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DESCRIPCION
Agentes antineoplasicos novedosos
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a una clase de compuestos Utiles en el tratamiento del cancer, tal como el cancer
de colon, el cancer de pulmén, el cancer de cerebro y el cancer de mama.

Antecedentes de la invencion

El cancer es una enfermedad de gran importancia que es una de las principales causas de muerte en el mundo. Un
aspecto importante del tratamiento del cancer es la quimioterapia con agentes antineoplasicos. Sin embargo, el
tratamiento del cancer utilizando quimioterapia rara vez es sencillo y existe una necesidad generalizada de
desarrollar nuevos y mejores agentes antineoplasicos que actien mediante diferentes mecanismos y vias.

Sumario de la invencion

En un primer aspecto, la presente invencién proporciona un compuesto de Férmula | (compuesto de la presente
invencion) o una sal, un hidrato y/o un profarmaco farmacéuticamente aceptables del mismo, en la que:

Formulal

E y G se seleccionan cada uno independientemente entre el grupo que consiste en -alquilo C1.4-, -NH-, -N(alquilo
Ci.4)-, -O-y, en cualquier orientacion, -NH-alquilo C1.4-, -N(alquil Ci.4)-alquilo Ci.4- y -O-alquilo C1.4-; y

— es un enlace sencillo; K se selecciona independientemente entre CH y N, y J se selecciona
independientemente entre NH y CHy; o

R' y R? son cada uno 0-2 sustituyentes en los que cada sustituyente se selecciona independientemente entre el
grupo que consiste en -alquilo Cj.4, -OH, -O-alquilo Ci.4, -N(R4)2, -alquil C1,4N(R4)2, -NO3, halégeno y CFs;

cada R* se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en -H, -OH, -alquilo Cj.4, -C(O)O-alquilo
Ci4y -C(O)R®, a condicion de que si un R* es -OH entonces el otro R* no puede ser -OH; o

-N(R4)2 forma un grupo pirrolidinilo, piperidinilo, piperazinilo o morfolino opcionalmente sustituido con metilo;
R’ se selecciona entre el grupo que consiste en -alquilo C1.4 y -fenilo;
R® se selecciona entre el grupo que consiste en H, -alquilo Cj.4, arilo y alquilarilo;

y en el que dicho profarmaco se selecciona entre (i) un compuesto en el que un resto de aminoacido o una
cadena polipeptidica de dos o mas restos de aminoacidos estan unidos covalentemente a un grupo amino,
hidroxilo o acido carboxilico libre del compuesto de férmula I, (i) un compuesto en el que un carbonato, un
carbamato, una amida o un éster de alquilo estan unidos covalentemente a un grupo amino, hidroxilo o acido
carboxilico libre del compuesto de formula | a través de la cadena lateral del profarmaco de carbono carbonilico o
(iii) un compuesto que comprende un derivado de fosfato de un compuesto de férmula | unido a través de un
enlace fésforo-oxigeno a un hidroxilo libre de los compuestos de féormula I; en el que el derivado de fosfato es un
acido de fosfato, una sal de un acido de fosfato o un éster de fosfato.

En un segundo aspecto, la presente invencion proporciona un compuesto de la presente invencion o una sal, hidrato
y/o profarmaco farmacéuticamente aceptables del mismo para su uso en un método para el tratamiento del cancer
en un sujeto.
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En un tercer aspecto, la presente invencién proporciona el uso de un compuesto de la presente invencion o una sal,
un hidrato y/o un profarmaco farmacéuticamente aceptables del mismo en la preparacion de un medicamento para el
tratamiento del cancer.

En un cuarto aspecto, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende un
compuesto de la presente invencidon o una sal, un hidrato y/o un profarmaco farmacéuticamente aceptables del
mismo y un vehiculo, un diluyente o un excipiente farmacéuticamente aceptables.

Breve descripcién de las figuras

Figura 1. Determinacion de tubulina estabilizada frente a soluble en células tratadas con bloqueantes de G2/M.
Se solubilizaron células LIM1215 tratadas con vehiculo, Taxol o compuesto 3 (198-02) en NP-40. Se analizaron
volimenes iguales de sobrenadante y material insoluble resuspendido mediante SDS/PAGE e
inmunotransferencia con anticuerpos para B-tubulina. Tubulina S = soluble y P = polimerizada. Se obtuvieron
resultados similares en la estirpe celular BaF/3.

Figura 2: Efecto de compuestos de la presente invencion sobre la polimerizacion de la tubulina "in vitro".

Se pre-equilibré tubulina (1 mg/ml en tampén PIPES/MgCI,/GTP) en la cubeta de un espectrofotémetro Cary 50
antes de la adicion de tampoén (A), Taxol (B), triazina 0,5 mM (C) o triazina 2 mM (D), (flecha). Se tomaron
lecturas de DO[340] a intervalos de 5 s durante 30 min.

Figura 3: Cromatogramas representativos de plasma de raton extraido. A: Plasma de ratén normal con HC. B:
Plasma de ratéon normal con adiciones de Compuesto 2 (156-01) y HC para la curva patron. C: El plasma
obtenido 2 horas después de la inyeccidn del Compuesto 2 (156-01) muestra el pico de Compuesto 2 (156-01)
recuperado, asi como otros 3 picos de posibles metabolitos.

Figura 4: Analisis espectral de picos de posibles metabolitos. A. Cromatogramas superpuestos de
compuesto 2 convencional (156-01) en plasma (linea de puntos) y el plasma de un ratén inyectado (linea
continua). B. Espectros UV de los picos purificados.

Figura 5: Efectos antimit6ticos de metabolitos recuperados de plasma de ratdn después de la inyeccion

de compuesto 2. Se incubaron células BaF/3 durante 24 horas con cantidades crecientes de cada pico
reconstituido. La distribucion del ciclo celular se evalué mediante andlisis por FACS utilizando yoduro de propidio.
El porcentaje de células en la fase G2/M del ciclo celular se determiné utilizando ModFi.

Figura 6: Representaciones de concentraciones plasmaticas de compuesto 2 en ratones después de una

Unica dosis subcutdnea de 50 mg/kg. Cada punto corresponde a un ratén individual. A: Representacion
semilogaritmica de concentraciones calculadas de valores del Pico 1. B: Representacion semilogaritmica de
valores incluyendo todos los picos de metabolitos. C: Valores medios y de ET que comparan solamente el Pico 1
con todos los picos.

Figura 7: Crecimiento del tumor de LIM2537 en ratones desnudos. Se midieron los diametros de los tumores
con calibres externos cada tres dias y el volumen del tumor se calculé con la férmula: /6 x (LxWZ). Habia una
clara diferencia entre animales tratados con el control de vehiculo (curva negra) y los tratados con el compuesto
2 a 15 mg/kg (curva roja), tres dias a la semana comenzando el dia 3 del experimento.

Figura 8: Crecimiento del tumor de U87MG ( A2-7) en ratones desnudos. Se midieron los diametros de los
tumores con calibres externos cada tres dias y el volumen del tumor se calcul6é con la férmula: /6 x (LxWZ).
Habia una clara diferencia entre animales tratados con el control de vehiculo (curva negra) y los tratados con el
compuesto 2 a 20 mg/kg, tres dias a la semana comenzando el dia 5 del experimento.

Figura 9: Los animales tratados con el compuesto 2 (marcado "156-01") (barras verdes) no mostraron ninguna
diferencia significativa en los pesos de su higado o su bazo con respecto a los animales tratados con el control
de vehiculo (rojo), mientras que el peso del tumor se redujo en gran medida.

Figura 10: Crecimiento del tumor de H1437 en ratones desnudos. Se midieron los diametros de los tumores
con calibres externos cada tres dias y el volumen del tumor se calculé con la férmula: /6 x (LxWZ). Habia una
clara diferencia entre animales tratados con el control de vehiculo (curva negra) y los tratados con el compuesto
2 a 20 mg/kg, tres dias a la semana comenzando el dia 5 del experimento.

Figura 11: Fotografia de los tumores de xenoinjerto de H1437 extirpados del animal tratado con control de
vehiculo (tres filas superiores) y tratado con compuesto 2 (20 mg/kg, tres veces por semana) fila inferior. Puede
observarse una clara diferencia de tamafio.
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Descripcion detallada de la invencion

Se ha notificado que la naamidina A, un alcaloide de imidazol extraido de esponjas Leucetta, inhibe selectivamente
la via de sefalizacion del factor de crecimiento epidérmico (EGF) e inhibe el crecimiento tumoral en un modelo de
xenoinjerto en ratén utilizando una estirpe celular de cancer humano que sobreexpresa enormemente el receptor de
EGF (Copp et al., J. Med. Chem. 1998, 41:3909).

Me

N
HO O |N/>“ NH\N

N
1
Me

OMe

Naamidina A

Zheng et al. (Bioorganic & Medicinal Chemistry 15 (2007) 1815-1827) desvelan una serie de derivados de
triaminotriazina que se han evaluado para las actividades de inhibicion de las estirpes celulares de cancer
colorrectal. La mayoria de los compuestos sintetizados demuestran efectos antiproliferativos moderados en ambas
estirpes celulares HCT-116 y HT-29 a la concentracion de 10 pM.

El documento US 5.574.057 A desvela naamidina A aislada de esponjas marinas que se encontré que era selectiva
en la inhibicion del crecimiento de células tumorales que dependen del factor de crecimiento epidérmico para su
crecimiento, mientras que muestra una citotoxicidad general aceptablemente baja.

El documento WO 2004/026844 Al desvela métodos y composiciones de compuestos de triazina novedosos y su
utilidad en el tratamiento de diversas divulgaciones.

En la basqueda de inhibidores de molécula pequefia especificos para el receptor de EGF, los presentes inventores
sintetizaron varios analogos de Naamidina A y evaluaron su actividad biologica.

Sorprendentemente, los presentes inventores identificaron una clase de moléculas relacionadas con la Naamidina A
gue muestran una actividad citostatica y/o citotoxica y que no actdan a través de la via de sefalizacion de EGF. Esta
clase de compuestos de triazina son prometedores como agentes antineoplasicos con actividad antineoplasica en el
intervalo nanomolar.

En consecuencia, en un primer aspecto, la presente invencidon proporciona un compuesto de féormula | o una sal,
hidrato y/o profarmaco farmacéuticamente aceptables del mismo, en la que:

53
G R
\ / /
R2
Féormula I

E y G se seleccionan cada uno independientemente entre el grupo que consiste en -alquilo Ci.4-, -NH-, -N(alquilo
Ci.4)-, -O-y, en cualquier orientacién, -NH-alquilo Ci.4-, -N(alquil Ci.4)-alquilo C;.4- y -O-alquilo C1.4.; y

—— es un enlace sencillo;

K se selecciona independientemente entre CH y N, y J se selecciona independientemente entre NH y CH;

R' y R’ son cada uno 0-2 sustituyentes (que significa 0, 1 o 2 sustituyentes o un intervalo que comprende dos
cualquiera de los nimeros enteros) en los que cada sustituyente se selecciona independientemente entre el
grupo que consiste en -alquilo Cj-4, -OH, -O-alquilo Cj.4, -N(R4)2, -alquil C1.4N(R4)2, -NOg2, halégeno y CF3;

cada R* se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en -H, -OH, -alquilo Cj.4, -C(O)O-alquilo
Ci14y -C(O)R®, a condicion de que si un R* es -OH entonces el otro R* no puede ser -OH; o

-N(R4)2 forma un grupo pirrolidinilo, piperidinilo, piperazinilo o morfolino opcionalmente sustituido con metilo;
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R® se selecciona entre el grupo que consiste en -alquilo Cy.4 y -fenilo;

R® se selecciona entre el grupo que consiste en H, -alquilo Ci.4, arilo y alquilarilo; y en el que dicho profarmaco
se selecciona entre (i) un compuesto en el que un resto de aminoacido o una cadena polipeptidica de dos 0 mas
restos de aminoacidos estan unidos covalentemente a un grupo amino, hidroxilo o acido carboxilico libre del
compuesto de féormula |, (i) un compuesto en el que un carbonato, carbamato, amida o éster de alquilo esta
unido covalentemente a un grupo amino, hidroxilo o acido carboxilico libre del compuesto de férmula | a través
de la cadena lateral del profarmaco de carbono carbonilico o (iii) un compuesto que comprende un derivado de
fosfato de un compuesto de féormula | unido a través de un enlace fésforo-oxigeno a un hidroxilo libre de los
compuestos de férmula I; en el que el derivado de fosfato es un acido de fosfato, una sal de un acido de fosfato o
un éster de fosfato.

En una realizacién, — es un enlace sencillo y () KesCHyJes NH o (i) Kes Ny J es CHa.
Preferentemente, R® se selecciona entre el grupo que consiste en hidrégeno, metilo, propilo, butilo y fenilo.

En una realizacion, E se selecciona entre el grupo que consiste en -NH-alquilo C;.4-, -N(alquil C1.4)-alquilo C;.4- y -O-
alquilo Cy1.4-; en el que el heteroatomo de E esta unido al anillo de triazina.

En una realizacion, G se selecciona entre el grupo que consiste en -NH-alquilo C;.4-, -N(alquil Ci.4)-alquilo C;.4- y -O-
alquilo C1.4-; en el que el heteroatomo de G esta unido al anillo de triazina.

Preferentemente, E es -NH-alquilo C;.4, mas preferentemente E es -NH-CH>-.
Preferentemente, G es -NH-alquilo C;.4, mas preferentemente G es -NH-CH>-.

En una realizacion desvelada pero no reivindicada R' es -N(R4)2 qgue forma un grupo piperazinilo sustituido con -

alquilo C1.4, de férmula:
. N

alquilo C14

Preferentemente, R* y R? son cada uno independientemente 1-2 sustituyentes, mas preferentemente R! y R? son
cada uno 1 sustituyente.

En una realizacién, cada uno de R* y R? es al menos un sustituyente para.
Preferentemente, cada sustituyente R' se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en -OH, -O-
alquilo Ci.4 y -alquilo Ci1.4, méas preferentemente, cada sustituyente R! se selecciona independientemente entre el

grupo que consiste en -OH, -OMe y -CHs.

Preferentemente, cada sustituyente R’ se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en -OH, -O-
alquilo C1.4 y -alquil C1.4N(R%)2.

Mas preferentemente, cada sustituyente R’ se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en -OH, -
OMe, -CH2-NH> y -CH>-NH-C(O)O(t-Bu).

En una realizacién preferida, la presente invencién proporciona un compuesto de Férmula Il o una sal, hidrato y/o
profarmaco farmacéuticamente aceptables del mismo, en la que:

H H
E._N__N__N
| YTIFO
Y&~ N~ _N N
T 9 %
G
\ | /
/
R2

R1

Formula I1
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E y G se seleccionan cada uno independientemente entre el grupo que consiste en -alquilo Ci.4-, -NH-, -O-y, en
cualquier orientacion, -NH-alquilo C1.4- y -O-alquilo Cy.4; ¥

R' y R? son cada uno 0-2 sustituyentes en los que cada sustltuyente se selecmona independientemente entre el
grupo que consiste en -alquilo Cy.4, -OH, -O-alquilo C1.4, -N(R*)2, -alquil C1.4N(R%)2, -NO,, halégeno y CFs;

cada R* se selecmona |ndepend|entemente entre el grupo que conS|ste en -H, -OH, -alquilo Cj.4, -C(O)O-alquilo
Ciay C(O)R a condicién de que si un R* es -OH entonces el otro R* no puede ser -OH; o

-N(R4)2 forma un grupo pirrolidinilo, piperidinilo, piperazinilo o morfolino opcionalmente sustituido con metilo;
R® se selecciona entre el grupo que consiste en -alquilo Cy.4 y -fenilo;
R® se selecciona entre el grupo que consiste en -H, -alquilo C1.4 y -arilo;

y en el que dicho profarmaco se selecciona entre (i) un compuesto en el que un resto de aminoacido o una
cadena polipeptidica de dos o mas restos de aminoacidos estan unidos covalentemente a un grupo amino,
hidroxilo o acido carboxilico libre del compuesto de férmula I, (i) un compuesto en el que un carbonato,
carbamato, amida o éster de alquilo esta unido covalentemente a un grupo amino, hidroxilo o acido carboxilico
libre del compuesto de formula | a través de la cadena lateral del profarmaco de carbono carbonilico o (iii) un
compuesto que comprende un derivado de fosfato de un compuesto de férmula | unido a través de un enlace
fésforo-oxigeno a un hidroxilo libre de los compuestos de férmula I; en el que el derivado de fosfato es un acido
de fosfato, una sal de un acido de fosfato o un éster de fosfato.

En una realizacion, E se selecciona entre el grupo que consiste en -NH-alquilo Ci.4-, -N-(alquil Cy.4)-alquilo Cy.4- y -
O-alquilo C1.4-; en el que el heteroatomo de E esta unido al anillo de triazina.

En una realizacién, G se selecciona entre el grupo que consiste en -NH-alquilo C;.4-, -N-(alquil C1.4)-alquilo C1.4- y -
O-alquilo Ci.4-; en el que el heteroatomo de G esta unido al anillo de triazina.

Preferentemente, E es -NH-alquilo Ci1.4, méas preferentemente, E es -NH-CH-.
Preferentemente G es -NH-alquilo Ci.4, mas preferentemente, G es -NH-CHa-.

En una realizacién la presente invencidn proporciona un compuesto de férmula Il en la que R' es 1-2 sustituyentes
en el que cada sustituyente se selecuona mdependlentemente entre el grupo que consiste en -alquilo Ci.4, -OH, -O-
alquilo Ci4 y -alquilo Ca. JNHR?; y R? es 1-2 sustituyentes en el que cada sustituyente se selecciona
mdependlentemente entre el grupo que consiste en -alquilo C;.4, -OH, -O-alquilo C1.4 y -alquilo C;. 4NHR*

en el que R* se selecciona entre el grupo que consiste en -H, -alquilo C1.4, -C(O)O-alquilo Cj.a.

Preferentemente, cada sustltuyente R! se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en -OH, -
OMe, -CH3 y cada sustltuyente R? se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en -OH, -O-alquilo
Ci1.4, -alquilo C;. 4NHR* en el que R’ se selecciona entre el grupo que consiste en -H, -alquilo C.4, -C(O)O-alquilo C;.

