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DERIVADOS DE DIFENILAMINA: USOS, PROCEDIMIENTO DE SINTESIS Y
COMPOSICIONES FARMACEUTICAS

DESCRIPCION
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a derivados de difenilo, a un método de

sintesis, a composiciones que los comprenden y a su uso en la preparacién de un
medicamento para terapia inmunomoduladora (por ejemplo, enfermedades
inmunitarias o ciertos tipos de cancer).

ESTADO DE LA TECNICA

La inflamacién es una reaccion compleja del sistema inmunitario innato en

los tejidos vascularizados, que consiste en la acumulacion y la activacion de
leucocitos y de proteinas plasmaticas en un sitio de infeccion, exposicion a toxinas
o lesién celular.

La inflamacién se inicia por cambios en los vasos sanguineos, que
promueven el reclutamiento de leucocitos.

Las respuestas inmunitarias adaptativas locales pueden estimular la
inflamacion. Aunque ésta tiene una funcion protectora en el control de las
infecciones y la potenciacion de la reparacién tisular, también puede causar lesion
tisular y enfermedad.

La llamada inflamacién inmunitaria es consecuencia de una respuesta de
inmunidad adaptativa al antigeno. El infiltrado celular en el sitio de la inflamacion
puede contener células del sistema de inmunidad innata, como neutréfilos y
macréfagos, que son reclutados a consecuencia de las acciones de las citoquinas
producidas por las células T.

Las citoquinas son una familia de proteinas que median muchas de las
respuestas de la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa. Las mismas
citoquinas pueden ser producidas por muchos tipos celulares, y una misma
citoquina a menudo actuia sobre distintos tipos celulares.

Las citoquinas se sintetizan como respuesta a estimulos inflamatorios o
antigénicos y suelen actuar localmente, de forma autocrina o paracrina, uniéndose
a receptores de alta afinidad presentes en las células diana. Ciertas citoquinas
pueden producirse en cantidad suficiente para que circulen y ejerzan acciones
endocrinas. Ademas, las citoquinas actian como factores de crecimiento para
muchos tipos celulares.



Las citoquinas median sus acciones mediante una unién de alta afinidad a
receptores que pertenecen a un ndmero limitado de familias estructurales.
Diversas citoquinas utilizan vias de sefializacién especializadas, como la via de
JAK/STAT.

Las citoquinas que median la inmunidad innata son producidas
principalmente por macréfagos activados e incluyen: el TNF y la IL-1, como
mediadores de las reacciones inflamatorias agudas frente a los microorganismos;
las quimioquinas, como reclutadoras de leucocitos en los focos de inflamacién: la
IL-12, como estimulante de la produccion de la citoquina activadora de los
macrofagos (IFN-gamma); los interferones tipo |, como citoquinas antivirales, y la
IL-10, como inhibidora de macréfagos.

Las citoquinas que median y regulan las fases de activacion y efectora de la
inmunidad adaptativa son producidas principalmente por linfocitos T estimulados
por el antigeno, e incluyen: la IL-2, como principal factor de crecimiento de las
células T; la IL-4, como estimulante de la sintesis de IgE y el desarrollo de las
celulas Th2 a partir de células T colaboradoras virgenes; la IL-5, como activadora
de los eosindfilos; el IFN gamma como activador de los macréfagos, y el TGF-
beta, como inhibidor de la proliferacion de los linfocitos T y la activacion de los
leucocitos.

Las células T colaboradoras CD4+ pueden diferenciarse en células
efectoras especializadas Th1, que secretan IFN-gamma, el cual favorece la
inmunidad mediada por fagocitos, o en células Th2, que secretan IL-4 e IL-5, las
cuales favorecen la inmunidad mediada por IgE, eosinéfilos y mastocitos.

En resumen, las citoquinas realizan muchas funciones que son criticas para
la defensa del huésped frente a patégenos y proporcionan un nexo de union entre
la inmunidad innata y la adaptativa. Las citoquinas también regulan la magnitud y
la naturaleza de las respuestas inmunitarias, influyendo en el crecimiento y la
diferenciacion de los linfocitos. Finalmente, las citoquinas proporcionan
importantes mecanismos de amplificacién que permiten gue un pequefo numero
de linfocitos especificos para un antigeno cualquiera, active diversos mecanismos
efectores para eliminar el antigeno. Un exceso en la produccion o accién de las
citoquinas puede tener consecuencias patolégicas.

La administracion de citoquinas, receptores solubles o inhibidores de
citoquinas se ha convertido, en el momento presente, en un novedoso y eficaz
enfoque para modificar las respuestas biolégicas asociadas a las enfermedades

inmunitarias e inflamatorias, tanto agudas como crénicas, y también para el



tratamiento de muchos tipos de cancer. La posibilidad de tratar a los pacientes con
cancer mediante estrategias inmunitarias ha supuesto una gran esperanza para
los inmunélogos y los bidlogos del cancer. La principal razén de este interés radica
en el hecho de que las terapias actuales contra el cancer dependen de farmacos
que destruyen las células en division o bloquean la division celular, y estos
tratamientos tienen graves efectos sobre las células normales en proliferacion de
los pacientes con cancer. Como consecuencia de ello, el tratamiento del cancer
causa una importante morbimortalidad. Al contrario que estos tratamientos, la
terapia inmunomoduladora tienen el potencial de ser el tratamiento con mayor
especificidad y menor toxicidad que pueda imaginarse.

Sin embargo, la practica totalidad de estas nuevas herramientas
terapéuticas son de origen bioldgico y altamente especificas para una sola
citoquina. Ello conlleva una serie de riesgos de tolerancia y generacion de
reacciones inmunitarias y de induccic’m de reacciones que implican un grave
desequilibrio en el complejo sistema inmunitario.

La serie de compuestos presentada en esta invencién presentan la
particularidad, ademas de tratarse de pequefias moléculas y no de compuestos
bioldgicos, de actuar claramente sobre mas de una citoquina relacionada pero no
sobre otras, comportandose potencialmente como moduladores mas que como
inhibidores estrictos, sin modificar la viabilidad celular y la fisiologia celular normal,
pero con capacidad para favorecer la vuelta a la normalidad de los propios
mecanismos inmunoldgicos del huésped que sufre una enfermedad inflamatoria
aguda o cronica, o incluso algunos tipos de cancer.

Eur. J. Med. Chem. 2008, 43, 2404 da a conocer bencil-(4,4-difenil-but-3-
enil)-amina, 2-[(4,4-difenil-but-3-enilamino)-metil]-fenol, 3-[(4,4-difenil-but-3-
enilamino)-metil}-fenol,  5-[(4,4-difenil-but-3-enilamino)-metil]-2-metoxifenol y 4-
((4,4-difenil-but-3-enilamino)-metil]-2,6-difluorofenol como inhibidores de los
transportadores de GABA murinos. Eur. J. Med. Chem. 1993, 28, 5585, 727 y 783
da a conocer bencil-(4,4-difenil-but-3-enil)-amina y vasodilatacién como supuesta
aplicacion terapéutica de dicho compuesto. Org. Lett. 1999, 1, 849 da a conocer
bencil-(5,5-difenil-pent-4-enil)-etilamina pero no se notifica ninguna actividad
biolégica del compuesto. El documento US 5.795.756 describe 6-cloro-9-(4 ,4-
difenil-but-3-enil)-9H-purina y 9-(4,4-difenil-but-3-enil)-9H-purin-6-ilamina, es decir
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como inhibidores de la adenilciclasa. También, Falch, E. et al en Drug Dev. Res.,
1990, 21, 169-188, describe 5-(4,4-difenil-but-3-enil)-4,5,6,7-tetrahidroisoxazol[4,5-
clpiridin-3-ol

= ‘HCI
SRR
D
HO” N

como inhibidor de la capacitacion de GABA.

SUMARIO DE LA INVENCION

Los autores de la presente invencion han encontrado sorprendentemente
que los compuestos de férmula (I) muestran una actividad interesante para la
terapia inmunomoduladora.

Por tanto, segun un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un
compuesto de formula (1), o una sal, profarmaco o solvato del mismo:

'T1
Ph N
W \Rz
Ph
(1)
en la que:
Ph es fenilo;
nes2 364

R1 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo C+.Cs:

R2 es un radical de formula —{[CH(R;3)]n-R4], en la que
mes 1;
Rs, cuando sea apropiado, se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno,
fenilo y alquilo C1.Cg;
R4 se selecciona del grupo que consiste en un radical heteroarilo no sustituido,
un radical heteroarilo sustituido y un radical arilo sustituido,



seleccionandose dichos sustituyentes del grupo que consiste en alquilo C;.

Cs, arialquilo C;.Cy4, fenilo, heteroarilo de 5 6 6 miembros, F, Ci, Br, I,

trifluorometilo, ciano, -N(RJ)(Rp), -ORc, -SR4 0 -C(O)R¢; en los que R, Ry,

Rc, Ry Y Re se seleccionan independientemente de hidrdégeno, alquilo C1.C,

fenilo y trifluorometilo;

0
si R1 y/o R3 son distintos de hidrogeno, entonces R, también puede ser fenilo
no sustituido;
o)
R1y Rz, junto con el atomo de nitrégeno al que estan unidos, forman un grupo
heteroarilo sustituido o no sustituido, en el que dichos sustituyentes son tal como
se definieron anteriormente;
con la condicion de que:

2-[(4,4-difenil-but-3-enilamino)-metil]-fenal,

3-[(4,4-difenil-but-3-enilamino)-metil]-fenol,

5-[(4,4-difenil-but-3-enilamino)-metil]-2-metoxifenol,
4-[(4,4-difenil-but-3-enilamino)-metil]-2,6-difluorofenol,
bencil-(5,5-difenil-pent-4-enil)-etilamina,
6-cloro-9-(4,4-difenil-but-3-enil)-9H-purina,

9-(4,4-difenil-but-3-enil)-9H-purin-6-ilamina, y

5-(4,4-difenil-but-3-enil)-4,5,6,7-tetrahidroisoxazol[4,5-c]piridin-3-ol
no estén incluidos en la formula (1).

Segin un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a una
composicion farmacéutica que comprende un compuesto de férmula (1) tal como
se definid anteriormente, o una sal, profarmaco o solvato farmacéuticamente
aceptable del mismo, y al menos un portador farmacéuticamente aceptable.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a un compuesto de férmula
(I) tal como se defini6 anteriormente, o una sal, profarmaco o solvato
farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso como medicamento.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a los compuestos de formula

(I), o una sal, profarmaco o solvato farmacéuticamente aceptable de los mismos,
R4

Ph N
W \Rz

Ph



en la que:
Ph es fenilo;
nes2, 3064;
R+ se selecciona del grupo que consiste en hidrogeno y alquilo C4.Cg;
R2 es un radical de formula —[[CH(R3)]m-R4], en la que
m es un numero entero seleccionado del grupo que consiste en 1, 0 6 2;
cada Rs, cuando sea apropiado, se selecciona del grupo que consiste en
hidrégeno y alquilo C4.Cg;
R4 se selecciona del grupo que consiste en un radical heteroarilo no
sustituido, un radical heteroarilo sustituido, radical arilo no sustituido y un
radical arilo sustituido,
seleccionandose dichos sustituyentes del grupo que consiste en alquilo
C1.Cs, arialquilo C7.C41, fenilo, heteroarilo de 5 6 6 miembros, F, Cl, Br, |,
trifluorometilo, ciano, -N(Rz)(Rs), -ORc, -SRq4 0 -C(O)R¢; en los que Ra, Ry,
Re, Ra ¥ Re se seleccionan independientemente de hidrégeno, alquilo C;.
Ce, fenilo y trifluorometilo;
o
R1 y Rz, junto con el atomo de nitrégeno al que estan unidos, forman un grupo
heteroarilo sustituido o no sustituido, en el que dichos sustituyentes son tal como
se definieron anteriormente;
para su uso como medicamento para tratar enfermedades inflamatorias.

Segun un aspecto adicional, la presente invencion se refiere al uso de un
compuesto de formula (I) o una sal, profarmaco o solvato farmacéuticamente
aceptable del mismo, en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de
enfermedades inflamatorias.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a un método de tratamiento
de enfermedades inflamatorias, comprendiendo dicho método administrar a un
paciente que necesita un tratamiento de este tipo una cantidad terapéuticamente
eficaz de al menos un compuesto de formula(l) tal como se describid
anteriormente, o una sal, profarmaco o solvato farmacéuticamente aceptable del
mismo.

Segun un aspecto adicional, la presente invencidn se refiere a un
procedimiento para la sintesis de los compuestos de formula (), o una sal,
profarmaco o solvato farmacéuticamente aceptable de los mismos.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: inhibicién de la leucemia linfocitica crénica (LLC) del compuesto 3

en un modelo animal de xenoinjerto en comparacién con un grupo control tratado
con vehiculo.

Figura 2: inhibicion del mieloma multiple (MM) del compuesto 3 en un
modelo animal de xenoinjerto en comparacién con un grupo control tratado con
vehiculo.

Figura 3: viabilidad de células de pacientes con leucemia linfocitica crénica.

Figura 4: inhibicién del cancer de colon del compuesto 3 en un modelo
animal de xenoinjerto. A: fotografias que muestran el efecto del compuesto 3, 5-F
uracilo (5-FU) y Oxaliplatino (OXA) en la reduccidén del volumen del tumor en
comparacién con un grupo control tratado con vehiculo. B: grafica que muestra el
peso del tumor de cancer colorectal humano en ratones tratados con compuesto 3,
Oxaliplatino (OXA), 5-F uracilo (5-FU) y combinaciones de los mismos.

Figura 5: inhibicion de melanoma del compuesto 3 en un modelo animal de
xenoinjerto en comparacioén con un grupo control tratado con vehiculo. A: imagen
PET de la actividad in vivo de luciferasa en tumor de melanoma. B: tumores de
melanoma ex vivo de animales al final del tratamiento. C: peso del tumor
melanoma después del tratamiento control o con el compuesto 3 (n=4).

Figura 6: inhibicion del cancer de ovario del corhpuesto 3 en un modelo
animal de xenoinjerto en comparaciéon con un grupo control tratado con vehiculo.
A: imagen PET de la actividad in vivo de luciferasa en tumor. B: cuantificacion de
la sefal de luciferasa en animales tratados con control y con compuesto 3.

Figura 7. células EHEB (leucemia linfocitica crénica de células B) tratadas
con compuesto 3 (10 uM). A: histogramas que muestran la induccién de apoptosis
del compuesto 3 en células EHEB. B: expresion de diferentes proteinas en células
EHEB tratadas con compuesto 3.

Figura 8: células HCT-116 (carcinoma de colon) tratadas con compuesto 3
(10 pM). A: histogramas que muestran la induccion de apoptosis del compuesto 3
en la linea celular de cancer de colon humana HCT-116. B: expresion de

diferentes proteinas relacionadas con apoptosis durante el tratamiento con
compuesto 3.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En el contexto de la presente invencion, los siguientes términos tienen el

significado detallado a continuacion:
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La expresion “alquilo C1.Cs" se refiere a un radical de cadena
hidrocarbonada lineal o ramificada que consiste en atomos de carbono e
hidrogeno, que no contiene insaturacion, que tiene entre 1 y 6, preferiblemente
entre 1y 3 (“alquilo C1.C3"), atomos de carbono y que esta unido al resto de la
molécula mediante un enlace sencillo, incluyendo por ejemplo y en un sentido no
limitativo, metilo, etilo, n-propilo, i-propilo, n-butilo, t-butilo, n-pentilo, etc.

El término “arilo” se refiere a un grupo aromatico que tiene, a menos que se
proporcione otra cosa, entre 6 y 18, preferiblemente entre 6 y 10, incluso mas
preferiblemente 6 6 10 atomos de carbono, que comprende 1, 2 6 3 nucleos
aromaticos, unidos por medio de un enlace carbono-carbono o condensados,
incluyendo por ejemplo y en un sentido no limitativo, fenilo, naftilo, difenilo,
indenilo, fenantrilo, etc. Preferiblemente “arilo” se refiere a fenilo.

“Heteroarilo” se refiere a un radical de anillo aromatico de 3 a 10 miembros
estable, preferiblemente un anillo aromatico de 5 6 6 miembros, que consiste en
atomos de carbono y desde uno hasta cinco heteroatomos seleccionados del
grupo que consiste en nitrogeno, oxigeno y azufre. Para los fines de esta
invencion, el heteroarilo puede ser un sistema de anillos monociclico, biciclico o
triciclico, que puede incluir sistemas de anillos condensados, siendo cada uno de
ellos un radical de anillo aromatico de 3 a 10 miembros, preferiblemente un anillo
aromatico de 5 6 6 miembros, que consiste en atomos de carbono y desde uno
hasta cinco heterodtomos seleccionados del grupo que consiste en nitrégeno,
oxigeno y azufre. Los atomos de nitrogeno, carbono o azufre en el radical
heteroarilo pueden estar opcionalmente oxidados; y el 4tomo de nitrégeno puede
estar opcionalmente cuaternizado. Los ejemplos de tal heteroarilo incluyen, pero
no se limitan a, bencimidazol, benzotiazol, furano, pirrol, tiofeno, piridina,
pirimidina, isotiazol, imidazol, indol, purina, quinolina, tiadiazol. Preferiblemente,
“heteroarilo” se refiere a furano, tiofeno, piridina y bencimidazol.

