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DESCRIPCION

(R)- y (S)-1-(3-(3-N,N-dimetilaminocarbonil)fenoxil-4-nitrofenil)-1-etil-N,N’-bis (etilen)fosforamidato, composiciones y
métodos para sus usos y preparacion

Campo de la invencion

La presente invencion proporciona formas  Opticamente activas del compuesto  1-(3-(3-N,N-
dimetilaminocarbonil)fenoxil-4-nitrofenil)-1-etil-N,N'-bis(etilen)fosforamidato adecuadas como agentes terapéuticos,
composiciones farmacéuticas de tales compuestos y sus usos para el tratamiento del cancer, asi como un proceso
para su resolucion o enriquecimiento en uno de sus enantiémeros, de la mezcla racémica del compuesto (R,S)-1-(3-
(3-N,N-dimetilaminocarbonil)fenoxil-4-nitrofenil)-1-etil-N,N'-bis(etilen)fosforamidato, o estereoselectivo sintetiza el (R)
y (S)-1(3-(3-N,N-dimetilaminocarbonil)fenoxil-4-nitrofenil)-1-etil-N,N'-bis(etilen )fosforamidato 6pticamente puro.

Antecedentes de la invencion

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad humanas. El tratamiento del cancer representa
un reto ya que es dificil destruir las células cancerosas sin dafiar o destruir las células normales. El dafio o la
destruccion de células normales durante el tratamiento del cancer es una causa de efectos secundarios adversos en
los pacientes y puede limitar la cantidad de farmaco contra el cancer administrada a un paciente con cancer.

El miembro C3 de la familia 1 de las aldoceto reductasas (AKR1C3) es una enzima que, en seres humanos, esta
codificada por el gen AKR1C3. Este gen codifica un miembro de la superfamilia de las aldoceto reductasas, que
consta de mas de 40 enzimas y proteinas conocidas. Estas enzimas catalizan la conversion de aldehidos y cetonas
en sus correspondientes alcoholes utilizando NADH y/o NADPH como cofactores.

Muchas células cancerosas sobreexpresan AKR1C3 reductasa en relacion con las células normales (véase, por
ejemplo, Cancer Res. 2010; 70:1573-1584; Cancer Res. 2010; 66: 2815-2825). Se ha demostrado que PR 104 es un
sustrato débil para AKR1C3 y se analizé en ensayos clinicos.
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Este compuesto no es un profarmaco selectivo activado por AKR1C3, ya que también puede activarse en
condiciones hipdxicas. PR 104 fue ineficaz en ensayos clinicos. En el documento US 2014/0170240 A1 se desvelan
profarmacos alquilantes de fosforamidato.

Por consiguiente, sigue existiendo la necesidad de compuestos adecuados para el tratamiento de pacientes con
cancer, incluidos los profarmacos selectivos activados por la AKR1C3 reductasa para el tratamiento de pacientes
con cancer. La presente invencion satisface esta necesidad.

Sumario de la invenciéon

En un aspecto, se proporcionan en el presente documento compuestos de formulas la y Ib:
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0 una variante isotopica, solvato o hidrato del mismo.

Los compuestos proporcionados en el presente documento incluyen enantiomeros individuales, asi como mezclas
de enantiémeros enriquecidos.

En otro aspecto, se proporciona en el presente documento una composiciéon farmacéutica que comprende un
compuesto proporcionado en el presente documento y al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable. En otro
aspecto, se proporciona en el presente documento una dosis unitaria de la composicion farmacéutica proporcionada
en el presente documento.

En otro aspecto, en el presente documento se proporciona un compuesto para su uso en un método para el
tratamiento del cancer en un paciente, que comprende administrar al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz
de un compuesto o de una composicion farmacéuticamente aceptable como se proporciona en el presente
documento. En una realizacién, el cancer es uno en el que los niveles de la AKR1C3 reductasa son altos o mas altos
de lo normal en dicho cancer. En una realizacion, el cancer es cancer de higado y mas especificamente, carcinoma
hepatocelular (CHC). En una realizacion, el cancer es cancer de pulmén o melanoma no microcitico. En una
realizacion, el cancer es cancer de prostata. En una realizacion, el cancer es cancer de mama. En una realizacion, el
cancer es una leucemia. En una realizacion, el cancer es cancer de eséfago. En una realizacion, el cancer es renal,
gastrico, de colon, de cerebro, de vejiga, de cuello uterino, de ovario, de cabeza y cuello, de endometrio,
pancreatico, un sarcoma o cancer rectal. En un aspecto adicional, el compuesto para su uso en un método que
comprende determinar el nivel de la AKR1C3 reductasa del cancer mediante métodos que utilizan un anticuerpo
contra AKR1C3, y administrar a dicho paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto o de una
composicion farmacéuticamente aceptable proporcionada en el presente documento, si dicho nivel es igual a, o
mayor que, un valor predeterminado. En un aspecto, antes de la administracién, el compuesto para su uso en un
método comprende, determinar un nivel de AKR1C3 reductasa intratumoral en una muestra aislada del paciente y
seleccionar al paciente para la terapia si el nivel es igual a, o mayor que, un nivel predeterminado. En algunas
realizaciones, si el nivel no supera dicho valor predeterminado, o es inferior al mismo, se administra una cantidad
terapéuticamente eficaz de un tratamiento contra el cancer que no sea un tratamiento que comprenda la
administraciéon de un compuesto o composicién farmacéuticamente aceptable proporcionada en el presente
documento. Los métodos para determinar la cantidad terapéuticamente eficaz, el modo apropiado de administraciéon
de los compuestos y composiciones proporcionados en el presente documento seran obvios para el experto en la
materia al leer esta divulgacion y basandose en otros métodos conocidos por ellos. Los niveles de AKR1C3 se
miden siguiendo métodos habituales bien conocidos por el experto en la materia.

Breve descripcion de los dibujos
La FIG. 1 representa un cromatograma LC para la resoluciéon de los dos enantiomeros de 1-(3-(3-N,N-
dimetilaminocarbonil)fenoxil-4-nitrofenil)-1-etil-N,N'-bis(etilen)fosforamidato por cromatografia quiral liquida de

alta presion en un CHIRALPAK OZ-H 6x250 mm, columna quiral 5 um (Daicel) eluyendo con 65/35 COz/metanol.

La FIG. 2 ilustra la activacion de TH 2870 por la aldoceto reductasa, AKR1C3 en comparacion con la
progesterona.

La FIG. 3 ilustra la expresion de la AKR1C3 en lineas celulares de cancer de higado.
La FIG. 4 ilustra la expresion de la AKR1C3 en lineas celulares de cancer de préstata.
La FIG. 5 ilustra el peso corporal promedio en cada grupo.

La FIG. 6 ilustra imagenes de fluorescencia tipicas de la carga tumoral en cada grupo.
La FIG. 7 ilustra las curvas de crecimiento tumoral en cada grupo.

La FIG. 8 ilustra imagenes de fluorescencia de la carga tumoral en cada grupo.

La FIG. 9 ilustra el peso promedio del tumor en diferentes grupos.
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La FIG. 10 ilustra cambios de peso corporal en diferentes grupos.
La FIG. 11 ilustra la curva de crecimiento de la carga tumoral en sangre periférica.

La FIG. 12 ilustra el porcentaje positivo de anticuerpos humanos CD45 en sangre, bazo y médula ésea en el
punto de terminacioén en diferentes grupos.

Descripcion detallada
Definiciones

Las siguientes definiciones se proporcionan para ayudar al lector. A menos que se definan de otra manera, todos los
términos de la técnica, anotaciones y otros términos o terminologia cientifica o médica utilizados en este documento
tienen el significado cominmente entendido por los expertos en las materias quimicas y médicas. En algunos casos,
los términos con significados comunmente entendidos se definen en el presente documento para mayor claridad y/o
para una referencia inmediata, y la inclusion de tales definiciones en el presente documento no debe interpretarse
como una diferencia sustancial sobre la definicién del término como se entiende generalmente en la técnica.

Todas las designaciones numéricas, por ejemplo, pH, temperatura, tiempo, concentraciéon y peso, incluyendo
intervalos de cada uno de los mismos, son aproximaciones que normalmente pueden variarse (+) o (-) mediante
incrementos de 0,1, 1,0 o 10,0, segun sea apropiado. Todas las designaciones numéricas pueden entenderse
precedidas por el término "aproximadamente". Los reactivos descritos en el presente documento son a modo de
ejemplo y sus equivalentes pueden conocerse en la técnica.

"Un", "uno/a" y "el/la" incluyen referencias en plural a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por lo
tanto, por ejemplo, la referencia a un compuesto se refiere a uno o mas compuestos o al menos a un compuesto.
Como tal, los términos "un" (o0 "uno/a"), "uno o mas" y "al menos uno" se usan indistintamente en el presente
documento.

El término "aproximadamente” o "de manera aproximada" significa un error aceptable para el valor particular como el
determinado por un experto en la materia, que depende en parte de como se mida o determine el valor. En ciertas
realizaciones, el término "aproximadamente" o "de manera aproximada" significa dentro de 1, 2, 3 o 4 desviaciones
convencionales. En ciertas realizaciones, el término "aproximadamente" o "de manera aproximada" significa dentro
del 50 %, 20 %, 15 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5%, 4 %, 3 %, 2 %, 1 %, 0,5 % o 0,05 % de un valor o intervalo
dado.

Como se usa en el presente documento, la expresion "que comprende” pretende significar que las composiciones y
métodos incluyen los elementos citados, pero no excluyen otros. "Consistente esencialmente en" cuando se usa
para definir composiciones y métodos, significara excluir otros elementos de cualquier importancia esencial para la
composicion o método. "Consistente en" significara excluir mas que elementos traza de otros ingredientes para las
composiciones reivindicadas y las etapas sustanciales del método. Las realizaciones definidas por cada uno de
estos términos de transicion estan dentro del alcance de esta invencién. Por consiguiente, se pretende que los
métodos y las composiciones puedan incluir etapas y componentes adicionales (que comprenden) o,
alternativamente, que incluyan etapas y composiciones sin importancia (consistente esencialmente en) o,
alternativamente, que pretendan solo las etapas o composiciones del método establecidos (consistente en).

"Grupo saliente" se refiere a un resto que puede desplazarse en condiciones de desplazamiento nucledfilo bien
conocidas por el experto en la materia. Los grupos salientes incluyen, sin limitacion, halo y -OSO2-R%°, donde R es
arilo, cicloalquilo, heterociclilo, heteroarilo o alquilo opcionalmente sustituido.

El término "administrar" o la expresién "administracion de" un farmaco a un paciente (y sus equivalentes
gramaticales) se refieren a una administracion directa, que puede ser una administracion a un paciente por un
profesional médico o puede ser una autoadministracion y/o administracion indirecta, que puede ser el acto de
prescribir un farmaco. Por ejemplo, un médico que ensefia a un paciente a autoadministrarse un farmaco y/o que
proporciona al paciente una receta de un farmaco, esta administrando el farmaco al paciente.

"Cancer" se refiere a leucemias, linfomas, carcinomas y otros tumores neoplasicos, incluyendo tumores sdlidos, de
crecimiento posiblemente ilimitado que pueden expandirse localmente por invasion y sistémicamente por metastasis.
Los ejemplos de canceres incluyen, aunque sin limitacién, cancer de la glandula suprarrenal, hueso, cerebro, mama,
bronquios, colon y/o recto, vesicula biliar, cabeza y cuello, rifiones, laringe, higado, pulmodn, tejido nervioso,
pancreas, prostata, paratiroides, piel, estbmago y tiroides. Otros ejemplos determinados de canceres incluyen,
tumores linfociticos y granulociticos agudos y crénicos, adenocarcinoma, adenoma, carcinoma de células basales,
displasia cervicouterina y carcinoma in situ, sarcoma de Ewing, carcinomas epidermoides, tumor de células gigantes,
glioblastoma multiforme, tumor de células pilosas, ganglioneuroma intestinal, tumor hiperplasico de nervio corneal,
carcinoma de células de los islotes, sarcoma de Kaposi, leiomioma, leucemias, linfomas, carcinoide neoplasico,
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melanomas neoplasicos, hipercalcemia neoplasica, tumor de habito marfanoide, carcinoma medular, carcinoma de
piel metastasico, neuroma mucoso, mieloma, micosis fungoide, neuroblastoma, osteosarcoma, sarcoma osteogénico
y otros sarcomas, tumor de ovario, feocromocitoma, policitemia vera, tumor cerebral primario, tumor de pulmén
microcitico, carcinoma de células escamosas de tipo ulcerante y papilar, hiperplasia, seminoma, sarcoma de tejidos
blandos, retinoblastoma, rabdomiosarcoma, tumor de células renales, lesidon cutanea tépica, sarcoma de células
reticulares y tumor de Wilm.