4.
Mas preferentemente, R’ se selecciona entre el grupo que consiste en -OH, -OMe, -CH,-NH; y -CHNH-C(O)O(t-Bu).

En otra realizacion, la presente invencién proporciona un compuesto de férmula Il en la que R® se selecciona entre el
grupo que consiste en -H, metilo, propilo, butilo y fenilo.

En una realizacion, R® es una cadena de alquilo lineal.

En una realizacion, la presente invencion proporciona un compuesto de Férmula 11l o una sal, hidrato y/o profarmaco
farmacéuticamente aceptables del mismo, en la que:
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Formula IIX

E y G se seleccionan cada uno independientemente entre el grupo que consiste en -alquilo Ci.4-, -NH-, -O-y, en
cualquier orientacion, -NH-alquilo C1.4- y -O-alquilo Ci.4-; ¥

R' y R? son cada uno 0-2 sustituyentes en los que cada sustituyente se selecciona independientemente entre el
grupo que consiste en -alquilo Cj.4, -OH, -O-alquilo Cj.4, -N(R4)2, -alquil C14NHR*, -NO;, halégeno y CFs;

cada R* se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en -H, -OH, -alquilo C;.4, -C(O)O-alquilo
Ciay -C(O)RS, a condicién de que si un R* es -OH entonces el otro R* no puede ser -OH; o

-N(R4)2 forma un grupo pirrolidinilo, piperidinilo, piperazinilo o morfolino opcionalmente sustituido con metilo;
R® se selecciona entre el grupo que consiste en -alquilo Cy.4 y -fenilo;
R® se selecciona entre el grupo que consiste en -H, -alquilo Ci.4 y -arilo;

y en el que dicho profarmaco se selecciona entre (i) un compuesto en el que un resto de aminoacido o una
cadena polipeptidica de dos o mas restos de aminoacidos estan unidos covalentemente a un grupo amino,
hidroxilo o acido carboxilico libre del compuesto de férmula I, (i) un compuesto en el que un carbonato,
carbamato, amida o éster de alquilo esta unido covalentemente a un grupo amino, hidroxilo o acido carboxilico
libre del compuesto de formula | a través de la cadena lateral del profarmaco de carbono carbonilico o (iii) un
compuesto que comprende un derivado de fosfato de un compuesto de férmula | unido a través de un enlace
fésforo-oxigeno a un hidroxilo libre de los compuestos de formula I; en el que el derivado de fosfato es un acido
de fosfato, una sal de un acido de fosfato o un éster de fosfato.

En una realizacién, E se selecciona entre el grupo que consiste en -NH-alquilo Ci.4-, -N-(alquil Cj.4)-alquilo C1.4- y -
O-alquilo Ci.4-; en el que el heteroatomo de E esta unido al anillo de triazina.

En una realizacién, G se selecciona entre el grupo que consiste en -NH-alquilo C;.4-, -N-(alquil C1.4)-alquilo C1.4- y -
O-alquilo C1.4-; en el que el heteroatomo de G esta unido al anillo de triazina.

Preferentemente, E es -NH-alquilo Ci.4, méas preferentemente E es -NH-CH>-.
Preferentemente G es -NH-alquilo Ci.4, méas preferentemente G es -NH-CH,-.

En una realizacién la presente invencién proporciona un compuesto de férmula Il en la que R' es 1-2 sustituyentes
en el que cada sustituyente se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en -O-alquilo C1.4 y -alquil
C1.4N(R4)2; y R? es 1-2 sustituyentes en el que cada sustituyente se selecciona independientemente entre el grupo
que consiste en -O-alquilo Cy.4 y -alquil C1,4N(R4)2;

en el que cada R’ se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en -H, -alquilo C;.4, -C(O)O-alquilo
Ci4;

Preferentemente, R es -OMe y R? se selecciona entre el grupo que consiste en -O-alquilo Ci.4 y -alquil C1.4N(R%)z;
en el que cada R* se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en -H, -alquilo C1.4 y -C(O)O-
alquilo Cq.4.

Mas preferentemente, R’ se selecciona entre el grupo que consiste en -OMe, -CHx-NH; y -CHNH-C(O)O(t-Bu).

Preferentemente, R%es hidrégeno.

Adicionalmente se desvela un compuesto de Férmula IV o un derivado farmacéutico, sal o profarmaco del mismo, no
incluido en la invencién en la que:
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Formula IV

E y G se seleccionan cada uno independientemente entre el grupo que consiste en -alquilo Cj.4, -NH-, -O-y, en
cualqwer orientacion, -NH-alquilo C1.4- y -O-alquilo Cy.4-;

R! es 0-2 sustituyentes en el que cada sustituyente se selecmona mdependlentemente entre el grupo que
consiste en —anU|Io C1.4, -Cicloalquilo C3 6, -OH, -O-alquilo Cj.4, N(R )2, -alquil C;. 4NHR?, -O- -alquil Cq-4- N(R )2, -O-
alquil Cy.4- N(R )2, -C|cloanU|I Cse- N(R )2, -O-fenilo, -O-bencilo, -NO,, halégeno y -CFs;

en el que cada R* se seleccmna |ndepend|entemente entre el grupo que consiste en -H, -OH, alquilo Ci.4, -
C(O)O alquilo Cj1.4, -alquil C;. +-OR’ y C(O)R o]

-N(R )2 forma un grupo pirrolidinilo, piperidinilo, piperazinilo o0 morfolino opcionalmente sustituido con alquilo Ci.4;
R? es 0-2 sustituyentes en el que cada sustituyente se selecmona mdependlentemente entre el grupo que
consiste en aI%uno Ci.4, -cicloalquilo Cs.6, -OH, -O-alquilo Ci.4, N(R )2, -alquil Cy-4- N(R )2, -O-alquil Ci.- 4N(R )2, -
alquilo Cz6-N(R”)2, -O-fenilo, -O-bencilo, -NO>, halégeno y -CFs3;

cada R® se selecmona |ndepend|entemente entre el grupo que consiste en -H, -OH, anU|I0 Ci.4, -C(O)O-alquilo
Ci.a, -alqun C14-OR’ y C(O)R a condicién de que si un R® es -OH entonces el otro R® no puede ser -OH; o
-N(R )2 forma un grupo p|rr0||d|n||0 piperidinilo, piperazinilo o morfolino opcionalmente sustituido con alquilo Ci.4;
en la que cada uno de R® y R® se seleccionan independientemente entre el grupo que consiste en -alquilo Cy.4 y -
fenllo

R®se selecmona entre el grupo que consiste en -H, -alquilo C1.4 y -arilo; y

en la que R’ se selecciona entre el grupo que consiste en -H y —alquilo Cj.a.

En una realizacion, E se selecciona entre el grupo que consiste en -NH-alquilo Ci.4., -N(alquil C1.4)-alquilo Ci.4. y -O-
alquilo C1.4-; en el que el heteroatomo de E esta unido al anillo de triazina.

En una realizacion, G se selecciona entre el grupo que consiste en -NH-alquilo Cj.4., -N(alquil Ci.4)-alquilo C1.4. y -O-
alquilo Cy.4; en el que el heteroatomo de G esta unido al anillo de triazina.

Preferentemente E es —NH-alquilo C1.4, mas preferentemente E es -NH-CHa-.
Preferentemente G es —NH-alquilo Ci.4, méas preferentemente G es -NH-CH.-.
Se desvela un compuesto de formula IV en la que R'es1-2 sustituyentes en el que cada sustltuyente se selecciona
independientemente entre el grupo que consiste en -O-alquilo Ci.4 y —alquil Cy.4- N(R )2, Y R%es 1-2 sustituyentes en
el que cada sustituyente se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en -O-alquilo Ci.4 y —alquil
C1a-N(R%z;
en el que cada R* se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en -H, -alquilo Cj.4, -C(O)O-
alquilo Cy.4;
en el que cada R® se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en -H, -alquilo Cj.4, -C(O)O-
alquilo Cy.4;

Preferentemente, R* es -OMe y R? se selecciona entre el grupo que consiste en -O-alquilo C1.4 y —alquil C1.4-N(R6)2;

en el que cada R® se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en -H, -alquilo Ci.4 y -C(O)O-
alquilo Cy.4.

Mas preferentemente, R’ se selecciona entre el grupo que consiste en -OMe, -CHx-NH; y -CHNH-C(O)O(t-Bu).

En otra realizacion se desvela un compuesto de formula IV en la que R® se selecciona entre el grupo que consiste en
-H, metilo, propilo, butilo y fenilo. Preferentemente, R%es hidrégeno.

En una realizacion la presente invencion proporciona un compuesto seleccionado entre el grupo que consiste en:
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Chang et al. (documento US 2004/0122009) han sintetizado compuestos de triazina que tienen efectos
antiproliferativos similares a los de la mioseverina. Los compuestos Chang son estructuralmente distintos de los
compuestos de la presente invenciéon y son menos activos frente a estirpes celulares de cancer en ordenes de
magnitud. Ademas, los compuestos desvelados en Chang et al. tienen una actividad biol6égica sorprendentemente
diferente de los compuestos de la presente invencién. En sus estudios, Chang et al. han descubierto que sus
compuestos muestran una estrecha correlacion entre los valores de Clsp necesarios para la polimerizacion de la
tubulina y para la inhibicién del crecimiento de células de leucemia humana U937 (véase la Tabla 1, pagina 25). Por
el contrario, los presentes inventores han descubierto que, para los compuestos de la presente invencion, la
concentracion necesaria para la polimerizacién de la tubulina era mas de 1000 veces mayor que la Clsg en ensayos
de proliferacion celular.

Como se utiliza en el presente documento, el término "halo" o "halégeno" se refiere a flior (fluoro), cloro (cloro),
bromo (bromo) o yodo (yodo).

Como se utiliza en el presente documento, el término "alquilo” ya sea utilizado solo 0 en términos compuestos tales
como NH(alquilo) o N(alquilo)., se refiere a grupos hidrocarbonados monovalentes de cadena lineal o ramificados.
Por ejemplo, los grupos alquilo adecuados incluyen, pero no se limitan a metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo,
sec-butilo y terc-butilo.
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Como se entiende por un experto en la materia, la expresion "alquilo Ci.4" significa una cadena lineal o ramificada
con 1, 2, 3 0 4 atomos de carbono o un intervalo que comprenda dos cualquiera de esos niUmeros enteros.

El término "arilo" como se utiliza en el presente documento, se refiere a un grupo hidrocarburo aromatico Cs-Cio, por
ejemplo fenilo o naftilo.

El término "cicloalquilo" como se utiliza en el presente documento, se refiere a grupos hidrocarbonados ciclicos. Los
grupos cicloalquilo adecuados incluyen, pero no se limitan a ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo y ciclohexilo.

Como se entiende por un experto en la materia, la expresién "cicloalquilo Cs.¢" significa un grupo cicloalquilo con 3,
4,5 0 6 atomos de carbono o un intervalo que comprenda dos cualquiera de esos nimeros enteros.

El término "alquilarilo” incluye, por ejemplo, bencilo.

Los nitrégenos de amina pueden estar protegidos por grupos protectores de nitrégeno adecuados (véase "Protective
Groups in Organic Synthesis" Theodora Greene y Peter Wuts, tercera ediciéon, Wiley Interscience, 1999).

Las sales del compuesto de formula | son preferentemente farmacéuticamente aceptables, pero se apreciara que las
sales no farmacéuticamente aceptables también pertenecen al alcance de la presente invencién, puesto que éstas
son utiles como intermedios en la preparacion de sales farmacéuticamente aceptables.

La expresion "derivado farmacéuticamente aceptable"” puede incluir cualquier sal, hidrato o profarmaco
farmacéuticamente aceptables o cualquier otro compuesto que tras la administracién a un sujeto, sea capaz de
proporcionar (directa o indirectamente) un compuesto de férmula | o un metabolito activo o resto del mismo.

Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a, sales de &acidos inorganicos
farmacéuticamente aceptables tales como los acidos clorhidrico, sulftrico, fosférico, nitrico, carboénico, bdrico,
sulfamico y bromhidrico o sales de acidos organicos farmacéuticamente aceptables tales como los acidos acético,
propionico , butirico, tartarico, maleico, hidroximaleico, fumarico, malico, citrico, lactico, mucico, glucénico, benzoico,
succinico, oxalico, fenilacético, metanosulfénico, toluenosulfénico, bencenosulfénico, salicilico, sulfanilico, aspartico,
glutamico, edético, estearico, palmitico, oleico, laurico, pantoténico, tanico, ascorbico y valérico.

Las sales de bases incluyen, pero no se limitan a, las formadas con cationes farmacéuticamente aceptables, tales
como sodio, potasio, litio, calcio, magnesio, cinc, amonio; alquilamonio (tales como las sales formadas a partir de
trietilamina) y alcoxiamonio (tales como las formadas con etanolamina). Las sales de bases también incluyen las
sales formadas a partir de etilendiamina, colina; y aminoacidos (tales como arginina, lisina o histidina). La
informacién general sobre los tipos de sales farmacéuticamente aceptables y su formacién es conocida por los
expertos en la materia y es como se describe en los textos generales tales como "Handbook of Pharmaceutical
Salts" P. H. Stahl, C. G. Wermuth, primera edicién, 2002, Wiley-VCH.

Los grupos que contienen nitrégeno basico pueden cuaternizarse con agentes tales como haluro de alquilo inferior,
tal como cloruros, bromuros y yoduros de metilo, etilo, propilo y butilo; sulfatos de dialquilo como sulfato de dimetilo y
dietilo; y otros.

Los grupos hidroxilo pueden esterificarse con grupos que incluyen acidos carboxilicos de alquilo inferior, tales como
acido acético y acido 2,2-dimetilpropidnico, pueden sulfonarse con grupos que incluyen acidos alquil sulfonicos, tales
como el acido metil sulfénico o pueden glucosilarse para formar derivados de glucurénidos.

La presente invencion también abarca composiciones farmacéuticas que contienen profarmacos de compuestos de
férmula I. La presente invencion también abarca los profarmacos de compuestos de formula | como se reivindica
para su uso en métodos de tratamiento o de prevencién del cancer en un sujeto mediante la administracion de
profarmacos de compuestos de formula I. Los compuestos de férmula | que tienen grupos amino, amido, hidroxi o
carboxilico pueden convertirse en profarmacos.

Los profarmacos incluyen compuestos en los que un resto de aminoacido o una cadena polipeptidica de dos o mas
(por ejemplo, dos, tres o cuatro) restos de aminoacidos estan unidos covalentemente a grupos amino, hidroxi y acido
carboxilico libres de compuestos de férmula I. Los residuos de aminoacidos incluyen los 20 aminoacidos de origen
natural habitualmente designados por simbolos de tres letras y también incluyen, 4-hidroxiprolina, hidroxilisina,
demosina, isodemosina, 3-metilhistidina, norvlina, beta-alanina, acido gamma-aminobutirico, citrulina, homocisteina,
homoserina, ornitina y sulfona de metionina. Los profarmacos también incluyen compuestos en los que carbonatos,
carbamatos, amidas y ésteres de alquilo estan unidos covalentemente a los sustituyentes anteriores de formula | a
través de la cadena lateral de profarmaco de carbono carbonilico. Los profarmacos también incluyen derivados de
fosfato de compuestos de formula | (tales como acidos, sales de acidos o ésteres) unidos a través de un enlace
fésforo-oxigeno a un hidroxilo libre de los compuestos de férmula I.

También se reconocera que los compuestos de férmula | pueden poseer centros asimétricos y son por tanto
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capaces de existir en mas de una forma estereocisomérica. La invencion por tanto se refiere también a compuestos
en forma isomérica sustancialmente pura en uno 0 mas centros asimétricos, por ejemplo, mas de aproximadamente
el 90 % de ee, tal como aproximadamente el 95 % o el 97 % de ee o mas del 99 % de ee, asi como mezclas,
incluyendo mezclas racémicas, de los mismos.

Dichos isémeros pueden prepararse mediante sintesis asimétrica, por ejemplo utilizando intermedios quirales o
mediante resolucién quiral.

En una realizacion la presente invencion proporciona un compuesto de la presente invencion o una sal, hidrato y/o
profarmaco farmacéuticamente aceptables del mismo para su uso en un método para el tratamiento del cancer en
un sujeto.

En otra realizacion la presente invencion proporciona un compuesto como se reivindica para su uso en el tratamiento
del cancer.

Preferentemente, el cancer es el cancer de colon, el cancer de pulmoén no microcitico, el cancer de cerebro o el
cancer de mama.

Los presentes inventores descubrieron que las triazinas de la presente invencién son al menos tan eficaces como el
Taxol en la induccién del bloqueo de G2/M a sus concentraciones 6ptimas. Sin embargo, aunque el Taxol actda
mediante la estabilizacién de la polimerizacion de la tubulina, experimentos adicionales mostraron que la
polimerizacién de la tubulina inducida por triazina fue minima y se produjo a dosis muy superiores a su potencia
como bloqueantes mitéticos.

Por tanto, en una realizacion, el cancer es resistente a los taxanos, por ejemplo paclitaxel, docetaxel y carbazitaxel.

En una realizacion, el cancer es resistente a los inhibidores de la mitosis, en el que los inhibidores de la mitosis
interfieren directamente con el ensamblaje y desensamblaje de la tubulina.

En una realizacién, la presente invencién proporciona una composiciéon farmacéutica que comprende un compuesto
de la presente invencion y un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable.

Las composiciones de la presente invencidon pueden contener otros agentes terapéuticos como se describe a
continuacién y pueden formularse, por ejemplo, empleando vehiculos o diluyentes sélidos o liquidos convencionales,
asi como aditivos farmacéuticos de un tipo apropiado al modo de administracién deseada (por ejemplo, excipientes,
aglutinantes, conservantes, estabilizantes, sabores, etc.) de acuerdo con técnicas tales como las bien conocidas en
la técnica de formulacién farmacéutica.

Los compuestos de la presente invencién pueden administrarse por cualquier medio adecuado, por ejemplo, por via
parenteral, tal como mediante técnicas de inyeccion o infusiébn subcutanea, intravenosa, intramuscular o
intracisternal (por ejemplo, como soluciones o suspensiones estériles inyectables acuosas 0 no acuosas).