“Aralquilo” se refiere a un grupo arilo unido al resto de la molécula mediante
un grupo alquilo tal como bencilo y fenetilo.

El término “halégeno” se refiere a bromo, cloro, yodo o fitior.
Compuestos de férmula (1)

Seglin una realizacion preferida, “sustituido” se refiere a un radical
seleccionado del grupo que consiste en alquilo C4.Cq, arialquilo C;.C44, fenilo,
heteroarilo de 5 6 6 miembros, F, Br, |, trifluorometilo, ciano, -N(R,)(Ry), -ORg, -
SRq4 0 -C(O)Re; en los que Ry, Ry, Ry Y Re se seleccionan independientemente de

hidrégeno, alquilo C4.Cg, fenilo y trifluorometilo: y Rc se selecciona del grupo que
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consiste en alquilo C+.Ce, fenilo y trifluorometilo, siempre que -N(R2)(Rp) no sea —
NHz. Los radicales sustituidos, por ejemplo arilo o heteroarilo, pueden estar por
tanto en cualquiera de sus posiciones libres. En una realizacion de la invencion,
los radicales sustituidos estan sustituidos en 1, 2, 3 6 4 de sus posiciones,
preferiblemente en 1 6 2.

Segun una realizacion de la invencion los sustituyentes se seleccionan del
grupo que consiste en metilo, isopropilo, fenilmetilo, fenilo, tiofeno, piridina, F, Br, |,
trifluorometilo, ciano, amino, metoxilo, trifluorometoxilo y tiometoxilo.

Una realizacion de la invencion se refiere a un compuesto de formula (1A), o
una sal, profarmaco o solvato del mismo,

R
&

Ph F \/

Ph
(1A)
en la que Ph, n, Ry y R4 son tal como se definieron anteriormente.

Segun una realizacién de la invencion, R, es un heteroarilo seleccionado
del grupo que consiste en tienilo, furilo, piridilo, 1H-bencimidazol, 9H-purina, 1H-
imidazol y 1H-pirazolo[3,4-d]pirimidina, en los que cada grupo puede estar
sustituido tal como se definié anteriormente.

Una realizacion adicional de la invencion es un compuesto de férmula ho
(IA) o las sales, profarmacos o solvatos del mismo, en la que R4 es un grupo de
férmula (V) o (VI)

o(Rs)

( \ ) //-\~D
e 4
)

A'y B se seleccionan independientemente de -CH- y —N-;

en las que,

D se selecciona independientemente del grupo que consiste en -O-, -S- y —NH-;

p es un numero entero seleccionado del grupo que consiste en 0, 1,2 6 3:

cada Rs se selecciona del grupo que consiste en alquilo C1.Cs, fenilo, fenilmetilo,
heteroarilo de 5 6 6 miembros, F, Cl, Br, |, trifluorometilo, -N(Ra)(Rp), -SRq4 0 -
C(O)Re; en los que Ra, Ry, Ry y Re se seleccionan independientemente de

hidrégeno, alquilo C4.C3, fenilo y trifluorometilo, siempre que en un compuesto de
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formula (V) -N(Rz)(Rp) no sea —NHj;
estando dicho grupo de féormula (V) o (VI) unido al resto de la molécula a través de
cualquiera de las posiciones libres.

Segun una realizacion de la invencion, cada Rs, si hay alguno, se
selecciona independientemente del grupo que consiste en metilo, isopropilo,
fenilmetilo, fenilo, tiofeno, piridina, F, Cl, Br, |, trifluorometilo, ciano, amino,
metoxilo, trifluorometoxilo y tiometoxilo. Seguin una realizacién adicional, p es 1 6
2.

Segun una realizacion de la invencion R4 es un grupo de férmula (V1)

q(Re)

SN

X
(V1)
en la que Rg se selecciona del grupo que consiste en ~OCF3, O-alquilo C1.Cs, F,
Cl, Br, I y=CN; y q es un nimero entero seleccionado del grupo que consiste en 0,
1,2 6 3, y dicho grupo de férmula (VII) est4 unido al resto de la molécula a través
de cualquiera de las posiciones libres.

Segun una realizacién de la invencion, Ry y Ry, junto con el atomo de
nitrgeno al que estan unidos, forman un radical seleccionado del grupo que
consiste en 1H-bencimidazol, 9H-purina, 1H-imidazol vy 1H-pirazolo[3,4-
d]pirimidina.

Segun una realizacion de la invencion Ry es hidrégeno o metilo.

En una realizacion de la invencion, el compuesto de formula (I) se

selecciona del grupo que consiste en:

C ®
OO0, Oy O,

Compuesto 1 Compuesto 2 Compuesto 3

(sal de clorhidrato) (sal de clorhidrato) (sal de clorhidrato)

@
\U\m”@

Compuesto 4 Compuesto 6

Compuesto 5

(sal de clorhidrato) (sal de clorhidrato)



(sal de clorhidrato)

Compuesto 7 Compuesto 8 Compuesto 9

(sal de clorhidrato) (sal de clorhidrato) (sal de clorhidrato)

Compuesto 12
Compuesto 11

Compuesto 10 (sal de clorhidrato)
(sal de clorhidrato) (sal de clorhidrato)

rG ’&ﬁ@% OO O

Compuesto 13 Compuesto 14 Compuesto 15
(sal de clorhidrato) (sal de clorhidrato) (sal de clorhidrato)
® ® ve () §
OO )
x
N
LY oY o U0
Compuesto 17 Compuesto 18

Compuesto 16 ,
P _ (sal de clorhidrato) (sal de clorhidrato)
(sal de clorhidrato)

e g

Compuesto 21
Compuesto 19 Compuesto 20

(sal de clorhidrato)
(sal de clorhidrato) (sal de clorhidrato)

e, Srre, Srre

Compuesto 22 Compuesto 23 Compuesto 24

(sal de clorhidrato) (sal de clorhidrato) (sal de clorhidrato)
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Compuesto 25 Compuesto 26

(sal de clorhidrato) Compuesto 27

o O LT T

—
Compuesto 28 Compuesto 29 Compuesto 30 "

(sal de clorhidrato)

H
~ N__N__Ph ~ NN ~CFa
" hals |
2N _=N

Compuesto 32 Compuesto 33

J

(sal de clorhidrato)

Compuesto 31

Me

Compuesto 36
Compuesto 35

Compuesto 34
(sal de clorhidrato)

‘L” J;/th J;YQ R I;YO

Compuesto 39
Compuesto 37 Compuesto 38

‘!/\/\/H O ?H\NH
S PN ¢ SO

Compuesto 40 Compuesto 41 Compuesto 42
(sal de clorhidrato)
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N N
>“—N >\I—N
o .
Compuesto 43 Compuesto 44.
(sal de clorhidrato) (sal de clorhidrato)

o0 una sal, profarmaco y/o solvato del mismo.

Los compuestos de formula (l) pueden estar en forma de sales,
preferiblemente sales farmacéuticamente aceptables, en forma de solvatos o en
forma de profarmacos. La expresidn “sales, solvatos o profarmacos
farmacéuticamente aceptables del mismo” se refiere a sales, solvatos o
profarmacos que, cuando se administran al receptor, pueden proporcionar (directa
o indirectamente) un compuesto tal como el descrito en el presente documento.
No obstante, se observard que sales farmacéuticamente inaceptables estan
también dentro del alcance de la invencion porque pueden ser Utiles para preparar
sales farmaceuticamente aceptables. Pueden prepararse sales, profarmacos y
derivados por medio de métodos conocidos en el estado de la técnica.
“Farmacéuticamente aceptable” se refiere preferiblemente a composiciones y
entidades moleculares que pueden tolerarse fisiolégicamente y que no provocan
normalmente una reaccién alérgica o una reaccion desfavorable similar, tales
como trastornos gastricos, mareos y similares, cuando se administran a un ser
humano o animal. La expresion “farmacéuticamente aceptable” significa que esta
aprobado por una agencia reguladora de un gobierno estatal o federal o que esta
incluido en la farmacopea estadounidense u otra farmacopea reconocida
generalmente para su uso en animales, y mas particularmente en seres humanos.

El término “solvato” segin esta invencion debe entenderse que significa
cualquier forma del compuesto activo seguln la invencion que tiene otra molécula
(lo mas probablemente un disolvente polar) unida al mismo mediante enlaces no
covalentes. Los ejemplos de solvatos incluyen hidratos y alcoholatos, por ejemplo
metanolato. Preferiblemente, los solvatos son solvatos farmacéuticamente
aceptables.

La preparacién de sales y solvatos puede llevarse a cabo mediante

métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, se sintetizan sales
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farmacéuticamente aceptables de compuestos proporcionados en el presente
documento a partir del compuesto original, que contiene uno o mas restos basicos,
mediante métodos quimicos convencionales. Generalmente, tales sales se
preparan, por ejemplo, haciendo reaccionar las formas de base libre de estos
compuestos con la base o el acido apropiado en agua o en un disolvente organico
0 en una mezcla de los dos. Generalmente, se prefieren medios no acuosos como
éter, acetato de etilo, etanol, isopropanol o acetonitrilo. Los ejemplos de las sales
de adicion de acido incluyen sales de adicién de acido mineral tales como, por
ejemplo, clorhidrato, bromhidrato, yodhidrato, sulfato, nitrato, fosfato, y sales de
adicion de acido organico tales como, por ejemplo, acetato, maleato, fumarato,
citrato, oxalato, succinato, tartrato, malato, mandelato, metanosulfonato y p-
toluenosulfonato. En una realizacion preferida, la sal es la sal de clorhidrato o
fumarato.

Una forma farmacéuticamente aceptable preferida es la forma cristalina,
incluyendo tal forma en una composicion farmacéutica. En el caso de sales y
solvatos, los restos de disolvente e idnicos adicionales deben ser también no
toxicos. Los compuestos de la invenciéon pueden presentar diferentes formas
polimorficas, se pretende que la invencion abarque todas las formas de este tipo.

Cualquier compuesto que sea un profarmaco de un compuesto de férmula
(I) esta dentro del alcance de la invencion. El término “profarmaco” se usa en su
sentido mas amplio y abarca aquellos derivados que se convierten in vivo en los
compuestos de la invenciéon. Los expertos en la técnica conocen ejemplos de
métodos bien conocidos de produccién de un profarmaco de un compuesto activo
dado y pueden encontrarse por ejemplo en Krogsgaard-Larsen et al., Textbook of
Drug design and Discovery, Taylor & Francis (abril de 2002). Tales derivados se
les ocurririan facilmente a los expertos en la técnica e incluyen, dependiendo de
los grupos funcionales presentes en la molécula y sin limitacién, los siguientes
derivados de los presentes compuestos: ésteres, ésteres de aminoacidos, ésteres
de fosfato, ésteres de sulfonato de sales de metales, carbamatos y amidas.

Se pretende también que los compuestos de la invencion incluyan
compuestos que difieren sélo en la presencia de uno o mas atomos
isotopicamente enriquecidos. Por ejemplo, compuestos que tienen las presentes
estructuras excepto por el reemplazo de un hidrégeno por un deuterio o tritio o el
reemplazo de un carbono por un carbono enriquecido en *C o '*C o un nitrégeno
por nitrégeno enriquecido en °N estan dentro del alcance de esta invencion.



18

Los compuestos de la presente invencion representados por la formula (1)
descrita anteriormente pueden incluir enantiomeros dependiendo de la presencia
de centros quirales o isdmeros dependiendo de la presencia de enlaces multiples
(por ejemplo Z, E). Los isébmeros, enantiémeros o diastereémeros individuales y

mezclas de los mismos se encuentran dentro del alcance de la presente invencion.

Usos de compuestos de formula (l)

Segun una realizacién preferida, la enfermedad inflamatoria se selecciona
de enfermedad inflamatoria del intestino (Ell), artritis reumatoide (AR), hiperplasia
prostatica benigna, enfermedad de Barret, asma, reparacion de tendones y
musculo  esquelético, colitis ulcerosa, leishmaniosis y enfermedades
autoinmunitarias, preferiblemente enfermedad de Crohn. Segin una realizacién
adicional, la enfermedad es cancer, por ejemplo, seleccionado del grupo que
consiste en métastasis, cancer de mama, cancer esofagico, cancer de colon,
carcinomas de colon, cancer de estémago, leucemias, melanoma, carcinomas del
utero, cancer de pulmén de células no pequefias, cancer de pulmén de células
pequenas, cancer ovarico, carcinomas ovaricos, cancer de prostata, cancer renal,
cancer de higado, carcinomas del pancreas, cancer de rifidén, cancer de vejiga,
cancer de préstata, cancer testicular, cancer de hueso, cancer de piel, sarcoma,
sarcomas de Kaposi, tumores cerebrales, miosarcomas, neuroblastomas, linfomas
y mieloma muitiple.

El término “tratamiento” o “tratar” o “que trata” en el contexto de esta
memoria descriptiva significa la administracién de un compuesto o una formulacion
segun la invencién para prevenir, mejorar o eliminar la enfermedad o uno o mas
sintomas asociados con dicha enfermedad. “Tratamiento” también abarca
prevenir, mejorar o eliminar las secuelas psicolégicas de la enfermedad.

El termino “mejorar” en el contexto de esta invencion se entiende que
significa cualquier mejora en la situacion del paciente tratado, o bien

subjetivamente (sensacion de o en el paciente) o bien objetivamente (parametros
medidos).

Composiciones farmacéuticas

Segin un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a una
composicion farmacéutica que comprende un compuesto de formula (1) tal como
se defini6 anteriormente, o una sal, profarmaco o solvato farmacéuticamente

aceptable del mismo, y al menos un portador farmacéuticamente aceptable.
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El término “portador” se refiere a un diluyente, adyuvante, excipiente o
vehiculo con el que se administra el principio activo. Tales portadores
farmacéuticos pueden ser liquidos estériles, tales como agua y aceites, incluyendo
aquellos que tienen un origen sintético, vegetal, animal o del petréleo, tales como
aceite de cacahuete, aceite de semilla de soja, aceite mineral, aceite de sésamo y
similares. Se emplean preferiblemente como portadores agua o disolucion acuosa,
soluciones salinas y disoluciones acuosas de dextrosa y glicerol, particularmente
para disoluciones inyectables. Se describen portadores farmacéuticos adecuados
en “Remington’s Pharmaceutical Sciences” por E.W. Martin, 212 edicién, 2005; o
“Handbook of Pharmaceutical Excipients”, Rowe C. R.; Paul J. S.; Marian E. Q.,
sexta edicion. Preferiblemente, los portadores de la invencién estan aprobados por
una agencia reguladora del gobierno estatal o federal y se enumeran en la
farmacopea estadounidense u otra farmacopea reconocida generalmente para su
uso en animales, y mas particularmente en seres humanos.

Los portadores y las sustancias auxiliares necesarios para fabricar la forma
farmacéutica deseada de administracion de la composicién farmacéutica
dependeran, entre otros factores, de la forma farmacéutica de administracion
elegida. Dichas formas farmacéuticas de administracion de la composicion
farmaceutica se fabricaran segin métodos convencionales conocidos por el
experto en la técnica. Puede encontrarse una revision de diferentes métodos de
administracion de principios activos, excipientes que van a usarse y
procedimientos para producirlos en “Remington’s Pharmaceutical Sciences” por
E.W. Martin, 212 edicion, 2005; o “Handbook of Pharmaceutical Excipients”, Rowe
C.R.; Paul J. S.; Marian E. Q., sexta edicion.

Los ejemplos de composiciones farmacéuticas incluyen cualquier
composicion solida (comprimidos, pildoras, capsulas, granulos, etc.) o liguida
(disoluciones, suspensiones o emulsiones) para administracién oral, tépica o
parenteral.

En una realizacién preferida, las composiciones farmacéuticas estan en
forma oral. Formas de dosis adecuadas para administracion oral pueden ser
comprimidos y capsulas y pueden contener excipientes convencionales conocidos
en la tecnica tales como agentes aglutinantes, por ejemplo almibar, goma arabiga,
gelatina, sorbitol, tragacanto o polivinilpirrolidona; cargas, por ejemplo lactosa,
azucar, almidon de maiz, fosfato de calcio, sorbitol o glicina; lubricantes de
preparacion de comprimidos, por ejemplo estearato de magnesio; disgregantes,

por ejemplo almidén, polivinilpirrolidona, glicolato sddico de almidén o celulosa
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microcristalina; o agentes humectantes farmacéuticamente aceptables tales como
laurilsulfato de sodio.