El término "contacto” o la expresion "poner en contacto”, se refieren a la unién de un agente terapéutico y una célula
o tejido de manera que se produce un efecto fisiolégico y/o quimico como resultado de dicho contacto. El contacto
puede tener lugar in vitro, ex vivo o in vivo. En una realizacion, un agente terapéutico se pone en contacto con una
célula en cultivo celular (in vitro) para determinar el efecto del agente terapéutico en la célula. En otra realizacion, la
puesta en contacto de un agente terapéutico con una célula o tejido incluye la administracion de un agente
terapéutico a un sujeto que tiene la célula o tejido con el que se va a establecer el contacto.

Las expresiones "6pticamente activo" y "enantioméricamente activo" se refieren a un conjunto de moléculas, que
tiene un exceso enantiomérico de no menos de aproximadamente 10 %, no menos de aproximadamente 20 %, no
menos de aproximadamente 30 %, no menos de aproximadamente 40 %, no menos de aproximadamente 50 %, no
menos de aproximadamente 60 %, no menos de aproximadamente 70 %, no menos de aproximadamente 80 %, no
menos de aproximadamente 90 %, no menos de aproximadamente 91 %, no menos de aproximadamente 92 %, no
menos de aproximadamente 93 %, no menos de aproximadamente 94 %, no menos de aproximadamente 95 %, no
menos de aproximadamente 96 %, no menos de aproximadamente 97 %, no menos de aproximadamente 98 %, no
menos de aproximadamente 99 %, no menos de aproximadamente 99,5 %, no menos de aproximadamente 99,8 %,
o0 no menos de aproximadamente 99,9 %. En determinadas realizaciones, el exceso enantiomérico para un
compuesto Opticamente o enantioméricamente activo es de no menos de aproximadamente 90 %, no menos de
aproximadamente 95 %, no menos de aproximadamente 98 %, o no menos de aproximadamente 99 %.

En la descripcion de un compuesto opticamente activo, los prefijos R y S se usan para indicar la configuracion
absoluta de la molécula en torno a su centro o centros quirales. Los (+) y (-) se usan para denotar la rotacion 6ptica
del compuesto, es decir, la direccién en la que el compuesto épticamente activo gira un plano de luz polarizada. El
prefijo (-) indica que el compuesto es levogiro, es decir, el compuesto gira el plano de luz polarizada hacia la
izquierda o en sentido antihorario. El prefijo (+) indica que el compuesto es dextrogiro, es decir, el cuesto gira el
plano de la luz polarizada hacia la derecha o en sentido horario. Sin embargo, el signo de rotacion 6ptica, (+) y (-),
no esta relacionado con la configuracion absoluta de la molécula, Ry S.

Las expresiones "Opticamente puro" y "enantioméricamente puro" se refieren a una coleccién de moléculas, las
cuales tienen un exceso enantiomérico (ee) de no menos que aproximadamente el 80 %, no menos que
aproximadamente el 90 %, no menos que aproximadamente el 91 %, no menos que aproximadamente el 92 %, no
menos que aproximadamente el 93 %, no menos que aproximadamente el 94 %, no menos que aproximadamente el
95 %, no menos que aproximadamente el 96 %, no menos que aproximadamente el 97 %, no menos que
aproximadamente el 98 %, no menos que aproximadamente el 99 %, no menos que aproximadamente el 99,5 %, no
menos que aproximadamente el 99,8 % o no menos que aproximadamente el 99,9 %. En ciertas realizaciones, el
exceso enantiomérico para un compuesto éptica o enantioméricamente puro no es menos que aproximadamente el
90 %, no menos que aproximadamente el 95 %, no menos que aproximadamente el 98 % o no menos que
aproximadamente el 99 %. Un exceso enantiomérico de un compuesto se puede determinar por cualquier método
convencional usado por un experto en la materia, que incluye, pero sin limitarse a, cromatografia quirdptica
(cromatografia de gases, cromatografia liquida de alto rendimiento y cromatografia de capa fina) usando una fase
estacionaria opticamente activa, dilucion isotdpica, electroforesis, calorimetria, polarimetria, métodos de resoluciéon
de RMN con derivatizacion quiral y métodos de RMN con un agente de solvatacién quiral o reactivo de cambio
quiral.

Las expresiones "sustancialmente puro" y "sustancialmente homogéneo" significan suficientemente homogéneo para
parecer libre de impurezas facilmente detectables segun lo determinado por los métodos analiticos convencionales
usados por un experto en la materia, que incluye, pero sin limitarse a, cromatografia de capa fina (TLC),
electroforesis en gel, cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), cromatografia de gases (GC), resonancia
magnética nuclear (RMN) y espectrometria de masas (EM); o suficientemente puro para que una purificacion
adicional no altere de manera detectable las propiedades fisicas, quimicas, bioldgicas, farmacoldgicas y/o, tales
como las actividades enzimaticas y biolégicas, de la sustancia. En ciertas realizaciones, "sustancialmente puros" o
"sustancialmente homogéneo" se refiere a una coleccion de moléculas, en donde al menos aproximadamente el
50 %, al menos aproximadamente el 70 %, al menos aproximadamente el 80 %, al menos aproximadamente el
90 %, al menos aproximadamente el 95 %, al menos aproximadamente el 98 %, al menos aproximadamente el 99 %
o al menos aproximadamente el 99,5 % por peso de las moléculas son un estereocisémero individual de un
compuesto, segun se determina mediante métodos analiticos convencionales.

La expresion "variante isotépica" se refiere a un compuesto que contiene una proporcién no natural de un isétopo en
uno o mas de los atomos que constituyen dichos compuestos. En ciertas realizaciones, una "variante isotopica" de
un compuesto contiene proporciones no naturales de uno o mas isétopos, que incluye, pero sin limitarse a,
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hidrogeno (1H), deuterio (?H), tritio (3H), carbono-11 (''C) carbono-12 ('?C), carbono-13 ('3C), carbono-14 ('“C),
nitrogeno-13 (3N), nitrégeno-14 ('“N), nitrogeno-15 (°N), oxigeno-14 ('*0), oxigeno-15 ('°0), oxigeno-16 ('60),
oxigeno-17 (70), oxigeno-18 ('20), fluor-17 ('7F), fltior-18 ('F), fosforo-31 (3'P),fosforo-32 (32P), fosforo-33 (33P),
azufre-32 (32S), azufre-33 (33S), azufre-34 (34S), azufre-35 (*S), azufre-36 (*¢S), cloro-35 (**Cl), cloro-36 (*¢Cl), cloro-
37 (*'Cl), bromo-79 ("°Br), bromo-81 (3'Br), yodo-123 ('3), yodo-125 ('2%l), yodo-127 ('?71), yodo-129 ('?°l) y yodo-
131 (3"). En ciertas realizaciones, una "variante isotdpica" de un compuesto esta en una forma estable, es decir, no
radioactiva. En ciertas realizaciones, una "variante isotopica" de un compuesto contiene proporciones no naturales
de uno o mas isétopos, que incluye, pero sin limitarse a, hidrégeno ('H), deuterio (?H), carbono-12 (*2C), nitrogeno-
13 (13C), nitrégeno-14 (*N), nitrogeno-15 ('°N), oxigeno-16 ('0), oxigeno-17 ('70), oxigeno-18 ('20), flior-17 (F),
fosforo-31 (3'P), azufre-32 (32S), azufre-33 (*3S), azufre-34 (3*S), azufre-36 (36S), cloro-35 (3°Cl), cloro-37 (*’Cl),
bromo-79 ("°Br), bromo-81 (8'Br) y yodo-127 ('?’l). En ciertas realizaciones, una "variante isotopica" de un
compuesto esta en una forma inestable, es decir, radioactivo. En ciertas realizaciones, una "variante isotépica" de un
compuesto contiene proporciones no naturales de uno o mas isétopos, que incluye, pero sin limitarse a, tritio (3H),
carbono-11 (''C), carbono-14 ('“C), nitrégeno-13 (3N), oxigeno-14 ('“O), oxigeno-15 (°0), fltior-18 ('8F), fosforo-32
(32P), fosforo-33 (33P), azufre-35 (*°S), cloro-36 (%¢Cl), yodo-123 ('331), yodo-125 ('?31), yodo-129 ('*°I) y yodo-131
("3"). Se entendera que, en un compuesto como el proporcionado en el presente documento, cualquier hidrogeno
puede ser 2H, por ejemplo, o cualquier carbono puede ser '3C, como ejemplo, o cualquier nitrégeno puede ser °N,
como ejemplo y cualquier oxigeno puede ser '®0, cuando sea factible de acuerdo con el juicio de un experto. En
ciertas realizaciones, una "variante isotépica" de un compuesto contiene proporciones no naturales de deuterio.

La frase "una variante isotépica del mismo; o una sal, solvato, hidrato o profarmaco farmacéuticamente aceptable del
mismo" tiene el mismo significado que la frase "una variante isotdpica del compuesto al que se hace referencia en el
mismo; o una sal, solvato o profarmaco farmacéuticamente aceptable del compuesto al que se hace referencia en él
0 una variante isotdpica el compuesto al que se hace referencia en el mismo".

"Paciente" y "sujeto” se usan indistintamente para referirse a un mamifero que necesita tratamiento para el cancer.
Generalmente, el paciente es un ser humano. Generalmente, el paciente es un ser humano diagnosticado con
cancer. En ciertas realizaciones, un "paciente" o "sujeto" puede referirse a un mamifero no humano utilizado en la
deteccion, caracterizacion y evaluacion de farmacos y terapias, tales como un primate no humano, un perro, gato,
conejo, cerdo, ratén o una rata.

La expresion "vehiculo farmacéuticamente aceptable", "excipiente farmacéuticamente aceptable”, "vehiculo
fisioldgicamente aceptable”, o "excipiente fisioldgicamente aceptable” se refiere a un material, composicion o
vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal como una carga liquida o solida, diluyente, disolvente o material de
encapsulacion. En una realizacion, cada componente es "farmacéuticamente aceptable" en el sentido de ser
compatible con los otros ingredientes de una formulacion farmacéutica, y adecuado para su uso en contacto con el
tejido u 6rgano de humanos y animales sin toxicidad excesiva, irritacion, respuesta alérgica, inmunogenicidad u otros
problemas o complicaciones, acordes con una relacion beneficio/riesgo razonable. Véase, Remington: The Science
and Practice of Pharmacy, 212 ed.; Lippincott Williams & Wilkins: Filadelfia, Pa., 2005; Handbook of Pharmaceutical
Excipients, 62 ed.; Rowe et al., Eds.; The Pharmaceutical Press and the American Pharmaceutical Association: 2009;
Handbook of Pharmaceutical Additives, 32 ed.; Ash and Ash Eds.; Gower Publishing Company: 2007; y
Pharmaceutical Preformulation and Formulation, 22 ed.; Gibson Ed.; CRC Press LLC: Boca Ratoén, Fla., 2009.

"Profarmaco" se refiere a un compuesto que, después de la administracion, se metaboliza o se convierte de otro
modo en un compuesto (o farmaco) biolégicamente activo o mas activo con respecto a al menos una propiedad. Un
profarmaco, en comparacion con el farmaco, se modifica quimicamente de una manera que lo hace, en comparacién
con el farmaco, menos activo o inactivo, pero la modificacion quimica es tal que el farmaco correspondiente se
genera mediante procesos metabdlicos u otros procesos bioldgicos después de administrar el profarmaco. Un
profarmaco puede tener, en comparacion con el farmaco activo, caracteristicas de estabilidad metabdlica o de
transporte alteradas, menos efectos secundarios o menor toxicidad, o mejor sabor (por ejemplo, véase la referencia
Nogrady, 1985, Medicinal Chemistry A Biochemical Approach, Oxford University Press, Nueva York, paginas 388-
392). Un profarmaco puede sintetizarse usando reaccionantes distintos del farmaco correspondiente.

"Tumor solido" se refiere a tumores sdlidos que incluyen, aunque sin limitacién, tumores metastasicos en hueso,
cerebro, higado, pulmones, ganglio linfatico, pancreas, prostata, piel y tejidos blandos (sarcoma).

El término "solvato" se refiere a un complejo o agregado formado por una o mas moléculas de un soluto, por
ejemplo, un compuesto proporcionado en el presente documento, y una o mas moléculas de un disolvente, que esta
presente en cantidad estequiométrica o no estequiométrica. Los disolventes adecuados incluyen, aunque sin
limitacién, agua, metanol, etanol, n-propanol, isopropanol y acido acético. En determinadas realizaciones, el
disolvente es farmacéuticamente aceptable. En una realizacion, el complejo o agregado esta en forma cristalina. En
otra realizacion, el complejo o agregado esta en una forma no cristalina. Cuando el disolvente es agua, el solvato es
un hidrato. Los ejemplos de hidratos incluyen, aunque sin limitaciéon, un hemihidrato, monohidrato, dihidrato,
trinidrato, tetrahidrato y pentahidrato.

