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DESCRIPCION
Derivados nuevos de oxazafosforinas y usos terapéuticos de los mismos
La presente invencion se refiere a derivados nuevos de oxazafosforinas Utiles para el tratamiento de canceres.
Antecedentes de la invencion

Las oxazafosforinas pertenecen a los agentes alquilantes, que se han usado de manera generalizada en la practica
clinica rutinaria para tratar varios tipos de cancer, desde tumores de tejidos blandos hasta linfomas. Las
oxazafosforinas incluyen ifosfamida (IFO), ciclofosfamida (CPM) y trofosfamida, que tienen una estructura isomérica
que contiene uno, dos o tres grupos cloroetilo unidos a los atomos de nitrogeno. Como profarmacos, estos
compuestos requieren una activacion metabdlica realizada mediante el citocromo P450 (CYP) hepatico especifico.
Esta activacion produce intermedios hidroxilados que mediante un mecanismo de apertura del anillo liberan el
farmaco activo, concretamente la mostaza nitrogenada que muestra citotoxicidad mediante entrecruzamientos del
ADN. La ruta de activacién principal de IFO se lleva a cabo mediante CYP3A4, e implica una reaccion de oxidacion
en el atomo de carbono C-4, que conduce a 4-hidroxi-ifosfamida (4-HO-IFO). 4-HO-IFO da lugar a la mostaza
alquilante de manera concurrente con acroleina por medio de un equilibrio tautomérico y un proceso de Michael
inverso. La acroleina es responsable de la toxicidad uroldgica, caracterizada por cistitis hemorragica. La toxicidad
relacionada con acroleina se puede atenuar mediante la co-administracion de mercaptoetanosulfonato sdédico.
Ademas, las oxazafosforinas también pueden provocar neurotoxicidad y nefrotoxicidad debido a la liberacion de
cloroacetaldehido, un metabolito producido por la oxidacion de las cadenas laterales de las moléculas por medio de
la accion del citocromo, en particular CYP2B6 (véase la Figura 5).

Para evitar estas toxicidades, se ha investigado la farmacomodulacion de las oxazafosforinas. Se ha propuesto la
oxidaciéon quimica del centro del carbono C-4 para proporcionar analogos pre-activados capaces de liberar las
mostazas alquilantes sin someterlas a la metabolizacién mediante el citocromo P450. Ya se han preparado muchos
derivados, tales como derivados 4-metoxi (Paci et al., 2001, Bioorg Med Chem Lett, 11, 1347-1349), pero se
descubrié que la mayoria de ellos son demasiado inestables para el desarrollo posterior, o0 no tienen ventajas sobre
el uso de IFO.

La solicitud de patente WO2012/076824 describe derivados de ifosfamida SQ-IFO y SQ-tio-IFO que comprenden un
radical escualenoilo en el carbono C-4. Se demostré que estos compuestos muestran citotoxicidad sobre varias
células cancerosas, y son capaces de auto-organizarse en nanoparticulas gracias a su larga cola hidréfoba. Sin
embargo, los derivados de escualenoilo no son facilimente accesibles, y su preparacion puede requerir el uso de
reactivos toxicos, que en general se excluyen de la sintesis de ingredientes activos para el uso en medicina.

Todavia existe la necesidad de derivados nuevos de oxazafosforina para el tratamiento de canceres.
Sumario de la invencion

En un primer aspecto, la invencion se refiere a un compuesto de formula (1):

AN X A | 0

en la que:

Aes O, S, -NH- o un resto espaciador que tiene un peso molecular de hasta 500 g-mol-' seleccionado del grupo que
consiste en:

- aminoacidos, dipéptidos;

- grupos poliéter, tales como polietilen glicol o polipropilen glicol, que comprenden preferiblemente de 2 a 6
monoémeros;

- ligadores de hidrazona;

- -0O-(C=S)-S-, -ONH-, -O-NR'-, -NR'O-, -NHO-, en los que R' es un alquilo C1-Cs, preferiblemente un alquilo C+-
Cs,
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- Y1-(CHz2)n-Y2, en el que n es un nimero entero de 1 a 8, y Y4-(CH2-CH2-0),-CH2-CHa-Y>, en el que a es un
numero entero de 1 a 5, en el que Y1 y Y2 se seleccionan independientemente de -O-, -NH-, -S-, -OC(O)-, -
C(O)NR'-, -C(O)NH-, -NHC(O)-, -O-C(S)-S-, -ONH-, -ONR'-, -OC(0)-O-, NR'C(S)S-, -C(0)O-, -C(0)O-, -SC(S)-
O-NR'-, -NHO-, -NR'O-, -SC(S)NR'-, -NR'C(O)-, en los que R' es un alquilo C+-Cs, preferiblemente un alquilo C+-
Cs,

- R1, R2 y R3 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -CH(CH3)-CH2-X y -(CH2)2-X, en
los que X es un atomo de halégeno, preferiblemente seleccionado de ClI, Bro |,

o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo.

En ciertas realizaciones, al menos dos de R, Rz y R3 se seleccionan independientemente de -CH(CH3)-CH2-X y -
(CH2)--X.

En otros aspectos adicionales o alternativos, el compuesto de formula (1) es tal que:
- RoesH,y
- R3 y R1 son -CH(CH3)-CH2-X o -(CHz)2-X, preferiblemente con X = Cl o Br.

Preferiblemente, el compuesto es

0] N (0]
\/
\L \N
0 HT/Br -

El compuesto de la invencion se puede usar como farmaco, preferiblemente como agente inmunosupresor o como
farmaco antineoplasico. Por lo tanto, la invencion también se refiere al uso de un compuesto de formula (I) en el
tratamiento o la prevencion del cancer, preferiblemente en el tratamiento del cancer.

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

El cancer se puede seleccionar del grupo que consiste en sarcomas tales como osteosarcoma, sarcoma de tejidos
blandos y sarcoma pediatrico de tejidos blandos, cancer de mama, canceres genitourinarios tales como canceres de
prostata, vejiga, testiculo, cuello uterino u ovarios, y cancer de pulmén tal como carcinoma de pulmén no microcitico
y carcinoma de pulmon microcitico.

El compuesto de la invencién se puede administrar por via intravenosa o via oral. En ciertas realizaciones, el
compuesto de la invencién se administrara en combinacion con mercaptoetano sulfonato sodico (mesna) y/o con un
agente antineoplasico adicional. En ciertas realizaciones adicionales, el compuesto de la invencion se formula en
forma de una nanoparticula.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a una nanoparticula formada por un compuesto de la invencion. Un
objetivo adicional de la invencién es una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de formula (1), y
dicho compuesto se formula opcionalmente en forma de una nanoparticula, y un excipiente farmacéuticamente
aceptable.
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Figuras

La Figura 1 muestra la proporcion de 4-HO-IFO/geraniloxi-IFO en funcion del tiempo en el plasma de ratones. La
liberacion de 4-OH-IFO fue de hasta un 20% para Geraniloxi-IFO en forma libre (Ger-IFO-NP) y hasta un 45% para
nanoparticulas de geraniloxi-IFO (Ger-IFO-NP). En contraste, IFO no libera 4-OH-IFO en estas condiciones ex vivo.

La Figura 2 muestra la citotoxicidad in vitro de IFO, geraniloxi-IFO (Geraniloxi-IFO) en forma bruta y nanoparticulas
de geraniloxi-IFO (Geraniloxi-IFO nano) en células RMS-1 tras una incubacién de 72 horas. Eje X: Concentracion en
MM (escala logaritmica). Eje Y: porcentaje de viabilidad celular.

La Figura 3 muestra el crecimiento tumoral en ratones a los que se xenoinjertd un tumor RD. A los ratones se les
administré6 de manera intravenosa placebo (vehiculo), Geraniloxi-IFO (158 mg/kg equivalente a 100 mg/kg de IFO),
geraniol (59 mg/kg) o IFO (300 mg/kg) en forma de una Unica dosis, en el dia 0, por via intravenosa. Eje X: dia tras
la administracion, eje Y: proporcion del "volumen tumoral en el dia+J" respecto del "volumen tumoral en el dia 0"
(Vijx/V0).

La Figura 4 muestra la conversion de Geraniloxi-IFO e IFO en 4-HO-IFO y metabolitos descloroetilo in vivo en
ratones. Eje X: tiempo tras la administracion intravenosa. Eje Y: porcentaje de conversion (metabolitos detectados en
el plasma de los ratones).

La Figura 5 muestra la estructura quimica de ciclofosfamida, ifosfamida (IFO) y trosfofamida, asi como el
metabolismo de IFO in vivo.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se refiere a derivados nuevos de oxazafosforinas que comprenden un radical geranilo en la
posicion C-4. El solicitante demostré que tales derivados son capaces de liberar la mostaza alquilante
correspondiente sin la activacion preliminar mediante los citocromos. Estos compuestos pueden mostrar asi una
buena actividad terapéutica in vivo con efectos adversos neuroldgicos y nefrologicos reducidos observados para la
oxazafosforina correspondiente.