Las composiciones orales sélidas pueden prepararse mediante métodos
convencionales de combinacion, llenado o preparaciéon de comprimidos. Pueden
usarse operaciones de combinacion repetidas para distribuir el agente activo por
todas partes en las composiciones empleando grandes cantidades de cargas.
Tales operaciones son convencionales en la técnica. Los comprimidos pueden
prepararse, por ejemplo, mediante granulacion en himedo o en seco y recubrirse
opcionalmente segin métodos bien conocidos en la practica farmacéutica normal,
en particular con un recubrimiento entérico.

Las composiciones farmacéuticas también pueden adaptarse para
administracion parenteral, tales como disoluciones, suspensiones o productos
liofilizados estériles en la forma farmacéutica unitaria apropiada. Pueden usarse
excipientes adecuados, tales como agentes de carga, agentes tamponantes o
tensioactivos.

Las formulaciones mencionadas se prepararan usando métodos
convencionales tales como los descritos 0 a los que se hace referencia en las
farmacopeas espafiola y estadounidense y textos de referencia similares.

Generalmente, una cantidad administrada eficaz de un compuesto de la
invencion dependera de la eficacia relativa del compuesto elegido, la gravedad del
trastorno que esta tratdndose y el peso del paciente. Sin embargo, se
administraran normalmente compuestos activos una o mas veces al dia, por
ejemplo 1, 2, 3 6 4 veces al dia, con dosis diarias totales tipicas en el intervalo de
desde 0,01 hasta 1000 mg/kg/dia.

Estas composiciones farmacéuticas de la invenciéon pueden usarse en
combinacién con otros principios activos, tales como compuestos adicionales para
su uso en el tratamiento de enfermedades inflamatorias. Dichas composiciones
pueden usarse, como preparaciones de cada componente (un compuesto segun la
formula () o una sal, profarmaco o solvato farmacéuticamente aceptable del
mismo y un principio activo adicional), para su administracién de un modo

simultaneo, por separado o secuencial.

Sintesis de compuestos de formula (l)

Los compuestos de la presente invencidn pueden sintetizarse en una

secuencia de multiples etapas mediante procedimientos sintéticos disponibles. Por
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ejemplo, pueden prepararse mediante el procedimiento resumido en el esquema

general | mostrado a continuacion:

R1 F'Q1
ph—x 8)nBuli PhWLG Ry P g
LG Ph
ay  ROLT W (Il)
(IV) )
b) H;0*
H
Ph NH Ph N.
~ Het-X ¥ nHet
Ph Ph
(VIII) (VD)
Esquema 1

En una realizacion particular, los compuestos de férmula (I) pueden
prepararse mediante una reaccion de substitucion del derivado (Il) con una amina
que porta los radicales Ry y R, en presencia de una base y un disolvente organico.
Segun una realizacion preferida, se usan como base diisopropiletilamina o
carbonato de potasio. Segln otra realizacion preferida, el disolvente organico es
acetonitrilo o etanol. El grupo saliente (LG) presente en los compuestos (l1) se
selecciona preferiblemente de haluro y sulfonato. Mas preferiblemente, es
bromuro.

Adicionalmente, cuando la amina es una amina primaria (Ri= H), el
compuesto (I) resultante puede alquilarse adicionalmente mediante tratamiento
con un haluro de alquilo (R+-X; en el que Ry es alquilo C1.Cs 0 aralquilo C7-C1s) en
presencia de una base.

En una realizaciéon particular, los compuestos de férmula (ll) pueden
prepararse mediante la adicion del haluro de fenil-litio a un éster de férmula (IV) y
una reaccion de deshidratacion adicional. Segin una realizacion preferida, el
compuesto de organolitio se prepara mediante la adiciéon de n-butillitio al haluro de
fenilo. Segln otra realizacion preferida, la etapa de deshidratacion se realiza en
presencia de un &acido. En una realizacion preferida, el acido es H,SO,.
Preferiblemente, la sintesis de los compuestos (ll) se realiza en presencia de un
disolvente etéreo. Mas preferiblemente, se selecciona de dietil éter y
tetrahidrofurano.

En una realizacién particular, los compuestos de formula (V1), es decir un
compuesto de formula (1) en el que Ry es hidrogeno, R, es —{[CH(R3)Im-Ra4])-,
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siendo m 0 y siendo R4 un heteroarilo sustituido o no sustituido tal como se define
en el presente documento, pueden prepararse mediante reaccién de una amina de
férmula (VII1) con el correspondiente derivado de heteroarilo halogenado sustituido
o no sustituido (Het-X; siendo X F, Br, Cl o I) en presencia de una base y un
disolvente organico. Segun una realizacion preferida, se usan diisopropiletilamina
o carbonato de potasio como base. Segun otra realizacion preferida, el disolvente
organico es etanol. El experto en la técnica conoce condiciones adicionales para la
alquilacién de aminas.

En una realizaciéon particular, los compuestos de férmula (VIIl) pueden
prepararse mediante la reaccién de un compuesto (lIl) con azida de sodio en DMF
y la posterior reduccion de estas azidas con trifenilfosfina en THF.

La presente invencion se explica adicionalmente a continuacion por medio
de ejemplos. Esta explicacion no debe interpretarse de ningin modo como una

limitacién del alcance de la invencion tal como se define en las reivindicaciones.

EJEMPLOS

Se prepararon compuestos de férmula (l) segin la presente invencion
siguiendo la estrategia de preparacion general detallada a continuacion. La
preparacion detallada de algunos de los compuestos se describe mas adelante en

el presente documento. Todos los reactivos usados estdn comercialmente
disponibles.

Ejemplo 1: Sintesis de clorhidrato de (5,5-difenil-pent-4-enil)-(4-fluoro-
bencil)-amina (compuesto 3)

Etapa 1. Sintesis de 5-bromo-1,1-bisfenilpenteno

a)Buli + O
— LN _ o
\ /—Br

Br(CHy)4CO,Et O

Se afadi6 una disolucion de bromobenceno (20,86 ml, 0,225 moles) en
Et,O anhidro (60 ml), bajo atmésfera de argén, a una mezcla de n-butillitio 2,5 M
(100 mi, 0,250 moles) en Et,O anhidro (100 ml) mientras que se mantenia la
temperatura a 5-10°C. Se continu6 agitando a 10°C durante otros 15 min. antes de
que se enfriase la mezcla hasta —-70°C. Se afadi® una disolucibn de 5-

bromovalerato de etilo (14,54 ml, 0,090 moles) en Et,O anhidro (60 ml) mientras
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que se mantenia la temperatura por debajo de -65°C. Cuando se completé la
adicién se agité la mezcla a —70°C durante 2,5 h. Se afadieron sucesivamente
agua fria (75 ml) y HCl 1 N acuoso frio (35 ml) mientras que se mantuvo la
temperatura por debajo de 0°C. Se agitd la mezcla de reaccién durante 15 min.
para permitir que la temperatura subiese a >0°C, y se separaron las fases. Se
extrajo la fase acuosa con Et;O (75 ml), y se lavaron las fases organicas
combinadas con agua (60 ml) y salmuera (60 ml). Se secé la disolucién sobre
sulfato de sodio anhidro y se evaporé el disolvente a vacio dando 46,5 g de un
sélido, que se disolvid en 2-propanol (225 ml). Se afadié una disolucién de H,SO,
acuosa al 20% (25 ml), y se agité la mezcla a reflujo durante 1 h. Se evaporaron
los disolventes a vacio dando un residuo que se repartio entre CH,Cl, (400 ml) y
una disolucion de NaHCO; saturada (75 ml). Se separaron las fases, y se extrajo
la fase acuosa adicionalmente con CHCl, (75 ml). Se lavaron las fases organicas
combinadas con agua (75 ml), salmuera (75 ml) y se secaron sobre sulfato de
sodio anhidro. Se evapord el disolvente a vacio dando 5-bromo-1-1-
bisfenilpenteno (20,0 g, 73,7%) como un aceite amarillo. '"H RMN (CDCls), O(ppm):
7,2-7,4 (m, 10 H); 6,2 (t, 1H); 3,3 (t, 2H); 2,3 (q, 2H); 1,9 (q, 2H).

Compuestos adicionales

Etapa 2. Sintesis de (5,5-difenil-pent-4-enil)-(4-fluoro-bencil)-amina

e O

Se afiadieron 4-fluoro-bencilamina (0,62 g, 5 mmoles) y K,CO; (0,7 g, 5

mmoles) a una disolucion de 5-bromo-1-1-bisfenilpenteno (0,75 g, 2,5 mmoles) en
25 ml de acetonitrilo. Se calenté la reaccion hasta reflujo con agitacién durante 16
horas. Se eliminé el disolvente a presion reducida, se afiadié agua y se extrajo la
mezcla con CH,Cl; (3 x 60 ml). Se secaron las fases organicas sobre sulfato de
sodio anhidro y se evapor6 el disolvente a vacio dando un aceite que se purifico
mediante cromatografia ultrarrapida (AcOEt/heptano/TEA 45:55:1) dando 0,58 g
(rendimiento del 67,1%) de (5,5-difenil-pent-4-enil)-(4-fluoro-benci)-amina como
un aceite amarillo. "H RMN (CDCl3), D(ppm): 7,2-7,5 (m, 12H); 7,0-7,1 (m, 2H); 6,2
(t, 1H); 3,8 (s, 2H); 2,7 (t, 2H); 2,3 (c, 2H); 1,7 (g, 2H). "*C RMN (CDCl3), O(ppm):
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163,2; 143,4; 141,9; 139,5; 132,5; 132,3; 129,6; 128,3; 128,1; 127,1; 126,6; 125,7;
116,3; 115,9; 49,6; 45,3; 26,7; 25,8.

Etapa 3. Sintesis de clorhidrato de (5.5-difenil-pent-4-enil)-(4-fluoro-bencil)-amina

(compuesto 3)

T =0

Se afiadi6é una disolucién de HCI 1 M en Et,O anhidro (3 ml, 3 mmoles) en
el plazo de 10 min. a una disolucién de (5,5-difenil-pent-4-enil)-(4-fluoro-bencil)-
amina (1 g, 3 mmoles) en 100 ml de Et,O anhidro. Se agité la reaccién durante 30
min. Se filtré el soélido, se transfirio a una placa de cristalizacion y se seco a 50°C
en un horno de vacio (0,9 g, rendimiento del 84,7%). P.f. = 128,0-130,1°C. 'H
RMN (CDCl3), O(ppm): 9,9 (sa, 2H); 7,6-7,5 (m, 2H); 7,3-7,0 (m, 12H); 5,9 (t, 1H);
4,0 (sa, 2H); 2,7 (t, 2H); 2,2-1,9 (m, 4H). '*C RMN (CDCls), O(ppm): 163,2; 143 4
141,9; 139,5; 132,5; 132,3; 129,6; 128,3; 128,1; 127,1; 126,6; 125,7; 116,3; 115,9;
49,6, 45,3, 26,7; 25,8.

Se obtuvieron los siguientes compuestos siguiendo el procedimiento
sintético general descrito anteriormente para compuestos de formula (l),
concretamente mediante la reaccion de 5-bromo-1-1-bisfenilpenteno con
arilbencilaminas correspondientes:

Ejemplo 2: Clorhidrato de (5,5-difenil-pent-4-enil)-(4-
trifluorometoxibencil)amina (compuesto 2) 'H-RMN (CDCl3), O (ppm): 7,2 (m
14H); 6,1 (t, 1H); 3,8 (s, 2H); 2,7 (t, 2H); 2,2 (g, 2H); 1,7 (m, 2H).

Ejemplo 3: Clorhidrato de (5,5-difenil-pent-4-enil)-(4-
trifluorometilbencil)amina (compuesto 1). P.f.: 121,4-122,7°C.

'H-RMN (CDCP), T (ppm): 10,1 (s, 2H,); 7.7-7.6 (m, 4H); 7,0-6,8 (m, 10H): 5.9 (t,
2H,); 4,0 (s, 2H); 2,6 (sa 2H); 2,1-1,9 (m, 4H).

Eiemplo_4: Clorhidrato de (5,5-difenil-pent-4-enil)-(4-metoxibencil)amina
(compuesto 4) P.f.: 69,2-73,8°C.

"H-RMN (CDCl3), O (ppm): 9,7 (sa, 2H); 7,4 (d, 2H); 7,3-7,0 (m, 10H); 6,8 (d, 2H);
5,9 (t, 1H); 3,9 (sa 2H); 3,7 (s, 3H); 2,6 (sa, 2H,); 2,1-1,9 (m, 4H).

Ejemplo 5: Clorhidrato de (5,5-difenil-pent-4-enil)-tiofen-3-ilmetilamina
(compuesto 5). P.f.: 108,0-109,7°C. 'H-RMN (CDCl3) O (ppm): 9,8 (sa, 2H); 7,5-
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7,4 (m, 1H); 7,3-7,0 (m, 12H); 5,9 (t, 1H); 4,0 (sa, 2H); 2,7 (sa, 2H); 2,1-1,9 (m,
4H). '

Eiemplo 6: Clorhidrato de (5,5-difenil-pent-4-enil)-tiofen-2-ilmetilamina
(compuesto 6). P.f.: 161,0-161,6°C. '"H-RMN (CDCl3), O (ppm): 7,4-7,1 (m, 11H);
6,9 (m, 2H;); 6,1 (t, 1H); 4,0 (s, 2H); 2,7 (t, 2H); 2,2 (q, 2H); 1,6 (M, 2H).

Eiemplo 7: Clorhidrato de (5,5-difenil-pent-4-enil)piridin-2-ilmetilamina
(compuesto 7). P.f.: 125,0-126,9°C. "H-RMN (CDCl3), O (ppm): 8,5 (m, 1H); 7,8
(m, 2H); 7,4-7,0 (m, 11H); 5,9 (t, 1H); 4,4 (s, 2H); 2,9 (t, 2H); 2,2-2,0 (m, 4H).
Ejemplo 8: Clorhidrato (5,5-difenil-pent-4-enil)furan-2-ilmetilamina
(compuesto 8). P.f.: 139,0-141,3°C. 1H-RMN (DMSO-ds), O (ppm): 9,5 (sa, 2H);
7,7 (m, 1H); 7,5-7,0 (m, 10H); 6,6(m, 1H); 6,5 (m, 1H); 6,0 (t, 1H); 4,1 (sa, 2H); 2,8
(sa, 2H); ); 2,1-2,0 (m, 2H); 1,8-1,7 (m, 2H).

Ejemplo 9: Clorhidrato de (5,5-difenil-pent-4-enil)-(3-trifluorometoxi-
bencil)amina (compuesto 9). P.f.: 102,4-104,0°C. 'H-RMN (CDCl3), O (ppm):
10,0 (sa 2H); 7,6-7,0 (m, 14H); 5,9 (t, 1H); 4,0 (s, 2H); 2,7 (sa, 2H); 2,1-1,9 (m,
4H). |

Ejemplo 10: Clorhidrato de (5,5-difenil-pent-4-enil)-(2-
trifluorometoxibencil)Jamina (compuesto 10). P.f.. 109,0-110,7°C. 'H-RMN
(CDCls), O (ppm): 10,0 (sa, 2H), 8,0 (m, 1H); 7,4-7,0 (m, 13H); 5,9 (t, 1H); 4,2 (s,
2H); 2,7 (sa, 2H); 2,1-2,0 (m, 4H).

Eiemplo 11: Clorhidrato de (1H-benzoimidazol-2-ilmetil)-(5,5-difenil-pent-4-
enil)amina (compuesto 11). P.f.: 251,0-253,8°C. 'H-RMN (DMSO-dg), O (ppm):
10,1 (sa, 2H); 7,8-7,1 (m, 14H); 6,2 (sa 2H,); 6,1 (t, 1H); 4,6 (s, 2H); 3,0 (sa, 2H);
2,1-2,0 (m, 2H); 1,8-1,0 (m, 2H).

Ejemplo 12: Clorhidrato de (4,4-difenil-but-3-enil)-(4-
trifluorometoxibencil)amina (compuesto 12). P.f.: 126-128°C. 'H-RMN (CDCly),
O (ppm): 10,1 (s, 1H); 6,1 (t, 1H); 7,5 (d, 2H); 7,3-7,0 (m, 12H); 3,9 (s, 2H); 2,8 (m,
2H); 2,6 (m, 2H).

Eiemplo 13: Clorhidrato de (4,4-difenil-but-3-enil)-tiofen-2-ilmetilamina
(compuesto 13). P.f.: 163-165,5°C. 'H-RMN (CDCls), O(ppm): 2,3 (q, 2H); 2,8 {(t,
2H); 4,0 (s, 2H), 6,1 (t, 1H); 6,9 (m, 2H); 7,0 (m, 8H); 7,4 (m, 3H).'

