo C6-C12
opcionalmente sustituido, o una heteroforma de uno de los mismos, cada uno de los cuales puede estar
opcionalmente sustituido por uno o mas halégenos, o un anillo carbociclico o heterociclico de 3 a 6 miembros
opcionalmente sustituido; y donde las fracciones alquilo y alquenilo, y sus heteroformas correspondientes, pueden
estar sustituidas opcionalmente por =O.

En los compuestos de Férmula (VII) o (VIII) cada R* es independientemente H, o alquilo C1-C6 opcionalmente
sustituido; o R* puede ser -W, -L-W o -L-N(R)-W’;

L en los compuestos de Formula (VII) o (VIIl) es un conector de alquileno C1-C10, heteroalquileno C1-C10,
alquenileno C2-C10 o heteroalquenileno C2-C10, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido por
uno o mas sustituyentes seleccionados de entre el grupo que consiste en halégeno, oxo (=0) o alquilo C1-C6.

En los compuestos de Formula (VII) o (VIII), W es un anillo azaciclico saturado, parcialmente insaturado o aromatico
de 4 a 7 miembros opcionalmente sustituido, que contiene opcionalmente un heteroatomo adicional seleccionado de
entre N, O y S como miembro del anillo, donde el anillo W puede estar conectado a través del enlace marcado como
R* o a través del grupo de enlace -L- o -L-N(R)- a través de cualquier posicion en el anillo azaciclico. En los
compuestos de Formula (VII) o (VIII), W° es un anillo carbociclico de 3 a 4 miembros opcionalmente sustituido, o un
grupo alquilo C1-C6 sustituido con de 1 a 4 atomos de fluor.

En determinadas realizaciones, W contiene al menos un doble enlace. Por ejemplo, W puede ser un anillo de
imidazol, imidazolina, pirrol, pirrolina, piridina, dihidropiridina, tetrahidropiridina, pirimidina, pirazina o piridazina
opcionalmente sustituido.

En otras realizaciones, W es un anillo azaciclico saturado opcionalmente sustituido. Por ejemplo, W puede ser un
anillo de azetidina, pirrolidina, piperidina, piperazina, morfolina, tiomorfolina, homopiperazina, homomorfolina o
homotiomorfolina opcionalmente sustituido.

En algunas reahzamones de Formula (VII) Ay YV son |ndepend|entemente H halo, azido, -CN, -CF3, -CONR'R?,
NR'R?, -SR? -OR? . -W, -L-W, -W% o -L-N(R)}-W°, donde R', R? -R® -W, -L, -W° y R se definen como
anterlormente.

En determinadas realizaciones de Férmula (VIl), A y V son independientemente H y halo, preferentemente fluoro. En
algunas realizaciones preferidas, A y V son cada uno H. En otras realizaciones preferidas, A es fluoro y V es H.

En algunas reahzamones de Formula (VIl), cada Q es independientemente halo, azido, -CN, -CFs, -CONR'R?,
NR'R?, -SR?, -OR?, -R%, -W, -L-W, -W° o -L-N(R)- -W°. Debe entenderse que cada posicion sustituida opcmnalmente
por un grupo Q es sustltulda por hidrégeno cuando m, no p es 0.

En una realizacion preferida, mynson 06 1.

En otra realizacion preferida de Férmula (VII), my n son 0.

En otras realizaciones preferidas de Formula (VII), pes 0 6 1.

En una realizacion preferida en particular, my n son 0, p es 1, y Q es alquilo C1-C4, preferentemente metilo.
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En una realizacién preferlda de Formula (VII), R* es H, o alquilo C1 -C4 o cicloalquilo C3-C7. En una realizacién
preferida particularmente, R* es metilo. En otra realizacién preferida, R* es H.

En algunas realizaciones preferidas en particular, el compuesto de Férmula (VII) comprende dos o mas

caracteristicas preferidas, a veces tres o0 mas caracteristicas preferidas.

En algunas reallzaC|ones de Férmula (VIII) Ay Vson |ndepend|entemente H halo, a2|do -CN, -CF3, -CONR'R?,
NR'R?, -SR? -OR? , W, LW, -W° o -L-N(R)-W°, donde R', R?% -R® -W, -L, -W’, y R se definen como
anterlormente.

En determinadas realizaciones, A y V son independientemente H y halo, preferiblemente fluoro. En algunas
realizaciones preferidas, A y V son cada uno H. En otras realizaciones preferidas, A es fluoroy V es H.

En algunas reahzamones de Férmula (VIII) cada Q es independientemente halo, azido, -CN, -CF3, -CONR'R?, -
NR'R?, -SR?, -OR?, -R%, -W, -L-W, -W° o -L-N(R)- -W°. Debe entenderse que cada posicion sustituida opcmnalmente
por un grupo Q es sustltulda por hidrégeno cuando m, no p es 0.

En una realizacion preferida, my nson 0 6 1.

En otra realizacion preferida de Férmula (VIIl), m y n son 0.

En una realizacion preferida, m y n son 0.

En una reahzamon preferida de Férmula (VIII), R* es anU|Io C1-C4 o cicloalquilo C3-C7. En una realizacion preferida
en particular, R* es metilo. En otra realizacién preferida, R* es H.

En algunas realizaciones de formula (VIII), R” es H y R® es alquilo C-C4 sustltU|do por un anillo heterociclico
aromatico opcionalmente sustituido. En determinadas realizaciones preferidas, R®es un alquilo C1.4 sustituido con un
anillo de imidazol, piridina, pirimidina, piridazina o pirazina opcionalmente sustituido.

En algunas realizaciones, R’ es H y R® es un alquilo Cq4 sustituido por un anillo heterociclico aromatico
opcionalmente sustituido. En algunas de dichas realizaciones, el anillo heterociclico aromatico opcionalmente
sustituido se selecciona de entre piridina, pirimidina, pirazina, imidazol, pirrolidina y tiazol.

En determinadas realizaciones preferidas de Férmula (VIII), R” es H y R® se selecciona de entre -CHa-(piridina), -
CHa-(metilpiridina), -CHz-(metilpirimidina), -CHy-(metilpirimidina), -CHy-(pirazina), -CHy-(metilpirazina), -CH.-
(imidazol); -CH.-(N-metilimidazol); -CHg-(pirrolidina); -CH.-(N-metilpirrolidina); -CHz-(tiazol); y CHz-(N-metiltiazol).

En algunas realizaciones preferidas de Formula (VIII), R” y R® junto con N en -NR’R® forman un anillo de morfolina o
piperazina opcionalmente sustituido.

En algunas realizaciones preferidas en particular, el compuesto de Férmula (VIlI) comprende dos o mas
caracteristicas preferidas, a veces tres o0 mas caracteristicas preferidas.

Las realizaciones preferidas de la presente invencion incluyen los compuestos mostrados en las Tablas 1 a 8 y en
los Ejemplos.

En algunas realizaciones preferidas en particular, el compuesto tiene una de las siguientes estructuras:

/
N"\
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g
g‘NJ N N:\GH;,

o una sal o un éster farmacéuticamente aceptables del mismo.

La presente invenciéon proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden un compuesto que tiene una
cualquiera de la Férmula (VII) o (VIII) anterior, y un excipiente farmacéuticamente aceptable. En un ejemplo, la
composicion comprende un compuesto que tiene una cualquiera de las féormulas anteriores, polietilenglicol, y
propilenglicol en una solucion tampon.

Los compuestos de la invencion ejercen actividad biolégica en ensayos descritos en la presente memoria
descriptiva. Por ejemplo, los compuestos de la invencion pueden inhibir la biogenia de ARN y pueden suprimir €l
crecimiento tumoral. Aunque sin limitar la invenciéon por ninguna teoria de su funcionamiento, se cree que los
compuestos pueden funcionar en parte por la interaccion con regiones de formacion de estructuras cuadruples de
acidos nucleicos y modulacion de transcripcion de ARN ribosémico. Los compuestos de la invencion también
pueden modular la interacciéon de acidos nucleicos de formaciéon de estructuras cuadruples con nucleolina, una
proteina que se asocia con la apoptosis; asi, la modulacién de la actividad, la localizaciéon o la estabilidad de la
nucleolina también pueden contribuir a la capacidad de estos compuestos de inducir la apoptosis. En la presente
invencion se divulgan también procedimientos de preparacion de estos compuestos, y procedimientos de uso de los
mismos.

En consecuencia, en la presente memoria descriptiva se divulgan métodos para la reduccion de la proliferacion
celular y/o la inducciéon de muerte celular, que comprenden la puesta en contacto de un sistema con una cantidad
eficaz de un compuesto que tiene una cualquiera de las férmulas anteriores, o una composicién farmacéutica del
mismo y opcionalmente en combinacion con un agente quimioterapéutico, reduciendo asi la proliferacion celular y/o
induciendo la muerte celular, tal como apoptosis o muerte celular apoptética, en dicho sistema. El sistema puede ser
una célula o un tejido. El sistema puede incluir una célula pancreatica, tal como una célula de un sujeto o una célula
en cultivo (por ejemplo, in vitro o ex vivo). El sistema puede incluir una célula cancerosa pancreatica. El sistema
puede ser una linea celular tal como PC3, HCT116, HT29, MIA Paca-2, HPAC, Hs700T, Panc10.05, Panc02.13,
PL45, SW 190, Hs 766T, CFPAC-1, PANC-1, MV-4-11, THP-1 y K-562.

En la presente memoria descriptiva se divulgan también métodos para el tratamiento o la mejoria de un trastorno de
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proliferacion celular, que comprende la administracion a un sujeto necesitado del mismo de una cantidad eficaz de
un compuesto de Formula (VIl) o Férmula (VIIl), o una composicién farmacéutica del mismo y opcionalmente en
combinacién con un agente quimioterapéutico, tratando o mejorando de este modo dicho trastorno de proliferacion
celular. Por ejemplo, la proliferacién celular puede reducirse, y/o inducirse la muerte celular, tal como apoptosis o
muerte celular apoptética. El trastorno de proliferacion celular puede ser un tumor o un cancer en un sujeto humano
o animal. El cancer puede ser cancer de pancreas, lo que incluye tumores no endocrinos y endocrinos. Los ejemplos
ilustrativos de tumores no endocrinos incluyen pero no se limitan a adenocarcinomas, carcinomas de células
acinosas, carcinomas adenoescamosos, tumores de células gigantes, neoplasias mucinosas papilares intraductales,
cistoadenocarcinomas mucinosos, pancreatoblastomas, cistoadenomas serosos, tumores soélidos seudopapilares.
Un tumor endocrino puede ser un tumor de las células de los islotes.

Los métodos anteriores para la reduccion de la proliferacion celular y/o la induccion de muerte celular también
pueden realizarse en combinacién con un procedimiento y/o un agente quimioterapéutico. Los ejemplos de
procedimientos que pueden usarse en combinacion con los procedimientos divulgados en la presente memoria
descriptiva incluyen pero no se limitan a radioterapia y cirugia. En determinadas realizaciones, los compuestos de la
presente invencion son para su administracion en combinacién con un agente quimioterapéutico, y se usan para
reducir la proliferacion celular, inducir la muerte celular y/o mejorar un trastorno de proliferacion celular.

En la presente memoria descriptiva se divulgan también procedimientos para la reduccion o inhibicion de
proliferacion celular, que comprenden la puesta en contacto de un sistema o un sujeto necesitado del mismo con
una cantidad eficaz del compuesto de Formula (VII) o Férmula (VIII), o una composicion farmacéutica del mismo,
reduciendo o inhibiendo con ello la proliferacién celular.

En la presente memoria descriptiva se divulgan también procedimientos para la reduccion de valoraciones
microbianas, que comprenden la puesta en contacto de un sistema con una cantidad eficaz de un compuesto de
Formula (1), (1), (1), (1V), (V), (VD), (VI'), (VII) o (VIII), o una composicién farmacéutica del mismo y opcionalmente
con un agente antimicrobiano, reduciendo asi las valoraciones microbianas. El sistema puede ser una célula o un
tejido. En la presente invencion se proporcionan también procedimientos para mejorar una infecciéon microbiana, que
comprenden la administracion a un sujeto necesitado del mismo de una cantidad eficaz de un compuesto que tiene
una cualquiera de las férmulas anteriores, o una composicion farmacéutica del mismo y opcionalmente con un
agente antimicrobiano, mejorando asi dicha infeccion microbiana. El sujeto puede ser un ser humano o un animal.
Las valoraciones microbianas pueden ser valoraciones viricas, bacterianas o fungicas.

En la presente memoria descriptiva se divulgan también procedimientos para determinar la selectividad de
interaccion entre un compuesto que tiene una cualquiera de las féormulas anteriores, y acidos nucleicos capaces de
formar una estructura cuadruple, que comprenden: a) la puesta en contacto de un compuesto en ausencia de una
molécula competidora con tres o0 mas acidos nucleicos capaces de formar una estructura cuadruple, donde cada
acido nucleico no es un acido nucleico telomérico; b) la medida de una interacciéon directa entre el compuesto y
dichos tres o mas acidos nucleicos; y c) la determinacion de la selectividad de interaccion a partir de una
comparacion de las medidas de interaccion. En un ejemplo, tres o0 mas acidos nucleicos comprenden una secuencia
de nucledtidos situada en posicion 5' de una secuencia de nucleétidos de oncogén. El oncogén puede ser MYC, HIF,
VEGF, ABL, TGF, PDGFa, MYB, SPARC, HER, VAV, RET, H-RAS, EGF, SRC, BCL-1, BCL-2, DHFR o HMGA. En
la determinacién de la selectividad de interaccién, el compuesto puede ponerse en contacto por separado con cada
uno de dichos tres 0 mas acidos nucleicos en un recipiente diferente. Ademas, la selectividad de interaccién puede
determinarse a partir de una comparacion de valores Clsp.

Los compuestos de la presente invencidon pueden interaccionar o no con regiones de ADN que pueden formar
estructuras cuadruples. En determinadas realizaciones, los compuestos de la presente invencion pueden unirse a
y/o estabilizar una estructura cuadruple propulsora. Los ejemplos de estructuras cuadruples propulsoras incluyen
pero no se limitan a H-RAS, RET, BCL-1, DHFR, TGF-B, HIF-1a, VEGF, c-Myc, o PDGFa. En otra realizacion, el
compuesto puede unirse a y/o estabilizar una estructura cuadruple en silla o en cesta. Por ejemplo, el compuesto
puede unirse a y/o estabilizar BCL-2.

En la presente memoria descriptiva se divulgan también procedimientos para la induccién de muerte celular, tal
como muerte celular apoptética (apoptosis), que comprenden la administracion a un sistema o un sujeto necesitado
del mismo de una cantidad eficaz de un compuesto que tiene una cualquiera de las Férmulas (VII) o (VIII) anteriores,
0 una composicion farmacéutica del mismo y opcionalmente con un agente quimioterapéutico. En la presente
memoria descriptiva se divulgan también métodos para el tratamiento o la mejoria de un trastorno mediado por la
sobreexpresion de un oncogén, tal como sobreexpresion de c-Myc, que comprenden la administraciéon a un sistema
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o un sujeto necesitado del mismo de una cantidad eficaz de un compuesto que tiene cualquiera de las férmulas, o
una composicion farmacéutica del mismo y opcionalmente con un agente quimioterapéutico. El sujeto puede ser un
ser humano o un animal, y el sistema puede ser una célula o un tejido.

Los compuestos de las formulas anteriores también pueden ser capaces de modular las actividades de diversas
protein-quinasas, ya que contienen caracteristicas estructurales que segun se conoce se unen a protein-quinasas, y
en consecuencia son Utiles para la identificacion de moduladores de protein-quinasas usando procedimientos de
cribado conocidos en la técnica. En la presente memoria descriptiva se divulgan procedimientos de cribado
representativos para ciertas quinasas. En la presente memoria descriptiva se divulga también un procedimiento para
la identificacién de un modulador de una proteina-cinasa, modulador que a veces es un potente modulador de una o
mas protein-quinasas en particular. Este procedimiento comprende el cribado de una biblioteca de compuestos
descritos en la presente memoria descriptiva, biblioteca que contiene al menos 10 compuestos diferentes, cada uno
de los cuales tiene Férmula (VII) o (VIII), y a menudo al menos 100 de dichos compuestos, por su capacidad para
modular la actividad de una proteina-cinasa.

Alternativamente, el procedimiento comprende el cribado de un conjunto de proteinquinasas, tal como al menos tres
o al menos diez protein-quinasas, con un compuesto de Férmula (VII) o (VIIl), para determinar un perfil de actividad
diferencial. Estos procedimientos permiten al usuario identificar un compuesto que tiene un nivel deseado de
actividad y/o selectividad como un modulador de la actividad de proteina-cinasa, compuesto que puede usarse para
iniciar un programa de desarrollo farmacoldgico. Asi, en la presente memoria descriptiva se divulga también una
composicion que comprende una proteina-cinasa aislada que forma complejo con un compuesto de Férmula (VII) o
(VII). Dichos complejos son utiles por la informacion que proporcionan acerca del sitio de unién de un compuesto
modulador en la cinasa en particular, y como una herramienta de investigacion para analizar la estructura de la
cinasa. Dichos complejos son utiles también porque pueden cristalizar mas facilmente que la cinasa sin formacién de
complejo, al permitir la cristalizacion y la determinacion de la estructura cristalina en casos en que no seria posible
sin el compuesto modulador unido.

En la presente memoria descriptiva se divulga también un procedimiento para la identificacion de una molécula que
modula una interaccion entre un acido nucleico ribosémico y una proteina que interacciona con el acido nucleico,
que comprende: (a) la puesta en contacto de un acido nucleico que contiene una secuencia de nucledtidos
ribosémicos humanos y la proteina con una molécula de prueba que tiene cualquiera de las estructuras divulgadas
anteriormente, donde el acido nucleico es capaz de unirse a la proteina, y (b) la deteccion de la cantidad del acido
nucleico ligado o no ligado a la proteina, con lo que la molécula de prueba se identifica como una molécula que
modula la interacciéon cuando una cantidad diferente del acido nucleico se une a la proteina en presencia de la
molécula de prueba que en ausencia de la molécula de prueba. La proteina puede seleccionarse de entre el grupo
que consiste en nucleolina, fibrilarina, RecQ, QPN1 y fragmentos funcionales de los anteriores.

En la presente memoria descriptiva se divulga también un procedimiento para la identificacion de una molécula que
provoca desplazamiento de nucleolina, que comprende (a) la puesta en contacto de un acido nucleico que contiene
una secuencia de nucleotidos ribosémicos humanos y una proteina nucleolina con una molécula de prueba de
Férmula (VII) o (VIII), donde el acido nucleico es capaz de unirse a la proteina nucleolina, y (b) la deteccion de la
cantidad del acido nucleico ligado o no ligado a la proteina nucleolina, con lo que la molécula de prueba se identifica
como una molécula que provoca desplazamiento de nucleolina cuando se une menos acido nucleico a la proteina
nucleolina en presencia de la molécula de prueba que en ausencia de la molécula de prueba. La proteina nucleolina
puede estar en asociacion con una etiqueta detectable, y la proteina nucleolina a veces esta en asociacién con una
fase solida. El acido nucleico a veces esta en asociacion con una etiqueta detectable, y en determinadas
realizaciones el acido nucleico puede estar en asociacion con una fase sélida. El acido nucleico puede ser ADN,
ARN o un analogo de los mismos, y en realizaciones especificas puede comprender una secuencia de nucleotidos
descrita anteriormente. En la presente memoria descriptiva se divulga también una composiciéon que comprende un
acido nucleico que tiene una secuencia de nucledtidos ribosémicos proporcionada en la presente memoria
descriptiva, o una secuencia sustancialmente idéntica de la misma, y/o una proteina que se une a la secuencia de
nucleotidos (por ejemplo, nucleolina, fibrilarina, RecQ, QPN1 y fragmentos funcionales de los anteriores), y un
compuesto de Formula (VII) o (VIII).

También se divulga un procedimiento para la identificacion de una molécula que se une a un acido nucleico que
contiene una secuencia de nucleotidos ribosémicos humanos, que comprende: (a) la puesta en contacto de un acido
nucleico que contiene una secuencia de nucleétidos ribosdémicos humanos descrita en la presente memoria
descriptiva, un compuesto que se une al acido nucleico y una molécula de prueba de Férmula (VII) o (VIII), y (b) la
deteccion de la cantidad del compuesto ligado o no ligado al acido nucleico, con lo que la molécula de prueba se
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identifica como una molécula que se une al acido nucleico cuando menos compuesto se une al acido nucleico en
presencia de la molécula de prueba que en ausencia de la molécula de prueba. El compuesto a veces esta en
asociacion con una etiqueta detectable, y a veces es radiomarcado. En determinadas realizaciones el acido nucleico
puede estar en asociacion con una fase solida. El acido nucleico puede ser ADN, ARN o un analogo de los mismos,
y puede comprender una secuencia de nucleétidos descrita anteriormente en realizaciones especificas. El acido
nucleico puede formar una estructura cuadruple, tal como una estructura cuadruple intramolecular, en determinadas
realizaciones.

También se divulga en la presente memoria descriptiva un procedimiento para la identificacion de un modulador de
sintesis de acidos nucleicos, que comprende la puesta en contacto de un acido nucleico de plantilla, un
oligonucledtido cebador que tiene una secuencia de nucleotidos complementaria a una secuencia de nucledtidos de
acidos nucleicos de plantilla, nucleétidos de extension, una polimerasa y una molécula de prueba de Férmula (VII) o
(VII), en condiciones que permiten que el oligonucledtido cebador se hibride con el acido nucleico de plantilla, donde
el acido nucleico de plantilla comprende una secuencia de nucledétidos ribosémicos humanos, y la deteccion de la
presencia, ausencia o la cantidad de un producto cebador alargado sintetizado por extension del acido nucleico
cebador, con lo que la molécula de prueba se identifica como un modulador de sintesis de acidos nucleicos cuando
se sintetiza menos producto cebador alargado en presencia de la molécula de prueba que en ausencia de la
molécula de prueba.