En particular, el solicitante demostré que geraniloxi-IFO es capaz de auto-organizarse en nanoparticulas a pesar de
su corta cola lipdfila. Es digno de mencién que geraniloxi-IFO mostré citotoxicidad hacia lineas celulares cancerosas
tales como A673 y RMS-1 en ausencia de citocromo. Sorprendentemente, la citotoxicidad de Geraniloxi-IFO se
incrementa significativamente (20 veces) cuando se formula en forma de nanoparticulas en comparacion con la
forma en bruto. En contraste, 13,17-Dimetiloctiloxi-IFO no proporcioné una suspension de nanoparticulas, y mostré
una escasa actividad citotoxica en lineas celulares cancerosas tras una incubacién de 72 horas.

Ademas, también se demostr6 que geraniloxi-IFO previene el crecimiento tumoral en un modelo murino de
rabdomiosarcoma (tumor de células RD xenoinjertado en ratones atimicos). Los datos adicionales de la
farmacocinética demostraron que, cuando se administré por via intravenosa en ratones, geraniloxi-IFO se convirtié
rapidamente y en su mayor parte en el metabolito 4-hidroxi-ifosfamida (4-HO-IFO), que libera espontaneamente la
mostaza alquilante. La conversion de geraniloxi-IFO en metabolitos inactivos de N-descloroetilo, y asi la liberacion
de cloroacetaldehido neuro- y nefrotoxico, fue inferior a la observada para IFO. Tal resultado ilustra que, al contrario
que IFO, geraniloxi-IFO no se metaboliza significativamente mediante CYP2B6.

Asi, un primer aspecto segun la descripcion es un derivado de oxazafosforinas que comprende un radical geranilo.

Tal como se usa en la presente memoria, el radical geranilo se refiere a cualquier radical derivado de geraniol
((trans)-3,7-dimetil-2,6-octadien-1-ol) tal como:

AN N/

En ciertos aspectos, la presente descripcion se refiere a un compuesto de formula (1):
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T1
\ \ A N\P/O
N
N—R,
Rs Q)

en la que:

- A es O, S, NH, NR, en el que R' es un grupo alquilo, preferiblemente un grupo alquilo C4+-C3, 0 un grupo
espaciador que tiene preferiblemente un peso molecular de hasta 500 g-mol-,

- R1, R2 y R3 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -CH(CH3)-CH2-X y -(CH2)2-X, en
los que X es un atomo de halégeno, preferiblemente Cl, Br o I, y mas preferiblemente Br o |

o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo.

Tal como se usa en la presente memoria, un espaciador se refiere a un resto quimico que une el radical geranilo al
atomo C-4 de oxazafosforina. El espaciador (también denominado "ligador") puede ser de cualquier tipo. Por
ejemplo, el espaciador puede comprender o puede consistir en un resto seleccionado del grupo que consiste en

- aminoacidos y derivados de los mismos;
- péptidos que comprenden de 2 a 10, preferiblemente de 2 a 5 aminoacidos y derivados de los mismos;
- -N(R")-, en el que R' es un grupo alquilo, en particular un alquilo C+-Cs;

- cadenas de hidrocarburos C4-C+o sustituidos opcionalmente con uno o varios sustituyentes seleccionados de
los grupos -OH, alquilo C+-C4 y alquiloxi C4-C4, y/o que comprenden opcionalmente:

o uno o varios heteroatomos tales como Sy O; y/o

o uno o varios grupos quimicos tales como -NHC(O)-, -OC(O)-, OC(O)O, -NH-, -NH-C(O)-NH-, -S-S-, y -
CR"=N-NH-C(O)-, -ONH-, -ONR'- -O-C(=S)-S-, -C(=S)-S-, y/o

o uno o varios grupos heteroarilo o arilo, y/o

o uno o varios ciclos o heterociclos alifaticos, que comprenden preferiblemente de 4 a 6 atomos, y sustituidos
opcionalmente con uno o varios sustituyentes seleccionados de grupos -OH, alquilo C4-C4 y alquiloxi C1-Cy,

en los que R" es H, un grupo arilo, o un grupo alquilo tal como un grupo alquilo C4-Cs, preferiblemente un
grupo alquilo C4-Cs, y R' es un grupo alquilo tal como un grupo alquilo C1-Cs, en particular un grupo alquilo
C1-Cs.

En particular, el espaciador se puede seleccionar del grupo que consiste en:
- aminoacidos y derivados de los mismos;
- péptidos que comprenden de 2 a 10, preferiblemente de 2 a 5 aminoacidos y derivados de los mismos;

- cadenas de hidrocarburos C4-C1o que comprenden opcionalmente uno o varios heteroatomos tales como Sy O;
y/o uno o varios grupos quimicos tales como -NHC(O)-, -OC(O)-, -NH-, -NH-C(O)-NH-, -S-S-, y -CH=N-NH-
C(0O)- y/o uno o varios grupos heteroarilo o arilo, y dichas cadenas de hidrocarburos estan sustituidas
opcionalmente con uno o varios sustituyentes seleccionados de grupos -OH, alquilo C4-C4 y alcoxi C4-Cy4, ¥

- combinaciones de los mismos

Tal como se usa en la presente memoria, un grupo "Arilo" se refiere a un anillo aromatico sustituido o sin sustituir.
Preferiblemente, el grupo arilo es un grupo fenilo sustituido opcionalmente con uno o varios grupos tales como
alquilo C+-C4, alquiloxi C1-C4, OH o atomos de halégeno.

Tal como se usa en la presente memoria, un "Heteroarilo" se refiere a un sistema de anillo aromatico en el que uno o
varios atomos aromaticos son un heteroatomo tal como N, O o S. El grupo heteroarilo puede estar sustituido o sin
sustituir, y preferiblemente comprende de 4 a 6 atomos ciclicos. Los ejemplos de grupos heteroarilo son, sin
limitacién, grupos piridinilo, piridazinilo, pirimidilo, pirazilo, triazinilo, pirrolilo, pirazolilo, imidazolilo, triazolilo, pirazinilo,
pirimidinilo, tetrazolilo, furilo, tienilo, isoxazolilo, tiazolilo, oxazolilo o isoxazolilo.
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Tal como se usa en la presente memoria, los "Heterociclos" alifaticos se refieren a un sistema de anillo no aromatico
en el que uno o varios atomos aromaticos son un heteroatomo tal como N, O o S. El grupo heteroarilo puede estar
sustituido o sin sustituir, y preferiblemente comprende de 4 a 6 atomos ciclicos. Los ejemplos de heterociclos
alifaticos son, sin limitacién, morfolina, piperazina, pirrolidina, dioxano, piperidina, tetrahidrofurano y similares.

Tal como se usa en la presente memoria, los grupos alquilo C4-C4 abarcan los grupos metilo, etilo, propilo y butilo.

Tal como se usa en la presente memoria, la expresion "farmacéuticamente aceptable" se refiere a composiciones,
compuestos, sales y similares que son adecuados, dentro del alcance del buen juicio médico, para entrar en
contacto con los tejidos del sujeto o que se pueden administrar al sujeto sin una toxicidad excesiva u otras
complicaciones que corresponden a una proporcion beneficio/riesgo razonable.

Tal como se usa en la presente memoria, la expresion "solvato” o "solvato farmacéuticamente aceptable” se refiere a
un solvato formado a partir de la asociacién de una o mas moléculas de compuestos de la invencién con una o mas
moléculas de disolvente. El término solvatos incluye los hidratos tales como hemihidrato, monohidrato, dihidrato,
trihidrato, tetrahidrato y similares.

Tal como se usa en la presente memoria, la expresion "sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a las sales
atoxicas que en general se pueden preparar poniendo en contacto el compuesto de la invencién con un acido
organico o inorganico adecuado. Por ejemplo, las sales farmacéuticas pueden ser, sin limitacion, acetatos,
bencenosulfonatos, benzonatos, bicarbonatos, bisulfatos, bitartratos, bromuros, butiratos, carbonatos, cloruros,
citratos, difosfatos, fumaratos, yoduros, lactatos, lauratos, malatos, maleatos, mandelatos, mesilatos, oleatos,
oxalatos, palmitatos, fosfatos, propionatos, succinatos, sulfatos, tartratos, y similares.

En ciertos aspectos, el espaciador se selecciona de aminoacidos, dipéptidos y derivados de los mismos. Por
ejemplo, el espaciador se puede basar en citrulina, lisina, ornitina, alanina, fenilalanina, cisteina, glicina, valina,
leucina y dipéptidos de los mismos. Como ejemplo de ligador dipeptidico, se puede citar un ligador de valina-
citrulina.

En algunos otros aspectos, el espaciador puede ser una cadena de hidrocarburo como se describié anteriormente.
Por ejemplo, el espaciador puede ser un grupo poliéter, tal como polietilen glicol o polipropilen glicol, que comprende
preferiblemente de 2 a 6 mondémeros. De manera alternativa, el espaciador puede ser un ligador de hidrazona.

En algunos otros aspectos, A se selecciona de NH, O, S, NR', ONH, ONR’, OC(0O)O, OC(S)S, N(R")C(S)S-, y sus
combinaciones con grupos poliéter, tales como polietilen glicol o polipropilen glicol, que comprenden preferiblemente
de 2 a 6 mondmeros, en los que R' es un alquilo, preferiblemente un alquilo C+-Cs.

