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DESCRIPCION
Inhibidores heterobifuncionales de E-selectinas y receptores de quimioquinas CXCR4

CAMPO DE LA INVENCION

Los compuestos, composiciones y procedimientos para tratar el cancer y enfermedades inflamatorias y para
aumentar la retencién de las células después de la liberacién en la sangre circulante se dan a conocer en el
presente documento. Por ejemplo, se describen compuestos y composiciones heterobifuncionales que inhiben E-
selectinas y receptores de quimioquinas CXCR4, y usos de los mismos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Un conjunto de canceres son tratables antes de que el cancer se haya movido mas alla del sitio primario. Sin
embargo, una vez que el cancer se ha diseminado mas alla del sitio primario, las opciones de tratamiento pueden
ser limitadas y las estadisticas de supervivencia pueden disminuir drasticamente. Los huesos son un lugar comudn
para que el cancer se infiltre una vez deja la localizacion del tumor primario. El cancer de mama y el cancer de
préstata son ejemplos de canceres que migran a los huesos. Incluso las células leucémicas que surgen en el
torrente sanguineo pueden dirigirse a la médula ésea. Una vez que el cancer reside en el hueso, puede causar dolor
en un individuo. Ademas, una vez en la médula ésea, las células cancerosas pueden también llegar a ser resistentes
a la quimioterapia. Ademas, si el hueso en particular afectado produce células sanguineas en la médula ésea, el
individuo puede desarrollar una variedad de trastornos relacionados con células sanguineas. Por lo tanto, puede ser
deseable evitar que las células cancerosas abandonen el sitio primario y/o evitar la extravasacion de las células
cancerosas del torrente sanguineo y la infiliracién en otros tejidos. La retencion de las células cancerosas en el
torrente sanguineo hace que las células sean mas susceptibles al tratamiento, tal como la quimioterapia.

Algunos canceres se originan, todo o en parte, en el hueso. Para tales tipos de cancer, puede ser deseable
desplazar las células cancerosas desde la médula al torrente sanguineo y/o evitar que esas células (asi como las
células cancerosas que ya estan en el torrente sanguineo) se desplacen al hueso o de otro modo salgan de la
circulacion sanguinea. La retencion de las células cancerosas en el torrente sanguineo (o la desplazamiento de las
células cancerosas en el torrente sanguineo y después la retencién en el mismo) hace que las células sean mas
susceptibles a tratamiento, tal como la quimioterapia.

Las células madre hematopoyéticas (HSC) también residen en la médula 6sea y son una fuente de material para la
terapia celular. HSC se adhieren al estroma en la médula 6sea y con el fin de recogerse se deben romper estas
adherencias y desplazarse fuera de la médula 6sea. Pueden ser deseables agentes mejorados para aumentar el
numero de HSC disponibles para la recogida. Tales HSC pueden ser Utiles para el injerto.

Por consiguiente, existe una necesidad en la técnica para el tratamiento de canceres que pueden abandonar el sitio
primario y canceres que se originan, todo o en parte, en el hueso, y para procedimientos mejorados para ayudar en
la preparacion de células madre de grado terapéutico. La presente descripcion puede cumplir una o mas de estas
necesidades y/o puede proporcionar otras ventajas.

El documento WO 2010/126888 describe compuestos heterobifuncionales donde un inhibidor de la E-selectina se
une a un inhibidor del receptor de quimioquinas CXCR4. El documento WO 00/66112 describe derivados de ciclam
sustituidos y su uso como antagonistas del receptor CXCR4. El documento US 2011/245265 describe antagonistas
de CXCR4. El documento WO 2013/096926 describe antagonistas de E-selectina. EI documento WO 2012/061662
describe compuestos glucomiméticos-peptidomiméticos que inhiben E-selectinas y receptores de quimioquinas
CXCRA4.

CARACTERISTICAS DE LA INVENCION

En pocas palabras, se dan a conocer compuestos, composiciones y procedimientos para el tratamiento de
enfermedades y para la mejora de procedimientos en los que una E-selectina y un receptor de quimioquinas CXCR4
pueden jugar un papel. Los compuestos descritos en este documento son heterobifuncionales, en el que un inhibidor
de la E-selectina se une a un inhibidor del receptor de quimioquinas CXCR4. Los compuestos se pueden usar para
tratar el cancer en el que las células cancerosas pueden abandonar el sitio primario, para el tratamiento de una
enfermedad inflamatoria en la que la adhesién o migracion de las células se produce en la enfermedad, y/o para
liberar las células, tales como células madre (por ejemplo, células progenitoras de la médula ésea) en la sangre
circulante y aumentar la retencién de las células en la sangre (por ejemplo, para desplazar las células fuera de la
médula ésea y mantener las células en el torrente sanguineo periférico).

Se dan a conocer inhibidores heterobifuncionales de férmula (1):
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profarmacos de formula (1), y sales farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los anteriores, en los que

R' se selecciona entre H, grupos alquilo Ci.s, alquenilo Csz.g, alquinilo Ca.gs, haloalquilo Ci.s, haloalquenilo Czs y
haloaqumllo Co.s;

R? se selecciona entre grupos -OH, -NHa, -OC(=0)Y', -NHC(=0)Y' y -NHC(=O)NHY', en los que Y' se selecciona
entre grupos alquilo Ci.g, alquenilo Cz.s, alquinilo Cz.s, haloalquilo C+-g, haloalquenilo Cs., haloaquinilo Cz.g, arilo Ce.18
y heteroarllo Ci-13;

R® se selecciona entre grupos CN -CHoCN y -C(=0)Y?, en el que Y se selecciona entre grupos alquilo Cy.g,
alquenilo Czg, alquinilo Cazg, -OZ', -NHOH, -NHOCH3, -NHCN y -NZ'Z%s, en los que Z'y Z° que pueden ser
idénticos o diferentes, se selecmonan independientemente entre H grupos alquilo C1.s, alquenilo 02 s, alquinilo Cz.g,
haloalquno C1.s, haloalquenilo C,.g y haloaquinilo Cz.s, en los que V4 y z° pueden unirse para formar un anillo;

R se selecciona entre grupos cicloalquilo Cs.s;

R°® se selecciona independientemente entre H, grupos halo, alquilo C1.s, alquenilo Cz, alquinilo Cz.s, haloalquilo C+.g,
haloalquenilo Cz.s y haloaquinilo Cz.g, con la condicion de que al menos un R® no es H;

n se selecciona entre los nimeros enteros que variande 1 a4;y

L se selecciona entre los grupos de enlace.

Tal como se usa en el presente documento, “compuesto de Férmula (1) incluye inhibidores heterobifuncionales de
férmula (l), sales farmacéuticamente aceptables de los inhibidores heterobifuncionales de férmula (l), profarmacos
de inhibidores heterobifuncionales de formula (I) y sales farmacéuticamente aceptables de profarmacos de
inhibidores heterobifuncionales de formula (I).

Por consiguiente, la presente invencion proporciona al menos un compuesto de férmula (l) que se elige entre
9 Br
0, oH y (\|
© m \/\N

OH “NOH NH

O
Me

OH OH

y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Se presentan composiciones farmacéuticas que comprenden al menos un compuesto de Foérmula (I) vy,
opcionalmente, al menos un ingrediente farmacéuticamente aceptable adicional.

Un compuesto de Formula (1) y/o una composicion farmacéutica que comprende al menos un compuesto de Férmula
() se puede utilizar para la preparacion y/o fabricacién de un medicamento para usar en el tratamiento de al menos
una de las enfermedades, trastornos y afecciones descritos en este documento.

Se describe un procedimiento para el tratamiento y/o prevenciéon de al menos un cancer en el que las células

cancerosas pueden abandonar el sitio primario, comprendiendo el procedimiento administrar a un sujeto en
necesidad del mismo una cantidad eficaz de al menos un compuesto de Férmula (I) y/o una composicion
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farmacéutica que comprende al menos un compuesto de Férmula () y, opcionalmente, al menos un ingrediente
farmacéuticamente aceptable adicional.

Se describe un procedimiento para el tratamiento y/o prevencion de al menos un cancer en el que se desea
desplazar las células cancerosas desde un sitio en el torrente sanguineo y/o retener las células cancerosas en el
torrente sanguineo, comprendiendo el procedimiento administrar a un sujeto en necesidad del mismo una cantidad
eficaz de al menos un compuesto de Férmula (l) y/o una composiciéon farmacéutica que comprende al menos un
compuesto de Férmula (l) y, opcionalmente, al menos un ingrediente farmacéuticamente aceptable adicional.

Al menos un compuesto de Férmula (I) y/o una composicion farmacéutica que comprende al menos un compuesto
de Foérmula (l) pueden usarse en procedimientos descritos en este documento para el tratamiento y/o prevencion de
la metastasis tumoral. La metastasis tumoral puede surgir a partir del cancer de pancreas. La metastasis tumoral
puede surgir a partir del cancer de prostata. La metastasis tumoral puede surgir a partir del cancer de pancreas. La
metéastasis tumoral puede surgir a partir del cancer de mama. Al menos un agente de quimioterapia adicional, tal
como gemcitabina, se puede administrar al individuo.

Se describe un procedimiento para la liberacién de células en la sangre circulante y el aumento de la retenciéon de
las células en la sangre que comprende administrar a un sujeto en necesidad del mismo una cantidad eficaz de al
menos un compuesto de Férmula (1) y/o una composicién farmacéutica que comprende al menos un compuesto de
Formula (I) y opcionalmente al menos un ingrediente farmacéuticamente aceptable adicional. EI procedimiento
puede incluir ademas la recogida de las células liberadas. La recogida de las células liberadas puede utilizar
aféresis. Las células liberadas pueden ser células madre (por ejemplo, células progenitoras de la médula 6sea). Se
puede administrar G-CSF al individuo.

Se describe un procedimiento para el tratamiento y/o prevenciéon de una enfermedad inflamatoria en el que la
adhesion y/o migracién de las células se produce en las enfermedades que comprenden administrar a un sujeto en
necesidad del mismo una cantidad eficaz de al menos un compuesto de Férmula (I) y/o una composicion
farmacéutica que comprende al menos un compuesto de Férmula (I) y, opcionalmente, al menos un ingrediente
farmacéuticamente aceptable adicional.

En la siguiente descripcion, ciertos detalles especificos se exponen con el fin de proporcionar una comprension
completa de diversas realizaciones. Sin embargo, un experto en la técnica entendera que las realizaciones descritas
pueden ponerse en practica sin estos detalles. En otros casos, no se han mostrado o descrito en detalle estructuras
bien conocidas para evitar tapar innecesariamente las descripciones de las realizaciones. Estas y otras realizaciones
seran evidentes tras la referencia a la siguiente descripcion detallada y dibujos adjuntos.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 (Fig. 1A y Fig. 1B) es un diagrama que ilustra la sintesis del compuesto 9 y el compuesto 16
heterobifuncionales.

La Figura 2 muestra el espectro de RMN de 'H a 400 MHz del Compuesto 9

La Figura 3 muestra el espectro de RMN de 'H a 600 MHz del Compuesto 16

La Figura 4 representa los resultados de la inhibicién del ensayo de quimiotaxis inducida por SDF-1 por los
compuestos heterobifuncionales 9y 16.

La Figura 5 (Fig. 5A y la Fig. 5B) representa los resultados de un ensayo de E-selectina en el que los compuestos
heterobifuncionales 9 y 16 se utilizan como inhibidor.

La Figura 6 representa los resultados de un ensayo de CXCR4 por el compuesto heterobifuncional 9.

La Figura 7 representa los resultados de un ensayo de migracion linfatica y endotelial vacular hacia fibroblastos
asociados a tumores por el compuesto heterobifuncional 9.

La figura 8 representa los resultados de un ensayo de uniéon de células PDAC a monocapas linfaticas por el
compuesto heterobifuncional 9.

La Figura 9 representa los resultados de un ensayo de tumor intratibial por el compuesto heterobifuncional 9.

DESCRIPCION DETALLADA

En el presente documento se dan a conocer compuestos, composiciones y procedimientos para tratar enfermedades
en las que una E-selectina y un receptor de quimioquinas CXCR4 desempefan un papel, y para aumentar la
retencién de las células después de la liberacion en la sangre circulante. Los compuestos tienen una variedad de
usos in vitro e in vivo.