El procedimiento puede incluir la identificacion de un modulador de sintesis de ARN, y en puede incluir también, la
identificacion de un modulador de sintesis de ARN nucleolar. El acido nucleico de plantilla a veces es ADN y a veces
es ARN, y la plantilla puede incluir a modo de ejemplo uno cualquiera o mas de las secuencias de nucledtidos
ribosdmicos descritas en la presente memoria descriptiva. La polimerasa a veces es una polimerasa de ADN y a
veces es una polimerasa de ARN. Las células pueden ponerse en contacto con un compuesto de prueba de Férmula
(VI) o (VIII) y los niveles de ARN se detectan en las células, con lo que un compuesto de prueba que reduce la
cantidad de ARN en comparacién con las células no tratadas con el compuesto de prueba se identifica como una
molécula que modula la sintesis de ARN. En el ultimo caso, pueden evaluarse los niveles de ARN totales, y en
algunos casos, puede la cantidad total del ARN recién sintetizado, por ejemplo, por incorporacion y deteccién de un
nucledtido detectable en el ARN (por ejemplo, marcado radiactivamente como nucleétido (tal como nucledtido
tritiado)), por ejemplo.

En un ensayo especifico, en la presente memoria descriptiva se divulga un procedimiento para la identificacion de
una molécula que modula la sintesis de ARN ribosémico (ARNr), que comprende: la puesta en contacto de células
con una molécula de prueba de Férmula (VII) o (VIII), la puesta en contacto de una secuencia de nucledtidos
ribosdmicos con uno o mas cebadores que amplifican una porciéon de los mismos y una sonda marcada que se
hibrida en el producto de amplificacion, y la deteccion de la cantidad del producto de amplificacion por hibridacion de
la sonda marcada, con lo que una molécula de prueba que reduce o aumenta la cantidad de producto de
amplificacién se identifica como una molécula que modula la sintesis de ARNr. La sonda marcada puede afadirse
después de afiadir los cebadores y el ARNr se amplifica, y en determinados casos, la sonda marcada y los
cebadores se afiaden al mismo tiempo. La porcion de secuencia de nucleétidos ribosémica amplificada esta a veces
en el extremo 5' de ADN.

En la presente memoria descriptiva se divulga también una biblioteca de compuestos, que biblioteca que comprende
al menos 10 compuestos de Férmula (VII) o (VIII). La biblioteca contiene preferentemente al menos 100 de dichos
compuestos. Esta biblioteca puede usarse para identificar compuestos que tienen una o mas de las actividades
descritas en la presente memoria descriptiva, o una combinacién especifica de dichas actividades usando
procedimientos conocidos en la técnica. El procedimiento es util especialmente para la identificacion de moléculas
que tienen un nivel umbral de actividad bioldgica, lo que incluye pero no se limita a (a) la union al acido nucleico
cuadruple o la inhibicién de la formacion de acido nucleico cuadruple (ADNr o ARNr), (b) la actividad frente a una
proteina-cinasa especifica o un conjunto de protein-quinasas y (c) la actividad como modulador de unién de un acido
nucleico a una proteina, tal como, por ejemplo nucleolina.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra una comparacion de casete y valores ABC individuales para la administracion oral de
compuestos RBI.

Definiciones
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La presente invencion puede entenderse mas facilmente con referencia a la siguiente descripcion detallada de las
realizaciones preferidas de la invencion y a los Ejemplos incluidos en la presente memoria descriptiva. Debe
entenderse que la terminologia usada en la presente memoria descriptiva tiene como objetivo sélo describir
realizaciones especificas y no pretende ser limitativa.

A no ser que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria
descriptiva tienen el mismo significado que entienden normalmente los expertos en la materia a los que se dirige la
invencion.

Tal como se usa en la presente memoria descriptiva, "uno” o "una" significan "al menos uno" o "uno o mas”. Tal
como se usa en la presente memoria descriptiva, "aproximadamente" significa que el valor numérico es aproximado
y que pequefias variaciones no influirian significativamente en la practica de la invencién. Cuando se usa una
limitacién numérica, a no ser que se indique lo contrario por el contexto, "aproximadamente" significa que el valor
numérico puede variar en £10% y permanecer dentro del alcance de la invencion.

Tal como se usa en la presente memoria descriptiva, el término "alquilo” se refiere a un compuesto que contiene
carbono. Los grupos "alquilo” pueden ser lineales o ramificados. Los grupos alquilo ciclicos se refieren en la
presente memoria descriptiva como "cicloalquilo”. "Heteroalquilo” se refiere a un compuesto en el que al menos un
atomo de carbono de la estructura alquilo ha sido sustituido por un heteroatomo, normalmente N, O o S. Grupos
"alquenilo” y "alquinilo” se refieren a fracciones alquilo que contienen al menos un doble enlace o un triple enlace,
respectivamente.

Los sustituyentes opcionales cuando estan presentes en un grupo alquilo, alquenilo o alquinilo, o una heteroforma
de uno de los mismos, incluyen pero no se limitan a OH, alcoxi C1.s, amino opcionalmente sustituido, amido, CN,
carboxi, halo, =0, arilo, anillos heterociclicos o carbociclicos opcionalmente sustituidos o sustituyentes inorganicos.

Tal como se usa en la presente memoria descriptiva, el término "carbociclo" se refiere a un compuesto ciclico que
contiene soélo atomos de carbono en el anillo, mientras que un "heterociclo" se refiere a un compuesto ciclico que
comprende un heteroatomo como miembro del anillo. Las estructuras carbociclicas y heterociclicas comprenden
compuestos que tienen sistemas de anillos monociclicos, biciclicos o multiples, y pueden ser saturadas,
parcialmente insaturadas o aromaticas. Los anillos carbociclicos y heterociclicos pueden estar opcionalmente
sustituido por grupos sustituyentes adecuados para su estructura.

Tal como se usa en la presente memoria descriptiva, el término "azaciclico" o "anillo azaciclico" se refiere a un anillo
monociclico saturado, parcialmente insaturado o aromatico de 3 a 7 miembros o un sistema de anillo biciclico
fusionado de 8 a 12 miembros que contiene al menos un atomo de nitrégeno. Dichos anillos azaciclicos pueden
contener opcionalmente de 1 a 2 heteroatomos adicionales seleccionados de entre N, O, y S como miembros del
anillo, y pueden estar opcionalmente sustituidos en la medida en que dicha sustitucion tenga sentido quimico.

Tal como se usa en la presente memoria descriptiva, el término "arilo” se refiere a un sustituyente de hidrocarburo
poliinsaturado, normalmente aromatico, mientras que "heteroarilo” o "heteroaromatico" se refieren a un anillo
aromatico que contiene un heteroatomo como miembro del anillo. Las estructuras arilo y heteroarilo comprenden
compuestos que tienen sistemas monociclicos, biciclicos o multiples, y pueden estar opcionalmente sustituidas.

Tal como se usa en la presente memoria descriptiva, el término "heteroatomo" se refiere a cualquier atomo que no
es carbono o hidrégeno, tal como nitrégeno, oxigeno o azufre.

"Heteroforma" tal como se usa en la presente memoria descriptiva se refiere a un grupo donde uno o mas atomos de
carbono de una fracciéon de hidrocarbilo han sido sustituidos por un heteroatomo, normalmente N, O o S. Por
ejemplo, el heteroarilo es la heteroforma de arilo, y el heteroalquilo es la heteroforma de alquilo. Los ejemplos
ilustrativos de heterociclos incluyen pero no se limitan a tetrahidrofurano, 1,3-dioxolano, 2,3-dihidrofurano, pirano,
tetrahidropirano, benzofurano, isobenzofurano, 1,3-dihidro-isobenzofurano, isoxazol, 4,5-dihidroisoxazol, piperidina,
pirrolidina, pirrolidin-2-ona, pirrol, piridina, pirimidina, octahidro-pirrolo[3,4-b]piridina, piperazina, pirazina, morfolina,
tiomorfolina, imidazol, imidazolidina-2,4-diona, 1,3-dihidrobencimidazol-2-ona, indol, tiazol, benzotiazol, tiadiazol,
tiofeno, tetrahidro-tiofeno  1,1-didxido, diazepina, ftriazol, guanidina, diazabiciclo[2.2.1]heptano, 2,5-
diazabiciclo[2.2.1]heptano, 2,3,4,4a,9,9a-hexahidro-1H-B-carbolina, oxirano, oxetano, tetrahidropirano, dioxano,
lactonas, aziridina, azetidina, piperidina, lactamas, y pueden comprender también heteroarilos. Otros ejemplos
ilustrativos de heteroarilos incluyen pero no se limitan a furano, pirrol, piridina, pirimidina, imidazol, bencimidazol y
triazol.
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Los ejemplos ilustrativos de anillos azaciclicos incluyen pero no se limitan a anillos opcionalmente sustituidos de
aziridina, azetidina, imidazol, imidazolina, pirrol, pirrolina, pirrolidina, pirazol, pirazolina, oxazol, oxazolina, isoxazol,
isoxazolina, tiazol, tiazolina, piridina, dihidropiridina, tetrahidropiridina, piperidina, piperazina, pirimidina, piridazina,
pirazina, morfolina, tiomorfolina, homopiperazina, homomorfolina, homotiomorfolina, bencimidazol e indol.

Los sustituyentes preferidos cuando estan presentes en un anillo azaciclico o heterociclico incluyen halo, =0, acilo,
aroilo, carbamoilo, o un anillo carbociclico o heterociclico opcionalmente sustltmdo o anU|Io C1.6, alquenilo C2 &
alquinilo Ca6 opcmnalmente sustituidos o heteroformas de los mismos; u -OR®, -NR°R®, -COOR?®, o -C(O)NR°R®,

donde cada uno de R® y R® es |ndepend|entemente H o alquilo, arilo o arllalquno C1-C6, o una heteroforma de uno
de los mismos; y donde en cada -NR°R®, R® y R® junto con N pueden formar un anillo de 5 a 6 miembros
opcionalmente sustituido, que contiene opaonalmente un heteroatomo adicional seleccionado de entre N, O y S
como miembro del anillo.

Los sustituyentes preferldos en particular cuando estan presentes en un anillo azaciclico aromatico incluyen uno o
mas halo o grupos alquilo c'® opcionalmente sustituidos, donde dichos sustituyentes opcionales se seleccionan de
entre el grupo que consiste en halo, hidroxi y oxo (=O).

Los sustituyentes preferidos cuando estan presentes en un anillo arilo o heteroarilo incluyen opcmnalmente
sustltmdo alqullo C1.6, alquenilo Cz 6, alquinilo 026 opmonalmente sustltmdos halo, -CN, -CF3, -OCFs3, NOz, u OR
NR°R®, -COOR®, o -C(O)NR°R® -SO.NR°R°, -NC(O)R®°, o -NSO,R° donde cada uno de R’ y R® es
|ndepend|entemente H o alquilo arllo C1-C6, o arilalquilo, o una heteroforma de uno de los mismos; y donde en
cada -NR°R®, R® y R® junto con N pueden formar un anillo de 5 a 7 miembros opcionalmente sustituido, que contiene
opaonalmente un heteroatomo adicional seleccionado de entre N, O y S como miembro del anillo.

Tal como se usa en la presente memoria descriptiva, el término "sustituyente inorganico" se refiere a sustituyentes
que no contienen carbono o contienen carbono unido a elementos distintos de hidrogeno (por ejemplo, carbono
elemental, monoxido de carbono, dioxido de carbono y carbonato). Los ejemplos de sustituyentes inorganicos
incluyen pero no se limitan a nitro, halégeno, sulfonilos, sulfinilos, fosfatos, etc.

Los términos "tratar”, "tratamiento" y "efecto terapéutico" tal como se usan en la presente memoria descriptiva se
refieren a la reduccioén o interrupcion de la tasa de proliferacion celular (por ejemplo, ralentizando o deteniendo el
crecimiento tumoral) o la reduccion del nimero de células cancerosas en proliferacion (por ejemplo, eliminacion de
parte o la totalidad de un tumor). Estos términos también son aplicables a la reducciéon de la valoracion de un
microorganismo en un sistema (es decir, célula, tejido o sujeto) infectados con un microorganismo, la reduccion de la
tasa de propagacion microbiana, la reduccion del numero de sintomas o del efecto de un sintoma asociado con la
infeccion microbiana y/o la eliminacion de cantidades detectables del microbio en el sistema. Los ejemplos de
microorganismo incluyen pero no se limitan a virus, bacteria y hongo.

Tal como se usa en la presente memoria descriptiva, el término "agente quimioterapéutico" se refiere a un agente
terapéutico que puede usarse para el tratamiento o la mejoria de un trastorno de proliferacion celular tal como
tumores o cancer. Los ejemplos de agentes quimioterapéuticos incluyen pero no se limitan a un agente
antineoplasico, un agente de alquilacién, un alcaloide vegetal, un agente antimicrobiano, una sulfonamida, un agente
antiviral, un agente de platino y otros agentes anticancerosos conocidos en la técnica. Los ejemplos particulares de
agentes quimioterapéuticos incluyen pero no se limitan a cisplatino, carboplatino, busulfano, metotrexato,
daunorrubicina, doxorrubicina, ciclofosfamida, mefalano, vincristina, vinblastina, clorambucilo, paclitaxel, gemcitabina
y ofros conocidos en la técnica. (Véase por ejemplo, Goodman & Gilman's, The Pharmacological Basis of
Therapeutics (9% ed) (Goodman, y col., eds.) (McGraw-Hill) (1996); y 1999 Physician's Desk Reference (1998)).

Tal como se usa en la presente memoria descriptiva, el término "apoptosis" se refiere a un programa suicida o de
autodestruccion celular intrinseca. En respuesta a un estimulo desencadenante, las células experimentan una
cascada de acontecimientos que incluyen contraccion celular, formaciéon de vesiculas de membranas celulares y
condensacion cromatica y fragmentacion. Estos acontecimientos culminan en la conversion celular en grupos de
particulas ligadas a membrana (cuerpos apoptéticos), que posteriormente son engullidos por macréfagos.

Tal como se usa en la presente memoria descriptiva, "sujeto” se refiere a un sujeto humano o animal. En
determinadas realizaciones preferidas, el sujeto es un ser humano.

Descripcion de la invencién
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La presente invencion se refiere a compuestos que tienen Formula (V1) y (VIII), y sales, ésteres y profarmacos
farmacéuticamente aceptables de los mismos. La invencion proporciona analogos de quinolona activos oralmente
que pueden inhibir la proliferacion celular y/o inducir la apoptosis celular. La presente invencion proporciona también
procedimientos de preparacion de dichos analogos de quinolona activos oralmente, y procedimientos de tratamiento
de trastornos de proliferacion celular mediante la administracién de los mismos.

Los compuestos de la presente invencidon pueden interaccionar o no con regiones de ADN que pueden formar
estructuras cuadruples.

A continuacioén se reproducen los compuestos de la presente invencion que tienen las Formulas (VII) y (VIII):

(VIID

o \_

Qn

donde A, V, Y, Z, U1, U2, X1, X2, X3, X4, X5, X6, X7, R4, R7, Ra, Q, m, n y p se definen tal como se describe
adicionalmente en la presente memoria descriptiva.

Los compuestos de la presente invencion pueden ser quirales. Tal como se usa en la presente memoria descriptiva,
un compuesto quiral es un compuesto que es diferente de su imagen especular, y tiene un enantiomero. Ademas,
los compuestos pueden ser racémicos, o un enantiomero o estereoisémero aislado. Los procedimientos de sintesis
de compuestos quirales y de resolucion de una mezcla racémica de enantidmeros son bien conocidos para los
expertos en la materia. Véase, por ejemplo, March, "Advanced Organic Chemistry”, John Wiley and Sons, Inc.,
Nueva York, (1985).

Los compuestos de la presente invencion pueden probarse usando ensayos de cribado como los descritos en la
presente memoria descriptiva.

Los compuestos descritos en la presente memoria descriptiva pueden interaccionar con regiones de acidos
nucleicos que pueden formar estructuras cuadruples. Dado que las regiones de ADN que pueden formar estructuras
cuadruples son reguladores de procesos biologicos tales como transcripcion de oncogenes, pueden usarse
moduladores de la actividad bioldgica de las estructuras cuadruples como productos terapéuticos contra el cancer.
Las moléculas que interaccionan con regiones de ADN que pueden formar estructuras cuadruples pueden ejercer un
efecto terapéutico en determinados trastornos de proliferacion celular y dolencias relacionadas. En particular, la
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expresion de oncogenes aumentada de forma andémala puede causar trastornos de proliferacion celular, y las
estructuras cuadruples normalmente regulan por disminucion la expresion de oncogenes. Los ejemplos de
oncogenes incluyen pero no se limitan a MYC, HIF, VEGF, ABL, TGF, PDGFA, MYB, SPARC, HUMTEL, HER, VAV,
RET, H-RAS, EGF, SRC, BCL1, BCL2, DHFR, HMGA y otros oncogenes conocidos para el experto en la materia.
Ademas, los compuestos descritos en la presente memoria descriptiva pueden induce muerte celular (por ejemplo,
apoptosis) y no interaccionan con regiones de ADN que pueden formar estructuras cuadruples.

Las moléculas que se unen a regiones de ADN que pueden formar estructuras cuadruples pueden ejercer un efecto
biolégico de acuerdo con diferentes mecanismos, que incluyen por ejemplo, la estabilizacién de una estructura
cuadruple nativa, la inhibicién de la conversién de una estructura cuadruple nativa en ADN bicatenario bloqueando la
escision de cadena vy la estabilizacion de una estructura cuadruple nativa que tiene una sustitucion de nucleétidos de
desestabilizacion de la estructura cuadruple y otras interacciones especificas de secuencia. Asi, los compuestos que
se unen a regiones de ADN que pueden formar estructuras cuadruples descritas en la presente memoria descriptiva
pueden administrarse a células, tejidos u organismos con el fin de proporcionar regulacion por disminucion de la
transcripcion de oncogenes y con ello el tratamiento de trastornos de proliferacién celular.

La determinacioén de si la actividad biolégica de ADN nativo que puede formar estructuras cuadruples se modula en
una célula, tejido u organismo puede conseguirse mediante la vigilancia de la actividad bioldgica de las estructuras
cuadruples. La estructura cuadruple que forma regiones de actividad biolégica de ADN puede vigilarse en células,
tejidos u organismos, por ejemplo, mediante la deteccidon de una disminuciéon o un aumento en la transcripcion
génica en respuesta a la puesta en contacto de la estructura cuadruple que forma el ADN con una molécula. La
transcripcién puede detectarse directamente observando los transcritos de ARN u observando polipéptidos
traducidos por transcritos, que son procedimientos bien conocidos en la técnica.

Las moléculas que interaccionan con ADN de formacion de estructura cuadruple y acidos nucleicos de formacion de
estructura cuadruple pueden usarse para tratar numerosos trastornos de proliferacion celular. Los trastornos de
proliferacion celular incluyen, por ejemplo, canceres colorrectales y trastornos neoplasicos hematopoyéticos (es
decir, enfermedades que implican células hiperplasicas/neoplasicas de origen hematopoyético tales como las que
proceden de linajes mieloide, linfoide o eritroide, o células precursoras de los mismos). Las enfermedades pueden
proceder de leucemias agudas insuficientemente diferenciadas, por ejemplo, leucemia eritroblastica vy
megacarioblastica aguda. Los trastornos mieloides adicionales incluyen, pero no se limitan a, leucemia promieloide
aguda (LPMA), leucemia mielégena aguda (LMA) y leucemia mieldgena cronica (LMC) (Vaickus, Crit. Rev. in
Oncol./Hemotol. 11:267-297 (1991)). Las malignidades linfoides incluyen, pero no se limitan a, leucemia linfoblastica
aguda (LLA), que incluye LLA de linaje B y LLA de linaje T, leucemia linfocitica crénica (LLC), leucemia prolinfocitica
(LPL), leucemia de las células pilosas (LCP) y macroglobulinemia de Waldenstrom (MW). Las formas adicionales de
linfomas malignos incluyen, pero no se limitan a linfoma no hodgkiniano y variantes del mismo, linfomas de linfocitos
T periféricos, célula leucemia/linfoma de estirpe T del adulto (LTA), linfoma de linfocitos T cutaneo (LLTC), leucemia
linfocitica granular grande (LGG), enfermedad de Hodgkin y enfermedad de Reed-Sternberg. Los trastornos de
proliferacion celular incluyen también canceres colorrectal, de mama, de pulmoén, de higado, de pancreas, de los
ganglios linfaticos, de colon, de prostata, de encéfalo, de cabeza y cuello, de piel, de higado, de rifidn y de corazén.
Los compuestos que interaccionan con regiones de ADN que pueden formar estructuras cuadruples también pueden
usarse para dirigirse a procesos y dolencias relacionados con cancer, tales como angiogénesis incrementada,
mediante la inhibicion de la angiogénesis en un sujeto.