Ejemplo 14: Clorhidrato de (6,6-difenil-hex-5-enil)-(4-
trifluorometoxibencil)Jamina (compuesto 14). P.f: 109-110,5°C. 'H-RMN
(CDCl3), O(ppm): 10,0 (m, 2H); 7,6 (d, 2H); 7,4-7,0 (m, 14H); 6,0 (t, 1H); 3,9 (s,
2H); 2,7 (s, 2H); 2,1 (q, 2H); 1,8 (m, 2H); 1,5 (m, 2H).
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Ejemplo 15: Clorhidrato de (6,6-difenil-hex-5-enil)-(3-
trifluorometoxibencil)amina (compuesto 15). P.f: 96,6-98,5°C. 'H-RMN
(CDCls), O(ppm): 7,4-7,0 (m, 13H); 6,1 (t,1H); 3,8 (s, 2H); 2,6 (t, 2H), 2,2 (q, 2H);
1,6 (m, 4H).

Eiemplo 16: Clorhidrato de bencil-(5,5-difenil-pent-4-enil)-metilamina
(compuesto 16). 'H-RMN (CDCl3), O(ppm): 12,5 (s, 1H); 7,0-7,6 (m, 15H); 5,9 (t,
1H); 4,1 (s, 2H); 2,9-2,6 (m, 2H); 2,6 (s, 3H); 2,2-1,8 (m, 4H).

Ejemplo 17: Clorhidrato de (5,5-difenil-pent-4-enil)-(1-fenil-etil)-amina
(compuesto 17). 'H-RMN (CDCls), O (ppm): 10,1 (sa 1H); 9,8 (sa, 1H); 7,6-7,0 (m,
15 H); 5,9 (t, 1H); 4,16 (t, 1H); 2,6 (sa, 2H); 2,0 (m, 4H); 1,9 (d, 3H).

Ejemplo 18: Clorhidrato de benzhidril-(5,5-difenil-pent-4-enil)-amina
(compuesto 18). "H-RMN (CDCl3), O (ppm): 10,3 (sa, 2H); 7,6-7,0 (m, 20H); 5.8
(t, TH); 5,1 (sa, 1H); 2,5 (sa 2H); 1,9-1,7 (m, 4H).

Eiemplo 19: Clorhidrato de (5,5-difenil-pent-4-enil)-(2-fluorobencil)amina
(compuesto 19). "H-RMN (CDCl3) O (ppm): 10,0 (s, 2H); 7,4-6,9 (m, 15H); 6,0 (t,
1H); 4,0 (s, 2H); 2,7 (m, 2H); 2,2-2,0 (m, 4H).

Ejemplo 20: Clorhidrato de (4-clorobencil)-(5,5-difenil-pent-4-enil)amina.
(Compuesto 20). 'H-RMN (CDCls), O (ppm): 1,7 (m, 2H); 2,2 (m, 2H); 2,7 (m, 2H);
4,0 (s, 2H); 6,1 (t, 1H); 7,5-7,0 (m, 14H); 10,0 (sa, 2H).

Ejemplo 21: Clorhidrato de 4-[(5,5-difenil-pent-4-enilamino)-metil]benzonitrilo
'H-RMN (CDCl3), O (ppm): 10,2 (s, 2H): 7,8-7,6 (m,4H); 7,4-7,0 (m, 10H); 5,9 (t,
1H); 4,1 (s, 2H); 2,7 (m, 2H); 2,2 (m, 2H); 2,0 (m,2H).

Ejemplo 22; Clorhidrato de (4,4-difenil-but-3-enil)-(4-
trifluorometilbencil)amina. 'H-RMN (CDCls) C (ppm): 11,0 (sa, 2H); 7,6 (m, 4H);
7,4-7,2 (m, 8H); 7,1(m, 2H); 6,1 (t, 1H); 4,0 (s, 2H); 2,9 (t, 2H); 2,6 (m, 2H).
Ejemplo 23: Clorhidrato de (4,4-difenil-but-3-enil)-(4-fluor-bencil-amina. 'H-
RMN (CDClz), O (ppm): 10,0 (s, 2H); 7,6-7,4 (m, 10H); 7,0-6,8 (m, 4H); 6,1 (t, 1H):
3,9 (m, 2H); 2,8 (m, 2H); 2,5 (m,2H).

Eiemplo 24: Clorhidrato de bencil-(4,4-difenil-but-3-enil)Jamina. 'H-RMN
(CDCl3), O (ppm): 10,0 (sa, 2H); 7,5-7,2 (m, 13H); 7,0 (m, 2H); 6,1 (t, 1H); 3,9 (s
2H); 2,9 (m, 2H); 2,6 (m, 2H).

Ejemplo 25: Clorhidrato de (4,4-difenil-but-3-enil)-(3-
trifluorometoxilbencil)amina. 'H-RMN (CDCl;, O (ppm): 10,2 (sa, 2H); 7,8 (d,
1H); 7,6 (m, 2H); 7,5 (m, 1H); 7,7-7,4 (m, 10H); 6,1 (t, 1H); 4,0 (s, 2H); 2,9 (m, 2H);
2,6 (m, 2H).
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Ejemplo 26: Clorhidrato de (4,4-difenil-but-3-enil)-(3-fluorobencil)amina. .'H-
RMN (CDCl3), O (ppm): 10,0 (sa, 2H); 7,4-7,7 (m, 14H); 6,1 (t, 1H); 4,0 (s, 2H); 2,9
(m, 2H); 2,6 (m, 2H).

Eiemplo 27: Sintesis de (1-(5,5-difenil-pent-4-enil)-2-metil-1H-benzoimidazol!
(compuesto 27).

HsC
, "
— Br 4 ©/ \>—~CH3 - MN@
: 3¢
\_ 7
(Al

Se afiadié lentamente en porciones hidruro de sodio (0,24 g, al 60% en
dispersion en aceite, 6,0 mmoles) sobre una disolucion preenfriada (bafio de
enfriamiento de hielo/agua) de 2-metil-bencimidazol (0,66 g, 5,0 mmoles) en 20 ml
de DMF anhidra. Tras 2 h, se afadié en porciones 5-bromo-1,1-bisfenilpenteno
(1,5 g, 5,0 mmoles), y se agité la mezcla resultante durante 20 h. Se extinguié Ia
reaccion mediante la adicién de metanol (3 ml), hasta que cesé el desprendimiento
de gas. Se diluyé con agua (120 ml) y se extrajo con acetato de etilo (3 x 25 ml).
Se lavo el extracto organico con salmuera (1 x 20 ml), se seco sobre sulfato de
sodio anhidro y se eliminé el disolvente a baja presion, obteniendo un residuo (1,9
g), que se purifico6 mediante cromatografia ultrarrapida (DCM/MeOH 98:2) dando
1,5 g (4,2 mmoles, rendimiento del 60%) de un sélido amarillo. 'H-RMN (CDCls), O
(ppm): 7,7 (m, 1H); 7,4-7,0 (m, 13H); 6,0 (t, 1H); 4,0 (t, 2H); 2,5 (s, 3H); 2,3 (q, 2H);
1,9 (m, 2H).

Se prepararon los siguientes compuestos de un modo analogo:

Eiemplo 28: 1-(5,5-Difenil-pent-4-enil)-1H-imidazol (compuesto 28). 'H-RMN
(CDCl3), O (ppm): 7,5-7,2 (m, 11H); 7,0 (s, 1H); 6,8 (s, 1H); 6,1(t, 1H); 3,9 (t, 2H);
2,2 (q, 2H); 1,9 (m, 2H).

Ejemplo 29: Sintesis de (2-cloro-9H-purin¥6-il)-(6,6-difeniI—hex-5-e‘ni|)-amina
(compuesto 29)

Etapa 1. Sintesis de 6-azida-1,1-difenil-1-hexeno Producto intermedio [D]

Se agitd una mezcla de 6-bromo-1,1-difenil-1-hexeno (50,0 g, 158 mmoles)

y azida de sodio (31,0 g, 476 mmoles) DMF (250 ml) a temperatura ambiente
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durante 16 h. Se diluy6 la mezcla de reaccion con acetato de etilo (400 ml) y se
lavé con una disolucién acuosa saturada de NH4CI (3 x 100 ml). Se lavo el
extracto organico con salmuera (1x 60 ml), se seco sobre sulfato de sodio anhidro
y se elimino el disolvente a baja presién, obteniendo 41 g (148 mmoles, 96,68%)
de un aceite incoloro, identificado como 6-azida-1,1-difenil-1-hexeno. "H-RMN
(CDCly), D (ppm): 7,4-7,1 (m, 10H); 6,1 (t, 1H); 3,2 (t, 2H); 2,1 (m, 2H); 1,5 (m,
4H).

Se prepar6 el siguiente compuesto intermedio mediante la reaccién del
producto intermedio [A] (véase el ejemplo 27) con azida de sodio de un modo
analogo:

Producto intermedio [E] 5-Azida-1,1-difenil-1-penteno "H-RMN (CDCl3), O (ppm):
7,4-7,0 (m, 10H); 6,1 (t, 1H); 3,3 (t, 2H); 2,1 (m, 2H); 1,6 (M, 2H).

Etapa 2. Sintesis de 6 .6-difenil-hex-5-enilamina. Producto intermedio [F]

— |

Ny + Ph3P __ —

[D] [F]

Se agité una mezcla de 6-azida-1,1-difenil-1-hexeno (2,7 g, 9,7 mmoles) y
trifenilfosfina (3,1 g, 12 mmoles) en THF (50 ml) y agua (2,5 ml), a temperatura
ambiente durante 20 h. Se elimin6 el disolvente a presién reducida dando un
aceite, que se purifico mediante cromatografia ultrarrapida (DCM/MeOH/Et;N
95:5:5) produciendo 6,6-difenil-hex-5-enilamina como un aceite amarillo (2,4 g,
rendimiento del 98%) 'H-RMN (CDCls), O (ppm): 1,4 (m, 4H); 7,3 (m, 10H); 6,1 (t,
1H); 2,6 (M, 2H); 2,2 (q, 2H); 1,6 (s, 2H).

Se preparo6 el siguiente compuesto intermedio de un modo analogo:
Producto intermedio [G] 5,5-difenil-pent-4-enilamina 'H-RMN (CDClz), O (ppm):
7,4-7,2 (m, 10H); 6,1 (t, 1H); 2,7 (t, 2H); 2,2 (g, 2H); 1,9 (s, 2H); 1,6 (m, 2H).

NH,

Etapa 3. (2-Cloro-9H-purin-6-il)-(6,6-difenil-hex-5-enil)-amina
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Ph_ Ph

Ph, /—* t DIPEA
ph> - * EtOH "
[F] /\ N\>
A
H

A una disolucion de 6,6-difenil-hex-5-enilamina (25,6 g, 103 mmoles) en
etanol (500 ml), se le afiadieron purina (17,0 g, 90 mmoles) y DIPEA (15,7 ml, 90

Cl

mmoles). Se calent6 la mezcla resultante hasta reflujo durante 3 h. Una vez que
paso este tiempo, se elimind el disolvente a baja presion, se afadié agua (150 ml)
y se filtr6 el precipitado y se lavé con metanol obteniendo (2-cloro-9H-purin-6-il)-
(6,6-difenil-hex-5-enil)-amina (31,76 g, (78,6 mmoles, rendimiento del 87,3%)
como un sélido blanco (p.f.: 205,7°-207,0°C "H-RMN (CDCls), O (ppm): 8,1 (s, 2H);
7,5-7,0 (m, 10H); 6,1 (t,1H); 2,5 (m, 2H); 2,1 (m, 2H); 1,7-1,4 (m, 4H).

Se prepararon los siguientes compuestos de un modo analogo, mediante la
reaccion de 6,6-difenil-hex-5-enilamina con los correspondientes derivados de 6-
cloropurina o derivados de 4-cloro-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidina comerciales. Se
prepararon compuestos no comerciales mediante métodos conocidos en la
bibliografia tales como los descritos en el documento US6936713; Eur. J. Med.
Chem, 2003, 38, 199-214; documento W02005/009348: Synthesis, 1994, 1401; J.
Am. Chem. Soc. 1956, 78, 784-790; J. Med. Chem. 2005, 6887; J. Med. Chem.
2006, 1549; y/o Eur. J. Med. Chem, 2004, 939. |
Ejemplo 30: Sal clorhidrica de (9-bencil-2-yodo-9H-purin-6-il)-(6,6-difenil-hex-
5-enil)amina (compuesto 30). La reaccion con 6-cloro-2-yodo-9H-purina produjo
el compuesto del titulo. "H-RMN (CDCly), O (ppm): 7,5 (s, 1H); 7,4-7,0 (m, 15H);
6,1 (t, 1H); 5,7 (s, 1H); 5,3 (s, 2H); 3,6 (s, 2H); 2,1 (q, 2H); 1,6 (m, 5H).

Ejemplo 31: 9-Bencil-N-(6,6-difenil-hex-5-enil)-9H-purina-2,6-diamina
(compuesto 31) La reaccion con 9-bencil-6-cloro-9H-purin-2-ilamina produjo el
compuesto del titulo. "H-RMN (CDCl3), O (ppm): 7,4-7,1 (m, 15H), 6,1 (t, 1H), 5,5
(m, 1H, NH); 5,2 (s, 2H); 4,7 (s, 2H, NHy); 3,5 (m, 2H); 2,2 (m, 2H); 1,6 (m, 4H).
Ejemplo 32: (6,6-Difenil-hex-5-enil)-(2-fenil-9H-purin-6-il)amina (compuesto
32) La reaccién con 6-cloro-2-fenil-9H-purina produjo el compuesto del titulo. 'H-
RMN (CDCl; + DMSO-ds), T (ppm): 8,2 (m, 2H); 7,7 (s, 1H); 7,4-7,0 (m, 14H); 6,9
(sa, TH); 6,0 (t, 1H); 3,6 (m, 2H); 2,1 (q, 2H); 1,8- 1,4 (m, 4H).
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Ejemplo 33: (6,6-Difenil-hex-5-enil)-(9-metil-2-trifluorometil-9H-purin-6-

illJamina (compuesto 33) La reacciéon con 6-cloro-9-metil-2-trifluorometil-9H-
purina produjo el compuesto del titulo. "H-RMN (CDCls), O (ppm): 7,8 (s, 1H); 7 4-
7,0 (m, 10H); 6,1 (t, 1H); 5,8 (sa, 1H); 3,9 (s, 3H); 3,6 (sa, 2H); 2,2 (q, 2H); 1,8-1,5
(m, 4H).
Eiemplo 34: (5,5-Difenil-pent-4-enil)-(9-metil-9H-purin-6-il)Jamina (compuesto
34) La reaccion con 6-cloro-9-metil-9H-purina produjo el compuesto del titulo. "H-
RMN (CDCl3), O (ppm): 8,4 (s, 1H); 7,7 (s, 1H); 7,4-7,0 (m, 10H); 6,1 (t, 1H); 5,7 (s,
1H, NH); 3,9 (s, 3H); 3,6 (m, 2H); 2,3 (g, 2H); 1,9 (m,>2H).
Ejemplo 35: Sintesis de (2-cloro-9-metil-9H-purin-6-il)-(6,6-difenil-hex-5-
enil)Jamina (compuesto 35)

Ph.__Ph Ph.__Ph

ﬁ T
N h

NH iNH
x—N N
)Nl\ Ty + cha — /NKI S
c” NN ci” N N
CHj;

A una disolucion de (2-cloro-9H-purin-6-il)-(6,6-difenil-hex-5-enil)-amina (2,0
g, 5,0 mmoles) en DMF (50 ml), se le afiadié carbonato de potasio (1,4 g, 10

mmoles), y se tratd la suspension resultante con yoduro de metilo (0,5 ml, 7,92
mmoles). Se agit6 la mezcla de reaccién a temperatura ambiente durante 72 h. Se
anadio agua (250 ml) y se extrajo la mezcla resultante con acetato de etilo (3 x 50 |
ml). Se lavé el extracto organico con salmuera (1 x 25 ml), se sec sobre sulfato
de sodio anhidro y se eliminé el disolvente a baja presion, obteniendo un residuo
solido (2,30 g), que se purific6 mediante cromatografia ultrarrapida
(EtOAc/heptano  60:30) dando  2-cloro-9-metil-9H-purin-6-il)-(6,6-difenil-hex-5-
eniljamina (1,45 g, rendimiento del 70%) como un sélido blanco "H-RMN (CDCls),
O (ppm): 7,7 (s, 1H); 7,4-7,0 (m, 10H); 6,1 (t, 1H); 5,9 (sa, 1H); 3,8 (s, 3H); 3,6 (sa,
2H); 2,2 (q, 2H); 1,7-1,5 (2q, 4H).

