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CONJUGADOS DE FARMACOS DE MOLECULA PEQUENA DE MONOFOSFATO
DE GEMCITABINA

Reivindicacion de prioridad

La presente solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional U. S. N.°
62/625.820, presentada el 02/02/2018, que se incorpora en el presente documento

como referencia en su totalidad.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a nuevos conjugados de farmacos de molécula

pequeia (SMDC) para su uso en el tratamiento o profilaxis de canceres y otras
afecciones proliferativas que, por ejemplo, se caracterizan por células que expresan el
citocromo P450 1B1 (CYP1B1) y sus variantes alélicas. La presente invenciéon también
proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden uno o mas de tales
compuestos para uso en terapia médica, por ejemplo, en el tratamiento o profilaxis de
canceres u otras afecciones proliferativas, asi como métodos para tratar canceres u
otras afecciones en pacientes humanos o animales no humanos. Otros aspectos de la

invencion se describen adicionalmente en la memoria descriptiva.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

CYP1B1 es un miembro de la familia de genes CYP1 inducibles por dioxina que
también incluye CYP1A1 y CYP1A2 como se describe por Sutter et al. (J Biol. Chem., 6
de mayo; 269(18): 13092-9, 1994). CYP1B1 es una enzima monooxigenasa de
hemetiolato que es capaz de metabolizar y activar una variedad de sustratos que

incluyen esteroides, xenobidticos, medicamentos y/o SMDC. La proteina CYP1B1 se
expresa a una alta frecuencia en una amplia gama de canceres humanos primarios y
metastasicos de diferentes tipos histogénicos y no se expresa o se expresa a niveles
insignificantes en el tejido normal (por ejemplo, McFadyen MC, Melvin WT y Murray Gl,
“Cytochrome P450 Enzymes: Novel Options for Cancer Therapeutics”, Mol Cancer
Ther., 3 (3): 363—71, 2004; McFadyen MC y Murray Gl, “Cytochrome P450 1B1: a Novel
Anticancer Therapeutic Target”, Future Oncol., 1 (2): 259-63, 2005.

Mas especificamente, se ha demostrado que CYP1B1 se expresa en canceres
de vejiga, cerebro, mama, colon, cabeza y cuello, rifidn, pulmon, higado, ovario,
préstata y piel, sin expresarse en el tejido normal correspondiente. Por ejemplo, Barnett,
et al. En Clin. Cancer Res., 13 (12): 3559-67, 2007, informaron que CYP1B1 se
sobreexpresé en tumores gliales, incluidos glioblastomas, astrocitomas anaplasicos,
oligodendrogliomas y oligodendrogliomas anaplasicos, pero no tejido cerebral no
afectado; Carnell, et al., en Int. J. Radiat. Oncol Biol. Phys., 58 (2): 500-9, 2004,
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informaron que CYP1B1 se sobreexpresd en adenocarcinomas de préstata, pero no en
tejido prostatico normal compatible; Carnell, et al., 2004 (ibid.) también mostraron que
CYP1B1 se expresa en (n = 22, 100%) de carcinomas de vejiga; Downie et al., en Clin.
Cancer Res., 11 (20): 7369-75, 2005 y McFadyen, et al., en Br. J. Cancer, 85 (2): 242—
6, 2001, informaron una mayor expresion de CYP1B1 en cancer de ovario primario y
metastasico, pero no en tejido de ovario normal; y Gibson, et al., en Mol. Cancer Ther.,
2 (6): 527-34, 2003, y Kumarakulasingham, et al., en Clin. Cancer Res., 11 (10): 3758—
65, 2005, informaron que CYP1B1 se sobreexpresé en adenocarcinomas de colon en
comparacion con el tejido normal compatible.

Varios estudios han demostrado que CYP1B1 se sobreexpresa en el cancer de
mama en comparacion con el tejido normal compatible (ver, por ejemplo: Murray Gl,
Taylor MC, McFadyen MC, McKay JA, Greenlee WF, Burke MD and Melvin WT,
“Tumor-Specific Expression of Cytochrome P450 CYP1B1”, Cancer Res., 57(14):
3026-31, 1997; Haas S, Pierl C, Harth V, Pesch B, Rabstein S, Bruning T, Ko Y,
Hamann U, Justenhoven C, Brauch H and Fischer HP, “Expression of Xenobiotic and
Steroid Hormone Metabolizing Enzymes in Human Breast Carcinomas”. Int. J. Cancer,
119(8): 1785-91, 2006; McKay JA, Murray GIl, Ah—-See AK, Greenlee WF, Marcus CB,
Burke MD and Melvin WT, “Differential Expression of CYP1A1 and CYP1B1 in Human
Breast Cancer”, Biochem. Soc. Trans., 24(2): 327S, 1996).

Everett et al., en J. Clin. Oncology, 25: 18S, 2007, inform6 que CYP1B1 se
sobreexpresd en melanoma maligno y enfermedad diseminada, pero no en la piel
normal. Chang, et al., en Toxicol. Sci., 71 (1): 11-9, 2003, informaron que la proteina
CYP1B1 no estd presente en el higado normal, pero Everett, et al., 2007 (ibid.)
confirmaron la sobreexpresion de CYP1B1 en metastasis en estadio IV de melanoma
en el higado, pero no en el tejido hepatico normal adyacente.

Greer et al., en Proc. Am. Asoc. Cancer Res., 45: 3701, 2004, informaron que
CYP1B1 se sobreexpresd durante la progresion maligna del carcinoma de células
escamosas de cabeza y cuello, pero no en el epitelio normal.

McFadyen, et al., en Br. J. Cancer, 91 (5): 966—71, 2004, detectaron CYP1B1 en
carcinomas renales pero no en el tejido normal correspondiente.

Murray, et al., 2004 (ibid.) utilizaron inmunohistoquimica para mostrar la
sobreexpresion de CYP1B1 en células de cancer de pulmén en comparacion con el
tejido pulmonar normal. Su, et al., en Anti-Cancer Res., 2, 509-15, 2009, usaron
inmunohistoquimica para mostrar la sobreexpresion de CYP1B1 en el cancer de
pulmén de células no pequefias en estadio IV avanzado en comparacion con los

estadios mas tempranos de la enfermedad.
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Es evidente a partir de las numerosas divulgaciones citadas con anterioridad
que la expresion de CYP1B1 es caracteristica de un rango de canceres diferentes y
otras condiciones proliferativas, y que la expresion de CYP1B1 puede usarse para
definir dicho rango de canceres y otras condiciones. Como las células normales (no
cancerosas) no expresan niveles significativos de CYP1B1, también puede esperarse
razonablemente que los compuestos que exhiben citotoxicidad en las células que
expresan CYP1B1, pero que sean sustancialmente no citotoxicos en las células
normales, tengan utilidad como agentes anticancerigenos dirigidos en canceres
caracterizados por la expresion de CYP1B1. Por “dirigidos” se entiende que tales
compuestos podrian administrarse sistémicamente y solo se activarian en presencia de
células cancerosas que expresan CYP1B1, permaneciendo sustancialmente no toxicas
para el resto del cuerpo.

Ademas, se sabe que varias enzimas del citocromo P450 metabolizan y
desintoxican una variedad de medicamentos contra el cancer. McFadyen et al.
(Biochem Pharmacol. 2001, 15 de julio; 62(2): 207-12) demostraron una disminucion
significativa en la sensibilidad de docetaxel en las células que expresan CYP1B1 en
comparacion con las células que no expresan CYP1B1. Este hallazgo indica que la
presencia de CYP1B1 en las células puede disminuir su sensibilidad a algunos
farmacos citotoxicos. Los SMDC activados por CYP1B1 pueden ser utiles, por lo tanto,
para el tratamiento de canceres cuya resistencia a los medicamentos esta mediada por
CYP1B1.