La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" de un farmaco, se refiere a una cantidad de un farmaco que,
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cuando se administra a un paciente con cancer, tendra el efecto terapéutico esperado, por ejemplo, alivio, mejoria,
alivio o eliminacién de una o mas manifestaciones de cancer en el paciente. Un efecto terapéutico completo no tiene
que producirse necesariamente tras la administracion de una dosis, y se puede producir tras la administracion de
una serie de dosis. Por tanto, se puede administrar una cantidad terapéuticamente eficaz en una o mas
administraciones.

"Tratamiento, "tratamiento de," o "terapia de" una afeccién o paciente se refiere a realizar etapas para obtener
resultados beneficiosos o deseados, incluyendo resultados clinicos. Para los fines de la presente invencion, los
resultados clinicos beneficiosos o deseados incluyen, aunque sin limitacion, el alivio o la mejoria de uno o mas
sintomas de cancer; la disminucion del grado de la enfermedad; el retraso o la ralentizacion de la evolucion de la
enfermedad; mejoria, alivio o estabilizacion de la patologia; u otros resultados beneficiosos. En algunos casos, el
tratamiento del cancer puede producir a una respuesta parcial o enfermedad estable.

La expresion "células tumorales" se refiere a células tumorales de cualquier especie apropiada, por ejemplo, de
mamifero tal como de murino, canino, felino, equino o ser humano.

Realizaciones descriptivas

Se proporcionan en el presente documento compuestos de féormulas la e Ib:

I I
\N ° O/T\N
N
. /\
la; y
O E O
: U
Ny o ™
N
. /\
Ib

0 una variante isotopica, solvato o hidrato del mismo.

En otro aspecto, se proporciona en el presente documento un proceso de preparacion de un compuesto de formula I:

oot

I

que comprende poner en contacto un compuesto de féormula II:
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OH

O.N

II

con POCI3 y H;NCH,CH,L? o una sal del mismo, para proporcionar un compuesto de formula lll,

ﬁ
Lt P
o |\NH L2
HN
O,N
L2
11T

en donde L' y L? son independientemente un grupo saliente, y después, se toma el compuesto de férmula 1l para
proporcionar un compuesto de formula .

Se proporciona en el presente documento ciertos métodos para sintetizar compuestos. Otros métodos para sintetizar
estos y otros compuestos proporcionados en el presente documento seran evidentes para los expertos en la técnica
basados en la adaptacion y el reemplazo de reactivos y reactivos en métodos sintéticos bien conocidos por ellos.
Véase, por ejemplo, Hay et al., J. Med. Chem. 2003, 46, 2456-2466 y Hu et al., Bioorganic & Medicinal Chemistry
Letters 21 (2011) 3986-3991. Los materiales de partida Utiles para preparar los compuestos proporcionados en el
presente documento estan disponibles comercialmente o pueden prepararse siguiendo métodos de rutina. Las
reacciones se llevan a cabo cominmente en un disolvente inerte y se calientan si es necesario. El experto en la
materia apreciara facilmente que ciertas reacciones pueden requerir el uso de un grupo protector. Los grupos
protectores son bien conocidos por los expertos en la materia y se describen, por ejemplo, en Greene's Protective
Groups in Organic Synthesis. Peter G. M. Wuts and Theodora W. Greene, 42 Edicién o una edicion posterior, John
Wiley & Sons, Inc., 2007. Los productos de reaccion pueden separarse siguiendo métodos de rutina, tales como
cristalizacion, precipitacion, destilacion y/o cromatografia. La pureza de un compuesto o un intermedio se puede
determinar utilizando métodos bien conocidos como RMN 'H, HPLC, TLC, y similares.

En otra realizacion, la presente invenciéon se refiere a un proceso para la resolucion oéptica de un compuesto de
férmula |. En vista de la importancia farmacéutica de los compuestos de formula la y Ib de la presente invencion, ha
sido imperativo resolver el compuesto de férmula | usando un proceso industrial efectivo y, especialmente, con un
buen rendimiento y con excelente pureza quimica y enantiomérica.

El solicitante ha desarrollado un proceso para la resolucién 6ptica del compuesto de férmula |, que permite obtener
el compuesto de formulas la y Ib con buenas caracteristicas de rendimiento y pureza quimica y enantiomérica. El
proceso de la invencién hace posible obtener cualquiera de los enantidmeros del compuesto de formula | en un
excelente exceso enantiomérico, con alta productividad y con un excelente rendimiento al tiempo que se ahorra en
los solventes usados. Mas especificamente, la presente invencion se refiere a un proceso para la resolucion éptica
de un compuesto de férmula I:

/|\

|

para producir sus enantiomeros de configuracion absoluta (R) y (S), respectivamente de férmulas (la) y (Ib):
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I I
\N ° O/T\N
N
. /\
la:y
o} = o}
o 9
\N O/|\N
N
. /\
Ib

en donde una mezcla racémica o enriquecida enantioméricamente del compuesto de férmula | se separa en sus dos
enantiomeros, (R)-1-(3-(3-N,N-dimetilaminocarbonil)fenoxil-4-nitrofenil)-1-etil-N,N'-bis(etilen)fosforamidato de férmula
(la) y (S)-1-(3-(3-N,N-dimetilaminocarbonil)fenoxil-4-nitrofenil)-1-etil-N,N'-bis(etilen)fosforamidato de férmula (Ib),
mediante cromatografia quiral.

Se entiende que la resolucién oéptica significa la separacion de los dos enantidmeros de una mezcla racémica o de
cualquier mezcla de esos dos enantiomeros.

Se entiende que una mezcla racémica significa una mezcla de dos enantidmeros en una relacion de 55:45 a 45:55,
preferentemente en una relacion de 50:50.

Se entiende que una mezcla enriquecida enantioméricamente significa una mezcla de dos enantidmeros que
contienen significativamente mas de uno de los enantidmeros en una proporcion que varia entre 55:45 y 90:10.

Se entiende por cromatografia quiral la disposicion que hace posible la separacién de los enantidmeros de una
mezcla por medio de una fase estacionaria quiral y una fase mévil compuesta de un disolvente o de una mezcla de
disolventes y gases.

De acuerdo con una de las realizaciones de la invencion, la fase estacionaria usada para la cromatografia quiral
comprende un gel de silice impregnado con un polisacarido funcionalizado.

La fase mévil usada para la cromatografia quiral en una realizacion, comprende una mezcla de un alcohol y un gas
organico. Entre los alcoholes que pueden usarse para la cromatografia quiral se pueden mencionar, sin implicar
ninguna limitacién, isopropanol, etanol y metanol. En una realizacion, el alcohol usado para la cromatografia quiral
es metanol.

Entre los gases organicos que se pueden usar para la cromatografia quiral se pueden mencionar, sin implicar
ninguna limitacion, los gases organicos que se pueden usar a alta presion. Un gas organico usado preferentemente
es CO,. En una realizacion, la fase moévil usada para la cromatografia quiral comprende una mezcla de metanol y
CO.. En una realizacion de la invencion, la fase movil usada para la cromatografia quiral comprende una mezcla de
metanol y CO- en una relacion que varia de 50:50 a 2:98.

En una realizacion de la invencion, la fase movil usada para la cromatografia quiral se recicla. En una realizacion de
la invencion, la cromatografia quiral se realiza a una temperatura de 15 °C a 40 °C inclusive. En una realizacion de la
invencion, la resolucion optica se lleva a cabo en una mezcla racémica de 1:1 de formula (I). En una realizacion de la
invencion, se usa el enantidmero (R) de 1-(3-(3-N,N-dimetilaminocarbonil)fenoxil-4-nitrofenil)-1-etil-N,N'-
bis(etilen)fosforamidato. De acuerdo con una realizacién de la invencion, se usa el enantiémero (S) de 1-(3-(3-N,N-
dimetilaminocarbonil)fenoxil-4-nitrofenil)-1-etil-N,N'-bis(etilen)fosforamidato.

De acuerdo con una realizacién de la invencion, se usa un proceso continuo de separacién de multiples columnas.

De acuerdo con otra realizacion de la invencién, se usa un proceso de cromatografia de lecho mévil simulado. Se
entiende por cromatografia de lecho movil simulado un proceso de cromatografia continua que permite simular el
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movimiento de la fase estacionaria en la direccion opuesta al movimiento de la fase mévil. Tal proceso hace posible
separar compuestos que son dificiles o imposibles de separar mediante técnicas de cromatografia convencionales.
Cuando se usa una fase estacionaria quiral, tal proceso es especialmente Util para la separacién de enantimeros. El
uso de la cromatografia de lecho movil simulada permite llevar a cabo la resolucién continua de una mezcla de

5 enantidmeros con alta productividad, al tiempo que reduce la cantidad de fases estacionarias y moviles utilizadas en
comparacion con los procesos de cromatografia discontinua.

Lista de abreviaturas usadas
10 DMF: dimetilformamida
TEA: Trietilamina

TA: Temperatura ambiente

15 IPM.: Mostaza de isofosforamida
THF: tetrahidrofurano
20 DIAD: Azodicarboxilato de diisopropilo
Los Ejemplos a continuacion en el presente documento ilustran la invencion.
Ejemplos
25

Ejemplo 1. Preparacién del compuesto TH 2870.

o) o) o)
2 Y™ 0
/@J\OH socl, /@*m o O NaBH,
—_— B ————
O,N MgCly, TEA
2 ! 02N gCl OZN
F

F
1 3
Br
11 Br
HO-R-NH . o /
OH AN 0—P—NH Ag20
Br O,N HN
O,N 2 g
F PPH3/DIAD 5
4

\
R 02N N
N<] NaH,DMF___
N
6 5?/ p TH 2870

30 Los compuestos 2-6 se sintetizaron como se describe a continuacion.
a. Sintesis del compuesto 3:

El compuesto 1 (3 g, 16,2 mmol) se calentd a reflujo en SOCI, (10 ml) con DMF (3 gotas) durante 3 h y después se
35 retir6 SOCI; al vacio. El residuo se diluyo con tolueno (5 ml) y se usé en la siguiente etapa sin purificacion adicional.

Una mezcla de MgCl, (930 mg, 9,8 mmol), TEA (4,7 ml, 33,4 mmol) y malonato de dimetilo (1,9 ml, 16,6 mmol) se
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agitod a TA durante 1,5 h seguido de la adicién de la solucién de tolueno anteriormente mencionada del compuesto 2.
La mezcla resultante se agitd a TA durante 1,5 h mas, después se afiadié HCI conc. (4 ml) y se agité6 durante 5
minutos. La mezcla se extrajo con EtOAc (30 ml x 3), se seco (NazS0O.), se filtrd y se concentrd a presion reducida.
Al residuo se le afiadié HCI 6 N (30 ml y la mezcla se calentd a reflujo durante una noche. La mezcla se extrajo con
EtOAc (30 ml x 3), se secd (NazS0,), se filtré y se concentrd a presion reducida. El residuo se purificd a través de
FCC (gel de silice, EtOAc/Hexano) para proporcionar el compuesto 3 en forma de un sélido de color amarillo claro
(1,9 g, rendimiento del 63 %).

RMN "H (CDCls, 400 MHz) &: 8,16 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,86 (t, d = 9,2 Hz, 2H), 2,68 (s, 3H) ppm.
b. Sintesis del compuesto 4

A una mezcla del compuesto 3 (1,9 g, 10,4 mmol) en MeOH (20 ml) a -10 °C se le afiadié NaBH4 (418 mg, 11 mmol)
en porciones. La mezcla se agit6 entre -10 °C a 0 °C durante 20 minutos, se diluy6 con EtOAc (300 ml), se lavé con
una solucién acuosa, sat. de NH4Cl, salmuera, se seco (Na>SO,). Se filtrd y se concentrd a presion reducida. El
residuo se purificé a través de FCC (gel de silice, EtOAc/Hexano) para proporcionar el compuesto 4 en forma de un
aceite de color amarillo claro (1,44 g, rendimiento del 75 %).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) &: 8,06 (t, J = 8,4 Hz, 1H), 7,35 (d, J = 11,6 Hz, 1H), 7,30 (d, J = 11,6 Hz, 1H), 5,01-4,99
(m, 1H), 1,52 (d, J = 6,4 Hz, 3H) ppm.

c. Sintesis del compuesto 5

A una mezcla del compuesto 4 (1,44 g, 7,78 mmol), Br-IPM (2,88 g, 9,34 mmol), PPhs (3,06 g, 11,67 mmol) en THF
(60 ml) a 0°C se le afiadio DIAD (2,34 g, 11,67 mmol). La mezcla se agité a 0 °C durante 1,5 h, se concentr6 a
presion reducida y se purifico a través de FCC (gel de silice, EtOAc/Hexano) para proporcionar el compuesto 5 en
forma de un aceite de color amarillo claro (1,0 g, rendimiento del 27 %).