Los inhibidores de E-selectina se conocen en la técnica. Algunos inhibidores de E-selectina son especificos solo
para E-selectina. Otros inhibidores de E-selectina tienen la capacidad de inhibir no sélo la E-selectina, sino, ademas
P-selectina o L-selectina 0 ambos P-selectina y L-selectina. Ejemplos de inhibidores de E-selectina (especificos para
E-selectina o en cualquier caso) se describen en la Patente de Estados Unidos N® 7.060.685; publicacion de la
Solicitud de Estados Unidos N® US-2007-0054870; publicacién de la Solicitud de Estados Unidos N¢ US-2008-
0161546; y las referencias citadas en cualquiera de estos documentos de patente o solicitudes publicadas. Esos
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ejemplos son moléculas organicas pequefas. Otros inhibidores de E-selectina conocidos se basan en aminoacidos,
tales como anticuerpos. Por ejemplo, el anticuerpo monoclonal humanizado CDP850 es un inhibidor de la E-
selectina.

Los inhibidores del receptor de quimioquinas CXCR4 son conocidos en la técnica. Tales inhibidores tipicamente
impediran la unién del factor 1 derivado de estroma (SDF-1) a un receptor CXCR4. Los ejemplos de inhibidores de
receptor de quimioquinas CXCR4 son AMD-3100 (Hendrix et al, Antimicrob Agents Chemother 44: 1667-1673,
2000); ALX40-4C (Doranz et al, AIDS Research and Human Retrovirus 17: 475-486, 2001); y T134 (Arakaki et al, J.
Virol., 73: 1719-1723, 1999). Estos ejemplos incluyen una molécula organica pequefia y moléculas basadas en
aminoacidos, tales como el péptido T22. AMD-3100 es un biciclam. Cada uno de los dos anillos de ciclam esta unido
al mismo anillo de fenilo (cada anillo de ciclam es para con respecto al otro) a través de un grupo metileno.

Los compuestos heterobifuncionales para la inhibicién de E-selectina y el receptor de quimioquinas CXCR4 que
comprende inhibidor de E-selectina-enlazador-inhibidor del receptor de quimioquinas CXCR4 son conocidos en la
técnica. Ejemplos se describen, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos N° 8.410.066.

En el presente documento se describen inhibidores heterobifuncionales de Férmula (1):

)

profarmacos de formula (1), y sales farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los anteriores, en los que

R' se selecciona entre H, grupos alquilo Ci.s, alquenilo Co.s, alquinilo Cas, haloalquilo Cis, haloalquenilo Cas y
haloaquinilo Cz.s;

R? se selecciona entre grupos -OH, -NHa, -OC(=0)Y', -NHC(=0)Y' y -NHC(=O)NHY", en los que Y' se selecciona
entre grupos alquilo Ci.g, alquenilo Cz.s, alquinilo Cz.s, haloalquilo C+-g, haloalquenilo Cs., haloaquinilo Cz.g, arilo Ce.18
y heteroarilo C1.13;

R® se selecciona entre grupos -CN, -CH2CN vy -C(=O)Y2, en el que Y? se selecciona entre grupos alquilo Ci.s,
alquenilo Czs, alquinilo Cas, -OZ', -NHOH, -NHOCHs, -NHCN y -NZ'Z2, en los que Z' y Z%, que pueden ser idénticos
o diferentes, se seleccionan independientemente entre H, grupos alquilo Cis, alquenilo Czsg, alquinilo Cz.s,
haloalquilo C1.s, haloalquenilo Cz.s y haloaquinilo Cz, en los que Z'y Z2 pueden unirse para formar un anillo;

R* se selecciona entre grupos cicloalquilo Cs.s;

R°® se selecciona independientemente entre H, grupos halo, alquilo C1.g, alquenilo Cs.s, alquinilo Cx.s, haloalquilo C1.s,
haloalquenilo Cz.g y haloaquinilo Cs.g, con la condicion de que al menos un R” no es H;

n se selecciona entre los nimeros enteros que variande 1 a4;y

L se selecciona entre los grupos de enlace.

R' puede seleccionarse entre H, grupos alquilo C1.4 y haloaquilo C1.4. R’ puede seleccionarse entre H, metilo, etilo, -
CHaF, -CHF5, -CFs, -CH2CH2F, -CH>CHF, y -CH>CFs. R' puede ser H. R' puede seleccionarse entre metilo y
etilo. R’ puede ser metilo. R' puede ser etilo.

R? puede seleccionarse entre grupos -OC(=O£Y1 y -NHC(=0)Y", en los que Y' se elige entre grupos alquilo Ci.s,
haloalquilo C1.s, arilo Ce.1g ¥ heteroarilo C+.13. R puede seleccionarse entre
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R® puede ser -C(=0)Y?, en el que Y 2 se selecciona entre grupos -OZ' y -NZ'Z?, en los que Z'y Z%, que pueden ser
|dent|cos o diferentes, se seleccionan mdependlentemente entre H, alquilo Cys y haloalquilo Ci, en los que Z'y
Z? pueden unirse entre si para formar un anillo. R? puede ser -C(=0)OH.

R* puede seleccionarse entre grupos ciclopropilo y ciclohexilo. R*se puede seleccionar entre

K AN
>,

Cada R® puede seleccionarse |ndepend|entemente entre H, halo, grupos alquilo Cis y haloaquIIo Cis, coOn la
condicion de que al menos un R°no es H. Al menos un R puede ser halo. Al menos un R® puede ser fluoro. Al
menos un R® puede ser cloro. Al menos un R® puede ser bromo. Al menos un R® puede ser yodo.

En algunos casos, n es 2. En algunos casos, n es 2y R® es halo. En algunos casos, n es2y R® es bromo. En
algunos casos, n es 1. En algunos casos, n es 1y R® es halo. En algunos casos, n es 1y R® es bromo.

El compuesto descrito se puede seleccionar entre compuestos de Férmula (la):

Br

e
e YT

o OH@/\-&/ U

(la)

El compuesto descrito se puede seleccionar entre compuestos de las férmulas siguientes:

j[

%

enlazador

%



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2754549 T3

|
om OH

(Ib)

El compuesto descrito se puede seleccionar entre compuestos de las férmulas siguientes:

El compuesto descrito se puede seleccionar entre compuestos de las férmulas siguientes:

f@A "

menlazador E
+ @ 3
M
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El compuesto descrito se puede seleccionar entre compuestos de las férmulas siguientes:
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Br

Et

Los grupos de enlace pueden seleccionarse entre grupos que comprenden grupos espaciadores, tales como, por
ejemplo, -(CHa)p- y -O(CHz),-, en donde p se selecciona entre nimeros enteros que van de 1 a 20 . Otros ejemplos
no limitantes de grupos espaciadores incluyen grupos carbonilo y grupos que contienen carbonilo, tales como, por
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ejemplo, grupos amida. Un ejemplo no limitante de un grupo espaciador es

H O
TJi,N \/\HJJ\/\/O\/\O/f

En algunos compuestos descritos, el grupo enlazador se selecciona entre

Na.
N N

I
]

H H O O
TR oy
O
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Otros grupos enlazadores, tales como, por ejemplo, polietilenglicoles (PEGs) y -C(=0)-NH-(CH2)p-C(=0)-NH-, en
donde p se selecciona entre nimeros enteros que van de 1 a 20, seran familiares para los expertos en la técnica y/o
aquellos en posesion de la presente descripcion.

En algunos compuestos descritos, el grupo enlazador es

H

O
H

En algunos compuestos descritos, el grupo enlazador es

O H
%“\/\uj\/o\/\o/\fNUﬁ
O

En algunos compuestos descritos, el grupo enlazador se selecciona entre -C(=O)NH(CHz)2NH-, -CH>NHCH>- vy -
C(=0O)NHCHz3-. En algunos compuestos descritos, el grupo enlazador es -C(=0O)NH(CHz)2NH-.

El compuesto descrito se puede seleccionar entre compuestos de las férmulas siguientes:

R

12
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Un compuesto de la invencién tiene la férmula

H
N
(A=A G
O 0 H
Et

OH OH

N

.

NH
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También se describen composiciones farmacéuticas que comprenden al menos un compuesto de Formula (1). Tales
composiciones farmacéuticas se describen en mayor detalle en este documento. Estos compuestos y composiciones
se pueden utilizar en los procedimientos descritos en el presente documento.

Al menos un compuesto de Férmula (I) y/o una composicion farmacéutica que comprende al menos un compuesto
de Foérmula (l) pueden usarse en procedimientos descritos en este documento para el tratamiento y/o prevencion de
un cancer en el que las células cancerosas pueden abandonar el sitio primario. Un sitio primario puede ser, por
ejemplo, tejido solido (por ejemplo, de mama, de préstata, o de pancreas) o el torrente sanguineo.

Ademas del cancer de mama, cancer de prostata, y cancer de pancreas, otros ejemplos de enfermedades infiltrantes
incluyen cancer de pulmén y melanoma, asi como los tumores malignos hematoldgicos (por ejemplo, leucemias y
mielomas). Tal como se utiliza en el presente documento, el término "tratamiento” (incluyendo variaciones tales
como ‘"tratar") incluye la enfermedad o una complicacién asociada con la enfermedad. Por ejemplo, una
complicacion asociada con el cancer puede no haberse presentado en un individuo con la enfermedad, y un
compuesto se puede administrar para prevenir la presentacién de la complicacion en el individuo. Las
complicaciones asociadas con un cancer en el que las células cancerosas pueden abandonar el sitio primario
incluyen, por ejemplo, metastasis e infiltracion de las células cancerosas a otros tejidos. Por ejemplo, las células de
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leucemia mielégena aguda (AML) y de mieloma mudltiple (MM) migran a la regién endostica de la médula ésea,
donde las células se vuelven quiescentes y estan protegidas de la apoptosis inducida por quimioterapia. La
administracion de un compuesto descrito en este documento puede evitar la adhesion o migracién de células
cancerosas. Dicha prevencion puede resultar en la fabricacién de células cancerosas mas susceptibles a tratamiento
con quimioterapia. La administracion de un compuesto descrito en el presente documento en el contexto de la
prevencion puede ser a un individuo que esta en riesgo de aparicién de un cancer, por primera vez, o para la
recurrencia de un cancer. Por ejemplo, mientras que un cancer de cerebro, tal como glioblastoma multiforme, se
trata tipicamente con otro tipo de terapia (tal como radiacién o quimioterapia) para la primera aparicion, dicha terapia
generalmente no es eficaz para prevenir la recurrencia.

Al menos un compuesto de Formula (I) y/o una composicion farmacéutica que comprende al menos un compuesto
de Foérmula (l) pueden usarse en procedimientos descritos en este documento para el tratamiento y/o prevencion de
un cancer en el que se desean desplazar células cancerosas desde un sitio en el torrente sanguineo y conservar las
células cancerosas en el torrente sanguineo.

Los ejemplos de canceres para tal tratamiento incluyen leucemias y mielomas (por ejemplo, AML y MM). El
desplazamiento de las células cancerosas en el torrente sanguineo desde un sitio y la retencién de las células en el
mismo pueden resultar en la fabricacion de células cancerosas mas susceptibles a tratamiento con quimioterapia. Un
ejemplo de un sitio desde el que se desplazan las células cancerosas es el hueso. Las células cancerosas pueden,
por ejemplo, estar en circulacion y a continuacion dirigirse hacia los huesos. Una vez en el hueso, las células
cancerosas estan protegidas de la quimioterapia. Un compuesto descrito en este documento puede usarse, por
ejemplo, para desplazar las células de cancer desde el hueso en el torrente sanguineo y evitar que las células
cancerosas se dirijan al hueso, reteniendo de este modo las células cancerosas en el torrente sanguineo. La
administraciéon de un compuesto descrito en el presente documento en el contexto de la prevencién puede ser a un
individuo que esta en riesgo de aparicién de un cancer por primera vez, o para la recurrencia de un cancer. Por
ejemplo, mientras que un cancer de cerebro, tal como glioblastoma multiforme, se trata tipicamente con otro tipo de
terapia (tal como radiacion o quimioterapia) para la primera aparicién, dicha terapia generalmente no es eficaz para
prevenir la recurrencia.