Ademas, el gen CYP1B1 es altamente polimérfico en el cancer y se han
identificado varios polimorfismos de nucleétidos individuales contenidos en el gen
CYP1B1 que alteran la expresion y/o actividad de la proteina codificada. De estos, el
alelo CYP1B1*3 (4326C>G; L432V) se ha caracterizado por una mayor expresion y
cinética enzimatica de CYP1B1 hacia varios sustratos, segun lo descrito por Sissung, et
al. en Mol Cancer Ther., 7(1): 19-26, 2008 y referencias citadas alli. Este hallazgo
indica que no solo CYP1B1, sino que las variantes alélicas de la enzima también
pueden contribuir a la activacion de SMDC vy la focalizacion del cancer.

Los SMDC se han investigado como un medio para reducir la toxicidad no
deseada o algun otro atributo negativo de un medicamento sin pérdida de eficacia. Un
SMDC es un medicamento que se ha modificado quimicamente para dejarlo inactivo,
pero que, después de la administracion, se metaboliza o se convierte de otra manera en
una forma activa del medicamento en el cuerpo. La sobreexpresion de CYP1B1 en
tumores primarios y enfermedad metastasica en comparacién con el tejido normal
ofrece una tremenda oportunidad para el desarrollo de SMDC activados por CYP1B1

para la terapia dirigida contra el cancer segun la revision de McFadyen et al., Mol
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Cancer Ther., 3(3), 363-71, 2004. De hecho, el descubrimiento y el desarrollo de
SMDC activados por CYP1B1 para la terapia dirigida contra el cancer probablemente
ofreceran ventajas farmacolégicas significativas sobre los SMDC existentes activados
por citocromo P450 no dirigidos utilizados clinicamente, como los agentes alquilantes
de SMDC ciclofosfamida, ifosfamida, dacarbazina, procarbazina que se activan por el
citocromo P450 expresado en tejido normal segun lo revisado por Patterson LH y
Murray Gl en Curr Pharm Des., 8(15): 1335-47, 2002.

La utilizacién de la denominada quimica ‘'activador—enlazador—efector' en el
disefio de SMDC requiere la activacion del disparador para iniciar la fragmentacion de
un enlazador para liberar un efector (tipicamente un farmaco activo), cuya actividad
bioldgica esta enmascarada en la forma SMDC. El disefio modular de los SMDC
selectivos dirigidos a los citocromos P450 que expresan tumores, como el CYP1B1,
requiere (1) la identificacion de restos disparadores selectivos, (2) el uso de
enlazadores bioestables que se fragmentan eficientemente después de la activacién del
disparador (en general por hidroxilacion aromatica), y (3) efectores o farmacos
adecuados que no interfieren con la eficiencia del proceso de activacion.

El documento WO 99/40944 describe SMDC que comprenden un resto de
farmaco unido a un marco portador, describiéndose el SMDC activado mediante
hidroxilacién por CYP1B1 para liberar el resto de farmaco.

El documento WO 2010/125350 también describe SMDC activados como a
través de hidroxilacion por CYP1B1 para liberar un resto de farmaco.

En consecuencia, sigue existiendo una fuerte necesidad de nuevos SMDC que

sean utiles para los pacientes que los necesitan.

SUMARIO DE LA INVENCION
La presente invencién proporciona SMDC descritos con caracteristicas

estructurales y funcionales novedosas, en donde estas caracteristicas novedosas se
han desarrollado para satisfacer necesidades no satisfechas de pacientes que
necesitan estos SMDC.

De acuerdo con un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un

compuesto de la férmula (1):
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0 una de sus sales, ésteres, solvatos estereoisomeros farmacéuticamente aceptables,
en donde:
—L— se define como: —alquilen (C4—Cs)—-0O-C(O)—, —alquenilen (C3—Cs)-O-,

A es —alquilen (C+—Cs5)-0O-C(O)—;

E es —O—, —-O—C(O)N(H)—, —O—-C(S)N(H)- 0 —S— 0 —S—C(O)N(H)—;

D es —alquilen (C+—Cs)— o —alquenilen (Cs—Cs)—;

Y'es C=C, carbono o nitroégeno, en donde, si Y' es nitrogeno, Z' esta ausente;

Cada uno de Y* e Y%es, de modo independiente, carbono o nitrégeno, en donde,
si Y3 es nitrogeno, Z® esta ausente y, si Y# es nitrégeno, Z° esta ausente;

Y2 es C o N en donde, si Y? es nitrégeno, Z? esta ausente;

Y% es un atomo de oxigeno, carbono, nitrégeno o azufre, en donde Z° esta
ausente cuando Y® es un atomo de oxigeno o de azufre;

Cada uno de Z' y Z? cuando estan presentes, se seleccionan, de modo
independiente, de hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo, aralquilo,
alquiloxi, alqueniloxi, alquiniloxi, ariloxi, aralquiloxi, alquiltioxi, alqueniltioxi, alquiniltioxi,
ariltioxi, aralquiltioxi, amino, hidroxi, tio, halo, carboxi, formilo, nitro y ciano, en donde
cada resto de alquilo, alquenilo, alquinilo, alcoxi y arilo esta sustituido opcionalmente,
de modo independiente, con 1-3 halo;

Z3, Z* y Z° se seleccionan cada uno, de modo independiente, de hidrégeno,
alquilo, alquilo deuterado, alcoxi C1+—6, alcoxi C+—6 deuterado, alquenilo, alquinilo, arilo,

aralquilo, alquiloxi, alqueniloxi, alquiniloxi, ariloxi, aralquiloxi, alquiltioxi, alqueniltioxi,
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alquiniltioxi, ariltioxi, aralquiltioxi, amino, alquilamino, aralquilamino, arilamino, hidroxi,
tio, halo, carboxi, formilo, nitro y ciano, en donde cada resto de alquilo, alquenilo,
alquinilo, alcoxi y arilo esta sustituido opcionalmente, de modo independiente, con 1-3
halo;

siempre que al menos uno de Z', Z? 0 Z* sea H;

Z% se selecciona de hidrogeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo y aralquilo, en
donde cada resto de alquilo, alquenilo, alquinilo, alcoxi y arilo esta sustituido
opcionalmente, de modo independiente, con 1-3 halo;

Cada Z8 es, de modo independiente, hidrégeno, alquilo C+—Cs no sustituido,
alquilo C4—Cs sustituido, alcoxi C—Cs no sustituido, alcoxi C1—Cs deuterado no
sustituido, alcoxi C1—Cs sustituido y alcoxi C1—Cs deuterado sustituido, donde el alquilo
sustituido, alcoxi y alcoxi deuterado estan sustituidos con uno o mas grupos
seleccionados de amino, amino mono— o disustituido, alquil C+—Cs—amino ciclico,
imidazolilo, alquil C+—Cs—piperazinilo, morfolino, tiol, tioéter, tetrazol, acido carboxilico,
ester, amido, amido mono— o disustituido, amida N—conectada, sulfonamida N-
conectada, sulfoxi, sulfonato, sulfonilo, sulfoxi, sulfinato, sufinilo, fosfonooxi, fosfato o
sulfonamida, en donde cada alquilo, alquenilo, alquinilo, alcoxi y arilo esta
opcionalmente sustituido con 1-3 halo.

Otro aspecto la invencidn se refiere a un compuesto de la invencién como se
describe en la memoria descriptiva o a su sal, éster, amida o solvato farmacéuticamente
aceptable, para usar como un medicamento.

Oftro aspecto de la invencion se refiere a un compuesto de la invencién como se
describe en la memoria descriptiva o a su sal, éster, amida o solvato farmacéuticamente
aceptable, para usar en un método de tratamiento o profilaxis de una condicion
proliferativa.

Otro aspecto de la invencion se refiere un método de tratamiento o profilaxis que
comprende la administracién de una cantidad de utilidad terapéutica o profilactica de un
compuesto de la invencion como se describe en la memoria descriptiva a un paciente
que lo necesita.