Eiemplo 36: Sintesis de (9-bencil-2-metilsulfanil-9H-purin-6-il)-(6,6-difenil-
hex-5-enil)Jamina (compuesto 36)
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En un reactor a alta presion de 250 ml, se trat6 una disolucién de (9-bencil-
2-yodo-9H-purin-6-it)-(6,6-difenil-hex-5-enil)-amina (compuesto .30) (2,4 g, 4,1
mmoles en una mezcla de etanol (30 ml) y agua (30 ml), con tiometoxido de sodio
(1,4 g, 20,5 mmoles). Se cerro el recipiente del reactor y se calent6 la mezcla a
130°C durante 6 h. (Presién interna maxima: 2 bares). Una vez que paso este
tiempo, se elimin6 el disolvente a baja presion, se afiadié agua (120 ml) y se
extrajo la mezcla resultante con acetato de etilo (3 x 50 ml). Se secaron las fases
organicas sobre sulfato de sodio anhidro y se evaporé el disolvente a vacio dando
un residuo, que se purific6 mediante cromatografia ultrarrapida (EtOAc/heptano
1:1)  dando  (9-bencil-2-metilsulfanil-9H-purin-6-il)-(6,6-difenil-hex-5-enil)amina
(1,68 g, 3,3 mmoles, 81%) como un sélido amarillo. "H-RMN (CDCls), O (ppm):
7,55 (s, 1H); 7,45-7,12 (m, 15H); 6,07 (1H, t); 5,65 (sa, 1H); 5,29 (s, 2H); 3,58 (sa,
2H); 2,55 (s, 3H); 2,16 (q, 2H); 1,79-1,51 (m, 4H).

Ejemplo 37: (6,6-Difenil-hex-5-enil)-(9-metil-2-fenil-9H-purin-6-il)amina
(compuesto 37)

Ph.__Ph

Ph7 ]/Ph T
H
Wﬁ\NH + @g\o"' N)N%A/N\

o e,

cI” >N N 8

CHs
Se agitdé a 100°C durante 40 h bajo Ar una suspension de 2-cloro-9-metil-
9H-purin-6-il)-(6,6-difenil-hex-5-enil)amina (3,0 g, 7,0 mmoles), carbonato de sodio
(1,3 g, 12,28 mmoles), acido fenilborénico (1,05 g, 86 mmoles) y
tetrakis(trifenilfosfina-paladio (0) (1,21 g, 1,05 mmoles, 15% en moles) en DME (50
ml). |

Una vez que pasé este tiempo, se elimin el disolvente a baja presion y se
afnadié agua (34 ml). Se agité la mezcla resultante durante 10 min. y se filtré el

precipitado y se lavé con agua (2 x 20 ml) y éter (2 x 20 ml). Se seco el material
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asi obtenido a vacio produciendo 2-cloro-9-metil-9H-purin-6-il)-(6,6-difenil-hex-5-
enil)amina (2,6 g, 5,7 mmoles, rendimiento del 81%) como un sélido amarillo. 'H-
RMN (CDCl3), O(ppm): 8,5 (d, 2H); 7,7 (s, 1H); 7,5-7,1 (m, 13H); 6,1 (t, 1H); 5,7
(m, 1H, NH); 3,9 (s, 3H); 3,7 (m, 2H); 2,3 (q, 2H); 1,8 (m, 2H); 1,6 (q, 2H).

Se prepararon los siguientes compuestos de un modo analogo, mediante la
reaccion de 2-cloro-9-metil-9H-purin-6-il)-(6,6-difenil-hex-5-enil)Jamina con los
correspondientes derivados de acidos heteroarilborénicos:

Eiemplo 38: (6,6-Difenil-hex-5-enil)-(9-metil-2-tiofen-2-il-9H-purin-6-iljamina
(compuesto 38) 'H-RMN (CDCl3), O(ppm): 7,7-7,5 (m, 2H); 7,5-7,0 (m, 11H); 6,1
(t, 1H), 5,4 (sa, 1H); 3,7 (s, 3H); 3,6 (sa, 2H); 2,1(q, 2H); 1,8-1,5 (2q, 4H).

Ejemplo 39: (6,6-Difenil-hex-5-enil)-(9-metil-2-piridin-4-il-9H-purin-6-il)Jamina
(compuesto 39) "H-RMN (CDCl3, O(ppm): 8,7 (d, 2H); 8,3 (d, 2H); 7.7 (s, 1H); 7,3-
7,0 (m, 10H); 6,1 (t, 1H); 5,5 (sa, 1H); 3,9 (s, 3H); 3,7 (sa, 2H); 2,2 (q, 2H); 1,8-1,5
(29, 4H).

Ejemplo 40: (6,6-Difenil-hex-5-enil)-(1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-il)amina.
(Compuesto 40) 'H-RMN (CDCl;, DMSO-dg), O (ppm): 12,81 (sa, 1H); 8,22 (s,
1H); 7,92 (s, 1H); 7,02-7,26 (m, 10H); 6,80 (sa, 1H); 5,95 (t, 1H); 3,41-3,45 (m,
2H); 2,45-2,58 (m, 2H); 2,03-2,10 (m, 2H); 1,42-1,62 (m, 4H).

Ejemplo 41: (5,5-Difenil-pent-4-enil)-(1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-il)amina
(compuesto 41)

'H-RMN (DMSO-dg), O (ppm): 13,35 (sa, 1H); 8,11 (sa, 1H); 8,04 (s, 1H); 7,05-
7,33 (m, 10H); 6,16 (t, 1H); 3,42-3,49 (m, 2H); 2,08-2,15 (m, 2H); 1,72-1,77 (m,
2H);

Se prepararon los siguientes compuestos de un modo analogo al
compuesto 35, mediante la reaccién del compuesto 41 con los correspondientes
derivados de haluros de alquilbencilo.

Ejemplo 42: Sal clorhidrica de (6,6-difenil-hex-5-enil)-(1-metil-1H-pirazolo[3,4-
d]pirimidin-4-iljamina. (Compuesto 42) 'H-RMN (CDCl5), O (ppm): 8,35 (sa, 1H);
7,83 (s, 1H); 7,14-7,39 (m, 10H); 6,07 (t, 1H); 4,04 (s, 3H); 3,5-3,6 (m, 2H); 2,19 (q,
2H); 1,67-1,75 (m, 2H); 1,56-1,63 (m, 2H).

Ejemplo 43: Sal clorhidrica de (1-bencil-1 H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-il)-(6,6-v
difenil-hex-5-enil)amina (compuesto 43) 'H-RMN (CDCl3), O (ppm): 8,4 (sa, 1H);
7,9 (s, 1H); 7,4-7,2 (m, 16H); 6,1 (t, 1H); 5,6 (s, 2H); 3,6-3,5 (m, 2H); 2,2 (q, 2H);
1,9-1,8 (m, 2H); 1,6-1,5 (m, 2H).
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Ejemplo 44: Sal clorhidrica de (6,6-difenil-hex-5-enil)-(1-isopropil-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-il)amina. (Compuesto 44) 'H-RMN (DMSO-dg), O
(ppm): 11,0 (sa, 1H); 8,8 (s, 1H); 8,4 (s, 1H); 7,3-7,1 (m, 10H); 6,1 (t, 1H); 5,0
(hept, 1H); 3,7-3,4 (m, 2H); 2,1-1,9 (m, 2H); 1,7-1,6 (m, 2H); 1,6-1,40 (m, 2H); 1,39
(d, 6H).

ENSAYOS BIOLOGICOS

Generacion de transfectantes.

Todos los transfectantes tenian una base celular comin carente de los
receptores clave de las rutas en estudio. Se usé la fosfatasa sPase secretada
como indicador de su capacidad para procesar los sustratos luminiscentes o
colorimeétricos del cultivo basandose en la hidrélisis de sustratos quimicamente
similares a fosfato de nitrofenol. Se desarrollaron cinco generaciones de
transfectantes tal como se describe: v

1. IL-4R. Se transfectaron cadenas de IL-4r de tipo I, que es el comun dentro
de células no hematopoyéticas, asi como STAT6 que es la molécula clave
en la ruta de sefalizacion nuclear mediante IL-4r, y finalmente se introdujo
un gen indicador para medir la respuesta a STAT6. Endégenamente, las
células tenian la cinasa 1 asociada a Janus (JAK1) que se sabia
previamente que estaba asociada con STATS a través de p62/aPKC.

2 |IL-BR. Se transfectaron cadenas de IL-6R y se introdujo un gen indicador
que podia medir la respuesta a STAT3. Tal como se sabe bien, STAT3 es
una molécula de transduccion y wun factor nuclear producido
fisiologicamente en las respuestas convencionales IL-6/IL-6R.

3 TNF-R. En este caso, se introdujo un gen indicador que podia medir la
respuesta a NF-kB, ya que esta es la molécula de transduccién y el factor
nuclear producido fisiolégicamente en respuesta a TNF-alfa. Los
transfectantes de TNF-alfa no respondieron a activadores potentes de
NFkB como LPS.

4 Complejo LPS-receptor representado por TLR4/MD2/CD14. Se usaron
genes indicadores con elementos de respuesta a NFkB como en el caso
anterior, pero se logré la selectividad mediante la cotransfeccion de
componentes del complejo LPS-R. El LPS se captura del suero a través de
la unidn a una proteina plasmatica conocida como LBP, que transfiere el
LPS a la proteina de membrana CD14. La inclusion de LBP representa un

aumento de 1000 veces en la sensibilidad frente a medios o cultivos libres
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de LBP. La molécula CD14 no es un receptor de LPS, sino un médulo del
complejo de receptor que captura LBP, permitiendo la transferencia de LPS
en la superficie celular a MD2. CD14 no tiene una cola citoplasmatica y no
puede ser un transductor de sefiales aunque aumenta sustancialmente la
sensibilidad del sistema. De un modo similar, MD2 no es un transductor de
sefiales aunque la combinacion de CD14 y MD2 permite el aumento de la
sensibilidad en 10000 veces.

IL-1R. Se usaron genes indicadores con elementos de respuesta a NFkB
como en el caso anterior, pero se logr6 la selectividad mediante la
expresion de componentes que pertenecian al complejo de receptor IL-1R.
IL-1R pertenece a una superfamilia de receptores que usa dominios de
transduccion TIR (IL-1R tipo Toll). Se sabe que la ruta de IL-1R activa
proteinas cinasas activadas por mitogeno (MAPK) de tipo JNK que a su vez
generan factores nucleares transcripcionalmente activos como AP-1. El gen
indicador incluye sitios NFkB y AP-1 encadenados con el fin de estimular la
situacion fisiolégica.

Compuesto Resultados

Compuesto 28 | Inhibicion de IL6r muy baja (*)

Inhibicién de TNFr 25%

Inhibicion de IL4r 75%

Compuesto 27 | Inhibicion de IL6r baja-75%

Inhibicion de TNFr total

Inhibicion de IL4r total

Compuesto 13 | Inhibicion de IL6r total

Inhibicién de TNFr total

Inhibicion de IL4r total

Compuesto 11 | Inhibicién de IL6r total

Inhibicion de TNFr total

Inhibicién de IL4r total

Compuesto 10 | Inhibicion de IL6r por debajo del 5%

Inhibicién de TNFr por encima del 30%

Inhibicion de IL4r total

Compuesto 8

Inhibicion de TNFr total
Inhibicién de IL6r  total
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Inhibicion de IL4r  total
Inhibicién de TNFr total
Compuesto 6 Inhibicién de IL6r  total
Inhibicion de IL4r total

" Endotoxemia murina: Actividad del compuesto 11 v el compuesto 8 sobre

los niveles séricos sanquineos de TNF-q.
MATERIAL Y METODOS: Se usaron ratones CD1 macho, que pesaban entre 30

y 35 g y que se alojaron en condiciones convencionales controladas. Estos

animales ayunaron (durante 14-16 horas; 12 por grupo; 6 por jaula = 500 cm?), con
una solucién nutritiva hecha de sacarosa (8%) y NaCl (0,2%), a voluntad. Se
administraron tratamientos de prueba orales en suspensiones (vehiculo: Tween 80
al 0,1% - NaCl al 0,9%), en una razén en volumen de 10 ml/kg. Una hora después,
se indujo la endotoxemia murina mediante inyeccion intraperitoneal de
lipopolisacaridos de Escherichia coli serotipo 055:B5 (Sigma L-2880), a una dosis
de 1 mg/kg y en una razén en volumen de 10 mi/kg, disueltos en solucion salina
esteril. Noventa minutos tras la inyeccion de LPS (ip.), bajo anestesia de
isoflurano, se extrajeron 0,5-0,8 m! de de sangre mediante puncién cardiaca: se
centrifugd la muestra de sangre (6000 rpm; 10 minutos; 4°C) y se tomaron 2
muestras de suero y se mantuvieron congeladas a =70°C hasta que se midieron
las concentraciones séricas de TNF-o (EIA: Mouse TNF/TNFSF1A Quantikine de
R&D Systems).

Los compuestos 11 y 8, administrados por via oral a dosis de 100 mg/kg/10
ml, muestran actividad en este modelo experimental de endotoxemia murina
inducida por LPS de E. coli (i.p.); reducen un 35,42% y un 37,7% respectivamente,
de un modo estadisticamente significativo, los niveles séricos sanguineos de TNF-

a, en relacidén con su grupo de vehiculo.

Niveles séricos sanguineos de IL6 en ratones tratados con hormona
paratiroidea. Actividad del compuesto 15.
MATERIAL Y METODOS: Se usaron ratones CD1 machos, de entre 5 y 7

semanas y que se alojaron en condiciones convencionales controladas. Estos

animales ayunaron (durante 14-16 horas; 12 por grupo; 6 por jaula = 1100 cm?),

con alimento sélido y liquido a voluntad.
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Durante 5 dias, se trataron los animales con 8 administraciones i.p. de pTH-
rp (1-34, humana), 15 microgramos/0,1 ml/inyeccion

Se administraron tratamientos de prueba orales en suspensiones (vehiculo:
Tween 80 al 0,1% - NaCl al 0,9%), en una razén en volumen de 10 mi/kg, una
hora después de la inyeccién de pTH.

Dos horas después de la ultima administracion de pTH y bajo anestesia de
isoflurano, se extrajeron 0,5-0,8 ml de sangre mediante puncién cardiaca; se
centrifugd la muestra de sangre (6000 rpm; 10 minutos; 4°C) y se tomaron 2
muestras de suero y se mantuvieron congeladas a ~70°C hasta que se midieron
las concentraciones séricas de IL6 (EIA: nimero de referencia 555240. BD
Bioscience).

El compuesto 15, administrado por via oral a dosis de 25 mg/kg/10 mi,
muestra actividad en este modelo experimental; reduce un 64,58%, de un modo
estadisticamente significativo, los niveles séricos sanguineos de IL6, en relacién
con su grupo de vehiculo.

ACTIVIDAD ANTITUMORAL.
PANEL NCI DE LINEAS CELULARES (SELECCION PRIMARIA)

Se obtuvieron las distintas lineas celulares humanas usadas en este estudio

de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo, y se cultivaron en medio RPMI-1640
que contenia suero bovino fetal inactivado por calor al 10% (v/v), L-glutamina 2
mM, penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 pg/ml a 37°C en un 95% de aire
humidificado y un 5% de CO,.

Se sembraron distintas cantidades de lineas celulares humanas en
crecimiento de manera exponencial en placas de microtitulacién de fondo plano de
96 pocillos en un volumen final de 100 ul, y se incubaron a 37°C en una atmésfera
humidificada del 5% de CO/95% de aire durante 24 h para permitir que las células
se uniesen a las placas. Entonces, se incubaron las células con diferentes
concentraciones del compuesto sometido a ensayo a 37°C bajo la atmésfera del
5% de CO,/95% de aire durante 72 h. Se cuantificé la proliferacion celular usando
el kit de proliferacion celular XTT (sal de sodio del 4cido 3'-[1-(fenilamino)carbonil]-
3,4-tetrazolio-bis(4-metoxi-6-nitro)bencenosulfénico hidratada) (Roché Molecular
Biochemicals, Mannheim, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. En
resumen, se afiadié a cada pocillo una disolucion de mezcla recién preparada (50

pl) de reactivo de marcaje XTT y reactivo de acoplamiento electrénico PMS
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(metilsulfato de N-metildibenzopirazina). Se incubaron adicionalmente las mezclas
resultantes durante 4 h en una atmdsfera humidificada (37°C, 5% de CO,), y se
midi6 la absorbancia del producto de formazan generado con un lector de placas
de microtitulacion a una longitud de onda de prueba de 490 nm y una longitud de
onda de referencia de 655 nm. Se calculd entonces la Clsp (concentracion
inhibitoria del 50%) como la concentracién de farmaco que provocaba un 50% de
inhibicion de la proliferacion celular. Se muestran los datos como valores medios
(x D.E.) de cuatro experimentos independientes realizados cada uno por triplicado.
La tabla 1 muestra algunas de las concentraciones Clsy para los compuestos
sometidos a prueba tras la seleccion en paneles de tanto 3 como 60 lineas
celulares.