RMN "H (CDCls, 400 MHz) &: 8,09 (t, J = 8,0 Hz, 1H), 8,31 (dd, J = 2,4, 13,6 Hz, 2H), 552-5,60 (m, 1H), 3,54-3,19
(m, 8H), 1,63 (d, J = 6,4 Hz, 3H) ppm.

d. Sintesis del compuesto 6
Una mezcla del compuesto 5 (1 g, 2,1 mmol) y Ag20 (3 g) en THF (50 ml) se agit6 a 65 °C durante 3 h. Se filtro y se
concentré a presion reducida. El residuo se purifico a través de FCC (gel de silice, Acetona/Hexano) para

proporcionar el compuesto 6 en forma de un solido de color amarillo (0,6 g, rendimiento del 90 %).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) &: 8,08 (t, J = 8,0 Hz, 1H), 7,36 (d, J = 11,6 Hz, 1H), 7,31 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 5,70-5,67
(m, 1H), 2,25-2,08 (m, 8H), 1,64 (d, J = 6,4 Hz, 3H) ppm.

e. Preparacién del compuesto 7

OH OAc OAc OH
AcyO (COCI), K,CO3/MeOH
_— —_— —_—
NHMe,
H OH NM
(0] 0] o) 0 €2 o NMe,
7-2 7-3 7

7-1
Preparacion del compuesto 7-2
Se afadié gota a gota Ac,O (562 ml, 1,5 equiv.) a una solucién del compuesto 7-1 (150 g, 1,08 mol) en piridina
(700 ml) a 0 °C, se agit6 a t.a. durante 6 h. Se evapord, se vertié en agua enfriada con hielo, se filtrd, la torta de filtro

se seco para dar el compuesto 7-2 en forma de un sdlido de color blanco (150 g, rendimiento del 74 %).

RMN "H (400 MHz, CDCls): & ppm 8,00~7,98 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 8,03 (s, 1H), 7,83 (s, 1H), 7,51~7,47 (t, J = 8,0 Hz,
1H), 7,36-7,34 (dd, J = 8,0 Hz 1,2 Hz, 1H), 2,34 (s, 3H).

Preparacion del compuesto 7-3
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A una solucion del compuesto 7-2 (150 g, 833 mmol) en DCM (1500 ml), se le afiadi6 DMF (15 ml), se enfrié hasta
0 °C seguido de la adicion de cloruro de oxailo (225 ml, 2,50 mol), se agitd a t.a. durante 4 h. Se evapord, el residuo
se disolvié en DCM (1000 ml), se enfrié hasta 0 °C seguido de la adiciéon de una solucion 2 M de dimetilamina en
THF (900 ml, 1,8 mol), se agito a t.a. durante 20 h. Se inactivé con H20 (1500 ml), se extrajo con DCM (2000 ml x 3),
se evaporo para dar el compuesto 7-3 en bruto en forma de un liquido amarillo palido (137 g, rendimiento del 80 %).
RMN 'H (400 MHz, CDCls): & ppm 7,43~7,39 (t, J = 8,0 Hz, 1H), 7,29-7,28 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 7,17-7,13 (m, 2H),
3,00 (s, 6H), 2,32 (s, 3H).

Preparacion del compuesto 7

A una solucién de compuesto 7-3 (137 g, 661 mmol) en MeOH (1000 ml), se le afiadié KoCOs3 (276 g, 2 mol), se agitd
at.a. durante 5 h. Se filtrd, el filirado se evapordé. El residuo se disolvié en H,O (1000 ml), se acidificé mediante HCI
4 N a pH 6,0, se filtrd, la torta de filtro se seco para dar el compuesto 7 en forma de un sélido de color blanco (60 g,
rendimiento del 55 %).

RMN 'H (400 MHz, CDCls): & ppm 8,25 (s, 1H), 7,19~7,15 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,96~6,95 (t, J = 2,0 Hz, 1H),
6,84~6,81 (s, 2H), 3,11 (s, 3H), 2,96 (s, 3H).

f. Sintesis de TH 2870

A una mezcla del compuesto 7 en DMF (60 ml) a 0 °C, se le afiadié6 NaH (60 %, 0,508 g, 12,7 mmol) en porciones.
La mezcla se agité a 0 °C durante 0,5 h antes de afiadirse el compuesto 6 (2 g, 6,35 mmol) y después se agité a
0 °C durante 2,5h. La mezcla se diluyé con EtOAc (500 ml), se lavé con salmuera (50 ml x 3), se seco sobre
NazSO., se filtrd, se concentrd a presion reducida y se purificd a través de FCC (gel de silice, Acetona/Hexano) para
proporcionar TH 2870 en forma de un aceite de color amarillo.

Purificacion final del TH 2870:

El 2870 como se ha mencionado anteriormente se purifico a través de HPLC semi-prep. (columna C18, acetonitrilo/
agua). Las colecciones combinadas se concentraron a presion reducida para proporcionar un aceite de color amarillo
claro como producto final. Se afiadié acetonitrilo a las evaporaciones como un agente azeotropo para retirar el agua.

RMN "H (400 MHz, CDCls): & ppm 7,98-7,96(d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,43-7,39 (m, 1H), 7,27-7,21 (m, 2H), 7,10-7,06 (m,
3H), 5,62-5,55 (m, 1H), 3,09 (s, 3H), 2,97 (s, 3H), 2,19-2,00 (m, 8H), 1,58-1,57 (d, J = 6,4 Hz, 3H). EM: m/z
460,8[M+1]+. PLC: 254 nm: 94,8 %.

Ejemplo 2. Preparacion alternativa del compuesto TH 2870.

O\ o
/@)J\OH SOCl, /@)k NaBH4
—_——
MgCl,, TEA
gCla, ON
1 3
Br
R Q
OH - Ag-0
O—R—NH 2
1) POCl,, ON H\N — >
OsN 2) NH,CH,CH,Br.HBr 2
2 I ) NH2CHLCH; _\—Br
5
o—P—Nj

" o—('F?—Nj ozN
\
02N©_< N _NaH,DMF___
6 9/ p TH 2870
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a. Preparacioén del compuesto 3

El compuesto 1 (200 g, 1,08 mol) se calenté a reflujo en SOCI, (700 ml) con DMF (10 ml) durante 3 h y después se
retir6 SOCI, al vacio. El residuo se diluyé con tolueno (400 ml) y se usé en la siguiente etapa sin purificacion
adicional.

Una mezcla de MgCl, (103 g, 1,08 mol), TEA (500 ml, 3,60 mol) y malonato de dimetilo (145 g, 1,1 mol) se agit6 a
TA durante 1,5 h antes de afiadirse gota a gota la solucion de tolueno mencionada anteriormente del compuesto 2.
La mezcla resultante se agité a TA durante 1,5 h mas. Se lavd con H,O (21), se extrajo con EtOAc (21 x 5), se
evaporo, se afiadido HCI 4 N hasta pH 6,0 y se agité durante 5 minutos. La mezcla se extrajo con EtOAc (2 | x 5), se
evaporo.

Al residuo se le afiadié HCI 6 N (1500 ml) y la mezcla se calenté a reflujo durante una noche.

La mezcla se extrajo con EtOAc (2 | x 5), se concentro, se purificd por columna sobre gel de silice (éter de petréleo:
EtOAc=20:1) para dar el compuesto 3 en forma de un sélido de color amarillo (80 g, rendimiento del 41 %).

b. Preparacion del compuesto 4

A una mezcla del compuesto 3 (150 g, 824 mol) en MeOH (2 1) a -10 °C, se le afiadio en porciones NaBH4 (31,2 g,
824 mmol). La mezcla se agité entre -10 °C a 0 °C durante 20 minutos, se diluyé con EtOAc (5 1), se lavé con una
solucién acuosa, sat. de NH4Cl, salmuera, se secé sobre Na>,SO,, se concentré. El residuo se purificd por columna
sobre gel de silice (éter de petréleo: EtOAc=5:1) para dar el compuesto 4 en forma de un aceite de color amarillo
(90 g, rendimiento del 60 %).

c. Preparacion del compuesto 5

A una solucién de POCI;3 (2 ml, 21,6 mmol) en DCM (20 ml) se le afiadié el compuesto 4 (2 g, 10,8 mmol), después
se afadio TEA (3,6 ml, 27 mmol) en DCM (10 ml) a -40 °C en atmoésfera de N, se agité a -40 °C durante 5 h.
Después se afadié6 bromhidrato de 2-bromoetilamina (17,6 g, 86,8 mmol), se afiadié lentamente TEA (12 ml,
86,8 mmol) en DCM (40 ml) en la solucion anterior a -40 C, se agit6é durante 0,5 h. Se afadié K,CO3 (10 %, 10,4 g,
100 ml), se agit6é a t.a. durante 5 min. Se extrajo con DCM (300 ml x 3), se evaporo, se purificd por columna sobre
gel de silice (EtOAc) para dar el compuesto 5 en forma de un aceite de color amarillo (2,3 g, rendimiento del 43 %).

d. Preparacion del compuesto 6

Una mezcla del compuesto 5 (4 g, 8,42 mmol) y Ag20 (5,85 g, 25,26 mmol) en THF (40 ml) se agit6 a 65 °C durante
3 h, se filtrd y se concentrd. El residuo se purificd por columna sobre gel de silice (EtOAc) para dar el compuesto 6
en forma de un aceite de color amarillo (2,3 g, rendimiento del 87 %).

e. Preparacién del compuesto TH2870

A una solucion del compuesto 7 (1,81 g, 10,95 mmol) en DMF(10 ml), se le afiadié NaH (60 %, 438 mg, 1095 mmol)
a 0 °C, se agité durante 10 min, después se anadioé el compuesto 6 (2,3, 7,3 mmol) en DMF(10 ml), se agit6 a 0 °C
durante 30 min.

Se inactivd con H20, se extrajo con EtOAc (100 ml x 5), se lavd con H2O (150 ml) y salmuera, se evaporo, se purifico
por columna sobre gel de silice (DCM:MeOH=40:1) para dar el compuesto TH2870 en forma de un aceite de color
amarillo (2,3 g, rendimiento del 69 %).

Ejemplo. 3. Separacion de los enantiémeros de TH2870 por cromatografia quiral preparativa

Disolver 983 mg del compuesto de formula (I) en 36 ml de metanol, inyectar 1 ml en un CHIRALPAK OZ-H
4,6x250 mm, 5 uym (Daicel) en una estacion de método SFC-80 (Thar, Waters), a un caudal de 3,0 ml/min y una
contrapresion de 12 MPa (120 bar) a una temperatura de columna de 35-40 °C y eluir a ese caudal en una mezcla
de CO,/Metanol (65-60/35-40). El enantiomero de férmula (la) (configuracion (R)) se obtiene en un rendimiento del
86,5 % y con una pureza enantiomérica del 100 %. El enantidmero de férmula (Ib) (configuracién (S)) se obtiene en
un rendimiento del 83,8 % y con una pureza enantiomérica del 100 %. La Fig. 1 muestra un control de pureza del
enantiomero 1 TH 2870 (TH 3423) y el enantiomero 2 THE 2870 (TH 3424 o AST 106) después de la separacion
quiral por CLEM.