Otro aspecto de la invencion se refiere un método de tratamiento o profilaxis que
comprende la administracién de una cantidad de utilidad terapéutica o profilactica de un
compuesto de la invencion como se describe en la memoria descriptiva a un paciente
que lo necesita, en donde la condicion proliferativa es un cancer seleccionado de
cancer de vejiga, cerebro, mama, colon, cabeza y cuello, rifién, pulmon, higado, ovario,
pancreas, prostata o piel.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método de tratamiento o profilaxis

de una condicion proliferativa, en donde dicho método comprende la administracién de
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una cantidad de utilidad terapéutica o profilactica de un compuesto de la invencion
como se describe en la memoria descriptiva o su sal, éster, amida o solvato
farmacéuticamente aceptable, a un sujeto que lo necesita.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso de un compuesto de la invencion
como se describe en la memoria descriptiva o a su sal, éster, amida o solvato
farmacéuticamente aceptable, para la preparacion de medicamento para usar en un
método de tratamiento o profilaxis de una condicién proliferativa.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método de diagndstico de un
paciente respecto de la presencia de células tumorales que expresan la enzima
CYP1B1 que comprende (a) la administracion al paciente de un SMDC especifico
revelado en cualquiera de las realizaciones descritas en el presente documento; (b) la
determinacion de la cantidad del correspondiente metabolito hidroxilado que luego se
produce; y (c) correlacion de la cantidad con la presencia o ausencia de las células
tumorales en el paciente.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método de (1) identificacion de la
presencia de un tumor en un paciente; y (2) tratamiento del paciente, identificado por
necesitar el tratamiento, por administracion de una cantidad de utilidad terapéutica o
profilactica de un compuesto de la invencibn como se describe en la memoria
descriptiva o su sal, éster, amida o solvato farmacéuticamente aceptable.

Otro aspecto de la invencién se refiere a compuestos intermedios que se
pueden usar para preparar ciertos compuestos de la férmula (l), en donde el intermedio
es como se define en la formula (I) o una de sus sales, ésteres, amidas, solvatos o
estereoisomeros farmacéuticamente aceptables.

Otros aspectos y realizacion de la invencion siguientes seguiran de la discusion

que sigue a continuacion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1a muestra un mecanismo para la 3-hidroxilacion inducida por
CYP1B1 de (1-((2R,4R,5R)-3,3—difluoro—4—hidroxi—5—(hidroximetil)tetrahidrofuran—2—
il)-2—oxo0—1,2—dihidropirimidin—4—il)carbamato de (5,7—di(metoxi)benzofuran—2—il)metilo

(I) seguido de liberacién espontanea de la molécula efectora citotoxica por eliminacion
1,4.

La Figura 1b muestra un mecanismo para la 4-hidroxilaciéon inducida por
CYP1B1 de (1-((2R,4R,5R)-3,3—difluoro—4—hidroxi—5—(hidroximetil)tetrahidrofuran—2—
il)-2—oxo0—1,2—dihidropirimidin—4—il)carbamato de (5,7—di(metoxi)benzofuran—2—il)metilo
(I) seguido de liberacion espontanea de la molécula efectora citotoxica mediante

eliminacion 1,6.
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La Figura 1¢c muestra un mecanismo para la 6-hidroxilaciéon inducida por
CYP1B1 de (1-((2R,4R,5R)-3,3—difluoro—4—hidroxi—5—(hidroximetil)tetrahidrofuran—2—
il)-2—oxo0—1,2—dihidropirimidin—4—il)carbamato de (5,7—di(metoxi)benzofuran—2—il)metilo
(I) seguido de liberacion espontdnea de la molécula efectora citotdxica por eliminacion
1,8.

La Figura 1d muestra un mecanismo para la desalquilacion C-6 inducida por
CYP1B1 de (1-((2R,4R,5R)-3,3—difluoro—4—hidroxi—5—(hidroxil-metil)tetrahidrofuran—2—
il)-2—oxo—1,2—dihidropirimidin—4—il)carbamato  de  (5,6,7—tri(metoxi)benzofuran—2—
il)metilo (Il) seguido de liberacion espontdnea de la molécula efectora citotoxica por
eliminacion 1,6.

La Figura 2a muestra la concentracion plasmatica media de gemcitabina y dFdU
después de la dosificacion iv de gemcitabina a ratones CD—1.

La Figura 2b muestra la concentracion plasmatica media de Int 1-4, gemcitabina
y dFdU después de la dosificacion iv de Int 1—4 a ratones CD-1.

La Figura 3a muestra las concentraciones plasmaticas del Compuesto 1, Int 1—
4, gemcitabina, dFdU y monofosfato de gemcitabina después de las dosis iv del
Compuesto 1 (11,6 mg/Kg y 23,2 mg/Kg) a ratones CD-1 machos.

La Figura 3b muestra las concentraciones plasmaticas de Compuesto 1, Int 14,
gemcitabina, dFdU y monofosfato de gemcitabina después de las dosis intravenosas de
Int 1—4 (10,0 mg/Kg, formulaciones 1y 2) a ratones CD—1 machos.

La Figura 4 muestra la concentracion de Int 3—3, gemcitabina y dFdU después
de la administracion intravenosa de Int 3-3 tras la administracion intravenosa a ratones
CD-1.

La Figura 5 muestra Co o Cmax de Int 14, gemcitabina y dFdU en tejido y
plasma normales después de la dosificacion iv de Int 1—4 a ratones CD-1.

La Figura 6 muestra Co o0 Cmax de gemcitabina y dFdU en tejido y plasma
normales después de la dosificacion iv de gemcitabina a ratones CD-1.

La Figura 7 muestra las concentraciones plasmaticas medias de Int 1-4,
gemcitabina y dFdU después de la administracion intravenosa de Int 1—4 en un mono
cynomolgus macho.

La Figura 8a muestra las concentraciones plasmaticas medias de Int 1-4,
gemcitabina y dFdU después de las dosis iv de Int 1—4 en un mono cynomolgus macho.

La Figura 8b muestra las concentraciones plasméaticas medias de gemcitabina y
dFdU después de las dosis iv de gemcitabina (a 2,65 y 5 mg/kg) en un mono

cynomolgus macho.



10

15

20

25

30

35

La Figura 9a muestra las concentraciones plasmaticas del compuesto 1, Int 1-4,
gemcitabina y dFdU después de la dosificacion iv del compuesto 1 (5 mg/kg) en un
mono cynomolgus macho.

La Figura 9b muestra la concentracion plasmatica de gemcitabina y dFdU
después de la dosificacion iv de gemcitabina en un mono cynomolgus macho.

La Figura 10a muestra la concentracion plasmatica media de gemcitabina y
dFdU después de la administracion intravenosa de gemcitabina a ratas Sprague—
Dawley macho.

La Figura 10b muestra la concentracion plasmatica media de Int 1-4,
gemcitabina y dFdU después de la administracién intravenosa de Int 1-4 a ratas
Sprague—Dawley macho.

La Figura 11 muestra la concentracion plasmatica media de Int 1—4, gemcitabina
y dFdu después de la administracion intravenosa de Int 1-4 a un perro Beagle macho.

La Figura 12a muestra la concentracion plasmatica media de Int 1-4,
gemcitabina y dFdu después de la administracion intravenosa de Int 1-4 a un perro
Beagle macho.

La Figura 12b muestra la concentracion plasmatica media de gemcitabina y

dFdu después de la administracion intravenosa de gemcitabina al perro Beagle macho.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Se describen SMDC en los que la molécula efectora es un analogo de

gemcitabina que tiene una funcién farmacoldégica.