Al menos un compuesto de Formula (I) y/o una composicion farmacéutica que comprende al menos un compuesto
de Férmula (l) se pueden utilizar en procedimientos para liberar células (tales como células madre hematopoyéticas)
en la sangre circulante y la mejora de la retencién de las células en la sangre.

Un uso del procedimiento es, por ejemplo, para la recogida de células madre. Pueden ser necesarias células madre,
por ejemplo, después de tratamiento de quimioterapia de alta dosis. Muchas quimioterapias suprimen la médula
6sea que altera la produccion de ciertos componentes de la sangre en un individuo. Como resultado, el individuo
puede desarrollar una variedad de trastornos relacionados con células sanguineas y la continuacion de la
quimioterapia puede verse comprometida. Un compuesto descrito en el presente documento puede usarse, por
ejemplo, para liberar células madre en la sangre circulante y aumentar la retencion de las células madre en la
sangre. El procedimiento puede incluir una etapa adicional de recoleccion de células que se liberan. Por ejemplo, las
células madre liberadas pueden ser recogidas. Una variedad de técnicas son conocidas en la técnica para la
recolecciéon de células. Por ejemplo, se puede utilizar la aféresis. Un ejemplo de una célula madre es una célula
madre de médula ésea. La liberacién de tales células de la médula 6sea en la sangre circulante y la retencion en la
misma tiene una variedad de usos. Por ejemplo, las células progenitoras de médula ésea desplazadas pueden ser
recogidas de la sangre. Un uso de este tipo de células recogidas es obtener células progenitoras de médula ésea
sanas de un individuo antes del tratamiento del individuo de tal manera que la médula 6sea se suprime. Después del
tratamiento, el individuo puede recibir un trasplante de médula 6sea utilizando las células progenitoras de médula
Osea recogidas antes del tratamiento. Esto es util, por ejemplo, cuando un individuo necesita ser sometido a un
protocolo de quimioterapia que suprimira la médula 6sea.

Puede ser deseable tratar adicionalmente un individuo con al menos un (es decir, uno 0 mas) factor estimulante de
colonias. Dicho factor puede administrarse, por ejemplo, antes o simultdneamente con la administracién de al menos
uno de los compuestos anteriormente descritos. Cuando la administracion es simultanea, la combinacion se puede
administrar desde un Unico recipiente o dos (o mas) recipientes separados. Un ejemplo de un factor estimulante de
colonias adecuado es factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF). G-CSF induce que la médula ésea
crezca y produzca mas células madre. Un compuesto descrito en el presente documento ayuda a la liberacion de
células madre en la sangre circulante. Las células madre producidas en la médula ésea y liberadas en la sangre
circulante, como resultado de la combinacion de la administracion (por separado o en conjunto) de un compuesto
descrito en este documento y G-CSF, se pueden recoger, tal como se describe anteriormente. Dichas células madre
recogidas pueden, por ejemplo, administrarse al individuo después de la quimioterapia. Las células madre vuelven a
la médula 6sea y producen células sanguineas. La aplicacion de un compuesto descrito en este documento para el
desplazamiento y la recogida de las células progenitoras de médula ésea sana a partir de médula ésea tratadas con
G-CSF proporciona células utiles, por ejemplo, para el trasplante de médula ésea.

Al menos un compuesto de Férmula (I) y/o una composiciéon farmacéutica que comprende al menos un compuesto
de Férmula (l) pueden usarse en procedimientos descritos en este documento para el tratamiento y/o prevencion de
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la metastasis tumoral. La metastasis tumoral puede surgir a partir de cancer de pancreas. La metastasis tumoral
puede surgir a partir de cancer de préstata. La metastasis tumoral puede surgir a partir de cancer de pancreas. La
metastasis tumoral puede surgir a partir de cancer de mama. Al menos un agente de quimioterapia adicional, tal
como gemcitabina, se puede administrar al individuo.

Al menos un compuesto de Formula (I) y/o una composicion farmacéutica que comprende al menos un compuesto
de Formula () pueden usarse en procedimientos para el tratamiento y/o prevencioén de una enfermedad inflamatoria
en la que se producen la adhesién o migracién de las células en la enfermedad.

Los ejemplos de enfermedades inflamatorias incluyen trastornos inflamatorios de la piel, tales como dermatitis
atdpica y psoriasis. El tratamiento puede reducir (total o parcialmente) la enfermedad o una complicacién asociada
con la misma, tal como dolor. El tratamiento puede usarse conjuntamente con una o mas otras terapias para dicha
enfermedad inflamatoria o una complicacién asociada con la misma.

Un compuesto de Formula (1) y/o una composicion farmacéutica que comprende al menos un compuesto de Formula
(I) se pueden usar para el tratamiento de al menos una de las enfermedades, trastornos y afecciones descritas en
este documento o para la preparacién o fabricacion de un medicamento para usar en el tratamiento de al menos una
de las enfermedades, trastornos y/o afecciones descritas en este documento. Cada uno de estos procedimientos y
usos se describen en mayor detalle.

Definiciones

Siempre que un término en la memoria descriptiva se identifica como un intervalo (por ejemplo, alquilo Ci.4), el
intervalo da a conocer de forma independiente e incluye cada elemento del intervalo. Como ejemplo no limitativo,
alquilos C1.4 incluye, independientemente, alquilos C+, alquilos Cy, alquilos Cs y alquilos Ca.

El término "al menos uno" se refiere a uno o mas, tal como uno, dos, etc. Por ejemplo, el término "al menos un
alquilo C1.4" se refiere a uno o mas grupos alquilo Ci.4, tales como un grupo alquilo C1.4, dos grupos alquilo C1.4, etc.

El término "alquilo" incluye grupos de hidrocarburos primarios, secundarios y terciarios, saturado lineal, ramificado y
ciclico (también identificado como cicloalquilo). Los ejemplos no limitantes de grupos alquilo incluyen metilo, etilo,
propilo, isopropilo, ciclopropilo, butilo, sec-butilo, isobutilo, terc-butilo, ciclobutilo, 1-metilbutilo, 1,1-dimetilpropilo,
pentilo, ciclopentilo, isopentilo, neopentilo, ciclopentilo, hexilo, isohexilo y ciclohexilo. A menos que se indique otra
cosa especificamente en la memoria descriptiva, un grupo alquilo que puede estar opcionalmente sustituido.

El término "alquenilo” incluye grupos de hidrocarburos lineales, ramificados y ciclicos que comprenden al menos un
doble enlace. EI doble enlace de un grupo alquenilo puede ser conjugado o sin conjugar con otro grupo
insaturado. Los ejemplos no limitantes de grupos alquenilo incluyen vinilo, alilo, butenilo, pentenilo, hexenilo,
butadienilo, pentadienilo, hexadienilo, 2-etilhexenilo y ciclopent-1-en-1-ilo. A menos que se indique otra cosa
especificamente en la memoria descriptiva, un grupo alquenilo que puede estar opcionalmente sustituido.

El término "alquinilo" incluye grupos hidrocarburos lineales y ramificados que comprenden al menos un ftriple
enlace. El enlace triple de un grupo alquinilo puede ser no conjugado o conjugado con otro grupo insaturado. Los
ejemplos no limitantes de grupos alquinilo incluyen etinilo, propinilo, butinilo, pentinilo y hexinilo. A menos que se
indique otra cosa especificamente en la memoria descriptiva, un grupo alquinilo puede estar opcionalmente
sustituido.

El término "arilo" incluye un grupo de sistema de anillo de hidrocarburo que comprende de 6 a 18 atomos de carbono
en el anillo y al menos un anillo aromatico. El grupo arilo puede ser un sistema de anillo monociclico, biciclico,
triciclico o tetraciclico, que puede incluir sistemas de anillos condesados o puenteados. Ejemplos de grupos arilo no
limitantes incluyen grupos arilo derivados de aceantrileno, acenaftileno, acefenantrileno, antraceno, azuleno,
benceno, criseno, fluoranteno, fluoreno, as-indaceno, s-indaceno, indano, indeno, naftaleno, fenaleno, fenantreno,
pleiadeno, pireno y trifenileno. A menos que se indique otra cosa especificamente en la memoria descriptiva, un
grupo arilo puede estar opcionalmente sustituido.

El término "arilalquilo” o "aralquilo" incluye grupos arilo, tal como se describe en la presente memoria, anclado al
resto molecular de origen a través de un grupo alquilo, tal como se define en el presente documento. Los ejemplos
no limitantes de un grupo arilalquilo o aralquilo incluyen bencilo, fenetilo y difenilmetilo. A menos que se indique otra
cosa especificamente en la memoria descriptiva, un grupo arilalquilo o aralquilo puede estar opcionalmente
sustituido.

El término "cicloalquilo" o "anillo carbociclico” incluye grupo hidrocarburo monociclico o policiclico saturado, que
puede incluir sistemas de anillos condensados o puenteados. Los ejemplos no limitantes de un grupo cicloalquilo
incluyen ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo, ciclooctilo, adamantilo y norbornilo. A menos
que se indique otra cosa especificamente en la memoria descriptiva, un grupo cicloalquilo puede estar
opcionalmente sustituido.
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El término "antagonista de la selectina E" incluye inhibidores de la E-selectina solamente, asi como inhibidores de la
E-selectina y, P-selectina o L-selectina, e inhibidores de la E-selectina, P-selectina y L-selectina.

El término "condensado" incluye cualquier estructura de anillo descrito en la presente memoria que esta condensada
a una estructura de anillo existente. Cuando el anillo condensado es un anillo heterociclilo o un anillo heteroarilo,
cualquier atomo de carbono en la estructura de anillo existente que se convierte en parte del anillo heterociclilo
condensado o el anillo heteroarilo condensado puede estar sustituido con un atomo de nitrégeno.

El término "halo" o "halégeno” incluye fldor, cloro, bromo y yodo.

El término "haloalquilo" incluye grupos alquilo, tal como se define en el presente documento, sustituidos por al
menos un halégeno, tal como se define en el presente documento. Los ejemplos no limitantes incluyen
trifluorometilo, difluorometilo, triclorometilo, 2,2,2-trifluoroetilo, 1,2-difluoroetilo, 3-bromo-2-fluoropropilo y 1,2-
dibromoetilo. Un "fluoroalquilo” es un haloalquilo que esta sustituido con al menos un grupo fluoro. A menos que se
indique otra cosa especificamente en la memoria descriptiva, un grupo haloalquilo puede estar opcionalmente
sustituido.

El término "haloalquenilo” incluye grupos alquenilo, tal como se define en el presente documento, sustituidos por al
menos un halégeno, tal como se define en el presente documento. Los ejemplos no limitantes incluyen fluoroetenilo,
1,2-difluoroetenilo, 3-bromo-2-fluoropropenilo y 1,2-dibromoetenilo. Un "fluoroalquenilo” es un haloalquenilo
sustituido con al menos un grupo fluoro. A menos que se indique otra cosa especificamente en la memoria
descriptiva, un grupo haloalquenilo puede estar opcionalmente sustituido.

El término "haloalquinilo” incluye grupos alquinilo, tal como se define en el presente documento, sustituidos por al
menos un halégeno, tal como se define en el presente documento. Los ejemplos no limitantes incluyen fluoroetinilo,
1,2-difluoroetinilo, 3-bromo-2-fluoropropinilo y 1,2-dibromoetinilo. Un "fluoroalquinilo” es un haloalquinilo sustituido
con al menos un grupo fluoro. A menos que se indique otra cosa especificamente en la memoria descriptiva, un
grupo haloalquinilo puede estar opcionalmente sustituido.