Las formulaciones farmacéuticas incluyen aquellas para la administracién oral, rectal, nasal, tépica (incluyendo la
bucal y la sublingual), vaginal o parenteral (incluyendo la intramuscular, la subcutanea y la intravenosa) o en una
forma adecuada para la administracion por inhalacién o insuflacion. Los compuestos de la invencién, junto con un
adyuvante, vehiculo o diluyente convencional, por tanto, pueden ponerse en forma de composiciones farmacéuticas
y dosis unitarias de las mismas y en dicha forma pueden emplearse como sdlidos, tales como comprimidos o
capsulas rellenas, o liquidos como soluciones, suspensiones, emulsiones, elixires o capsulas rellenas con los
mismos, todos para su uso oral, en forma de supositorios para la administracion rectal; o en forma de soluciones
inyectables estériles para su uso parenteral (incluyendo el subcutaneo).

Ademas de los primates, tales como los seres humanos, otros diversos mamiferos puede hacer uso del compuesto
de la invencion. Por ejemplo, mamiferos incluyendo, pero no limitados a, vacas, ovejas, cabras, caballos, perros,
gatos, cobayas, ratas u otras especies bovinas, ovinas, equinas, caninas, felinas, de roedores o murinas pueden
hacer uso del mismo. Sin embargo, el compuesto puede utilizarse en otras especies, tales como especies aviares
(por ejemplo, pollos).

Los sujetos que pueden hacer uso del compuesto de la invencién son mamiferos, incluyendo, pero no limitados a,
vacas, ovejas, cabras, caballos, perros, gatos, cobayas, ratas u otras especies bovinas, ovinas, equinas, caninas,
felinas, de roedores o0 murinas y preferentemente un ser humano, hombre o mujer.

La expresion "cantidad eficaz" significa la cantidad de la composicion de la invencion que desencadenara la
respuesta biolégica o médica de un tejido, sistema, animal o ser humano que esta siendo buscada por el
investigador, veterinario, doctor en medicina u otro clinico.

Como se entendera por los expertos en la materia del tratamiento del cancer, el término "tratamiento” no significa

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2621932713

necesariamente que el cancer esté completamente curado. El término "tratamiento” abarca cualquier inhibicion de la
replicacién de las células cancerosas y/o reduccién en el tamafio del tumor en el sujeto que se trata.

El término "composicién”, como se utiliza en el presente documento pretende abarcar un producto que comprende
los ingredientes especificados en las cantidades especificadas, asi como cualquier producto que sea resultado,
directa o indirectamente, de la combinacién de los ingredientes especificados en las cantidades especificadas. Por
"farmacéuticamente aceptable" se entiende que el vehiculo, diluyente o excipiente debe ser compatible con los otros
ingredientes de la formulacion y no perjudicial para el receptor del mismo.

Deberia entenderse que las expresiones "administracién de" y/o "administrar un" compuesto significan proporcionar
un compuesto de la invencion al individuo que necesita tratamiento.

Las composiciones farmacéuticas para la administracion de los compuestos de la presente invencion pueden
presentarse convenientemente en una forma de dosificacion unitaria y pueden prepararse mediante cualquiera de
los métodos bien conocidos en la técnica de la farmacia. Todos los métodos incluyen la etapa de asociar el principio
activo con el vehiculo que constituye uno o mas ingredientes accesorios. En general, las composiciones
farmacéuticas se preparan asociando uniforme e intimamente el principio activo con un vehiculo liquido o un
vehiculo sélido finamente dividido o ambos y después, si es necesario, conformando el producto en la formulacion
deseada. En la composicion farmacéutica el compuesto activo objeto se incluye en una cantidad suficiente para
producir el efecto deseado sobre el proceso o estado de las enfermedades. Como se utiliza en el presente
documento, el término "composicién" pretende abarcar un producto que comprende los ingredientes especificados
en las cantidades especificadas, asi como cualquier producto que sea resultado, directa o indirectamente, de la
combinacion de los ingredientes especificados en las cantidades especificadas.

Las composiciones farmacéuticas pueden estar en forma de una suspension acuosa u oleaginosa inyectable estéril.
Esta suspension puede formularse de acuerdo con la técnica conocida utilizando los agentes dispersantes o
humectantes y los agentes suspensores adecuados que se han mencionado anteriormente. La preparacion
inyectable estéril también puede ser una soluciéon o suspension inyectable estéril en un diluyente o disolvente
parenteralmente aceptable no téxico, por ejemplo como una solucién en 1,3-butanodiol. Entre los vehiculos y
disolventes aceptables que pueden emplearse estan el agua, la solucién de Ringer y la solucién isoténica de cloruro
de sodio. Ademas, se emplean aceites no volatiles estériles convencionalmente como medio disolvente o de
suspension. Para este propésito puede emplearse cualquier aceite no volatil suave incluyendo mono o diglicéridos
sintéticos. Ademas, acidos grasos tales como el acido oleico encuentran un uso en la preparacion de inyectables.

La composicidon farmacéutica y el uso de la presente invencion pueden comprender adicionalmente otros
compuestos terapéuticamente activos que por lo general se aplican en el tratamiento de los procesos patoldgicos
mencionados anteriormente. La seleccion de los agentes apropiados para su uso en terapia de combinaciéon puede
ser realizada por un experto habitual en la materia, de acuerdo con principios farmacéuticos convencionales. La
combinacion de agentes terapéuticos puede actuar sinérgicamente para efectuar el tratamiento o la prevencion de
los diversos trastornos descritos anteriormente. Utilizando este enfoque, es posible conseguir una eficacia
terapéutica con dosificaciones menores de cada agente, reduciendo de este modo la posibilidad de efectos
secundarios adversos.

Cuando se emplean otros agentes terapéuticos en combinacion con los compuestos de la presente invencion
pueden utilizarse, por ejemplo, en cantidades como se indica en la Physician Desk Reference (PDR) o como se
determine de otro modo por un experto habitual en la materia.

En el tratamiento o la prevenciéon de afecciones que requieren la inhibicion de la replicacion de las células
cancerosas y/o la reduccién del tamafio del tumor, un nivel de dosificacién apropiado sera generalmente de
aproximadamente 0,01 a 500 mg por kg de peso corporal del paciente por dia que puede administrarse en una sola
0 multiples dosis. Preferentemente, el nivel de dosificacion sera de aproximadamente 0,1 a aproximadamente
250 mg/kg por dia; mas preferentemente de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 100 mg/kg por dia. Un nivel
de dosificacion adecuado puede ser de aproximadamente 0,01 a 250 mg/kg por dia, de aproximadamente 0,05 a
100 mg/kg por dia o de aproximadamente 0,1 a 50 mg/kg por dia. Dentro de este intervalo la dosificacion puede ser
de 0,05 a 0,5, de 0,5 a5 o de 5 a 50 mg/kg por dia. Para la administracion oral, las composiciones se proporcionan
preferentemente en forma de comprimidos que contienen de 1,0 a 1000 miligramos del principio activo,
particularmente 1,0, 5,0, 10,0, 15,0, 20,0, 25,0, 50,0, 75,0, 100,0, 150,0, 200,0, 250,0, 300,0, 400,0, 500,0, 600,0,
750,0, 800,0, 900,0 y 1000,0 miligramos del principio activo para el ajuste sintomatico de la dosificacion al paciente
que se trata. Los compuestos pueden administrarse en un régimen de 1 a 4 veces por dia, preferentemente una o
dos veces por dia.

Se entendera, sin embargo, que el nivel de dosis especifico y la frecuencia de dosificacion para cualquier paciente
particular puede variarse y dependera de diversos factores incluyendo la actividad del compuesto especifico
empleado, la estabilidad metabdlica y la duracion de acciéon de ese compuesto, la edad, el peso corporal, la salud
general, el sexo, la dieta, el modo y el tiempo de administracién, la velocidad de excrecion, la combinacion de
farmacos, la gravedad de la afeccion particular y el hospedador sometido a terapia.
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En toda la presente memoria descriptiva se entendera que la palabra "comprende”, o variaciones tales como
"comprenden” o "que comprende"”, implican la inclusion de un elemento, nimero entero o etapa, 0 grupo de
elementos, nimeros enteros o etapas establecidos, pero no la exclusiéon de cualquier otro elemento, nimero entero
o0 etapa o grupo de elementos, nimeros enteros o etapas.

No debe tomarse ningln andlisis de documentos, actas, materiales, dispositivos, articulos o similares que se haya
incluido en la presente memoria descriptiva, como una admision de que cualquiera o todos estos asuntos formen
parte de la base de la técnica anterior o fueran de conocimiento general comun en el campo relevante para la
presente invencidn como existian antes de la fecha de prioridad de cada reivindicacion de la presente solicitud.

Con el fin de que la naturaleza de la presente invencion pueda entenderse mas claramente se describiran ahora
formas preferidas de la misma por referencia a los siguientes ejemplos no limitantes.

Ejemplos
Ejemplo 1. Quimica de sintesis

Se desarrollé un protocolo de sintesis rapido, de alto rendimiento, que permitié la modificacion del armazon de 1,3,5-
triazina para producir una gama de derivados sustituidos de triazina.

Ejemplo 1.1 - Método de sintesis para la preparacion de 1-[4,6-bis-(4-metoxibencilamino)-{1,3,5}-triazin-2-il-amino]-
imidazolidina-2,4-diona (compuesto 1)

Parte A Preparacién de 1-(4,6-dicloro-[1,3,5]-triazin-2-il-amino)-imidazolidina-2,4-diona

H2N\NJ(

NH o)
CI\WNYCI k\(O \r N \N//(

N?N YN k\(

Cl Cl o

Un suspension enfriada con hielo de clorhidrato de 1-aminohidantoina (457 mg, 3,0 mmol), cloruro cianurico
(500 mg, 2,73 mmol) y bicarbonato de sodio (505 mg, 6 mmol) en acetonitrilo (5 ml) se agité en una atmdésfera de
nitrégeno durante 2 h y después se agité a temperatura ambiente durante 20 h. La mezcla de reaccién se evapor6 a
sequedad a presion reducida y el residuo se extrajo con acetato de etilo y el acetato de etilo se separ6 y se seco
(MgSOy). El producto en bruto (770 mg) proporciond una Unica mancha en la cromatografla en capa fina [silice;
CHCl2/MeOH (10:1)] y se utilizo en la siguiente etapa sin purificacion adicional. RMN H (CD3CN): 6 = 4,11 (s, 2H);
8,71 (s, 1H); 8,85 (s, 1H).

Parte B Preparacion de  1-[4,6-bis-(4-metoxibencilamino)-{1,3,5}-triazin-2-il-amino]-imidazolidina-2,4-diona
(compuesto 1)

A una suspension agitada de 1-(4,6-dicloro-[1,3,5]-triazin-2-il-amino)-imidazolidina-2,4-diona (770 mg, 2,93 mmol) y
carbonato de potasio (2,42g, 17,6 mmol) en acetonitrilo (20 ml) a temperatura ambiente se le afadié 4-
metoxibencilamina (0,96 ml, 7,32 mmol). La mezcla de reaccion se agité durante 24 h a temperatura ambiente en
una atmosfera de nitrégeno y después el disolvente se retird a presion reducida. El residuo se extrajo con acetato de
etilo y el acetato de etilo se sec6 (MgSOQ.) y se evapord para proporcionar el producto en bruto que se purificd por
cromatografia ultrarrapida sobre silice utilizando CHZCIleeOH (50:1 — 10:1) como eluyente. El producto puro se
aislé en forma de un sélido incoloro (587 mg, 43 %). RMN 'H (ds DMSO): 6 = 3,67 (s, 6H); 3,96 y 4,05 (2s, 2H total);
4,20y 4,32 (2s, 4H total); 6,80 (s a, 4H); 7,13-7,39 (m, 6H); 8,67, 8,85y 8,99 (2s, 1H total); 11,0 (s a, 1H). Espectro
de masas (EN +) 465 (M+H).
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Ejemplo 1.2 - Método de sintesis para la preparacién de 1-[4-(4-aminometil-bencilamino)-6-(4-metoxibencilamino)-
{1,3,5}-triazin-2-il-amino]-imidazolidina-2,4-diona, sal de HCI (compuesto 2)

Parte A Preparacion de 1-[4-cloro-6-(4-N-Boc-aminometil)-bencilamino-{1,3,5}-triazin-2-il-amino]-imidazolidina-2,4-
diona

BocHN

A una suspensién agitada de 1-(4,6-dicloro-[1,3,5]-triazin-2-il-amino)-imidazolidina-2,4-diona (Ejemplo 1.1, Parte A)
(590 mg, 2,24 mmol) y carbonato de potasio (681 mg, 4,94 mmol) en dimetilformamida seca (DMF, 10 ml) se le
afiadio 4-(N-Boc-aminometil)-bencilamina (582 mg, 2,47 mmol). La mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante
20 h y después se vertié en una mezcla de agua y acetato de etilo. La emulsion resultante se filtré y después la capa
organica se separo, se secoO y se evapord para proporcionar el producto en bruto (576 mg, 55 %) en forma de un
solido de color amarillo. Espectro de masas (IEN+): 946 (2M+Na), 924 (2M+H).

Parte B Preparacion de 1-[4-(4-aminometil-bencilamino)-6-(4-metoxibencilamino)-{1,3,5}-triazin-2-il-amino]-
imidazolidina-2,4-diona, sal de HCI (compuesto 2)

X N
7 k\( 1. MeOOCHZNHZ Y
NH o NH 0
2. TFA MeO
BocHN H,N

A una suspension agitada de 1-[4-cloro-6-(4-N-Boc-aminometil)-bencilamino-{1,3,5}-triazin-2-il-amino]-imidazolidina-
2,4-diona (Ejemplo 1.2, Parte A) (200 mg, 0,43 mmol) y carbonato de potasio (131 mg, 0,95 mmol) en DMF (5 ml) se
le afiadié 4-metoxibencilamina (0,06 ml, 0,48 mmol). La mezcla de reaccion se agité a 35 © durante 18 h y después
se vertio en agua y se extrajo con acetato de etilo. La emulsion resultante se filtrd y la capa de acetato de etilo se
separd y se evaporé para proporcionar el producto de N-Boc en forma de un residuo oleoso (90 mg, 37 %). Espectro
de masas (IEN+): 1127 (2M+H), 564 (M+H). El material de N-Boc (90 mg) se disolvié en diclorometano/acido
trifluoroacético (1:1, 3 ml) y se agité a temperatura ambiente en atmdsfera de nitrégeno durante 2 h. El disolvente y
el exceso de TFA se retiraron a presion reducida y el residuo se disolvid en metanol (5 ml) y se traté con una
solucion de cloruro de hidrégeno en éter dietilico (0,08 ml de una soluciéon 2 M). El metanol se retiré a presiéon
reducida y el residuo se recristalizé6 en metanol/acetonitrilo para proporcionar la sal de clorhidrato en bruto en forma
de un sélido de color blanquecino (49 mg, 62 %). RMN H (ds DMSO): & = 3,72 (s, 3H); 3,96-4,12 (m, 6H); 4,32-4,52
(m, 4H); 6,84 (s a, 2H); 7,16-7,51 (m, 6H); 8,4y 8,5 (d a, 6H); 11,3 (s, 1H). Espectro de masas (EN+): 464 (M+H).

Ejemplo 1.3 - Métodos de sintesis para la preparacion de triazin-imidazolidina-dionas

Preparacion de 5-[4,6-Bis-(4-metoxi-bencilamino)-[1,3,5]-triazin-2-ilamino]-3-metil-imidazolidina-2,4-diona
(compuesto 3)

Parte A Preparacién de 1-metil-imidazolidina-2,4,5-triona
H
(0] N
T =0
o~ N
Me

A una solucién enfriada con hielo de 1-metilurea (200 mg, 2,70 mmol) en tetrahidrofurano seco (6 ml) se le afiadié
cloruro de oxalilo (0,26 ml, 2,97 mmol) gota a gota, en una atmésfera de nitrégeno. La mezcla de reaccién se agité a
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0-5° durante 2 h y después se dej6 calentar a temperatura ambiente durante 1 h antes de diluirse con agua. El
producto se extrajo con acetato de etilo y los extractos se lavaron con agua, se secaron y se evaporaron para
proporcionar el producto en forma de un sélido de color blancuzco (326 mg, 94 %), pf 146-149 °C (lit. 145-148 °C).

Parte B Preparacion de 5-bencilamino-3-metil-imidazol-2,4-diona
N
/N
=0
0] N\
Me

A una solucion de 1-metil-imidazolidina-2,4,5-triona (Ejemplo 1.3, Parte A) (800 mg, 6,25 mmol), imidazol (467 mg,
6,87 mmol), N,N-dimetilaminopiridina (cat.) y trietilamina (1,82 ml, 13,1 mmol) en cloroformo (13 ml) se le afadio
clorotrimetilsilano (1,67 ml, 13,1 mmol) gota a gota a temperatura ambiente en una atmdésfera de nitrégeno y la
mezcla de reaccidn se agité durante 2 h. Se afadid bencilamina (0,75 ml, 6,87 mmol) y la mezcla de reaccién se
agitd durante 22,5 h. La mezcla de reaccion se diluyd con cloroformo y agua y los extractos de cloroformo se
secaron y se evaporaron. El producto en bruto se purificé por cromatografia en columna (PS con elucién en
gradiente a DCM:EtOAc 3:1) para proporcionar el producto en forma de un sélido incoloro (838 mg, 62 %), pf 152-
154 °C. &4 (300 MHz, CD3CN) 7,95 (v s a, 1H, NH), 7,41-7,27 (m, 5H, PhH), 4,64 (s, 2H, CH>), 2,95 (s, 3H, CHa).
Espectro de masas (IEN) m/z 218 (M+H).

Parte C Preparacion de 5-amino-3-metil-imidazolidina-2,4-diona

HN N
S
0] N\
Me

A una solucion de 5-bencilamino-3-metil-imidazol-2,4-diona (Ejemplo 1.3, Parte B) (400 mg, 1,84 mmol) en
etanol/acetato de etilo (50 ml, 1:1) se le afiadié catalizador de Pd al 10 %/C (195 mg, 0,18 mmol). El matraz se
evacud y se llen6 con hidrégeno tres veces y después se agité a temperatura ambiente durante 23 h. Después de
este periodo, la mezcla de reaccion se filtré a través de celite y el filtrado se evapord para proporcionar el producto
en forma de un solido incoloro (214 mg, 90 %), pf 122-125 °C. &y (300 MHz, CD3CN) 6,31 (s a, 1H, NH), 4,68 (d, J
1,5 Hz, 1H, CH), 2,87 (s, 3H, CHz). 81 (300 MHz, D20) 4,95 (s, 1H, CH), 2,96 (s, 3H, CHa). &¢ (75 MHz, D20) 175,6,
158,5, 64,0 (CH), 24,3 (CH3).