Estas moléculas efectoras se modifican quimicamente haciéndolas reaccionar
para formar un compuesto de la férmula (l). La hidroxilacion de compuestos de la
férmula (I), como la hidroxilacion inducida por CYP1B1, permite la liberacién de las
moléculas de gemcitabina por un colapso de los compuestos de la férmula (I) que
ocurre como resultado de la hidroxilacion o hidroxilacion a través de la formacién de
epoxido. Alternativamente, la desalquilacion de compuestos de la férmula (1), como la
desalquilacién inducida por CYP1B1, permite la liberacién de la molécula de
gemcitabina por un colapso de los compuestos de la férmula (11).

En resumen, se puede considerar que la estructura de los compuestos de la
féormula (1) comprende tres partes: una region disparadora, un enlazador y una molécula
de gemcitabina monofosforilada. El disparador sirve como sustrato para la hidroxilacion
inducida tipicamente por CYP1B1 y se puede entender que generalmente comprende el
resto biciclico representado en el lado izquierdo de la férmula (I) y sus sustituyentes, es
decir, que comprende esa parte de los compuestos que contienen Y', Y2, Y3, Y4, Y5, Z',
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Z2, Z8, 74, 7%, Z8 y los 4tomos de carbono restantes a los que estan unidos algunos de
estos restos.

La region disparadora de los compuestos esta unida a través de una region
enlazadora que comprende L, y la regidon enlazadora esta unida a la molécula efectora
que estad marcada como tal. En la discusion que sigue, se hace referencia a una serie
de términos, que deben entenderse por tener el significado proporcionado, a
continuacién, a menos que el contexto dicte lo contrario.

Cuando se representan o describen estructuras quimicas, a menos que se
indique explicitamente lo contrario, se supone que todos los carbonos tienen sustitucion
de hidrégeno para conformar una valencia de cuatro. Por ejemplo, para el resto quimico
—C(C)s, hay nueve hidrégenos implicados, de modo que la estructura es —C(CHs)s. A
veces, un atomo particular en una estructura se describe en la formula textual como que
tiene un hidrégeno o hidrégenos como sustitucién (hidrégeno expresamente definido),
por ejemplo, —CH>CH>—. Un experto en la materia entiende que las técnicas descriptivas
mencionadas con anterioridad son comunes en las artes quimicas para proporcionar
brevedad y simplicidad a la descripcidn de estructuras complejas.

A menos que un punto de unién indique lo contrario, los restos quimicos
enumerados en las definiciones de las variables de la formula (l), y todas sus
realizaciones, deben leerse de izquierda a derecha, en donde el lado derecho esta
directamente unido a la estructura principal como se define. Sin embargo, si se muestra
un punto de unién en el lado izquierdo del resto quimico (por ejemplo, —alquiloxi—
(alquilo C+—Cgs)), entonces el lado izquierdo de este resto quimico se une directamente
al resto principal como se define.

Se supone que, cuando se consideran descripciones genéricas de compuestos
de los descritos aqui con el propésito de construir un compuesto, dicha construccion da
como resultado la creacidén de una estructura estable. Es decir, un experto en la técnica
reconoceria, en teoria, algunas construcciones que normalmente no se considerarian
como compuestos estables (es decir, estéricamente practicos y/o sintéticamente
factibles).

Los compuestos descritos en el presente documento, asi como sus sales
farmacéuticamente aceptables u otros derivados de ellos, pueden existir opcionalmente
en forma marcada isotépicamente, en la que uno o mas atomos de los compuestos se
reemplazan por un atomo que tiene el mismo numero atémico pero una masa atémica
diferente de la masa atomica que generalmente se encuentra en la naturaleza. Los
ejemplos de is6topos que pueden incorporarse en los compuestos descritos en el
presente documento incluyen isétopos de hidrégeno, carbono, nitrégeno, oxigeno,

fosforo, azufre, flior y cloruro, tales como 2H (deuterio), *H (tritio), '*C, "*C, '*N, 80, 70,
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31p, 32p, 35, 18F and *Cl, respectivamente. Los compuestos marcados isotopicamente
descritos en el presente documento, asi como las sales farmacéuticamente aceptables,
esteres, SMDC, solvatos, hidratos u otros derivados de ellos, en general pueden
prepararse llevando a cabo los procedimientos descritos en los Esquemas y/o en los
Ejemplos a continuacion, sustituyendo con facilidad el reactivo marcado isotépicamente
disponible por un reactivo marcado no isotépicamente. Cuando una posicion particular
de hidrogeno se reemplaza con una “D” o “deuterio”, debe entenderse que la
abundancia de deuterio en esa posicion es sustancialmente mayor que la abundancia
natural de deuterio, que es del 0,015%, y tipicamente tiene al menos un 50% de
incorporacion de deuterio en esa posicion. En una realizacion, uno o mas hidrégenos
unidos a uno o mas carbonos sp® en los compuestos descritos en este documento se
reemplazan con deuterio. En otra realizacion, uno o mas hidrégenos unidos a uno o
mas carbonos sp? en los compuestos descritos en este documento se reemplazan con
deuterio.

Opcional “u” opcionalmente “significa que el evento o circunstancia que se
describe posteriormente puede o puede no ocurrir, y que la descripcion incluye casos
en los que se produce dicho evento o circunstancia y casos en los que no se produce.
Un experto en la técnica entendera que, con respecto a cualquier molécula descrita que
contenga uno o mas sustituyentes opcionales, solo se incluiran compuestos
estéricamente practicos y/o sintéticamente viables. “Opcionalmente sustituido” significa
sustituido o no sustituido y se refiere a todos los modificadores posteriores en un
término a menos que se especifique lo contrario, por ejemplo, en la expresion
“arilalquilo opcionalmente sustituido”, tanto la porcidén “alquilo” como la porcién “arilo” de
la molécula pueden estar sustituidas o no sustituidas.

A menos que se especifique lo contrario, la expresion “opcionalmente sustituido”
se aplica al resto quimico que lo precede inmediatamente. Por ejemplo, si un grupo
variable (como R) se define como arilo, alquilo opcionalmente sustituido o cicloalquilo,
entonces solo el grupo alquilo esta opcionalmente sustituido.

Una “sal farmacéuticamente aceptable” de un compuesto significa una sal que
es farmacéuticamente aceptable y que posee la actividad farmacolégica deseada del
compuesto original. Se entiende que las sales farmacéuticamente aceptables no son
toxicas. Se puede encontrar informacion adicional sobre sales farmacéuticamente
aceptables adecuadas en Remington's Pharmaceutical Sciences, 172 ediciéon, Mack
Publishing Company, Easton, Pensilvania, 1985, que se incorpora aqui como referencia
o0 SM Berge, et al., “Pharmaceutical Salts,” J. Pharm. Sci., 1977; 66:1-19, los cuales se

incorporan en el presente documento como referencia.

11



10

15

20

25

30

35

Los ejemplos no limitantes de sales de adicion de acido farmacéuticamente
aceptables incluyen aquellos formados con &acidos inorganicos tales como acido
clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico, acido nitrico, acido fosforico y similares;
asi como acidos organicos como acido acético, acido trifluoroacético, acido propidnico,
acido hexanoico, acido ciclopentanopropiénico, acido glicélico, acido piruvico, acido
lactico, acido oxalico, acido maleico, acido malénico, acido succinico, acido fumarico,
acido tartarico, citrico acido, acido benzoico, acido cindmico, &acido 3—(4-
hidroxibenzoil)benzoico, acido mandélico, acido metanosulfonico, acido etanosulfénico,
acido 1,2—etanodisulfénico, &cido 2-hidroxietanosulfénico, acido bencenosulfonico,
acido 4—clorobencenosulfénico, acido 2—naftalenosulfonico, acido 4—toluenosulfonico,
acido canforsulfénico, acido glucoheptoénico, acido 4,4'-metilenbis—(3—hidroxi—2—en—1—
carboxilico), acido 3—fenilpropionico, acido trimetilacético, acido terc—butilacético, acido
laurilsulfurico, acido glucénico, acido glutamico, acido hidroxinaftoico, acido salicilico,
acido estearico, acido mucédnico, acido p—toluenosulfénico y acido salicilico, y similares.