El término "heterociclilo" o "anillo heterociclico" incluye grupos de anillos no aromaticos saturados o parcialmente
insaturados de 3 a 18 miembros que comprenden de 2 a 12 atomos de carbono en el anillo y de 1 a 6 heteroatomos
en el anillo elegidos cada uno independientemente de N, O, y S. A menos que se indique otra cosa especificamente
en la memoria descriptiva, los grupos heterociclilo pueden ser un sistema anular monociclico, biciclico, triciclico o
tetraciclico, que puede incluir sistemas anulares condensados o puenteados; y los atomos de nitrégeno, carbono o
azufre en el grupo heterociclilo pueden estar opcionalmente oxidados; el atomo de nitrégeno puede estar
opcionalmente cuaternizado;y el grupo heterociclilo puede estar parcial o totalmente saturado. Los ejemplos no
limitantes incluyen dioxolanilo, tienil [1,3]ditianilo, decahidroisoquinolilo, imidazolinilo, imidazolidinilo, isotiazolidinilo,
isoxazolidinilo, morfolinilo, octahidroindolilo, octahidroisoindolilo, 2-oxopiperazinilo, 2-oxopiperidinilo, 2-
oxopirrolidinilo, oxazolidinilo, piperidinilo, piperazinilo, 4-piperidonilo, pirrolidinilo, pirazolidinilo, quinuclidinilo,
tiazolidinilo, tetrahidrofurilo, tritianilo, tetrahidropiranilo, tiomorfolinilo, tiamorfolinilo, 1-oxo-tiomorfolinilo, y 1,1-dioxo-
tiomorfolinilo. A menos que se indique otra cosa especificamente en la memoria descriptiva, un grupo heterociclilo
puede estar opcionalmente sustituido.

El término "heteroarilo” incluye grupos de anillo de 5 a 14 miembros que comprenden de 1 a 13 atomos de carbono
en el anillo y de 1 a 6 heteroatomos en el anillo elegidos cada uno independientemente de N, O, y S, y al menos un
anillo aromatico. A menos que se indique otra cosa especificamente en la memoria descriptiva, el grupo heteroarilo
puede ser un sistema anular monociclico, biciclico, triciclico o tetraciclico, que pueden incluir sistemas anulares
condensados o puenteados;y los atomos de nitrégeno, carbono o azufre en el radical heteroarilo pueden estar
opcionalmente oxidados; el atomo de nitrégeno puede estar opcionalmente cuaternizado. Los ejemplos no limitantes
incluyen azepinilo, acridinilo, bencimidazolilo, benzotiazolilo, benzindolilo, benzodioxolilo, benzofuranilo,
benzoxazolilo, benzotiazolilo, benzotiadiazolilo, benzo [b] [1,4] dioxepinilo, 1,4-benzodioxanilo, benzonaftofuranilo,
benzoxazolilo, benzodioxolilo, benzodioxinilo, benzopiranilo, benzopiranonilo, benzofuranilo, benzofuranonilo,
benzotienilo (benzotiofenilo), benzotriazolilo, benzo[4,6]imidazo[1,2-a]piridinilo, carbazolilo, cinolinilo, dibenzofuranilo,
dibenzotiofenilo, furanilo, furanonilo, isotiazolilo, imidazolilo, indazolilo, indolilo , indazolilo, isoindolilo, indolinilo,
isoindolinilo, isoquinolilo, indolizinilo, isoxazolilo, naftiridinilo, oxadiazolilo, 2-oxoazepinilo, oxazolilo, oxiranilo, 1-
oxidopiridinilo, 1-oxidopirimidinilo, 1-oxidopirazinilo, 1-oxidopiridazinilo, 1-fenil-1H-pirrolilo, fenazinilo, fenotiazinilo,
fenoxazinilo, ftalazinilo, pteridinilo, purinilo, pirrolilo, pirazolilo, piridinilo, pirazinilo, pirimidinilo, piridazinilo,
quinazolinilo, quinoxalinilo, quinolinilo, quinuclidinilo, isoquinolinilo, tetrahidroquinolinilo, tiazolilo, tiadiazolilo,
triazolilo, tetrazolilo, triazinilo, y tiofenilo (es decir, tienilo). A menos que se indique otra cosa especificamente en la
memoria descriptiva, un grupo heteroarilo puede estar opcionalmente sustituido.

El término "sales farmacéuticamente aceptables" incluye sales de adicion de acido y de base. Los ejemplos no
limitantes de sales de adicién de acido farmacéuticamente aceptables incluyen cloruros, bromuros, sulfatos, nitratos,
fosfatos, sulfonatos, metanosulfonatos, formiatos, tartratos, maleatos, citratos, benzoatos, salicilatos, y
ascorbatos. Los ejemplos no limitantes de sales de adicion de bases farmacéuticamente aceptables incluyen sales
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de sodio, potasio, litio, amonio (sustituido y no sustituido), calcio, magnesio, hierro, zinc, cobre, manganeso y
aluminio. Las sales farmacéuticamente aceptables pueden, por ejemplo, obtenerse usando procedimientos estandar
bien conocidos en el campo de los productos farmacéuticos.

El término "profarmaco” incluye compuestos que se pueden transformar, por ejemplo, en condiciones fisiolégicas o
mediante solvolisis, en un compuesto biolégicamente activo descrito en este documento. Por lo tanto, el término
"profarmaco” incluye precursores metabdlicos de compuestos descritos en el presente documento que son
farmacéuticamente aceptables. Una discusién de profarmacos se puede encontrar, por ejemplo, en Higuchi, T., et
al., "Pro-drugs as Novel Delivery Systems,” ACS Symposium Series, Vol. 14, y en Bioreversible Carriers in Drug
Design, ed. Edward B. Roche, American Pharmaceutical Association y Pergamon Press, 1987. El término
"profarmaco” también incluye portadores unidos covalentemente que liberan el compuesto o compuestos activos, tal
como se describe en este documento, in vivo cuando dicho profarmaco se administra a un sujeto. Los ejemplos no
limitantes de profarmacos incluyen ésteres y derivados amida de grupos funcionales hidroxi, carboxi, mercapto y
amino en los compuestos descritos en el presente documento.

El término "sustituido" incluye la situacién en la que, en cualquiera de los grupos anteriores, al menos un atomo de
hidrégeno se sustituye por un atomo que no es hidrégeno, tal como, por ejemplo, un atomo de halégeno, tal como F,
Cl, Br, y I; un atomo de oxigeno en grupos, tales como grupos hidroxilo, grupos alcoxi y grupos éster; un atomo de
azufre en grupos, tales como grupos tiol, grupos tioalquilo, grupos sulfona, grupos sulfonilo y grupos sulféxido; un
atomo de nitrégeno en grupos, tales como aminas, amidas, alquilaminas, dialquilaminas, arilaminas, alquilarilaminas,
diarilaminas, N-Oxidos, imidas, y enaminas; un atomo de silicio en grupos, tales como grupos trialquilsililo, grupos
dialquilarilsililo, grupos alquildiarilsililo, y grupos triarilsililo;y otros heterodtomos en diversos otros
grupos. "Sustituido" incluye también la situaciéon en la que, en cualquiera de los grupos anteriores, al menos un
atomo de hidrégeno se reemplaza por un enlace de orden superior (por ejemplo, un doble o triple enlace) a un
heteroatomo, tal como oxigeno en grupos oxo, carbonilo, carboxilo y éster; y nitrégeno en grupos, tales como iminas,
oximas, hidrazonas y nitrilos.

El término "tioalquilo” incluye grupos -SR, en los que R, se selecciona entre grupos alquilo, alquenilo y alquinilo, tal
como se define en el presente documento. A menos que se indique otra cosa especificamente en la memoria, un
grupo tioalquilo puede estar opcionalmente sustituido.

La presente descripcién incluye dentro de su alcance todos los posibles isémeros geométricos, por ejemplo,
isdbmeros Z y E (isémeros cis y trans), de los compuestos, asi como todos los posibles isémeros 6pticos, por ejemplo
diastereoisémeros y enantidomeros, de los compuestos. Ademas, la presente descripcion incluye en su alcance tanto
los isdbmeros individuales como cualquier mezclas de los mismos, por ejemplo, mezclas racémicas. Los isémeros
individuales pueden obtenerse usando las formas isdbmeras correspondientes del material de partida o pueden
separarse después de la preparacion del compuesto final de acuerdo con procedimientos de separacion
convencionales. Para la separacion de isbmeros opticos, por ejemplo, enantiomeros, de la mezcla de los mismos, se
pueden usar procedimientos de separacion convencionales, por ejemplo, cristalizacién fraccionada.

La presente descripcion incluye en su alcance todos los tautémeros posibles. Ademas, la presente descripcion
incluye en su alcance tanto los tautémeros individuales como las mezclas de los mismos.

Procedimientos de sintesis del compuesto

Los compuestos de Formula (I) se pueden preparar de acuerdo con los esquemas de reaccion generales | y I, a
continuacion. Se entiende que un experto en la técnica puede ser capaz de producir estos compuestos mediante
procedimientos similares o mediante la combinacion de otros procedimientos conocidos para un experto normal en la
técnica. También se entiende que un experto en la técnica seria capaz de producir, de una manera similar, como se
describe a continuacion, otros compuestos de formula (I) no ilustrados especificamente en este documento mediante
el uso de componentes de partida apropiados y la modificacion de los parametros de la sintesis, segin sea
necesario. En general, los componentes de partida pueden obtenerse de fuentes, tales como Sigma Aldrich,
Lancaster Synthesis, Inc., Maybridge, Matrix Scientific, TCl y Fluorochem USA, etc. y/o sintetizarse de acuerdo con
fuentes conocidas por los expertos en la técnica (véase, por ejemplo, Advanced Organic Chemistry: Reactions,
Mechanisms, and Structure, 52 ediciéon (Wiley, diciembre de 2000)) y/o prepararse, tal como se describe en el
presente documento.

Esquema general de reaccion |
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La desproteccién del compuesto | proporciona hidroximetil aldehido bromado Il. La aminaciéon reductora con un
ciclam adecuadamente triprotegido genera el compuesto IV. La oxidacion proporciona el aldehido V que se puede
acoplar al compuesto VI (WO 2013/096926) a través de aminacién reductora. La desproteccién a continuacion
proporciona un compuesto tal como se ha descrito.

Alternativamente, el bromuro regioisomérico puede prepararse de acuerdo con el Esquema Il. La oxidacion del
compuesto | proporciona el aldehido IX.La aminaciéon reductora con un ciclam adecuadamente triprotegido
proporciona el intermedio X. La desproteccién proporciona X| que se puede acoplar con el compuesto VI a través de
una aminacién reductora para proporcionar Xlll. La desproteccion a continuacién proporciona un compuesto tal
como se ha descrito.
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Los expertos en la técnica entenderan que, en los procesos descritos en el presente documento, los grupos
funcionales de compuestos intermedios pueden necesitar ser protegidos por al menos un grupo protector
adecuado. Los ejemplos no limitantes de tales grupos funcionales incluyen, grupos hidroxilo, grupos aldehido,
grupos amino, grupos mercapto y grupos acido carboxilico. Los ejemplos no limitantes de grupos protectores
adecuados para grupos hidroxilo incluyen grupos trialquilsililo y diarilalquilsililo (por ejemplo, t-butildimetilsililo, t-
butildifenilsililo o trimetilsililo), tetrahidropiranilo y bencilo. Los ejemplos no limitantes de grupos protectores
adecuados para grupos aldehido incluyen 1,3-dioxanos y 1,3-dioxolanos. Los ejemplos no limitantes de grupos
protectores adecuados para amino, amidino y guanidino incluyen grupos t-butoxicarbonilo, benciloxicarbonilo,
aliloxicarbonilo y trifluoroacetilo. Ejemplos no limitantes de grupos protectores adecuados para mercapto incluyen -
C(0)-R"(donde R" es alquilo, arilo o arilalquilo), p-metoxibencilo, y ftritilo. Los ejemplos no limitantes de grupos
protectores adecuados para acido carboxilico incluyen ésteres de alquilo, arilo y arilalquilo. Los grupos protectores
pueden anadirse o eliminarse de acuerdo con técnicas estandar, que son conocidas para un experto en la técnica y
tal como se describe en el presente documento. El uso de grupos protectores, por ejemplo, se describe en detalle en
Green, TW y PGM Wutz, Protective Groups in Organic Synthesis (1999), 32 Ed., Wiley. Como entendera un experto
en la técnica, el grupo protector puede ser también una resina de polimero tal como una resina Wang, resina Rink o
una resina de 2-clorotritilo-cloruro.