Sintesis quiral de TH 3423 y 3424
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Compuesto 2

5 El compuesto 1 (65 g) se calenté a reflujo en SOCI, (150 ml) con DMF (2,5 ml) durante 5h para conseguir una
solucion transparente y después el SOCI; se retird al vacio. El residuo se diluyé con tolueno (30 ml) y los disolventes
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se retiraron de nuevo. El residuo se usé en la siguiente etapa sin purificacion adicional.
Compuesto 3

Una mezcla de MgCl; (21,0 g, 221 mmol), TEA (100,0 ml, 717 mmol) y malonato de dimetilo (41,0 ml, 359 mmol) se
agitd con un agitador mecanico a TA durante 2 h, antes de afiadirse el compuesto 2 en THF (80 ml). La mezcla
resultante se agité a TA durante 4 h antes de afiadirse HCI conc. (90 ml) y se agité durante 30 minutos. La mezcla se
extrajo con EtOAc (300 ml x 3), se concentré a presion reducida. Al residuo se le afadio HClI 6 N (300 ml) y la
mezcla se calenté a reflujo durante una noche. La mezcla se extrajo con EtOAc (300 ml x 3), la capa organica se
lavé con NaHCOs; (ac.) y se seco (NazSO.), se filtrd y se concentré a presion reducida. El residuo se volvié a
cristalizar en AcOEt/Hex=1/3(V/V) para proporcionar el compuesto 3 en forma de un sélido de color amarillo claro
(46 g). RMN 'H (CDCls, 400 MHz) &: 8,16 (d, 1H), 7,86 (t, 2H), 2,68 (s, 3H)

Compuesto 5:

En una atmésfera de argén, se afiadié BHz. THF(1 M, 11 ml) a una solucidon del compuesto 4 en tolueno 1 M (3 ml,
3 mmol) a 0 °C. La solucidn se agité durante 30 min, después se enfrié hasta - 40 °C. Se afiadié lentamente una
solucion del compuesto 3 (1,83 g, 10 mmol) en THF (40 ml) durante 4 h a -40 °C. El sistema se agité a -40 °C
durante 2 h (la TLC mostré que desaparecio SM). Se afiadié MeOH (20 ml) a aproximadamente la solucion a -40 °C
y la solucién se agité durante 30 min. Después de que los disolventes se retiraron a ta y el residuo se purifico por
columna (Hex/AcOEt = 3/1 (V/V)) para conseguir el compuesto 5 (1,6 g).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) &: 8,05 (t, 1H), 7,34 (d, 1H), 7,27 (d, 1H), 4,99 (m,1H), 1,51 (d, 3H).
Compuesto 6

A una solucion de POCIs (1,6 ml, 17,25 mmol) en DCM (10 ml) a -40 °C en argén, se le anadié el compuesto 5
(1,6 g, 8,65 mmol), después TEA (2,9 ml, 22,9 mmol) en 10 ml de DCM. La mezcla se agité a -40 °C durante 6 h y
después se afiadié bromhidrato de 2-bromoetilamina (14,2 g, 69,3 mmol), se afiadié6 gota a gota TEA (9,6 ml) en
DCM (10 ml). La mezcla de reaccion se agitd de -40 °C a ta durante una noche. Se afadié KoCOs3 (8,3 g en 80 ml de
agua) y la mezcla se agité durante 5 min. La mezcla se extrajo con DCM, se secod sobre Na,SO,. Se filtro, se
concentrd y después se sometid a cromatografia ultrarrapida de gel de silice, eluyendo con Acetona/Hexano = 0-
100 %) para proporcionar el compuesto 6 en forma de un aceite de color amarillo (2,68 g, rendimiento: 65 %).

RMN "H (CDCls, 400 MHz) &: 8,08 (t, 1H), 7,32 (d, 1H), 7,29 (d, 1H), 5,56 (m, 1H), 3,34-3,56 (m, 2H), 3,32-3,42 (m,
4H), 3,08-3,26 (m, 4H), 1,62 (d, 3H). RMN 31P: 14,44.

Como alternativa, el TH3424 puede sintetizarse mediante el siguiente procedimiento:

Se afiadio tolueno (11 ml/g) a una botella de vidrio de cuatro bocas en una atmdsfera de nitrégeno. Segun se inicio
la agitacion, se afnadié POCI3 (1,025 equiv.) al recipiente 1 en una atmoésfera de nitrégeno. Los contenidos del
recipiente 1 se enfriaron hasta -2~2 °C. La solucién del compuesto 1 se afiadié (1,0 equiv.)y and TEA (1,435 equiv.)
en tolueno (11 ml/g) gota a gota a -2~2 °C. Los contenidos del recipiente 1 se agitaron a -2~2 °C durante 1~2horas.
Los contenidos se muestrearon para analisis por HPLC para informacién. Se afiadi6 bromhidrato de 2-
bromoetilamina (3 equiv.) al recipiente 1. Se afiadid gota a gotas TEA (6 equiv.) al recipiente 1 a -2~2 °C. Los
contenidos del recipiente 1 se agitaron a 0 °C~TA durante una noche. Los contenidos se muestrearon para analisis
por HPLC. El procedimiento de trabajo fue como sigue a continuacion: Se afiadié H20(19 ml/g) sal recipiente 1 y se
agitd durante 5~10 min. La mezcla se extrajo con EA (19 ml/g) tres veces. La fase organica se seco sobre Na2S04 y
se filtr6. Las aguas madre se concentraron a 40~50 °C. El producto en bruto se purificé por cromatografia de gel de
silice para conseguir el producto purificado.

Como alternativa, el TH3424 puede sintetizarse mediante el siguiente procedimiento:

Se afiadi6 tolueno (11 ml/g) a una botella de vidrio de cuatro bocas en una atmdsfera de nitrégeno. Se inici6 la
agitacion y se anadieron el compuesto 1 (1,0 equiv.) y TEA (1,435 equiv.) al recipiente 1 en nitrégeno. Los
contenidos del recipiente 1 se enfriaron hasta -2~2 °C. Se afiadio gota a gota POCI3 (1,025 equiv.) al recipiente 1 en
nitrégeno a -2~2 °C. Los contenidos del recipiente 1 se agitaron a -2~2 °C durante 1~2horas. Los contenidos se
muestrearon para analisis por HPLC para informacion. Se afiadié bromhidrato de 2-bromoetilamina (3 equiv.) al
recipiente 1. Se afnadid gota a gota TEA (6 equiv.) al recipiente 1 a -2~2 °C. Los contenidos del recipiente 1 se
agitaron a 0 °C~TA durante una noche. Los contenidos se muestrearon para analisis por HPLC. El procedimiento de
trabajo fue el mismo que el anterior.

Como alternativa, el TH3424 puede sintetizarse mediante el siguiente procedimiento:
Se afiadieron DCM (2,2 ml/g) y POCI3 (1,91equiv.) a una botella de vidrio de cuatro cuellos en nitrodgeno. Se inicio la

agitacion y los contenidos del recipiente 1 se enfriaron a -35~-40 °C en nitrégeno. Se afiadid gota a gota la solucion
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del compuesto 1 (1,0 equiv.)/DCM (4,5 g/ml) al recipiente 1 en nitrégeno a -35~-40 °C. Se afadié gota a gota la
solucion de TEA (4,0 equiv.)/DCM (4,5 g/ml) al recipiente 1 en nitrégeno a -35—40 °C. Los contenidos del recipiente
1 se agitaron a -35~-40 °C durante 4~6 horas. Los contenidos se muestrearon para analisis por HPLC para
informacion. Se afiadié bromhidrato de 2-bromoetilamina (8 equiv.) al recipiente 1 a -30~-40 °C. Se afiadi6 gota a
gota TEA(12 equiv.) al recipiente 1 a -30~-40 °C. Los contenidos 1 se agitaron a - 30~-40 °C durante 1-2 h. Los
contenidos se muestrearon para analisis por HPLC. Procedimiento de trabajo: Se afiadié H20 (15 ml/g) al recipiente
1y se agité durante 5~10 min. La fase acuosa se extrajo con DCM (12,5 ml/g) una vez. La fase organica se seco
sobre Na2S04 vy se filtré. El filtrado se concentro a 20~30 °C. El producto en bruto se purificé por cromatografia para
conseguir el producto purificado.

Compuesto 7

Una mezcla del compuesto 6 (2,68 g), Ag20 (3,92 g), en THF (30 ml) se agit6é a 55 °C durante una noche. Después
de la retirada del disolvente al vacio, el residuo se separ6 por cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice para
producir 1,0 g de liquido claro del compuesto 7.

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) &: 8,05 (t, 1H), 7,34 (d, 1H), 7,29 (d, 1H), 5,66 (m,1H), 2,02-2,24 (m, 8H), 1,61 (d, 3H).
RMN 31P: 31,55.

TH 3424 (TH 2870 enantiémero 2)
Una mezcla del compuesto 7 (1,0 g), compuesto 8 (785 mg), K2CO3 (880 mg) en DMF (8 ml) se agit6 a ta durante

una noche. La mezcla se diluyd con agua, se extrajo con DCM, se secod sobre Na,;SO.. Se filtro, se concentré y
después cromatografia ultrarrapida para proporcionar el compuesto 9 en forma de un aceite de color amarillo (1,1 g).

RMN "H (CDCls, 400 MHz) &: 7,97 (d, 1H), 7,41 (t,1H), 718-7,27 (m, 4H), 7,02-7,12 (m, 3H), 5,59 (m,1H), 3,08 (s,
3H), 2,97 (s, 3H), 2,01-2,21 (m, 8H), 1,66 (d, 3H). RMN 31P: 31,27.

Compuesto 11

Mismo procedimiento con compuesto 5. El compuesto 8 se uso en lugar del compuesto 3. Rendimiento: 50 %
RMN 'H (CDCls, 400 MHz) &: 8,05 (t, 1H), 7,34 (dd, 1H), 7,27 (d, 1H), 4,99 (m,1H), 1,51 (d, 3H).

Compuesto 12

Mismo procedimiento con compuesto 6 (rendimiento: 35 %).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) &: 8,08 (t, 1H), 7,32 (d, 1H), 7,29 (d, 1H), 5,56 (m, 1H), 3,34-3,56 (m, 2H), 3,32-3,42 (m,
4H), 3,08-3,26 (m, 4H), 1,62 (d, 3H). RMN 3'P:14,47.

Compuesto 13

Mismo procedimiento con compuesto 7 (rendimiento: 36 %). RMN 'H (CDCls, 400 MHz) &: 8,06 (t, 1H), 7,34 (d, 1H),
7,30 (d, 1H), 5,67 (m,1H), 2,02-2,25 (m, 8H), 1,62 (d, 3H). RMN 3'P:31,56.

TH3423 (TH 2870 enantiémero 1)

Mismo procedimiento con compuesto 9 (rendimiento: 68 %). RMN 'H (CDCls, 400 MHz) &: 7,97 (d, 1H), 7,41 (t, 1H),
718-7,27 (m, 4H), 7,02-7,12 (m, 3H), 5,59 (m,1H), 3,08 (s, 3H), 2,97 (s, 3H), 2,01-2,21 (m, 8H), 1,66 (d, 3H). RMN
31p: 31,25.

Ejemplo 4. Ensayo de citotoxicidad in vitro de lineas celulares tumorales humanas

En la tabla anterior de compuestos, se indican datos de proliferacion in vitro sobre la linea celular de tumor humano
H460 de cancer de pulmén no microcitico. Los valores de Clsp se indican en micromolar y son el resultado de la
exposicion del compuesto a diversas concentraciones durante 2 horas seguido de una etapa de lavado y de adicién
de medios recientes seguido de tincion de crecimiento y viabilidad celular y comparacién con un control tratado solo
con medios.

Especificamente, en una placa de 96 pocillos se sembraron células de crecimiento exponencial a una densidad de 4
x 108 células por pocillo y se incubaron durante 24 horas a 37° C en CO; al 5 % y aire al 95 % y con una humedad
relativa del 100 % antes de la adicion de los compuestos de ensayo. Los compuestos se disolvieron en DMSO al
100 % a 200 veces la concentracion de ensayo final deseada. En el momento de la adicién de farmaco, los
compuestos se diluyeron adicionalmente con medio completo hasta 4 veces la concentracion final deseada. A
pocillos de microtitulacion que ya contenian 150 yl de medio, se afiadieron alicuotas de 50 pl de compuesto a las
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concentraciones especificadas, dando como resultado la concentracién final de farmaco indicada. Después de la
adiciéon de farmaco, las placas se incubaron durante 2 horas mas a 37° C, en CO; al 5% y aire al 95 % y con una
humedad relativa del 100 %, después, el farmaco se retiré con lavado y se afiadié medio reciente y las placas se
incubaron durante 70 horas mas a 37°°C, en CO- al 5 % y aire al 95 % y con una humedad relativa del 100 %. Al
final de esta incubacion, las células viables se cuantificaron utilizando el ensayo AlamarBlue. Utilizando el programa
informatico Prism (Irvine, CA) se calculé la concentracion de farmaco que producia una inhibicion del crecimiento del
50 % (Clso), y los resultados se indicaron en la tabla.

Su eficacia antiproliferativa sobre células de cancer de pulmén H460 también se indica en la siguiente tabla.

Numero de Estructura CI 50 en ensayo de proliferacion en
compuesto células H460 (uM)
TH 2870 0,005
(racemato)
TH3423 0,005
’E B ff e
fﬁ i t‘}”fg N
e a,
TH3424 \ﬁ(%&} 0,004
«ng" -
-,
N "
o

Los datos anteriores en células H460, demuestran un efecto antitumoral sustancial con inhibicion a niveles
nanomolares bajos para diversos compuestos durante una exposicion de solo 2 horas.