Los ejemplos no limitantes de sales de adicion de bases farmacéuticamente
aceptables incluyen aquellos formados cuando un protén acido presente en el
compuesto original se reemplaza por una forma ionica de sales de sodio, potasio, litio,
amonio, calcio, magnesio, hierro, zinc, cobre, manganeso, aluminio, y similares. Las
sales preferibles son las sales de amonio, potasio, sodio, calcio y magnesio. Las sales
mencionadas con anterioridad pueden sustituirse, cuando sea posible. Los ejemplos no
limitantes de sales sustituidas incluyen sales de amonio alquiladas, tales como sales de
trietilamonio. Las sales derivadas de bases no toxicas organicas farmacéuticamente
aceptables incluyen, pero sin limitacién, sales de aminas primarias, secundarias y
terciarias, aminas sustituidas que incluyen aminas sustituidas de origen natural, aminas
ciclicas y resinas basicas de intercambio iénico. Entre los ejemplos de bases organicas
se incluyen isopropilamina, trimetilamina, dietilamina, trietilamina, tripropilamina,
etanolamina, 2—dimetilaminoetanol, 2-dietilaminoetanol, diciclohexilamina, lisina,
arginina, histidina, cafeina, procaina, hidrabamina, colina, betaina, etilendiamina,
glucosamina, metilglucamina, teobromina, purinas, piperazina, piperidina, N-
etilpiperidina, trometamina, N-metilglucamina, resinas de poliamina, y similares. Las
bases organicas de ejemplo son isopropilamina, dietilamina, etanolamina, trimetilamina,
diciclohexilamina, colina y cafeina.

Todos los compuestos descritos en el presente documento incluyen su forma de
base libre o sus sales farmacéuticamente aceptables, ya sea que se indique en la
memoria descriptiva que estos compuestos pueden existir como su sal

farmacéuticamente aceptable o no.
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El término “SMDC” se refiere a un conjugado de farmaco de molécula pequena.
Los SMDC son medicamentos que estan unidos en gran medida a otro resto quimico
para aplicaciones especificas.

“Tratar” o “tratamiento” de una enfermedad, trastorno o sindrome, como se usa
en el presente documento, incluye (i) evitar que la enfermedad, trastorno o sindrome
ocurra en un ser humano, es decir, causar que los sintomas clinicos de la enfermedad,
trastorno o sindrome no se desarrollen en un animal que puede estar expuesto o
predispuesto a la enfermedad, trastorno o sindrome pero que aun no experimenta o
muestra sintomas de la enfermedad, trastorno o sindrome; (ii) inhibir la enfermedad,
trastorno o sindrome, es decir, detener su desarrollo; y (iii) aliviar la enfermedad,
trastorno o sindrome, es decir, causar regresion de la enfermedad, trastorno o
sindrome. Como es sabido en la técnica, pueden ser necesarios ajustes para la
administracion sistémica versus localizada, edad, peso corporal, salud general, sexo,
dieta, tiempo de administracion, interaccidn farmacoldgica y la gravedad de la afeccion,
y seran comprobables con experimentacion de rutina por un experto en la técnica.

Todos los compuestos descritos en el presente documento pueden existir como
estereoisomeros individuales (incluidos enantiomeros individuales y diasteredmeros
individuales), racematos, mezclas de enantiomeros y diasteredmeros y polimorfos. Los
estereoisomeros de los compuestos en esta descripcion incluyen isébmeros geométricos
e isdmeros Opticos, tales como atropisdmeros. Los compuestos descritos en el presente
documento también pueden existir como isémeros geométricos. Todos estos
estereoisomeros individuales, racematos y mezclas de ellos, e ismeros geométricos
estdn destinados a estar dentro del alcance de los compuestos descritos en este
documento.

Ademas, los compuestos de esta descripcion pueden existir en formas no
solvatadas asi como solvatadas con disolventes farmacéuticamente aceptables tales
como agua, etanol, y similares. En general, las formas solvatadas se consideran
equivalentes a las formas no solvatadas a los efectos de los compuestos de esta
descripcion.

Por alquilo se entiende en el presente documento un radical hidrocarbilo
saturado, que puede ser de cadena lineal, ciclica o ramificada (tipicamente, cadena
lineal, a menos que el contexto dicte lo contrario). Cuando un grupo alquilo tiene uno o
mas sitios de insaturacién, ellos pueden estar constituidos por enlaces dobles de
carbono—carbono o enlaces triples de carbono—carbono triple. Cuando un grupo alquilo
comprende un enlace doble de carbono—carbono, esto proporciona un grupo alquenilo;
la presencia de un enlace triple de carbono—carbono proporciona un grupo alquinilo. En

un ejemplo, los grupos alquilo, alquenilo y alquinilo comprenderan de 1 a 25 atomos de
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carbono. En otro ejemplo, los grupos alquilo, alquenilo y alquinilo comprenderan de 1 a
10 atomos de carbono. En otro ejemplo, los grupos alquilo, alquenilo y alquinilo
comprenderan de 1 a 6 atomos de carbono. En otro ejemplo, los grupos alquilo,
alquenilo y alquinilo comprenderan de 1 a 4 4tomos de carbono. En otro ejemplo, los
grupos alquilo, alquenilo y alquinilo comprenderan de 1 a 3 atomos de carbono. En otro
ejemplo, los grupos alquilo, alquenilo y alquinilo comprenderan de 1 a 2 atomos de
carbono. En otro ejemplo, los grupos alquilo comprenderan 1 atomo de carbono. Se
entiende que el limite inferior en los grupos alquenilo y alquinilo son 2 atomos de
carbono y en los grupos cicloalquilo, son 3 atomos de carbono.

Los grupos alquilo, alquenilo o alquinilo pueden estar sustituidos, por ejemplo,
una vez, dos veces o tres veces, por ejemplo, una vez, es decir, que reemplaza
formalmente uno o mas atomos de hidrégeno del grupo alquilo. Los ejemplos de tales
sustituyentes son halo (por ejemplo, fluoro, cloro, bromo y yodo), arilo, hidroxi, nitro,
amino, alcoxi, alquiltio, carboxi, ciano, tio, formilo, éster, acilo, tioacilo, amido,
sulfonamido, carbamato, y similares.

—alquenileno (Cs—Cs)—, se entiende que es un grupo alqueno bivalente de 3 a 5
carbonos de largo, que se puede unir con otro atomo tal como en —alquenilen (C3—Cs)—
O- o -alquenilen (C3—Cs)-O-C(O)N(H)-. EI -alquenileno (Cs—Cs)— puede estar
opcionalmente sustituido con uno a cuatro grupos alquilo C1—Ces.

Por carboxi se entiende en el presente documento el grupo funcional CO2H, que
puede estar en forma desprotonada (COz").

Halo o halégeno son cada uno fluor, bromo, cloro o yodo.

Por acilo y tioacilo se entienden los grupos funcionales de las formulas —C(O)—
alquilo o —C(S)-alquilo, respectivamente, donde alquilo es como se definié antes en el
presente documento.

Por éster se entiende un grupo funcional que comprende el resto —OC(=0)-.

Por amido se entiende un grupo funcional que comprende el resto -N(H)C(=0)-,
en donde cada atomo de hidrégeno representado se puede reemplazar con alquilo o
arilo.

Por carbamato se entiende un grupo funcional que comprende el resto —
N(H)C(=O)O—, en donde cada atomo de hidrégeno representado se puede reemplazar
con alquilo o arilo.