Procedimientos para la caracterizacién de compuestos heterobifuctionales

La actividad biolégica de un compuesto heterobifuctional descrito en este documento puede determinarse, por
ejemplo, mediante la realizacién de al menos un estudio in vitro y/o in vivo realizado de manera rutinaria en la
técnica y que se describe en este documento o en la técnica. Los ensayos in vitro incluyen, sin limitaciéon, ensayos
de unién, inmunoensayos, ensayos de unién competitiva y ensayos de actividad basados en células.

Puede utilizarse un ensayo de inhibicién para cribar antagonistas de E-selectina. Por ejemplo, puede realizarse un
ensayo para caracterizar la capacidad de un compuesto descrito en este documento para inhibir (es decir, reducir,
bloquear, disminuir o prevenir de una manera estadistica o biolégicamente significativa) la interaccion de E-selectina
con sLE® o sLE*. El ensayo de inhibicién puede ser un ensayo de unién competitiva, que permite la determinacién de
los valores de ICso. A modo de ejemplo, puede inmoviliarse la quimera E-selectina/lg sobre una matriz (por ejemplo,
una placa de mudltiples pocillos, que puede estar fabricado de un polimero, tal como poliestireno; un tubo de ensayo,
y similares); se puede afadir una composicion para reducir la uniéon no especifica (por ejemplo, una composicién
que comprende leche desnatada en polvo o albimina de suero bovino u otro tampdn de bloqueo utilizado
rutinariamente por una persona experta en la técnica); la E-selectina inmovilizada puede ponerse en contacto con el
compuesto candidato en presencia de sLe® que comprende un grupo informador bajo condiciones y durante un
tiempo suficiente para permitir que sLe® se una a E-selectina inmovilizada; la E-selectina inmovilizada se puede
lavar; y se puede detectar la cantidad de sLE® unida a E-selectina inmovilizada. Las variaciones de tales etapas se
pueden llevar a cabo facilmente y de forma rutinaria por un experto en la técnica.

Se puede usar un ensayo de inhibicién para cribar el antagonismo de la quimiotaxis mediada por CXCR4. Por
ejemplo, puede realizarse un ensayo para medir la capacidad de un antagonista de CXCR4 glucomimético para
inhibir la migracién de las células CCRF-CEM, que expresan CXCR4 en sus superficies celulares, a través de una
membrana hacia el ligando de CXCR4 CXCL12 (SDF-1a). A modo de ejemplo, las células CCRF-CEM son
linfoblastos T humanos que expresan CXCR4 en la superficie celular. Las células se pueden marcar con 3 uM de
calceina AM para permitir la deteccion por fluorescencia. Las células pueden ser tratadas con un antagonista de
CXCR4 y se colocan en la cdmara superior de un inserto Transwell. Los transwell pueden colocarse en los pocillos
de una placa de 24 pocillos que conteniendo cada pocillo 600 ul de RPMI 1640 mas FBS al 2% y 50 ng/ml de
CXCL12 (SDF1q). Las células se dejan migrar a través de la membrana desde la camara superior a la camara
inferior durante 3 horas a 37 °C en 5% de CO2. Los insertos transwell pueden ser extraidos de la placa de 24
pocillos y la fluorescencia en las camaras inferiores se pueden medir usando un Molecular Devices FlexStation 3 con
una longitud de onda de excitacion de 485 nm y una longitud de onda de emisién de 538 nm.

Alternativamente, puede usarse un ensayo para medir la capacidad de un antagonista de CXCR4 glucomimético
para inhibir la uniéon de CXCL12 (SDF-1a) a células CHO que han sido manipulados genéticamente para expresar
CXCR4 en la superficie celular. Un experto en la técnica puede activar CXCR4 por la unién al ligando (CXCL12),
causando que Gi se disocie del complejo de CXCR4. EI CXCR4 activado se puede unir a la adenilil ciclasa,
inactivandolo por lo tanto, lo que da lugar a niveles disminuidos de AMPc intracelular. EI AMPc intracelular es
generalmente bajo, por lo que la disminucién de los bajos niveles de AMPc por un receptor acoplado a Gi sera dificil
de detectar. Se afiade forskolina a las células CHO para activar directamente la adenilil ciclasa (sin pasar por todos
los GPCR), elevando asi el nivel de AMPc en la célula, de modo que una respuesta de Gi se puede observar
facilmente. La interaccion de CXCL12 con CXCR4 disminuye el nivel intracelular de AMPc y la inhibicién de la
interaccion de CXCL12 con CXCR4 por un antagonista de CXCR4 aumenta el nivel de AMPc intracelular, que se
mide mediante luminiscencia.

Alternativamente, un experto en la técnica puede usar un ensayo para medir la capacidad de un antagonista de

CXCR4 glucomimético para bloquear la union de un anticuerpo anti-CXCR4 a células Jurkat, que expresan CXCR4
en la superficie celular. Las células Jurkat pueden tratarse con un antagonista de CXCR4 seguido de un anticuerpo
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anti-CXCR4 conjugado con ficoeritrina. El anticuerpo se puede dejar unirse a las células durante 1 hora a 4 °C. Las
células se pueden lavar y la unién del anticuerpo anti-CXCR4-PE a las células puede evaluarse mediante citometria
de flujo.

Las condiciones para un ensayo particular incluyen la temperatura, tampones (incluyendo sales, cationes, medios), y
otros componentes que mantienen la integridad de cualquier célula usada en el ensayo y el compuesto, que seran
familiar para una persona experta en la técnica y/o que se pueden determinar facilmente. Un experto en la técnica
también entiende facilmente que los controles apropiados se pueden disefar y pueden incluir cuando se realizan los
procedimientos in vitro y los procedimientos in vivo descritos en este documento.

La fuente de un compuesto que se caracteriza por al menos un ensayo y las técnicas descritas en este documento y
en el estado de la técnica puede ser una muestra biolégica que se obtiene de un sujeto que ha sido tratado con el
compuesto. Las células que pueden utilizarse en el ensayo también se pueden proporcionar en una muestra
biolégica. Una "muestra bioldgica" puede incluir una muestra de un sujeto y puede ser una muestra de sangre (de la
que se pueden preparar suero o plasma), una muestra de biopsia, uno o mas fluidos corporales (por ejemplo, lavado
pulmonar, ascitis, lavados de la mucosa, liquido sinovial, orina), médula 6sea, ganglios linfaticos, explante de tejido,
cultivo de 6rganos, o cualquier otra preparacion de tejido o célula del sujeto o una fuente biolégica. Una muestra
biolégica puede incluir ademas una preparacion de tejido o células en la que la integridad morfolégica o estado fisico
han sido alterados, por ejemplo, mediante diseccion, disociacion, solubilizacion, fraccionamiento, homogenizacion,
extraccién bioquimica o quimica, pulverizacion, liofilizacion, tratamiento con ultrasonidos, o cualquier otro medio para
el procesamiento de una muestra derivada de un sujeto o fuente bioldgica. El sujeto o fuente bioldgica puede ser un
animal humano o no humano, un cultivo de células primarias (por ejemplo, células inmunes), o una linea celular
adaptada a cultivo, incluyendo pero no limitado a, las lineas celulares modificadas genéticamente que pueden
contener secuencias de acido nucleico recombinante cromosémicamente integrado o episomal, lineas de células
inmortalizadas o inmortalizables, lineas celulares hibridas de células somaéticas, lineas de células diferenciadas o
diferenciables, lineas celulares transformadas, y similares.

Como se describe en el presente documento, los procedimientos para la caracterizacion de inhibidores
heterobifuncionales incluyen estudios de modelos animales. Ejemplos de modelos animales no limitantes para los
canceres liquidos usados en la técnica incluyen mieloma multiple (véase, por ejemplo, DeWeerdt, Nature 480: S38-
S39 (15 de diciembre de 2011) doi: 10.1038/480S38a; publicado en Internet el 14 diciembre de 2011; Mitsiades et
al., Clin Cancer Res 2009 15: 1.210.021 (2009)); leucemia mieloide aguda (AML) (Zuber et al, Genes Dev 1 abril
2009; 23 (7): 877-889). Los modelos animales para la leucemia linfoblastica aguda (ALL) han sido utilizados por
personas con experiencia en la técnica desde hace mas de dos décadas. Numerosos modelos animales de ejemplo
para canceres de tumores solidos son utilizados rutinariamente y son bien conocidos para las personas de
experiencia ordinaria en la técnica.

Tal como se entiende por un experto en la técnica médica, los términos "tratar" y "tratamiento" incluyen el
tratamiento médico de una enfermedad, trastorno o afecciéon de un sujeto (es decir, paciente, individuo) (ver , por
ejemplo, el Diccionario Médico de Stedman). En general, un régimen de dosis y tratamiento apropiados proporcionan
al menos uno de los compuestos de la presente descripcion en una cantidad suficiente para proporcionar un
beneficio terapéutico y/o profilactico. Para tanto el tratamiento terapéutico como para medidas profilacticas o
preventivas, el beneficio terapéutico y/o profilactico incluye, por ejemplo, un resultado clinico mejorado, en el que el
objetivo es prevenir o ralentizar o retardar (disminuir) un cambio o trastorno fisiolégico indeseado, o prevenir o
ralentizar o retardar (disminuir) la expansién o la gravedad de dicho trastorno. Tal como se describe en el presente
documento, los resultados clinicos beneficiosos o deseados del tratamiento de un sujeto incluyen, pero no se limitan
a, la reduccion, la disminucion o el alivio de los sintomas que resultan de o estan asociados con la enfermedad,
afeccion o trastorno a tratar; disminucion de la aparicién de los sintomas; mejor calidad de vida; estado mas largo
libre de enfermedad (es decir, la disminucion de la probabilidad o la propensiéon a que el sujeto presente sintomas
sobre la base de los cuales se realiza un diagnostico de una enfermedad); disminuciéon de la extension de la
enfermedad; estado estabilizado (es decir, no empeoramiento) de la enfermedad; retraso o ralentizacién de la
progresion de la enfermedad; mejora o paliacién del estado de la enfermedad; y la remision (ya sea parcial o total),
ya sea detectable o no detectable; y/o la supervivencia general. "Tratamiento" puede incluir la prolongacién de la
supervivencia en comparacién con la supervivencia esperada si un sujeto no recibiera el tratamiento. Los sujetos en
necesidad de tratamiento incluyen aquellos que ya tienen la enfermedad, afeccién o trastorno, asi como sujetos
propensos a tener o en riesgo de desarrollar la enfermedad, afeccién o trastorno, y aquellos en los que la
enfermedad, afeccién o trastorno debe prevenirse (es decir, disminuir la probabilidad de aparicién de la enfermedad,
trastorno, o afeccion).

En algunos de los procedimientos descritos en el presente documento, el sujeto es un ser humano. En algunos de
los procedimientos descritos en el presente documento, el sujeto es un animal no humano. Un sujeto en necesidad
de tratamiento, tal como se describe en el presente documento, puede presentar al menos un sintoma o secuelas de
la enfermedad, trastorno o afeccion descrita en el presente documento o puede estar en riesgo de desarrollar la
enfermedad, trastorno, o afeccién. Los animales no humanos que se pueden tratar incluyen mamiferos, por ejemplo,
primates no humanos (por ejemplo, mono, chimpancé, gorila, y similares), roedores (por ejemplo, ratas, ratones,
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jerbos, hamsters, hurones, conejos), lagomorfos, porcino (por ejemplo, cerdo, minicerdo), equino, canino, felino,
bovino, y otros animales domésticos, de granja y de zooldgico.

La eficacia de los compuestos de la presente descripcién en el tratamiento y/o prevencion de una enfermedad,
trastorno o afeccion descrita en el presente documento puede determinarse facilmente por un experto en las
técnicas médicas y clinicas. Determinar y ajustar un régimen de dosificacion apropiado (por ejemplo, el ajuste de la
cantidad de compuesto por dosis y/o el nUmero de dosis y frecuencia de dosificacién) puede también se pueden
realizar facilmente por un experto en las técnicas médicas y clinicas. Se puede utilizar uno o cualquier combinacién
de los procedimientos de diagndéstico, incluyendo examen fisico, evaluaciéon y seguimiento de sintomas clinicos, y el
resultado de las pruebas analiticas y los procedimientos descritos en el presente documento, para monitorizar el
estado de salud del sujeto.