En ciertos aspectos, el espaciador puede ser Y1-(CHz)n-Y2, en el que n es un ndmero entero de 1 a 8, o Y¢-(CH.-
CH»-0),-CH2-CH>-Y>, en el que a es un numero entero de 1 a 5, en los que

Y1y Y2 se seleccionan independientemente de -O-, -NH-, -S-, -OC(O)-, -C(O)NR'-, -C(O)NH-, -NHC(O)-, -O-C(S)-S-,
-NR'-, -ONH-, -ONR'-, -OC(0)-O-, NR'C(S)S-, y -C(O)O-, en los que R’ es un alquilo, preferiblemente alquilo C+-Ca.

En un aspecto particular, el espaciador puede ser Y1-(CH2),-Y2, en el que n es un numero entero de 1 a 6,
preferiblemente de 1 a 4, y Y1 y Y2 se seleccionan independientemente de -O-, -NH-, -S-, -OC(O)-, -C(O)NH-, -
NHC(O)-, y -C(O)O-.

En ciertos aspectos adicionales, A se selecciona del grupo que consiste en O, S, -NH- y un ligador de cisteamina (es
decir, -C(O)NH-CH,-CH.-S-), ligador de valina-citrulina y ligador de cisteina. Los espaciadores adecuados segun la
descripcién también abarcan:

en la que m es un numero entero de 0 a 9 y R" es H o un grupo alquilo, tal como un alquilo C+-Cs, preferiblemente un
grupo alquilo C4-Cs.

Otros ejemplos de espaciadores adecuados consisten en, o comprenden, uno de los siguientes restos:
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/_‘\ n
N N R N N

en las que p es un numero entero de 0 a 4, preferiblemente 1 y R" es H o un grupo alquilo, tal como un alquilo C+-Cs,
preferiblemente un grupo alquilo C4-Cs.

0

En ciertos aspectos alternativos o adicionales, al menos dos grupos de Ri, R, y Rz se seleccionan
5 independientemente de -CH(CHj3)-CH2-X y -(CH2)2-X, y el grupo restante es -H. En algunos otros aspectos, Ry, Rz y

R3 se seleccionan independientemente de -CH(CH3)-CHz-X y-(CH2).-X.

En ciertos aspectos adicionales, R1, Rz y R3 se seleccionan independientemente de H y -(CHz)2-X.

En ciertos aspectos mas especificos, el compuesto de la descripcion tiene una de las siguientes formulas (la), (Ib) o

(Ie):

X (Ia),

10 X (Ib), o

X (Ic)

en las que X y A son como se definieron para la formula (1) y R4, Rs y Re se seleccionan independientemente de H o
CHa.

En ciertos aspectos, el compuesto de la descripcion se selecciona del grupo que consiste en:

7
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- un compuesto de férmula (la) en el que R4 =Rs =H
- un compuesto de férmula (la) en el que R4 = Rs = CH3
- un compuesto de férmula (Ib) en el que R4 =Rs =H
- un compuesto de férmula (Ib) en el que R4 = Rs = CH3
5 - un compuesto de férmula (Ic)enelque R4 =Rs=Rg=HYy
- un compuesto de férmula (Ic) en el que R4 = Rs = Rg = CH3

Preferiblemente, X es Bro Cl y/o A es O, S 0 -Y1-(CH2),-Y2 como se definid en la formula (1), mas preferiblemente O
oS.

Los compuestos preferidos segun la descripcion son compuestos de formula (la) tales como:

Cl

~ ~ O N 0
|\N
o ) 0O Hj/m(ﬂa) y
Br
)\/\)\/\ H
O N0
|\

Cl (lic) y

BY (11d)

Se conocen bien los métodos para preparar un compuesto de formula (l). El técnico experto se puede remitir a los
15 procedimientos habituales. Se proporcionan protocolos generales para preparar los compuestos de la descripcion en

8
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los Ejemplos de la presente solicitud. El técnico experto también puede adaptar cualquiera de los métodos sintéticos
descritos en la solicitud de patente W0O2012/076824.

Los compuestos segun la descripcion son capaces de auto-organizarse en nanoparticulas. Dicho autoensamblaje en
nanoparticulas puede incrementar la actividad bioldgica del compuesto, tal como su citotoxicidad, y mejorar su
transporte a las células cancerosas. Ademas, el compuesto de la descripcién en forma de nanoparticulas puede
tener una estabilidad mejorada en comparacion con su forma libre al almacenarlo. En ciertos aspectos, el compuesto
de la descripcién esta en forma de nanoparticulas.

Un objetivo adicional de la descripcion es una nanoparticula que comprende un compuesto de la descripcion. Mas
exactamente, un compuesto de la descripcion esta presente como un constituyente, mas preferiblemente como el
componente principal de la nanoparticula, lo que significa que el compuesto de la descripcidon puede representar
mas del 50% en peso, p.ej. mas del 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99%, o 99,5% en peso del peso total de la
nanoparticula. En ciertos aspectos, la nanoparticula se forma mediante un compuesto de la descripcién. En otras
palabras, la nanoparticula es el resultado de la auto-organizacion de las moléculas del compuesto de la descripcion.

El diametro hidrodinamico medio de la nanoparticula de la descripcion es en general de 10 a 800 nm,
preferiblemente de 30 a 500 nm, y en particular de 50 a 400 nm. Por ejemplo, las nanoparticulas pueden tener un
diametro hidrodinamico medio de 70 nm a 200 nm, por ejemplo de 100 nm a 250 nm. El diametro hidrodinamico
medio se determina preferiblemente mediante dispersion dinamica de luz a 20 °C, por ejemplo mediante el uso de un
aparato Nanosizer ZS (Malvern Instrument Ltd, Francia) como se describe en los Ejemplos de la presente solicitud
de patente.

Las nanoparticulas del compuesto de férmula (I) se pueden obtener disolviendo el compuesto en un disolvente
organico tal como acetona o etanol, y después afadiendo esta mezcla a una fase acuosa con agitacion, lo que
conduce a la formaciéon de nanoparticulas con o sin tensioactivo(s). Los tensioactivos incluyen, por ejemplo,
copolimeros de polioxietileno-polioxipropileno, lauril sulfato sédico, derivados de fosfolipidos y derivados lipdfilos de
polietilen glicol.

La descripcion también se refiere a un sistema coloidal que contiene las particulas de la descripcion, preferiblemente
en un medio acuoso.

El compuesto de férmula (1), la nanoparticula de la descripcion asi como cualquier compuesto particular descrito en
la presente memoria se pueden usar como farmaco, en particular como agente inmunosupresor o como farmaco
antineoplasico.

Asi, un aspecto adicional de la descripcion es el uso de un compuesto o una nanoparticula de la descripcion en el
tratamiento o la prevencion del cancer.

La descripcion también se refiere a un método para tratar o prevenir un cancer en un sujeto, y dicho método
comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de formula () o una
nanoparticula como se definié anteriormente.

La presente descripcion se refiere ademas a un método para tratar a un sujeto que necesita inmunosupresion, y el
método comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de férmula (I) o una
nanoparticula como se definié anteriormente.

Tal como se usa en la presente memoria, el término "cancer" se refiere a un trastorno en mamiferos que implica un
crecimiento celular incrementado, y caracterizado por una neoplasia maligna. El cancer puede ser de cualquier tipo.
Puede ser un tumor sdlido o un cancer hematopoyético. Preferiblemente, el cancer se selecciona del grupo que
consiste en carcinoma, sarcoma, linfoma, leucemia, tumor de células germinales, blastoma y melanoma. Por
ejemplo, el cancer se puede seleccionar, sin limitacion, de leucemia mieloide crénica, leucemia linfoblastica aguda,
leucemia linfoblastica aguda positiva para el cromosoma Filadelfia (LLA Ph+), enfermedad de Hodgkin, linfomas de
Hodgkin y no Hodgkin, carcinoma de células escamosas, cancer de pulmén microcitico, cancer de pulmén no
microcitico, glioma, cancer gastrointestinal, cancer renal, cancer ovarico, cancer hepatico, cancer colorrectal, cancer
endometrial, cancer renal, cancer de prostata, cancer de tiroides, neuroblastoma, cancer pancreatico, glioblastoma
multiforme, cancer de cuello uterino, cancer de estémago, cancer de vejiga, hepatoma maligno, cancer de mama,
carcinoma de colon, y cancer de cabeza y cuello, cancer gastrico, tumor de células germinales, sarcoma pediatrico,
rabdomiosarcoma, sarcoma de Ewing, osteosarcoma, sarcoma de tejidos blandos, linfomas de NK/células T
sinonasales, mielomas, melanomas, mieloma multiple, leucemia mielégena aguda (LMA), o leucemia linfocitica
cronica.