Parte D Preparacion de 5-(4,6-dicloro-[1,3,5]-triazin-2-ilamino)-3-metil-imidazolidina-2,4-diona

H
e N _N_ H
Y N
(1 L=
=
\( O N\
Cl Me
Una suspension enfriada con hielo de 5-amino-3-metil-imidazolidina-2,4-diona (Ejemplo 1.3, Parte C) (266 mg,
2,06 mmol), cloruro cianurico (415 mg, 2,27 mmol) y bicarbonato de sodio (191 mg, 2,27 mmol) en acetonitrilo
(15 ml) se agit6 sobre un bafio de hielo en una atmoésfera de nitrégeno durante 1 h y después se dejo agitar a
temperatura ambiente durante 22 h. El disolvente se evaporé y el producto en bruto se extrajo con acetato de etilo.
La capa organica se secO y se evaporo y el producto en bruto se purificd por cromatografia en columna (PS con
elucién en gradiente de DCM:EtOAc 1:1) para proporcionar el producto en forma de un sélido de color crema

(448 mg, 78 %). &y (300 MHz, CDsCN) 7,50 (s a, 1H, NH), 6,56 (s a, 1H, NH), 5,60 (dd, J 7,8, 1,8 Hz, 1H, CH), 2,97
(s, 3H, CHs). Espectro de masas (IEN) m/z 259 [M+H (OH por ion intercambiado de CI)].

Parte E Preparacion de 5-[4,6-bis-(4-metoxi-bencilamino)-[1,3,5]-triazin-2-ilamino]-3-metil-imidazolidina-2,4-diona
(compuesto 3)
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A una suspension agitada de 5-(4,6-dicloro-[1,3,5]-triazin-2-ilamino)-3-metil-imidazolidina-2,4-diona (Ejemplo 1.3,
Parte D) (193 mg, 0,70 mmol) y carbonato de potasio (212 mg, 1,53 mmol) en acetonitrilo (15 ml) a 5 ° se le afiadié
4-metoxibencilamina (0,10 ml, 0,77 mmol) gota a gota. La suspension se agitdé a temperatura de hielo durante 1 h'y
después a temperatura ambiente durante 24 h. Se afiadioé agua a la mezcla de reaccion que después se extrajo con
acetato de etilo. El producto en bruto se aplicéd a una columna de silice y se eluyd, comenzando con una mezcla de
diclorometano:acetato de etilo (10:1), después, 5:1 y, con el tiempo, diclorometano:metanol (20:1). Las primeras
fracciones proporcionaron el intermedio mono-sustituido 5-[4-cloro-6-(4-metoxi-bencilamino)-[1,3,5]-triazin-2-ilamino]-
3-metil-imidazolidina-2,4-diona (133 mg, 51 %) y las fracciones posteriores proporcionaron el producto de di-
bencilamino (112 mg, 34 %) (encontrado: C, 55,46; H, 4,66; N, 18,39 % C21H20NsOs requiere C, 55,75; H, 4,46; N,
18,58). o1 (300 MHz, CDsCN): 7,19 (d a, 4H, Ar), 6,84 (d a, 4H, Ar), 6,35 (s a, 1H, NH), 5,9-5,8 (a, 3H, NH ), 5,46 (d
a, 1H, CH), 4,36 (s, 4H, CH>), 3,74 (s, 6H, OMe), 2,9-2,8 (a, 3H, NMe). Espectro de masas (IEN) m/z 479 [M+H].

Ejemplo 1.4 - Preparacion de 5-[4-(4-aminometil-bencilamino)-6-(4-metoxibencilamino)-[1,3,5]-triazin-2-ilamino]-3-
metil-imidazolidina-2,4-diona (compuesto 4)

Parte A 5-[4-cloro-6-(N-Boc-{4-aminometil}-bencilamino)-[1,3,5]-triazin-2-il-amino]-3-metil-imidazolidina-2,4-diona

O

H
CI\WNYNj//(N—Me
NW¢N HN\\(

NH 0

A

A una suspension agitada de 5-(4,6-dicloro-[1,3,5]-triazin-2-ilamino)-3-metil-imidazolidina-2,4-diona (Ejemplo 1.3,
Parte D) (300 mg, 1,08 mmol) y carbonato de potasio (329 mg, 2,38 mmol) en dimetilformamida (5 ml) a temperatura
ambiente se le afiadié N-Boc-(4-aminometil)-bencilamina (281 mg, 1,19 mmol). La mezcla de reaccion se agit6 a
temperatura ambiente durante 4 h y después se diluy6é con agua y acetato de etilo. La capa de acetato de etilo se
separd, se secé y se evaporod para proporcionar el producto en bruto que se usé directamente en la siguiente etapa.

Parte B Preparacion de 5-[4-{(N-Boc-4-aminometil)-bencilamino}-6-(4-metoxibencilamino)-[1,3,5]-triazin-2-ilamino]-3-
metil-imidazolidina-2,4-diona (compuesto 4 (B))

A una suspension agitada de 5-[4-cloro-6-(N-Boc-{4-aminometil}-bencilamino)-[1,3,5]-triazin-2-il-amino]-3-metil-
imidazolidina-2,4-diona (Ejemplo 1.4, Parte a) (377 mg, 0,79 mmol) y carbonato de potasio (240 mg, 1,74 mmol) en
dimetilformamida (5 ml) a 30° se le afiadi6 4-metoxibencilamina (0,12 ml, 0,95 mmol). La mezcla de reaccion se
agité a 30 ° durante 18 h y después se diluy6é con agua y se extrajo con acetato de etilo. La capa de acetato de etilo
se lavo con acido clorhidrico diluido y después separd, se secd y se concentrd para proporcionar el producto en
bruto que se purificé por cromatografia en gel de silice utilizando diclorometano como eluyente inicial y aumentando
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gradualmente la polaridad a diclorometano:metanol (20:1). El producto se obtuvo en forma de un sélido de color
blanco (71 mg, 16 %). Espectro de RMN &y (300 MHz, CDsCN): 7,16 (s a, 6H, Ar), 6,82 (d a, 2H, Ar), 6,5 (s a, 1H,
NH), 6,1-5,7 (m a, 4H, NH) , 5,47 (d a, 1H, CH), 4,5-4,3 (a, 4H, CH,), 4,15 (d, 2H, CH>) 3,73 (s, 3H, OMe), 2,9-2,7 (a,
3H, NMe), 1,39 (s, 9H, Boc).

Parte C Preparacion de 5-[4-(4-aminometil-bencilamino)-6-(4-metoxibencilamino)-[1,3,5]-triazin-2-ilamino]-3-metil-
imidazolidina-2,4-diona (compuesto 4)

Se afiadié acido trifluoroacético (2 ml) a una soluciéon agitada de 5-[4-{(N-Boc-4-aminometil)-bencilamino}-6-(4-
metoxibencilamino)-[1,3,5]-triazin-2-ilamino]-3-metil-imidazolidina-2,4-diona (Ejemplo 1.4, Parte B) (63 mg, 0,11 mol)
en diclorometano (2 ml) a temperatura ambiente. Después de 3 h el TFA y el disolvente se retiraron por evaporacion
a presion reducida, se afiadié diclorometano adicional y se volvid a retirar para ayudar a expulsar cualquier TFA en
exceso restante. El producto en bruto se disolvié en metanol seco y se afiadioé una solucién de cloruro de hidrégeno
en éter (2 M, 0,05 ml). La mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 15 minutos y después se
concentré y el residuo se cristalizé por trituracidon con metanol/acetonitrilo con enfriamiento con hielo. El sélido de
color rosa palido resultante se recogi6 por filtracion para proporcionar el producto en forma de la sal de HCI (48 mg,
86 %). Espectro de RMN 8y (300 MHz, de-DMSO): 8,9-8,2 (m a, 6H, NH), 7,4-7,1 (m a, 6H, Ar), 6,85 (d, 2H, Ar), 5,6
(a, 1H, CH), 4,5-4,2 (a, 4H, CHy), 3,95 (s a, 2H, CH,) 3,70 (s, 3H, OMe), 2,8-2,6 (a, 3H, NMe); Espectro de masas
(IEN) m/z 478 [M+H].

Ejemplo 1.5 - Preparaciéon de 5-[4-(4-metil-bencilamino)-6-(4-metoxibencilamino)-[1,3,5]-triazin-2-ilamino]-3-metil-
imidazolidina-2,4-diona (compuesto 5)

Parte A Preparacién de 5-[4-cloro-6-(bencilamino-4-metil)-[1,3,5]-triazin-2-ilamino]-3-metil-imidazolidina-2,4-diona

H 0]
Ccl<__N.__N
o
NH o

A una suspension agitada de 5-(4,6-dicloro-[1,3,5]-triazin-2-ilamino)-3-metil-imidazolidina-2,4-diona (Ejemplo 1.3,
Parte D) (200 mg, 0,72 mmol) y carbonato de potasio (219 mg, 1,59 mmol) en dimetilformamida (5 ml) a temperatura
ambiente se le afiadié 4-metil-bencilamina (0,1 ml, 0,79 mmol). La mezcla de reaccién se agité a 35 © durante 24 h 'y
después se diluyé con agua y acetato de etilo. La capa de acetato de etilo se separ0, se sec6 y se evapord para
proporcionar el producto en bruto que se usé directamente en la siguiente etapa.

Parte B Preparacién de 5-[4-(4-metil-bencilamino)-6-(4-metoxibencilamino)-[1,3,5]-triazin-2-ilamino]-3-metil-
imidazolidina-2,4-diona (compuesto 5)

A una suspensiéon agitada de 5-[4-cloro-6-(bencilamino-4-metil)-[1,3,5]-triazin-2-ilamino]-3-metil-imidazolidina-2,4-

18



10

15

20

25

30

35

40

ES 2621932713

diona (Ejemplo 1.5, Parte A) (80 mg, 0,22 mmol) y carbonato de potasio (67 mg, 0,49 mmol) en dimetilformamida
(5 ml) a 35 ° se le afadidé 4-metoxibencilamina (0,03 ml, 0,24 mmol). La mezcla de reaccion se agitdé a 35 °© durante
20 h y después se diluyd con agua y se extrajo con acetato de etilo. La capa de acetato de etilo se seco y se
concentré para proporcionar el producto en bruto en forma de una espuma (79 mg, 77 %). Espectro de RMN &y
(300 MHz, CDsCN): 7,2-7,0 (m a, 7H, Ar + NH), 6,8 (d a, 2H, Ar), 6,5 (a, 1H, NH), 6,1-5,8 (m a, 2H, NH), 5,45 (d a,
1H, CH), 4,5-4,3 (a, 4H, CHy), 4,15 (d, 2H, CH>) 3,74 (s, 3H, OMe), 2,9-2,7 (a, 3H, NMe), 2,3 (s, 3H, Me). Espectro
de masas (IEN) m/z 463 [M+H].

Ejemplo 1.6 - Preparacién de 5-[4,6-Bis-(4-metoxi-bencilamino)-[1,3,5]-triazin-2-ilamino-3-n-butil-imidazolidina-2,4-

diona (compuesto 6)
H (0]
HN._N Nj//<
TN A

N._N HN\‘(\/\
o)

T

N

I

~o

El compuesto del titulo se prepard utilizando esencialmente la misma secuencia y condiciones de reacciéon que se
describen en el Ejemplo 1.3, Partes B a E, pero utilizando 1-(n-butil)-imidazolidin-2,4,5-triona en lugar de la 1-metil-
imidazolidin-2,4,5-triona. El producto de la etapa final se purific6 por cromatografia y se caracterizé por
espectroscopia de RMN y masas. Espectro de RMN &y (300 MHz, CDsCN): 7,19 (d a, 4H, Ar), 6,84 (d a, 4H, Ar),
6,38 (s a, 1H, NH), 6,0-5,7 (a, 3H, NH), 5,5 (d a, 1H, CH), 4,36 (s, 4H, CH>), 3,74 (s, 6H, OMe), 3,38 (t, 2H, NCHy);
1,52 (m, 2H, CHy); 1,28 (m, 2H, CHy); 0,89 (d, 3H, Me). Espectro de masas (IEN) m/z 521 [M+H].

Ejemplo 1.7 - Preparacion de 5-[4,6-bis-(4-metoxi-bencilamino)-[1,3,5]-triazin-2-ilamino-3-n-propil-imidazolidina-2,4-
diona (compuesto 7)

H O
HN.__N.__N
\O/©/\ \Nlr /\\Nr I-m\l//(N\/
LA
NH

El compuesto del titulo se preparé utilizando esencialmente la misma secuencia y condiciones de reaccion que se
describen en el Ejemplo 1.3, Partes B a E, pero utilizando 1-(n-propil)-imidazolidina-2,4,5-triona en lugar de la 1-
metil-imidazolidina-2,4,5-triona. El producto de la etapa final se purific6 por cromatografia y se caracterizé por
espectroscopia de RMN y masas. Espectro de RMN 8y (300 MHz, ds-DMSOQ): 8,31 (s, 1H, NH); 7,5 (a, 1H, NH); 7,1-
7,3 (a, 6H, Ar+NH), 6,83 (d a, 4H, Ar), 5,5 (d a, 1H, CH), 4,32 (s, 4H, CHy), 3,78 (s, 6H, OMe), 3,34 (a, 2H, NCH,);
1,46 (m, 2H, CHy); 0,79 (a, 3H, Me). Espectro de masas (IEN) m/z 507 [M+H].

Ejemplo 1.8 - Preparacion de 5-[4,6-bis-(4-metoxi-bencilamino)-[1,3,5]-triazin-2-ilamino]-3-fenil-imidazolidina-2,4-
diona (compuesto 8)

El compuesto del titulo se preparé utilizando esencialmente la misma secuencia y condiciones de reaccion que se
describen en el Ejemplo 1.3, Partes B a E, pero utilizando 1-fenil-imidazolidin-2,4,5-triona en lugar de la 1-metil-
imidazolidin-2,4,5-triona. El producto de la etapa final se purific6 por cromatografia y se caracterizé por
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espectroscopia de RMN y masas. Espectro de RMN &y (300 MHz, CD3CN): 8,07 (s, 1H, NH); 7,4-7,0 (a, 9H, Ar+NH);
6,9-6,6 (a, 5H, Ar+NH), 6,2-5,5 (a, 3H, NH+CH), 5,5 (d a, 1H, CH), 4,38 (s, 4H, CH>), 3,73 (s, 6H, OMe). Espectro de
masas (IEN) m/z 541 [M+H].

Ejemplo 1.9 - Preparaciéon de 5-[4,6-bis-(4-metoxi-fenoxi)-[1,3,5]-triazin-2-ilamino]-3-metil-imidazolidina-2,4-diona

(compuesto 9)

H
N

O Ny, i
Me0/©/ \“h/\f'“ OIN?ZO
o Me

OMe

Una suspension de 5-amino-3-metil-imidazolidina-2,4-diona (Ejemplo 1.3, Parte C) (80 mg, 0,29 mmol), p-
metoxifenol (39 mg, 0,32 mmol) y carbonato de potasio (88 mg, 0,64 mmol) en acetonitrilo (5 ml) se agitdé a
temperatura ambiente en una atmosfera de nitrégeno durante 18 h. La mezcla de reaccién se diluyé con acetato de
etilo y agua y el producto en bruto se extrajo con acetato de etilo. La capa organica se sec6 y se evaporo y el
producto en bruto se purificd por cromatografia en columna (silice; diclorometano:acetato de etilo, con la relacién de
disolvente aumentando de 10:1 a 1:2) y después se recristalizd en acetonitrilo para proporcionar el compuesto del
titulo en forma de un sdélido incoloro (17 mg, 13 %). (Encontrado: C, 55,5; H, 4,7; N, 18,4 % C21H20NeOs requiere C,
55,8; H, 4,5; N, 18,6 %). &+ (300 MHz, (CD3).CO) 7,81 (d, J 8,1 Hz, 1H, NH), 7,40 (s, 1H, NH), 7,08 (d, J 9,0 Hz, 2H,
ArH (en orto con respecto a la unién a OPh)), 7,07 (d, J 9,0 Hz, 2H, ArH (en orto con respecto a la uniéon a OPh)),
6,92 (d, J 9,0 Hz, 4H, ArH (en orto con respecto a la unién a OPh)), 5,73 (d, J 8,4 Hz, 1H, CH), 3,81 (s, 6H, OCH3),
2,77 (s, 3H, NCHa). Espectro de masas (IEN) m/z 453 (72 %, MH").

Ejemplo 1.10 - Preparacién de 5-[4,6-bis-(4-metoxi-fenilamino)-[1,3,5]-triazin-2-ilamino]-3-metil-imidazolidina-2,4-
diona (compuesto 10)

Parte A Preparacion de 5-[4-cloro-6-(4-metoxi-fenilamino)-[1,3,5]triazin-2-ilamino]-3-metil-imidazolidina-2,4-diona

je I>=°

HN

CI

OMe

Una suspension de 5-amino-3-metil-imidazolidina-2,4-diona (Ejemplo 1.3, Parte C) (228 mg, 0,82 mmol), p-
metoxianilina (111 mg, 0,90 mmol) y bicarbonato de sodio (76 mg, 0,90 mmol) en acetonitrilo (7 ml) se agité a
temperatura ambiente en una atmoésfera de nitrdgeno durante 25 h. El disolvente se evaporé y el producto en bruto
se extrajo con acetato de etilo. La capa organica se secO y se evapord y el producto en bruto se purificé por
cromatografia en columna (silice; diclorometano:acetato de etilo comenzando con una relacion de disolvente de 10:1
y aumentando la polaridad a diclorometano:metanol, 10:1) para proporcionar el compuesto del titulo en forma de un
sélido de color crema (288 mg, 96 %). &y (300 MHz, (CD3).CO) 8,88 (s a, 0,5H, NH), 8,84 (s a, 0,5H, NH), 7,87 y
7,70 (2 s a, 1H, NH), 7,61 (s a, 1H, NH), 7,51 (d, J 9,0 Hz, 2H, ArH (en orto con respecto a la unién a NH)), 6,91 y
6,89 (2 d, J 8,7, 6,6 Hz, 2H ArH (en orto con respecto a la unién a 0)), 5,82 (d a, J 7,8 Hz, 1H, CH), 3,79 (s, 3H,
OCHpg), 2,95 (s, 1,4H, NCHg), 2,73 (s, 1,6H, NCH3). Espectro de masas (IEN) m/z 364 (100 %, MH+).