Composiciones farmacéuticas y procedimientos de uso de composiciones farmacéuticas

También se describen en el presente documento composiciones farmacéuticas que comprenden al menos un
compuesto de férmula (I). La composicion farmacéutica puede comprender ademas al menos un ingrediente
farmacéuticamente aceptable adicional.

En formas de dosificacion farmacéutica, uno cualquiera o més de los compuestos de la presente descripcion se
pueden administrar en forma de un derivado farmacéuticamente aceptable, tal como una sal, y/o también se pueden
utilizar solos y/o en asociacion apropiada, asi como en combinacion, con otros compuestos farmacéuticamente
activos.

Una cantidad eficaz o cantidad terapéuticamente eficaz se refiere a una cantidad de un compuesto de la presente
descripcion o una composicién que comprende al menos uno de dichos compuestos que, cuando se administra a un
sujeto, ya sea como una dosis Unica 0 como parte de una serie de dosis, es eficaz para producir al menos un efecto
terapéutico. Las dosis Optimas pueden determinarse generalmente usando modelos experimentales y/o ensayos
clinicos. El disefio y ejecucién de los estudios preclinicos y clinicos para cada uno de los agentes terapéuticos
(incluyendo cuando se administran para el beneficio profilactico) descritos en este documento, estan dentro de la
experiencia de un experto en la técnica relevante. La dosis éptima de un agente terapéutico puede depender de la
masa corporal, el peso, y/o volumen de sangre del sujeto. En general, la cantidad de al menos un compuesto de
Formula (1), tal como se describe en el presente documento, que esta presente en una dosis, puede variar de
aproximadamente 0,01 mg a aproximadamente 1000 mg por kg de peso del sujeto. La dosis minima que es
suficiente para proporcionar una terapia eficaz puede utilizarse en algunos casos. Los sujetos pueden generalmente
ser controlados por la eficacia terapéutica usando ensayos adecuados para la enfermedad o afeccion que se esta
tratando o previniendo, cuyos ensayos seran familiares para los que tienen conocimientos ordinarios en la técnica y
se describen en este documento. El nivel de un compuesto que se administra a un sujeto se puede controlar
mediante la determinacion del nivel del compuesto (o un metabolito del compuesto) en un fluido biolégico, por
ejemplo, en la sangre, la fraccién de sangre (por ejemplo, suero), y/o en la orina, y/u otra muestra bioldgica del
sujeto. Cualquier procedimiento utilizado en la técnica para detectar el compuesto, o0 metabolito del mismo, se puede
utilizar para medir el nivel del compuesto en el transcurso de un régimen terapéutico.

La dosis de un compuesto descrito en el presente documento puede depender de la afeccién del sujeto, es decir, la
etapa de la enfermedad, la gravedad de los sintomas causados por la enfermedad, estado de salud general, asi
como la edad, el sexo y el peso, y otros factores evidentes para un experto en la técnica médica. De manera similar,
la dosis del agente terapéutico para el tratamiento de una enfermedad o trastorno puede determinarse de acuerdo a
los parametros entendidos por un experto en la técnica médica.

Las composiciones farmacéuticas se pueden administrar de cualquier manera apropiada a la enfermedad o trastorno
a tratar, tal como se determina por los expertos en las técnicas médicas. Una dosis apropiada y una duracion y
frecuencia de administracion adecuados seran determinadas por dichos factores, tal como se discute en el presente
documento, incluyendo la condicion del paciente, el tipo y gravedad de la enfermedad del paciente, la forma
particular del principio activo y el procedimiento de administracion. En general, una dosis (o dosis eficaz) y régimen
de tratamiento apropiados proporcionan la composicién o composiciones farmacéuticas, tal como se describen en
este documento, en una cantidad suficiente para proporcionar un beneficio terapéutico y/o profilactico (por ejemplo,
un mejor resultado clinico, tal como remisiones parciales o completas mas frecuentes, o supervivencia global y/o
libre de enfermedad mas larga, o una disminucién de la gravedad de los sintomas u otro beneficio, tal como se
describe en detalle anteriormente).

Las composiciones farmacéuticas descritas en este documento pueden administrarse a un sujeto en necesidad del
mismo mediante cualquiera de varias rutas que suministran de manera eficaz una cantidad eficaz del
compuesto. Las vias de administracién adecuadas no limitantes incluyen la administracién tépica, oral, nasal,
intratecal, enteral, bucal, sublingual, transdérmica, rectal, vaginal, intraocular, subconjuntival, sublingual, y
parenteral, incluyendo inyeccién y/o infusidon subcutanea, intravenosa, intramuscular, intraesternal, intracavernosa,
intrameatal e intrauretral.
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La composiciéon farmacéutica descrita en el presente documento pueden ser soluciones, suspensiones o emulsiones
acuosas estériles o no acuosas estériles, y puede comprender adicionalmente al menos un excipiente
farmacéuticamente aceptable (es decir, un material no téxico que no interfiere con la actividad del ingrediente
activo). Tales composiciones pueden estar en forma de un sdlido, liquido o gas (aerosol). Alternativamente, las
composiciones descritas en este documento pueden formularse como un liofilizado, o los compuestos descritos en
este documento pueden ser encapsulados dentro de liposomas usando tecnologia conocida en la técnica. Las
composiciones farmacéuticas pueden comprender ademas al menos un ingrediente farmacéuticamente aceptable
adicional, que puede ser biolégicamente activo o inactivo. Los ejemplos no limitantes de tales ingredientes incluyen
tampones (por ejemplo, solucién salina tamponada neutra o solucion salina tamponada con fosfato), carbohidratos
(por ejemplo, glucosa, manosa, sacarosa o dextranos), manitol, proteinas, polipéptidos, aminoacidos (por ejemplo,
glicina), antioxidantes, agentes quelantes (por ejemplo, EDTA y glutatién), estabilizantes, colorantes, agentes
aromatizantes, agentes de suspension y conservantes.

En las composiciones descritas en este documento se puede utilizar cualquier excipiente o portador adecuado
conocido por los expertos en la técnica para usar en composiciones farmacéuticas. Los excipientes para uso
terapéutico son bien conocidos, y se describen, por ejemplo, en Remington: The Science and Practice of Pharmacy
(Gennaro, 21 Ed Mack Pub Co., Easton, PA (2005)). En general, el tipo de excipiente se selecciona basandose en el
modo de administracién, asi como en la composiciéon quimica del principio o principios activos. Las composiciones
farmacéuticas se pueden formular para el modo particular de administracién. Para la administracion parenteral, las
composiciones farmacéuticas pueden comprender, ademas, agua, solucion salina, alcoholes, grasas, ceras y
tampones. Para la administracion oral, las composiciones farmacéuticas pueden comprender, ademas, al menos un
ingrediente seleccionado, por ejemplo, de cualquiera de los excipientes mencionados anteriormente, excipientes y
portadores sélidos, tales como manitol, lactosa, almidén, estearato de magnesio, sacarina sodica, talco, celulosa,
caolin, glicerina, dextrinas de almidon, alginato de sodio, carboximetilcelulosa, etilcelulosa, glucosa, sacarosa y
carbonato de magnesio.

Las composiciones farmacéuticas (por ejemplo, para la administracion oral o la administracion por inyeccién) pueden
estar en forma de un liquido. Una composicion farmacéutica liquida puede incluir, por ejemplo, al menos uno los
siguientes: un diluyente estéril, tal como agua para inyeccion, solucion salina, preferiblemente soluciéon salina
fisiologica, solucion de Ringer, cloruro sédico isotonico, aceites fijos que pueden servir como el medio disolvente o
de suspension, polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u otros disolventes; agentes
antibacterianos; antioxidantes; agentes quelantes; tampones y agentes para el ajuste de la tonicidad, tales como
cloruro de sodio o dextrosa. Una preparacién parenteral puede incluirse en ampollas, jeringas desechables o viales
de mdltiples dosis hechos de vidrio o plastico. La composicion farmacéutica puede comprender solucién salina
fisiolégica. La composicion farmacéutica puede ser una composicién farmacéutica inyectable y la composicion
farmacéutica inyectable puede ser estéril.

Para las formulaciones orales, al menos uno de los compuestos de la presente descripcion puede utilizarse solo o en
combinacion con al menos un aditivo adecuado para fabricar comprimidos, polvos, granulos y/o capsulas, por
ejemplo, los seleccionados de entre los aditivos convencionales, disgregantes, lubricantes, diluyentes, agentes
tamponantes, agentes humectantes, conservantes, agentes colorantes y agentes aromatizantes. Las composiciones
farmacéuticas se pueden formular para incluir al menos un agente tamponante, que puede proporcionar proteccion
del principio activo del pH bajo del entorno gastrico y/o un recubrimiento entérico. Una composicién farmacéutica
puede formularse para la administracion oral con al menos un agente aromatizante, por ejemplo, en una formulacién
liquida, solida o semi-sélida y/o con un recubrimiento entérico.

Las formulaciones orales pueden proporcionarse como capsulas de gelatina, que pueden contener el compuesto
activo o bioldgico junto con portadores en polvo. Portadores y diluyentes similares se pueden utilizar para fabricar
comprimidos. Los comprimidos y capsulas se pueden fabricar como productos de liberacion sostenida para
proporcionar una liberacion continua de principios activos durante un periodo de tiempo. Los comprimidos pueden
estar recubiertos de azlUcar o de una pelicula para enmascarar cualquier sabor desagradable y proteger el
comprimido de la atmoésfera, o con un recubrimiento entérico para la disgregacion selectiva en el tracto
gastrointestinal.

Una composicién farmacéutica se puede formular para la liberacién sostenida o lenta. Tales composiciones pueden
prepararse generalmente usando tecnologia bien conocida y administrarse, por ejemplo, mediante implantacién oral,
rectal o subcutanea, o mediante implantacion en el sitio diana deseado. Las formulaciones de liberacién sostenida
pueden contener el agente terapéutico activo dispersado en una matriz portadora y/o contenido dentro de un
deposito rodeado por una membrana controladora de la velocidad. Los excipientes para usar dentro de dichas
formulaciones son biocompatibles, y también pueden ser biodegradables; preferiblemente la formulacién proporciona
un nivel relativamente constante de liberacion del componente activo. La cantidad de agente terapéutico activo
contenido dentro de una formulacién de liberacion sostenida depende del sitio de implantacién, la velocidad y
duracién esperada de la liberacién, y de la naturaleza de la afeccion a tratar o prevenir.

Las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento se pueden formular como supositorios
mezclando con una variedad de bases, tales como bases emulsionantes o bases solubles en agua. Las
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composiciones farmacéuticas pueden prepararse como formulaciones de aerosol para ser administradas via
inhalacién. Las composiciones pueden formularse en propelentes presurizados aceptables, tales como
diclorodifluorometano, propano, nitrégeno y similares.

Los compuestos de la presente descripcidn y las composiciones farmacéuticas que comprenden estos compuestos
se pueden administrar por via tépica (por ejemplo, mediante administracion transdérmica). Las formulaciones topicas
pueden estar en forma de un parche transdérmico, pomada, pasta, locién, crema, gel y similares. Las formulaciones
tépicas pueden incluir uno 0 mas de un agente de penetracion o potenciador (también llamado potenciador de la
permeacion), espesante, diluyente, emulsionante, ayudante de la dispersion o aglutinante. Los potenciadores de la
penetracion fisicos incluyen, por ejemplo, técnicas electroforéticas, tales como iontoforesis, uso de ultrasonidos (0
"fonoforesis") y similares. Los potenciadores de la penetracion quimicos son agentes administrados ya sea antes de,
con, o inmediatamente después de la administracién del agente terapéutico, que aumentan la permeabilidad de la
piel, particularmente del estrato cérneo, para proporcionar una mayor penetraciéon del farmaco a través de la
piel. Potenciadores de la penetraciéon quimicos y fisicos adicionales se describen en, por ejemplo, Transdermal
Delivery of Drugs, AF Kydonieus (ED) 1987 CRL Press; Percutaneous Penetration Enhancers, eds. Smith et
al. (CRC Press, 1995); Lenneras et al., J. Pharm. Pharmacol. 54: 499-508 (2002); Karande et al., Pharm. Res. 19:
655-60 (2002); Vaddi et al., Int. J. Pharm.91: 1639-1651 (2002); Ventura et al, J. Drug Target. 9: 379-93
(2001); Shokri et al., Int. J. Pharm. 228 (1-2): 99-107 (2001); Suzuki et al., Biol. Pharm. Bull. 24: 698-700 (2001);
Alberti et al, J. Control Release 71: 319-27 (2001); Goldstein et al, Urology. 57: 301-5 (2001); Kiijavainen et al.,
Eur. J. Pharm. Sci. 10: 97-102 (2000); y Tenjarla et al., Int. J. Pharm. 192: 147-58 (1999).