En cierto aspecto preferido, el cancer se puede seleccionar del grupo que consiste en las leucemias cronicas,
leucemias linfociticas agudas, enfermedad de Hodgkin, linfomas de Hodgkin y no Hodgkin, cancer de pulmén,
cancer de mama, canceres genitourinarios tales como cancer de prostata, vejiga, testiculo, cuello uterino u ovarios,
sarcomas tales como osteosarcoma y sarcoma de tejidos blandos, que incluyen sarcoma pediatrico de tejidos
blandos, neuroblastomas, mielomas, y melanomas.
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Mas preferiblemente, el cancer se selecciona de sarcomas que incluyen osteosarcoma y sarcoma de tejidos
blandos, cancer de mama, canceres genitourinarios y cancer de pulmon, que incluye carcinoma de pulmoéon no
microcitico y carcinoma de pulmoén microcitico.

Tal como se usa en la presente memoria, "el tratamiento del cancer" o “tratar el cancer" incluye curar, retrasar, aliviar
o ralentizar la progresion del cancer, o de uno o mas de los sintomas asociados, asi como la prevencion, la
atenuacion, la ralentizacion, la inversion o la eliminacién de uno o mas de los sintomas de la enfermedad.

La "prevencion del cancer" incluye prevenir o retrasar el inicio del cancer o uno o mas de los sintomas asociados a
dicho cancer. La "prevencién del cancer' también se refiere a cualquier acto destinado a mejorar el estado de salud
de los pacientes, tal como la terapia, profilaxis y retraso de la enfermedad, y/o prevenir que el paciente se vea
afectado por la enfermedad. En ciertos aspectos, esta expresion también se refiere a minimizar el riesgo (o la
probabilidad) de que un paciente desarrolle dicho cancer, en comparaciéon con un paciente al que no se le ha
administrado el compuesto de la descripcion.

Tal como se usa en la presente memoria, "una cantidad o dosis terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad
del compuesto de la descripcidon que previene, elimina, ralentiza el cancer o reduce o retrasa uno o varios sintomas
o trastornos provocados por o asociados a dicha enfermedad en el sujeto, preferiblemente un ser humano. Un
experto en la técnica puede determinar y adaptar la cantidad eficaz, y mas en general el régimen de dosis, del
compuesto de la descripcion y las composiciones farmacéuticas del mismo. Se puede determinar una dosis eficaz
mediante el uso de técnicas convencionales y observando los resultados obtenidos en circunstancias analogas. La
dosis terapéuticamente eficaz del compuesto de la descripcion variara dependiendo de la enfermedad a tratar o
prevenir, su gravedad, la via de administracion, cualquier co-terapia implicada, la edad del paciente, el peso, el
estado médico general, los antecedentes médicos, etc. En general, la cantidad del compuesto a administrar a un
paciente puede oscilar de alrededor de 0,01 mg/kg a 500 mg/kg de peso corporal, preferiblemente de 0,1 mg/kg a
300 mg/kg de peso corporal, por ejemplo de 25 a 300 mg/kg. El compuesto o la nanoparticula de la descripcion se
pueden administrar al sujeto diariamente durante varios dias consecutivos, por ejemplo durante 2 a 10 dias
consecutivos, preferiblemente de 3 a 6 dias consecutivos. Dicho tratamiento se puede repetir cada dos o tres
semanas o cada uno, dos o tres meses. De manera alternativa, el compuesto o la nanoparticula de la descripcién se
pueden administrar en forma de una Unica dosis una vez a la semana, una vez cada dos semanas, o una vez al
mes. El tratamiento se puede repetir una o varias veces al afo.

La administracion del compuesto de la descripcion puede ser tépica, parenteral o enteral. De hecho, el compuesto
de la descripcion se puede administrar mediante cualquier via convencional que incluye, pero sin limitacion, la via
oral, bucal, sublingual, rectal, intravenosa, intramuscular, subcutanea, intraésea, dérmica, transdérmica, mucosa,
transmucosa, intraarticular, intracardiaca, intracerebral, intraperitoneal, intranasal, pulmonar, intraocular, vaginal, o
transdérmica. De hecho, la via de administracion del compuesto de la descripcidon puede variar dependiendo de la
enfermedad a tratar y el érgano o tejido del paciente afectado por la enfermedad. En ciertos aspectos preferidos, el
compuesto de la descripcion se administra por via intravenosa o via oral. Como se mencioné anteriormente, el sujeto
o paciente es preferiblemente un ser humano.

En un aspecto particular, el compuesto o la nanoparticula de la descripcion se pueden administrar al sujeto en
combinacién con un agente terapéutico adicional. El agente terapéutico adicional puede ser un agente
antineoplasico. Los ejemplos no limitantes incluyen en particular interferones, cisplatino, bleomicina, fluorouracilo,
metotrexato, vincristina, actinomicina, vinorelbina, taxanos tales como paclitaxel y docetaxel, o una antraciclina.
Ademas, se puede administrar un ingrediente activo para neutralizar la toxicidad potencial de acroleina, en particular
mercaptoetanosulfonato soédico. El compuesto o la nanoparticula de la descripcidon y el compuesto adicional se
pueden administrar al paciente mediante la misma via o mediante vias diferentes, de manera simultanea, por
separado o sucesivamente.

El compuesto o la nanoparticula de la descripcidon se pueden usar en combinacién con radioterapia.

Es evidente que el método y uso terapéutico de la descripcidon se pueden poner en practica administrando cualquiera
de los compuestos descritos en la presente memoria, en particular los compuestos de formula (la), (Ib), (Ic), (lla) o
(IIb), preferiblemente el compuesto de féormula (l1a) o (lib).

En un aspecto adicional, la descripcion se refiere al uso de un compuesto de férmula (l) o a una nanoparticula del
mismo para la fabricacién de un farmaco para ser usado en el tratamiento o la prevencién del cancer, o para ser
usado en un tratamiento inmunosupresor.

En un aspecto adicional, la descripcion se refiere a una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de
férmula (1) o una sal o solvato farmacéuticamente del mismo, una nanoparticula de la descripcidon, asi como
cualquier compuesto particular descrito en la presente memoria, y un excipiente farmacéuticamente aceptable. El
compuesto o la nanoparticula de la descripcion esta presente como ingrediente activo en dicha composicion
farmacéutica.

La composicion farmacéutica de la descripcién puede comprender:
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- del 0,01% al 90% en peso de un compuesto o una nanoparticula de la descripcion, y

- del 10% al 99,99% en peso de excipiente(s) farmacéuticamente aceptable(s), y el porcentaje se expresa en
comparacion con el peso total de la composicion.

Preferiblemente, la composicion farmacéutica puede comprender:
- del 0,1% al 50% en peso de un compuesto o una nanoparticula de la descripcion, y
- del 50% al 99,9% en peso de excipientes farmacéuticamente aceptables.

Tal composicién farmacéutica se usara preferiblemente en el tratamiento o la prevencién de un cancer, o para
proporcionar inmunosupresion.

La composicion farmacéutica de la descripcion se puede formular segin métodos habituales tales como los descritos
en Remington: The Science and Practice of Pharmacy (Lippincott Williams & Wilkins; vigesimoprimera edicion,
2005).

Los excipientes farmacéuticamente aceptables que se pueden usar se describen, en particular, en el Handbook of
Pharmaceuticals Excipients, American Pharmaceutical Association (Pharmaceutical Press; 62 edicion revisada,
2009). En general, la composicion farmacéutica de la descripcion se puede obtener mezclando un compuesto de
féormula () como se describié anteriormente o nanoparticulas del mismo con al menos un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

Los ejemplos de excipientes adecuados incluyen, pero sin limitacion, disolventes tales como agua o mezclas
agualetanol, rellenos, vehiculos, diluyentes, aglutinantes, agentes antiaglomerantes, plastificantes, disgregantes,
lubricantes, saborizantes, agentes tamponadores, estabilizantes, colorantes, pigmentos, antioxidantes,
antiadherentes, suavizantes, conservantes, tensioactivos, ceras, emulsionantes, agentes humectantes, y
deslizantes. Los ejemplos de diluyentes incluyen, sin limitacion, celulosa microcristalina, almidén, almidén
modificado, fosfato calcico dibasico dihidrato, sulfato calcico trihidrato, sulfato calcico dihidrato, carbonato calcico,
mono- o disacaridos tales como lactosa, dextrosa, sacarosa, manitol, galactosa y sorbitol, xilitol y combinaciones de
los mismos. Los ejemplos de aglutinantes incluyen, sin limitacion, almidones, p.ej., almidén de patata, almidon de
trigo, almidéon de maiz; gomas, tales como goma de tragacanto, goma arabiga y gelatina; hidroxipropil celulosa,
hidroxietil celulosa, hidroxipropil metil celulosa; polivinil pirrolidona, copovidona, polietilen glicol y combinaciones de
los mismos. Los ejemplos de lubricantes incluyen, sin limitacion, acidos grasos y derivados de los mismos, tales
como estearato calcico, monoestearato de glicerilo, palmitoestearato de glicerilo, estearato magnésico, estearato de
zinc, o acido estearico, o polialquilenglicoles tales como PEG. El deslizante se puede seleccionar de silice coloidal,
diéxido de silicio, talco y similares. Los ejemplos de disgregantes abarcan, sin limitacion, crospovidona, sales de
croscarmelosa tales como croscarmelosa sédica, almidones y derivados de los mismos. Los ejemplos de
tensioactivos abarcan, sin limitacién, simeticona, trietanolamina, polisorbatos y derivados de los mismos, tales como
tween® 20 o tween® 40, poloxameros, alcoholes grasos tales como alcohol laurilico, alcohol cetilico, y alquilsulfatos
tales como dodecilsulfato sodico (SDS). Los ejemplos de emulsionantes abarcan, por ejemplo, alcohol etilico, alcohol
isopropilico, carbonato de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-
butilenglicol, dimetilformamida, aceites, polietilenglicol y ésteres de acidos grasos de sorbitan, o mezclas de estas
sustancias.