También se divulga en la presente memoria descriptiva un procedimiento para la reduccién de la proliferacion celular
o para el tratamiento o el alivio de trastornos de proliferacién celular, que comprende la puesta en contacto de un
sistema que tiene un ADN nativo capaz de formar una regiéon cuadruple con un compuesto que tiene una cualquiera
de las formulas anteriores. El sistema puede ser un grupo de células o uno o mas tejidos. El sistema es un sujeto
necesitado de un tratamiento de un trastorno de proliferacion celular (por ejemplo, un mamifero tal como un ratén,
una rata, un mono o un ser humano). En la presente memoria descriptiva se divulga también un procedimiento para
el tratamiento de cancer colorrectal mediante la administracion de un compuesto que interacciona con una regién de
formacion de estructuras cuadruples c-MYC a un sujeto necesitado del mismo, reduciendo asi la proliferacién celular
del cancer colorrectal. Ademas, en la presente memoria descriptiva se divulga también un procedimiento para inhibir
la angiogénesis y opcionalmente tratar un cancer asociado con la angiogénesis, que comprende la administracion de
un compuesto que interacciona con una region de formacion de estructuras cuadruples del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) a un sujeto necesitado del mismo, reduciendo asi la angiogénesis y opcionalmente
tratando un cancer asociado con la angiogénesis.

Los compuestos que interaccionan con regiones de formacion de estructuras cuadruples de ADN pueden usarse
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también para reducir una infeccidén microbiana, tal como una infeccion virica. Los retrovirus ofrecen numerosas
dianas potenciales para para la terapéutica dirigida a un G-cuadruple. Los G-cuadruples se han relacionado como
elementos funcionales en al menos dos estructuras secundarias formadas por ARN o ADN virico en VIH, la
estructura de conector de dimero (DLS) y el flap de ADN central (CDF). Ademas, los aptameros de ADN que son
capaces de adoptar estructuras cuadruples intermoleculares o intramoleculares son capaces de inhibir la replicacion
virica. En un ejemplo, los aptameros de ADN son capaces de inhibir la replicacion virica por direccionamiento de la
glucoproteina de envoltura (supuestamente). En otro ejemplo, los aptameros de ADN inhiben la replicacion virica
mediante direccionamiento de la VIH-integrasa respectivamente, lo que sugiere la implicacion de estructuras
cuadruples nativas en interaccion con la enzima integrasa.

Las estructuras de conectores de dimeros, que son comunes para todos los retrovirus, sirven para unir dos copias
del genoma viral junto por una interacciéon no covalente entre los dos extremos 5' de las dos secuencias de ARN
viricas. El dimero gendmico se asocia de forma estable con la proteina gag en la particula de virus maduro. En el
caso de VIH, el origen de esta union no covalente puede trazarse hasta una secuencia de 98 pares de bases que
contienen varias series de al menos dos guaninas consecutivas (por ejemplo, la 3' para la formacién de dimeros de
ARN in vitro). La observacion de la dependencia de un catién (potasio) para la formacién y estabilidad del dimero in
vitro, ademas de la incapacidad de una secuencia de sentido contrario de lograr una dimerizacion eficaz, ha
revelado que la estructura de unién mas probable es un G-cuadruple intermolecular.

Antes de la integracion en el genoma del hospedador, el ADN virico de transcripcién inversa forma un complejo de
preintegracion (PIC) con al menos dos importantes proteinas viricas, la integrasa y la transcriptasa inversa, que
posteriormente es transportada en el nucleo. El flap de ADN central (CDF) se refiere una cola monocatenaria de 99
bases de longitud de la cadena +, que se produce cerca del centro del ADN bicatenario virico, del que se conoce
que tiene un papel en la importaciéon nuclear del PIC. Se ha demostrado que la emulacion por el oligonucledtido del
CDF forma G-cuadruples intermoleculares en sistemas sin células.

Asi, los compuestos que reconocen las regiones de formacioén de estructuras cuadruples pueden usarse para
estabilizar la estructura de conector de dimero y prevenir asi el desacoplamiento de las dos cadenas de ARN.
Ademas, al unirse a la estructura cuadruple formada por el CDF, pueden desorganizarse los episodios de
reconocimiento y/o unién para el transporte nuclear del PIC. En cualquier caso, puede existir una ventaja sustancial
con respecto a otras terapias antivirales. Los actuales regimenes de terapias antirretrovirales de alta actividad
(HAART) se basan en el uso de combinaciones de farmacos dirigidos hacia la VIH proteasa y la VIH integrasa. El
requisito de regimenes de multiples farmacos es reducir al minimo la aparicion de resistencias, que en general se
desarrollaran muy rapidamente cuando se usan agentes de forma aislada. La fuente de esta resistencia tan rapida
es la ausencia de fidelidad de la enzima transcriptasa inversa que produce una mutacién aproximadamente una vez
en cada 10.000 pares de bases. Una ventaja del direccionamiento de estructuras cuadruples viricas con respecto a
las dianas de proteina es que el desarrollo de resistencia es lento o es imposible. Una mutacién puntual de la
estructura cuadruple diana puede poner en riesgo la integridad de la estructura cuadruple y conducir a una copia no
funcional del virus. Un Unico agente terapéutico basado en este concepto puede sustituir a los multiples regimenes
farmacoloégicos empleados en la actualidad, con los beneficios al mismo tiempo de reduccion del coste y eliminacion
de interacciones perniciosas entre farmacos.

En la presente memoria descriptiva se divulga un procedimiento para la reduccién de una valoraciéon microbiana en
un sistema, que comprende la puesta en contacto de un sistema que tiene una region de formacién de cuadruple de
ADN nativo con un compuesto que tiene una cualquiera de las férmulas anteriores. El sistema puede ser uno o mas
células o tejidos. Los ejemplos de valoraciones microbianas incluyen pero no se limitan a valoraciones viricas,
bacterianas o fungicas. El sistema puede ser un sujeto necesitado de un tratamiento para una infeccion virica (por
ejemplo, un mamifero tal como un ratén, una rata, un mono o un ser humano). Los ejemplos de infecciones viricas
incluyen infecciones debidas a virus de la hepatitis (por ejemplo, hepatitis B o C), virus de inmunodeficiencia humana
(VIH), rinovirus, virus de herpes zoster (VHZ), virus del herpes simple (por ejemplo, VHS-1 o VHS-2),
citomegalovirus (CMV), virus de vacuna, virus de la gripe, virus de la encefalitis, hantavirus, arbovirus, virus del Nilo
Occidental, virus del papiloma humano (VPH), virus de Epstein-Barr y virus sincitial respiratorio. En la presente
memoria descriptiva se divulga también un método para el tratamiento de infeccion por VIH mediante la
administracion de un compuesto que tiene una cualquiera de las formulas anteriores a un sujeto necesitado del
mismo, reduciendo asi la infeccién por VIH.

Identificacién de compuestos que pueden unirse a regiones de formacién de estructuras cuadruples de ADN

Los compuestos descritos en la presente memoria descriptiva pueden unirse a regiones de formacion de estructuras
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cuadruples de ADN donde la actividad biolégica de esta region, a menudo expresada como "sefial”, producida en un
sistema que contiene el compuesto es diferente que la sefial producida en un sistema que no contiene el compuesto.
Mientras las sefales de fondo pueden evaluarse cada vez que se sondea una nueva molécula mediante el ensayo,
la deteccion de la sefial de fondo no es necesaria cada vez que se somete a ensayo una nueva molécula.

Ademas de determinar si una molécula de prueba o un acido nucleico de prueba dan lugar a una sefial diferente,
puede cuantificarse la afinidad de la interaccion entre el acido nucleico y el compuesto. Los valores umbral de Clso,
Kd o Ki pueden compararse con los valores medidos de Clsp 0 Kd para cada interaccion, e identificar de este modo
una molécula de prueba como una molécula de interaccién de estructura cuadruple o un acido nucleico de prueba
como un acido nucleico de formacion de estructura cuadruple. Por ejemplo, a menudo se usan valores umbral de
Clso 0 Kd de 10 uM o menos, 1 uM o menos y 100 nM o menos. En otro ejemplo, pueden usarse valores umbral de
10 nM o menos, 1 nM o menos, 100 pM o menos y 10 pM o menos para identificar moléculas de interaccion de
estructura cuadruple y acidos nucleicos de formacion de estructura cuadruple.

Existen numerosos ensayos para la identificacion de compuestos que tienen afinidad por regiones de formacion de
estructuras cuadruples de ADN. En algunos de estos ensayos, la actividad biolégica es la unidn del acido nucleico
cuadruple a un compuesto y la unién se mide como una sefial. En otros ensayos, la actividad biologica es una
funcidon de detencién de la polimerasa de una estructura cuadruple y el grado de detencion se mide como una
disminucion en una sefal. En determinados ensayos, la actividad biolégica es la transcripcion y los niveles de
transcripcion pueden cuantificarse como una sefal. En otro ensayo, la actividad biolégica es la muerte celular y se
cuantifica el nimero de células que sufren muerte celular. Otro ensayo vigila las tasas de proliferacion de células
cancerosas. Los ejemplos de ensayos son ensayos de union de fluorescencia, ensayos de desplazamiento de
movilidad en gel (véase, por ejemplo, Jin & Pike, Mol. Endocrinol. (1996) 10:196-205), ensayos de detencion de la
polimerasa, ensayos de indicador de transcripcion, ensayos de proliferacion de células cancerosas y ensayos de
apoptosis (véase, por ejemplo, Amersham Biosciences (Piscataway, Nueva Jersey)), y se describen realizaciones de
dichos ensayos posteriormente en el Ejemplo 8. Ademas, pueden usarse ensayos de la topoisomerasa para
determinar si las moléculas de interaccion de estructuras cuadruples tienen actividad en la via de la topoisomerasa
(véase, por ejemplo, TopoGEN, Inc. (Columbus, Ohio)).

Formulaciéon de compuestos

Tal como se usa en la presente memoria descriptiva, el término "sal farmacéuticamente aceptable del mismo"
incluye pero no se limita a sales de carboxilato, sales de adiciéon de aminoacidos y ésteres de los compuestos, asi
como formas de iones bipolares de los mismos, que son conocidas para los expertos en la materia como adecuadas
para su uso con seres humanos y animales. (Véase, por ejemplo, Gerge, S. M., y col., "Pharmaceutical Salts”, J.
Pharm. Sci. (1977) 66:1-19.

Puede prepararse cualquier formulacién adecuada de los compuestos descritos en la presente memoria descriptiva.
En los casos en que los compuestos son suficientemente basicos o acidos para formar sales acidas o basicas no
toxicas estables, la administracion de los compuestos como sales puede ser apropiada. Los ejemplos de sales
farmacéuticamente aceptables son sales de adiciéon de acidos organicos formadas con acidos que forman un anion
fisiolégico aceptable, por ejemplo, tosilato, metanosulfonato, acetato, citrato, malonato, tartrato, succinato, benzoato,
ascorbato, a-cetoglutarato y a-glicerofosfato. También pueden formarse sales inorganicas adecuadas, que incluyen
sales de clorhidrato, sulfato, nitrato, bicarbonato y carbonato. Se obtienen sales farmacéuticamente aceptables
usando procedimientos estandar bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, pueden obtenerse sales
farmacéuticamente aceptables haciendo reaccionar un compuesto suficientemente basico tal como una amina con
un acido adecuado para producir un anion fisioldgicamente aceptable. También se preparan sales de metales
alcalinos (por ejemplo, sodio, potasio o litio) o de metales alcalinotérreos (por ejemplo, calcio) de acidos carboxilicos.

Un compuesto puede formularse como una composicion farmacéutica y administrarse a un mamifero hospedador
necesitado de dicho tratamiento. En una realizacion, el mamifero hospedador es un ser humano. Puede usarse
cualquier via de administracién adecuada, lo que incluye pero no se limita a vias oral, parenteral, intravenosa,
intramuscular, topica y subcutanea.

En una realizacion, un compuesto es para administracion sistémica (por ejemplo, oral) en combinaciéon con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable tal como un diluyente inerte o un vehiculo comestible asimilable. Pueden
estar confinados en capsulas de gelatina dura o blanda, introducidos en comprimidos o incorporados directamente
con el alimento de la dieta del paciente. Para administracién terapéutica oral, el compuesto activo puede combinarse
con uno o mas excipientes y usarse en forma de comprimidos ingeribles, comprimidos bucales, trociscos, capsulas,
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elixires, suspensiones, jarabes, obleas, y similares. Dichas composiciones y preparaciones deben contener al menos
el 0,1% de compuesto activo. El porcentaje de las composiciones y preparaciones puede variarse y puede estar
convenientemente entre aproximadamente el 2 y aproximadamente el 60% del peso de una forma de dosificacion
unitaria dada. La cantidad de compuesto activo en dichas composiciones terapéuticamente Utiles es tal que se
obtendra un nivel de dosificacion eficaz.

Los comprimidos, trociscos, pildoras, capsulas, y similares también pueden contener lo siguiente: aglutinantes tales
como goma de tragacanto, acacia, almidon de maiz o gelatina; excipientes tales como fosfato de dicalcio; un agente
de desintegracion tal como almidén de maiz, almidon de patata, acido alginico y similares; un lubricante tal como
estearato de magnesio; y puede afiadirse un agente edulcorante tal como sacarosa, fructosa, lactosa o aspartamo o
un agente saborizante tal como menta, aceite de gaulteria, o saborizante de cereza. Cuando la forma de dosificacion
unitaria es una capsula, puede contener, ademas de materiales del tipo anterior, un soporte liquido, tal como un
aceite vegetal o un polietilenglicol. Pueden estar presentes otros materiales como recubrimientos o para modificar de
otro modo la forma fisica de la forma de dosificacion unitaria sélida. Por ejemplo, los comprimidos, pildoras o
capsulas pueden estar recubiertos con gelatina, cera, goma laca o azicar y similares. Un jarabe o elixir puede
contener el compuesto activo, sacarosa o fructosa como agente edulcorante, metil y propilparabenos como
conservantes, un colorante y saborizante tal como sabor de cereza o naranja. Cualquier material usado en la
preparacion de cualquier forma de dosificacion unitaria es farmacéuticamente aceptable y sustancialmente no toxico
en las cantidades empleadas. Ademas, el compuesto activo puede incorporarse en preparaciones y dispositivos de
liberacién sostenida.

El compuesto activo puede administrarse también por via intravenosa o intraperitoneal mediante infusién o
inyeccion. Las soluciones del compuesto activo o sus sales pueden prepararse en una soluciéon de tampoén, a
menudo soluciéon salina con tampédn de fosfato, mezclada opcionalmente con un tensioactivo no téxico. Las
dispersiones pueden prepararse también en glicerol, polietilenglicoles liquidos, triacetina y mezclas de los mismos y
en aceites. En condiciones normales de almacenamiento y uso, estas preparaciones contienen un conservante para
evitar la proliferacion de microorganismos. El compuesto se prepara a veces como una formulacién que contiene
polimatriz para dicha administraciéon (por ejemplo, un liposoma o microsoma). Los liposomas se describen por
ejemplo en la patente de EE.UU. n°® 5.703.055 (Feigner, y col.) y en Gregoriadis, Liposome Technology vols. | a lll
(22 ed. 1993).

Las formas de dosificacion farmacéutica adecuadas para inyeccidon o infusion pueden incluir soluciones o
dispersiones acuosas estériles o polvos estériles que comprenden el ingrediente activo que estan adaptadas para la
preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables o infundibles estériles, encapsuladas
opcionalmente en liposomas. En todos los casos, la forma de dosificacion ultima debe ser estéril, fluida y estable en
las condiciones de fabricacion y almacenamiento. El soporte o vehiculo liquido puede ser un disolvente o medio de
dispersion liquido que comprende, por ejemplo, agua, etanol, un poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol,
polietilenglicoles liquidos, y similares), aceites vegetales, ésteres de glicerilo no téxicos, y mezclas adecuadas de los
mismos. La fluidez adecuada puede mantenerse, por ejemplo, mediante la formacién de liposomas, por el
mantenimiento del tamafo de particula en el caso de dispersiones o mediante el uso de tensioactivos. La prevencion
de la accion de microorganismos puede ser realizada por varios agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo,
parabenos, clorobutanol, fenol, acido soérbico, timerosal, y similares. En muchos casos, sera preferible incluir agentes
isotonicos, por ejemplo, azucares, tampones o cloruro de sodio. La absorcion prolongada de las composiciones
inyectables puede realizarse mediante el uso en las composiciones de agentes que retardan la absorcién, por
ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles se preparan incorporando el compuesto activo en la cantidad requerida en el
disolvente apropiado con varios de los otros ingredientes enumerados anteriormente, segun se requiera, seguido por
esterilizacion del filtro. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles, los
procedimientos de preparacion preferidos son las técnicas de secado al vacio y liofilizacién, que producen un polvo
del ingrediente activo mas cualquier ingrediente adicional deseado presente en las soluciones previamente filtradas
estériles.

Para administracion topica, los presentes compuestos pueden aplicarse en forma liquida. Los compuestos son
administrados a menudo como composiciones o formulaciones, en combinacion con un soporte dermatolégicamente
aceptable, que puede ser un solido o un liquido. Se conocen ejemplos de composiciones dermatologicas utiles
usadas para suministrar compuestos en la piel (véase, por ejemplo, Jacquet, y col. (patente de EE.UU. n°
4.608.392), Geria (patente de EE.UU. n° 4.992.478), Smith, y col. (patente de EE.UU. n° 4.559.157) y Wortzman
(patente de EE.UU. n°® 4.820.508).
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Los compuestos pueden formularse con un soporte sélido, que incluye sélidos finamente divididos tal como talco,
arcilla, celulosa microcristalina, silice, alimina y similares. Los soportes liquidos incluyen agua, alcoholes o glicoles o
mezclas de agua-alcohol/glicol, en los que los presentes compuestos pueden disolverse o dispersarse a niveles
eficaces, opcionalmente con la ayuda de tensioactivos no tdxicos. Pueden afiadirse adyuvantes tales como aromas y
agentes antimicrobianos adicionales para optimizar las propiedades para un uso dado. Las composiciones liquidas
resultantes pueden aplicarse a partir de almohadillas absorbentes, usadas para impregnar vendajes y otros apdsitos,
o pulverizadas en la zona afectada usando pulverizadores en aerosol o de tipo bomba. Espesantes tales como
polimeros sintéticos, acidos grasos, sales y ésteres de acidos grasos, alcoholes grasos, celulosas modificadas o
materiales de minerales modificados también pueden emplearse con soportes liquidos para formar pastas
extensibles, geles, pomadas, jabones, y similares, para la aplicacion directamente en la piel del usuario.

En general, la concentracion del compuesto en una composicion liquida es a menudo de aproximadamente el 0,1%
en peso a aproximadamente el 25% en peso, a veces de aproximadamente el 0,5% en peso a aproximadamente el
10% en peso. La concentracion en una composicion sdlida o semisélida tal como un gel o un polvo a menudo es de
aproximadamente el 0,1% en peso a aproximadamente el 5% en peso, a veces de aproximadamente el 0,5% en
peso a aproximadamente el 2,5% en peso. Puede prepararse una composicion del compuesto como una forma de
dosificacién unitaria, que se prepara de acuerdo con técnicas convencionales conocidas en la industria farmacéutica.
En términos generales, dichas técnicas incluyen la puesta de un compuesto en asociacion con soporte(s) y/o
excipiente(s) farmacéutico(s) en forma liquida o en forma sodlida finamente dividida, o ambas, y después el
conformado del producto si se necesita.

En un ejemplo en particular, la composicion farmacéutica comprende aproximadamente el 2% p/p de un compuesto
que tiene férmula (1), aproximadamente el 4% de manitol, y aproximadamente el 0,5% de sacarosa. En ejemplos en
particular, la formulacion tiene un pH de aproximadamente 3,5. Para formulaciones inyectables puede afiadirse agua
al peso final.

La composicién del compuesto puede formularse en cualquier forma de dosificacién, tal como comprimidos,
capsulas, capsulas en gel, jarabes liquidos, geles blandos, supositorios y enemas. Las composiciones también
pueden formularse como suspensiones en medios acuosos, no acuosos o0 Mmixtos. Las suspensiones acuosas
pueden contener adicionalmente sustancias que aumentan la Vviscosidad, incluyendo por ejemplo,
carboximetilcelulosa soédica, sorbitol y/o dextrano. La suspension puede contener también uno o mas
estabilizadores.

La cantidad del compuesto, o una sal activa o un derivado del mismo, necesaria para su uso en el tratamiento
variara no solo con la sal en particular seleccionada sino también con la via de administracion, la naturaleza de la
dolencia en tratamiento y la edad y el estado del paciente y en Ultima instancia se aplicara a discrecion del médico o
profesional clinico responsable.

La dosificacion util del compuesto se determina a menudo evaluando su actividad in vitro en un sistema de células o
tejidos y/o la actividad in vivo en un sistema animal. Por ejemplo, los procedimientos para extrapolar una dosificacion
eficaz en ratones y otros animales en seres humanos son conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, patente de
EE.UU. n° 4.938.949). Dichos sistemas pueden usarse para determinar la DLsy (la dosis letal para el 50% de la
poblacion) y la DEsg (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50% de la poblacién) de un compuesto. La relacion de
dosis entre un efecto tdxico y terapéutico es el indice terapéutico y puede expresarse como la relacion DEso/DLso. La
dosificacion del compuesto se sitia a menudo en un intervalo de concentraciones circulantes para el que la DEsp se
asocia con una toxicidad baja o inexistente. La dosificacion puede variar dentro de este intervalo dependiendo de la
forma de dosificacion empleada y de la via de administracion usada. Para cualquier compuesto usado en los
procedimientos descritos en la presente memoria descriptiva, la dosis terapéuticamente eficaz puede estimarse
inicialmente a partir de ensayos de cultivo celular. A veces se formula una dosis para alcanzar un intervalo de
concentracion circulante en plasma que cubra la Clsg (es decir, la concentracion del compuesto de prueba que
consigue una inhibicion semimaxima de los sintomas) segin se determina en ensayos in vitro, ya que dicha
informacion se usa a menudo para determinar con mas precision dosis Utiles en los seres humanos. Los niveles en
plasma pueden medirse, por ejemplo, mediante cromatografia liquida de alto rendimiento.