Tabla 1. CI50 (micromolar) en la seleccion de lineas celulares

Linea CI50 (Molar)
celular Tejido Compuesto 3 Compuesto 6
BT-549 Mama 1,6 £ 0,01 E-05 2.1 +0.16 E-05
HS §78T Mama 1,1+ 0,08 E-05 1.5+0.12 E-05
MCF-7 Mama 1,3+ 0,08 E-05 2.1 +0.58 E-05
MDA-MB-
231 Mama 1,3+0,11 E-05 2.1 £0.09 E-05
MDA-MB-
435 Mama 1,5+ 0,41 E-05 5.8+ 0.63 E-06
MDA-MB-
468 Mama 8,7+ 0,01 E-06 1.4 £ 0.04 E-05
NCI/ADR-
RES Mama 1,4 + 0,08 E-05 1.9 +£0.05 E-05
SK-BR-3 Mama 1,2+ 0,25 E-05 1.3+0.11 E-05
T-47D Mama 1,1+ 0,29 E-05 1.4 £ 0.08 E-05
SF-268 SNC 8,9 £ 0,42 E-06 2.9+0.27 E-05
SF-295 SNC 8,1+0,15 E-06 1.5+0.25 E-05
SF-539 SNC 6,6 £ 0,32 E-06 1.3 +0.18 E-05
SNB-19 SNC 1,5 £ 0,05 E-05 1.5+0.01 E-05
SNB-75 SNC 1,5 £ 0,08 E-05 1.5+ 0.05 E-05
U251 SNC 1,6 £ 0,01 E-05 1.6 £ 0.01 E-05
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COLO-205 Colon 1,3+0,11 E-05 1.4 £ 0.05 E-05
HCT-15 Colon 4,8 +2,10 E-06 1.3+0.11 E-05
HCT-116 Colon 6,0 £ 1,10 E-06 8.1+1.60 E-06
HT-29 Colon 1,6 £0,12 E-05 2.7 £0.52 E-05
KM12 Colon 1,6 £ 0,05 E-05 1.5+ 0.04 E-05
SW-620 Colon 8,8+ 0,74 E-06 1.3+0.21 E-05
CCRF-CEM Leucemia 6,1+0,04 E-06 1.8+ 1.1 E-05
HL-60 Leucemia 1,2 £ 0,05 E-05 1.4 +0.28 E-05
K-562 Leucemia 4,6 £ 1,60 E-06 1.4 £ 0.24 E-05
MOLT-4 Leucemia 1,5+ 0,07 E-05 1.7 £ 0.34 E-05
LOX IMVI Melanoma 1,1+ 0,04 E-05 8.7 £ 0.33 E-06
M14 Melanoma 7,5+ 0,30 E-06 7.0+ 0.18 E-06
MALME-3M Melanoma 8,7 + 0,33 E-06 1.3 £0.20 E-05
SK-MEL-2 Melanoma 14+0,04E-05 | 1.6+0.01E-05
SK-MEL-5 Melanoma 1,4+ 0,20 E-05 1.6 £ 0.05 E-05
SK-MEL-28 Melanoma 1,2+ 0,11 E-05 1.5+ 0.08 E-05
UACC-62 Melanoma 1,6 £ 0,05 E-05 1.6 £ 0.04 E-05
UACC-257 Melanoma 3,7 £ 0,07 E-06 6.1+0.14 E-06
RPMI-8226 MM 5,9+ 0,67 E-06 29+0.19 E-06
Células no pequeiias

A549 de pulmon 1,3+0,18 E-05 2.0+ 0.41 E-05

Células no pequefias '

EKVX de pulmoén 1,6 £ 0,04 E-05 1.7 £ 0.08 E-05
Células no pequenas

HOP-62 de pulmén 1,3+0,11 E-05 1.6 £ 0.05 E-05
Células no pequenas

HOP-92 de pulmoén 6,2 £ 0,55 E-06 1.5+ 0.04 E-05
Células no pequeiias

NCI-H23 de pulmén 8,8 + 0,56 E-06 1.4+ 0.07 E-05
Células no pequefas

NCI-H322M de pulmodn 1,1+ 0,04 E-05 2.9+0.18 E-05
Células no pequeias

NCI-H226 de pulmédn 8,7 +0,27 E-06 1.7 £0.05 E-05

NCI-H460 | Células no pequenas 1,3+0,15 E-05 1.7 £0.32 E-05
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de pulmén

Células no pequerias
NCI-H522 de pulmén 1,1+ 0,08 E-05 1.5+£0.17 E-05
IGR-OV1 Ovarios 6,2+ 0,19 E-06 1.1+ 0.04 E-05
OVCAR-3 Ovarios 1,2+ 0,17 E-05 1.8 £0.21 E-05
OVCAR-5 Ovarios 6,5+ 0,27 E-06 8.2 +0.20 E-06
OVCAR-8 Ovarios 1,5+ 0,08 E-05 1.6 +0.18 E-05
SK-OV-3 Ovarios 1,2+ 0,12 E-05 1.8 £0.16 E-05
DU-145 Préstata 1,3+0,16 E-05 29+0.11 E-05
PC-3 Préstata 1,4 £ 0,08 E-05 1.6 £ 0.05 E-05
786-0 Renal 2,6 £ 0,22 E-05 1.7 £0.12 E-05
A498 Renal 3,3+0,11 E-05 - 3.1+0.18 E-05
ACHN Renal 1,5+ 0,01 E-05 3.5+0.0 E-05
CAKI-1 Renal 1,2+0,12 E-05 3.3+0.19 E-05
SN12C Renal 6,7 £ 0,17 E-06 1.1 +£0.08 E-05
TK-10 Renal 1,5+ 0,04 E-05 1.4 £ 0.07 E-05
UO-31 Renal 1,3+ 0,15 E-05 1.6 £ 0.05 E-05

Células pequerias de
DMS 114 pulmén 1,5+ 0,13 E-05 8.8 + 0.49 E-06

Células pequeiias de |

SHP-77 pulmén 8,1+ 0,88 E-06 1.3+ 0.19 E-05

CITOTOXICIDAD IN VITRO DE LOS COMPUESTOS 6, 8, 40, 41 Y 44 EN
LINEAS CELULARES DE MELANOMA (B16-F1, MALM-3M), CANCER DE
COLON (HCT-116, SW260), HEPATOMA (HepG2), GLIOBLASTOMA (SF268) Y
CANCER DE PULMON (NCI-H460).

Se siguié el método SRB (Wieland, V., et al. Sulforhodamine B Assay and
Chemosensitivity. Chemosensitivity, volumen 1, In Vitro Assays. Methods in
Molecular Medicine. Editado por Rosalyn D. Blumenthal. Humana Press, Totowa,
Nueva Jersey, 2005).

Se sembraron células en microplacas de 96 pocillos. En cada pocillo, segln el tipo
de celula, se sembrd un nimero especifico de células en 200 microlitros. En estas
condiciones, se cultivaron las células durante 3 dias, con el objetivo de alcanzar su

fase de crecimiento exponencial para someter a ensayo la citotoxicidad del
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producto. Se prepararon concentraciones del producto justo el dia de los
tratamientos, tras descongelar las disoluciones madre. (10 mM). Tras recoger la
microplaca con las células sembradas durante 3 dias, se desechd el medio de
cultivo y se reemplazé por 150 pl de medio de medio nuevo en cada pocillo. A esto
le siguio la adicién de 50 pl de la dilucion del producto correspondiente de modo
que la concentracién final en el volumen final de 200 microlitros en cada pocillo
fuese la programada. Los productos, a las concentraciones sometidas a ensayo,
estuvieron en contacto con la monocapa en crecimiento de células durante 72 y se
incubaron a 37°C, 5% de CO, Finalmente, se detuvo el crecimiento de las células
afadiendo 50 pl de TCA frio (acido tricloroacético) al 50%, (concentracion final del
10% en el pocillo). Entonces se mantuvo la microplaca a 4°C durante mas de 60
min. para fijar las proteinas celulares hasta la iniciacién del lavado y la tincion con
SRB.
Viabilidad celular (%) = (poblacién de células del pocillo tratado / poblacion de
células maxima de la curva patrén) x 100. _

Se calcularon valores de viabilidad medios para cada concentracion a partir de

los valores obtenidos para cada pocillo en el que se sometid a ensayo esa

concentracion.
Se muestran en la tabla 2 las concentraciones CI50 para los compuestos
sometidos a prueba en los siete tipos de células diferentes.

Tabla 2. C150 (micromolar) en la seleccion de lineas celulares

Lineas
Compuesto | Compuesto | Compuesto
celulare{Compuesto 8/Compuesto 6
40 44 41
S
B16-F1 C|5o=14 }JM C|5o=16 }JM C|5o'—'9 }JM C|5o'—'8 UM C|50=6 UM
HepG2 | 50uM>Clso>5 | 50uM>Clso>5|50uM>Clse>5 | 50pM>Cls>5 50uM>‘CI5o>5
MM M MM MM UM
Malm-
aM C|50=16 UM C|50=13 }JM C|50=30 |JM C|50=40 }JM C|50=44 }JM
SF268 |50uM>Clse>5
M Cl5o=29 uM | Cl5o=33 pM | Cl50=31 uM | Clso=17 uM
H v
SW260 |50uM>Clso>5 50uM>Clso>5
Clso=13 pM | Cl50>50 uM | Clso>50 uM
MM MM
HCT116|50uM>Cls0>5 S0uM>Clsp>5 | 50uM>Cl50>5 | 50uM>Cl50>5
C|50=8.1 |J|V|
MM UM MM uM
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NCI- 50}JM>C|50>5

H460 uM C|50=17 }JM C|50=8,1 }JM C|50=9,4 |JM C|50=2 [JM

CELULAS NO TUMORALES HUMANAS (SELECCION SECUNDARIA)

Se estudié la citotoxicidad de los compuestos para células no tumorales

humanas en fibroblastos, células HUVEC y PBL (linfocitos de sangre periférica).
Los compuestos sometidos a prueba muestran cierta citotoxicidad frente a
HUVEC vy fibroblastos en el intervalo de 10° M. Con respecto a otros PBL, los
compuestos apenas afectan a PBL incluso a 10" M. Debido a que los
compuestos inducen apoptosis en lineas celulares de cancer hematolégico al
intervalo de concentracion 10°-10° M, estos datos muestran una ventana
terapeutica para canceres hematoldégicos en comparacién con células
sanguineas normales.

Se obtuvieron células HUVEC tratando cordones umbilicales humanos con
colagenasa tipo I, al 0,1% en medio de Hank incubando 20 minutos a 37°C. Se
recogieron las células después de eso y se cultivaron en medio M199 con
complementos de FBS al 20%, P/S al 1% y 25 mg/500 ml de medio ECGF. Se
hicieron crecer las células sobre una matriz de gelatina al 0,2%.

Se sembraron distintas cantidades de células en crecimiento exponencial
en placas de microtitulaciéon de fondo plano de 96 pocillos en un volumen final de
100 pl, y se incubaron a 37°C en una atmoésfera humidificada de 5% de C04/95%
de aire durante 24 h para permitir que las células se adhiriesen a las placas.
Entonces, se incubaron las células con diferentes concentraciones del compuesto
sometido a ensayo a 37°C bajo la atmosfera de 5% de CO,/95% de aire durante
72 h. Se cuantificé la proliferacion celular usando el kit de proliferacion celular XTT
(Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Alemania) siguiendo las instrucciones
del fabricante. En resumen, se afnadié a cada pocillo una disolucion de mezcla
recién preparada (50 pl) de reactivo de marcaje XTT y reactivo de acoplamiento
electronico PMS (metilsulfato de N-metildibenzopirazina). Se incubaron
adicionalmente las mezclas resultantes durante 4 h en una atmésfera humidificada
(37°C, 5% de COy), y se midio la absorbancia del producto de formazan generado
con un lector de placas de microtitulacion a una longitud de onda de prueba de
490 nm y una longitud de onda de referencia de 655 nm. Se calculé entonces la
Clso (concentracion inhibidora del 50%) como la concentracion de farmaco que

provocaba una inhibicion del 50% de la proliferacion celular. Los datos se
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muestran como valores medios de cuatro experimentos independientes realizados
cada uno por triplicado. Los resultados se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. CI50 para células no tumorales humanas

Compuesto Cleo (M)
HUVEC Fibroblastos

Compuesto 3 1.6+0.1x10-5 1.9+0.3x10-5
Compuesto 40 3.6+0.3x10-5
Compuesto 44 55+0.4x10-5 —
Compuesto 41 52+0.1x10-5
Compuesto 6 27+0.1x10° 24+0.3x10°
Doxorubicina 2.3+0.1x10-7

Taxol 47+0.7x10-10 7.5+0.5x10-10

Para aislar linfocitos de sangre periférica normales (PBL), se obtuvieron células
mononucleares a partir de sangre periférica humana reciente de voluntarios sanos
mediante centrifugacién en gradientes de densidad de Ficoll-Hypaque, se lavaron
con solucion salina tamponada con fosfato (PBS), y se resuspendieron en medio
RPMI-1640 que contenia FBS inactivado con calor al 10% (v/v), L-glutamina 2
mM, penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 pg/ml tal como se describe (Cabaner
et al. Br. J. Pharmacol 127:813-825.1999). Se eliminaron los monocitos mediante
adherencia a disco de cultivo tras incubacion durante la noche. Se lavaron las
células no adherentes (linfocitos) con PBS se recogieron. Las preparaciones de
PBL contenian normalmente el 70-75% de CD3", el 24-29% de CD19* y menos
del 0,4% de CD14".

Tabla 4. Efecto de los compuestos 3 y 6 sobre PBL humanos en reposo.

% Apoptosis PBLs
Compuesto 10 M 10° M
Compuesto 7.5 1.3
3
Compuesto 6 7.2 4.1
Doxorubucina 21.7 13.2

El compuesto 3 apenas afecta a los PBL incluso a 10* M, mostrando de nuevo

menos citotoxicidad que la doxorubicina. Debido a que este compuesto induce la
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apoptosis en lineas celulares de cancer hematoldgico al intervalo de concentracion
de 10° M, estos datos muestran una ventana terapeutica para canceres

hematolégicos en comparacion con células sanguineas normales.

ACTIVIDAD ANTITUMORAL /N VIVO DEL COMPUESTO 3 EN UN MODELO
ANIMAL DE XENOINJERTO DE LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA.

Se cultivé la linea celular EHEB de leucemia linfocitica cronica (LLC) en

medio RPMI-1640 que contenia suero bovino fetal inactivado por calor al 10%
(V/v), L-glutamina 2 mM, penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 pg/ml a 37°C en
un 95% de aire humidificado y un 5% de CO, Se sometieron a prueba
peribdicamente las células para detectar infeccién por Mycoplasma y se encontrd
que eran negativas. Ratones CB17 con inmunodeficiencia combinada grave
(SCID) (Charles River laboratories, Lyon, Francia), mantenidos y manejados
segun directrices institucionales, cumpliendo la legislacion esbaﬁola bajo un ciclo
de luz/oscuridad de 12/12 h a una temperatura de 22°C. recibieron una dieta
convencional y agua écidificada a voluntad. Se inoculé a los ratones CB17-SCID
por via subcutanea en la parte inferior de su espalda 1,5 x 107 células EHEB en
100 pl de PBS y 100 ul de matriz de membrana basal Matrigel (Becton Dickin'son).
Cuando eran palpables tumores, se asignaron aleatoriamente los ratones en
cohortes de 10 ratones cada una, recibiendo la administracién i.v. 3
veces/semana) del compuesto en la cola. El volumen usado para cada
administracion i.v. fue de 200 pl, que producian una concenfracién de farmaco
final de 2,5 mg/kg (peso corporal). Se procesaron en paralelo ratones a los que se
les administré por via i.v. un volumen igual de vehiculo. Se midieron el diametro
mas corto y mas largo del tumor con calibres, y se calcul6 el volumen tumoral (1073
cm®) usando la siguiente férmula convencional: (el didmetro mas corto)? x (el
didametro mas largo) x 0,5. Se sacrificaron los animales, segun directrices
institucionales, cuando el didmetro de sus tumores alcanzé 3 cm o cuando se
observo toxicidad significativa. Se monitorizaron el peso corporal del animal y
cualquier signo de morbilidad. El tratamiento farmacolégiéo duré 41 dias.
Entonces, se aislaron xenoinjertos de tumor, se midieron y pesaron, y se llevé a
cabo un analisis de necropsia que implicaba tumores y distintos organos. Todos
los valores se expresaron como medias + DE. Se sometieron a ensayo las
diferencias estadisticas entre grupos usando la prueba de Mann-Whitney o la

prueba de la t de Student. Un valor de p inferior a 0,05 se considerd



44

estadisticamente significativo. Los resultados se representan en la figura 1. El
compuesto 3 inhibi6 significativamente (**, p < 0,01) el crecimiento tumoral de LLC
en comparacion con el grupo control (tratado con vehiculo).