Ejemplo 5. Activacion de TH 2870 por la aldoceto reductasa, AKR1C3

La AKR1C3 humana recombinante se diluyé a 25 pg/ml en solucién salina tamponada con fosfato (PBS, phosphate
buffered saline), pH 7,4 (37°°C), que contenia NADPH 2mM. A la mezcla de reaccion se afadio TH2870 o
progesterona (control positivo) en metanol al 30 %/agua al 70 % a una concentracion final de 5 uM y se incub6 a
37° C durante 120 minutos. A diversos momentos hasta 120 min, se tomaron 50 pl de la mezcla de reacciéon y como
patron interno se afadieron 200 uyl de acetonitrilo que contenia propranolol, se mezclaron en vértex y se
centrifugaron durante 10 min. El sobrenadante resultante (5 pl) se inyectdé en una LC/MS/MS (cromatografia de
liguidos con espectrometria de masas) para cuantificar el % de TH 2870 y de progesterona restante. Los
compuestos se analizaron por duplicado.

Los datos de la figura 2 demuestran la rapida desaparicion de TH 2870 en presencia de AKR1C3 mientras que el
sustrato conocido, la progesterona, se reduce lentamente. Los controles de tampdn que contienen NADPH, pero no
enzima, no mostraron reaccion con ninguno de los compuestos (datos no mostrados).

Ejemplo 6. Ensayo de citotoxicidad in vitro de lineas celulares tumorales humanas

Utilizando los materiales y procedimientos indicados mas adelante, también se analizaron TH 2870, TH 3423 y TH
3424, en diferentes lineas celulares de cancer. Se utilizé tampon de lisado celular 10 (cell signaling technology, Cat.
N.° 9803); coctel inhibidor de proteasa para tejidos de mamifero (Sigma, Cat. N.° P8340); cocteles inhibidores de
fosfatasa para serina/treonina fosfatasas y L-isozimas de fosfatasas alcalinas (Sigma, Cat. N.° P0044); cocteles
inhibidores de fosfatasa para proteina tirosina fosfatasas, fosfatasas acidas y alcalinas (Sigma, Cat. N.° P5726); kit
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BCA kit (Thermo, Cat. N.° 23225); anticuerpo primario, anticuerpo monoclonal de ratén AKR1C3 (clon NP6.G6.A6;
Sigma-Aldrich; anticuerpo primario, a-tubulina (clon B-5-1-2; Sigma-Aldrich); anticuerpo secundario, IgG de cabra-
anti-ratén conjugado con HRP (A4416; Sigma-Aldrich). Las células se sometieron a pases de dos generaciones en
buen estado y sometieron a digestion. El nimero apropiado de células se inoculé en placas de cultivo celular de
6 cm, y se incubaron a 37°°C, con CO2 al 5 % durante una noche. Cuando las células crecieron a una densidad de
80 %, las placas se sacaron de la incubadora. El medio se aspird, se lavo dos veces con PBS enfriado en hielo y se
eliminé el PBS residual. Se afiadié un volumen apropiado de lisado celular 1* enfriado en hielo y se incubd en hielo
durante 10 minutos. El lisado celular se transfirié a tubos de microcentrifuga enfriados en hielo, a una temperatura de
4°°C, a 12 000 rpm y se centrifugd durante 15 minutos. El sobrenadante se transfirié a otro tubo de microcentrifuga.
Los lisados celulares se diluyeron con un lisado celular 10* y se afiadio coctel inhibidor de proteasa para tejidos de
mamifero (Sigma, n.° P8340), cdcteles inhibidores de fosfatasa para serinal/treonina fosfatasas y L-isozimas de
fosfatasas alcalinas, cocteles inhibidores de fosfatasa para proteina tirosina fosfatasas, fosfatasas acidas y alcalinas.
El kit de cuantificacion de proteinas BCA para la cuantificacién de proteinas se usé con lisado celular 1* para diluir el
lisado celular a la misma concentracion. Las muestras correspondientes se afiadieron en tampon de carga de SDS
5%, se calentaron a 85° C durante 10 minutos y se centrifugaron durante poco tiempo. Las muestras se guardaron a
-20°°C o se usaron directamente para la electroforesis de proteinas. Las muestras se guardaron a -20°°C o se
usaron directamente para la electroforesis de proteinas. Esas muestras se sometieron a electroforesis de acuerdo
con la practica estandar, se transfirieron a una membrana, se aplicaron anticuerpos primarios y después anticuerpos
secundarios de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para explorar las sefales, se utilizé el sistema de
obtencién de imagenes laser infrarrojo Odyssey.

Los resultados se muestran mas adelante en las figuras 3 y 4 y se indican en las siguientes tablas:

Tabla: Sensibilidad de TH 2870, TH 3423 y TH 3424 en lineas celulares de cancer de higado, prostata, eséfago y

leucemia
ettt | o, | e | e IS | Ly ciso | s i s
HepG2 TH3424 3.4 100,2 0,0073 0,0086
HepG2 TH3423 -7,2 99,5 0,0131 0,0187
HepG2 TH2870 3,3 98,9 0,0055 0,0064
C3A TH3424 -2,1 98,7 0,0041 0,0093
C3A TH3423 5,4 98,5 0,0096 0,0117
C3A TH2870 8,1 98,1 0,0071 0,0062
HCCC9810 TH3424 2,1 95,4 0,0134 0,0139
HCCC9810 TH3423 0,0 93,7 0,0168 0,0187
HCCC9810 TH2870 -2,6 95,4 0,0292 0,0294
PLCPRF5 TH3424 1,4 85,2 0,1279 0,1107
PLCPRF5 TH3423 -4,9 77,7 0,1556 0,2066
PLCPRF5 TH2870 -1,7 53,3 0,4745 0,5750
SNU-387 TH3424 -14,8 99,3 0,0587 0,0701
SNU-387 TH3423 1,3 99,8 0,0463 0,0397
SNU-387 TH2870 1,7 102,8 0,0422 0,0340
LIXC012 TH3424 41 82,8 0,0112 0,0175
LIXC012 TH3423 -1,1 84,8 0,0081 0,0169
LIXC-012 TH2870 6,6 87,1 0,0274 0,0187
Vcap_TH3424 Vcap_TH3424 -13,2 101,4 0,0132 0,0148
Vcap TH3423 1,1 101,0 0,0266 0,0216
Vcap TH2870 -3,4 100,2 0,0227 0,0152
TE-11 TH3424 0,0027
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(continuacion)

e | | oo | RO | Ly i gy | om0 e
TE-14 TH3424 0,0047
OE 21 TH3424 0,0052
T.T TH3424 0,006
TE-6 TH3424 0,021
TE-9 TH3424 0,011
ECa-109 TH3424 0,017
KYSE TH3424 0,011
TE-4 TH3424 0,0099
TE-8 TH3424 0,019
TE-15 TH3424 0,0029
COLO680N TH3424 0,066
EC-GI-10 TH3424 0,013
KYSE 70 TH3424 0,033
TE-5 TH3424 0,033
OE 33 TH3424 0,084
KYSE 510 TH3424 0,18
KYSE 270 TH3424 0,27
KYSE 180 TH3424 0,45
CCRF-CEM TH3424 0,0037
MOLT-4 TH3424 0,010
PF-382 TH3424 0,015
SUP-T1 TH3424 0,003
TALL-1 TH3424 0,03
Jurkat TH3424 0,04
Jurkat, Clon E6-1 TH3424 0,024
NOMO-1 TH3424 0,011
P116 TH3424 0,084
P30/OHK TH3424 >1
GR-ST TH3424 0,099
KG-1 TH3424 0,0153
TF-1 TH3424 0,028
HEL TH3424 0,224
Reh 3 TH3424 0,003
HL-60 TH3424 0,003
Clon HL-60 TH3424 0,0526
K-562 TH3424 >1,0
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(continuacion)

- 5 — 5 —
L’lnea ce/ulgr de ID del % de {nh/bICIon % de I’nf?lbICIOH Lib CI50 (uM) CI50 (uM) Abs
cancer de higado compuesto minima méxima

ATN-1 TH3424 0,0298

Mono-Mac-6_ TH3424 >1,0

THP-1_ TH3424 >1,0

Ejemplo 7. Modelos de xenoinjerto tumoral humano in vivo y actividad antitumoral

Para demostrar la eficacia de los compuestos proporcionados en el presente documento, se utilizaron tres modelos
antitumorales de xenoinjerto humano que utilizan los modelos H460 de pulmén no microcitico, A549 de pulmdn no
microcitico y A375 de melanoma.

Se utilizaron ratones hembra lampifias homocigotas sin patdgenos especificos (nu/nu, Charles River Laboratories).
Los ratones recibieron comida y agua a voluntad y se instalaron en jaulas con microaislantes. En el momento de los
experimentos, se identificaron animales de cuatro a seis semanas de vida mediante microplacas (Locus Technology,
Manchester, MD, Estados Unidos). Todos los estudios en animales fueron aprobados por el Comité Institucional de
Cuidado y Uso de Animales en Threshold Pharmaceuticals, Inc.

Todas las lineas celulares procedian de la American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, Estados
Unidos). Las células se cultivaron en el medio sugerido con suero bovino fetal al 10 % y se mantuvieron en un
entorno humedo con CO; al 5 % a una temperatura de 37° C.

Las células se mezclaron con Matrigel (30 % en H460) y se implantaron por via subcutanea 0,2 ml por ratén en el
costado de los animales. Cuando el tamafio del tumor alcanzé 100-150 mm?, los ratones se asignaron al azar en
grupos tratados con los compuestos de experimentacion o con vehiculo a razén de 10 ratonas/grupo y se inicio el
tratamiento (Dia 1). Los compuestos analizados se formularon en DMSO al 5 % en D5W. Todos los compuestos se
suministraron por via IP, siguiendo un ciclo de CDx5/semana (5 dias de administracion, 2 dias de descanso),
durante un total de 2 ciclos. El crecimiento tumoral y los pesos corporales se midieron dos veces por semana. El
volumen tumoral se calculé como (longitud x anchura?)/2. La eficacia del farmaco se evalué como inhibicion del
crecimiento tumoral (ICT) y retraso del crecimiento tumoral (RCT). La ICT se defini6 como (1-AT/AC) x 100, en
donde AT/AC presentd la relacién del cambio en el volumen tumoral medio (o mediana, si la variacion dentro del
grupo era relativamente grande) del grupo tratado y del grupo control. EI RCT se calculé como dias adicionales para
que el tumor tratado alcanzara 500 mm® en comparacion con el grupo de control. Los animales se sacrificaron
cuando en el grupo, el tamario tumoral individual alcanzoé un valor por encima de 2 000 mm?® o cuando el volumen
tumoral medio super6 1 000 mm?. Los datos se expresaron como la media + EEM (error estandar de la media). Para
el analisis se utilizd el analisis de varianza unidireccional con la prueba de comparacién posterior de Dunnett
(GraphPad Prism 4) o la prueba bilateral de la t de Student. Un nivel de P <0,05 se consideré estadisticamente
significativo.

Ejemplo 8. Resultados de eficacia in vivo:

Este estudio empleé un modelo de xenoinjerto de tumor humano de melanoma A375 y los compuestos
proporcionados en el presente documento se compararon con tiotepa y con el farmaco autorizado contra el
melanoma, abraxane. Los efectos antitumorales y la seguridad de la administracion se ilustran graficamente a
continuacion. Mpk se refiere a mg/kg.