Se describen kits que comprenden dosis unitarias de al menos un compuesto de la presente descripcién, por
ejemplo, en dosis orales o inyectables. Dichos kits pueden incluir un recipiente que comprende la dosis unitaria, un
prospecto de informacion que describe el uso y los beneficios concomitantes del agente terapéutico en el tratamiento
de la afeccién patolégica de interés, y/u, opcionalmente, un aparato o dispositivo para la liberacion del al menos un
compuesto o composicién que comprende el mismo.

EJEMPLOS
EJEMPLO 1

INHIBIDOR HETEROBIFUNCIONAL DE LA E-SELECTINA Y RECEPTOR DE QUIMIOQUINAS CXCR4
(COMPUESTOS 9y 16)

Los compuestos heterobifuncionales de férmula (1) de ejemplo se sintetizaron como se describe en los Ejemplos 1-2
y tal como se muestra en los esquemas de sintesis de ejemplo establecidos en la Figura 1.

Sintesis del Compuesto 2. Se disolvié el compuesto 1 (2,5 g, 8,3 mmol, Qian et al, Nature Communications, 2, 2011,
495) en dioxano (30 ml) y se anadié H2O (20 ml) lentamente con agitacién a temperatura ambiente. La solucion se
enfrié hasta 0 °C (bafio de hielo) y se afadi6 lentamente acion NaBH4 (3 g, 79,3 mmol). La mezcla de reaccion se
agité a 64 °C durante 16 h. La mezcla de reaccion se enfrié hasta 0 °C y se inactivé con HCI 5N. Una masa soélida
precipité de la solucion que se separd por filtracion. El filtrado se diluyé con EtOAc (125 ml) y se transfirid a un
embudo de separacién. Las fases se separaron. La fase organica se lavo con solucion salina (100 ml), se seco
(Na2S0.) y se concentro. El residuo se purific6 mediante cromatografia en columna usando hexanos-EtOAc como
fase movil para dar el compuesto 2 (1,8 g, 6,6 mmol, 79,3%).

Sintesis del compuesto 3: El compuesto 2 (1,7 g, 6,2 mmol) se disolvio en THF (32 ml) y se afiadié con agitacion a
temperatura ambiente HCI 10 N (30 ml). La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 4,5 h. La
mezcla de reaccion se diluyé con H>O (150 ml) y se extrajo con EtOAc (3 x125 ml). Las fases organicas combinadas
se lavaron con solucion saturada de NaHCOg3 (1x125ml) y salmuera (1x125ml), se secaron (NaxS0O.), se filtraron y se
concentraron. El residuo se purific6 mediante cromatografia en columna usando hexanos y EtOAc como fase mdvil
para dar el compuesto 3 (1,22 g, 5,7 mmol, 91,7%).

Sintesis del compuesto 5: Se evaporaron conjuntamente una mezcla del compuesto 4 (3,7 g, 7,58 mmol,
Tetrahedron Letters, 2003, 44, 2481-2483) y el compuesto 3 (2,05 g, 9,53 mmol) con tolueno (2 x 40 ml) y se
mantuvieron bajo vacio durante 30 min. La mezcla se disolvié en 1,2-dicloroetano (40 ml) y se agit6 a temperatura
ambiente durante 30 min en atmésfera de argoén, se afiadié Na(OAc)sBH (8,2 g, 15 mmol) y la mezcla de reaccién se
agité durante la noche a temperatura ambiente bajo argén. Se afadié agua (60 ml) seguido por CH2Cl> (80 ml). La
mezcla de reaccién se transfirié a un embudo de decantacion y se recogio la fase organica. La fase acuosa se lavo
con CH2Clz (2 x 60 ml). Las fases organicas combinadas se lavaron sucesivamente con una solucién fria saturada
de NaHCOs (80 ml) y salmuera (80 ml), se secaron (NaxSQ.), se filtraron y se concentraron. El residuo se purificd
mediante cromatografia en columna usando hexanos y EtOAc como fase movil para dar el compuesto 5 (4,5 g, 6,54
mmol, 86,3%).

Sintesis del compuesto 6: Se disolvi6 el compuesto 5 (4,5 g, 6,54 mmol) en CH2Clz (50 ml) en atmésfera de argén y
se enfrio en un bario de hielo. Se anadio reactivo de Dess-Martin (3,6 g, 8,49 mmol) y la mezcla de reaccién se agitd
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durante 3 h en atmésfera de argbén durante cuyo tiempo la mezcla de reaccién alcanzé la temperatura ambiente
lentamente. La mezcla de reaccion se diluyé con CHxClz (40 ml) y se lavé con una solucion saturada fria de
NaHCOs y salmuera fria. La fase organica se sec6 (Na>SOs), se filtrd y se concentrd. El residuo se purificé mediante
cromatografia en columna usando hexanos-EtOAc como fase movil para dar el compuesto 5 (3,6 g, 5,25 mmol,
80,28%).

Sintesis del compuesto 8: Se evaporé conjuntamente una mezcla del compuesto 6 (3,5 g, 5.11mmol) y el compuesto
7 (2,8 g, WO2013/096926) con MeOH (3 x 50 ml) y se secé bajo vacio. El residuo se disolvié en MeOH (50 ml) y se
agité en atmosfera de argdn durante 1 hora a temperatura ambiente. Se anadié Na(OAc)s;BH (3,6 g, 16,99 mmol) y la
mezcla de reaccion se agité en atmoésfera de argdn durante 17 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se
concentrd. El residuo sélido se suspendié en CHCIs (100 ml), se afiadio H.O (250 ml) con agitacién. La mezcla se
agité durante 10 min a temperatura ambiente, tiempo durante el cual precipité el producto solido. El producto sélido
se recogi6 por filtracion, se lavoé con agua y se sec6 bajo vacio para dar el compuesto 8 (4,4 g, 3,14 mmol, 82,2%
basado en el compuesto 6).

Sintesis del compuesto 9: A una solucién de compuesto 8 (4,2 g, 3 mmol) en MeOH (100 ml) se afnadi6 una solucién
acuosa de NaOH 1 N (50 ml) con agitaciéon a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion (pH 12,9) se agité
durante 2 h a temperatura ambiente. El pH de la mezcla de reaccion resultante se ajusté a 8,9 mediante la adicion
de AcOH (3 ml). El disolvente se evapor6 y a continuacion se liofiliz6. La masa sélida se disolvié en H2O (20 ml) y el
pH de la solucién se ajustd a 9,5 mediante la adicién de soluciéon de NaOH. La desalacién se llevé a cabo mediante
el uso de una columna C18 de preempaquetada Sep-Pak (2 x 10g) usando H2O (150 ml cada columna), MeOH al
50% en H>O (60 ml cada columna), MeOH al 70% en H2O (100 ml cada columna) y MeOH al 80% en HO (50 ml
cada columna). El compuesto deseado se eluydé en MeOH al 50-80% en HxO. Se combinaron y se concentraron
hasta "4 del volumen total. La solucion resultante se liofilizdé para dar el compuesto 8 (2,9 g, 2,6 mmol, 86,7%). m/z
calculado para CszHgs BrN;O14 [M + H]: 1116,2; encontrado: 1116,4.

Sintesis del compuesto 10 : A una soluciéon del compuesto 2 (0,225 g, 0,73 mmol) en CHxCl, se afadié Celite,
seguido de clorocromato de piridinio (0,28 g, 1,3 mmol) con agitacién a temperatura ambiente. La mezcla de
reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 2 h y se filtrd a través de un lecho de silice y celite. El filtrado se
evaporé a sequedad y se purificd por cromatografia en columna para dar el compuesto 10 (0,2 g).

Sintesis del compuesto 12: A una suspension de ciclam (5 g, 25 mmol,) en CH2Cl, anhidro (150 ml) se afadié una
solucion de dialildicarbonato (12 ml, d 0,991g/ml, 83,7 mmol) en CHxCl> (100 ml) gota a gota con agitacién. La
mezcla de reaccién se agitd a temperatura ambiente durante la noche, durante la cual la mezcla de reaccion se
volvio verde claro y dio una solucién clara. El disolvente se elimind y el residuo se purificé mediante cromatografia en
columna usando CHxCl, y MeOH como fase movil para dar el compuesto 12 (10,5 g, 23,2 mmol, 92,9%). CCF:
CHxCl>-MeOH (95:5).

Sintesis del compuesto 13: Una solucién del compuesto 10 (0,19 g, 0,7 mmol) y el compuesto 12 (0,45 g, 1 mmol) en
MeOH (1 ml y 0,5 ml de THF) se agit6 a temperatura ambiente durante 30 min. A esta soluciéon se afadio
Na(OAc)sBH (0,36 g, 1,6 mmol) y la mezcla de reaccién se agitd temperatura ambiente durante toda la noche. La
solucion se diluyé con EtOAc y se lavd con HO. La fase organica se secéd (NaxSQ.) se filtré y se concentrd a
sequedad. El residuo se purific6 mediante cromatografia en columna para dar el compuesto 13 (0,2 g).

Sintesis del compuesto 14: A una solucion del compuesto 13 (0,24 g, 0,34 mmol) en THF (7 ml) se anadié HCI
concentrado (5 ml) y la mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 10 h. La mezcla de reaccion se
diluyé con H2O (20 ml) y se extrajo con EtOAc (3 x 16ml). Las fases organicas combinadas se secaron (NaxSOs), se
filtraron y se concentraron. El residuo se purific6 mediante cromatografia en columna para dar el compuesto 14 (0,15

9)-

Sintesis del compuesto 15: Una mezcla del compuesto 7 (0,1 g, 0,14 mmol, WO2013/096926) y el compuesto 14
(0,15 g, 0,23 mmol) en MeOH (1,5 ml) se agit6 a temperatura ambiente durante 30 min, seguido de la adicion de
Na(OAc)sBH (0,096 g, 0,45 mmol). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante la noche. La
mezcla de reaccion se concentrd y el residuo se suspendié en MeOH. El sélido resultante se extrajo por filtracion y el
filtrado se concentré. El residuo se purificé mediante cromatografia en columna para dar el compuesto 15 (35 mg).