Otro ejemplo de determinacion de la dosis eficaz para un sujeto es la capacidad de someter a ensayo directamente
los niveles de compuesto "libre" y "ligado" en el suero del sujeto de prueba. Dichos ensayos pueden usar
emuladores de anticuerpos y/o "biosensores" generados por técnicas de impresion molecular. El compuesto se usa
como una plantilla, o "molécula de impresién”, para organizar espacialmente monémeros polimerizables antes de su
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polimerizacién con reactivos cataliticos. La posterior eliminacion de las molécula impresa deja una matriz de
polimero que contiene una “imagen negativa” repetida del compuesto y es capaz de volver a unir selectivamente la
molécula en condiciones de ensayo bioldgicas (véase, por ejemplo, Ansell, y col., Current Opinion in Biotechnology
(1996) 7:89-94 y en Shea, Trends in Polymer Science (1994) 2:166-173). Dichas matrices de afinidad "impresas"
pueden conseguirse mediante ensayos de unién a ligando, con lo que el componente de anticuerpo monoclonal
inmovilizado es sustituido por una matriz impresa apropiadamente (véase, por ejemplo, Vlatakis, y col., Nature
(1993) 361:645-647). A través del uso de marcado con is6topos, puede vigilarse facilmente la concentracion “libre”
de compuesto y usarse en los calculos de Clso. Dichas matrices de afinidad "impresas" también pueden disefiarse de
forma que incluyan grupos fluorescentes cuyas propiedades de emision de fotones cambian de forma mensurable
con la union local y selectiva del compuesto. Estos cambios pueden someterse a ensayo facilmente en tiempo real
usando dispositivos apropiados de fibra dptica, lo que permite a su vez optimizar rapidamente la dosis en un sujeto
de prueba basandose en su Clsg individual. Se discute un ejemplo de dicho "biosensor" en Kriz, y col., Analytical
Chemistry (1995) 67:2142-2144.

En algunas realizaciones, los compuestos y composiciones proporcionados muestran biodisponibilidad oral en un
ratén o un sujeto humano. En realizaciones particulares, la presente descripcion proporciona composiciones que
comprenden el compuesto de Férmula (VII) o (VIIl) que estan biodisponibles oralmente al menos en el 15% en un
ratén o un sujeto humano. En otras realizaciones, las composiciones estan biodisponibles oralmente al menos el
20%, el 30%, el 40% o el 50% en un ratén o un sujeto humano. En una realizacion preferida, el sujeto es un ser
humano. Sin desear estar limitado por ninguna teoria, se cree que la biodisponibilidad oral mostrada por los
compuestos de la presente invencién puede deberse al menos en parte al estado de protonacién de la fraccion
basica presente en el grupo representado como -W, -L-W o -L-N(R)-W°.

Los compuestos de ejemplo de la presente invencion pueden seleccionarse de manera que el acido conjugado de la
fraccion basica presente en el grupo representado como -W, -L-W, o -L- N(R)-W0 tiene un pKa de entre
aproximadamente 7 y 9, de manera que el grupo esta protonado aproximadamente el 50% en un intervalo de pH de
aproximadamente 7,0 a aproximadamente 9,0. En algunas realizaciones, el anillo de homopiperazina de la formula
(VI) y (VIII), puede servir como fraccion basica, tal como se describe anteriormente.

La presente invencion proporciona ademas composiciones farmacéuticas en forma de dosificacion unitaria, que
comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un compuesto de Férmula (VII) o Férmula (VIII).

En realizaciones especificas, la invenciéon proporciona una composicién farmacéutica en forma de dosificacion
unitaria, que comprende un compuesto de Férmula (VII) o Férmula (VIIl), donde una administracion oral Unica de la
forma de dosificacion a un sujeto proporciona un ABC (8 h) de al menos 1.000 ng/mL*h, preferentemente mas de
2.000 ng/mL*h, mas preferentemente mas de 10.000 ng/mL*h.

La biodisponibilidad (F) es una medida de la magnitud en que una dosis administrada de un farmaco llega a la
circulacién sistémica o al sitio de accion pretendido. La biodisponibilidad depende de la tasa de absorcion y de la
magnitud en que se elimina o metaboliza el farmaco antes de alcanzar la circulacidon sistémica. Por ejemplo, un
farmaco administrado oralmente pasa a través del higado antes de llegar a la circulacion sistémica, y puede estar
sujeto a un metabolismo de primer paso por el higado o la excrecion biliar.

Para ciertas indicaciones terapéuticas, la dosificaciéon oral es la via de administracion preferida, debido a su
seguridad, comodidad y ventajas econdmicas. El desarrollo de compuestos altamente biodisponibles oralmente es
con frecuencia una consideracion importante en el desarrollo de moléculas bioactivas como agentes terapéuticos.

Una biodisponibilidad oral deficiente puede provocar exposicion variable al farmaco activo, y puede conducir a falta
de eficacia o a sobreexposicion a un agente en particular. Por ejemplo, la variabilidad polimérfica en enzimas de
metabolizacién de farmacos, tales como citocromo P450 o metiltransferasas, o la coadministracién con farmacos que
inhiben dichas enzimas, puede reducir el aclaramiento de primer paso y aumentar la exposicion al farmaco hasta
niveles téxicos o no deseados.

En la absorcion, que describe la tasa y la extension en que un farmaco sale de su sitio de administracion, influyen
diversas variables que incluyen las propiedades fisicoquimicas del farmaco que influyen en el transporte a través de
membranas y la forma de dosificacion seleccionada. Para compuestos administrados por via oral, la absorcion tiene
lugar predominantemente en el tracto gastrointestinal (Gl), y en ella influyen factores que incluyen el area superficial
disponible para absorcion, la magnitud del flujo sanguineo, el estado fisico del farmaco y la concentracion local del
farmaco en el sitio de absorcién. En particular, la solubilidad acuosa influira tanto en la tasa como en el sitio de
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absorcion. Los farmacos de baja solubilidad muestran a menudo baja biodisponibilidad o absorcién irregular, donde
en la magnitud de absorcion influyen factores tales como el nivel de dosis, el estado nutricional del paciente y la
forma de dosificacion. En formas de dosificacion sdlidas, la tasa de disolucion puede ser el factor limitante para la
determinacion de la absorcion.

En la solubilidad del farmaco influye el gradiente del pH en el tracto Gl. Por ejemplo, farmacos basicos que son
solubles en el entorno de bajo pH del estdmago (pH aproximadamente 1,2) pueden hacerse menos solubles cuando
el farmaco llega al entorno de pH mas elevado del intestino delgado (pH 5 a 7, en general de aproximadamente 6,5),
dependiendo del pKa del farmaco. Si bien la forma no ionizada de un farmaco sera absorbida mas rapidamente que
la forma ionizada en una posicién en particular en el tracto Gl, la tasa global de absorcién desde el intestino es
mayor que la del estdémago, con independencia del estado de ionizacién, debido a la mayor area superficial
disponible. (Véase por ejemplo, Goodman & Gilman's, The Pharmacological Basis of Therapeutics (9% ed.)
(Goodman, y col., eds.) (McGraw-Hill) (1996).

Muchos farmacos estan formados por acidos débiles o bases débiles, que estan presentes en solucion en equilibrio
entre sus formas ionizada (es decir, cargada) y no ionizada. La magnitud de la ionizaciéon esta determinada por el
pKa del farmaco asi como por el pH de la solucion. El pH influye en la tasa de disociacion de los acidos débiles y las
bases débiles. Los acidos débiles se disocian, para ionizarse, en un entorno alcalino, mientras que las bases débiles
se ionizan en un entorno acido.

El porcentaje de ionizacion puede calcularse usando la ecuacion 1 para acidos HA y la ecuacién 2 para acidos BH':
% ionizacion = 100/(1 + 10(°**") ) (Ecuacion 1)
% ionizacion = 100/(1 + 10(°""?) ) (Ecuacion 2)

Cuando el pH es igual al pKa, el compuesto estara ionizado al 50%; es decir, la relacion entre farmaco ionizado y no
ionizado sera de 50:50. En la ecuacion de Henderson-Hasselbalch, pKa = pH cuando el log [base conjugada])/[acido]
= 1. Un aumento en una unidad de pH con respecto al pKa (es decir, un aumento en la alcalinidad de la solucion)
provoca una disminucién en el porcentaje de ionizacién de un 4cido BH' a sélo el 9,1%, y provoca que un acido HA
se convierta en el 90,9% en la forma de la base conjugada ionizada. Un aumento de dos unidades de pH desplaza
esencialmente un acido BH" a la forma de base conjugada no iénica (0,99%), mientras que el &cido HA se vuelve
casi completamente ionizado (99%). Se observa lo contrario cuando la solucion se hace mas acida en relacion con
el valor de pKa del farmaco. (Véase por ejemplo, Block, en Textbook of Organic Medicinal and Pharmaceutical
Chemistry (10? ed.) (Delgado & Remers, eds.) (Lippincott-Raven) (1998).

En un aspecto, un compuesto activo oralmente de la composicién de la presente invencién se selecciona de manera
que los compuestos estan ionizados aproximadamente en el 50% a un pH comprendido entre aproximadamente 7 y
aproximadamente 9. Dichos compuestos pueden mostrar una biodisponibilidad oral y una eficacia 6ptimas.

En determinadas realizaciones, los grupos preferidos para -W, -L-W y -L-N(R)W0 son aquellos que muestran una
constante de disociacion, pKa, en soluciones acuosas de tal magnitud que al menos una parte de la amina esta
ionizada en valores de pH fisiolégicos, por ejemplo, en valores de pH entre aproximadamente 4 y aproximadamente
9. Las aminas que muestran un pKa de entre aproximadamente 6 y aproximadamente 10, preferentemente entre
aproximadamente 7 y aproximadamente 9, pueden ser especialmente muy adecuadas.

Farmacocinética

Basandose en la cantidad de un compuesto en muestras tomadas en diferentes puntos temporales, pueden
determinarse los parametros farmacocinéticos. Los tipos de parametros farmacocinéticos y la metodologia para
determinar los parametros pueden ser seleccionados apropiadamente por el experto en la materia. Los ejemplos de
parametros farmacocinéticos que pueden evaluarse incluyen, pero no se limitan a, la concentracion plasmatica
maxima (pico) de farmaco (Cmax) (expresada normalmente en ng/ml); el tiempo en el que se produce la
concentracion plasmatica maxima de farmaco (tiempo maximo; Tmax); y el area bajo la curva de concentracion-
tiempo del fluido (por ejemplo, plasma) (ABC). El experto en la materia es capaz de calcular dichos parametros (por
ejemplo, Mei y col., AAPS Journal (2006) 8(3) articulo 58 (direccion http www.aapsj.org)).

La biodisponibilidad oral puede evaluarse midiendo el "area bajo la curva" (ABC) o la Cmax, dos parametros bien
conocidos en la técnica. EI ABC se determina representando graficamente la concentracion sérica o plasmatica del
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farmaco a lo largo del eje de ordenadas (eje Y) con respecto al tiempo a lo largo de la abscisa (eje X). En general,
los valores para ABC representan una serie de valores tomados de todos los sujetos en una poblacion de prueba y
por tanto son valores medios promediados en toda la poblacién de prueba.

ABCo.s (ng.h/ml) es el area bajo la curva de concentracion plasmatica con respecto al tiempo desde 0 a 8 horas, y
puede calcularse usando la regla trapezoidal lineal de acuerdo con Gibaldi, M. y Perrier, D. Pharmacokinetics, 22
edicién, Marcel Dekker, Inc., Nueva York (1982). ABC,.inf €s el area bajo la curva de concentracion plasmatica con
respecto al tiempo, extrapolada desde el tiempo cero al infinito (expresado en ng.h/ml).

Pueden determinarse otros parametros farmacocinéticos. Por ejemplo, T+ es la vida media terminal (expresada en
h); Vdss es el volumen de distribucién en estado estacionario (expresado en L/kg); y Cls es el aclaramiento sistémico
(expresado en L/h/kg).

Dosificacion

La dosificacion util del compuesto se determina a menudo evaluando su actividad in vitro en un sistema de células o
tejidos y/o actividad in vivo en un sistema animal. Por ejemplo, en la técnica se conocen procedimientos para
extrapolar una dosificacion eficaz en ratones y otros animales a seres humanos (véase, por ejemplo, patente de
EE.UU. n° 4.938.949). Dichos sistemas pueden usarse para determinar la DLsp (la dosis letal para el 50% de la
poblacion) y la DEsg (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50% de la poblacién) de un compuesto. La relacion de
dosis entre un efecto toxico y uno terapéutico es el indice terapéutico y puede expresarse como la relacion
DEso/DLsp. La dosificacion del compuesto se sitla a menudo en un intervalo de concentraciones circulantes para el
que la DEsp se asocia con una toxicidad baja o inexistente. La dosificacion puede variar dentro de este intervalo
dependiendo de la forma de dosificacion empleada y de la via de administracién usada. Para cualquier compuesto
usado en los procedimientos descritos en la presente memoria descriptiva, la dosis terapéuticamente eficaz puede
estimarse inicialmente a partir de ensayos de cultivos celulares. Una dosis se formula a veces de manera que se
alcance un intervalo de concentracion plasmatica circulante que cubre la Clso (es decir, la concentracion del
compuesto de prueba que consigue una inhibiciéon semimaxima de los sintomas) segun se determina en ensayos in
vitro, ya que la informacion se usa a menudo se usa para determinar con mas precision las dosis Utiles en los seres
humanos. Los niveles en plasma pueden medirse, por ejemplo, por cromatografia liquida de alto rendimiento.

Otro ejemplo de determinacion eficaz de la dosis para un sujeto es la capacidad de someter a ensayo directamente
los niveles de compuesto "libre" y "ligado" compuesto en el suero del sujeto de prueba. Dichos ensayos pueden usar
emuladores de anticuerpos y/o "biosensores" generados por técnicas de impresion molecular. El compuesto se usa
como plantilla, o "molécula de impresion", para organizar espacialmente mondémeros polimerizables antes de su
polimerizacién con reactivos cataliticos. La posterior eliminacion de la molécula impresa deja una matriz de
polimeros que contiene una "imagen negativa" repetida del compuesto y es capaz de volver a unir selectivamente la
molécula en condiciones de ensayo bioldgicas (véase, por ejemplo, Ansell, y col., Current Opinion in Biotechnology
(1996) 7:89-94 y en Shea, Trends in Polymer Science (1994) 2:166-173).

Dichas matrices de afinidad "impresas" pueden conseguirse mediante ensayos de unién a ligando, con lo que el
componente de anticuerpo monoclonal inmovilizado es sustituido por una matriz impresa apropiadamente (véase,
por ejemplo, Vlatakis, y col., Nature (1993) 361:645-647). A través del uso de etiquetado con isétopos, puede
vigilarse facilmente la concentracion “libre” de compuesto y usarse en los calculos de Clsy. Dichas matrices de
afinidad "impresas" también pueden disefiarse de forma que incluyan grupos fluorescentes cuyas propiedades de
emision de fotones cambian de forma mensurable con la unién local y selectiva del compuesto. Estos cambios
pueden someterse a ensayo facilmente en tiempo real usando dispositivos apropiados de fibra éptica, lo que permite
a su vez optimizar rapidamente la dosis en un sujeto de prueba basandose en su Clsp individual. Se expone un
ejemplo de dicho "biosensor" en Kriz, y col., Analytical Chemistry (1995) 67:2142-2144.

Las dosis de ejemplo incluyen cantidades en miligramos o microgramos del compuesto por kilogramo de sujeto o
peso de la muestra, por ejemplo, de aproximadamente 1 microgramo por kilogramo a aproximadamente 500
miligramos por kilogramo, de aproximadamente 100 microgramos por kilogramo a aproximadamente 5 miligramos
por kilogramo, o de aproximadamente 1 microgramo por kilogramo a aproximadamente 50 microgramos por
kilogramo. Debe entenderse que las dosis apropiadas de una molécula pequefia dependen de la potencia de la
molécula pequefia con respecto a la expresion o actividad para modular. Cuando debe administrarse una o mas de
estas moléculas pequefias a un animal (por ejemplo, un ser humano) con el fin de modular la expresion o actividad
de un polipéptido o un acido nucleico descrito en la presente memoria descriptiva, un médico, un veterinario o un
investigador puede, por ejemplo, prescribir una dosis relativamente baja al principio, incrementando posteriormente
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la dosis hasta que se obtenga una respuesta apropiada. Ademas, debe entenderse que la dosis especifica para

cualquier sujeto animal en particular dependera de diversos de factores incluyendo la actividad del compuesto

especifico empleado, la edad, el peso corporal, la salud general, el sexo y la dieta del sujeto, el tiempo de

administracion, la via de administracion, la tasa de excrecion, cualquier combinacion de farmacos y el grado de
5 expresion o actividad para su modulacion.

Los ejemplos siguientes se ofrecen para ilustrar, pero no limitar, la invencion.

Ejemplo de referencia 1
10

o e
cI” NN g s —— (\N NN g

A una suspension del cloroéster (5,00 g, 13,94 mmol) en ACN (50 mL) se afadio N-metilpiperazina (3,10 mL, 27,95
mmol) y se calenté la mezcla a reflujo durante toda la noche. Se enfrié la reaccion a temperatura ambiente y se

15 recogi6 el precipitado por filtracion para producir el producto deseado como un sélido marrén claro (4,7 g, 80%).
RMN 'H (CDCls) &: 9,47 (d, 1H), 8,62 (d, 1H), 7,74 (dd, 1H), 7,51 (m, 1H), 7,43 (m, 1H), 6,89 (d, 1H), 4,50 (q, 2H),
3,85 (t, 4H), 2,62 (t, 4H), 2,40 (s, 3H), 1,49 (t, 3H). LCMS (ES): m/z 423 [M+1]".

Ejemplo de referencia 2
20

i NN
s
HSC’N\) @ HzNNO\HgC’ N \) @

A una solucioén de éster (150 mg, 0,34 mmol) y 2-metoxietilamina (0,50 mL, 5,80 mmol) en DCM (10 mL) se afiadi6é
AICl3 (150 mg, 1,12 mmol). Se agitd la mezcla de reaccién a temperatura ambiente durante toda la noche. Se diluyé
25 la reaccion con DCM (100 mL) y NaOH 6 N (25 mL) y se agit6 durante 10 min. Se separaron las capas y se lavo la
capa organica con H,O (2 x 50 mL), salmuera (50 mL), y se seco sobre Na;SO,. Se elimind el disolvente a presion

reducida y se triturd el sdélido resultante en ACN para dar el producto deseado como un sélido blanco. LCMS (ES):
m/z 470 [M+1]".

30 Ejemplo de referencia 3

0 o™~ N /(Njfﬁj(k H/\O
HaC” @ /\O HgC”

A una solucion de éster (1,45 g, 3,44 mmol), piridin-2-ilmetanamina (1,00 mL, 9,78 mmol) y DBU (1,50 mL, 10,03
35 mmol) en DCM (40 mL) se afnadié AICl3 (475 mg, 7,31 mmol). Se agité la mezcla de reacciéon a temperatura
ambiente durante toda la noche. Se diluy6 la reaccién con DCM (400 mL) y NaOH 1 N (200 mL) y se agité durante
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10 min. Se separaron las capas y se lavo la capa organica con H,O (2 x 100 mL), salmuera (100 mL), y se seco

sobre Na;S0O4. Se eliminod el disolvente a presiéon reducida ¥ se trituré el sdlido resultante en ACN para dar el

producto deseado como un soélido blanco (1,07 g, 64%). RMN 'H (CDCls) 6: 11,24 (t, 1H), 9,50 (d, 1H), 8,62 (m, 2H),

7,77 (dd, 1H), 7,65 (m, 1H), 7,53 (m, 1H), 7,49 (m, 2H), 6,93 (d, 1H), 4,89 (d, 2H), 3,88 (t, 4H), 2,63 (t, 4H), 2,41 (s,
5 3H). LCMS (ES): m/z 485 [M+1]".

Ejemplo de referencia 4

Weoes f?fﬁf”’\w

S
HoN
HGC’N\) @ ? /\\: 7 Hac

A una solucién de éster (150 mg, 0,34 mmol), (1-metil-1H-imidazol-4-il)metanamina (0,15 mL, 1,35 mmol) y DBU
(2,00 mL, 1,33 mmol) en DCM (10 mL) se afiadié AICI3 (130 mg, 0,97 mmol). Se agité la mezcla de reaccion a
temperatura ambiente durante toda la noche. Se diluy6 la reaccion con DCM (100 mL) y NaOH 6 N (25 mL) y se
agitoé durante 10 min. Se separaron las capas y se lavo la capa organica con H,O (2 x 50 mL), salmuera (50 mL), y
15 se secd sobre Na;SO4. Se elimind el disolvente a presion reducida y se purificod el producto en bruto de la reaccién
TCL preparatoria sobre silice (MeOH 10%/DCM) para producir el producto deseado. LCMS (ES): m/z 506 [M+1]".

I ve ool ve g.a o\
HSC,N\/' @ HQN’\E j\HaC,N\,J @

A una solucién de éster (72 m g, 0,17 mmol), (5-metilpirazin-2-il)metanamina (0,10 mL, 0,81 mmol) y DBU (0,20 mL,
1,34 mmol) en DCM (10 mL) se afiadié AICI; (80 mg, 0,60 mmol). Se agité la mezcla de reacciéon a temperatura
ambiente durante 30 min. Se diluyd la reaccion con DCM (100 mL) y NaOH 3 N (25 mL) y se agitdé durante 10 min.
25 Se separaron las capas y se lavo la capa organica con H2O (2 x 50 mL), salmuera (50 mL), y se secé sobre Na;SO..
Se elimind el disolvente a presién reducida y se triturd el sélido resultante en ACN para dar el producto deseado
como un sélido blanco (60 mg, 71%). LCMS (ES): m/z 500 [M+1]".