Parte B Preparacion de 5-[4,6-bis-(4-metoxi-fenilamino)-[1,3,5]-triazin-2-ilamino]-3-metil-imidazolidina-2,4-diona
(Compuesto 10)
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Una suspension de 5-[4-cloro-6-(4-metoxi-fenilamino)-[1,3,5]triazin-2-ilamino]-3-metil-imidazolidin-2,4-diona (Ejemplo
1.10, Parte A) (50 mg, 0,14 mmol), p-metoxianilina (25 mg, 0,21 mmol) y carbonato de potasio (48 mg, 0,34 mmol)
en DMF anhidro (5 ml) se agit6 en una atmosfera de nitrégeno durante 18,5 h. La mezcla de reaccién se diluyé con
agua y el producto en bruto se extrajo con acetato de etilo, la capa organica se sec6 y se evaporoé y el producto en
bruto se purificé por cromatografia en columna (silice; diclorometano:acetato de etilo comenzando con una relacion
de disolvente de 10:1 y aumentando la polaridad a diclorometano:metanol, 10:1) para proporcionar el producto en
forma de un solido de color amarillo palido (36 mg, 58 %). &4 (300 MHz, (CD3),CO) 8,14 (s a, 2H, NH), 7,60 (s a, 4H,
ArH (en orto con respecto a la unién a NH)), 7,43 (s a, 1H, NH), 6,91 (d, J 8,7 Hz, 1H, NH), 6,85 (d, J 9,0 h z, 4H,
ArH (en orto con respecto a la unién a 0)), 5,91 (d, J 7,8 Hz, 1H, CH), 3,77 (s, 6H, OCHz3), 2,86 (s a, 2,0H, NCH3),
2,73 s a, 1,0 H, NCHa). Espectro de masas (IEN) m/z 451 (37 %, MH").

Ejemplo 1.11 - Preparacién de 5-[4-(4-hidroxi-fenilamino)-6-(4-metoxi-fenilamino)-[1,3,5]-triazin-2-ilamino]-3-metil-
imidazolidina-2,4-diona (compuesto 11)

NN N. o
N
T
HO NzN N
o
HN Me

Q

OMe

Una suspension de  5-[4-cloro-6-(4-metoxi-fenilamino)-[1,3,5]-triazin-2-ilamino]-3-metil-imidazolidina-2,4-diona
(Ejemplo 1.10, Parte A) (76 mg, 0,05 mmol), p-aminofenol (50 mg, 0,46 mol) y acetato de potasio (25 mg,
0,25 mmol) en DMF anhidra (3 ml) se agité en una atmdsfera de nitrégeno sobre un bafio de aceite a 35 °© durante
22 h. La mezcla de reaccion se diluyé con agua y el producto en bruto se extrajo con acetato de etilo. La capa
organica se secO y se evaporé y el producto en bruto se purificé por cromatografia en columna (silice;
diclorometano:acetato de etilo comenzando con una relacién de disolvente de 10:1 y aumentando la polaridad a
diclorometano:metanol, 10:1) para proporcionar el producto en forma de un sélido de color pardo claro (24 mg,
33 %). (Encontrado: C, 54,1; H, 4,9; N, 24,3 % C3oH20NsO4.MeOH requiere C, 53,8; H, 5,2; N, 23,9 %). &4 (300 MHz,
CD3sCN) 7,49 (d a, J 8,7 Hz, 2H, ArH (en orto con respecto a la union a NH)), 7,37 (s a, 4H, NH y ArH (en orto con
respecto a la unién a NH)), 6,87 (d, J 9,0 Hz, 2H, ArH (en orto con respecto a la unién a 0)), 6,75 (d, J 9,0 Hz, 2H,
ArH (en orto con respecto a la unién a O)), 6,70 (s a, 1H, OH), 6,48 (s, 1H, NH), 6,10 (d a, J 7,8 Hz, 1H, NH), 5,67 (d,
J 7,8 Hz, 1H, CH), 3,78 (s, 3H, OCHs), 2,88 (s a, 3H, NCH3). Espectro de masas (IEN) m/z 437 (36 %, MH+).

Ejemplo de referencia 1.12 - Preparaciéon de 5-[4-(4-benciloxi-fenilamino)-6-(4-metoxi-fenilamino)-[1,3,5]-triazin-2-
ilamino-3-metil-imidazolidina-2,4-diona (compuesto 12)

N N N_ H
N
/©/ hi \Y =0
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HN Me
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Una suspension de  5-[4-cloro-6-(4-metoxi-fenilamino)-[1,3,5]triazin-2-ilamino]-3-metil-imidazolidina-2,4-diona
(Ejemplo 1.10, Parte A) (93 mg, 0,26 mmol), clorhidrato de p-benciloxianilina (132 mg, 0,56 mmol) y carbonato de
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cesio (184 mg, 0,56 mmol) en DMF anhidra (5 ml) se agit6 en una atmdésfera de nitrégeno sobre un bafio de aceite a
30 ° durante 19 h. La mezcla de reaccidn se diluyé con agua y el producto en bruto se extrajo con acetato de etilo.
La capa organica se secO y se evapord y el producto en bruto se purificd por cromatografia en columna (silice;
diclorometano:acetato de etilo comenzando con una relaciéon de disolvente de 10:1 y aumentando la polaridad a
diclorometano:metanol, 20:1). La recristalizacién en PS/DCM/EtOAc proporcioné el producto en forma de un sélido
de color crema (90 mg, 62 %). (Encontrado: C, 61,5; H, 5,1; N, 21,2 % Cy7H26NsO4 requiere C, 61,6; H, 5,0; N,
21,3 %). on (300 MHz, CD3CN) 7,58-7,30 (m, 11H, ArH (en orto con respecto a la unién a NH), PhH y 2 NH), 6,94 (d,
J 8,7 Hz, 2H, ArH (en orto con respecto a la union a 0O)), 6,87 (d, J 8,7 Hz, 2H, ArH (en orto con respecto a la union a
0)), 6,49 (s a, 1H, NH), 6,14 (m, 1H, NH), 5,67 (d, J 7,2 Hz, 1H, CH), 5,09 (s, 2H, CHy), 3,78 (s, 3H, OCHs3), 2,88 (s
a, 3H, NCHa). Espectro de masas (IEN) m/z 527 (100 %, MH").

Ejemplo 1.13 - Preparaciéon de 1-((4-((4-metoxibencil)amino)-6-((4-(piperidin-1-ilmetil)bencil)amino)-1,3,5-triazin-2-
ilamino)-imidazolidina-2,4-diona (compuesto 13)

Parte A Preparacion de 1-[4-cloro-6-(4-metoxibencil)amino{1,3,5}-triazin-2-il-amino]-imidazolidina-2,4-diona

NH, H O
Cl.__N.__N._
ST NN Meo . Y 5
N__N \\\< > NH
Y S CH4CN, K,CO,4
Cl
OMe

A una mezcla de 1-(4,6-dicloro-[1,3,5]-triazin-2-il-amino)-imidazolidina-2,4-diona (Ejemplo 1.1, Parte A) (3,84 g,
14,6 mmol) y K,COs; (4,49, 31,8 mmol) en CH3CN (50 ml) se le afiadié (4-metoxifenil)-metanamina (2,0 g,
14,6 mmol) gota a gota a 0 °C. La mezcla se agit6 a t.a. durante la noche. El analisis por TLC mostré que la reaccion
era completa. La mezcla se filtr6 y la torta se repartié entre agua y EtOAc. La capa organica se separ0 y la capa
acuosa se extrajo con EtOAc. Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na;SO4
y se concentraron al vacio para proporcionar el compuesto esperado (3,50 g, rendimiento: 66 %) en forma de un
sélido de color blanco. Se us6 para la siguiente etapa sin purificacién adicional. &y (400 MHz, DMSO-ds): 11,30-
11,23 (m, 1H), 10,06-9,83 (m, 1H), 8,67-8,60 (m, 1H), 7,24-7,13 (m, 2H), 6,90-6,83 (m, 2H), 4,40-4,35 (m, 2H), 4,26-
4,5 (m, 2H), 3,73 (s, 3H). Espectro de masas (IEN) m/z 364 (100 %, MH").

Parte B Preparacion de 1-((4-((4-metoxibencil)amino)-6-((4-(piperidin-1-ilmetil)bencil)amino)-1,3,5-triazin-2-il)amino)-
imidazolidina-2,4-diona (compuesto 13)

H 9 N
CIYNYNNJ(NH ) OnHYNYH\Ni
vy T v
NH 0o ke \'/H

N o)
THF, K,CO,

OMe OMe

Una mezcla de 1-[4-cloro-6-(4-metoxibencil)amino-{1,3,5}-triazin-2-il-amino]-imidazolidina-2,4-diona (Ejemplo 1.13,
Parte A) (150 mg, 0,41 mmol), 4-piperidinilmetileno-bencilamina (101 mg, 0,49 mmol) y Ko,CO3 (171 mg, 1,24 mmol)
en THF (8,0 ml) se calenté a reflujo durante la noche. El andlisis por TLC mostroé que la reacciéon era completa. La
mezcla se enfrio a ta. y se verti6 en agua, se extrajo con EtOAc de forma repetida. Las capas organicas
combinadas se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na;SO,4 y se concentraron al vacio. El residuo sélido se
purificé por cromatografia ultrarrapida (gel de silice, CH,Cl..MeOH = 20:1, v/v) para proporcionar el compuesto 13
(65 mg, rendimiento: 30 %) en forma de un solido de color blanquecino. d4 (400 MHz, DMSO-dg): 11,13 (a, 1H),
9,03-8,74 (m, 1H), 7,66-6,77 (m, 10H), 3,91 (s, 1H), 3,72-3,45 (m, 4H), 2,38 (s, 2H), 1,53-1,24 (m, 6H). Espectro de
masas (IEN) m/z 532,3 (100 %, MH™).
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Ejemplo 1.14 - Preparacién de 1-((4-((4-metoxibencil)amino)-6-((4-(morfolinometil)bencil)amino)-1,3,5-triazin-2-
ilamino)-imidazolidina-2,4-diona (compuesto 14)

OMe

El compuesto 14 se produjo utilizando el procedimiento de sintesis expuesto en el Ejemplo 1.13, Partes Ay B. 0y
(400 MHz, DMSO-dg): 11, 14-11,04 (m, 1H), 7,50-5,50 (m, 10H), 4,41-3,80 (m, 6H), 3,72 (s, 3H), 3,56 (s, 2H), 3,41
(s, 4H), 2,33 (s, 4H). Espectro de masas (IEN) m/z 534,2 (100 %, MH™).

10 Ejemplo 1.15 - Preparacion de 1-((4-((4-((dietilamino)metil)bencil)amino)-6-((4-metoxibencil)amino)-1,3,5-triazin-2-
ilamino)-imidazolidina-2,4-diona (compuesto 15)

W
N N.
el

NH 0

OMe
15 El compuesto 15 se produjo utilizando el procedimiento de sintesis expuesto en el Ejemplo 1.13, Partes Ay B. 0y
(400 MHz, DMSO-dg): 11,12-11,04 (m, 1H), 9,02-8,92 (m, 1H), 7,62-6,77 (m, 10H), 4,42-4,23 (m, 4H), 4,09, 3,92 (m,
2H), 3,72 (s, 3H), 3,53 (s, 2H), 3,55-3,52 (m, 4H), 0,99 (s a, 6 H). Espectro de masas (IEN) m/z 520,3 (100 %, MH").

Ejemplo 1.16 - Preparacién de 1-((4-((4-metoxibencil)amino)-6-((4-((4-metilpiperazin-1-il)metil)bencil)amino)-1,3,5-
20  triazin-2-il)amino)-imidazolidina-2,4-diona (compuesto16)

/O/\Q\/HTN\\(HNJ?
NN
1

\\\<NH

o)

OMe

El compuesto 16 se produjo utilizando el procedimiento de sintesis expuesto en el Ejemplo 1.13, Partes Ay B. 0y
25 (400 MHz, DMSO-dg): 11,07 (s a, 1H), 9,04-8,89 (m, 1H), 7,49-6,72 (m, 10H), 4,42-4,21 (m, 4H), 4,09-3,94 (m, 2H),
3,72 (s, 3H), 3,40 (s, 2H), 2,34 (s a, 8H), 1,92 (s, 3H). Espectro de masas (IEN) m/z 547,3 (100 %, MH").

Ejemplo 1.17 - Preparacién de 1-((4-((4-metoxibencil)amino)-6-((4-(piperidin-1-il)bencil)amino)-1,3,5-triazin-2-
illamino)-imidazolidina-2,4-diona (compuesto 17)
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OMe

El compuesto 17 se produjo utilizando el procedimiento de sintesis expuesto en el Ejemplo 1.13, Partes Ay B. o4
(400 MHz, DMSO-ds): 11,14-11,03 (m, 1H), 8,90-8,70 (m, 1H), 7,56-6,84 (m, 10H), 4,35-4,02 (m, 6H), 3,72 (s, 3H),
3,07 (s, 4H), 1,60-1,51 (m, 6H). Espectro de masas (IEN) m/z 518,3 (100 %, MH").

Ejemplo 1.18 - Preparacion de 1-((4-((4-metoxibencil)lamino)-6-((bencil)amino4-morfolino)-1,3,5-triazin-2-il)amino)-
imidazolidina-2,4-diona (compuesto 18)

o/\

LN
YOS N NH
N\fN \\<
NH

0o

OMe
El compuesto 18 se produjo utilizando el procedimiento de sintesis expuesto en el Ejemplo 1.13, Partes Ay B. o4
(400 MHz, DMSO-ds): 10,94 (s a, 1H), 8,89-8,70 (m, 1H), 7,75-6,77 (m, 10H), 4,34-4,06 (m, 6H), 3,74-3,72 (m, 7H),
3,04 (s, 4H). Espectro de masas (IEN) m/z 520,2 (100 %, MH™).

Ejemplo 1.19 - Preparacion de 1-((4-((4-metoxibencil)amino)-6-((4-(4-metilpiperazin-1-il)bencil)amino)-1,3,5-triazin-2-
ilamino)imidazolidina-2,4-diona (compuesto 19)

N

~

OMe

El compuesto 19 se produjo utilizando el procedimiento de sintesis expuesto en el Ejemplo 1.13, Partes Ay B. o4
(400 MHz, DMSO-dg): 8,89-8,70 (m, 1H), 7,40-6,81 (m, 10H), 4,35-4,01 (m, 6H), 3,72 (s, 3H), 3,39 (s a, 4H), 3,10 (s,
4H), 2,27 (s, 3H). Espectro de masas (IEN) m/z 533,3 (100 %, MH™).
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Ejemplo 1.20 - Preparacién de 1-((4-((4-metoxibencil)amino)-6-((3-(piperidin-1-il)bencil)amino)-1,3,5-triazin-2-
ilamino)-imidazolidina-2,4-diona (compuesto 20)

)

OMe
El compuesto 20 se produjo utilizando el procedimiento de sintesis expuesto en el Ejemplo 1.13, Partes Ay B. 0y
(400 MHz, DMSO-dg): 11,12-11,04 (m, 1H), 9,03-8,71 (m, 1H), 7,59-6,60 (m, 10H), 4,37-3,98 (m, 6H), 3,71 (s, 3H),
3,09 (s, 4H), 1,59-1,51 (m, 6H). Espectro de masas (IEN) m/z 518,3 (100 %, MH").

10 Ejemplo 1.21 - Preparacién de 1-((4-((4-metoxibencil)amino)-6-((3-morfolinobencil)amino)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino)-
imidazolidina-2,4-diona (compuesto 21)

)

OMe

15 El compuesto 21 se produjo utilizando el procedimiento de sintesis expuesto en el Ejemplo 1.13, Partes Ay B. 0y
(400 MHz, DMSO-dg): 11,13-11,03 (m, 1H), 9,04-8,72 (m, 1H), 7,58-6,66 (m, 10H), 4,37-3,98 (m, 6H), 3,72 (s, 7H),
3,07 (s, 4H). Espectro de masas (IEN) m/z 520,2 (100 %, MH™).

Ejemplo 1.22 - Preparacion de 1-((4-((4-metoxibencil)amino)-6-((3-(4-metilpiperazin-1-il)bencil)amino)-1,3,5-triazin-2-
20  ihamino)-imidazolidina-2,4-diona (compuesto 22)

25
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OMe

El compuesto 22 se produjo utilizando el procedimiento de sintesis expuesto en el Ejemplo 1.13, Partes Ay B. o4
(400 MHz, DMSO-de): 11,07 (s a, 1H), 9,03-8,71 (m, 1H), 7,56-6,61 (m, 10H), 4,36-3,98 (m, 6H), 3,72 (s a, 7H), 3,12
5 (s, 4H), 2,27 (s, 3H). Espectro de masas (IEN) m/z 533,3 (100 %, MH™).

Ejemplo de Referencia 1.23 - Preparacién de  1-((4-((4-(2-(dietilamino)etoxi)bencil)amino)-6-((4-
metoxibencil)amino)-1,3,5-triazin-2-il)amino)-imidazolidina-2,4-diona (compuesto 23)

10 OMe

El compuesto 23 se produjo utilizando el procedimiento de sintesis expuesto en el Ejemplo 1.13, Partes Ay B. o4
(400 MHz, DMSO-ds): 11,07 (s a, 1H), 9,03-8,71 (m, 1H), 7,57-6,77 (m, 10H), 4,35-3,98 (m, 8H), 3,72 (s, 3H), 2,81
(s, 2H), 2,60-2,51 (m, 4H), 0,99 (t, J = 7,2 Hz, 6H). Espectro de masas (IEN) m/z 550,3 (100 %, MH™).