Es evidente que el/los excipiente(s) a combinar con el compuesto activo de la descripciéon puede(n) variar en funcion
de (i) las propiedades fisicoquimicas, que incluyen la estabilidad de dicho compuesto activo, (ii) el perfil
farmacocinético deseado para dicho ingrediente activo, (iii) la forma farmacéutica y (iv) la via de administracion.

La composicion de la descripcién se puede administrar mediante cualquier via adecuada, como se menciond
anteriormente. La via de administraciéon puede ser, sin limitaciéon, subcutanea, intramuscular, intravenosa, oral,
dérmica, transdérmica, pulmonar, intraarticular, intradsea. La composicion farmacéutica puede ser de cualquier tipo.
Por ejemplo, la composicion farmacéutica puede ser una forma farmacéutica oral sélida, una forma farmacéutica
liquida, una suspension, por ejemplo para una via intravenosa, una forma farmacéutica para aplicacion tépica, tal
como crema, pomada, gel y similares, un parche, tal como un parche transdérmico, un parche mucoadhesivo o
comprimido, en particular un apdsito o vendaje adhesivo, un supositorio, un aerosol para administracion intranasal o
pulmonar. En ciertos aspectos particulares, la composicién farmacéutica puede ser un liofilizado o un polvo
liofilizado. Dicho polvo se puede disolver o suspender en un vehiculo adecuado justo antes de administrarlo al
paciente, por ejemplo por via intravenosa o via oral.

Las formas farmacéuticas solidas orales abarcan, sin limitacion, los comprimidos, capsulas, pildoras, y granulos.
Opcionalmente, dichas formas soélidas orales se pueden preparar con revestimientos y cubiertas, tales como
revestimientos entéricos u otros revestimientos o cubiertas adecuadas. En la técnica se conocen bien varios de tales
revestimientos y/o cubiertas. Los ejemplos de composiciones de revestimiento que se pueden usar son sustancias
poliméricas y ceras. Las formas farmacéuticas liquidas incluyen emulsiones, soluciones, suspensiones, jarabes, y
elixires farmacéuticamente aceptables. Ademas de los compuestos activos, las formas farmacéuticas liquidas
pueden contener diluyentes inertes usados habitualmente en la técnica, tales como agua u otros disolventes,
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agentes solubilizantes y emulsionantes, como por ejemplo alcohol etilico, alcohol isopropilico, carbonato de etilo,
acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-butilenglicol, dimetilformamida, aceites,
polietilenglicol y ésteres de acidos grasos de sorbitan o mezclas de estas sustancias, y similares. Si se desea, la
composicion también puede incluir adyuvantes, tales como agentes humectantes, agentes emulsionantes, agentes
de suspension, agentes antioxidantes, tampones, agentes modificadores del pH y similares. Las suspensiones,
ademas del compuesto o la nanoparticula de la descripcién, pueden contener agentes de suspension, tales como
alcoholes isoestearilicos etoxilados, polioxietilen sorbitol y ésteres de sorbitan, celulosa microcristalina,
metahidroxido de aluminio, bentonita, agar-agar, y similares. Se pueden preparar supositorios vaginales o rectales
mezclando los compuestos de la presente descripcidn con excipientes o vehiculos no irritantes adecuados tales
como manteca de cacao, polietilenglicol, o una cera para supositorios, que son sélidos a las temperaturas normales
pero son liquidos a la temperatura corporal, y, por lo tanto, se funden en el recto o la cavidad vaginal y liberan el
componente activo. Las pomadas, pastas, cremas y geles pueden contener, ademas de un compuesto activo de
esta descripcion, excipientes tales como grasas animales y vegetales, aceites, ceras, parafinas, almidén, tragacanto,
derivados de celulosa, polietilen glicoles, siliconas, bentonitas, acido silicico, talco y 6xido de zinc, o mezclas de los
mismos.

En ciertos aspectos adicionales, la composicion puede comprender otro ingrediente activo tal como un agente
antineoplasico, en particular como se describié anteriormente, o un compuesto para prevenir efectos secundarios
potenciales tales como mercaptoetanosulfonato sédico.

En los siguientes ejemplos se ilustran otros aspectos de la presente invencién, que solamente tienen una naturaleza
ilustrativa.

Ejemplo 1: Preparacion de derivados de IFO

Se representa la sintesis de ciertos conjugados pre-activados de ifosfamida en el siguiente esquema:

Cl Cl ClI cl  Cl
H BF5.OEt, CH,Cl
0 0 3 2, LR, HO H
N‘|'|3'r N\H Oxidacién Anddica _H3CO N‘|'Ip‘f N‘H -78°C (-D/N\l':}; N‘H
o) MeOH o) &5
1 Rdt 96% 2 7w %BF
€ 3
RYH
Cl ClI

e
RY. N\B,N\H
a. RY=C5H11O 6
b: RY = )\/\/k/\
[ > o

3a-c

Se prepard 4-metoxi-ifosfamida (4-MeO-IFO, 1) mediante la oxidacién anddica de ifosfamida en metanol como se
describié en Paci et al., 2001, Bioorg Med Chem Lett, 11, 1347-1349. La sustitucion del grupo metoxi por las
cadenas alquilo relevantes aprovecho la formaciéon de la sal de iminio tras el tratamiento con acido de Lewis de 4-
MeO-IFO.

Brevemente, a una disolucién con agitacion de 4-MeO-IFO (2) (200 mg, 0,68 mmol) en CH2Cl; anhidro (10 mL) se le
afadié gota a gota BF3-OEt, (172 pL, 0,68 mmol) a -78 °C. Después de 45 minutos, se afadio gota a gota una
disolucién de RYH (210 mg, 1,37 mmol) en CH,Cl, (0,5 mL), la mezcla se agité durante 1 h adicional a -78 °C y se
par6 mediante la adicion de 10 mL de una disolucion saturada de Na>.COs. Tras la extraccion con CH2Cl, (3x20 mL),
las fases organicas combinadas se secaron sobre MgSO, y se concentraron a presion reducida. El residuo obtenido
se purific6 mediante cromatografia en columna.

- Geraniloxi-IFO (3b):
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Cl j}|
7 mar '

RYH = geraniol

Purificacion: gel de silice, CH2Cl,:(CH3),CO:EtsN (95:5:0,5, v:iv:v)
Residuo oleoso amarillo obtenido (80 mg, rendimiento 25%)
RMN en CD3)2CO:

3P &(ppm): 8,5

3C 6(ppm): 16,7 (C18 o C19); 17,8 (C18 o C19); 25,9 (Czo); 27,1 (C14 o C15); 31,1 (C5); 40,23 (C14 o C15); 43,6 (C7); 44,1
(Ca); 46,5 (C1o); 50,1 (Cg); 63,3 (Ce); 64,9 (C11); 88,8 (C4); 121,7 (C12 o C15); 124,8 (C12 o C15); 131,8 (C17); 140,7
(C1a).

"H &(ppm): 1,35 (d, 1H, J=14 Hz, Hs,), 1,60 (s, 3H, Hig 0 H1g), 1,66 (s, 3H, Hig 0 H1g), 1,78 (s, 3H, Hx), 1,85 (m, 1H,
Hsg), 2,11 (m, 2H), 2,22 (m, 2H,), 3,05 (m, 1H, Had), 3,17 (m, 2H, H7), 3,33 (m, 2H), 3,73 (m, 5H), 3,84 (m, 2H, Hed),
4,21 (m, 1H, Hep,), 4,30 (dd, 1H, J=4 Yy 21 HZ, H5), 5,26 (m, 1H, H12 o H15), 5,42 (m, 1H, H12 o H15).

MS (+ESI):m/z (%) 413,2 (100) [M+H]*; 415,2 (65) [M+2+H]".

HRMS (+ESI): m/z 413,1524 ([M+H]* calc. para CzsHeoCl2N3O3PS: 413,1527).