10

Ejemplo de referencia 5

20

Ejemplo de referencia 6
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A una solucién de éster (100 mg, 0,238 mmol) y ciclopropilamina (37,7 mg, 0,66 mmol) en DCM (10 mL) se afiadié
DBU (0,35 mL) y AICI3 (130 mg). Se agit6 la mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante 2 h. Se diluyo la
35 reaccion con DCM (30 mL) y NaOH 6 N (10 mL) y se agité durante 10 min. Se separaron las capas y se lavo la capa
organica con H;O (2 x 10 mL), salmuera (20 mL), y se secd sobre Na,SO,4. Se elimind el disolvente a presion
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reducida y se tritur6 el solido resultante en acetato de etilo para dar el producto deseado como un sélido blanco.
LCMS (ES): m/z 431 [M+1]"

Ejemplo de referencia 7

A una suspension del éster de morfolino (1,0 g, 2,44 mmol) en cloruro de metileno (20 mL) se afadié 1-metil-
piperazina (370 mg, 3,66 mmol) y cloruro de aluminio (487 mg, 3,66 mmol) y se dej6 agitar la mezcla a temperatura
ambiente durante 2 horas. Se eliminé el disolvente a vacio y se afadié HCI 1 N (10 mL) seguido por 2 mL de una
solucioén saturada de acido tartarico y se agité la mezcla durante 30 minutos, hasta homogeneidad y se diluyé con 50
mL de agua. Se extrajo la mezcla resultante 3 x 20 mL de acetato de etilo (desechado) y a continuacion se basifico
con NaOH 1 N. Se recogi6 por filtracion el solido resultante, se seco y se trituré con acetonitrilo (20 mL). La filtracion
proporcioné el compuesto final como un sélido blanco (1,184 g, ligeramente humedecido con acetonitrilo). LCMS
(ES): m/z 464 [M+1]".

Ejemplo de referencia 8
I (2
SO foeaas
-
NN N (ONTNIN g
~ 8

A una suspension del éster de morfolino (1,0 g, 2,44 mmol) en cloruro de metileno (20 mL) se anadio 1,2-
aminoetilpirrolidina (418 mg, 3,66 mmol) y cloruro de aluminio (487 mg, 3,66 mmol) y se dejé agitar la mezcla a
temperatura ambiente durante 2 horas. Se elimin6 el disolvente a vacio y se afiadié HCI 1 N (10 mL) seguido por 2
mL de una solucién saturada de acido tartarico y se agitd la mezcla durante 30 minutos, hasta homogeneidad y se
diluyé con 50 mL de agua. Se extrajo la mezcla resultante 3 x 20 mL de acetato de etilo (desechado) y a
continuacion se basifico con NaOH 1 N. Se recogi6 por filtracion el soélido resultante, se secoé y se tritur6 con
acetonitrilo (20 mL). La filtracion proporcioné el compuesto final como un soélido blanco (900 mg, 77%). LCMS (ES):
m/z 478 [M+1]".

Ejemplo de referencia 9
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A una suspension del cloroéster (15,00 g, 41,81 mmol) en ACN (150 mL) se afiadié morfolina (7,5 mL, 85,74 mmol) y
se calenté la mezcla a reflujo durante toda la noche. Se enfrié la reaccion a temperatura ambiente y se recogio el
precipitado por filtracion. A continuacion se disolvié el sélido en CHCI3; (600 mL) y se hizo pasar a través de un lecho
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de CELITE™. Se elimind el disolvente a presion reducida y se triturd el solido resultante en ACN para dar el
producto deseado como un solido blanquecino (14,00 g, 82%). RMN H (CDCl3) &: 9,36 (d, 1H), 8,60 (d, 1H), 7,70
(dd, 1H), 7,47 (m, 1H), 7,37 (m, 1H), 6,84 (d, 1H), 4,51 (q, 2H), 3,92 (t, 4H), 3,77 (t, 4H), 1,49 (t, 3H). LCMS (ES): m/z
410 [M+1]".

Ejemplo de referencia 10
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A una solucion de t-butilo 2-(2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)etilcarbamato (160 mg, 0,75 mmol) en DCM (1 mL) se ahadioé
HCI (2,0 mL, 4 M en dioxano). Se agitdé la mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante 2 h. Se elimino el
disolvente a presion reducida y se redisolvio en DCM (10 mL) y DBU (0,56 mL, 3,74 mmol). Se afiadi6 el éster (150
mg, 0,37 mmol) a la reaccion seguido por AICl3 (150 mg, 1,12 mmol) y se agité durante 1 h a temperatura ambiente.
Se diluyd la reaccion con DCM (100 mL) y NaOH 3 N (50 mL) y se agité durante 10 min. Se separaron las capas y
se lavo la capa organica con HO (2 x 50 mL), salmuera (50 mL), y se secé sobre Na>SO4. Se elimin6 el disolvente a
presion reducida y se purifico el producto en bruto de la reaccion sobre columna de gel de silice (MeOH O-
10%/DCM) para producir el producto deseado como un solido blanco (130 mg, 75%). RMN 'H (CDCls) &: 10,60 (t,
1H), 9,44 (d, 1H), 8,62 (d, 1H), 7,75 (dd, 1H), 7,48 (m, 1H), 7,44 (m, 1H), 6,91 (d, 1H), 5,78 (s, 2H), 3,94 (t, 4H), 3,81
(t, 4H), 3,66 (g, 2H), 3,63 (s, 4H), 2,96 (t, 2H). LCMS (ES): m/z 476 [M+1]".

Ejemplo de referencia 11
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A una solucién de éster (150 mg, 0,37 mmol), (1-metil-1H-imidazol-5-il)metanamina (0,15 mL, 1,35 mmol) y DBU
(0,20 mL, 1,34 mmol) en DCM (10 mL) se afadié AICI3 (150 mg, 1,12 mmol). Se agité la mezcla de reaccion a
temperatura ambiente durante 1 h, se afiadi6 mas DBU (0,30 mL, 2,01 mmol) y se agité durante 30 min adicionales.
Se diluyd la reaccion con DCM (150 mL) y NaOH 6 N (25 mL) y se agitdé durante 10 min. Se separaron las capas y
se lavo la capa organica con HO (2 x 50 mL), salmuera (50 mL), y se secé sobre Na>SO4. Se eliminé el disolvente a
presién reducida y se purifico el producto en bruto de la reaccion TCL preparatoria sobre silice (MeOH 10%/DCM)
para producir el producto deseado (100 mg, 58%). LCMS (ES): m/z 475 [M+1]".

Ejemplo de referencia 12
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A una solucion de éster (100 mg, 0,24 mmol), 2-(piperazin-1-il)pirimidina (0,10 mL, 0,61 mmol) y DBU (0,10 mL, 0,67
mmol) en DCM (10 mL) se afadié AICI3 (100 mg, 0,75 mmol). Se agité la mezcla de reacciéon a temperatura
ambiente durante 2 h. Se diluy6 la reaccion con DCM (150 mL) y NaOH 6 N (25 mL) y se agité durante 10 min. Se
separaron las capas y se lavo la capa organica con H>O (2 x 50 mL), salmuera (50 mL), y se sec6 sobre Na;SO.. Se
elimino el disolvente a presion reducida y se purificd el producto en bruto de la reacciéon sobre columna de silice
(MeOH 0-5%/DCM) para producir el producto deseado como un sélido blanco (80 mg, 63%). LCMS (ES): m/z 528
[M+1]".

Ejemplo de referencia 13

A una solucién de éster (750 mg, 1,83 mmol), (1-metil-1H-imidazol-2-il)metanamina (0,50 mL, 4,50 mmol) y DBU
(0,80 mL, 5,35 mmol) en DCM (50 mL) se afiadié AICI3 (750 mg, 5,62 mmol). Se agité la mezcla de reaccion a
temperatura ambiente durante 3 h. Se diluy6 la reaccién con DCM (200 mL) y NaOH 3 N (100 mL) y se agit6 durante
10 min. Se separaron las capas y se lavo la capa organica con H,O (2 x 100 mL), salmuera (100 mL), y se seco
sobre Na;SO4. Se elimind el disolvente a presion reducida y se purificd el producto en bruto de la reaccion sobre
columna de silice (MeOH 0-5%/DCM) para producir el producto deseado como un sélido blanco (275 mg, 32%).
RMN "H (CDCl3) &: 11,0 (t, 1H), 9,45 (d, 1H), 8,61 (d, 1H), 7,76 (dd, 1H), 7,50 (m, 1H), 7,45 (m, 1H), 6,99 (d, 1H),
6,90 (d, 1H), 6,83 (d, 1H), 4,82 (d, 2H), 3,93 (t, 4H), 3,81 (t, 4H), 3,70 (s, 3H). LCMS (ES): m/z 475 [M+1]".

Ejemplo de referencia 14
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A una solucién de éster (500 mg, 1,22 mmol), 2-(2-metil-1H-imidazol-1-il)etanamina (325 mg, 2,60 mmol) y DBU
(1,00 mL, 6,69 mmol) en DCM (18 mL) se afadié AICIl3 (350 mg, 2,62 mmol). Se agité la mezcla de reaccion a
temperatura ambiente durante toda la noche. Se diluy6 la reaccion con DCM (200 mL) y NaOH 3 N (50 mL) y se
agitoé durante 10 min. Se separaron las capas y se lavo la capa organica con H2O (2 x 50 mL), salmuera (50 mL), y
se seco sobre Na;SO.. Se elimind el disolvente a presion reducida y se triturd el solido resultante en ACN para dar el
producto deseado como un sdlido blanquecino (360 mg, 60%). RMN "H (CDCls) &: 10,77 (t, 1H), 9,47 (d, 1H), 8,60
(d, 1H), 7,78 (dd, 1H), 7,53 (m, 1H), 7,44 (m, 1H), 6,93 (m, 3H), 4,15 (t, 2H), 3,94 (t, 4H), 3,83 (t, 4H), 3,79 (q, 2H),
2,42 (s, 3H). LCMS (ES): m/z 489 [M+1]".

Ejemplo de referencia 15
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A una solucién de éster (105 mg, 0,26 mmol), (1-metil-1H-imidazol-4-il)metanamina (0,10 mL, 0,90 mmol) y DBU
(0,10 mL, 0,71 mmol) en DCM (10 mL) se afiadio AICl3 (75 mg, 0,56 mmol). Se agitdé la mezcla de reaccion a
temperatura ambiente durante toda la noche. Se diluyo la reaccion con DCM (100 mL), NaOH 6 N (50 mL) y tartrato
de sodio y potasio saturado (50 mL) y se agité durante 10 min. Se separaron las capas y se lavo la capa organica
con H20 (2 x 50 mL), salmuera (50 mL), y se seco sobre Na,SO4. Se eliminé el disolvente a presion reducida y se
purificé el producto en bruto de la reaccion TCL preparatoria sobre silice (MeOH 5%/DCM) para producir el producto
deseado como un sélido blanco (40 mg, 33%). LCMS (ES): m/z 475 [M+1]".

Ejemplo de referencia 16
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A una suspension del cloroéster (6,08 g, 16,14 mmol) en ACN (100 mL) se afiadié morfolina (2,8 mL, 32,01 mmol) y
se calent6 la mezcla a reflujo durante 3 h. Se enfrié la reaccion a temperatura ambiente y se recogié el precipitado
por f||traC|on A continuacion se disolvié el soélido en CHCI3 (200 mL) y se hizo pasar a través de un lecho de
CELITE™. Se elimino el disolvente a presion reducida y se triturd el sélido resultante en ACN para dar el producto
deseado como un solido blanco (5,00 g, 73%). RMN H (CDCls) 6: 9,37 (d, 1H), 8,29 (d, 1H), 7,72 (dd, 1H), 7,47 (m
1H), 7,42 (m, 1H), 4,50 (q, 2H), 3,94 (t, 4H), 3,81 (t, 4H), 1,48 (t, 3H). LCMS (ES): m/z 428 [M+1]".

Ejemplo de referencia 17

A una solucién de éster (700 mg, 1,64 mmol) y 2-(1-metilpirrolidin-2-il)etanamina (0,70 mL, 4,83 mmol) en DCM (25
mL) se afadio AICI; (645 mg, 4,84 mmol). Se agitd la mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante 1 h. Se
diluyé la reaccién con DCM (150 mL), NaOH 6 N (50 mL) y tartrato de sodio y potasio saturado (50 mL) y se agitd
durante 10 min. Se separaron las capas y se lavd la capa organica con H>O (2 x 50 mL), salmuera (50 mL), y se
seco sobre Na>SO4. Se elimind el disolvente a presion reducida y se triturd el solido resultante en Et;O/EtOAc (1:1)
para dar el producto deseado como un sélido blanco (690 mg, 83%). RMN 'H (CDCls) &: 10,45 (t, 1H), 9,41 (d, 1H),
8,29 (d, 1H), 7,76 (dd, 1H), 7,50 (m, 1H), 7,49 (m, 1H), 3,96 (t, 4H), 3,85 (t, 4H), 3,55 (m, 2H), 3,06 (m, 1H), 2,34 (s,
3H), 2,17 (m, 1H), 2,08 (m, 3H), 1,80 (m, 2H), 1,56 (m, 2H). LCMS (ES): m/z 510 [M+1]".

Ejemplo de referencia 18
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A una solucion de éster (515 mg, 1,20 mmol) y C-(1-metil-1H-imidazol-2-il)-metilamina (199,5, 1,79 mmol) en DCM
(40 mL) se afiadi6 DBU (0,98 mL) y AICl; (352,3 mg). Se agitdé la mezcla de reaccidon a temperatura ambiente
durante toda la noche. Se diluy6 la reaccion con DCM (100 mL) y NaOH 6 N (25 mL) y se agit6 durante 10 min. Se
separaron las capas y se lavo la capa organica con H>O (2 x 50 mL), salmuera (50 mL), y se sec6 sobre Na;SO.. Se
eliminé el disolvente a presion reducida y se triturd el sdélido resultante en acetato de etilo para dar el producto
deseado como un sélido blanco. LCMS (ES): m/z 493 [M+1]"

Ejemplo de referencia 19
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A una solucion de éster (300 mg, 0,70 mmol) y 1-metilpiperazina (0,25 mL, 2,25 mmol) en DCM (15 mL) se afiadié
AICl3 (305 mg, 2,29 mmol). Se agitd la mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante 1 h. Se diluyd la reaccion
con DCM (100 mL), NaOH 6 N (50 mL) y tartrato de sodio y potasio saturado (50 mL) y se agité durante 10 min. Se
separaron las capas y se lavo la capa organica con H>O (2 x 50 mL), salmuera (50 mL), y se sec6 sobre Na;SO.. Se
eliminoé el disolvente a presion reducida y se triturd el sélido resultante en Et;O/EtOAc (1:1) para dar el producto
deseado como un soélido blanco (280 mg, 83%). RMN H (CDCls) &: 9,37 (d, 1H), 8,29 (d, 1H), 7,65 (dd, 1H), 7,48 (m,
1H), 7,40 (m, 1H), 3,95 (t, 4H), 3,88 (m, 2H), 3,82 (t, 4H), 3,48 (m, 2H), 2,54 (m, 2H), 2,44 (m, 2H), 2,32 (s, 3H).
LCMS (ES): m/z 482 [M+1]".

Ejemplo de referencia 20
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Se calento una suspension de cloroéster (800 mg, 2,25 mmol), y pirrolidina (0,40 mL, 4,79 mmol) en DMF (5,0 mL) a
65°C durante 15 min en microondas. Se diluy6 la reaccion con EtOAc (50 mL) y se recogi6 por filtracion el
precipitado resultante para producir el producto deseado. LCMS (ES): m/z 391 [M+1]"

Ejemplo de referencia 21
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A una solucion de éster (675 mg, 1,73 mmol), 2-(pirrolidin-1-il)etanamina (0,65 mL, 5,13 mmol) y DBU (0,75 mL, 5,02
mmol) en DCM (30 mL) se afadié AICI3 (680 mg, 5,10 mmol). Se agité la mezcla de reacciéon a temperatura
ambiente durante 1,5 h. Se diluy6 la reaccion con DCM (100 mL), NaOH 6 N (50 mL) y tartrato de sodio y potasio
saturado (50 mL) y se agité durante 15 min. Se separaron las capas y se lavo la capa organica con H,O (2 x 100
mL), salmuera (100 mL), y se secd sobre Na,SO4. Se elimind el disolvente a presion reducida y se purificod el
producto en bruto de la reaccién sobre columna de gel de silice (MeOH 5%/TEA 2%/DCM) para dar el producto
deseado como un sélido blanco (538 mg, 68%). RMN H (CDCls3) 6: 9,91 (t, 1H), 8,90 (d, 1H), 8,45 (d, 1H), 7,37 (m,
3H), 6,52 (d, 1H), 4,00-3,40 (br s, 4H), 3,81 (s, 3H), 3,65 (q, 2H), 2,79 (t, 2H), 2,63 (m, 4H), 2,14 (m, 4H), 1,81 (m,
4H). LCMS (ES): m/z 459 [M+1]".

Ejemplo de referencia 22
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Se hizo reaccionar el cloroéster (1,0 eq, 250 mg, 2,67 mmol) con morfolina (0,29 ml) en NMP (1 ml) en calentamiento
por microondas a 100°C durante 5 min. Se filtrd el sélido que se formé al enfriarse y se lavé con NMP. Se sometio a
sonicacion el material en AcOEt caliente y se filtré después de enfriamiento. Se aisl6 el producto 2 como un sélido
blanco (173 mg, 62% de rendimiento). LCMS (ES): puro al 95%, m/z 425 [M+1]".

Ejemplo de referencia 23
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Se mezclaron éster (1,0 eq, 312 mg, 0,73 mmol) y 2-(1-metilpirrolidin-2-il)etanamina (2,0 eq, 0,21 ml, 1,45 mmol) con
DBU (4,0 eq, 0,44 ml, 2,94 mmol) en CHxCI; (5 ml). Se afadié cloruro de aluminio (2,0 eq, 196 mg, 1,47 mmol) y se
agito la reaccion a 45°C durante 5 horas. Se elimind el disolvente a vacio y se traté el solido con una soluciéon
acuosa saturada de acido tartarico durante una hora. Después de afiadir agua, se ajusté el pH a 12-14 afiadiendo
NaOH. Se extrajo el producto con CH;Cl, (4x). Se lavaron los extractos combinados con agua y salmuera, se seco
sobre Na;SO, y se eliminé el disolvente al vacio. Se triturd el residuo en una mezcla de AcOEt y hexanos, se filtro y
se seco para proporcionar el compuesto deseado como un sélido blanquecino (318 mg, 85% de rendimiento). LCMS
(ES): puro al 95%, m/z 507 [M+1]".

Los siguientes compuestos de la invencion de la Tabla 1 se prepararon mediante el mismo procedimiento, usando
las aminas y los ésteres de etilquinolona apropiados.
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Tabla 1

Estructura PM LCMS (ES) m/z [M+1]
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Ejemplo de referencia 24
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Una solucion de éster (6,53 g, 15,97 mmol) en etanolamina (30 mL) se agitd a 150°C durante toda la noche. Se
diluyé la reaccion con H2O (100 mL) y se recogi6 por filtracion el sélido resultante. Se lavé el solido con H2O (2x) y
ACN (2x) para producir el producto deseado como un sdlido blanco (5,75 g, 85%). RMN 'H (DMSO-d®) &: 10,57 (t,
1H), 9,32 (d, 1H), 8,36 (d, 1H), 7,99 (dd, 1H), 7,55 (m, 1H), 7,48 (m, 1H), 7,18 (d, 1H), 4,85 (t, 1H), 3,82 (t, 4H), 3,75
(t, 4H), 3,56 (q, 2H), 3,43 (g, 2H). LCMS (ES): m/z 425 [M+1]".

Ejemplo de referencia 25
feeene O
= H =
NN (NN
0 o

A una solucién de alcohol (500 mg, 1,18 mmol) y TEA (0,50 mL, 3,58 mmol) en DCM (30 mL) se afiadié MsCI (0,20
mL, 2,58 mmol). Se agit6 la mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante 1 h y a continuacién se diluy6é con
DCM (100 mL) y NH.CI saturado (50 mL). Se separaron las capas y se lavo la capa organica con H,O (100 mL),
salmuera (50 mL), y se sec6 sobre Na;SO4. Se elimino el disolvente a presion reducida y se triturd el producto en
bruto de la reaccién en ACN para producir el producto deseado como un soélido amarillo claro (400 mg, 68%). El
material se usé tal cual sin purificacion adicional. LCMS (ES): m/z 503 [M+1]".

Ejemplo de referencia 26
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Una solucion de mesilato (90 mg, 0,18 mmol), 2-fluoroetanamina (40 mg, 0,40 mmol) y TEA (0,05 mL) en NMP (1,5
mL) se calenté a 130°C durante 20 min en microondas. Se diluyd la reaccion con ACN (5 mL) y se recogié por

5 filtracién el solido resultante. Se purifico el producto en bruto de la reaccion en TLC sobre gel de silice (MeOH
10%/DCM) para producir el producto deseado. LCMS (ES): m/z 470 [M+1]".