15
Ejemplo de Referencia 1.24 - Preparacion de 1-((4-((4-metoxibencil)lamino)-6-((4-(2-morfolinoetoxi)bencil)amino)-
1,3,5-triazin-2-ilJamino)imidazolidina-2,4-diona (compuesto 24)
O
SRRCE YN
0o N_ _N_ N,
YO N Nw
e
NH ©
OMe
20

El compuesto 24 se produjo utilizando el procedimiento de sintesis expuesto en el Ejemplo 1.13, Partes Ay B. o4
(400 MHz, DMSO-dg): 11,16-11,06 (m, 1H), 9,03-8,72 (m, 1H), 7,57-6,81 (m, 10H), 4,35-3,99 (m, 8H), 3,72 (s, 3H),
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3,58 (s, 4H), 2,67 (s, 2H), 2,52-2,46 (m, 4H). Espectro de masas (IEN) m/z 564,3 (100 %, MH+).

Ejemplo 1.25 - Preparacion de 1-((4-((4-metoxibencil)amino)-6-((4-(2-(pirrolidin-1-il)etoxi)bencil)amino)-1,3,5-triazin-
2-il)amino)-imidazolidina-2,4-diona (compuesto 25)

OMe
El compuesto 25 se produjo utilizando el procedimiento de sintesis expuesto en el Ejemplo 1.13, Partes Ay B. o4
(400 MHz, DMSO-dg): 10,78 (s a, 1H), 9,03-8,73 (m, 1H), 7,65-6,77 (m, 10H), 4,41-3,95 (m, 6H), 3,72 (s, 3H), 3,60
10 (s, 2H), 2,55 (s a, 4H), 1,71 (s, 4H). Espectro de masas (IEN) m/z 518,3 (100 %, MH").

Ejemplo de Referencia 1.26 - Preparacion de 1-((4-((4-metoxibencil)amino-6-((4-(((2-
metoxietil)amino)metil)bencil)amino)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino)-imidazolidina-2,4-diona (compuesto 26)

HN o)
H H
] /\©\/N NN,
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NH 0
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El compuesto 26 se produjo utilizando el procedimiento de sintesis expuesto en el Ejemplo 1.13, Partes Ay B. 0y
(400 MHz, DMSO-dg): 9,03-8,73 (m, 1H), 7,52-6,77 (m, 10H), 4,40-4,09 (m, 6H), 3,72 (s, 3H), 3,67 (s, 2H), 3,39 (m,
2H), 3,23 (s, 3H), 2,63 (s, 2H). Espectro de masas (IEN) m/z 522,2 (100 %, MH™).

20
Ejemplo 1.27 - Preparacién de 1-((4-((4-((dimetilamino)metil)bencil)amino)-6-((4-metoxibencil)amino)-1,3,5-triazin-2-
ilamino)-imidazolidina-2,4-diona (Compuesto 27)
~
N H H 9
NN N A
e NH
NN \\\<
NH 0
OMe
25

El compuesto 27 se produjo utilizando el procedimiento de sintesis expuesto en el Ejemplo 1.13, Partes Ay B. 0y
(400 MHz, DMSO-dg): 11,07 (s a, 1H), 9,04-8,75 (m, 1H), 7,66-6,74 (m, 10H), 4,44-3,91 (m, 6H), 3,72 (s, 5H), 2,34
(s, 6H). Espectro de masas (IEN) m/z 492,2 (100 %, MH™).
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Ejemplo 1.28 - Preparacién de 2,2 2-trifluoroacetato de 1-((4-((4-metoxibencil)amino)-6-((4-(piperazin-1-
ilmetil)bencil)amino)-1,3,5-triazin-2-il)amino)-imidazolidina-2,4-diona (compuesto 28)

HOOCF;C HI\O/\Q\/H N H J(E
aC. >Ny
\N'r =N \\ﬁNH

NH °
OMe
5
El compuesto 28 se obtuvo por desproteccion del correspondiente derivado de 4-(piperazin-1-ilmetil)bencil)amino
protegido con Boc que se produjo utilizando el procedimiento de sintesis expuesto en el Ejemplo 1.13, Partes Ay B.
OH (400 MHz, CDsOD): 7,42-6,83 (m, 8H), 4,64-4,47 (m, 4H), 4,20-3,93 (m, 4H), 3,79 (s, 3H), 3,34-3,32 (m, 4H),
3,12-3,01 (m, 4H). Espectro de masas (IEN) m/z 533,3 (100 %, MH").
10
Ejemplo 1.29 - Preparacion 4-(((4-((2,4-dioxoimidazolidin-1-il)Jamino)-6-((4-metoxibencil)amino)-1,3,5-triazin-2-
ilamino)metil)bencilcarbamato de terc-butilo (compuesto 29)
MeO
T 8
N /N N‘N
[ o)
Ny N AN
T,
NH
1k
N~ ©O
H
15

El compuesto 29 se produjo utilizando el procedimiento de sintesis expuesto en el Ejemplo 1.4, partes Ay B
utilizando 1-(4,6-dicloro-[1,3,5]-triazin-2-il-amino)-imidazolidina-2,4-diona (Ejemplo 1.1, Parte A) como material de
partida.

20 Ejemplo 1.30 - Preparacion de 5-((4,6-bis((4-hidroxibencil)amino)-1,3,5-triazin-2-il)amino)-3-metilimidazolidin-2,4-

diona (compuesto 30)
HO
s

N n. N K
T I =0
NH Me

OH

25 El compuesto 30 se produjo adaptando los procedimientos de sintesis descritos anteriormente.

Ejemplo 2 - Ensayo biolégico
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Ejemplo 2.1 - Inhibicién de la proliferacién y la duracién de la inhibicién en las estirpes celulares de cancer

Se ha demostrado que los compuestos de triazina de la presente invencion bloguean el ciclo celular en G2/M. Las
triazinas se sometieron a ensayo para determinar su actividad inhibidora sobre el crecimiento "in vitro" de estirpes
celulares tumorales. Para los estudios iniciales se utilizaron dos estirpes celulares de carcinoma de colon (LIM1215 y
SW480) y dos estirpes celulares de cancer de mama (MDA-MB-231 y MCF-7). Se utiliz6 Taxol como comparador en
estos experimentos (Tabla 1).

Todas las triazinas sometidas a ensayo fueron al menos tan eficaces como el Taxol en la induccién del bloqueo de
G2/M a las concentraciones optimas (Tabla 1).

Tabla 1: Efectos antimitéticos de las triazinas sobre estirpes celulares de carcinoma. Los inhibidores se
afiadieron a las células en crecimiento logaritmico durante un periodo de 24 horas. La distribucién de fases del ciclo
celular se controlé mediante tincion del ADN y andlisis en ModFit. Se utilizé (a) la Clso para la progresion a través del
ciclo celular y (b) la proporcién de células en G2/M después de la exposicion a Taxol 1 UM como patron; la potencia

de la triazina se expresa como la proporcion de células en G2M (ensayo)/proporcion de células en G2M (Taxol). El
numero maximo de células en G2/M en estos experimentos fue: LIM1215 = 78,5 %; SW480 = 72 %; MDA-MB-231 =
55 %; MCF-7 = 62 %. NT = no ensayado.

LIM1215 SW480 MDA-MB-231 MCF-7
nhibidor Clso™ % de Clso™ % de Clso™ % de Clso™ % de

(uM) Taxol® (uM) Taxol®  |(um) Taxol® (M) Taxol®
Taxol 0,01 100 0,008 100 0,008 100 0,008 100
Compuesto 3 [3 108 1,45 106 3 93 0,45 102
Compuesto 1 (0,07 105 0,05 120 0,013 94 0,009 108
Compuesto 2 NT NT 0,25 113 0,009 103 0,009 102

Ejemplo 2.2 - Efectos de las triazinas sobre el crecimiento "in vitro" de células cancerosas

La inhibicion de la proliferacién se midié también en un panel de lineas de células tumorales mediante el ensayo de
MTT (Protocolo General véase el Ejemplo 2.6). La Clso determinada mediante este ensayo que mide la proliferacion
celular se equiparé estrechamente a los valores calculados a partir del analisis FACS del bloqueo de G2/M,
indicando que la detencion en G2/M en efecto previene la proliferacion celular. Los experimentos de reposo
farmacoldgico después de la incubacion de las células con el farmaco dieron como resultado la reanudacion de la
proliferacién en estirpes celulares de cancer de mama y la detencién completa en una estirpe celular de carcinoma
colorrectal, lo que sugiere que el farmaco es citotoxico en al menos algunas estirpes celulares.

Ejemplo 2.3.1 - Efectos bioldgicos de las triazinas sobre el crecimiento de células tumorales.

El compuesto 2 se sometié a ensayo en una serie de estirpes celulares para determinar su actividad y selectividad
(Tabla 2). La proliferacion celular se midié utilizando el ensayo de MTT (para el protocolo véase el Ejemplo 2.6)
después de 3 dias de incubacion con el inhibidor.

Tabla 2: Inhibicién de la proliferacion de estirpes celulares tumorales mediante el compuesto 2: (a) estirpe
progenitora de células B murinas; (b) carcinoma colorrectal humano; y (c) carcinoma de mama humano.

Estir/pe(a():elular Clso (M)
BaF/3 0,03
LIM 1215 ® 0,09
LIM 2537 ® 0,07
LIM 2405 ® 0,03
Sw 480 ® 0,03
MDA-MB-231 © 0,01
MCF-7 © 0,01

Las Clsp para las diferentes estirpes celulares fueron muy similares, lo que sugiere que el compuesto 2 se dirige a
una via comun necesaria para la finalizacion de G2/M.

Ejemplo 2.3.2 - Efectos de las triazinas sobre la polimerizacién de la tubulina, tanto 'in vitro' como 'in vivo'

Los efectos de las triazinas sobre la polimerizacion de la tubulina, tanto 'in vitro' como 'in vivo' se sometieron a
ensayo. Estos experimentos mostraron que la polimerizacion de la tubulina inducida por triazina fue minima y se
produjo a dosis muy superiores a la potencia del farmaco como bloqueante mitético.

Para controlar los efectos de las triazinas sobre la tubulina, los presentes inventores sometieron a ensayo la
polimerizacion de la tubulina en células intactas después de la exposicion al farmaco.
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Las células tratadas con Taxol o con el compuesto 3 se lisaron en tampdn hipoténico que contenia NP-40 al 0,5 % y
los extractos celulares se centrifugaron a alta velocidad. La tubulina polimerizada es insoluble en detergente: por
tanto después de este tratamiento se recupera tubulina soluble en los sobrenadantes (S) y tubulina polimerizada en
los sedimentos celulares (P). La proporciéon relativa de las dos formas se controlé6 por SDS/PAGE e
inmunotransferencia con anticuerpos especificos para tubulina.

En este ensayo, el Taxol estahilizé fuertemente la tubulina de una manera dependiente de la dosis, mientras que las
triazinas mostraron efectos insignificantes incluso a altas concentraciones (Fig. 1).

En un intento de examinar las interacciones directas de las triazinas con la tubulina, se utilizaron ensayos de
polimerizaciéon de la tubulina 'in vitro' (Fig. 2). En estos ensayos las triazinas provocaron un aumento pequefio pero
significativo en la polimerizacién de la tubulina. Sin embargo, la concentracién de triazina requerida para la
polimerizacion de la tubulina era mas de 1.000 veces mayor que la Clsg en ensayos de proliferacién celular.

Ejemplo 2.3.4 - Aumento progresivo de la dosis en ratones

El compuesto 1 se sometié a ensayo inicialmente para determinar la tolerabilidad y la toxicidad en ratones. Se
inyectaron ratones C57B1/6 (de 8-12 semanas de edad) por via subcutdnea con aumento progresivo de la dosis de
Compuesto 1 en un volumen constante de DMSO. Los ratones se sacrificaron 24 horas después de la inyeccion. No
hubo efectos adversos de dosis de hasta 80 mg/kg dentro de este marco temporal. Por tanto, el compuesto se tolera
bien en dosis que exceden con mucho la Clsg observada "in vitro".

El Compuesto 2 no mostro efectos adversos en la salud o el comportamiento externos de dosis de hasta 64,5 mg/kg
durante 4 dias. A 21,5 y 64,5 mg/kg hubo indicios de adelgazamiento de la piel en el sitio de inyeccién en algunos
ratones. En ratones BALB/c desnudos el Compuesto 2 provocO algunas lesiones cutdneas a 20 mg/kg. Estas
lesiones cutaneas menores se cicatrizaron facilmente a los 2-3 dias.

Ejemplo 2.4 - Farmacocinética
Los parametros farmacocinéticos para el Compuesto 2 se determinaron después de la inyeccién en ratones.

Cuando se administra a una dosis de 50 mg/kg en solucién acuosa, el farmaco alcanza concentraciones meseta en
el torrente sanguineo de 60 UM y se mantiene en niveles de hasta 6 uM durante 6-10 horas. La vida media de
eliminacion es de aproximadamente 1,5 horas. También se han detectado al menos dos metabolitos activos, que
inducen el bloqueo del ciclo celular G2/M 'in vitro', en el plasma y sus estructuras se confirmaron por espectrometria
de masas. Cuando los metabolitos activos se incluyen en los célculos farmacocinéticos, la concentracion total del
farmaco activo es, en promedio, de 30 uM durante hasta 6 horas antes de que comience a eliminarse del plasma.

Ejemplo 2.4.1 - Extraccién y cuantificacién de triazinas a partir de sangre de raton

El protocolo desarrollado para la extraccion de triazinas activas a partir de plasma de ratén y la cuantificacion por
RP-HPLC del farmaco extraido, asi como la caracterizacion de los metabolitos y las propiedades farmacocinéticas
de los compuestos, se describen a continuacion.

Ejemplo 2.4.1.1 - Extraccion de triazinas a partir de plasma de ratén.

Se recogi6é sangre de raton mediante puncion cardiaca después de la anestesia por gas de CO,. Los ratones
posteriormente se sacrificaron. La sangre se transfirié a un tubo con EDTA para prevenir la coagulacion y el plasma
se recogio después de la separacion por centrifugacion. Para cada muestra se afiadieron 25 ul de plasma a 75 pl de
TFA frio al 0,1% (v/v) con hidrocortisona (HC) 5uM como patron interno. Estas muestras procesadas se
almacenaron a -20 °C hasta su utilizacion. Tras la descongelacién se aclararon por centrifugacion y los extractos se
analizaron en RP-HPLC.

Ejemplo 2.4.1.2 - Cuantificacién de triazinas en plasma de ratén.

Cada extracto de plasma de 100 ul se separ6 en una columna Zorbax SB-C18, 2,1 x 150 mm, de 5 p utilizando un
gradiente lineal de acetonitrilo de 50 min en TFA al 0,1 % (v/v) a un caudal de 0,1 ml por minuto y a una temperatura
de columna de 45 °C. La deteccidn se realiz6é a 250 nm. Se muestran cromatogramas representativos en la Fig. 3.

Ejemplo 2.4.1.3 - Andlisis de metabolitos del Compuesto 2

Los cromatogramas de plasma de ratones inyectados con Compuesto 2, pero no de ratones control, contenian picos
menores. Estos picos aparecieron en un momento posterior después de la inyeccién del compuesto 2 y son
presumiblemente metabolitos. Con el fin de confirmar la identidad de estos picos, sus espectros de absorcion se
compararon con el del patron del compuesto 2.
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Como puede verse en la Figura 4, todos los picos tenian la absorbancia a 250 nm caracteristica y parecen ser
compuestos relacionados. El plasma de ratéon se fracciond en RP-HPLC y los picos indicados anteriormente se
recogieron. Las muestras de pico agrupadas se concentraron por liofilizacion. Una porcion de cada muestra de pico
se reconstituyé en medios de cultivo para bioensayo (Fig. 5). El resto se analizé por CL-EM para confirmar la masa e
identificar las estructuras.

La Clsp para el compuesto recuperado 2 (Pico 1), Pico 2 y Pico 3 fue de 0,1 uM, 0,2 uM y >1 uM, respectivamente.
Aunque es dificil de cuantificar con exactitud la concentracion de los picos recuperados debido a las cantidades muy
pequefias, el ensayo no indicé que todos los picos recuperados tuvieran alguna actividad biologica.

Los resultados del analisis por CL-EM de los compuestos recuperados se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3 Resultados del andlisis por CL-EM de los metabolitos recuperados de plasma de ratén después de la
inyeccion del compuesto 2.

Muestra Masa (Da)

Compuesto 2 464,2 (M+1)
Pico 1 464,1 (M+1)
Pico 2 655,0 (M+1)
Pico 3 479,1 (M+1)

El andlisis del material de partida Compuesto 2 confirmé el peso molecular del compuesto base libre que era de
464 Da. El Pico 1 tenia la misma masa, lo que confirmé que es el mismo compuesto recuperado del plasma. El Pico
3 tenia una masa de 479 Da lo que indica un derivado de hidroxilo. El Pico 2 era un compuesto mucho mas grande
con una masa de 655 Da. La masa adicional indica que es un derivado de glucurénido del derivado de hidroxilo.

Estos resultados confirman que los compuestos recuperados son metabolitos activos del compuesto 2 y deberian
incluirse en los célculos de niveles activos de farmaco en plasma y de semivida de eliminacion del compuesto.

Ejemplo 2.4.1.4 - Analisis farmacocinético del compuesto 2

La concentracion de farmaco en plasma se determind por el método de calibracién del patron interno mediante la
comparacion de las relaciones de farmaco a areas de los picos de HC con respecto a los patrones conocidos. Las
concentraciones plasmaticas de compuesto 2 en los ratones de un experimento farmacocinético se representan en
la Fig. 6

Estos resultados indican que pueden conseguirse concentraciones terapéuticamente significativas de compuesto 2
en el suero y mantenerse durante hasta 10 h.

Ejemplo 2.5 - Eficacia como farmaco antitumoral en experimentos de xenoinjerto

Se han utilizado experimentos de xenoinjerto para determinar la eficacia del compuesto 2 en la reduccion del
crecimiento tumoral. En los experimentos iniciales, utilizando el modelo de tumor establecido con la estirpe celular
de carcinoma colorrectal LIM 2537, el compuesto 2 ha reducido significativamente la tasa de crecimiento de los
tumores.

Ejemplo 2.5.1 - Estudios de xenoinjertos de tumores con células LIM 2537 (estirpe celular de carcinoma de colon).