Por sulfonamido se entiende un grupo funcional que comprende el resto —
SO2N(H)>—, en donde cada atomo de hidrégeno representado se puede reemplazar de

modo independiente con alquilo o arilo.
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Los restos de alquiloxi (sinénimo de alcoxi) y alquiltio son de las féormulas —O—
alquilo y —S-alquilo, respectivamente, donde el alquilo es como se definié con
anterioridad en el presente documento.

Ets;NH* se refiere a la estructura

&
{

Alqueniloxi, alquiniloxi, alqueniltio y alquiniltio son de las férmulas
—O-alquenilo, —O-alquinilo, —S—alquenilo y S—alquinilo, donde alquenilo y alquinilo son
como se definieron con anterioridad en el presente documento.

Alquilo deuterado se entiende en el presente documento como un grupo alquilo
como se define en el presente documento, en donde uno o mas atomos de hidrégeno
del grupo alquilo esta reemplazado con deuterio. Cuando existe mas de un grupo
alquilo deuterado en una molécula revelada en el presente documento, cada grupo
alquilo C1—Ce¢ deuterado puede ser igual o diferente.

El alquilo C+—Cs deuterado se entiende en el presente documento como un
grupo —alquilo C1—Ce, en donde uno o mas atomos de hidrogeno del grupo alquilo Ci—
Cs estan reemplazados con deuterio. Cuando mas de un grupo alquilo C+—Cg deuterado
existe en una molécula revelada en el presente documento, cada grupo alquilo C1—Cs
deuterado puede ser igual o diferente.

Alcoxi deuterado se entiende en el presente documento como un grupo —O-
alquilo, en donde uno o mas atomos de hidrégeno del grupo alquilo estan reemplazados
con deuterio. Cuando existe mas de un grupo alquilo deuterado en una molécula
revelada en el presente documento, cada grupo alquilo C1—Cs deuterado puede ser
igual o diferente.

Alcoxi C1—Cg deuterado se entiende en el presente documento como grupo O-
alquilo C+—Cs en donde uno o mas atomos de hidrégeno del grupo alquilo C1—Cs estas
reemplazados con deuterio. Cuando existe mas de un grupo alquilo C+—Ce deuterado en
una molécula revelada en el presente documento, cada grupo alquilo C1—Ce deuterado
puede ser igual o diferente.

El metoxi deuterado se entiende en el presente documento como —OCD1_3. Se
ha de entender que —OCD1_3 incluye —OCH,D, —-OCHD, u —OCD3. Cuando existen mas
de un grupo metoxi deuterado en una molécula revelada en el presente documento,
cada grupo metoxi deuterado puede ser igual o diferente.

Por grupo amino se entiende en el presente documento un grupo de la féormula —

N(R)2, en donde cada R es, de modo independiente, hidrégeno, alquilo o arilo. Por
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ejemplo, R puede ser un alquilo C1_s no sustituido insaturado tal como metilo o etilo. En
otro ejemplo, los dos grupos R unidos al atomo de nitrogeno N estan conectados para
formar un anillo. Un ejemplo en el que los dos R unidos al atomo de nitrégeno N estan
conectados es donde —R—-R- forma un dirradical alquileno, derivado formalmente de un
alcano del que se extrajeron dos atomos de hidrégeno, tipicamente, de atomos de
carbono terminal, donde se forma un anillo junto con el atomo de nitrégeno de la amina.
Como se sabe, el dirradical en las aminas ciclicas no tiene que ser necesariamente
alquileno: morfolina (en donde —R-R— es —(CH2),O(CH)>—) es uno de tales ejemplos a
partir del cual se puede preparar un sustituyente de amino ciclico.

Las referencias a amino en el presente documento también se han de entender
por comprender dentro de su ambito derivados cuaternizados o protonados de las
aminas resultantes de los compuestos que comprenden tales grupos amino. Los
ejemplos de estos ultimos pueden entenderse como sales tales como sales de
clorhidrato.

Por arilo se entiende en el presente documento un radical formado de modo
formal por abstraccién de un atomo de hidrégeno de un compuesto aromatico.

Los dirradicales de arileno se derivan de restos aromaticos, formalmente, por
abstraccion de dos atomos de hidrogeno y pueden ser, a menos que el contexto dicte
especificamente lo contrario, monociclicos, por ejemplo, fenileno. Como saben los
expertos en la técnica, los restos heretoaromaticos son un subgrupo de restos
aromaticos que comprenden uno o mas heteroatomos, tipicamente, O, N o S, en lugar
de uno o mas atomos de carbono y cualquier atomo de hidrogeno unido a ellos. Los
restos heteroaromaticos de ejemplo incluyen piridina, furano, pirrol, tiofeno y pirimidina.
Otros ejemplos de anillos heteroaromaticos incluyen pirdidilo; piridazina (en donde 2
atomos de nitrégeno son adyacentes en un anillo de 6 miembros aromatico); pirazina
(en donde 2 nitrégenos estan dispuestos 1,4 en un anillo aromatico de 6 miembros);
pirimidina (en donde 2 atomos de nitrogeno estan dispuestos 1,3 en un anillo aromatico
de 6 miembros); y 1,3,5-triazina (en donde 3 atomos de nitrégeno estan dispuestos
1,3,5 en un anillo aromatico de 6 miembros).

Los radicales arilo o arileno pueden estar sustituidos una o0 mas veces con un
grupo aceptor de electrones.

Un derivado de acido fosférico de gemcitabina incluye compuestos que tienen

las siguientes estructuras:
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Los ejemplos no limitativos de formas salinas de derivado de acido fosférico de
gemcitabina incluyen sales de sodio, sales de potasio, sales de calcio, sales de
trietilamina y sales de amonio.

Los ejemplos no limitativos de grupos aceptores de electrones incluyen ciano (—
CN), haloalquilo, amida, nitro, ceto (-COR), alquenilo, alquinilo, amino cuaternario (-
N*R3), éster, amido (-C(O)NR2), amido N—conectado (-NR-C(=0)-R), sulfonamido N—
conectado (—NR-S(=0);R), sulfoxi (—S(=0).OH), sulfonato (S(=0).0R), sulfonilo
(S(=0)R) y sulfonamida (-S(=0)-—NR;), donde cada R se selecciona, de modo
independiente, de un grupo alquilo C+—Cs, un grupo heterociclico C3—Cz 0 un grupo
arilo C3—Cz, en donde el grupo alquilo C1—Cs puede estar sustituido con uno o mas
grupos seleccionados de éter, amino, amino mono- o disustituido, alquil C1—Cs—amino
ciclico, imidazolilo, alquil C+—Ce—piperazinilo, morfolino, tiol, tioéter, tetrazol, acido
carboxilico, éster, amida, amida mono— o disustituida, amida N-conectada (—NR-
C(=0)-R), sulfonamida N—conectada (—-NR-S(=0)—R), sulfoxi (-S(=0).0H), sulfonato
(S(=0).0R), sulfonilo (S(=0)2R), sulfoxi (S(=0)OH), sulfinato (S(=0O)OR), sulfinilo
(S(=0)R), fosfonooxi(~OP(=0)(OH),), fosfato (OP(=0)(OR);) y sulfonamida (-S(=0).—
NRz2), en donde cada R se selecciona, de modo independiente, de un grupo alquilo C4—
Cs, un grupo heterociclico Cs—Cy 0 un grupo arilo Cs—Cy. En otro ejemplo, cada R es
un grupo alquilo C+—Cs (en base a la definicion de alquilo en el presente documento
anterior, grupo alquilo C1—Cs incluye grupos alcoxi C+—Cs no sustituido y alcoxi C+—Cs
sustituido). En otro ejemplo, cada R es un alquilo C1—Ce, alcoxi C+—Cs no sustituido o
alcoxi C1—Cs sustituido, en donde el alquilo sustituido o alcoxi sustituido estan
sustituidos con uno o mas grupos seleccionados de éter, -OH amino, amino mono- o
disustituido, alquil C1—Cs—amino ciclico, imidazolilo, alquil C+—Ces—piperazinilo, morfolino,
tiol, tioéter, tetrazol, acido carboxilico, éster, amida, amida mono- o disustituida, amida
N—conectada (-NR—-C(=0)-R), sulfonamida N—conectada (—-NR-S(=0)—R), sulfoxi (—
S(=0).0H), sulfonato (S(=0).0OR), sulfonilo (S(=0):R), sulfoxi (S(=0)OH), sulfinato
(S(=0)OR), sulfinilo (S(=0)R), fosfonooxi(—OP(=0)(OH);), fosfato (OP(=0O)(OR)2) y
sulfonamida (-S(=0).—NR:), en donde cada R se selecciona, de modo independiente,

de un grupo alquilo C+—Cs, un grupo heterociclico C3—Cz 0 un grupo arilo Cs—Cxzo.
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La conformacioén y la variabilidad de estas tres regiones: la regién disparadora,
enlazadora y efectora de los compuestos de la formula (1) se describen ahora.