Ejemplo de referencia 27
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Una solucion de mesilato (50 mg, 0,10 mmol), ciclopropilamina (0,10 mL, 1,75 mmol), HCI (1 N, 0,05 mL) y TEA
(0,05 mL) en NMP (1,5 mL) se calent6 a 130°C durante 20 min en microondas. Se purificé el producto en bruto de la
reaccion en HPLC de fase inversa para producir el producto deseado. RMN H (CDCls3) 8: 10,64 (t, 1H), 9,45 (d, 1H),

15 8,63 (d, 1H), 7,77 (dd, 1H), 7,50 (m, 1H), 7,42 (m, 1H), 6,92 (d, 1H), 3,94 (t, 4H), 3,82 (t, 4H), 3,66 (q, 2H), 3,01 (t,
2H), 2,00 (m, 1H), 0,43 (m, 4H). LCMS (ES): m/z 464 [M+1]"

10

Ejemplo de referencia 28
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Una solucidon de mesilato (100 mg, 0,20 mmol), ciclobutilamina (0,10 mL, 1,41 mmol), HCI (1 N, 0,05 mL) y TEA

(0,05 mL) en ACN (2,0 mL) se calentd a 120°C durante 15 min en microondas. Se recogio por filtracion el precipitado

resultante y se purificé en TLC sobre gel de silice (MeOH 15%/DCM) para producir el producto deseado (65 mg,
25 98%). LCMS (ES): m/z 478 [M+1]".

Ejemplo de referencia 29

32
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Se calento el éster (0,5 g, 1,16 mmol) y etanolamina (0,7 mL, 11,63 mmol) en 3 mL de NMP a 160°C durante 20 min
(microondas). Se filtr6 el solido formado, se lavé varias veces con MeOH y se seco6 con aire al vacio. Se obtuvo el
alcohol como un sélido blanquecino y se usé en la siguiente etapa sin purificacion adicional. Al alcohol (0,204 g, 0,46

5 mmol) y la trietilamina en DCM (10 mL) se afiadido MsCl a temperatura ambiente. Se agitd la mezcla durante 30 min a
temperatura ambiente. Se afiadié diclorometano (100 mL) y se lavé la solucion resultante con solucion saturada de
bicarbonato de sodio (2 x 100 mL), salmuera (100 mL), se seco con sulfato de sodio y se concentré al vacio para
producir el mesilato como un sélido amairrillo.

10 Ejemplo de referencia 30

Una solucion de mesilato (50 mg) y ciclopropilamina (0,2 mL) en ACN (1 mL) se calenté a 100°C durante 20 min
15 (microondas). Se elimind el disolvente al vacio y se trituré el compuesto con acetato de etilo para dar un sélido
blanco. LCMS (ES): m/z 482 [M+1]"

Ejemplo de referencia 31
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Una solucion de mesilato (54 mg) y clorhidrato de ciclobutilamina (0,2 g) y TEA (0,2 mL) en ACN (1 mL) se calento a
90°C durante 1 h (microondas). Se elimin6 el disolvente al vacio y se purificd el residuo por TLC sobre gel de silice
(MeOH 10%/DCM) para dar un sélido blanco. LCMS (ES): m/z 482 [M+1]"

25

Ejemplo de referencia 32
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30 A una solucion de éster (1,00 g, 2,34 mmol), (1-metilpirrolidin-2-il)metanamina (1,20 g, 5,99 mmol) y DBU (1,80 mL,
12,06 mmol) en DCM (40 mL) se afiadié AICI; (650 mg, 4,87 mmol). Se agitd la mezcla de reaccién a temperatura
ambiente durante toda la noche. Se diluyé la reaccion con DCM (150 mL) y NaOH 1 N (50 mL) y se agit6 durante 15
min. Se separaron las capas y se lavo la capa organica con H>O (2 x 100 mL), salmuera (100 mL), y se seco sobre
NazSO4. Se elimind el disolvente a presion reducida y se tritur6é el solido resultante en ACN para dar el producto

35 deseado como un sélido blanco. LCMS (ES): m/z 582 [M+1]".
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Ejemplo de referencia 33
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5 A una solucién de Boc-amina (321 mg, 0,55 mmol) en DCM (3,0 mL) se afiadié HCI (3,0 mL, 4 M en dioxano) y se
agitoé a temperatura ambiente durante 1 h. Se diluyo la reaccion con DCM (150 mL) y NaOH 6 N (50 mL) y se agité
durante 10 min. Se separaron las capas y se lavo la capa organica con salmuera (50 mL), y se sec6 sobre Na;SOs,.
Se elimind el disolvente a presion reducida para producir el producto deseado como un sélido blanco (250 mg, 94%).
RMN "H (CDCl3) &: 10,63 (t, 1H), 9,44 (d, 1H), 8,33 (d, 1H), 7,77 (dd, 1H), 7,53 (m, 1H), 7,44 (m, 1H), 3,91 (t, 4H),

10 3,86 (t, 4H), 3,61 (m, 1H), 3,43 (m, 2H), 3,03 (m, 1H), 2,94 (m, 1H), 1,97 (m, 1H), 1,85 (m, 1H), 1,75 (m, 1H), 1,52
(m, 1H). LCMS (ES): m/z 482 [M+1]".

Ejemplo de referencia 34

15
A una solucién de amina (40 mg, 0,08 mmol) en DCM (5,0 mL) y TEA (0,05 mL) se afiadié yodometano (0,05 mL) y
se agitd a temperatura ambiente durante 10 min. Se elimin6 el disolvente a presion reducida y se triturd el sélido

resultante en ACN. Se purificé el producto en bruto de la reaccion en TLC sobre gel de silice (MeOH 10%/DCM) para
20 producir el producto deseado como un sélido blanco. LCMS (ES): m/z 496 [M+1]".

Ejemplo de referencia 35
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Se sintetiz6 la cloroamida deseada en rendimiento del 72% usando el procedimiento que usa la condicién de cloruro
de aluminio que usa cloroéster y amina. LCMS (ES): puro al 95%, m/z 427 [M+1]".

Ejemplo de referencia 36
30
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Se mezclaron la cloroamida (1,0 eq, 100 mg, 0,23 mmol) y acido bencenoborénico (2,0 eq, 57 mg, 0,47 mmol) con
acetato de sodio (3,0 eq, 58 mg, 0,70 mmol) en DMF (1 ml). Después de afadir PdClI, (dppf) (0,1 eq, 19 mg, 0,02
mmol), se calenté la mezcla con microondas a 100°C durante 5 min. Se filtr6 la solucion a través de CELITE™ y se
precipité el material afiadiendo acetato de etilo y hexanos. Después de purificacion por HPLC preparatoria, se aislo
el producto deseado como un sélido marrén (51 mg, 47% de rendimiento). LCMS (ES): puro al 95%, m/z 469 [M+1]".

Ejemplo de referencia 38

Sintesis del compuesto A1
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A una suspension del cloroéster (5,00 g, 13,94 mmol) en CH3CN (50 mL) se afiadid N-metilpiperazina (3,10 mL,
27,95 mmol) y se calenté la mezcla a reflujo durante toda la noche. Se enfrié la reaccion a temperatura ambiente y
se recogio el producto por filtracion para producir el producto deseado como un sélido marrén claro (4,7 g, 80%).
RMN "H (CDCls) &: 9,47 (d, 1H), 8,62 (d, 1H), 7,74 (dd, 1H), 7,51 (m, 1H), 7,43 (m, 1H), 6,89 (d, 1H), 4,50 (q, 2H),
3,85 (t, 4H), 2,62 (t, 4H), 2,40 (s, 3H), 1,49 (t, 3H). LCMS (ES): m/z 423 [M+1]".

s0Ge Ivaan et
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Compuesto Al

A una solucién de éster (72 mg, 0,17 mmol), (5-metilpirazin-2-il)metanamina (0,10 mL, 0,81 mmol) y DBU (0,20 mL,
1,34 mmol) en DCM (10 mL) se afadié AICI; (80 mg, 0,60 mmol). Se agité la mezcla de reaccién a temperatura
ambiente durante 30 min. Se diluyd la reaccion con DCM (100 mL) y NaOH 3 N (25 mL) y se agitdé durante 10 min.
Se separaron las capas y se lavo la capa organica con H>O (2 x 50 mL), salmuera (50 mL), y se secé sobre Na;SO,.
Se elimind el disolvente a presién reducida y se triturd el sélido resultante en ACN para dar el producto deseado
como un sélido blanco (60 mg, 71%). LCMS (ES): m/z 500 [M+1]".

30 Ejemplo 1

Sintesis del compuesto A2
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A una suspension del cloroéster (3,51 g, 9,7 mmol) en CH3CN (50 mL) se afiadié N-metilhomopiperazina (1,34 mL,
10 mmol) y trietilamina (1,49 ml, 10 mmol). Se calenté la mezcla a reflujo durante toda la noche. Se enfri6 la reaccion
5 a temperatura ambiente y se recogio el producto por filtracion para producir el producto deseado como un sélido

marrén claro (2,85 g). LCMS (ES): m/z 437 [M+1]".
| 0GR
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N
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Compuesto A2

10 A una solucioén de éster (2,85 mg, 6,53 mmol), (5-metilpirazin-2-il)metanamina (2,45 mL), y DBU (2,93 mL) en DCM
(100 mL) se afadié AICI3 (2,67 g). Se agitd la mezcla de reaccién a temperatura ambiente durante 30 min. Se diluyo
la reaccion con DCM (100 mL) y NaOH 4 N (100 mL) y se agité durante 15 min. Se separaron las capas y se lavo la
capa organica con HxO (2 x 100 mL), salmuera (100 mL), y se secé sobre Na;SO.. Se elimind el disolvente a presion

reducida y se triturd el solido resultante en ACN para dar el producto deseado como un sélido blanco (1,98 g). LCMS
15 (ES): m/z 514 [M+1]".

Ejemplo 2
Sintesis a gran escala del compuesto A2
20
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A una suspension del cloroéster (20,0 g, 55,90 mmol) en ACN (300 mL) se afiadid N-metilhomopiperazina (13,9 mL,
111,70 mmol) y se calentd la mezcla a reflujo durante toda la noche. Se enfrié la reaccién a temperatura ambiente y
25 se recogi6 el precipitado por filtracién. Se disolvié el sélido resultante en CHCI3 (500 mL) y se filtro a través de

CELITE™. Se elimind el disolvente a presion reducida para producir el producto deseado como un sélido (16,07 g,
66%). LCMS (ES): m/z 437 [M+1]".
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Compuesto A2

A una solucién de éster (2,24 g, 5,15 mmol), 2-(aminometil)-5-metilpirazina (1,27 g, 10,32 mmol) y DBU (2,3 mL,
15,38 mmol) en DCM (50 mL) se afiadié AICI; (2,05 g, 15,39 mmol). Se agité la mezcla de reaccién a temperatura
ambiente durante 30 min. Se diluyd la reaccion con DCM (200 mL) y NaOH 3 N (50 mL) y se agité durante 10 min.
Se separaron las capas y se lavo la capa organica con H>O (2 x 100 mL), salmuera (100 mL), y se sec6 sobre
NazSO,. Se elimind el disolvente a presion reducida y se tritur6 el solido resultante en ACN para dar el producto
deseado (1,80 g) como un sélido amarillo claro. RMN H (CDCls) 8: 11,28 (t, 1H), 9,52 (d, 1H), 8,57 (m, 2H), 8,45 (d,
1H), 7,74 (m, 1H), 7,44 (m, 2H), 6,78 (d, 1H), 4,86 (d, 2H), 3,90 (br, 4H), 2,86 (m, 2H), 2,65 (m, 2H), 2,56 (s, 3H),
2,42 (s, 3H), 2,15 (m, 2H). LCMS (ES): m/z 485 [M+1]". LCMS (ES): m/z 514 [M+1]".

Ejemplo de referencia 39

Sintesis del compuesto A3
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Una solucion de éster (6,53 g, 15,97 mmol) en etanolamina (30 mL) se agitdé a 150°C durante toda la noche. Se
diluyé la reaccion con H>O (100 mL) y se recogio el precipitado resultante por filtracion. Se lavo el sélido con H,O
(2x) y ACN (2x) para producir el producto deseado como un solido blanco (5,75 g, 85%). RMN '"H (DMSO-d°) &:
10,57 (t, 1H), 9,32 (d, 1H), 8,36 (d, 1H), 7,99 (dd, 1H), 7,55 (m, 1H), 7,48 (m, 1H), 7,18 (d, 1H), 4,85 (t, 1H), 3,82 {t,
4H), 3,75 (t, 4H), 3,56 (q, 2H), 3,43 (g, 2H). LCMS (ES): m/z 425 [M+1]".

oo caulliV re a0

Compuesto A3

A una solucién de alcohol (4,810 g, 11,343 mmol) y TEA (4,75 mL, 34,076 mmol) en DCM (125 mL) se afiadié MsCI
(1,70 mL, 21,964 mmol). Se agitdé la mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante 2 h, se diluyé con DCM
(200 mL) y NH4ClI saturado (50 mL). Se separaron las capas y se seco la capa organica sobre Na;SO4. Se elimind el
disolvente a presion reducida y se tritur6é el producto en bruto de la reaccion en ACN para producir el mesilato. Se
calento6 una solucion del mesilato anterior, ciclopropilamina (2,20 mL, 33,570 mmol), HCI (1 N, 1,0 mL) y TEA (4,75
mL, 34,076 mmol) en ACN (100 mL) a reflujo durante toda la noche. Se recogié el precipitado por filtracion y se
purific sobre columna de gel de silice para producir la amina deseada como un sélido blanco (1,2 g). RMN 'H
(CDCls) &: 10,64 (t, 1H), 9,45 (d, 1H), 8,63 (d, 1H), 7,77 (dd, 1H), 7,50 (m, 1H), 7,42 (m, 1H), 6,92 (d, 1H), 3,94 (t,
4H), 3,82 (t, 4H), 3,66 (g, 2H), 3,01 (t, 2H), 2,00 (m, 1H), 0,43 (m, 4H). LCMS (ES): m/z 464 [M+1]"
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Ejemplo de referencia 40
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Se preparo6 el compuesto del Ejemplo 40 por el mismo procedimiento que el compuesto A1, usando la amina y el

éster de etilquinolona apropiados.
PM 499,6; LCMS (ES): m/z 500 [M+1]".

Ejemplo 3

El compuesto de Ejemplo 3 se preparé por el mismo procedimiento que el compuesto A2, usando la amina y el éster

de etilquinolona apropiados.

PM 501,61; LCMS (ES): m/z 502 [M+1]".

Los siguientes analogos (compuestos de la invencion) de la Tabla 6 se prepararon por el mismo procedimiento,
usando la amina y el éster de etilquinolona apropiados.
Tabla 6
Estructura PM LCMS (ES) m/z [M+1]
573,6 574,2
N
IIWIE “
H
(™ 5
!
CH,
542,2
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CH3

e,
5
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531,6 532

CH;

Ejemplo 4

Actividad moduladora de la proliferacién celular

A continuacion se describe un protocolo de ensayo de proliferacion celular representativo usando colorante azul
Alamar (almacenado a 4°C, uso 20 ul por pocillo).

Configuracién de placa de 96 pocillos y tratamiento del compuesto
10
a. Dividir y tripsinizar las células.

b. Contar las células usando un hemocitémetro.

15 c¢. Sembrar en placa 4.000-5.000 células por pocillo en 100 pl de medio y sembrar en placa en una placa de 96
pocillos de acuerdo con la siguiente disposicion de placa. Afadir medio de cultivo celular sélo a pocillos B10 a B12.
Los pocillos B1 a B9 tienen células pero no compuesto anadido.

123 | 456 | 789 | 10 1112

A VACIO

B SIN COMPUESTO ANADIDO Sélo medio

C 10 nM 100 nM 1uM 10 uM Control
D 10 nM 100 nM 1uM 10 uM Comp 1
E 10 nM 100 nM 1uM 10 uM Comp 2
F 10 nM 100 nM 1uM 10 uM Comp 3
G 10 nM 100 nM 1uM 10 uM Comp 4
H VACiO

20 d. Anadir 100 pl de 2x dilucion de farmaco a cada pocillo en una concentracion mostrada en la disposicion de placa
anterior. Al mismo tiempo, afiadir 100 pl de medios en los pocillos de control (pocillos B10 a B12). El volumen total
es 200 pl/pocillo.

e. Incubar cuatro (4) dias a 37°C, CO2 al 5% en una incubadora humidificada.
25

f. Anadir 20 pl de reactivo de azul de Alamar a cada pocillo.
g. Incubar durante cuatro (4) horas a 37°C, CO2 al 5% en una incubadora humidificada,

30 h. Registrar fluorescencia a una longitud de onda de excitacion de 544 nm y una longitud de onda de emision de 590
nm usando un lector de microplacas.

En los ensayos, se cultivan células con un compuesto de prueba durante aproximadamente cuatro dias, a
continuacion se afade el colorante a las células y se detecta fluorescencia de colorante no reducido después de

35 aproximadamente cuatro horas. Pueden usarse diferentes tipos de células en los ensayos (por ejemplo, células de
carcinoma colorrectal humano HCT-116, células cancerosas prostaticas humanas PC-3 y células de carcinoma
pancreatico humano MiaPaca). Posteriormente se proporcionan los efectos antiproliferativos de compuestos
representativos.

40 Ejemplo 5
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Medida de valores de ARNm en ensayos celulares

Puede usarse un procedimiento de PCR cuantitativo en tiempo real (QPCR) para detectar los cambios del c-myc
diana y las copias del gen GAPDH de referencia endégeno en el mismo tubo. En general, las células (15.000
células/pocillo) se siembran en placas de 96 pocillos de base plana (Corning, NY) y se incuban en condiciones de
crecimiento normales durante toda la noche. Al dia siguiente, se intercambia el medio de cultivo por el que contiene
farmacos anticancerosos en diversas concentraciones y se incuba durante 4 h en una atmoésfera humidificada de
CO2 al 5% a 37°C. Se extrae ARN total (ARNt) usando el kit RNeasy 96 (QIAGEN, CA). Se determina la
concentracion del ARNt por el reactivo de cuantificacion de ARN RiboGreen (Molecular Probes, OR).

Puede realizarse una reaccion de transcripcion inversa (RT) usando 50 ng de ARNt de cada pocillo en una reaccion
de 25 pl que contiene 1x tampon TagMan RT, hexameros aleatorios 2,5 uM, MgCl; 5,5 mM, 0,5 mM de cada
trifosfato de desoxinucledsido (dNTP), 30 U de transcriptasa inversa MultiScribe y 10 U de inhibidor de ARNasa. Se
incuban las reacciones RT durante 10 min a 25°C, se someten a transcripcién inversa durante 30 min a 48°C, se
inactivan durante 5 min a 95°C y se colocan a 4°C. Todos los reactivos de RT pueden adquirirse en Applied
Biosystems, CA.

La reaccion QPCR en tiempo real puede realizarse en una reaccion de 50 pl que contiene los 5 ul de ADNc, 1x
Universal PCR Master Mix, 1x de conjunto de cebadores y sonda c-myc predesarrollados y 0,8x de conjunto de
cebadores y sonda GAPDH predesarrollados. Debido a la abundancia relativa de gen GAPDH en Hela, la
concentracion de cebadores y sonda GAPDH puede ajustarse para obtener ciclos umbral (Cy) precisos para los dos
genes del mismo tubo. El ciclo umbral (Cy) indica el nimero de ciclos fraccionario al que la cantidad de diana
amplificada alcanza un umbral fijado. Al hacerlo, la amplificacion GAPDH se interrumpe antes de que pueda limitar
los reactivos comunes disponibles para la amplificacion del c-myc. El valor ARn representa la sefial indicadora
normalizada menos la sefial de base. ARn aumenta durante la PCR a medida que aumenta el nUmero de copias de
amplicones hasta que la reaccion se aproxima a una meseta.

La sonda c-myc se marca con colorante MGB 6FAM™ vy la sonda GAPDH se marca con colorante MGB VIC™. Se
realiza preincubacion durante 2 min a 50°C para activar la enzima AmpErase UNG y a continuacion durante 10 min
a 95°C para activar la ADN polimerasa AmpliTag. Se amplifica el ADN durante 40 ciclos de 15 s a 95°C y durante 1
min a 60°C. El c-myc humano y el ADNc GAPDH se amplifican, se detectan y se cuantifican en tiempo real usando
el sistema de deteccion de secuencias ABI Prism 7000 (Applied Biosystems, CA), que se ajusta para detectar los
colorantes indicadores 6-FAM y VIC simultaneamente.

Los datos pueden analizarse usando el sistema de deteccion de secuencias ABI PRISM y Microsoft Excel. La
cuantificacion relativa se realiza usando la curva patrén y el procedimiento de Cy comparativo al mismo tiempo, y los
dos procedimientos dieron resultados equivalentes. Se sabe que el ciclo para el cual la grafica de amplificacion
cruza el Cy refleja de forma precisa los valores de ARNm relativos. (Véase Heid, y col., Genome Res. (1996) 6:986-
994; Gibson, y col., Genome Res. (1996) 6:995-1001). Las reacciones QPCR se preparan por triplicado para cada
muestra de ADNc y se promedian los valores Cy triplicados. Todos los reactivos, incluido el conjunto de cebadores y
sonda predesarrollado pueden adquirirse en Applied Biosystems, CA.

Ejemplo 6

Caracterizacion in vitro

Pueden usarse varios procedimientos para la caracterizacion in vitro de los compuestos de la presente invencion, lo
que incluye pero no se limita a i) ensayos de detencidn; ii) ensayo de competencia cuadruple/doble; iii) huellas de
cuadroma; y iv) ensayo directo en ausencia de una molécula competidora.