Sintesis del compuesto 16 : A una solucion del compuesto 15 (0,028 g, 0,02 mmol) en CH2Cl> (2 ml) se anadio
AcOH (0,005 ml, 0,09 mmoles) seguido de Pd(PPhs)s (0,003 g, 0,008mmol) y BusSNH (0,017 ml, 0,06 mmol) y la
mezcla de reaccién se agitd a temperatura ambiente durante 3 h. La mezcla de reaccion se diluyd con CH2Clz (10
ml) y se extrajo con H2O (8 ml). La capa acuosa se liofilizo, se disolvié en HO y se purific6 mediante columna C18
Sep-Pak. La fraccion correspondiente al producto se concentré y se disolvié en H2O. El pH de la solucion se ajusté a
9,5 con una solucién de NaOH vy se liofiliz6 para dar el compuesto 16 (6,5 mg) en forma una sal de Na. m/z calculado
para CszHgsBrN7O14 [M + H]: 1116,2; encontrado: 1116,6

EJEMPLO 2
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ENSAYO DE CXCR4 PARA EVALUAR LA INHIBICION DE LA QUIMIOTAXIS INDUCIDA POR SDF-1

Se utilizé un ensayo de quimiotaxis para medir la capacidad de un antagonista de CXCR4 glucomimético para inhibir
la migracién de las células CCRF-CEM, que expresan CXCR4 en sus superficies celulares, a través de una
membrana hacia el ligando de CXCR4 CXCL12 (SDF-1a). Las células CCRF-CEM son linfoblastos T humanos que
expresan CXCR4 en la superficie celular. Las células se marcaron con 3 uM de calceina AM durante 15 minutos a
37 °C para permitir la deteccién por fluorescencia. Posteriormente, las células se sedimentaron a 250 xg durante 10
minutos y se resuspendieron hasta una concentracion final de aproximadamente 5 x 10° células por ml en medio
RPMI 1640 suplementado con FBS al 2%. Tipicamente, se mezclaron 200 ul de células con 22 ul de una
concentracién 10x del compuesto a ensayar y se coloco a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se evaluaron
las células tratadas por duplicado, por lo que 100 ul de las células se colocaron en la camara superior de cada uno
de dos insertos transwell (nimero Costar 3421; poros de 5,0 um; insertos de 6,5 mm de didametro). Los transwells se
colocaron en los pocillos de una placa de 24 pocillos conteniendo cada pocillo 600 ul de RPMI 1640 mas FBS al 2%
y 50 ng/ml de CXCL12. Los pocillos de control negativo no contenian CXCL12 en la camara inferior. Las células se
dejaron migrar a través de la membrana desde la camara superior a la camara inferior durante 3 horas a 37 °C en
5% de COs.. Los insertos transwell se extrajeron de la placa de 24 pocillos y se midié la fluorescencia en las camaras
inferiores usando un Molecular Devices FlexStation 3 con una longitud de onda de excitacion de 485 nm y una
longitud de onda de emisién de 538 nm. Véase la Figura 4.

EJEMPLO 3
ENSAYO DE ACTIVIDAD-UNION DE E-SELECTINA

El ensayo de inhibicidon para cribar y caracterizar los antagonistas de E-selectina es un ensayo de uniéon competitiva,
a partir del cual se pueden determinar los valores de ICso. La quimera E-selectina/lg se inmovilizd en placas de
microtitulaciéon de 96 pocillos mediante incubacion a 37 °C durante 2 horas. Para reducir la unién no especifica, se
anadi6é albumina de suero bovino a cada pocillo y se incubd a temperatura ambiente durante 2 horas. La placa se
lavo y se afiadieron diluciones en serie de los compuestos de ensayo a los pocillos en presencia de conjugados de
poliacrilamida sLE® biotinilada con estreptavidina/peroxidasa de rdbano picante y se incub6 durante 2 horas a
temperatura ambiente.

Para determinar la cantidad de sLe® unido a E-selectina inmovilizada después del lavado, se afiadié sustrato de
peroxidasa, 3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB). Después de 3' minutos, la reacciéon enzimatica se detuvo por la
adicion de HsPO4 y se determiné la absorbancia de luz a una longitud de onda de 450 nm. Se determiné la
concentracién del compuesto de ensayo requerida para inhibir la unién en un 50% y se expresa como el valor de
ICs0 para cada antagonista de E-selectina, tal como se muestra en la siguiente tabla. Los valores de I1Cso para los
compuestos de ejemplo descritos en este documento se proporcionan en la siguiente tabla. Véase la Figura 5.

Actividad del antagonista de E-selectina de compuestos heterobifuncionales

Compuesto IC50 (uM) riC50

Compuesto 9 1,49 0,60

Compuesto 16 1,08 0,23
EJEMPLO 4

ENSAYO DE CXCR4 — INHIBICION DE AMP CICLICO

El ensayo de CXCR4-AMPc mide la capacidad de un antagonista de CXCR4 glucomimético de inhibir la unién de
CXCL12 (SDF-1a) a células CHO que han sido manipuladas genéticamente para expresar CXCR4 en la superficie
celular. Se pueden adquirir kits de ensayo de DiscoveRx (95-0081E2CP2M; cAMP Hunter eXpress CXCR4 CHO-
K1). Se siguié el protocolo de respuesta del antagonista del receptor acoplado a Gi descrito en el manual de
instrucciones del kit. Los GPCR, tales como CXCR4, se acoplan tipicamente a una de las 3 proteinas G: Gs, Gi o
Gq. En las células CHO suministradas con el kit, CXCR4 esta acoplada a Gi. Después de la activacion de CXCR4
por la unién al ligando (CXCL12), Gi se disocia del complejo de CXCR4, se activa y se une a la adenilil ciclasa,
inactivandolo por lo tanto, lo que da lugar a niveles disminuidos de AMPc intracelular. EI AMPc intracelular es
generalmente bajo, por lo que la disminucién de los bajos niveles de AMPc por un receptor acoplado a Gi sera dificil
de detectar. Se afiade forskolina a las células CHO para activar directamente la adenilil ciclasa (sin pasar por todos
los GPCRs), elevando asi el nivel de AMPc en la célula, de modo que se puede observar facilmente una respuesta
Gi. La interaccion de CXCL12 con CXCR4 disminuye el nivel intracelular de AMPc y la inhibicién de la interaccion de
CXCL12 con CXCR4 por un antagonista de CXCR4 aumenta el nivel de AMPc intracelular, que se mide mediante
luminiscencia. Véase la Figura 6.

EJEMPLO 5
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INHIBICION DE LA MIGRACION LINFATICA y VASCULAR ENDOTELIAL HACIA FIBROBLASTOS ASOCIADOS A
TUMORES

Se sembraron 8,0 x 10° 13,34 fibroblastos, células tumorales $2.013 y células tumorales Colo357 en un T-25. Se
incubaron durante la noche. Se cambié el medio a EBM-2 y se dej6 que las células se acondicionaran al medio
durante 24 horas. Se recogieron los medios y se filtraron para eliminar los residuos. Se afiadieron 750 ul de medio
acondicionado a los pocillos inferiores de una placa de migracién con camara de Boyden (3 réplicas/tipo de
célula/tratamiento). Especificaciones del sembrado: 24 pocillos; poros de 8,0 um. Se anadieron 3,0 x 10* hLEC o
HUVEC a los pocillos superiores de la camara de Boyden diluidas en EBM-2 (500 ul/inserto) libre de suero. Se
anadieron 100 ug/ml de compuesto 9 a los pocillos superiores. Se dejé que HLEC o HUVEC migraran durante la
noche. Después de la migracion, se lavaron los insertos y se extrajeron las células no migradas en la parte superior
de la membrana con un Q-tip. Se fijaron y tifieron las células migradas con un kit Diff-Quik. Se extrjaeron las
membranas de los insertos y se montaron en un portaobjetos. Se dibujaron los cuadrantes sobre las membranas y
se tomaron imagenes de cada cuadrante. Se cuantificé el nimero de células endoteliales migratorias. Véase la
Figura 7.

EJEMPLO 6
INHIBICION DE LA UNION DE CELULAS PDAC A MONOCAPAS LINFATICAS

Se sembraron 4,5 x 10* hLEC en los pocillos de portaobjetos de camaras de 8 pocillos. Se incubaron las células
hasta conseguir una monocapa confluente de células endoteliales. Se pretrataron las células endoteliales durante 2
horas con los tratamientos designados: medios de control, 100 ug/ml de un antagonista especifico de E-selectina, 10
ug/ml sel compuesto 9 o 100 ug/ml del compuesto 9. Se tifieron S2.013 o Colo357 con colorante CFDA-SE Cell
Tracker. Tras el pretratamiento de las células endoteliales, se afadieron 3,0 x 10* de células S2.013 o Colo357
diluidas en EBM-2 libre de suero a los pocillos junto con los tratamientos designados (400 ul/pocillo; 3 réplicas
pocillos/tratamiento). Se incubaron las células tumorales en la monocapa endotelial durante 1 hora. Después de la
incubacién de union, se lavd cada pocillo 3 veces con PBS + FBS al 0,5% para eliminar las células no
adherentes. Se fijaron con PFA al 4% y portaobjetos con cubreobjetos. Se tomaron imagenes de 5 lugares/pocillo a
un aumento de 10X. Se cuantificé el numero de células adherentes en cada imagen. Véase la Figura 8.

EJEMPLO 7

MODELO DE CANCER DE PROSTATA

Se inyectaron células PC3Luc transfectadas con luciferasa a 2 x 105 células/10 pl de medio libre de suero en la tibia
proximal de ratones nu/un macho CD1 de 4 semanas de vida. El desarrollo de metéstasis se controlé mediante el
uso de un sistema de rayos x en gabinetes Faxitron y la carga tumoral se evalu6 mediante andlisis de
bioluminiscencia (ver abajo). El desarrollo de metéstasis se controlé6 mediante radiografia usando un sistema de
rayos X en gabinetes Faxitron (Faxitron x-ray corp., Wheeling, IL, EE.UU.). Los analisis radiograficos se realizaron
en los dias 28, 35, 42 y 50 después de la inyeccion de células. No se realizé ningun analisis Faxitron después de los
50 dias, ya que después de este tiempo el riesgo estimado de mortalidad relacionada con la anestesia de los
ratones se incrementd significativamente. Sin embargo, con el fin de determinar tanto la incidencia acumulativa de
las metastasis 6seas como la supervivencia libre de enfermedad (DSF), también se repitieron los rayos X a la muerte
de cada animal o en el animal que sobrevivi6 al final del seguimiento, que hemos definido que fue de 170 dias,
cuando se sacrificaron los animales. La carga de lesiones osteoliticas se evalu6 mediante examen digital de la
radiografia (Imaged, un software de dominio publico por Wayne Rasband, NIH, EE.UU.). Los animales se
sacrificaron por inhalacién de didéxido de carbono 170 dias después de las inyecciones en el corazén, o antes si
habia signos tempranos de angustia grave. Todos los animales se sometieron a un examen post mortem preciso y
se procesaron muestras de diversos 6rganos para analisis histoldgicos de rutina.

Para obtener imagenes de luminiscencia, los ratones recibieron 150 mg de luciferasa de luciérnaga (Synchem Ug y
Co.KG, Felsberg-Altenburg, Alemania) por kg de peso corporal administrados por via intraperitoneal. Después de la
anestesia con una mezcla de ketamina/xilazina, los ratones se colocaron en una estacién de formacién de imagenes
Hamamatsu (foténica Hamamatsu, distribuidor italiano, Roma ltalia). La bioluminiscencia generada por la reaccion
luciferina/luciferasa se utiliza para la cuantificacién usando un software dedicado de Living Image en una escala
visual de rojo (alta intensidad/nimero de células) a azul (baja intensidad/nimero de célula). Una imagen digital de
animal en escala de grises fue adquirida seguido de adquisicion y superposicién de una imagen de pseudo-color que
representa la distribucién espacial de recuentos de fotones detectados que surgen de la luciferasa activa dentro del
animal. La intensidad de sefal se cuantific6 como la suma de todos los fotones detectados dentro de la region de
interés durante un tiempo de integraciéon luminiscente de 1 minuto. La incidencia de tumores se puntud en una
escala dicotomica como positiva o negativa si los animales tenian al menos una lesion detectada en cualquiera de
las regiones de himeros o tibia/fémur. Véase la Figura 9.
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REIVINDICACIONES

1. Al menos un compuesto seleccionado entre

Br
N HN
m \/’“\N
OH OH NH HN

o ©H

y sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

2. Composicién que comprende al menos un compuesto de la reivindicacion 1 y al menos un ingrediente
farmacéuticamente aceptable adicional.

3. Al menos un compuesto, segun la reivindicacién 1, para usar en un procedimiento de

(a) tratar y/o prevenir un cancer en el que las células cancerosas pueden abandonar el sitio primario;

(b) tratar y/o prevenir un cancer en el que se desea desplazar las células cancerosas desde un sitio al torrente
sanguineo y retener las células cancerosas en el torrente sanguineo;

(c) liberar células en la sangre circulante y aumentar la retencion de las células en la sangre;

(d) tratar y/o prevenir la metastasis del tumor; o

(e) tratar y/o prevenir una enfermedad inflamatoria en la que se produce la adhesién o migracion de células en la
enfermedad.
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