Método :

Se eligid la estirpe celular de carcinoma de colon LIM 2537 para estudios de xenoinjerto de tumores en ratones
BALB/c desnudos, ya que se demostré que su crecimiento es inhibido por el compuesto 2 (véase "Efectos biol6gicos
de las triazinas en el crecimiento de células tumorales").

Los ratones se inocularon con 3x10° células por tumor en 100 pl de PBS, un tumor en cada flanco por via
subcutanea (SC). Los tratamientos se iniciaron el tercer dia después de la inoculacion, ya sea con el control de
vehiculo (CV) o 100 pl de farmaco a 3 mg/ml en solucién acuosa proporcionando una dosis de 15 mg/kg. Los
ratones fueron inyectados por via SC en el abdomen, tres veces por semana durante la duracién del experimento.
Los ratones se controlaron para determinar el peso corporal, el volumen tumoral y el aspecto y para detectar
cualquier reaccion adversa al farmaco. El experimento termin6 después de 33 dias y el grupo de control se sacrificg,
ya que la carga tumoral en ese grupo habia alcanzado el maximo permitido. Los ratones restantes se dejaron sin
tratamiento durante 9 dias adicionales para controlar la reanudacién del crecimiento tumoral.

Resultados:

Los pesos corporales del ratdn no se vieron afectados por el tratamiento con farmacos. Las diferencias en el tamafio
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tumoral entre los grupos de control y los de farmaco fueron evidentes después de 12 dias y, hacia el dia 33, cuando
se sacrificé el grupo de control, esta diferencia era clara. Dentro de los grupos, hubo un tumor de crecimiento lento
en los controles y un tumor de crecimiento rapido en la cohorte tratada. Estos tumores anémalos son responsables
de las grandes desviaciones tipicas (Fig. 7).

A partir de este experimento puede concluirse que la pauta de tratamiento (3 inyecciones por semana de compuesto
2 a una dosis de 15 mg/kg) fue satisfactorio en la ralentizacién del crecimiento de las células LIM 2537. No hubo
reaccion adversa al farmaco a largo plazo con esta dosis y formulacion.
Ejemplo 2.5.2 - Estudios de xenoinjertos de tumores con U87MG(A2-7) - (estirpe celular de cancer de cerebro).
Método:

Ratones: Balb/c nu/nu macho; 8 controles y 8 tratadas.

Células inoculadas: U87MG(A2-7) en 2,13 x 10° células/tumor; dos tumores por ratén.

Dosis: Compuesto 2 a 20 mg/kg = 100 pl de 4 mg/ml en agua para inyeccién por ratén de 20 g. Los ratones de
control fueron inyectados con 100 pl de agua para inyeccion.

Tratamiento y control: El tratamiento comenzo6 el dia 5 después de la inoculacién. Los ratones fueron inyectados
en el abdomen por via SC tres veces por semana (lunes, miércoles y viernes), en lados alternos. Los ratones se
pesaron, se midieron los diametros de los tumores en dos dimensiones y la salud de los ratones se controld.

Después de que se sacrificaran los ratones: los tumores se disecaron y se pesaron; también se pesaron los
bazos e higados.

Resultados:

Los tumores crecieron rapida y uniformemente entre los animales. El experimento terminé a los 14 dias después de
la inoculacién porque la mayoria de los ratones de control habian alcanzado la maxima carga tumoral y algunos
tumores comenzaban a ulcerarse. Al final del experimento habia una diferencia significativa en volumen entre el los
tumores de control y los tratados (Figura 8).

Los higados y bazos también se pesaron post mortem. En la Figura 9 se comparan los pesos medios de estos
6rganos, junto con los pesos medios de los tumores.

El tratamiento de tumores de U87MG(A2-7) con compuesto 2 a 20 mg/kg tres veces por semana ha reducido el
crecimiento de los tumores en comparacion con tumores en ratones inyectados con control de vehiculo.

Ejemplo 2.5.3 - Estudios de xenoinjertos de tumores con H1437 (estirpe celular de cancer de pulmén no

microcitico).

Método:

Ratones: Balb/c nu/nu macho; 8 controles y 8 tratados; 5 semanas de edad.

Células inoculadas: H1437 (estirpe celular de cancer de pulmén no microcitico) a 2 x 10° células/tumorales; dos
tumores por raton.

Dosis: Compuesto 2 a 20 mg/kg = 100 Al de 4 mg/ml en agua para inyeccion por raton de 20 g. Los ratones de
control fueron inyectados con 100 ul de agua para inyeccion.

Tratamiento y seguimiento: El tratamiento comenz6 el dia 5 después de la inoculacién. Los ratones fueron
inyectados en el abdomen por via SC tres veces por semana, en lados alternos. Los ratones se pesaron; se
midieron los diametros de los tumores en dos dimensiones y la salud de los ratones se control4. Las inyecciones
corresponden a puntos de datos en las representaciones, con un tratamiento adicional el Dia 14 cuando no se
hicieron mediciones.

Resultados:

Los tumores en el grupo de control crecieron rapidamente, pero con alguna variacién entre los animales. El volumen
medido de los tumores se estabilizé después de 21 dias y la tasa de crecimiento no aumenté como lo habia hecho
con estirpes celulares de los experimentos anteriores. Estos tumores generalmente crecieron como bolas redondas
en lugar de dispersarse a lo largo del flanco del animal. El experimento termind a los 26 dias después de la
inoculacion porque la mayoria de los ratones de control habian alcanzado la carga tumoral maxima. No hubo
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ulceracion de los tumores, que se mantuvieron bajo la piel, y no parecian estar particularmente vascularizados. Por
el contrario, los tumores en el grupo tratado se mantuvieron muy pequefios y duros a lo largo de los 26 dias. Al final
del experimento habia una diferencia significativa en volumen entre los tumores de control y los tratados (Figura 10).

Después de que se sacrificaran los ratones los tumores se disecaron y se pesaron. Después de la diseccion se
compararon los tumores de los dos grupos. Hay una notable diferencia en el tamafio observado de los tumores entre
los dos grupos (Figura 11).

Se apreciard por expertos en la materia que pueden hacerse numerosas variaciones y/o modificaciones a la
invenciébn como se muestra en las realizaciones especificas sin apartarse del alcance de la invencion como se
describe ampliamente. Las presentes realizaciones, por tanto, han de considerarse en todos los aspectos como
ilustrativas y no restrictivas.

Ejemplo 2.6

Protocolo para el ensayo de MTT y MTS para todas las células y los inhibidores

Ejemplo 2.6.1 - Resumen General

e Sembrar células a 104/pocillo en 100 ul de medio + FCS al 5 % (+ Aditivos 1):

* Incubar las células durante la noche:

e Valorar los inhibidores en una placa nueva en 150 ul de medio

e Transferir 100 ul de los compuestos valorados a pocillos emparejados de la placa de células.

* Incubar 4 dias adicionales:

e Afiadir 10 pl de MTS? 0 MTT? durante 1,5 a 2 horas y leer en Multiscanner (longitudes de onda 492/690)

! Aditivos para el cultivo de estirpes celulares LIM: tioglicerol 10 uM, insulina 0,025 U/ml, hidrocortisona 1 pg/ml. 23-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio. ® bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio

Ejemplo 2.6.2 - Estirpes celulares utilizadas en el ensayo de MTS

« Estirpe celular de carcinoma de colon humano LIM2537, cultivada en RPMI + Aditivos l+FCSal5%

Ejemplo 2.6.3 — Siembra en placas de células: Una estirpe celular por placa

Se tripsinizan las células y se lavan 2 veces en medio + FCS al 5 % y se depositan a 10* células por pocillo en
100 pl.

Incubar las placas a 37 °C + incubadora de CO; al 5 %-10 %.
Ejemplo 2.6.4 - Inhibidores

Los inhibidores se disuelven en DMSO para hacer soluciones madre 10 mM y se valoran en una placa de 96 pocillos
por duplicado para utilizarse como la solucion madre para la placa de ensayo. Intervalo de valoraciéon de 40 uM
hasta 0,01 uM en diluciones a la mitad y se transfieren 100 ul de cada dilucion a los pocillos apropiados de la placa
de ensayo que contiene las células (también en 100 ul) dando como resultado que la concentracion final de los
inhibidores sea de 20 puM hasta 0,01 uM a lo largo de las filas por duplicado. Se someten a ensayo tres inhibidores
por placa (Filas A-F).

Cada placa tiene lo siguiente:

Filas A, B: diluciones de Inhibidor 1, 200 ul por pocillo

Filas C, D: diluciones de Inhibidor 2, 200 pl por pocillo

Filas E, F: diluciones de Inhibidor 3, 200 pl por pocillo

Fila de control G1-6: Medio + FCS al 5 % (para el crecimiento maximo)

Fila de control G7-12: Taxol (250 nM para la inhibicion maxima)

Fila de control H: Retirar el medio de las células y reemplazar por 200 ul de medio sin suero para la tasa de
crecimiento sin suero.

Ejemplo 2.6.5 - Incubacion

Incubar las placas durante 4 dias en incubadora. Procesar con MTS o MTT como se esboza a continuacion.
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Ejemplo 2.6.6 — Ensayo de MTS

Afiadir a cada pocillo 10 pl de solucién de MTS (Sigma). Incubar el MTS durante 1,5 a 2 horas y el MTT durante 4
horas. Detener la reaccién mediante la adicion de 10 pl de SDS al 10 % a cada pocillo. Leer en lector de placas
Multiscan (492/690), representar el cambio de color frente a la concentracion de inhibidor para establecer la Clso.

Ejemplo 2.6.7 — Ensayo de MTT
Solucién de MTT

Se disolvieron 5 g de MTT (Sigma M-2128) en PBS, a 5 mg/ml, se estabilizo por filtracién y se almacené a -20 °C.
Descongelar cuando sea necesario.

Disolvente de MTT (isopropanol acidificado)
a. HCl 1 M:
Mezclar 44,6 ml de HCI concentrado (11,2 M) en 500 ml de DDW
b. Isopropanol acidificado (isopropanol con HCI 0,04 N):
Mezclar 20 ml de HCI 1 M con 480 ml de isopropanol (Propan-2-ol, alcohol iso-propilico)
Adicion de MTT
Afadir 10 ul de soluciéon de MTT a cada pocillo e incubar durante 4 horas en incubadora a 37 °C.

Centrifugar las placas, 5 min a 1500 rpm vy retirar el medio sacudiendo cuidadosamente, sin alterar los cristales
resultantes. Afiadir 200 pl de isopropanol acidificado (Disolvente de MTT) por pocillo.

Colocar en agitador de placas, TA, velocidad de 6,5, durante 10 min-30 min.
Leer la DO de las placas en Thermo Multiskan Ex, a 560/690 nm.

Ejemplo 2.6.8 - Resultados de Ensayo de MTS sobre compuestos seleccionados de la presente invencién utilizando
estirpe celular de carcinoma de colon humano LIM2537

Tabla 4 Resultados de Ensayo de MTS sobre compuestos seleccionados de la presente invencion utilizando estirpe
celular de carcinoma de colon humano LIM2537

Numero de compuesto Intervalo de Cl so (UM)
13 >0,1-1
14 > 10
15 1-10
16 <0,1
17 <0,1
18 >0,1-1
19 >0,1-1
20 >0,1-1
21 1-10
22 > 10
23 1-10
24 >0,1-1

Ejemplo 2.6
Protocolo para el ensayo de MTT y MTS para todas las células y los inhibidores

Ejemplo 2.6.1 - Resumen General

e Sembrar células a 104/pocillo en 100 ul de medio + FCS al 5 % (+ Aditivos 1):

e Incubar las células durante la noche:

* Valorar los inhibidores en una placa nueva en 150 pl de medio

e Transferir 100 pul de los compuestos valorados a pocillos emparejados de la placa de células.
e Incubar 4 dias adicionales:
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e Afadir 10 pl de MTS? 0 MTT? durante 1,5 a 2 horas y leer en Multiscanner (longitudes de onda 492/690)

! Aditivos para el cultivo de estirpes celulares LIM: tioglicerol 10 uM, insulina 0,025 U/ml, hidrocortisona 1 pug/ml. 23-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio. % bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio

Ejemplo 2.6.2 - Estirpes celulares utilizadas en el ensayo de MTS

« Estirpe celular de carcinoma de colon humano LIM2537, cultivada en RPMI + Aditivos '+ FCSal5%

Ejemplo 2.6.3 — Siembra en placas de células: Una estirpe celular por placa

Se tripsinizan las células y se lavan 2 veces en medio + FCS al 5% y se depositan a 10* células por pocillo en
100 pl.

Incubar las placas a 37 °C + incubadora de CO; al 5 %-10 %.
Ejemplo 2.6.4 - Inhibidores
Los inhibidores se disuelven en DMSO para hacer soluciones madre 10 mM y se valoran en una placa de 96 pocillos
por duplicado para utilizarse como la solucién madre para la placa de ensayo. Intervalo de valoracion de 40 pM
hasta 0,01 pM en diluciones a la mitad y se transfieren 100 pl de cada dilucion a los pocillos apropiados de la placa
de ensayo que contiene las células (también en 100 ul) dando como resultado que la concentracion final de los
inhibidores sea de 20 uM hasta 0,01 uM a lo largo de las filas por duplicado. Se someten a ensayo tres inhibidores
por placa (Filas A-F).
Cada placa tiene lo siguiente:
Filas A, B: diluciones de Inhibidor 1, 200 pl por pocillo
Filas C, D: diluciones de Inhibidor 2, 200 pl por pocillo
Filas E, F: diluciones de Inhibidor 3, 200 pl por pocillo
Fila de control G1-6: Medio + FCS al 5 % (para el crecimiento maximo)
Fila de control G7-12: Taxol (250 nM para la inhibicion maxima)
Fila de control H: Retirar el medio de las células y reemplazar por 200 ul de medio sin suero para la tasa de
crecimiento sin suero.
Ejemplo 2.6.5 - Incubacion
Incubar las placas durante 4 dias en incubadora. Procesar con MTS o MTT como se esboza a continuacion.
Ejemplo 2.6.6 — Ensayo de MTS
Afadir a cada pocillo 10 pl de solucién de MTS (Sigma). Incubar el MTS durante 1,5 a 2 horas y el MTT durante 4

horas. Detener la reaccion mediante la adicion de 10 pl de SDS al 10 % a cada pocillo. Leer en lector de placas
Multiscan (492/690), representar el cambio de color frente a la concentracion de inhibidor para establecer la Clso.

Ejemplo 2.6.7 — Ensayo de MTT
Solucién de MTT

Se disolvieron 5 g de MTT (Sigma M-2128) en PBS, a 5 mg/ml, se estabilizé por filtracion y se almacendé a -20 °C.
Descongelar cuando sea necesario.

Disolvente de MTT (isopropanol acidificado)
a. HCl 1 M:
Mezclar 44,6 ml de HCI concentrado (11,2 M) en 500 ml de DDW
b. Isopropanol acidificado (isopropanol con HCI 0,04 N):
Mezclar 20 ml de HCI 1 M con 480 ml de isopropanol (Propan-2-ol, alcohol iso-propilico)
Adicion de MTT

Afiadir 10 ul de solucion de MTT a cada pocillo e incubar durante 4 horas en incubadora a 37 °C.
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Centrifugar las placas, 5 min a 1500 rpm vy retirar el medio sacudiendo cuidadosamente, sin alterar los cristales
resultantes. Afiadir 200 pl de isopropanol acidificado (Disolvente de MTT) por pocillo.

Colocar en agitador de placas, TA, velocidad de 6,5, durante 10 min-30 min.
Leer la DO de las placas en Thermo Multiskan Ex, a 560/690 nm.

Ejemplo 2.6.8 - Resultados de Ensayo de MTS sobre compuestos seleccionados de la presente invencién utilizando
estirpe celular de carcinoma de colon humano LIM2537

Tabla 4 Resultados de Ensayo de MTS sobre compuestos seleccionados de la presente invencion utilizando estirpe
celular de carcinoma de colon humano LIM2537

NUmero de compuesto Intervalo de Cl 5o (UM)
13 >0,1-1
14 >10
15 1-10
16 <0,1
17 <0,1
18 >0,1-1
19 >0,1-1
20 >0,1-1
21 1-10
22 > 10
23 1-10
24 >0,1-1

En las siguientes clausulas se describen realizaciones preferidas de la invencion:

1. Un compuesto de Férmula I, o un derivado aceptable farmacéutico, sal o profarmaco del mismo, en la que:

53
G R
\ / /
R2
Férmula I

E y G se seleccionan cada uno independientemente entre el grupo que consiste en alquilo Ci.a, -NH-, -
N(alquilo Ci.4)-, -O-y, en cualquier orientacién, -NH-alquilo C;.4-, -N(alquil C;.4)-alquilo C1.4. y —O-alquilo Cj.4-;
y

—— es un enlace sencillo o doble;

cuando — es un enlace sencillo, K se selecciona independientemente entre CH y N, y J se selecciona
independientemente entre NH y CHy; o

cuando — es un doble enlace, K es C y J se selecciona independientemente entre N y CH;

R! es 0-2 sustituyentes en el que cada sustituyente se selecciona independientemente entre el grupo que
consiste en —alquilo C1.4, -cicloalquilo Ca, -OH, -O-alquilo Ci.4, N(R*)2, -alquil C1.sN(R%)2, -O-alquil C1.4N(R*).,
-cicloalquil C3.6-N(R4)2, -O-fenilo, -O-bencilo, -NO, halégeno y CFs;

cada R* se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en H, OH, -alquilo Cj.4, -C(O)O-
alquilo C1.4, -alquil C1.4-OR” y -C(O)R®, a condicién de que si un R* es OH entonces el otro R* no puede
ser OH; o

-N(R4)2 forma un grupo pirrolidinilo, piperidinilo, piperazinilo o morfolino opcionalmente sustituido con
alquilo Cy.4;
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R? es 0-2 sustituyentes en el que cada sustituyente se selecciona mdependlentemente entre el grupo que
conS|ste en —alquilo Ci.4, -C|cI0anU|Io Cs., -OH, -O-alquilo Ci.4, -N(R )2, -alquil Ci. 4N(R )2, -O-alquil Ci.4-
N(R )2, -cicloalquil Cz6- N(R )2, -O-fenilo, -O-bencilo, -NO, halégeno y CFs;
cada R°® se selecciona |nde;)end|entemente entre el grupo que conS|ste en -H, -OH, -alquilo Cl 4, -C(0)O-
alquilo Ci.4, -alquil C1.4-OR" y C(O)R a condicién de que si un R® es OH entonces el otro R® no puede
ser OH; o

-N(R6)2 forma un grupo pirrolidinilo, piperidinilo, piperazinilo o morfolino opcionalmente sustituido con
alquilo C1.4;

en el que cada uno de R’ y R® se seleccionan independientemente entre el grupo que consiste en -alquilo
Ci.4 y fenilo;

R® se selecciona entre el grupo que consiste en H, -alquilo Ci.4, arilo y alquilarilo; y
en el que R’ se selecciona entre el grupo que consiste en -H y —alquilo Cy.4.