Ensayos de detencién

Los ensayos de detencion son pantallas de primer paso de alto rendimiento para la deteccion de farmacos que se
unen a y estabilizan el G-cuadruple diana. En general, se crea un oligonucleétido de plantilla de ADN, que contiene
la secuencia de nucleédtidos de la estructura cuadruple “diana” con respecto a la cual se desea realizar un cribado
del farmaco. A continuacion se hibrida un ADN cebador de marcado por fluorescencia en el extremo 3' del ADN de
plantilla. A continuacion se introduce una polimerasa de ADN como, por ejemplo, polimerasa Taq para sintetizar una
cadena complementaria de ADN extendiéndola a partir del cebador marcado por fluorescencia. Cuando el avance de
la polimerasa Tag no se ve entorpecido, sintetiza una copia de longitud completa de la plantilla. La adicién de un
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farmaco de ensayo que simplemente se une a un ADN bicatenario pero que no se une selectivamente a la region
cuadruple produce una disminucion en la sintesis del producto de longitud completa y un aumento concomitante de
copias de ADN de longitud variable. Sin embargo, si el farmaco de prueba se une selectivamente a y estabiliza el
cuadruple, el avance de la polimerasa se detiene sélo en el cuadruple, y se sintetiza un “producto de detencién”
caracteristico.

Los compuestos se criban inicialmente en una Unica concentracion, y se vuelven a someter a ensayo los "aciertos"
en un intervalo de dosis para determinar un valor Cls (es decir, la concentracion de farmaco necesaria para producir
una proporcion entre producto de detencion/producto de longitud completa de 1:1). Estos productos se visualizan
mediante electroforesis capilar.

Ensayo de competidor cuadruple/doble

La selectividad de compuestos para la secuencia cuadruple diana en relacién con el ADN bicatenario puede medirse
usando un ensayo de competencia (es decir, "cribado de selectividad"). Este cribado de selectividad usa el ensayo
de detencién como un sistema indicador para medir la capacidad relativa de una secuencia de ADN afiadida
externamente para competir con la estructura cuadruple diana formada en la plantilla de ADN para la unién del
farmaco. Por ejemplo, los competidores son la secuencia cuadruple c-myc, que es idéntica a la secuencia cuadruple
presente en el ADN de plantilla; o un ADN de plasmido que emula el ADN bicatenario genémico complejo. El grado
en el que cada competidor “impregna” con éxito el farmaco en solucion se refleja en la disminucién cuantitativa en la
sintesis del producto de detencién. De esta manera, se determinan las afinidades de union relativas del farmaco
tanto a la estructura cuadruple diana como al ADN bicatenario.

Huellas de cuadroma

Los compuestos pueden evaluarse también en cuanto a su capacidad de unién a otras estructuras cuadruples
nativas de relevancia bioldgica, lo que incluye elementos de control de estructuras cuadruples que regulan un
intervalo de diferentes oncogenes. Los datos resultantes se usan para crear una huella de cuadroma.

Ensayo de interaccién directa

Los compuestos pueden evaluarse en cuanto a su capacidad de interaccionar directamente con acidos nucleicos
capaces de formar una estructura cuadruple, donde el acido nucleico no es un acido nucleico telomérico. El ensayo
puede realizarse en el mismo recipiente o en recipientes diferentes. Por ejemplo, un compuesto puede ponerse en
contacto con cada acido nucleico en el mismo recipiente. Alternativamente, un compuesto puede ponerse en
contacto por separado con cada uno de los acidos nucleicos sometidos a ensayo en un recipiente diferente. Un
acido nucleico telomérico tal como se usa en la presente memoria descriptiva representa una region de acido
nucleico altamente repetitivo en el extremo de un cromosoma. Tal como se usa en la presente memoria descriptiva,
se mide la interaccion directa sin presencia de un acido nucleico competidor.

Una interaccién entre el compuesto y el acido nucleico puede determinarse por ejemplo, midiendo los valores Clso,
que son indicativos de la union y/o la estabilizacién de la estructura cuadruple. La selectividad de interacciones
puede determinarse, por ejemplo, comparando los valores Clsp medidos. Por ejemplo, pueden usarse los valores
Clsp mas bajos para indicar una intensa interaccion entre el compuesto y el acido nucleico, mientras que los valores
Clsp mas altos muestran una baja interaccion, mostrando asi la selectividad de interaccion. Los productos de
reaccion pueden caracterizarse por electroforesis capilar.

Ejemplo 7

Propiedades farmacéuticas de compuestos RBI

Se usdé un procedimiento de dosificacion por casete para determinar las propiedades farmacéuticas de los
compuestos divulgados en la presente memoria descriptiva. En este procedimiento, los compuestos para cada
casete (es decir, un coctel) se seleccionan basandose en que las sefiales de espectrometria de masas para cada
compuesto no interferiran entre si en el analisis de espectrometria de masas (por ejemplo, no se superpondran). La
concentracion de cada compuesto en el casete de dosificacion es a menudo de aproximadamente 20 mg/mL para
conseguir un nivel de dosis oral de 25 mg/kg en ratones ICR. A continuacion se describen los aspectos del
procedimiento de dosificacion por casete.
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Desarrollo del procedimiento MS/MS

Se preparan 0,5 mL de 20 mg/mL de solucion de dosificacion (en PBS o vehiculo de formulacion) de 12 compuestos
de prueba. Se diluye una solucion de dosificacion 20 veces transfiriendo 10 uL de la solucion de reserva a 190 pL de
acetonitrilo que contiene acido formico al 0,1% para conseguir una concentracion final de 1 mg/mL. Se diluye
adicionalmente 1 mg/mL de solucién 1.000 veces transfiriendo 1 uL de la solucion de reserva a 999 uL de
acetonitrilo que contiene acido férmico al 0,1% para conseguir una concentracion final de 1 pg/mL. Se usa el 1
pg/mL de solucion para desarrollo de un método de espectrometria de masas basandose en infusion directa. Se
determinan los espectros de masas primario/secundario de cada compuesto usando monitorizaciéon de reaccion
multiple (MRM). Se comparan los espectros de masas primario/secundario de cada compuesto para asegurarse de
que no existe interferencia de reacciones cruzadas durante las medidas de CL-EM/EM. Basandose en los espectros
de masas MRM se determina la composicién de todos los casetes.

Preparacion del casete de dosificacion

Se mezclan 250 ulL de cuatro soluciones de dosificacion preparadas y un patrén interno de PK oral (20 mg/mL cada
una) de acuerdo con el disefio de los casetes para conseguir una concentracion final de 4 mg/mL. Se someten los
casetes a vortizacion rigurosa y ultrasonicacion para obtener una solucidon transparente o una suspension
homogénea. Se usan las soluciones de los casetes para administrar las dosis a los animales por via de
administracion oral a 25 mg/kg.

Animales vy dosificacion

Todos los experimentos in vivo siguen los protocolos aprobados por el Comité de Uso y Cuidados en Animales. Se
obtienen ratones ICR hembra (IcrTac:ICR), de 8-10 semanas de vida, en Taconic (Hudson, Nueva York). Los
ratones se mantienen en un ciclo de luz/oscuridad de 12 h/12 h con acceso ad libitum a agua y comida. Después de
un periodo minimo de aclimatacién de dos semanas, se aleatoriza a los ratones en grupos con un tamafio minimo de
grupo de cuatro. Los animales usados para estudios farmacocinéticos tienen un intervalo de peso corporal de 25-35
g. Se administra oralmente una dosis de 25 mg/kg (4 mg/ml) de una casete descrita en el Ejemplo 1 a los ratones
que han estado en ayunas durante toda la noche.

Preparacion del analisis de sangre

Después de la administracion del compuesto, se recogen muestras de sangre en serie mediante puncion
retroorbitaria con un tubo capilar en varios puntos temporales (15, 30 minutos y 1, 2, 4, 6 y 8 horas). Se transfieren
las muestras a un tubo de microcentrifuga de 0,5 mL heparinizado y se colocan en hielo. Se separa el plasma por
centrifugacion y se almacenan las muestras a -80°C hasta el ensayo.

Preparacion de soluciones patrén de trabajo

Se diluye una solucion de dosificacion de casete (4 mg/mL) cuatro veces transfiiendo 25 uL de la solucion de
reserva a 75 ulL de acetonitrilo al 50% que contiene acido férmico al 0,1% para conseguir la concentracion de 1
mg/mL. Se diluye esta solucién de reserva adicionalmente por diluciones en serie para preparar 0,01, 0,1, 1y 5
pg/mL de soluciones patrén de trabajo.

Preparacion de una solucién de inactivacion

Se preparan 500 mL de 0,5 pg/mL de solucién de patron interno bioanalitico usando acetonitrilo al 100% con acido
férmico al 0,1%. Se almacena la solucion de inactivacion en un frasco hermético sellado a 4°C.

Preparacion de patron de calibracion para analisis

Se transfieren 15 pL de plasma de ratdon de referencia a una placa de 96 pocillos y se precipitan proteinas
plasmaticas pipeteando 120 uL de solucion de inactivacion para todas las partes alicuotas de plasma. Se cubre la
placa con una cubierta de placa adecuada y se mezcla bien durante 30-60 segundos usando un agitador vertical
multitubo.

Se afiaden 15 pL de la solucion patron de trabajo de la casete correspondiente a plasma inactivado y se somete la
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placa a vortizacion durante 30-60 segundos adicionales. A continuacion, se centrifuga la placa a 4.000 rpm durante
10 minutos a 4°C. Sin perturbar el estado de los sedimentos de proteina plasmatica, se transfieren 120 uL del
sobrenadante a una nueva placa de 96 pocillos y se seca la muestra en nitrdgeno usando un evaporador de placa
TurboVap® (Caliper Life Sciences; Hopkinton, Massachusetts). Se reconstituyen los residuos secados con 120 pL
de acetonitrilo al 20% que contiene acido férmico al 0,1%. Se somete la placa a vortizaciéon durante 30-60 segundos
y se somete a analisis de CL-EM/EM (descrito mas adelante).

Preparacion de muestra de estudio para andlisis

Se transfieren 15 uL de plasma de raton de referencia a una placa de 96 pocillos y se precipitan las proteinas
plasmaticas pipeteando 120 uL de solucion de inactivacion para todas las partes alicuotas de plasma. Se cubre la
placa con una cubierta de placa adecuada y se mezcla bien durante 30-60 segundos usando un agitador vertical
multitubo.

Se afiaden 15 pL de la solucion patron de trabajo de la casete correspondiente a plasma inactivado y se somete la
placa a vortizaciéon durante 30-60 segundos adicionales. Se afiaden 15 pL de acetonitrilo al 50% que contiene acido
férmico al 0,1% para inactivar el plasma de manera que se corresponda con la matriz y se somete la placa a
vortizacion durante 30-60 segundos adicionales. A continuacion, se centrifuga la placa a 4.000 rpm durante 10
minutos a 4°C. Sin perturbar el estado de los sedimentos de proteina plasmatica, se transfieren 120 pl del
sobrenadante a una nueva placa de 96 pocillos y se seca la muestra en nitrdgeno usando un evaporador de placa
TurboVap® (Caliper Life Sciences; Hopkinton, Massachusetts). Se reconstituyen los residuos secados con 120 pL
de acetonitrilo al 20% que contiene acido férmico al 0,1%. Se somete la placa a vortizaciéon durante 30-60 segundos
y se somete a andlisis CL-EM/EM (descrito mas adelante).

Analisis CL-EM/EM

Se analizan las mezclas de reaccién en relacion con la cantidad de cada entidad quimica en los casetes para la
forma primaria de acuerdo con las siguientes condiciones de HPLC:

Columna: PHENOMENEX® Synergi™ Polar RP, 20,0 x 2,0 mm, 3 uM
Columna de guarda: PHENOMENEX® C18, 4,0 x 2,0 mm

Velocidad de flujo: 0,25 mL/min

Temperatura de columna: 40°C

Temperatura de muestra: 10°C

Volumen de inyeccioén: 10 uL

Tiempo de ejecucion: 3,5 min

Sistema de disolvente de gradiente:

Disolvente A: acido férmico al 0,1% en agua

Disolvente B : acido férmico al 0,1% en acetonitrilo

Perfil de gradiente de disolvente:

Tiempo, min %A %B
0,0 95 5
1,0 95 5
1,5 5 95
2,0 5 95
2,5 95 5
3,5 95 5
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Parametros de espectrometria de masas:

Modo MS: ESI (+)
Capilar: 3,5 kV

Cono: 40 V

Extractor: 3V

Lente RF: 0,2 V
Fuente T: 120°C
Desolvacion T: 300°C
Desolvacion de gas: 450 L/h
Conodegas: 72 L/h
Resoluciéon LM: 15,0
Resolucion HM: 15,0
Energia ionica: 0,5
Multiplicador: 650

Analisis farmacocinético

ES 2 582 662 T3

Se aplica analisis farmacocinético no compartimental para administracion oral. Se registran los valores Cmax y Tmax
observados. Se usa la regla trapezoidal lineal para calcular ABC (0-8) de acuerdo con Gibaldi, M. y Perrier, D.
Pharmacokinetics, 22 edicion, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1982.

En la tabla 8 se ofrecen los dados de dosificacion de casete y biodisponibilidad representativos, junto con la
inhibicion de la proliferacion celular (por ensayo con azul de Alamar (AA) (por ejemplo, Ejemplo 4 en la presente
memoria descriptiva) e inhibiciéon de ARNr (por ensayo de PCR cuantitativa (QPCR) (por ejemplo, Ejemplo 5 en la
presente memoria descriptiva).

Tabla 8. Datos representativos de dosificacion de casetes y biodisponibilidad y datos de actividad farmacéutica

Estructura AA: QPCR: | Selectividad ABC Biodisponibilidad
HCT-116 | ADNr (8 h)- (%F)
(1M) (uM) casete
0O O r\—> 0,307 0,318 7 2.002
L Il H

N7 N7 N7\ -CH,

45



ES 2 582 662 T3

0,21 0,521 8 1.190 10,4
0,059 0,052 162 2.151 10,7
0,055 0,249 42 2.586
0,075 0,261 3 1.260
0,389 0,405 12 1.426
0,337 0,892 10 3.807 22,4
0,081 0,127 70 2.261
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Ejemplo 8

Evaluacién de propiedades farmacocinéticas

Se investigan las propiedades farmacocinéticas de los farmacos en ratones ICR después de dosis de un bolo
intravenoso (1V) y oral (PO) del farmaco a 5 mg/kg y 25 mg/kg, respectivamente. Se toman muestras de sangre en
instantes predeterminados y se separa el plasma. El plasma se separa de las muestras de sangre recogidas a 5, 15
y 30 minutos y 1, 2, 4, 8 y 24 horas después de la dosis.

Se cuantifican los niveles de farmaco mediante el procedimiento CL/EM/EM descrito a continuacién. Se aplica
analisis farmacocinético no compartimental para administracion intravenosa. Se usa la regla trapezoidal lineal para
calcular ABC(0-24) o ABC(0-8). Se calcula el ty2 terminal y Cy usando los ultimos tres y los tres primeros puntos de
datos, respectivamente

Se realiza un bioanalisis usando un instrumento de CL/EM/EM Quattro Micro en el modo de deteccion MRM, con un
patron interno (Pl). Brevemente, se preparan muestras de plasma de 15 pl para el analisis usando precipitacion de
proteinas con 120 uL de acetonitrilo. Se transfieren los sobrenadantes a una placa de 96 pocillos y se someten a
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analisis CL-EM/EM usando una columna de HPLC Polar-RP PHENOMENEX®. Las fases moviles son NH;sHCO3 10
mM en agua (Soluciéon A) y NHsHCO3 10 mM en metanol (Soluciéon B). La columna se equilibra inicialmente con
Solucién B al 25% y se sigue con Solucion B al 100% durante 5 minutos. El procedimiento tiene un intervalo
dinamico de 1 a 10.000 ng/mL. La cuantificacion de los analitos se realiza en modo de lotes con dos curvas de
calibracion de encuadramiento de acuerdo con la lista de muestras bioanaliticas.

Ejemplo 9
Ensayo de inhibicidn del citocromo P450 (CYP450)

Los compuestos de la presente invencion pueden evaluarse en cuanto a su actividad inhibidora potencial en relacion
con isoenzimas de citocromo P450. En general, se prepararan seis tubos de reaccién con 100 pL de una solucion
que contiene 50 mM de fosfato de potasio, pH 7,4, 2,6 mM de NADP+, 6,6 mM de 6-fosfato de glucosa, 0,8 U de 6-
fosfato de glucosa deshidrogenasa/mL y diluciones en serie 1:6 del compuesto de prueba preparados junto con seis
tubos de diluciones 1:6 de un inhibidor de control positivo adecuado. Las reacciones se iniciaran afiadiendo 100 pL
de una solucién precalentada de enzimas/sustrato a los tubos de reaccion. Se preparara una reaccién de control en
el punto temporal cero afiadiendo 50 pL de acetonitrilo a 100 uL de solucidon de cofactor para inactivar las enzimas,
afadiendo a continuacion 100 pL de solucidon de enzimas/sustrato. También puede prepararse una reaccion de
control sin inhibidor. Después de una incubacién adecuada a 37°C, se terminaran las reacciones afiadiendo 50 pL
de acetonitrilo. Se analizaran las reacciones en cuanto a las formas de metabolitos del sustrato de la sonda usando
CL/EM/EM.

Ejemplo 10

Evaluacién de la eficacia del compuesto en supresion tumoral

Un experimento representativo para evaluar la eficacia de los compuestos de la presente invencién en modelos de
ratones sin pelo atimicos de carcinoma humano puede disefiarse del modo siguiente. Se usaran animales machos o
hembras (ratén, Sim) (NCR, nu/nu) de cinco a seis semanas de vida y que pesen mas de 20 gramos. Los animales
se criaran para este fin y no se habran sometido a experimentos al inicio del estudio. Los tumores se propagaran a
partir de células inyectadas o del paso de fragmentos de tumor. Las lineas celulares que se usaran incluyen, pero no
se limitan a, entre otras, alia Paca-2, HPAC, Hs700T, Panc10.05, Panc 02.13, PL45, SW 190, Hs 766T, CFPAC-1y
PANC-1.

Implantacién de las células. Se inoculara de uno a diez millones de células suspendidas en 0,1 ml de medios de
cultivo con o sin Matrigel (Collaborative Biomedical Products, Inc, Bedford, MA) subcutaneamente en el flanco
derecho de sesenta animales. Se aplicara so6lo una inyeccién por animal. A los 7 14 dias de la inyeccion se
desarrollaran tumores para un tamano de uso de estudio de aproximadamente 1,0 cm?. Se considerara un pequefio
subconjunto (< 10/60) de animales. Se criaran los donantes y se haran desarrollar los tumores 10-28 dias y hasta un
tamario de 1,5 cm® con el fin de usarlos para trasplante en serie.

Trasplante de fragmentos. Se aplicara eutana5|a en los animales donantes y se extirparan quirirgicamente los
tumores y se cortaran en fragmentos de 2 mm? de tamario usando técnica aséptica. Los animales en los que se
realizara el implante se anestesiaran ligeramente con isoflurano. Se limpiara el area para el implante con alcohol al
70% y betadine. A continuacion se implantara un unico fragmento subcutaneamente usando un trocar.

Estudios de eficacia. Se dividiran aleatoriamente grupos de 50-60 animales portadores de tumores. Por ejemplo, en
un estudio representativo, los animales pueden dividirse aleatoriamente en de tres a ocho grupos que contienen 7
animales cada uno, tal como se describe en la Tabla 9.

Tabla 9
Numero de
Nimero de Conc. solucién animales
N° grupo machos/hembras Nivel de dosis Vol. dosis (uL) de dosis sometidos a
(mg/mL) eutanasia en:
dia 28-42
1 N=7 Control negativo 250 todos
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. 10-400 IP 2a5IP
2 N=7 Control positivo 10-250 IV 25a5IVv todos
125-500 PO <10 PO
Compuesto de prueba
_ 10-400 IP 25a5IP
Grupos 3-8 | N~© 7’?;;1;0 <56 1 2 gg :\'7 10-250 IV 25a5IV todos
50 a 200 PO 125-500 PO 10 PO

*Vehiculo/diluyente

**Como controles positivos se usaran compuestos anticancerosos disponibles comercialmente que incluyen, pero no
se limitan a, taxol, CPT11 y Gemcitabina.

Procedimiento de dosificacién. Los compuestos se administraran QD, QOD, Q3D o una vez por semana por via IP,
IV (vena caudal lateral) o PO. Se administrara el compuesto a los animales en un orden sistematico que distribuye el
tiempo de dosificacién de forma similar en todos los grupos. Para administracion de bolo IP y PO, se sujetara a los
animales manualmente. Para administracion de bolo IV o infusion IV de corta duracién (un minuto), se sujetara a los
animales mecanicamente pero no se los sedara. Se usaran jeringas estériles desechables para cada animal/dosis.
Se sometera a prueba también un compuesto de prueba en combinacién con aproximadamente 10-100 mg/kg (por
ejemplo, aproximadamente 40 mg/kg) de agente quimioterapéutico tal como gemcitabina, normalmente por
administracién IP una vez por semana.

Ejemplo 11

Evaluacién de dosis maximas toleradas

Un experimento representativo para evaluar la dosis maxima tolerada (DMT) de los compuestos de la presente
invencion puede disefiarse del modo siguiente.