Grupo Dias hasta Dias hasta RCT500, Dias RCT1 000, Dias ICT
500 mm3 1000 mm3 (frente a vehiculo) | (frente a vehiculo)

Grupo 1: Vehiculo, cdx5x2, |15 25

ip

Grupo 2:Tiotepa, 2,5 mpk, |18 27 3 2 16,6 %

cdx5x2,ip

Grupo 4: Abraxane, 24 35 9 10 47.4 %

30 mpk, 2x/semx2,iv

Grupo 8: TH2870, 20 mpk, >13 98,0 %

cdx5x2, ip

Tomados en conjunto, estos estudios demuestran eficacia antitumoral significativa en 3 lineas celulares tumorales
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diferentes en relacion con la quimioterapia estandar.
Ejemplo 9. TH3424 en modelo de ratén de cancer de higado humano

En este estudio se utilizaron ratones hembra lampifias, atimicas (de 6 semanas de vida). Los animales se
adquirieron en Beijing HFK Bioscience, Co., Ltd y se mantuvieron en un ambiente filtrado con filtros de aire de
particulas de alta eficacia (HEPA) con jaulas, comida y lecho esterilizados por irradiacion o autoclave. En el estudio
se utilizd un total de 32 ratones lampifios. Células de carcinoma hepatocelular humano HepG2 marcadas con
proteina verde fluorescente (GFP, por sus siglas en inglés green fluorescent protein) (AntiCancer, Inc., San Diego,
CA), se incubaron con RPMI-1640 (Gibco-BRL, Life Technologies, Inc.), que contenia FBS al 10 %. Las células se
hicieron crecer en una incubadora de CO; con camisa de agua (Forma Scientific) manteniendo una temperatura de
37°°C y una atmésfera de CO- al 5 %/aire al 95 %. La viabilidad celular se determiné mediante analisis de exclusién
con azul de tripano. Cinco ratones hembra lampifias, atimicas recibieron una inyeccién subcutanea de una sola dosis
de 5 x 108 células HepG2 marcadas con GFP. Los tumores se extrajeron cuando su tamafo alcanzé 1 cm? y
después, los tejidos tumorales se cortaron en pequefios fragmentos de 1 mm3. Cuarenta ratones hembra lampifias
recibieron implante ortotépico de un solo trozo de fragmento tumoral, procedente de un modelo tumoral subcutaneo
de carcinoma hepatocelular humano HepG2-GFP. El tejido tumoral se implanté de manera ortotopica en el I6bulo
derecho del higado de cada ratén mediante 10Q (Implantacion Ortotopica Quirdrgica). En resumen, se realizé una
incision abdominal superior de 1 cm con anestesia. El 16bulo derecho del higado se expuso y una parte de la
superficie del higado se lesion6 mecanicamente con unas tijeras. Después, un trozo de fragmento tumoral se fij6 en
el interior del tejido hepatico, el higado volvié a la cavidad peritoneal y finalmente la pared abdominal se cerr6. Los
ratones se mantuvieron en cabinas de flujo laminar en condiciones sin patdgenos especificos.

El tratamiento se inici6 tres dias después de la implantacién del tumor cuando los tumores implantados alcanzaron
un tamarfio promedio de aproximadamente 1 mm?2. Los 32 ratones portadores de tumor se dividieron al azar en
cuatro grupos de experimentacion de 8 ratones cada uno. Cada jaula estaba bien identificada con su grupo con
cuatro ratones por jaula. Cada ratdn tenia una marca identificativa en la oreja. La siguiente tabla muestra el disefio
del estudio.

Tabla. Grupos y protocolo de tratamiento

Grupos (Agente) | Dosis Volumen gc?:i’;?cgsién Via Animal (n)
Solucién salina (C) | 0,9 % 200 pl Cdx35 I.P. 8
Sorafenib (S) 30mghkg |100u | Cdx35 Sg):tcrjiaca

TH3424 2,5mg/kg | 200 pl CSx6 I.P. 8

TH3424 5 mg/kg 200 pl CSx3 I.P. 8
Observacion: El tratamiento comenzoé el dia 3 después de la implantacion del tumor.

Durante el periodo del estudio, todos los dias se comprobaba la mortalidad o los signos de morbilidad de todos los
ratones de experimentacion. Los animales se observaron hasta el dia 38 después de la implantacién del tumor. Los
pesos corporales de los ratones se midieron dos veces por semana durante el periodo de estudio y se obtuvieron
imagenes del crecimiento y evolucion tumoral dos veces por semana con el sistema de obtencion de imagenes
FluorVivo, Modelo 300/Mag (INDEC, CA, Estados Unidos). Todos los animales de experimentacion se sacrificaron
utilizando una sobredosis de pentobarbital sédico inyectada el dia 38 después de la implantacion del tumor. Los
higados se expusieron para obtener imagenes, después de lo cual se extrajeron los tumores y se pesaron con una
balanza electronica (Sartorius BS 124 S, Alemania). Los tejidos tumorales se mantuvieron en formalina para su
posterior analisis. Se analizaron las comparaciones de los pesos corporales y de las cargas tumorales en los
diferentes grupos utilizando la prueba de la t de Student con un a = 0,05 (bilateral). Después de la inyeccion
intravenosa de los agentes de ensayo, los ratones no murieron ni redujeron su actividad autbnoma. Generalmente,
los animales de experimentacion estaban en buenas condiciones. En la figura 5 y en la siguiente tabla se muestran
los cambios del peso corporal de cada grupo.

Tabla. Comparacioén del peso corporal medio de los ratones al final del estudio

Grupos Dia 0, Peso corporal | Dia 35, Peso corporal (g) Tasa de crecimiento de | Valor de p
(g) (media * de) (media * de) peso corporal (%)

SOLUCION 15,2+0,9 20,4+0,9 34

SALINA (C)
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(continuacion)

Grupos Dia 0, Peso corporal | Dia 35, Peso corporal (g) Tasa de crecimiento de | Valor de p
(g) (media * de) (media * de) peso corporal (%)

SORAFENIB (S) 15,1 +1,1 18,2+0,8 21 P =0,0032
frentea C

TH3424(2,5 mg/kg) | 15,4 + 0,6 21,7+0,7 41 P =0,7252
frentea C

TH3424(5 mg/kg) |14,8+1,2 19,9+13 34 P =0,1740
frentea C
P =0,1869
frente a
(TH3424
2,5 mg/kg)

Como se muestra en la figura 5 y en la tabla anterior, el dia 35 del estudio, en cada grupo, el peso corporal promedio
de los ratones se incremento del 21 % al 41 %. No hubo diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
tratados con TH2870-2 y el grupo de control negativo. Esto sugirié que, con la administracion intraperitoneal de una
dosis baja o alta de TH2870-2, no habia toxicidad aguda evidente para los ratones de experimentacion. Sin
embargo, en el grupo tratado con sorafenib, el peso corporal promedio fue, de manera estadisticamente significativa,
mas bajo que el del grupo de control negativo. Esto sugirié que, con la administracion de sorafenib a la dosificacion
ensayada, habia un cierto grado de toxicidad para los ratones de experimentacion.

Evolucién tumoral en cada grupo.

Las evoluciones del carcinoma hepatocelular HepG2-GFP ortotépico en diferentes grupos, se controlaron mediante
obtencién de imagenes en tiempo real. Las imagenes se obtuvieron dos veces por semana. En las figuras 6 y 7 se
muestran imagenes tumorales tipicas al final del estudio en cada grupo y curvas de crecimiento tumoral procedentes
de las senales de fluorescencia tumoral, que se analizaron utilizando el programa informatico Power Station (INDEC
Biosystems, CA, Estados Unidos), respectivamente

Tabla. Tamario tumoral promedio en cada grupo (mm?)

Area tumoral (mm?)

(media + de) Valor de p

Grupos

Solucion salina (C) 13,5+2,7

Sorafenib (S) 82+53 P =0,0577 frente a C;

P =0,0000 frente a C; P =0.0079 frente a S
P = 0,1163 frente a TH3424 (2,5 mg/kg) (dia
49)

P =0,0000 frente a C; P =0.0031 frente a S
P = 0.0183 frente a TH3424 (2,5 mg/kg)

1,2+ 1,1 (dia 35)

TH3424 (25 mgka) | 0% 272 (dia 49)

TH3424 (5mg/kg) | 0,0 +0,0

Como se muestra en las figuras 6 y 7 y en la tabla anterior, el tamafio tumoral promedio en el grupo de control
positivo, fue aproximadamente un 39 % menor que en el grupo de control negativo, pero no hubo diferencias
estadisticamente significativas entre los 2 grupos de control (P = 0,0577).

En los grupos tratados con TH3424 (2,5 mg/kg) y con TH3424 (5 mg/kg), las areas de lectura promedio de imagenes
de fluorescencia fueron, de manera estadisticamente significativa, menores que las del grupo de control negativo, lo
que muestra fuertes efectos inhibidores y una evidente relacion entre dosis y efecto. Entre ellos, el area de lectura de
imagenes de fluorescencia fue de 0 en el grupo tratado con TH3424 (5 mg/kg). En este grupo, la dosificacion se
interrumpid después de 3 ciclos de tratamiento; la lectura de imagenes de fluorescencia tumoral seguia siendo de 0
hasta el final del experimento. sin embargo, en el grupo tratado con TH3424 (2,5 mg/kg), la administracion del
farmaco se detuvo durante 1 semana después de 3 ciclos de tratamiento y después se reiniciaron otros 3 ciclos de
tratamiento. El area de lectura promedio de imagenes de fluorescencia el dia 35 fue de 1,2 + 1,1, que fue de
aproximadamente el 8 % de la del grupo de control negativo y, fue de 2,0 + 2,2 (~ 8 %) de la del grupo de control
negativo el dia 49 después del tratamiento. La figura 8 muestra todos los tumores al final del estudio y la figura 9
muestra el valor promedio del peso tumoral en cada uno de los grupos de experimentacion.

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 781 398 T3

Tabla. Peso tumoral promedio en cada grupo

Grupos Peso tumoral (g) (media + de) | Valor de p
Solucion salina (C) 0,1543 + 0,0546
Sorafenib (S) 0,0637 + 0,0389 P =0,0159 frente a C
TH3424 (2,5 mg/kg) | 0,0081 £ 0,0088 (Dia 49) E;toégogz frente a C; P = 0,0020
P =0,0001 frente a C; P = 0,0024
TH3424 (5 mg/kg) | 0,0000 + 0,0000 ge:toe,gsi; frente a TH3424
(2,5 mg/kg)

Como se muestra en las figuras 8 y 9 y en la tabla anterior, el peso tumoral promedio del grupo de control positivo
fue menor que el del grupo de control negativo (P = 0,0159), lo que mostré que el farmaco de control positivo
(sorafenib) tuvo un efecto inhibidor sobre el modelo de raton de carcinoma hepatocelular humano HepG2-GFP
ortotdpico a la dosificacion ensayada.

El peso tumoral promedio del grupo tratado con TH3424 (2,5 mg/kg) y con TH3424 (5 mg/kg) fue de 0,0081 g y de
0 g, respectivamente. De manera estadisticamente significativa, todo fue menor que en el en grupo de control. Entre
ellos, el peso promedio fue de 0 g en el grupo tratado con dosis alta, y solo fue de 0,0081 + 0,0088 g en el grupo
tratado con dosis baja, que fue 0 % y 5,2 % del grupo de control negativo, respectivamente. Esto sugirié que, a las
dosis ensayadas, TH3424 tenia un efecto inhibidor muy fuerte sobre el modelo de ratén de carcinoma hepatocelular
humano HepG2-GFP ortotépico y también mostré una clara relacién entre dosis y efecto.

La RI del tumor se calculd en funcién de los pesos tumorales promedio finales segun la formula:
(%) de RI = (1-tratamiento(t)/control(c)) x 100
RI para cada grupo de tratamiento:
(%) de RI = (1-CPCN) x100 = (1-0,0637/0,1543) x 100 = 58,7 %
RI (%) = (1-TH2870-2 LT/ACN) x 100 = (1-0,0081/0,1543) x 100 = 94,8 %
RI (%) = (1-TH2870-2 HT/CN) x 100 = (1-0,0000/0,1543) x 100 = 100 %
Observacion:

CN representa el grupo de control negativo
CP representa el grupo de control positivo

La tasa de inhibicion tumoral fue de 58,7 % en el grupo tratado con sorafenib (P = 0,0159 frente al control), lo que
muestra un fuerte efecto inhibidor sobre el modelo de ratén con carcinoma hepatocelular humano HepG2-GFP
ortotopico a la dosificacion ensayada. Sin embargo, en este grupo, el peso corporal promedio de los ratones de
experimentacion fue, de manera estadisticamente significativa, mas bajo que el del grupo de control negativo. Esto
sugirid que, con la administracion de sorafenib a la dosificacion ensayada, habia un cierto grado de toxicidad para
los ratones de experimentacion. La tasa de inhibicion tumoral de TH3424 (2,5 mg/kg) y de TH3424 (5 mg/kg) fue del
94,8% y del 100 %, respectivamente, lo que muestra un efecto inhibidor tumoral muy fuerte y una clara relaciéon entre
dosis y efecto sobre el modelo de ratén de carcinoma hepatocelular humano HepG2-GFP ortotopico. A las
dosificaciones de TH3424 ensayadas, no hubo toxicidad obvia para los ratones de experimentacion

Ejemplo 10. TH3424 en modelos animales de leucemia de linfocitos T

Las células leucémicas se prepararon descongelando ~ 150x106 células AL7473 de LN2 (aproximadamente 2-3
viales) y colocandolas rapidamente en un bafio de agua a 37°°C. Todas las células se transfirieron a un tubo Falcon
de 50 ml con 40 ml de medio completo precalentado. Las células se centrifugaron a 1 200 rpm durante 5 min. Las
células se resuspendieron con 40 ml de RPMI1640. Después se hizo un recuento celular. Las células se
centrifugaron a 1 200 rpm durante 5 min. y se resuspendieron con PBS enfriado con hielo a 2 millones de células por
100 ul de PBS. Se usaron 100 ul de solucién salina que contenia 2X106 células preparadas anteriormente para
inyectar en cada ratén por via intravenosa (V). Semanalmente, se realizé analisis FACS de sangre durante el
periodo de experimentacién transfiiendo muestras en tubos de FACS, afiadiendo CD45 humano con FITC
(Isotiocianato de fluoresceina) e isotipos en los tubos correspondientes para todas las muestras e incubando las
células en hielo durante 30 minutos en la oscuridad. Se afiadieron 2 ml de tampon de lisis de gldbulos rojos a cada
tubo y se incubaron en hielo durante otros 30 min. en la oscuridad. Todas las muestras se mezclaron en vortex
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varias veces durante este proceso y las muestras se centrifugaron durante 5min. a 1500 rpm a 4°C. Los
sobrenadantes se descartaron y a cada tubo se afiadieron 2 ml de tampén de lavado enfriado con hielo. Las
muestras se centrifugaron durante 5min. a 1500rpm a 4°°C y estas etapas se repitieron. Las células se
resuspendieron en 150 pl de tampon de lavado/PBS para la adquisicion de FACS. Las muestras se analizaron en un
citdbmetro de flujo BD FACSCalibur usando Cell Quest o Flowjo y los resultados se analizaron usando el programa
Prism 5.0.