La region disparadora de los compuestos de la féormula (I) comprende en
general un resto biciclico conjugado que comprende un anillo de seis miembros
fusionado con un anillo de cinco miembros.

Sin quedar ligados por la teoria, se cree que la actividad de los compuestos de
la férmula () como sustratos para hidroxilacion, por ejemplo, efectuada por CYP1B1, se
logra en parte por la estructura del resto disparador que es susceptible a la
hidroxilacion, lo cual lleva a un colapso espontdneo del compuesto por un proceso de
eliminacion, ya sea una 1,4—, 1,6— o 1,8—eliminacion, dependiendo de en qué posicién
tiene lugar la hidroxilacion como se muestra en las Figuras 1a—1d. Ademas, —OCHs se
metabolizaria normalmente por medio de hidroxilacion y posterior O—desalquilacion. Sin
embargo, el metoxi deuterado puede conferir mayor estabilidad a la hidroxilacion
basada en CYP y la O—desalquilaciéon por medio del efecto del isétopo cinético. Los
enlaces C—H aromaticos adyacentes se vuelven asi sitios para hidroxilacion a base de
CYP que lleva a un colapso espontaneo del compuesto por 1,4-, 1,6—- o 1,8-
eliminacion.

Cabe destacar de la estructura de los compuestos de la formula (I) que, en
virtud de la conjugacién de los atomos de carbono, cualquiera de los tres mecanismos
para el colapso espontaneo del compuesto puede tener lugar independientemente de la
naturaleza de los sustituyentes en la region disparadora. Asi, una amplia variedad de la
naturaleza de esta region de los compuestos de la formula (1) puede ser tolerada como
se analiza mas abajo.

En una realizaciéon del compuesto de la formula (1), Y2 es C e Y2 es C(H). En otra
realizacion del compuesto de la formula (1), Cada uno de Y3 e Y* es C(H). En otra
realizacion del compuesto de la formula (1), Y2 es C e Y3 e Y* es C(H). En otra
realizacion del compuesto de la férmula (1), Y2 es C e Y', Y3 e Y#son C(H).

En otra realizacion del compuesto de la formula (1), Y' es N, Y? es C, Y3 es C(H),
Y* es C(H) e Y® es S. En ofra realizacién del compuesto de la férmula (1), Y' es N, Y2 es
N, Y3 es C(H), Y* es C(H) e Y5 es C(H). En otra realizacion del compuesto de la férmula
(), Y' es C(H), Y2 es C, Y3 es C(H), Y* es C(H) e Y® es N(CH3). En otra realizacién del
compuesto de la formula (1), Y' es C(H), Y2 es N, Y3 es C(H), Y*es C(H) e Y5 es N. En
otra realizacion del compuesto de la formula (1), Y' es N, Y2 es N, Y3 es C(H), Y* es
C(H) e Y5 es N. En otra realizacion del compuesto de la formula (1), Y' es C, Y2 es C, Y3
es C(H), Y* es C(H) e Y5 es S. En oftra realizacién del compuesto de la formula (1), Y' es
N, Y2 es C, Y3 es C(H), Y* es C(H) e Y5 es O. En otra realizacién del compuesto de la
formula (1), Y' es C(H), Y2 es C, Y2 es C(H), Y*es C(H) e Y5 es O.
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Los sustituyentes Z', Z? y Z* pueden ser en general como se describen en el
presente documento. Sin embargo, al menos uno de estos restos es un atomo de
hidrégeno de modo de permitir un sitio para la hidroxilacion del compuesto. En algunas
realizaciones del compuesto de la féormula (I), Z> o Z* es hidrogeno. En otras
realizaciones, Z? y Z* es hidrégeno. En cualquiera de estas realizaciones, en donde Z2 o
Z* es un atomo de hidrogeno o en donde tanto Z2 como Z* sson atomos de hidrégeno o
en donde ni Z? ni Z* son atomo de hidrégeno, Z' puede ser hidrégeno. En determinadas
realizaciones del compuesto de la férmula (), cada uno de Z', Z? y Z* es un atomo de
hidrégeno.

En otra realizacion de la formula (1), Z3 se selecciona de hidrogenalquilo, alquilo
deuterado, alcoxi C1—6, alcoxi C+—6 deuterado, halo, alquenilo, alquinilo, arilo, aralquilo,
alquiloxi, alqueniloxi, alquiniloxi, ariloxi, aralquiloxi, alquiltioxi, alqueniltioxi, alquiniltioxi,
ariltioxi, aralquiltioxi, amino, hidroxi, tio, carboxi, formilo, nitro y ciano, en donde cada
resto de alquilo, alquenilo, alquinilo, alcoxi y arilo estan opcionalmente sustituidos, de
modo independiente, con 1-3 halo. En otra realizacién de la férmula (1), Z® es halo. En
otra realizacién de la formula (1), Z® es metilo. En otra realizacion de la formula (1), Z3 es
metoxi. En otra realizacién de la formula (1), Z* es bromo.

En otra realizacion de la formula (1), Z° se selecciona de hidrogenalquilo, alquilo
deuterado, alcoxi C1—6, alcoxi C+—6 deuterado, halo, alquenilo, alquinilo, arilo, aralquilo,
alquiloxi, alqueniloxi, alquiniloxi, ariloxi, aralquiloxi, alquiltioxi, alqueniltioxi, alquiniltioxi,
ariltioxi, aralquiltioxi, amino, hidroxi, tio, carboxi, formilo, nitro y ciano. En otra
realizacion de la formula (1), Z° es halo. En otra realizacién de la formula (1), Z° es
metilo. En otra realizacion de la formula (1), Z° es metoxi. En otra realizacion de la
formula (1), Z° es bromo.

En otra realizacion de la férmula (1), Z® y Z° se seleccionan cada uno de
hidrogenalquilo, alquilo deuterado, alcoxi C41—Cs, alcoxi C1—Cs deuterado, halo,
alquenilo, alquinilo, arilo, aralquilo, alquiloxi, alqueniloxi, alquiniloxi, ariloxi, aralquiloxi,
alquiltioxi, alqueniltioxi, alquiniltioxi, ariltioxi, aralquiltioxi, amino, hidroxi, tio, halo,
carboxi, formilo, nitro y ciano, en donde cada resto de alquilo, alquenilo, alquinilo, alcoxi
y arilo estan opcionalmente sustituidos, de modo independiente, con 1-3 halo. En otra
realizacion de la formula (1), Z® y Z° se seleccionan cada uno de alquilo, alquilo
deuterado, alcoxi C1—Cs, alcoxi C+—Ce deuterado, alquenilo, alquinilo, arilo, aralquilo,
alquiloxi, alqueniloxi, alquiniloxi, ariloxi, aralquiloxi, alquiltioxi, alqueniltioxi, alquiniltioxi,
ariltioxi, aralquiltioxi, amino, hidroxi, tio, halo, carboxi, formilo, nitro y ciano, en donde
cada resto de alquilo, alquenilo, alquinilo, alcoxi y arilo estan opcionalmente sustituidos,
de modo independiente, con 1-3 halo. En otra realizacién de la férmula (1), Z® y Z° son

cada uno alcoxi C+—Cs deuterado. En otra realizacién de la férmula (1), Z® y Z° son cada