Estudios de toxicidad aguda. En un estudio representativo para determinar la DMT después de una sola dosis, se
dividira aleatoriamente a sesenta animales no sometidos anteriormente a experimentacion, por ejemplo, en grupos
que contendran 10 animales (5 machos y 5 hembras) y recibirdn un compuesto a través de dos vias de
administracién o bien dos compuestos a través de una sola via de administracién. Se ha revelado que se tolerara
una dosis unica de 50 mg/kg IV, y se usa como niveles de dosis bajos preliminares. La dosis baja para estudios
orales se basa en la tolerabilidad prevista y se ajustara en sentido descendente en caso necesario. En la Tabla 10
se describe un disefio representativo de niveles de dosis, volimenes de dosis y concentracion de solucién de dosis.
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Tabla 10
Numero de
Numero de Conc. solucion animales
N° grupo machos (M) y Nivel de dosis (mg/kg) Vol. dosis (uL) de dosis sometidos a
hembras (F) (mg/mL) eutanasia en:
dia7
1 N=5M Compuestgodﬁ/prueba #1 250 IV 51V odos
N=5F 100 PO 500 PO 5 PO
) N=5M Compuest;nsdﬁ/prueba #1 250 IV 8,25 IV todos
N=5F 200 PO 500 PO 10 PO
5 N=5M Compues}l%g?\}:)rueba #1 250 IV 10 IV todos
N=5F 300 PO 500 PO 15 PO
A N=5M Compuestgodﬁ/prueba #2 250 IV 51V todos
N=5F 100 PO 500 PO 5 PO
. N=5M Compuest;nsdﬁ/prueba #2 250 IV 8,25 IV todos
N=5F 200 PO 500 PO 10 PO
. N=5M Compues}l%g?\}:)rueba #2 250 IV 10 IV todos
N=5F 300 PO 500 PO 15 PO

Estudios subcrénicos. En un estudio representativo para caracterizar las relaciones dosis-respuesta después de

5 dosificacion repetida, se dividira aleatoriamente a 25 animales no sometidos anteriormente a experimentacion, por
ejemplo, en grupos que contenian 5 animales cada uno tal como se describe en la Tabla 11. Cada dos semanas el
estudio sometera a prueba sélo un compuesto a través de una Unica via de administracion en una dosis 6ptima
derivada de los datos recogidos en estudios previos de toxicidad aguda.

10 Tabla 11
Numero de
Ne Numero de Conc. solucion animales
UDo machos o Nivel de dosis (mg/kg) Vol. dosis (uL) de dosis sometidos a
grup hembras (mg/mL) eutanasia en:
dia 14
_ . 250 IV Depende del
1 N=5 Control negativo 500 PO nivel de dosis todos
2 N=5 Compuesto de prueba segun se 250 IV Depende del todos
QD determina en estudios de DMT 500 PO nivel de dosis
3 N=5 Compuesto de prueba segun se 250 IV Depende del todos
QOD determina en estudios de DMT 500 PO nivel de dosis
4 N=5 Compuesto de prueba segun se 250 IV Depende del todos
Q3D determina en estudios de DMT 500 PO nivel de dosis
5 N=5 Compuesto de prueba segun se 250 IV Depende del todos
Q7D determina en estudios de DMT 500 PO nivel de dosis

Procedimiento de dosificacién. Los compuestos se administraran QD, QOD, Q3D o Q7D por via IV (vena caudal
lateral) o PO. Se administrara la dosis a los animales en un orden sistematico que distribuye el tiempo de
15 dosificacion de forma similar en todos los grupos. Para administracion PO, se sujetara a los animales manualmente.
Para administracion de bolo IV o infusion IV de corta duracion (un minuto), se sujetara a los animales
mecanicamente pero no se los sedara. Se usaran jeringas estériles desechables para cada animal/dosis.

Ejemplo 12
20
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Actividad farmacéutica de los compuestos A1, A2 y A3

La actividad inhibidora en la proliferacion celular de los compuestos A1, A2 y A3 se determiné usando un ensayo de
viabilidad celular con azul de Alamar (por ejemplo, Ejemplo 39 en la presente memoria descriptiva) usando una
diversidad de tipos celulares que son representativos de diferentes canceres. En la tabla siguiente (Tabla 12) se
presentan los valores de inhibicion (Clsg) en concentraciones micromolares.

Tabla 12
Enfermedad Linea celular Tipo celular Clso (micromolar)
A1 A2 A3

Prostata LNCAP Fibroplagtoide 0,077 | 0,029 | 0,045
PC-3 Epitelial 0,600 | 0,089 | 0,563
HCT-116 Epitelial 0,097 | 0,032 | 0,093
Colorrectal HT-29 Epitelial 0,073 | 0,042 0,102

COLO-205 Epitelial 0,096
H1299 CPNM 0,112 | 0,069 | 0,102
Pulmén H460 Epitelial 0,142 0,090 0,123
SK-MES-1 Carcinoma escamoso | 0,105 | 0,021 0,134
Miapaca-2 Epitelial 0,103 0,036 | 0,122
Pancreas Miapaca-R5 Epitelial 0,149 0,034 | 0,133
BXPC3 Epitelial 0,056 | 0,035 | 0,071
PANC-1 Epitelial 0,148 0,103
Mama MCEF-7 Carcinoma mamario 0,348 0,267
MDA-MB-231 Epitelial 0,105 | 0,052 | 0,139
K562 Linfoblasto 0,140 0,042 0,120
Hematopoyético Jurkat Linfoma 0,069 0,025 | 0,060
HL60 Linfoma 0,264 | 0,083 | 0,160
HL60/MX2 Linfoma 0,244 | 0,147 | 0,219
Piel A375 Epitelial 0,090 | 0,023 | 0,070
Ovario SK-OV-3 Epitelial 0,215 | 0,064 | 0,279
Huesos U20Ss Epitelial 0,752 | 0,089 | 0,476
Saos-2 Epitelial 0,264 | 0,124 | 0,249

También se sometieron a prueba los compuestos A1, A2 y A3 en cuanto a inhibicion tumoral en roedores con
xenoinjertos. A roedores que tenian tumores de xenoinjertos celulares A375 se les administraron dosis de 100
mg/kg, 75 mg/kg y 100 mg/kg de los Compuestos A1, A2 y A3, respectivamente, por suministro oral dos veces al dia.
Cada uno de estos compuestos inhibié significativamente el crecimiento tumoral de A375 durante un periodo de
siete dias con respecto a un grupo de control sin tratar. Ademas, a roedores que tenian tumores de xenoinjerto
MiaPaCa se les administraron dosis de 100 mg/kg del Compuesto A1 y A3 por suministro oral dos veces al dia.
Cada uno de estos compuestos significativamente inhibié el crecimiento tumoral de MiaPaCa durante un periodo de
veintidos dias con respecto a un grupo de control sin tratar.

Ejemplo 13

Datos de Clso basados en células representativas

La actividad inhibidora en la proliferaciéon celular de compuestos de la invencion representativos se determind
usando un ensayo de viabilidad celular con azul de Alamar (por ejemplo, Ejemplo 39 en la presente memoria
descriptiva) usando una diversidad de tipos celulares que son representativos de diferentes canceres. En la Tabla 13
y en la Tabla 14 se presentan los valores de inhibicion (Clso) en concentraciones micromolares. “*” indica estructura
y datos dados para referencia.
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Tabla 13
Estructura AA: MV-4- AA: PC3 AA: HCT- AA: K-562 M+1
11 (CI50, | (CI50, uM) | 116 (CI50, | (CI50, pM)
uM) uM)
/qﬁ\/{i : > 10 > 10 > 10 > 10 471
HN™ N~ N
Ho 6
3,736 0,133 489
0‘\.
| H/\v CH,
HN™ "N~ °N
HC5 D
0,543 6,666 2,507 3,127 514
| g
HN™ "N N” g N‘CH3
% o
?H3 0,633 0,267 542
Jfff )
HN N N
5,032 6,08 >10 >10 485
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Tabla 14
Estructura AA: MV-4-11 AA: K-562 AA: THP-1 AA: PC3 AA: MiaPaCa
(CI50, puM) (CI50, puM) (CI50, puM) (CI50, puM) (CI50, puM)
0,043 0,118 1,334 7,773 0,941
pregas
(" ”
HC
FIXHIE < 3-e-002 0,032 0,356 2,485 0,133
| |
Qa N ﬂ/\@
HC 5
0 < 3-e-002 0,095 1,064 6,59 0,131
F
(LN
(\N N &
"
H,C
ﬁﬁrﬁ\ < 3-e-002 0,11 0,59 1,212 0,352
F
[ @)
oy
ne 5
(\j 0,124 0,267 1,317 1,804 0,359
F N
I L I N
OJ N7 N
o O
0,032 0,051 0,571 2,645 <0,12
F. P
1 ] N QH
H,C @
0,084 0,101 0,637

Ejemplo 14. Realizaciones representativas

5

Las siguientes realizaciones se ofrecen para ilustrar pero no para limitar la invencion.

1. Un compuesto de la férmula (VIII),
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N (Vi)
o \ <

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;
donde:

Ay V son independientemente H, halo, azido, -CN, -CFs, -CONR'R?, -NR'R?, -SR?, -OR?, -R%, -W, -L-W, -W° o -L-
N(R)-W~;

cada Q es independientemente halo, azido, -CN, -CFs, -CONR'R?, -NR'R?, -SR?, -OR?, -R?, -W, -L-W, -W° 0 -L-N(R)-
W7

en cada -NR'R?, R' y R? junto con N pueden formar un anillo azaciclico opcionalmente sustituido, que contiene
opcionalmente un heteroatomo adicional seleccionado de entre N, O y S como miembro del anillo;

R'esHo alquilo C1-C6, opcionalmente sustituido con uno o mas halégenos, u =0;

R? es H, o alquilo C1-C10, heteroalquilo C1-C10, alquenilo C2-C10 o heteroalquenilo C2-C10, cada uno de los
cuales puede estar opcionalmente sustituido por uno o mas halégenos, =0, o un anillo carbociclico o heterociclico
de 3 a 7 miembros opcionalmente sustituido;

R® es un alquilo C1-C10, alquenilo C2-C10, arilo C5-C10 o arilalquilo C6-C12 opcionalmente sustituido, o una
heteroforma de uno de los mismos, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido por uno o mas
halégenos, =0, o un anillo carbociclico o heterociclico de 3 a 6 miembros opcionalmente sustituido;

cada R* es independientemente H, o alquilo C1-C6; o R* puede ser -W, -L-W o -L-N(R)-WO;

cada R es independientemente H o alquilo C1-C6;

R"es H y R® es alquilo C1-C4, sustituido por un anillo heterociclico aromatico opcionalmente sustituido;
mesO0,1,2,364;

nes0,1,2,3,465;

pes0,1,263;

L es un conector de alquileno C1-C10, heteroalquileno C1-C10, alquenileno C2-C10 o heteroalquenileno C2-C10,
cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido por uno o mas sustituyentes seleccionados de entre el

grupo que consiste en halégeno, oxo (=O) o alquilo C1-C6;

W es un anillo azaciclico de 4 a 7 miembros opcionalmente sustituido, que contiene opcionalmente un heteroatomo
adicional seleccionado de entre N, O y S como miembro del anillo; y
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WP° es un anillo carbociclico de 3 a 4 miembros opcionalmente sustituido, o un grupo alquilo C1-C6 sustituido con 1 a
4 atomos de fltor.

2. El compuesto de acuerdo con la realizaciéon 1, donde el anillo heterociclico aromatico opcionalmente sustituido se
selecciona de entre piridina, pirimidina, pirazina, imidazol, pirrolidina y tiazol.

3. Un compuesto de Formula (VII),

(Q)

(Qm

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

Ay V son independientemente H, halo, azido, -CN, -CFs, -CONR'R?, -NR'R?, -SR?, -OR?, -R%, -W, -L-W, -W° o -L-
N(R)-W?’;

cada Q es independientemente halo, azido, -CN, -CFs, -CONR'R?, -NR'R?, -SR?, -OR?, -R?, -W, -L-W, -W° 0 -L-N(R)-
W=

en cada -NR'R?, R' y R? junto con N pueden formar un anillo azaciclico opcionalmente sustituido, que contiene
opcionalmente un heteroatomo adicional seleccionado de entre N, O y S como miembro del anillo;

R'esHo alquilo C1-C6, opcionalmente sustituido con uno o mas halégenos, u =O;

R? es H, o alquilo C1-C10, heteroalquilo C1-C10, alquenilo C2-C10 o heteroalquenilo C2-C10, cada uno de los
cuales puede estar opcionalmente sustituido por uno o mas halégenos, =0, o un anillo carbociclico o heterociclico
de 3 a 7 miembros opcionalmente sustituido;

R® es un alquilo C1-C10, alquenilo C2-C10, arilo C5-C10 o arilalquilo C6-C12 opcionalmente sustituido, o una
heteroforma de uno de los mismos, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido por uno o mas
halégenos, =0, o un anillo carbociclico o heterociclico de 3 a 6 miembros opcionalmente sustituido;

cada R* es independientemente H, o alquilo C1-C6; o R* puede ser -W, -L-W o -L-N(R)-WO;

cada R es independientemente H o alquilo C1-C6;

mesO0,1,2,364;

nes0,1,2,3,465;

pes0,1,2063;

L es un conector de alquileno C1-C10, heteroalquileno C1-C10, alquenileno C2-C10 o heteroalquenileno C2-C10,

cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido por uno o mas sustituyentes seleccionados de entre el
grupo que consiste en halégeno, oxo (=O) o alquilo C1-C6;
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W es un anillo azaciclico de 4 a 7 miembros opcionalmente sustituido, que contiene opcionalmente un heteroatomo
adicional seleccionado de entre N, O y S como miembro del anillo; y

5 WY es un anillo carbociclico de 3 a 4 miembros opcionalmente sustituido, o un grupo alquilo C1-C6 sustituido con de
1 a 4 atomos de fluor.

4. El compuesto de acuerdo con la realizacion 3, donde A y V son independientemente H o halo.
10 5. El compuesto de acuerdo con la realizacién 3 6 4, donde R*esHo alquilo C1-4.

6. El compuesto de acuerdo con la realizacion 3, 4 6 5, donde m y n son los dos 0.

7. El compuesto de acuerdo con la realizacién 3-6, donde pes 0 6 1,

15
8. El compuesto de acuerdo con la realizacién 3-7 que tiene la estructura:

0O O
N\

20 o una sal o un éster farmacéuticamente aceptables del mismo.

9. Un compuesto seleccionado de entre el grupo que consiste en:

/
N AN X
Toar: Sl Ie o M
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NN ﬁ/\{Nl
I(N' J N" CH

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

10. Un compuesto seleccionado de entre el grupo que consiste en los compuestos de las Tablas 1y 6, y en los
Ejemplos, aparte de los suministrados como referencia o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

11. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las
realizaciones precedentes, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y un excipiente farmacéuticamente
aceptable.

12. Una composicion farmacéutica que comprende al menos un compuesto de acuerdo con la realizacién 1, o una
sal o un éster farmacéuticamente aceptables del mismo, y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

13. Compuesto de férmula (VIIl) para uso en un método para el tratamiento o la mejoria de un trastorno de
proliferacion celular en un sujeto,

(V)

(Qnm

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

donde A, V, X, Q, m, n, p, R4, R’ y R® se definen tal como en la realizacién 1;

tratando o mejorando de este modo el trastorno de proliferacion celular.

14. Un compuesto para uso en un método para el tratamiento o la mejoria de un trastorno de proliferacion celular en
un sujeto, comprendiendo dicho procedimiento la administracion a un sujeto necesitado del mismo de una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de una cualquiera de las realizaciones 1-13 tratando o mejorando de este
modo dicho trastorno de proliferacion celular.

15. El compuesto para uso de acuerdo con la realizacion 13 6 14, donde el sujeto es un ser humano.

Aunque la invencién se ha descrito en detalle sustancial con referencia a una o mas realizaciones especificas, los
expertos en la materia reconoceran que pueden realizarse cambios en las realizaciones divulgadas especificamente

en la presente solicitud, y ademas que estas modificaciones y mejoras estan dentro del alcance de la invencion. La
invencion descrita de forma ilustrativa en la presente memoria descriptiva puede ponerse en practica de manera
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adecuada en ausencia de cualquier elemento no divulgado especificamente en la presente memoria descriptiva. Asi,
por ejemplo, en cada caso en la presente memoria descriptiva cualquiera de los términos "que comprende", "que
consiste esencialmente en” y "que consiste en” puede sustituirse por cualquiera de los otros dos términos.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de la férmula (VI1II),

N (VIII)
/
R* \ //\

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

donde:

10
Ay V son independientemente H, halo, azido, -CN, -CFs, -CONR'R?, -NR'R?, -SR?, -OR?, -R%, -W, -L-W, -W° o -L-
N(R)-W*;

cada Q es independientemente halo, azido, -CN, -CF3, -CONR'R?, -NR'R?, -SR?, -OR?, -R®, -W, -L-W, -W° 0 -L-N(R)-
15 WY

en cada -NR'R?, R' y R? junto con N pueden formar un anillo azaciclico opcionalmente sustituido, que contiene

opcionalmente un heteroatomo adicional seleccionado de entre N, O y S como miembro del anillo;

20 R'esHo alquilo C1-C6, opcionalmente sustituido con uno o mas halégenos, u =0O;

R? es H, o alquilo C1-C10, heteroalquilo C1-C10, alquenilo C2-C10 o heteroalquenilo C2-C10, cada uno de los
cuales puede estar opcionalmente sustituido por uno o mas halégenos, =0, o un anillo carbociclico o heterociclico
de 3 a 7 miembros opcionalmente sustituido;

25
R® es un alquilo C1-C10, alquenilo C2-C10, arilo C5-C10 o arilalquilo C6-C12 opcionalmente sustituido, o una
heteroforma de uno de los mismos, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido por uno o mas
halégenos, =0, o un anillo carbociclico o heterociclico de 3 a 6 miembros opcionalmente sustituido;

30 cada R*es independientemente H, o alquilo C1-C6; o R* puede ser -W, -L-W o -L-N(R)-WO;

cada R es independientemente H o alquilo C1-C6;

R"es H y R® es alquilo C1-C4, sustituido por un anillo heterociclico aromatico opcionalmente sustituido;
% mesO0,1,2,364;

nes0,1,2,3,465;
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pes0,1,263;

L es un conector de alquileno C1-C10, heteroalquileno C1-C10, alquenileno C2-C10 o heteroalquenileno C2-C10,
cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido por uno o mas sustituyentes seleccionados de entre el
grupo que consiste en halégeno, oxo (=O) o alquilo C1-C6;

W es un anillo azaciclico de 4 a 7 miembros opcionalmente sustituido, que contiene opcionalmente un heteroatomo
adicional seleccionado de entre N, O y S como miembro del anillo; y

WP° es un anillo carbociclico de 3 a 4 miembros opcionalmente sustituido, o un grupo alquilo C1-C6 sustituido con de
1 a 4 atomos de fluor.

2. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, donde R® es un alquilo C4.4 sustituido por un anillo
heterociclico aromatico opcionalmente sustituido, seleccionado de entre piridina, pirimidina, pirazina, imidazol,
pirrolidina y tiazol.

3. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 de Férmula (VI1),

N
N N
H J

(VID)

R4/ \ //\

(Qnm

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

Ay V son independientemente H, halo, azido, -CN, -CFs, -CONR'R?, -NR'R?, -SR?, -OR?, -R%, -W, -L-W, -W° o -L-
N(R)-W’;

cada Q es independientemente halo, azido, -CN, -CFs, -CONR'R?, -NR'R?, -SR?, -OR?, -R?, -W, -L-W, -W° 0 -L-N(R)-
W7

en cada -NR'R?, R' y R? junto con N pueden formar un anillo azaciclico opcionalmente sustituido, que contiene
opcionalmente un heteroatomo adicional seleccionado de entre N, O y S como miembro del anillo;

R'esHo alquilo C1-C6, opcionalmente sustituido con uno o mas halégenos, u =0O;

R? es H, o alquilo C1-C10, heteroalquilo C1-C10, alquenilo C2-C10 o heteroalquenilo C2-C10, cada uno de los
cuales puede estar opcionalmente sustituido por uno o mas halégenos, =0, o un anillo carbociclico o heterociclico
de 3 a 7 miembros opcionalmente sustituido;

R® es un alquilo C1-C10, alquenilo C2-C10, arilo C5-C10 o arilalquilo C6-C12 opcionalmente sustituido, o una
heteroforma de uno de los mismos, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido por uno o mas
halégenos, =0, o un anillo carbociclico o heterociclico de 3 a 6 miembros opcionalmente sustituido;

cada R* es independientemente H, o alquilo C1-C6; o R* puede ser -W, -L-W o -L-N(R)-WO;
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cada R es independientemente H o alquilo C1-C6;

mesO0,1,2,364;

nes0,1,2,3,465;

pes0,1,2063;

10 L es un conector de alquileno C1-C10, heteroalquileno C1-C10, alquenileno C2-C10 o heteroalquenileno C2-C10,
cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido por uno o mas sustituyentes seleccionados de entre el
grupo que consiste en halégeno, oxo (=O) o alquilo C1-C6;

W es un anillo azaciclico de 4 a 7 miembros opcionalmente sustituido, que contiene opcionalmente un heteroatomo
15 adicional seleccionado de entre N, O y S como miembro del anillo; y

WP° es un anillo carbociclico de 3 a 4 miembros opcionalmente sustituido, o un grupo alquilo C1-C6 sustituido con de
1 a 4 atomos de fluor.

20 4.

5.

25

30

Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 3, donde A y V son independientemente H o halo.
Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 3, donde R*esHo alquilo C1-4.

Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 3, donde m y n son los dos 0.

Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 3, donde pes 06 1,

Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 3 que tiene la estructura:

#N\‘)G

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

9.

35

Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 seleccionado de entre el grupo que consiste en:
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

10. Una composiciéon farmacéutica que comprende un compuesto tal como se define en una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 9, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y un excipiente farmacéuticamente
aceptable.

11. Un compuesto tal como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para uso en un
procedimiento para el tratamiento de un trastorno de proliferacion celular.

12. Un compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacion 11 donde el trastorno de proliferacion celular
es un tumor o cancer.

13. Un compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacion 12 donde el trastorno de proliferacion celular
es un trastorno neoplasico hematopoyeético.

14. Un compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacion 12 donde el trastorno de proliferacion celular

es un cancer colorrectal, de mama, de pulmoén, de higado, de pancreas, de los ganglios linfaticos, de colon, de
prostata, del encéfalo, de cabeza y cuello, de piel, de higado, de rifién y de corazon.
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