Tras la finalizacion del ehsayo in vivo, se sacrificaron los ratones control y
tratados con compuesto 3, se aislaron xenoinjertos de tumores y se midieron el
peso y el volumen tumorales, mostrando una reduccion notable y significativa (p <
0,01) en el peso y tamafo tumorales en ratones tratados con compuesto 3 en

comparacion con ratones no tratados control.

CLL xenoinjerto de raton
Control | Compuesto 3 Inhibicién (%)

Tumor

3 1.939 0.487 74.88*"

Volumen (cm®)
Tumor
. 1.89 0.932 50.69**
Peso (g)

** p<0.01 (test de Student)

Una vez que se sacrificaron los animales, se llevé a cabo un analisis de
necropsia que implicaba tumores y distintos 6rganos. No se detectaron
acontecimientos ni cambios significativos en los distintos 6rganos analizados tras
el analisis de necropsia. El peso de los ratones era similar tanto en ratones
tratados como en ratones control no tratados. Estos datos sugieren la falta de
efectos secundarios significativos en el tratamiento de ratones con el compuesto 3.
Los tumores aislados de ratones tratados con compuesto 3 mostraron muy poca
vascularizacién en comparacion con ratones control que ||evaban el tumor libres
de farmaco, lo que sugiere que el compuesto 3 puede tener actividades
antiangiogénicas que podrian potenciar sus actividades citotéxicas antitumorales.
Estos resultados indican que el compuesto 3 presenta una actividad antitumoral in
vivo significativa y potente en un modelo de ratén de Xenoinjerto de LLC. Ademas,
el tratamiento de ambos farmacos se toleraba bien y no se detectd toxicidad
aparente en estudios de necropsia.

Para todos los dias de medicion, la diferencia del compuesto 3 con respecto
al control fue estadisticamente significativa (p<0,05).
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ACTIVIDAD ANTITUMORAL IN VIVO DEL COMPUESTO 3 ES UN MODELO
ANIMAL DE XENOINJERTO DE MIELOMA MULTIPLE

Se cultivo la linea celular MM1S de mieloma maltiple (MM) en medio RPMI-

1640 que contenia suero bovino fetal inactivado por calor al 10% (v/v), L-glutamina
2 mM, penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 ug/mi a 37°C en un 95% de aire
humidificado y un 5% de CO,. Se sometieron a prueba periédicamente las células
para detectar infeccion por Mycoplasma y se encontré que eran negativas.

Ratones CB17 con inmunodeficiencia combinada grave (SCID) (Charles River
laboratories, Lyon, Francia), mantenidos y manejados segun directrices
institucionales, cumpliendo la legislacién espafiola bajo un ciclo de luz/oscuridad
de 12/12 h a una temperatura de 22°C, recibieron una dieta convencional y agua
acidificada a voluntad. Se inoculé a los ratones CB17-SCID por via subcutanea en
la parte inferior de su espalda 3 x 107 células MM1S en 100 ul de PBS y 100 pl de
matriz de membrana basal Matrigel (Becton Dickinson). Cuando eran palpables
tumores, se asignaron aleatoriamente los ratones en cohortes de 10 ratones cada
una, recibiendo la administracion i.v. (3 veces/semana) del compuesto en la cola.
El volumen usado para cada administracion i.v. fue de 200 pl, que producian una
concentracion de farmaco final de 2,5 mg/kg (peso corporal). Se procesaron en
paralelo ratones a los que se les administré por via i.v. un volumen igual de
vehiculo. Se midieron el diametro mas corto y mas largo del tumor con calibres, y
se calculd el volumen tumoral (10° cm®) usando la siguiente formula convencional:
(el diametro mas corto)? x (el diametro mas largo) x 0,5. Se sacrificaron los
animales, segun directrices institucionales, cuando el diametro de sus tumores
alcanzé 3 cm o cuando se observé toxicidad significativa. Se monitorizaron el peso
corporal del animal y cualquier signo de morbilidad. El tratamiento farmacoloégico
duré 1 mes. Entonces, se aislaron tumores, se midieron y pesaron, y se llevo a
cabo un andlisis de necropsia que implicaba tumores y distintos 6rganos. Para
todos los dias de medicion, la diferencia del compuesto 3 conv respecto al control
fue estadisticamente significativa (p<0,05). Los resultados se muestran en la figura

2. La siguiente tabla muestra los datos de tumor ex vivo al final del tratamiento.

MM1S xenoinjerto de ratén

Control | Compuesto 3 Inhibicion (%)

Tumor

3 3.722 0.288 92.26**
Volumen (cm®)
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Tumor

4.569 0.647 85.84"
Peso (g)

* p<0.05 , ** p<0.01 (test de Student)

ACTIVIDAD ANTITUMORAL DEL COMPUESTO 3 SOBRE CELULAS DE
LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA DE PACIENTES

Se eligié un panel de 6 células de leucemia linfocitica crénica de pacientes
humanos que mostraban diferentes patrones de expresién de ZAP70 (véanse los

cambios citogenéticos indicados en la tabla 5). Se incubaron las células en

presencia de compuesto 3. Los resultados de este estudio, que muestran la
viabilidad, se representan en la figura 3.

Tabla 5.
Edad de %de %de Alteraciones
Cadigo de sex Estadi . .
) diagnéstic CD19/C ZAP7 citogenéticas
paciente o o
o D5 0 (FISH)
CLL 07/86 69 M B/C 95 70 normal
CLL
07/133 46 F B/C 94 > 20 delecién 13q
CLL
07/151 54 M A 95 19 normal

La disminucion de la viabilidad era mas significativa en células con una baja
expresion de ZAP70, de un modo dependiente de la dosis.

ACTIVIDAD ANTITUMORAL /N VIVO DEL COMPUESTO 3 EN UN MODELO
ANIMAL ORTOTOPICO DE CANCER DE COLON CON MUTACION KRAS.

Usando un modelo animal basado en células de cancer colorrectal de pacientes

con mutacién Kras, implantadas en ratones en la zona del colon (Yao, M.
Cyclooxygenase-2 selective inhibition with NS-398 suppresses proliferation and
invasiveness and delays liver metastasis in colorectal cancer. Br. J. Cancer, 2004
Feb 9;90(3):712-9), se sometieron a prueba los efectos del compuesto 3.

Las fotografias de la figura 4A muestran un claro efecto de reduccion del volumen
tumoral de un cancer colorrectal humano. Se muestra el efecto comparativo

directo del compuesto 3 y dos farmacos antitumorales ampliamente usados
diferentes: 5-FU y oxaliplatino (OXA).
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El peso tumoral del cancer de colon humano de ratones tratados con compuesto 3
(NF), oxaliplatino (OXA), 5-F uracilo (5-FU) y combinaciones de los mismos se
muestra en la figura 4B.

ACTIVIDAD ANTITUMORAL IN VIVO DEL COMPUESTO 3 EN UN MODELO
ANIMAL ORTOTOPICO DE MELANOMA.

Usando un modelo animal basado en células de raton de melanoma B16 (Szende,

B., et al, Effect of a novel somatostatin analogue combined with cytotoxic drugs on
human tumour xenografts and metastasis of B16 melanoma. British Journal of
Cancer (2003) 88, 132 — 136), el compuesto 3 presentd una potente actividad
antitumoral in vivo en el modelo de ratdn ortotépico de hwelanoma. La dosis de
compuesto 3 fue de 30 mg/kg por via intraperitoneal en todos estos experimentos.
Los resultados se muestran en la figura 5.

La figura 5A representa una fotografia de PET de la actividad luciferasa de tumor
de melanoma in vivo. La intensidad de la sefal es superior en tumores con mas
células proliferativas. La figura 5B muestra tumores de melanoma ex vivo de
animales al final del tratamiento. La figura 5C es un grafico que muestra el peso
tumoral de melanoma tras tratamiento con compuesto 3 o control. Se llevaron a

cabo 4 experimentos diferentes e independientes con n=4 animales por grupo.

ACTIVIDAD ANTITUMORAL IN VIVO DEL COMPUESTO 3 EN UN MODELO
ANIMAL ORTOTOPICO DE TUMOR DE OVARIO.

El compuesto 3 presentaba una potente actividad antitumoral in vivo reduciendo el

area tumoral. Se realizaron experimentos usando células MOSEC ID8 (células
epiteliales superficiales de ovario de ratén) con indicadores de luciferasa clonados
y células implantadas en la region ovarica de ratones (Yu-Hung Huang et al,
Claudin-3 gene silencing with SiRNA suppresses ovarian tumor growth and
metastasis. 3426-3430 PNAS 2009. vol. 106, n.° 9). Los resultados se muestran
en la figura 6.

La figura 6A representa una fotografia de Pet de la actividad luciferasa in vivo del
tumor (ratones tratados con compuesto 3: 30 mg/Kg i.p. 5 dias a la semana
durante 2 semanas). La figura 6B muestra la cuantificacion de la sefal de

luciferasa a partir de animales tratados con compuesto 3 y control.

MECANISMO DE ACCION
LINEAS CELULARES DE CANCER HEMATOLOGICO.
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La incubacion del compuesto 3 con diferentes lineas celulares de cancer
hematoldgico, incluyendo lineas celulares de CLL, MM, leucemia mieloide aguda y
de células T aguda, indujo apoptosis, tal como se evalu6 por la aparicion de
células con un contenido en ADN inferior a G1, caracteristico de apoptosis
temprana (pico sub-G1; tras 6-9 h de tratamiento). Se indujo mas del 20% de
apoptosis tras 24 h de tratamiento de compuesto 3 10 uM con células EHEB
(CLL), RPMI-8226 (MM), Jurkat (leucemia de células T aguda) y HL-60 (leucemia
mieloide aguda).

La induccion de muerte celular por apoptosis se vio apoyada adicionalmente por la
rapida escision de PARP, un sustrato de la caspasa-3, asi como por la activacién
de la caspasa-3. Cuando se trataron células EHEB con compuesto 3, también se
activé la caspasa-9, lo que sugiere la implicacién de sefalizacion mediada por
mitocondrias intrinseca en la accion farmacolégica. La caspasa-4 resultd activada,
lo que sugiere una supuesta implicacion en el estrés del reticulo endoplasmatico.
De manera interesante, se observoé una induccion muy rapida y potente de la
autofagia tras el tratamiento con compuesto 3, tal como se evalué por una fuerte
formacion de la cadena ligera 3 de la proteina 1 asociada a microtubulos lipidada
(LC3-Il) a lo largo del tiempo de incubacion.

Induccién de apoptosis en la linea celular HCT-116 de cancer de colon humano

por el compuesto 3 (Figura 7A): Se incubaron células EHEB durante los tiempos

indicados con compuesto 3 10 pM, y entonces se cuantifico la apoptosis como el
porcentaje de células en la region sub-G4 en el analisis del ciclo celular mediante
citometria de flujo. La posicién del pico sub-G1 (hipodiploidia), integrado por
ceélulas apoptéticas, asi como los picos GO/G1 y G2/M, se indican mediante
flechas. Se procesaron células control sin tratar en paralelo. Se indica el
porcentaje de células con un contenido en ADN inferior a G1 (sub-G1) en cada
histograma. El experimento mostrado es representativo de tres realizados. En
resumen, se centrifugaron las células (5 x 10°%) y se fijaron durante la noche en
etanol al 70% a 4°C. Se lavaron las células 3 veces con PBS, se incubaron
durante 1 h con ARNasa A 1 mg/ml y yoduro de propidio 20 pg/ml a temperatura
ambiente, y entonces se analizaron para determinar el ciclo celular con un
citometro de flujo FACS Calibur de Becton Dickinson (San Jose, CA). Se calcul6 la
cuantificacion de células apoptéticas como el porcentaje de células en la region

sub-G; (hipodiploidia) en el analisis del ciclo celular.
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Expresion de diferentes proteinas en células EHEB tratadas con compuesto 3

(Figura 7B). Se trataron las células con compuesto 3 10 uM durante los tiempos
indicados y se analizaron mediante inmunotransferencia con anticuerpos
especificos para las proteinas indicadas. Se indican las posiciones de migracion
de las diferentes proteinas. Se uso B-actina como control de carga. Los datos

mostrados son representativos de tres experimentos realizados.

CELULAS DE CARCINOMA DE COLON.

Los resultados obtenidos indican que el compuesto 3 induce apoptosis en lineas

celulares de carcinoma de colon humano (SW620, HCT-116), tal como se evalua
por la aparicién de un pico sub-G1 (hipodiploidia) en el analisis del ciclo celular y
por la activacion de caspasas. Se sugiere una supuesta implicacién de la
sefializacion apoptética intrinseca mediada por mitocondrias en la apoptosis
mediada por el compuesto 3 mediante la induccion de la caspasa-9. Ademas, el
compuesto 3 indujo la expresion del producto génico mas corto cortado y
empalmado de manera alternativa de la leucemia de células mieloides 1 (Mcl-1),
denominado Mcl-1S (corto), que es un promotor de la apoptosis. El nivel de
proteina de p53 también aumenté con el tratamiento con compuesto 3.
Resumiendo, estos datos indican que el compuesto 3 promueve la regulacién por
incremento de Mcl-1S y p53, lo que podria estar implicado en la destruccién de
celulas de cancer de colon.

Induccién de apoptosis en la linea celular HCT-116 de cancer de colon humano

por el 3 (Figura 8A). Se cuantificé la induccion de apoptosis como el porcentaje de
células en la region sub-G; (hipodiploidia) del analisis del ciclo celular. En
resumen, se centrifugaron las células (5 x 10°) y se fijaron durante la noche en
etanol al 70% a 4°C. Se lavaron las células 3 veces con PBS, se incubaron
durante 1 h con ARNasa 1 mg/ml y yoduro de propidio 20 pg/ml a temperatura
ambiente, y entonces se analizaron para determinar el ciclo celular con un
cittmetro de flujo FACSCalibur de Becton Dickinson (San Jose, CA). Se incubaron
células HCT-116 durante los tiempos indicados con el compuesto 3, y entonces se
cuantifico la apoptosis como el porcentaje de células en la region sub-G; en el
analisis del ciclo celular mediante citometria de flujo (hipodiploidia), integrado por
células apoptéticas, asi como los picos GO/G1 y G2/M, se indican mediante

flechas. Se procesaron células control sin tratar en paralelo. Se indica el
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porcentaje de células con un contenido en ADN inferior a G1 (sub-G1) en cada
histograma. El experimento mostrado es representativo de tres realizados

Expresion de diferentes proteinas relacionadas con la apoptosis durante el
tratamiento con compuesto 3 (Figura 8B). Se trataron células HCT-116 y SW620

con compuesto 3 10 uM durante los tiempos indicados y se analizaron mediante
inmunotransferencia con anticuerpos especificos para las proteinas indicadas. Se
indican las posiciones de migracion de las diferentes proteinas. Se usé B-actina
como control de carga. Los datos mostrados son representativos de tres
experimentos realizados. Se sedimentaron aproximadamente 107 células mediante
centrifugacion, se lavaron con PBS y se lisaron. Se procesaron las proteinas (20
ug) sobre geles de dodecilsulfato de sodio (SDS)-poliacrilamida, se transfirieron a
filtros de nitrocelulosa, se bloquearon con leche desnatada al 5% (p/v) en TBST
(Tris-HCI 50 mM (pH 8,0), NaCl 150 mM y Tween 20 al 0.1%) durante 90 min. a
temperatura ambiente, y se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente o
durante la noche a 4°C con anticuerpos especificos: anticuerpo monoclonal de
raton anti-poli(ADP-ribosa) polimerasa (PARP) (dilucién 1:1000) (BD Biosciences
Pharmingen); anticuerpo policlonal de conejo anti-Bcl-X_ (dilucién 1:500) (BD
Biosciences Pharmingen); anticuerpo monoclonal de ratén anti-Bcl-2 (dilucion
1:250) (BD Biosciences Pharmingen); anticuerpo policlonal de conejo anti-
caspasa-3 (dilucion 1:500) (BD Biosciences Pharmingen); anticuerpo policlonal de
conejo anti-caspasa-9 (dilucién 1:1000) (Oncogene); anticuerpo policlonal de
conejo anti-Mcl-1 (dilucién 1:1000) (BD Biosciences Pharmingen); anticuerpo
monoclonal de ratéon anti-p53 (dilucion 1:500) (Santa Cruz Biotechnology);
anticuerpo monoclonal de ratén anti-B-actina (dilucion 1:5000) (Sigma). Se
incubaron anticuerpos-HRP secundarios de raton, conejo (GE Healthcare) y cabra
(Santa Cruz Biotechnology) a dilucién 1:5000 en leche desnatada al 5% (p/v) en
TBST durante 1 h a temperatura ambiente. Se desarrollaron las sefales usando

un kit de deteccion de quimioluminiscencia potenciada (Amersham).
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REIVINDICACIONES