2. Un compuesto de acuerdo con la clausula 1 de Férmula 1l o un derivado farmacéutico, sal o profarmaco del

mismo, en la que:
N_N__R
» Y’TI\FO
L = N~ _N N
T 9 Tk

Formula I1

E y G se seleccionan cada uno independientemente entre el grupo que consiste en alquilo Ci.4, -NH-, -O- vy,
en cualquier orientacion, -NH-alquilo C;.4- y —O-alquilo C1.4-; y

R! es 0-2 sustituyentes en el que cada sustituyente se selecmona mdependlentemente entre el grupo que
consiste en alquno Ci.4, -cicloalquilo Czs, -OH, -O-alquilo C1.4, N(R)2, -alquil C1.aN(R*)2, -O-alquil C1.aN(R*)z,
-cicloalquil Cz.e- N(R )2, -O-fenilo, -O-bencilo, -NO, halégeno y CFs;

cada R* se selecciona |ndepend|entemente entre el grupo que conS|ste en H, OH, -alquilo C;. 4, -C(0)0O-
alquilo Cj.4, -alquil Cy.4- OR’ y C(O)R a condicion de que si un R* es OH entonces el otro R* no puede
ser OH; o

-N(R4)2 forma un grupo pirrolidinilo, piperidinilo, piperazinilo o morfolino opcionalmente sustituido con
alquilo C1.4;

R® es 0-2 sustituyentes en el que cada sustituyente se selecciona |ndepend|entemente entre el grupo que
conS|ste en —alquilo Ci.4, -C|cI0anU|Io Cs.6, -OH, -O-alquilo Ci.4, -N(R )2, -alquil Ci. 4N(R )2, -O-alquil Ci.4-
N(R )2, -cicloalquil Cz6- N(R )2, -O-fenilo, -O-bencilo, -NO, halégeno y CFs;
cada R°® se selecciona mdependmntemente entre el grupo que con5|ste en -H, -OH, -alquilo C1.4, -C(O)O-
alquilo Ci.4, -alquil C1.4-OR" y C(O)R a condicién de que si un R® es OH entonces el otro R® no puede
ser OH; o

-N(Re)z forma un grupo pirrolidinilo, piperidinilo, piperazinilo o morfolino opcionalmente sustituido con
alquilo C1.4;

en el que cada uno de R® y R® se seleccionan independientemente entre el grupo que consiste en -alquilo
Ci.4 Y fenilo;

R® se selecciona entre el grupo que consiste en H, alquilo C1.4 y arilo; y
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en el que R’ se selecciona entre el grupo que consiste en -H y —alquilo Cy.4.

3. Un compuesto de acuerdo con la clausula 1 de Férmula Ill o un derivado farmacéutico, sal o profarmaco del
mismo, en la que:

H
X E /N\rN\N
| (0]
l// jN/\ N ):r\?;
R! T 9 %
G
\ | /
[
R2
Formula ITI

E y G se seleccionan cada uno independientemente entre el grupo que consiste en alquilo Ci.4, -NH-, -O- vy,
en cualquier orientacion, -NH-alquilo C;.4- y —O-alquilo Cy.4-; y

R! es 0-2 sustituyentes en el que cada sustituyente se selecciona independientemente entre el grupo que
consiste en —alquilo Ci.4, -cicloalquilo Css, -OH, -O-alquilo Cj.a, -N(R4)2, -alquil C1.4N(R4)2, -O-alquil C;.
aN(R?),, -cicloalquil Ca.¢-N(R?),, -O-fenilo, -O-bencilo, -NO, halégeno y CFs;

en el que cada R’ se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en H, OH, alquilo Cy.4, -
C(0)0-alquilo Ci.4, -alquil C1.4-OR” y -C(O)R®, a condicién de que si un R* es OH entonces el otro R* no
puede ser OH; o

-N(R4)2 forma un grupo pirrolidinilo, piperidinilo, piperazinilo o morfolino opcionalmente sustituido con
alquilo C1.4;

R? es 0-2 sustituyentes en el que cada sustituyente se selecciona independientemente entre el grupo que
consiste en —alquilo Ci.4, -cicloalquilo Cs., -OH, -O-alquilo Ci.4, -N(Re)z, -alquil C1,4N(R6)2, -O-alquil Cj.sa-
N(R®)., -cicloalquil Cs.6-N(R®)2, -O-fenilo, -O-bencilo, -NO, halégeno y CFs;
cada R°® se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en -H, -OH, -alquilo Ci.4, -C(O)O-
alquilo C1.4, -alquil C1.4-OR’ y -C(O)R®, a condicién de que si un R® es OH entonces el otro R® no puede
ser OH; o

-N(Re)z forma un grupo pirrolidinilo, piperidinilo, piperazinilo o morfolino opcionalmente sustituido con
alquilo C1.4;

en el que cada uno de R® y R® se seleccionan independientemente entre el grupo que consiste en -alquilo
Ci.4 Y fenilo;

R® se selecciona entre el grupo que consiste en H, alquilo C1.4 y arilo; y
en el que R’ se selecciona entre el grupo que consiste en -H y —alquilo C1.4.

4. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 3 en el que cada uno de E y G se
seleccionan los dos independientemente entre —NH-alquilo Cj.4.

5. Un compuesto de acuerdo con la clausula 4 en el que los heteroatomos de E y G estan los dos unidos al anillo
de triazina.

6. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 5 en el que R! y R? son cada uno
independientemente 1-2 sustituyentes.

7. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 6, en el que cada uno de R! y R’ es al
menos un sustituyente para.

8. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 7, en el que cada sustituyente R! se
selecciona independientemente entre el grupo que consiste en -OH, -O-alquilo Ci.4 y —alquilo Ci.4.
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9. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 8, en el que cada sustituyente R’ se
selecciona independientemente entre el grupo que consiste en -OH, O-alquilo Ci.4 y —alquil C1.4N(R®)..

10. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 9, en el que R® se selecciona entre el
5 grupo que consiste en H, metilo, propilo, butilo y fenilo.

11. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 10, en el que R®es hidrégeno.

12. Un compuesto de acuerdo con la clausula 1 seleccionado entre el grupo que consiste en:

10
MeO
\©\/H N Meo
N_ N_ _N.
g N/§;o QH _N H
S T
! - N
NH H T 9
NH
NH; ; OMe :
Meo\©\/
H H MeO
N_ _N_ _N.
TN |SETE Y
No N AN a =0
T Na N N
NH \r o
WS
(o] J<
NJ\O
H ; OMe ;
MeO HO
\©\/H N n H \©\/H N n H
2 =0 WY =0
N N N N N N
Y o { Y9 e
NH NH
15 OMe ; OH 5
MeQ
H
N_ N N g o
N/ \INr 7~ YN oo N>:
X N Me
o’ N NH
E Me
OMe . NHZ
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13. Un compuesto de acuerdo con la clausula 12 seleccionado entre el grupo que consiste en:
10

N O)»

N
NH H
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OMe
14. Un método de tratamiento del cancer en un sujeto que comprende administrar a dicho sujeto una cantidad
eficaz de un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 13 o un derivado, una sal o un
profarmaco farmacéuticamente aceptablea del mismo.

15. Un método de acuerdo con la clausula 14 en el que el cancer es el cancer de colon, el cancer de pulmén no
microcitico, el cancer de cerebro o el cancer de mama.

16. Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las
clausulas 1 a 13 o un vehiculo, un diluyente o un excipiente farmacéuticamente aceptables.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de Férmula |, o una sal, un hidrato y/o un profarmaco farmacéuticamente aceptables del mismo, en
la que:

Formula I

E y G se seleccionan cada uno independientemente entre el grupo que consiste en alquilo Ci.4-, -NH-, -N(alquilo
Ci.4)-, -O-y, en cualquier orientacion, -NH-alquilo C1.4-, -N(alquil Ci.4)-alquilo Ci.4- y -O-alquilo C1.4-; y
—- es un enlace sencillo;

K se selecciona independientemente entre CH y N, y J se selecciona independientemente entre NH y CH;

R' y R? son cada uno 0-2 sustituyentes en donde cada sustltuyente se seleccmna independientemente entre el
grupo que consiste en -alquilo Cj.4, -OH, -O-alquilo Cj.4, N(R )2, -alquil C;. 4N(R )2, -NO3, halégeno y CFs;

cada R* se selecmona independientemente entre el grupo que consiste en -H, -OH, -alquilo Ci.4, -C(O)O-
alquno Cray C(O)R a condicién de que siun R es -OH entonces el otro R* no puede ser -OH; o

-N(R )2 forma un grupo pirrolidinilo, piperidinilo, piperazinilo o morfolino opcionalmente sustituido con metilo;
R® se selecciona entre el grupo que consiste en -alquilo C1.4 y fenilo;

R® se selecciona entre el grupo que consiste en H, -alquilo Ci.4, arilo y alquilarilo; y en donde dicho profarmaco
se selecciona entre (i) un compuesto en el que un resto de aminoacido o una cadena polipeptidica de dos 0 mas
restos de aminoacidos estan unidos covalentemente a un grupo amino, hidroxilo o acido carboxilico libre del
compuesto de formula 1, (ii) un compuesto en el que un carbonato, un carbamato, una amida o un éster de alquilo
estan unidos covalentemente a un grupo amino, hidroxilo o acido carboxilico libre del compuesto de férmula | a
través de la cadena lateral del profarmaco de carbono carbonilico o (iii) un compuesto que comprende un
derivado de fosfato de un compuesto de férmula | unido a través de un enlace fésforo-oxigeno a un hidroxilo libre
de los compuestos de féormula |; en donde el derivado de fosfato es un acido de fosfato, una sal de un acido de
fosfato o un éster de fosfato.

2. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 de Formula 1l o una sal, un hidrato y/o un profarmaco
farmacéuticamente aceptables del mismo, en la que:

E

No N K
PRSP
T 9 ks

\

Formula I1

E y G se seleccionan cada uno independientemente entre el grupo que consiste en -alquilo Ci.4-, -NH-, -O-y, en
cualqwer orientacion, -NH-alquilo C1.4- y -O-alquilo C1.4; y

R' y R? son cada uno 0-2 sustituyentes en donde cada sustltuyente se seleccmna independientemente entre el
grupo que consiste en -alquilo Cj.4, -OH, -O-alquilo Cj.4, N(R )2, -alquil C;. 4N(R )2, -NO3, halégeno y CFs;

cada R’ se selecmona independientemente entre el grupo que consiste en -H, -OH, -alquilo Ci.4, -C(O)O-

alquno Cray C(O)R a condicién de que siun R es -OH entonces el otro R* no puede ser -OH; o
-N(R )2 forma un grupo pirrolidinilo, piperidinilo, piperazinilo o0 morfolino opcionalmente sustituido con metilo;
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R® se selecciona entre el grupo que consiste en -alquilo C1.4 y fenilo;

R® se selecciona entre el grupo que consiste en H, alquilo C;.4 y arilo;

y en donde dicho profarmaco se selecciona entre (i) un compuesto en el que un resto de aminoacido o una
cadena polipeptidica de dos o mas restos de aminoacidos estan unidos covalentemente a un grupo amino,
hidroxilo o acido carboxilico libre del compuesto de férmula I, (i) un compuesto en el que un carbonato, un
carbamato, una amida o un éster de alquilo estan unidos covalentemente a un grupo amino, hidroxilo o acido
carboxilico libre del compuesto de férmula | a través de la cadena lateral del profarmaco de carbono carbonilico o
(iii) un compuesto que comprende un derivado de fosfato de un compuesto de férmula | unido a través de un
enlace fosforo-oxigeno a un hidroxilo libre de los compuestos de formula I; en donde el derivado de fosfato es un
acido de fosfato, una sal de un acido de fosfato o un éster de fosfato.

3. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 de Férmula Ill o una sal, un hidrato y/o un profarmaco
farmacéuticamente aceptables del mismo, en la que:

H
E N N.
(Y T N =0
&~ N~ _N //\’\N
R! T 9 &
G
\ | /
/
R2
Formula III

E y G se seleccionan cada uno independientemente entre el grupo que consiste en -alquilo Ci.4-, -NH-, -O-y, en
cualquier orientacion, -NH-alquilo C1.4- y -O-alquilo Cy.4; ¥

R' y R? son cada uno 0-2 sustituyentes en donde cada sustituyente se selecciona independientemente entre el
grupo que consiste en -alquilo Cj.4, -OH, -O-alquilo Cj.4, -N(R4)2, -alquil C14NHR*, -NO;, halégeno y CFs;

en donde cada R* se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en -H, -OH, -alquilo Ci.4, -
C(0)0-alquilo C1.4 y -C(O)R®, a condicién de que si un R* es -OH entonces el otro R* no puede ser -OH; o
-N(R4)2 forma un grupo pirrolidinilo, piperidinilo, piperazinilo o morfolino opcionalmente sustituido con metilo;
R® se selecciona entre el grupo que consiste en -alquilo C1.4 y fenilo;

R® se selecciona entre el grupo que consiste en H, alquilo Ci.4 y arilo;

y en donde dicho profarmaco se selecciona entre (i) un compuesto en el que un resto de aminoacido o una
cadena polipeptidica de dos o mas restos de aminoacidos estan unidos covalentemente a un grupo amino,
hidroxilo o acido carboxilico libre del compuesto de férmula I, (i) un compuesto en el que un carbonato, un
carbamato, una amida o un éster de alquilo estan unidos covalentemente a un grupo amino, hidroxilo o acido
carboxilico libre del compuesto de férmula | a través de la cadena lateral del profarmaco de carbono carbonilico o
(iii) un compuesto que comprende un derivado de fosfato de un compuesto de férmula | unido a través de un
enlace fésforo-oxigeno a un hidroxilo libre de los compuestos de formula I; en donde el derivado de fosfato es un
acido de fosfato, una sal de un acido de fosfato o un éster de fosfato.

4. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en el que cada uno de Ey G se
seleccionan los dos independientemente de —NH-alquilo C1.4.

5. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 4 en el que los heteroatomos de E y G estan unidos los dos al
anillo de triazina.

6. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en el que R! y R? son cada uno
independientemente 1-2 sustituyentes.

7. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que cada uno de R' y R?es al
menos un sustituyente para.

8. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que cada sustituyente R! se
selecciona independientemente entre el grupo que consiste en -OH, -O-alquilo Ci-4 y alquilo Ci.4.

9. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que cada sustituyente R’ se
selecciona independientemente entre el grupo que consiste en -OH, O-alquilo C;.4 y —alquil C1.4N(R4)2.
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10. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que R® se selecciona entre el
grupo que consiste en H, metilo, propilo, butilo y fenilo.

11. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que R®es hidrégeno.

12. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 seleccionado entre el grupo que consiste en:
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15 14. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, de férmula:
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NH,
1-[4-(4-aminometil-bencilamino)-6-(4-metoxibencilamino)-{1,3,5}-triazin-2-il-amino]-imidazolidina-2,4-diona.

15. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 14, en el que la sal farmacéuticamente aceptable es una sal de
clorhidrato.

16. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15 o una sal, un hidrato y/o un
profarmaco farmacéuticamente aceptables del mismo para su uso en un método para el tratamiento del cancer en
un sujeto;

en donde dicho profarmaco se selecciona entre (i) un compuesto en el que un resto de aminoacido o una cadena
polipeptidica de dos o mas restos de aminoacidos estan unidos covalentemente a un grupo amino, hidroxilo o acido
carboxilico libre del compuesto de formula I, (i) un compuesto en el que un carbonato, un carbamato, una amida o
un éster de alquilo estan unidos covalentemente a un grupo amino, hidroxilo o acido carboxilico libre del compuesto
de férmula | a través de la cadena lateral del profarmaco de carbono carbonilico o (iii) un compuesto que comprende
un derivado de fosfato de un compuesto de formula | unido a través de un enlace fésforo-oxigeno a un hidroxilo libre
de los compuestos de férmula I; en donde el derivado de fosfato es un acido de fosfato, una sal de un acido de
fosfato o un éster de fosfato.

17. Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 15 o una sal, un hidrato y/o un profarmaco farmacéuticamente aceptables del mismo y un
vehiculo, un diluyente o un excipiente farmacéuticamente aceptables en donde dicho profarmaco se selecciona entre
(i) un compuesto en el que un resto de aminoacido o una cadena polipeptidica de dos 0 mas restos de aminoacidos
estan unidos covalentemente a un grupo amino, hidroxilo o acido carboxilico libre del compuesto de formula |, (i) un
compuesto en el que un carbonato, un carbamato, una amida o un éster de alquilo estan unido covalentemente a un
grupo amino, hidroxilo o &cido carboxilico libre del compuesto de férmula | a través de la cadena lateral del
profarmaco de carbono carbonilico o (iii) un compuesto que comprende un derivado de fosfato de un compuesto de
férmula | unido a través de un enlace fosforo-oxigeno a un hidroxilo libre de los compuestos de féormula I; en donde
el derivado de fosfato es un acido de fosfato, una sal de un acido de fosfato o un éster de fosfato.

18. Un compuesto o una sal, un hidrato y/o un profarmaco farmacéuticamente aceptables del mismo de acuerdo con
la reivindicacién 1 seleccionados entre el grupo que consiste en:
@
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Xenoinjertos 156-01 con USB7MG(A2-7) (PK13) 16/10/2009
700 Grafico 2: Volumen tumoral medio
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Xenoinjertos 156-01 con US7TMG(A2-7) (PK13) 16/10/2009
Grafico 7: Pesos de 6rganos post mortem
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Grafico 2: Volumen tumoral medio

Nota: las inyecciones corresponden con puntos de datos,
inyeccion el Dia 14 pero no se recogieron datos.
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