- Pentiloxi-IFO (3a)

RYH = pentanol
Purificacion: gel de silice, CH2Cl,:(CH3),CO:EtsN (95:5:0,5, v:iv:v)
Aceite amarillo (90 mg, rendimiento 33%)

H RMN ((CD3)2CO, 400 MHz): & 0,92 (t, 3H, J = 7,1 Hz, O(CH2)sCHs), 1,30-1,45 (m, 4H, CHsCH,CH>), 1,62 (m, 2H,
OCH,CH,), 2,02-2,07 (m, 3H, Hs y NH), 3,16-3,30 (m, 2H, OCH,CH,), 3,47-3,55 (m, 4H, NCH,CH.Cl y NHCH,CH,Cl)
3,60-3,65 (M, 2H, NCH,CH,Cl), 3,70-3,75 (m, 2H, NHCH2CHCl), 4,05-4,20 (m, 1H, He), 4,35-4,50 (m, 1H, He), 4,70-
4,80 (dd, 1H, J = 20,5 Hz y J = 2,9 Hz, Ha) ppm.

13C RMN ((CD3)2CO, 100 MHz): & 14,3 (CHs, O(CH.)sCHs), 23,2 (CHz, O(CH,)sCHyCHs), 29,3 (CHy,
O(CHa)2CH,CH2CH3), 30,4 (CHz, OCH2CH,(CH2)2CHs), 30,9 (CHa, Cs), 43,6 (CHz, NCH.CH,Cl), 44,0 (CHa,
NHCH,CH.Cl), 46,6 (CH,, NHCH,CH.Cl), 50,2 (CH2, NCH,CH,Cl), 63,2 (CHz, Cs), 68,6 (CH2, OCH2(CH2)sCHs), 89,8
(CH, Cq4) ppm.

31P RMN ((CD3).CO, 160 MHz): & 7,60 (s) y 8,46 (s). MS (+ESI):m/z (%) 347,1 (100)
[M+H]*; 349,1 (70) [M+2+H]*.
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HRMS (+ESI): m/z 347,1049 ([M+H]* calc. para C12H25CI2N203P: 347,1058).
- 13,17-Dimetiloctiloxi-IFO (3c)

RYH = 3,7-dimetiloctanol
Purificacion: gel de silice, CH2Cl,:(CH3),CO:EtsN (95:5:0,5, v:iv:v)
Residuo oleoso marrén (90 mg, rendimiento 28%)

'H RMN ((CDs),CO, 400 MHz): & 0,74 (m, 9H, O(CH,).CH(CHs)(CH2),CH(CHs)z), 1,05-1,20 (m, 4H,
(CH2)2CH(CHs)2), 1,60-1,70 (m, 2H, NCH,CH,CI), 2,01-2,07 (m, 2H, He), 2,91 (s, 1H, NH), 3,15-3,30 (m, 4H,
NCH,CH.Cl y NHCH,CH,Cl), 3,45-3,60 (m, 4H,NCH,CH,Cl y NHCH,CH,Cl), 3,64 (m, 2H, H11), 4,05-4,19 (m, 1H,
Hs), 4,35-4,50 (m, 1H, Hs), 4,70 (m, 1H, Ha).

13C RMN ((CD3);CO, 100 MHz): & 20,0 (CHs, CH(CHs)2), 23,0 (CHs, CH(CHs)z), 25,4 (CHs, CH,CH(CHs)), 28,7 (CHs,
CH2(CH2)2CH(CHs)z), 30,5 (CHa, Cs), 40,0 (CHz, NHCH,CH,Cl), 43,6 (CH, CH2CH,CH(CHa)y), 44,0 (CHs,
NCH,CH,Cl), 46,7 (CH,, NCH2CH:ClI), 49,7 (CHz, OCH,CH;CH(CHs)), 50,3 (CHz, NHCH,CH:Cl), 63,2 (CHz, Ce),
66,7 (CHz, OCH,CH,CH(CHs)), 89,8 (CH, C4) ppm.

3P RMN ((CD3).CO, 160 MHz): 5 8,47 (s) y 7,55 (s) ppm.

MS (+ESI): m/z (%) 417,2 (100) [M+H]*; 419,2 (70) [M+2+H]*.

HRMS (+ESI): m/z 417,1839 ([M+H]* Calc. para CssHs2CI2N303PS: 417,1840)

Ejemplo 2: Preparacién de nanoensamblajes supramoleculares (nanoparticulas) (NEs)
- Materiales y métodos

Se prepararon nanoensamblajes (NEs) del profarmaco Geraniloxi-IFO (3b) a una concentracion de 2 mg/mL y 5
mg/ml en una Unica etapa mediante la nanoprecipitacion de la disolucion (8 mg/mL en acetona) en agua MilliQ®
(proporcion acetona:agua 1:4; v:v). La formacion de NEs se dio inmediatamente sin el uso de ningun tensioactivo. El
disolvente organico se evapord después a temperatura ambiente a vacio mediante el uso de un Rotavapor®, y las
dispersiones coloidales exentas de disolvente organico se almacenaron a 4 °C.

El diametro hidrodinamico de los NEs se midié a 20 °C mediante dispersién dinamica de luz con el uso de un
aparato Nanosizer ZS (Malvern Instrument Ltd, Francia). Se diluyé una cantidad de 20 pL de la suspension en 980
pL de agua Milli-Q. Los resultados proporcionan el diametro hidrodinamico medio de los NEs dispersados de tres
series independientes de diez medidas. También se proporcion6 la desviacién estandar y el indice de
polidispersidad.

También se determind el potencial Zeta (§) mediante la dilucion de 20 pL de la suspensién en 980 pL de una
disolucién de NaCl 1 mM con el uso de un aparato Nanosizer ZS (Malvern Instrument Ltd, Francia).

- Resultados

Geraniloxi-IFO proporcioné NEs satisfactorios, a pesar de su corto apéndice de dos isoprenos. No se necesitd
tensioactivo para obtener dichas nanoparticulas. Las nanoparticulas resultantes que exhibieron el efecto Tyndall
caracteristico de los sistemas coloidales tuvieron un indice de polidispersidad de alrededor de 0,10-0,20, tal como se
midi6 mediante la dispersion de luz cuasi-elastica. El diametro medio de los NEs obtenidos fue de entre 150 nm y
220 nm. De manera interesante, las nanoparticulas mostraron una elevada carga de farmaco (63,1%).

Las nanoparticulas fueron estables al almacenarlas, ya que no se detectaron cambios significativos en su tamafio a
lo largo de un periodo de almacenamiento de tres dias a 4 °C. La estabilidad coloidal de geraniloxi-IFO se pudo
correlacionar con su potencial Zeta negativo. Ademas, se descubrié que este compuesto sumamente hidrolizable
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estuvo quimicamente inalterado mediante '"H RMN y mediante MS tras 24 h. Este resultado parecié indicar que,
dentro de los NEs, el grupo de la cabeza polar de geraniloxi-IFO estuvo protegido del medio acuoso externo, y por
tanto de la hidrdlisis.

Es digno de mencién que pentiloxi-IFO (3a) y 13,17-Dimetiloctiloxi-IFO (3c) no proporcionaron una suspension de
nanoparticulas, lo que demuestra claramente que el radical geraniloxi como terpeno desempefié un papel crucial
para favorecer el autoensamblaje.

Tabla 1: Caracteristicas fisicoquimicas de los NEs de geraniloxi-IFO

Concentracion Diametro medio indice de Potencial Zeta Carga de
(mg/ml) (nm) Polidispersidad (IPd) (mV) Farmaco (%)
2 166,0 +/- 18,0 nm 0,114 +/- 0,016 -30 63.1
5 208,7+/- 13,1 nm 0,201+/- 0,010 -13 '

Es digno de mencién que el diametro medio y la carga de farmaco obtenida para las nanoparticulas de geraniloxi-
IFO son similares a los observados para los derivados de IFO sustituidos con el radical escualenoilo (SQ), tales
como SQ-IFO (diametro medio: 147 nm y carga de farmaco: 40,4%) y SQ-tio-IFO (diametro medio: 170 nm y carga
de farmaco: 36,3%) descritos en la solicitud de patente W02012/076824.

Ejemplo 3: Liberacion in vitro de 4-hidroxi-ifosfamida (4-HO-IFO) a partir de geraniloxi-IFO

Se llevo a cabo el estudio cinético de la liberacion de 4-HO-IFO a partir de geraniloxi-IFO (en forma libre o en forma
de nanoparticulas) a lo largo de 24 h en plasma de ratén (c = 10 pyg/mL) incubado a 37 °C. Se estudiaron las
concentraciones de 4-HO-IFO y geraniloxi-IFO en plasma de ratones mediante el uso de un ensayo de HPLC
cuantitativa-MS/MS, y permiti6 mostrar el rendimiento de liberacion, expresado como la proporciéon (4-HO-IFO /
geraniloxi-IFO). Se uso6 IFO (sin activacion mediante CYP) como control negativo. Como se ilustra en la Figura 1,
que muestra la proporcion HO-IFO/geraniloxi a lo largo del tiempo, se liberé el metabolito 4-HO-IFO a partir de
nanoparticulas de geraniloxi-IFO o geraniloxi-IFO en forma libre sin activacion mediante los citocromos.