Compuesto de férmula (1), o una sal, profarmaco o solvato del mismo:

T1
Ph N
~N
Y\Hn/ Ry
Ph
)
en la que:
Ph es fenilo;
nes2,364;

R+ se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo C+.Cg;
R2 es un radical de férmula —[[CH(R3)]m-Rq4], en la que’
mes1;
Rs, cuando sea apropiado, se selecciona del grupo que consiste en
hidrégeno, fenilo y alquilo C4.Cg;
R4 se selecciona del grupo que consiste en un radical heteroarilo no
sustituido, un radical heteroarilo sustituido y un radical arilo sustituido,
seleccionandose dichos sustituyentes del grupo que consiste en
alquilo C4.Cs, arialquilo C+.C4, fenilo, heteroarilo de 5 6 6 miembros,
F, Cl, Br, 1, trifluorometilo, ciano, -N(Ra)(Ry), -ORc, -SR¢ 0 -C(O)R;
en los que Ry, Ry, Re, Ry ¥ Re se seleccionan independientemente de
hidrégeno, alquilo C4.Cs, fenilo y trifluorometilo;
o]
si R1 y/o R3 son distintos de hidrégeno, entonces R, también puede ser
fenilo no sustituido;
0
R1 ¥ Ry, junto con el atomo de nitrégeno al que estan unidos, forman un
grupo heteroarilo sustituido o no sustituido, en el que dichos sustituyentes
son tal como se definieron anteriormente
con la condicién de que:
2-[(4,4-difenil-but-3-enilamino)-metil]-fenol,
3-[(4,4-difenil-but-3-enilamino)-metil]-fenol,
9-[(4,4-difenil-but-3-enilamino)-metil]-2-metoxifenol,
4-{(4,4-difenil-but-3-enilamino)-metil]-2,6-difluoro-fenol,
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bencil-(5,5-difenil-pent-4-enil)-etil-amina,
6-cloro-9-(4,4-difenil-but-3-enil)-9H-purina,
9-(4,4-difenil-but-3-enil)-9H-purin-6-ilamina, y
5-(4,4-difenil-but-3-enil)-4,5,6,7-tetrahidro-isoxazolo[4,5-c]piridin-3-ol
no estén incluidos en la férmula (1).
Compuesto segln la reivindicacion 1, en el que cada uno de dichos
sustituyentes se selecciona del grupo que consiste en alquilo C1.Cs,
arialquilo C7.Cqy, fenilo, heteroarilo de 5 6 6 miembros, F, Br, |,
trifluorometilo, ciano, -N(R,)(Rs), -OR¢, -SR4 0 -C(O)Re; en los que Rj, Ry,
R4, ¥ Re se seleccionan independientemente de hidrogeno, alquilo C1.Cs,
fenilo y trifluorometilo; y Rc se selecciona del grupo que consiste en alquilo
C1.Ce, fenilo y trifluorometilo, siempre que -N(R,)(Rp) no sea =NHs,.
Compuesto segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores de formula

(IA), o una sal, profarmaco y/o solvato del mismo
R4

Phwfh\/&
Ph
(IA)

en la que Ph, n, Ry y R4 son tal como se definieron en cualquiera de las
reivindicaciones anteriores.
Compuesto segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que
R4 es un heteroarilo no sustituido o un heteroarilo sustituido seleccionado
del grupo que consiste en tienilo, furilo, piridilo, 1H-bencimidazol, 9H-purina,
1H-imidazol y 1H-pirazol[3,4-d]pirimidina.
Compuesto segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que R, es
un grupo de férmula (V) o (VI)

p(Rs)/N H p(Rs)
NP /3
N ~¢ X
V) (V1)
en las que,

Ay B se seleccionan independientemente de -CH- y —N-;

D se selecciona independientemente del grupo que consiste en —O-, -S- y -
NH-;
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p es un numero entero seleccionado del grupo que consiste en 0, 1, 2 6 3;
cada Rs se selecciona del grupo que consiste en alquilo C1.Cs, fenilo,
fenilmetilo, heteroarilo de 5 6 6 miembros, F, Br, [, trifluorometilo, -
N(Ra)(Rp), -SRyq 0 -C(O)Re; en los que R, Ry, Ry y Re se seleccionan
independientemente de hidrégeno, alquilo C1.Cs, fenilo y trifluorometilo,
siempre que en un compuesto de férmula (V) -N(R,)(Rp) no sea —NH;
estando dicho grupo de férmula (V) o (Vi) unido al resto de la molécula a
través de cualquiera de las posiciones libres.
Compuesto segun la reivindicacién 1, en el que Ry y Ry, junto con el atomo
de nitrégeno al que estan unidos, forman un radical seleccionado del grupo
que consiste en 1H-bencimidazol, 9H-purina, 1H-imidazol y 1H-pirazolo[3,4-
d]pirimidina.
Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R4 es un grupo de féormula
vy

4(Re)

AN

‘ X

(Vi)
en la que Rs se selecciona del grupo que consiste en -OCF3, O-alquilo C.
Cs, F, Cl, Br, I y —=CN; y g es un numero entero seleccionado del grupo que
consiste en 1, 2 ¢ 3, y dicho grupo de formula (V) esta unido al resto de la
molécula a través de cualquiera de las posiciones libres.

Compuesto segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que
R4 es hidrégeno o metilo.

Compuesto segln la reivindicacion 1 seleccionado del grupo que consiste

C ®
® m OO YL

Compuesto 1 Compuesto 2 Compuesto 3
(sal de clorhidrato) (sal de clorhidrato) (sal de clorhidrato)

‘i““CL ) “O Qe
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Compuesto 4 Compuesto 5 Compuesto 6
(sal de clorhidrato) (sal de cIorhldrato) (sal de clorhidrato)
o’wm D OO
Compuesto 7 Compuesto 8 Compuesto 9
(sal de clorhidrato) (sal de cIorhndrato) (sal de clorhidrato)
F F
S
S ﬁ O~
Compuesto 11 Compuesto 12

Compuesto 10

) (sal de clorhidrato) (sal de clorhidrato)
(sal de clorhidrato)

00 P07 e 'V“@*

Compuesto 13 Compuesto 14

Compuesto 15
(sal de clorhidrato) (sal de clorhidrato)

(sal de clorhidrato)

Ry ol i

Compuesto 17
Compuesto 16 P Compuesto 18

(sal de clorhidrato) (sal de clorhidrato) (sal de clorhidrato)

DA e

Compuesto 21

Compuesto 19 Compuesto 20 .
(sal de clorhidrato) (sal de clorhidrato) (sal de clorhidrato)
Compuesto 22 Compuesto 23

(sal de clorhidrato) (sal de clorhidrato)



o, T, g
D G XD

Compuesto 25 Compuesto 26 Compuesto 27
(sal de clorhidrato)

2o R o

\——Ph
Compuesto 29 Compuesto 30

(sal de clorhidrato)

Compuesto 28

(sal de clorhidrato)

Compuesto 31 Compuesto 32 Compuesto 33

N YCI 09/\/\/ Yscm

Ph

Compuesto 36

\
Me

Compuesto 34 Compuesto 35

Compuesto 38 Compuesto 39
Compuesto 37

,pr ‘x &WJQ

Compuesto 41
~ Compuesto 40 Compuesto 42

(sal de clorhidrato)
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11.

12.
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OQA/V@ @gAwlj
\ \

N—N, N-—N

Ph> ' >/
Compuesto 43 Compuesto 44
(sal de clorhidrato) (sal de clorhidrato)

0 una sal, profarmaco y/o solvato del mismo.

Composicion farmacéutica que comprende un compuesto de formula (1)
segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 o una sal, profarmaco o
solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, y al menos un portador
farmacéuticamente aceptable.

Compuesto de férmula (1) segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 o
una sal, profarmaco o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo para
su uso como medicamento. '

Compuesto de formula (l), o wuna sal, profarmaco o solvato
farmacéuticamente aceptable del mismo:

T1
Ph N
W \Rz
Ph
(1)
en la que:

Ph es fenilo;
nes2, 3064;

R+ se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo C4.Cg;
Rz es un radical de formula —[[CH(R3)]m.R4], en la que
m es un ndmero entero seleccionado del grupo que consiste en 1, 0
6 2;
cada Rs, cuando sea apropiado, se selecciona del grupo que consiste
en hidrégeno y alquilo C1.Cg;
R4 se selecciona del grupo que consiste en un radical heteroarilo no
sustituido, un radical heteroarilo sustituido, radical arilo no sustituido y
un radical arilo sustituido,
seleccionandose dichos sustituyentes del grupo que consiste en

alquilo C1.Cg, arialquilo C;.C44, fenilo, heteroarilo de 5 6 6 miembros,
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14.

15.
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F, Cl, Br, |, trifluorometilo, ciano, -N(R,)(Rp), -OR¢, -SRq 0 -C(O)Re;
en los que R,, Ry, Re, Rq ¥ Re se seleccionan independientemente de
hidrégeno, alquilo C4.Cg, fenilo y trifluorometilo;
o
Rsy Rz, junto con el atomo de nitrégeno al que estan unidos, forman un
grupo heteroarilo sustituido o no sustituido, en el que dichos
sustituyentes son tal como se definieron anteriormente;
para su uso como medicamento para tratar enfermedades inflamatorias.
Compuesto de formula (I) segin la reivindicacién 12, en el que la
enfermedad inflamatoria se selecciona del grupo que consiste en
enfermedad inflamatoria del intestino (EM), artritis reumatoide (AR),
hiperplasia prostatica benigna, enfermedad de Barret, asma, reparacion de
tendones y masculo esquelético, colitis ulcerosa, leishmaniosis y
enfermedades autoinmunitarias, preferiblemente enfermedad de Crohn.
Compuesto de férmula (l) segin reivindicacién 12, para uso en el
tratamiento de cancer.
Compuesto segun la reivindicacién 14, en el que el cancer se selecciona
del grupo que consiste en metastasis, cancer de mama, cancer esofagico,
cancer de colon, carcinomas de colon, cancer de estomago, leucemias,
melanoma, carcinomas del Utero, cancer de pulmén de células no
pequefas, cancer de pulmén de células pequefias, cancer ovarico,
carcinomas ovaricos, cancer de prostata, cancer renal, cancer de higado,
carcinomas del pancreas, cancer de rifion, cancer de vejiga, cancer de
prostata, cancer testicular, cancer de hueso, cancer de piel, sarcoma,
sarcomas de Kaposi, tumores cerebrales, miosarcomas, neuroblastomas,
linfomas y mieloma mudiltiple.
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RESUMEN

La invencion se refiere a compuestos de formula (1):
R4

Ph N
~
W R,

Ph
(1)
0 una sal, profarmaco o solvato farmacéuticamente aceptable de los mismos, a un
método de sintesis de dichos compuestos, a composiciones farmacéuticas que los

comprenden y a su uso como medicamento para tratar enfermedades
inflamatorias.
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las que creyeran conducentes al fesguardo da mis
{nuestros Intereses), con todas las demds facutades
legales necesarias.

Este poder comprende fa facultad de ratificar © confirmar en
ml {nuestro) nomhlctuudowcomothda

.w.mmmnyhuumuﬂomim 0
en parte y revocar sustituciones. Asimismo nombro(amas)
B JUAN PABLO CADENA SARMIENTO yio MARTIN E.
TORRES CARDOZO, domiciliado(s) en la Calle 704 No. 4-
41, mis (nuestros) @

tions, opp 8, cancellations,
and claims; to pay taxes, quolas and assessments
prescribed by law, renounce or walve the rights granted of
Inlrwpruwuo{mnﬂngm receive all kinds aof documents
and valuables, giing the respactive release of recelpt, and,
in general, to take befors said aulhorities Ihe
mplwwm;hd.andanymmmhttheymy
deem pertinent to fhe safeguard of my (our) Interest(s)
with all the other Necéssary legal powers,

MARTIN

.dmhmmcmmm.utmy (our)
altorney(s) in fact, with powers to receive natifications and
103 £

en Oolomb? can
mln Para recibir natificaciones y designar af
Otorgudo y firmado en
hay de de 200_
Finma
Nombre

Cargo

gnate Judicial and extrajudicfal ntforneys.

Granled and signed In Madrid
this day of

200 160IC, 2010
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
e

(L RECIBO DE CAJA

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

No. 13 - 0041750

Bogota D.C., Mayo 03 de 2013 - 12:33:21

RECIBIDO DE : BRIGARD & CASTRO S.A.

NI 860.047.372

*** Soporte del Pago ***

TIPQ PAGO BANCO CUENTA No PAGQ EECHA PAGQ VR PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 426513231 02/05/2013 11.213.400.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT. _RENTISTICO CONCEPTQ Ve UNDITARIO — Vr.CONCEPTQ |
1 50005-01-01 SOLICITUDES 7 -TRAMITES DE SOL. DE DISENOS 500.000.00 500.000.00
RBUSTRIXLES $500.000.00

SON: "QUINIENTOS MIL'PESOS MONEDA CORRIENTE***
Responsable: /
;; ke ol SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAYY COMERCIO

ecibo de Caja Aplicado al Expediente No.

TR U RR RN
No. 13-136212- -00000-0000

R
06-04 16:65:47 _Dep. 2020 DIR.NUEVASC
?gh‘la:l 2%13TENTEIYII Eve: 378 FASENACIONALI

Act. 411 PRESENTACION Folios: 68

Sede Centro: Carrera 13 No, 27 - 00 Pisos 3,4,6 y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Centor: (§71) 6513240

. Mayo 3 de 2013 - 12:32:28
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
oy

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 13 - 0046922

Bogota D.C., Mayo 15 de 2013 - 16:51:49

RECIBIDO DE : BRIGARD & CASTRO S.A. NI 860.047.372
*** Soporte del Pago ***
TIPQ PAGO BANCO CUENTA No_ PAGQ EECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 426513242 15/05/2013 57.807.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT. RENTISTICO CONCEPTQ Ve UNDITARIO Ve CONCEPTO
5 50005-01-01 SOLICITUDES 1607 GEIVINDICAGION PATENTE UNITARIA 30.000.00 150.000.00

SON: **CIENTO cmcue/m"

IL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable: /
- &

Recibo de Caja Apligado al Expediente No.

« Mayo 15 de 2013 - 16:52:08

/i

QUMMM WA
No. 13-136212- -00000-0000

Fecha: 2013-08-04 15:55:47 Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONALI

Act. 411 PRESENTACION Follos: 68

Sedo Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,45y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-810165 Call Conter: (571) 6513240

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
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%" ﬂ;., ' 5 LFIbS&TA DE CHEQUEO
r in y i ADMISION A TRAMITE - NUEVAS CREACIONES
A SN

PATENTE DE INVENCION D MODELO DE' UTILIDAD [:} Art 33 Decisién 486/00

P o e
Indicacion Que se solicita una patente.

Datos de Identificacién del solicitante o de |3 Persona que presenta |a solicitud
Descripcién de la invencion

Dibujos de ser estos pertinentes

IR NEN

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)
Completa : s Incompleta D

PATENTE DE INVENCION PcT [X] MopeLo pe UTILIDAD PCT [ Art 33 Decisisn 486100, Circular Unica

Indicacion que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espafiol, tal como
reivindicatorio, resumen)

D Dibujos de ser estos pertinentes

DISENO INDUSTRIAL  [] (Art. 119 Decisién 486/00)
D Indicacién que se solicita Disefio industrial
Datos de identificacién del solicitante o de |a Persona que presenta |a solicitud
D Representacion gréfica y fotografica del Disefio industrial 0 muestra de| material que incorpora el
disefio ; :

D Comprobante-de Pago de las tasas establecidas
Completa D Incompleta D

ESQUEMA DE TRAZADO ] (Art. 92 Decisién 485/00)
1 _—_——-_'_—‘—_— I
D Indicacién que se solicita yn €squema de trazado
D Datos de- identificacién del solicitante o de Ja persbna que presenta la solicitud.

D Representacién grafica de un esquema de trazado

D Comprobante de Pago de las tasas establecidas

Completa D ' | lncomgleta D
| SUPERINTENDI;NCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
R ' PI02-F08 (2009-11.1g)

W '

201 4 15:55:47 Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
'IF:':Fh‘?1 2gA3-TDE?~J.$ElYII Eve: 378 FASENACIONAL|
Act. 411 PRESENTACION Folios: 68

ot