Para el analisis FACS, los dias 26, 33, 42 después de la inoculacion celular, se recogieron muestras de sangre de
cada grupo. Después de agrupar las muestras, el analisis FACS se realiz6 semanalmente hasta que termino el
estudio (Dia 50, 57, 64 después de la inoculacion de las células). Se recogieron 10 pyl de muestras de plasma de
cada ratén y se realizaron 3 frotis de sangre de cada grupo (Grupo 1: n.° 7, n.° 43, n.° 52; Grupo 2: n.° 11, n.° 15,
n.° 23; Grupo 3: n.° 5, n.° 9, n.° 48; Grupo 4: n.° 25, n.° 28, n.° 36) el dia 57 después de la inoculacion celular. La lista
de muestras se resume a continuacion.

Tabla: Recogida de muestras de todos los animales en el punto de terminacion.

Origen de la Uso Comentarios
muestra
Sangre FACS (CD45 humano) Todos los ratones
FACS (CD45 humano) Todos los ratones
Meédula 6sea fijlada en formalina, incluida en 3 ratones de cada
parafina grupo
FACS (CD45 humano) Todos los ratones
Bazo fijado en formalina, incluido en 3 ratones de cada
parafina grupo

En la figura 10 se muestran los resultados de los cambios de peso corporal en los ratones. Se recogié sangre
periférica semanalmente para analisis FACS del anticuerpo CD45 humano detectado durante el tratamiento desde el
inicio del tratamiento el dia 43 después de la inoculacién celular. Después de la inoculacién celular, los ratones se
dosificaron los dias 43, 50, 57 y 64 (dosificacion solo del grupo 1 y grupo 2), respectivamente. En la figura 11 se
muestra la curva de crecimiento de la carga tumoral después del agrupamiento. Los porcentajes de células de
leucemia CD45+ humanas en sangre periférica de cada grupo aumentaron a medida que evolucionaba la
enfermedad y salvo en el grupo 2 (P> 0,05), las curvas porcentuales disminuyeron 7 dias después de la primera
dosis. Después de la segunda dosificacion, el grupo que recibié tratamiento (grupo 2-4) fue significativamente menor
que el grupo tratado con vehiculo (grupo 1) (P <0,001). Todos los ratones (total de 4 grupos, 10 ratones en cada
grupo) se sacrificaron 6 dias después de la cuarta dosificacion. La sangre, el bazo y la médula 6sea de todos los
ratones se recogieron para detectar por FACS el anticuerpo CD45 humano detectado. El bazo y la médula ésea de 3
ratones de cada grupo se recogieron para FFPE (siglas del inglés Formalin-Fixed Paraffin-Embedded, fijar en
formalina e incluir en parafina). En el Anexo 10.3 se resumen los datos detallados y la lista de muestras en el punto
de terminacion. En la figura 12 se muestra la carga tumoral en sangre periférica, bazo y médula dsea de ratones en
el punto de terminacioén del estudio. Respectivamente, en comparacion con la sangre, el bazo y la médula 6sea del
grupo 1, excepto la médula désea en el grupo 2, mostro diferencias ligeramente significativas (P <0,05), todos los
grupos de tratamiento (grupos 2-4) mostraron diferencias significativas (P <0,01).

Ejemplo 10. Parametros farmacocinéticos (FC) y estudio de toxicidad aguda en monos no sometidos previamente a
experimentacion

TH 3423 y TH 3424 se analizaron en monos no sometidos previamente a experimentacion (1 macho y una hembra
para cada compuesto a 2 mg/kg) con infusion intravenosa durante 30 minutos, muestreo de FC (parametros
farmacocinéticos): el dia 1 y el dia 15: 0,25, 0,5, 0,75, 1 y 2 horas después del inicio de la infusion. Analisis
bioquimico del suero y hematologia: predosis (dia 1), dia 5, dia 8 (predosis), dia 15 (predosis), dia 22 y el dia 28.
Observacion clinica: Diariamente durante el estudio, 35 dias en total. Consumo de alimento: Diariamente durante el
estudio, 35 dias en total. Medicién de peso corporal: Dos veces por semana durante cinco semanas.

Los parametros FC se indican en las siguientes tablas:

24



ES 2 781 398 T3

macho y hembra a 2 mg/kg

Concentracion plasmatica de TH3423 después de infusion IV durante 30 minutos a monos cinomolgos

Dosificacion te;:r:)t;:es concentracion (ng/ml) .
Media (ng/ml)
(horas) macho_n.° 1 hembra_n.° 2
0,25 1100 1320 1210
0,5 1420 1370 1395
IV-TH3423 2 mg/kg 0,75 359 313 336
1 85,0 55,0 70,0
2 1,03 LDC 1,03
Parametros FC Unidad n.°1- n.°2 Media
CL I/h/kg 2,59 2,61 2,60
Vss I’kg 0,584 0,469 0,5266
ABChasta el ditimo punto h* ng/ml 773 758 766
abChasta el infinito h* ng/ml 774 766 770
t1/2 terminal h 0,150 0,108 0,129

Concentracion plasmatica de TH3424 después de infusion IV durante 30 minutos a monos cinomolgos
macho y hembra a 2 mg/kg

Dosificacion te;:rc‘)tr:\sles concentracion (ng/ml) .
Media (ng/ml)
(horas) macho_n.°3 hembra_n.° 4
0,25 2480 1850 2165
0,5 2720 2090 2405
IV-TH3424 2 mg/kg 0,75 1030 557 794
1 260 110 185
2 7,43 3,84 5,64
Parametros FC Unidad n.°3 n.°4 Media
CL I/h/kg 1,16 1,67 1,42
Vss I’kg 0,289 0,360 0,3246
ABChasta el ltimo punto h* ng/ml 1724 1195 1459
ABChasta el infinito h* ng/ml 1726 1196 1461
t1/2 terminal h 0,181 0,182 0,182
TRMINF h 0,250 0,215 0,2324

En la siguiente tabla se muestra el analisis bioquimico del suero:
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Los datos de hematologia se muestran en la siguiente tabla:
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En la siguiente tabla se indican los cambios de peso corporal:
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Grupo N.° ID_deI
animal | piaq1 | Dja4 | Dia8 | Dia11
Grupo 1 n.e1 335 | 323 | 323 | 295
TH3423 ne?2 365 | 355 | 3,41 2,96
Media 350 | 3,39 | 332 | 2,96
Grupo 2 n.° 3- 340 | 3,30 | 3,31 3,17
TH3424 n°4 328 | 322 | 308 | 294
Media 334 | 326 | 320 | 3,06
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REIVINDICACIONES

1. El compuesto (R)-1-(3-(3-N,N-dimetilaminocarbonil)fenoxi1-4-nitrofenil)-1-etil-N,N'-bis(etilen)fosforamidato:

T

1
0 una variante anisotdpica, un solvato o un hidrato del mismo.

2. El compuesto (S)-1-(3-(3-N,N-dimetilaminocarbonil)fenoxil-4-nitrofenil)-1-etil-N,N'-bis(etilen)fosforamidato:

o\ B
S

11
0 una variante isotdpica del mismo o un hidrato o un solvato farmacéuticamente aceptables del mismo.

3. El compuesto de las reivindicaciones 1 o 2, en donde el compuesto tiene un exceso enantiomérico de no menos
del 80 %.

4. El compuesto de la reivindicacion 3, en donde el compuesto tiene un exceso enantiomérico de:

no menos del 90 % o
no menos del 95 %.

5. El compuesto de las reivindicaciones 1 o0 2, en donde el compuesto es sustancialmente puro.
6. El compuesto de la reivindicacién 5, en donde el compuesto tiene una pureza de:

al menos el 50 % o
al menos el 90 %.

7. Una composicion farmacéutica que comprende el compuesto de las reivindicaciones 1 o 2, y un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

8. El compuesto de las reivindicaciones 1 o 2 para uso en el tratamiento o mejora de uno o mas sintomas de una
enfermedad proliferativa en un sujeto, que comprende administrar al sujeto un compuesto de las reivindicaciones 1 o
2.

9. El compuesto de las reivindicaciones 1 o 2 para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 8, en donde la
enfermedad es cancer incluyendo cancer de higado, carcinoma hepatocelular (CHC), cancer de pulmén no
microcitico, melanoma, cancer de prostata, cancer de mama, leucemia, cancer de eséfago, cancer renal, cancer
gastrico, cancer de colon, cancer cerebral, cancer de vejiga, cancer de cuello uterino, cancer de ovario, cancer de
cabeza y cuello, cancer de endometrio, cancer de pancreas, un cancer de sarcoma y cancer de recto.

10. El compuesto de las reivindicaciones 1 o 2 para su uso en un método de inhibicién del crecimiento de una célula,
comprendiendo el método poner en contacto la célula con un compuesto de las reivindicaciones 1 o 2.
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11. El compuesto de las reivindicaciones 1 o 2 para su uso en un método de la reivindicacion 10, en donde la célula
es una célula cancerosa.

12. Un proceso para preparar el compuesto de férmula I:

o}

Y ° o T\

|

que comprende poner en contacto un compuesto de féormula Il:

L1
OH

O5N
II

con POCI3 y H;NCH,CH,L? o una sal del mismo, para proporcionar un compuesto de formula lll,

ﬁ
Lt P
o |\NH L2
HN
O,N
L2
111

en donde L' y L? son independientemente un grupo saliente, y convertir el compuesto de formula 1l en un
compuesto de formula I. X es F, Cl, Br, MeSOs.

13. Un proceso para la resolucién en uno de los enantiomeros del racemato del compuesto de la reivindicaciéon | o
para el enriquecimiento de una mezcla con cualquier exceso enantiomérico de dicho compuesto de férmula (1), que
comprende las siguientes etapas: a) sometiendo el compuesto de formula (l): a un proceso de resolucion optica en
donde una mezcla racémica enantioméricamente enriquecida de 1-(3-(3-N,N-dimetilaminocarbonil)fenoxil-4-
nitrofenil)-1-etil-N,N'-bis(etilen)fosforamidato se separa en sus dos enantiomeros (S)-1-(3-(3-N,N-
dimetilaminocarbonil)fenoxil-4-nitrofenil)-1-etil-N,N'-bis(etilen)fosforamidato y (R)-1-(3-(3-N,N-
dimetilaminocarbonil)fenoxil-4-nitrofenil)-1-etil-N,N'-bis(etilen)fosforamidato mediante cromatografia quiral que
comprende una fase estacionaria y una fase modvil, en donde la fase estacionaria comprende un gel de silice
impregnado con un polisacarido funcionalizado, y en donde la fase mévil comprende un alcohol y otro disolvente.

14. El proceso de la reivindicaciéon 13, en donde el alcohol es metanol.

15. El proceso de la reivindicaciéon 13, en donde el otro disolvente es CO».
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FIG. 6
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Peso tumoral (g)
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Peso promedio tumoral en cada grupo

Solucién salina
Sorafenib
TH3424-2,5 mg/kg

[71 TH3424-5 mg/kg
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Peso corporal (g)
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Curva de peso corporal de E0743-T1516
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FIG. 10
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Porcentaje positivo de CD45 (%)
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Curva de crecimiento de la carga tumoral en sangre
periférica en diferentes grupos
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FIG. 11
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Porcentaje positivo de CD45 (%)
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Punto de terminacion
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