Ejemplo 4: Estudio de la citotoxicidad in vitro
- Materiales y Métodos:

Se ensayaron los compuestos (3a-c) pentiloxi-, dimetiloctiloxi- y geraniloxi-IFO en dos lineas celulares cancerosas,
concretamente, A673 (linea celular de Sarcoma Ewing humano) y la linea celular RMS-1 mediante el uso del método
MTS ((3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio)) (Promega). Se ensayaron
pentiloxi-IFO y dimetiloctiloxi-IFO en forma libre, ya que estos compuestos no forman nanoparticulas. EI compuesto
Geraniloxi-IFO se ensay6 en bruto y en forma de nanoparticulas (véase el Ejemplo 2). Los experimentos se llevaron
a cabo en ausencia de citocromo. Se usaron ifosfamida (IFO), geraniol, pentanol y 3,7-dimetiloctanol como controles
negativos.

Las células se sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad celular 6ptima determinada previamente, y se
incubaron con 100 yL de DMEM o RPMI que contenia un 10% de FBS y 100 U/mL de penicilina y 100 pyg/mL de
estreptomicina a 37 °C, 5% de CO; en una atmosfera himeda. Después de 24 h, las células se trataron con 100 yL
de los diferentes profarmacos pre-activados a diferentes concentraciones:

- 0,1,0,5,1, 5, 10, 50, 100, 200 pM para la linea celular A673 y
- 0,01, 0,05,0,1, 0,5, 1, 5, 10, 50 uM para la linea celular RMS-1.

Después de 72 h, o 96 h para el compuesto Dimetiloctiloxi-IFO, se afiadieron 20 pL (1/10) de reactivo MTS a cada
pocillo. Dependiendo de la linea celular, son necesarias de 2 a 5 h de incubacién para obtener la densidad 6ptica
optima, que se midi6é a una longitud de onda de 490 nm mediante el uso de un lector de microplacas (EL808, Biotek
Instrument). Se usaron células sin tratar como control. Cada concentracion de compuesto se ensayd por
sextuplicado. Los resultados muestran el porcentaje de células vivas en comparacion con el control, y se determind
la Clsp de cada compuesto con respecto a la linea celular ensayada mediante el uso de Prism 4 (programa
informatico Graph Pad, San Diego).

- Resultados

Se muestra la Clsp obtenida para cada linea celular para los compuestos ensayados en la Tabla 2 siguiente:
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Compuestos Actividad in vitro (Clso M)
AB73 RMS-1
IFO >200 >50
Geraniol >200 >50
Pentanol >200 >500
3,7-dimetiloctanol >200 >50
Pentiloxi-IFO (3a) 17,723 5317
13,17-Dimetiloctiloxi-IFO (3c) >200 >50
13,17-Dimetiloctiloxi-IFO (3c)** 245+ 21 11,3+5,8
Geraniloxi-IFO (en bruto) (3b) 253+1,5 9,3+472
Geraniloxi-IFO (nanoparticulas) (3b) 14,7+5,0 0,6 +0,2

* 72 h de incubacion **(96 h de incubacion)

Los resultados obtenidos para la linea celular RMS-1 también se representan en la Figura 2.

Como se esperaba, en ausencia de citocromo, IFO no exhibié una citotoxicidad significativa a las concentraciones
ensayadas. Se observaron los mismos resultados para geraniol, pentanol y 3,7-dimetiloctanol.

En contraste, Geraniloxi-IFO muestra una citotoxicidad significativa hacia A673 y RMS-1, en ausencia de citocromo.
Asi, este compuesto es capaz de liberar la mostaza alquilante sin una activaciéon anterior mediante el citocromo
P450. Sorprendentemente, la citotoxicidad de Geraniloxi-IFO se incrementa significativamente cuando se formula en
forma de nanoparticulas. De hecho, Geraniloxi-IFO en forma de nanoparticulas fue dos veces (linea celular A673) y
15 veces (linea celular RMS-1) mas activo que Geraniloxi-IFO en forma libre, con una Clso de 14,7 y 0,6 pM,
respectivamente (Tabla 2).

Es digno de mencién que 13,17-Dimetiloctiloxi-IFO, que es estructuralmente cercano a geraniloxi-IFO, no exhibio
una citotoxicidad significativa tras una incubacién de 72 h sobre las células ensayadas, pero proporciona una
citotoxicidad similar cuando se incuba con las células durante 96 h. Tal resultado demuestra el impacto del radical
geraniloxi sobre la capacidad citotoxica de los compuestos. Ademas, las Clsp para las nanoparticulas de geraniloxi-
IFO para las lineas celulares A673 y RMS fueron inferiores a las de las nanoparticulas de SQ-IFO (Clsp: 22,0 £ 5,0 y
11,4 £ 5,0 yM) y de SQ-tio-IFO (Clsp: 23,2 + 1,3y 33,0 £ 1,8 uM).

Ejemplo 5: Estudio del efecto anti-tumoral in vivo

La eficacia citotoxica in vivo se estudié primero en un modelo de rabdomiosarcoma humano xenoinjertado en
ratones atimicos. El modelo usado es la linea celular RD. Las células se amplificaron primero en cultivo y se
contaron. Las células se inyectaron de manera subcutanea en ambos flancos de cada raton. Tras la absorcién del
injerto, los ratones se dividieron en 4 grupos de 7 ratones.

- Grupo 1: los ratones recibieron vehiculo (placebo) (DMSO/agua 3/7 con un 9% de NaCl)

- Grupo 2: se administro a los ratones una unica dosis de 300 mg/kg de IFO (disolucién de 37,5 mg/ml de IFO en
vehiculo)

- Grupo 3: se administré a los ratones una Unica dosis de 158 mg/kg de geraniloxi-IFO (disolucion de 19,7 mg/ml
de geraniloxi-IFO en vehiculo), equivalente a 100 mg de IFO.

- Grupo 4: se administré a los ratones una Unica dosis de 59 mg/kg de geraniol (disolucién de 7,4 mg/ml de
geraniol en vehiculo) equivalente a 59 mg de IFO.

La administracién se llevé a cabo por via intravenosa en el dia 0. Geraniloxi-IFO se administré en forma libre.
- Resultados

Los resultados se muestran en la Figura 3, que ilustra para cada grupo el crecimiento tumoral en funcién del tiempo.
La prueba de principio se demostro, ya que una Unica dosis de 158 mg/kg de Geraniloxi-IFO (que es equivalente a
100 mg/kg de IFO) mostré actividad antitumoral con respecto al crecimiento del volumen tumoral como se mostré
para IFO a 300 mg/kg. No se descubrié una inhibicion del crecimiento tumoral para el vehiculo o geraniol.

Ejemplo 6: Farmacocinética y metabolizacién de geraniloxi-IFO in vivo
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Se dividieron 28 ratones atimicos en 3 grupos

- Grupo 1 (4 ratones): se administraron a los ratones de manera intraperitoneal 200 yl de un vehiculo (placebo)
(agua + 5% de glucosa),

- Grupo 2 (12 ratones): se administro a los ratones de manera intraperitoneal una dosis de 25 mg/kg de IFO
(10,4 mg/ml en vehiculo)

- Grupo 2 (12 ratones): se administro a los ratones de manera intraperitoneal una dosis de 40 mg/kg (equivalente
a 25 mg/kg de IFO) de IFO (16,5 mg/ml en vehiculo)

Se extrajeron muestras de plasma de cada ratéon a los 5, 15, 30 y 60 minutos tras la administracion. Las
concentraciones plasmaticas de los farmacos (IFO o geraniloxi-IFO), y los metabolitos (4-HO-IFO y metabolitos de
N-descloroetilo) se determinaron en cada muestra de plasma.

- Resultados

Los resultados se muestran en la Figura 4. Geraniloxi-IFO se convierte rapidamente en el metabolito 4-HO-IFO pre-
activo. La velocidad de conversion de Geraniloxi-IFO (GerlFO) en 4-HO-IFO es de alrededor del 80% a los 20
minutos tras la administracion. Es digno de mencién que la metabolizacién de IFO no produce una cantidad
significativa de metabolitos de N-descloroetilo (DCE-GerlFO), que representan menos del 1%. Tal resultado ilustra
que Geraniloxi-IFO no se metaboliza significativamente mediante CYP2B6. Asi, la liberacion de cloroacetaldehido
neuro- y nefrotoxico puede ser significativamente inferior que la de IFO, para el que los metabolitos de N-
descloroetilo (DCE-IFO) representan alrededor del 15%. Por tanto se espera que geraniloxi-IFO muestre una buena
eficacia terapéutica a dosis inferiores y con menos efectos secundarios que IFO.

Ejemplo 6: sintesis de geraniloxi-ciclofosfamida

Se prepar6 4-geraniloxi-ciclofosfamida mediante la oxidacion anddica de ciclofosfamida hasta 4-metoxi-
ciclofosfamida (4-MeO-CPO), seguido de una sustitucion nucledfila con geraniol en presencia de un acido de Lewis.

Brevemente, en una celda de electrolisis, se disolvid ciclofosfamida (300 mg) y tetrafluoroborato sédico (190 mg) en
metanol (10 ml). Después de someter la mezcla a una corriente de 2 faradays por mol de ciclofosfamida con una
intensidad de 10 mA, el medio de reaccién se evaporé en presencia de carbonato sédico. El residuo se redisolvié en
diclorometano (10 ml), bajo una atmosfera inerte y con agitacion. Se afiadié un equivalente de BF3-OEt, gota a gota
a -50 °C. Después de una hora de agitacion a baja temperatura, se afiadieron 2 equivalentes de geraniol gota a
gota. La mezcla se agité durante 1 hora mas a baja temperatura. Tras la concentracion de la fase organica, el
residuo resultante se purifica mediante cromatografia con diclorometano/acetona 990/10 como eluyente.

)\/\/K/\O H 0

7

~
AN
AN

Cl

Peso molecular: 413,32 g-mol-!
Férmula quimica: C17H31CI2N2O3P
RMN (CD3),CO: 3'P: 7,27 y 7,32 ppm.

13C: 8 16,7 (CHas, Cug), 17,8 (CH3, Cx0), 25,9 (CH3, C1s), 27,2 (CHz, C1s), 31,7 (CHg, Cs), 40,3 (CHz, Ci4), 43,2 (CHy,
Ca y C1o), 44,9 (CHz, C7 y Cg), 63,7 (CHz, Ca y C11), 82,5 (CH, C4), 122,3 (CH, C12), 125,0 (C15), 132,0 (C, C17), 139,8
(C, C13) ppm.

"H: & 1,60 (s, 3H, HC=C(CHs)), 1,63 (s, 3H, HC=C(CHs)2), 1,66 (s, 3H, HC=C(CHs)2), 1,77-1,83 (m, 1H, Hsa), 2,08-
2,16 (m, 3H), 3,36-347 (m, 4H, NHCH,CH.Cl), 3,63-374 (m, 4H, NCH,CH,Cl), 4,04-410 (m, 2H,
OCH,CH=CH(CHs)), 4,60-4,70 (m, 1H, Hs), 4,76-4,80 (dt, 1H, J = 20,9 Hz y J = 3,2 Hz, Ha), 5,01-5,06 (1H, NH),
5,08-5,10 (i, 1H, J = 1,2 Hz y J = 6,8 Hz, CH=C(CHa),), 5,33-540 (td, 1H, J = 1,2 Hz y J = 6,6 Hz,
OCH,CH=C(CHs)).

MS (+ESI): m/z 413 [M+H]*; 435 [M+H+Na]*.
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Ejemplo 7: Sintesis de derivados de geranilo de ifosfamida o ciclofosfamida que comprenden un resto espaciador.

Se pueden preparar otros compuestos de férmula (1)

Ry
|
)\/\)\/\A N

a partir del derivado 4-metoxi:

AN

N—R
o 2

R (D

Ry

_-0 N 0

\/
AN

Cl) N—Ry
R3

mediante una reaccién con un acido de Lewis para formar el iminio correspondiente, que posteriormente se atrapa
mediante un nucledfilo adecuado RAH en el que R es el grupo geranilo y A es un espaciador. La tabla siguiente
muestra algunos espaciadores A adecuados, y los nucledfilos RAH correspondientes:

N° | Espaciador RAH
1
X_g‘ )\/J\/\

—S— XH
o NN,
Rll R'

s X

~ )J\ Xg MA /\/XH

~ N O N
RH
3 S

Ko

s
A A

R" es H o un grupo alquilo (por ejemplo, alquilo C1-C3) y Xes O 0 S.

El nucledfilo RAH (1) se puede obtener a partir de geraniol segun la siguiente sintesis:
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)\/\/K/\OH
\oxidacién
N N
)\/\)\/\ OMs, Hal O

+ R\H/\H/nXH aminacion reductora

J\/\./I\/\ XH
X AN '}'/\H/n
R'

Para implementar esta sintesis, se puede consultar Onajole, European Journal of Medicinal Chemistry, 2010, 45, 5,
2075-2079.

RAH (2) se puede obtener como sigue:

CICOCI 0

PhMe
)\/\/K/\ g /K/J\/\ )J\ "
OH Etapa 1 O R
R" = ClI, OAlk
R' XH
+ \” A O
PN P Sy
Etapa 2 | n
Rl

Por ejemplo, se pueden consultar las siguientes referencias: Journal of the Chemical Society, Perkin Transactions,
1985, 9, 1961-6 para la etapa (1) y Hurevich Journal of Peptide Science, 2010, 16, (4), 178-185 para la etapa (2)

Para la sintesis de RAH (3), se puede consultar Synthetic Communications, 1990, 20 (5), 625-632.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de formula (l):

Ry
X X A N /O
N\
N_R2
0
Rs D

en la que:

- A es O, S, -NH- o un resto espaciador que tiene un peso molecular de hasta 500 g-mol' seleccionado del
grupo que consiste en:

- aminoacidos, dipéptidos;

- grupos poliéter, tales como polietilen glicol o polipropilen glicol, que comprenden preferiblemente de 2 a 6
monoémeros;

- ligadores de hidrazona,

- -0O-(C=S)-S-, -ONH-, -ONR'-, -NR'O-, -NHO-, en los que R' es un alquilo C+-Cs, preferiblemente un alquilo
C1-Cs,

- Y1-(CH2)n-Y2, en el que n es un nimero entero de 1 a 8, y Y1-(CH2-CH2-0),-CH2-CHa-Y>, en el que a es un
nuamero entero de 1 a 5, en la que Y1 y Y2 se seleccionan independientemente de -O-, -NH-, -S-, -OC(O)-, -
C(O)NR'-, -C(O)NH-, -NHC(O)-, -O-C(S)-S-, -ONH-, -ONR'-, -OC(0)-0-, NR'C(S)S-, -C(0)O-, -S-C(S)-O-NR/, -
NHO-, -NR'O-, -SC(S)NR'-, y -NR'C(O)-, en los que R’ es un alquilo C4-Cs, preferiblemente alquilo C+-Cs,

- R1, R2 y R3 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -CH(CHz3)-CH2-X y -(CH2)2-X, en
los que X es un atomo de halégeno, preferiblemente seleccionado de ClI, Bro |,

o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que al menos dos de R+, Rz y R3 se seleccionan independientemente
de -CH(CHs)-CHz-X y -(CH2)2-X.

3. El compuesto de la reivindicacion 1 o 2, en el que A se selecciona del grupo que consiste en:
- 0, S, -0O-(C=S)-S-, -ONH-, -ONR'-, -NR'O-, -NHO-,

- Y1-(CH2)n-Y2, en el que n es un numero enterode 1a 8,y

- Y 1-(CH2-CH,-0),-CH2-CH2-Y2, en el que a es un nimero entero de 1 a 5,

en el que Y1y Y2 son como se definieron en la reivindicacion 1.

4. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que A es un espaciador seleccionado de citrulina, lisina, ornitina,
alanina, fenilalanina, cisteina, glicina, valina, leucina y en forma de ligadores valina-citrulina.

5. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que A se selecciona del grupo que consiste en O, S, -O-(C=S)-S-, -
ONH-, -ONR'-, -NR'O-, y -NHO-, en los que R’ es un alquilo C+-Cs.

6. El compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que dicho compuesto se selecciona de:
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0] N 0]
\/
\L \N
O H
T/Br (IIb)’

7. EI compuesto como se definié6 en cualquiera de las reivindicaciones 1-6 para el uso como un farmaco,
preferiblemente como un agente inmunosupresor o como un farmaco antineoplasico.

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

8. El compuesto de formula (I) como se definid en cualquiera de las reivindicaciones 1-6, para el uso en el
tratamiento o la prevencion del cancer.

9. El compuesto para el uso en el tratamiento o la prevencién del cancer segun la reivindicacion 8, en el que el
cancer se selecciona del grupo que consiste en sarcomas tales como osteosarcoma, sarcoma de tejidos blandos y
sarcoma pediatrico de tejidos blandos, cancer de mama, canceres genitourinarios tales como canceres de prostata,
vejiga, testiculo, cuello uterino u ovarios, y cancer de pulmén tal como carcinoma de pulmén no microcitico y
carcinoma de pulmén microcitico.

10. El compuesto para el uso en el tratamiento o la prevencién del cancer segun la reivindicacion 8 o 9, en el que
dicho compuesto se administrara por via intravenosa u oral.

11. El compuesto para el uso en el tratamiento o la prevencion del cancer segun cualquiera de las reivindicaciones
8 a 10, en el que dicho compuesto se formula en forma de una nanoparticula.

12. El compuesto para el uso en el tratamiento o la prevencién del cancer segun cualquiera de las reivindicaciones
8-11, y dicho compuesto se administrara en combinacién con mercaptoetanosulfonato sédico y/o con un agente
antineoplasico adicional.

13. Una nanoparticula formada por un compuesto de férmula (I) como se defini6 en cualquiera de las
reivindicaciones 1-6.

14. Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de férmula () como se definié en cualquiera de
las reivindicaciones 1-6, y dicho compuesto esta opcionalmente en forma de nanoparticulas, y un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

15. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 14 que comprende ademas mercaptoetanosulfonato sédico
y/o un agente antineoplasico adicional.
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Proporcion (HO-IFO / RX-IFO) en %
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Viabilidad celular (%)
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VEjx/Vtjo
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