19



uno alcoxi C1—Cs. En otra realizacion de la férmula (1), Z% y Z®° son cada uno alquilo Cs—
Ce. En ofra realizacion de la formula (1), Z® y Z°% son cada uno alcoxi C+—Cs. En otra
realizacion de la formula (1), Z® y Z° son cada uno alquilo C1—Cs. En otra realizaciéon de
la formula (1), Z® y Z° son cada uno hidrogeno. En otra realizacion de la férmula (1), Z3 y
5  Z%son cada uno halo. En otra realizacién de la formula (1), Z® y Z° son cada uno bromo.
En otra realizacion de la formula (1), Z® y Z° son cada uno metoxi deuterado. En otra
realizacion de la formula (1), Z3 y Z5 son cada uno metoxi. En otra realizacion de la
formula (1), Z® y Z° son cada uno metilo. En otra realizacion de la formula (1), Z® y Z° son
cada uno —OCD1_s. En otra realizacién de la formula (1), Z® y Z° son cada uno —OCDs.
10 En otra realizacion de la formula (1), Z® y Z° se seleccionan cada uno, de modo
independiente, de halo, metilo, metoxi o metoxi deuterado.

Un aspecto de la invencion se refiere a un compuesto de la férmula (1):

oM
0
\P/—OM
{) Il
0
15
0 una de sus sales, ésteres, solvatos estereocisomeros farmacéuticamente aceptables,
en donde:
—L— se define como: —alquilen (C1—Cs)—0O-C(O)—, —alquenilen (C3—Cs)-0O-,
z [ :[ ;‘\J'(
5,/0 g ” 2
g 3 ;
2° o
?//D\l NF ~z
A \\.;;(‘
20 A es —alquilen (C1—Cs5)-0O-C(O)—;
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E es —-O—, —-O—C(O)N(H)—, -O-C(S)N(H)—-, —S— 0 —=S—-C(O)N(H)—;

D es —alquilen (C1—Cs)— o —alquenilen (C3—Cs)—;

Y' es C=C, carbono o nitrégeno, en donde, si Y' es nitrégeno, Z' esta ausente;

Cada uno de Y* e Y®es, de modo independiente, carbono o nitrégeno, en donde,
si Y3 es nitrogeno, Z3 esta ausente y, si Y* es nitrégeno, Z° esta ausente;

Y2 es C o N en donde, si Y2 es nitrégeno, Z? esta ausente;

Y® es un atomo de oxigeno, carbono, nitrégeno o azufre, en donde Z°® esta
ausente cuando Y® es un atomo de oxigeno o de azufre;

Z3, Z* y Z° se seleccionan cada uno, de modo independiente, de hidrogeno,
alquilo, alquilo deuterado, alcoxi C1—6, alcoxi C1+—6 deuterado, alquenilo, alquinilo, arilo,
aralquilo, alquiloxi, alqueniloxi, alquiniloxi, ariloxi, aralquiloxi, alquiltioxi, alqueniltioxi,
alquiniltioxi, ariltioxi, aralquiltioxi, amino, hidroxi, tio, halo, carboxi, formilo, nitro y ciano,
en donde cada resto de alquilo, alquenilo, alquinilo, alcoxi y arilo estad sustituido
opcionalmente, de modo independiente, con 1-3 halo;

siempre que al menos uno de Z', Z2 0 Z* sea H;

Z% se selecciona de hidrogeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo y aralquilo, en
donde cada resto de alquilo, alquenilo, alquinilo, alcoxi y arilo esta sustituido
opcionalmente, de modo independiente, con 1-3 halo;

cada Z® es, de modo independiente, hidrogeno, alquilo C1—Cs no sustituido,
alquilo C4—Cs sustituido, alcoxi C—Cs no sustituido, alcoxi C1—Cs deuterado no
sustituido, alcoxi C1—Cs sustituido y alcoxi C1—Cs deuterado sustituido, donde el alquilo
sustituido, alcoxi y alcoxi deuterado estan sustituidos con uno o mas grupos
seleccionados de amino, amino mono— o disustituido, alquil C+—Cs—amino ciclico,
imidazolilo, alquil C+—Cs—piperazinilo, morfolino, tiol, tioéter, tetrazol, acido carboxilico,
éster, amido, amido mono— o disustituido, amida N-conectada, sulfonamida N-
conectada, sulfoxi, sulfonato, sulfonilo, sulfoxi, sulfinato, sufinilo, fosfonooxi, fosfato o
sulfonamida, en donde cada alquilo, alquenilo, alquinilo, alcoxi y arilo esta
opcionalmente sustituido con 1-3 halo; y

en otra realizacion de la formula (I) o una de sus sales, ésteres, amidas,
solvatos o estereoisomeros farmacéuticamente aceptables, Y® e Y* son cada uno
carbono.

En otra realizacion de la féormula (1) o una de sus sales, ésteres, amidas,
solvatos o estereoisomeros farmacéuticamente aceptables, Z3, Z* y Z° se seleccionan
cada uno de halo, alquilo C+—Cj3 no sustituido, alquilo C+—Cj3 sustituido, alcoxi C+—C3 no
sustituido, alcoxi C+—Cs sustituido, alcoxi C1—Cs deuterado no sustituido o alcoxi C+—Cs
sustituido, en donde cada resto de alquilo y alcoxi se puede sustituir, de modo

independiente, con 1-3 halo.
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En otra realizacién de la férmula (I) o una de sus sales, ésteres, amidas,
solvatos o estereoisdmeros farmacéuticamente aceptables, Z3, Z* y Z° se seleccionan
cada uno de bromo, cloro, fluoro, metilo opcionalmente sustituido con 1-3 halo, metilo

deuterado, metoxi opcionalmente sustituido con 1-3 halo o metoxi deuterado.

5 Otra realizacion de la formula (1) se refiere a un compuesto que tiene la féormula
(la):
E OH
F
MO
3 2 Z Sy o o\\ _om
Z Y\ 3 /}\ //P
L \
| NN °
/ Y3
24
LY
Z
z (la)

10 o una de sus sales, ésteres, solvatos estereoisdmeros farmacéuticamente aceptables,
en donde L, Y', Y2, Y5 Z3 Z% Z° Z°® son como se definen en cualquiera de las
realizaciones de la formula (1).

Otras realizaciones de la férmula (I) y (Ia) se refieren a un compuesto que tiene
una o mas de las formulas (lb—i), (Ib—ii), (Ibiii), (Ib—iv), (Ib—v), (Ib—vi), (Ib—vii), (Ib—viii),

15 (Ib—ix), (Ib—x), (Ib—xi), (Ib—xii), (Ib—xiii), (Ib—xiv), (Ib—xv), (Ib—xvi), (Ib—xvii) o (Ib—xviii):

~ ‘ N
Efector L
. H :>/ \Efec:ov
- 0
z (Ib-1)

(Ib-n)

_N

L —
\>/ ~ Efector \\>/ S Efector

©

z (Ib-u2) % (Ib-v)

[}
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0 una sal, éster, solvato o estereoisémero farmacéuticamente aceptable de cualquiera

5
de las formulas anteriores, en donde:
Z3 y Z5 son cada uno, de modo independiente, halo, metilo opcionalmente sustituido
con 1-3 halo, metoxi opcionalmente sustituido con 1-3 halo o metoxi deuterado;
Z%, si esta presente, es halo, metilo opcionalmente sustituido con 1-3 halo, metoxi
10 opcionalmente sustituido con 1-3 halo o metoxi deuterado;

—L—Efector es: —alquilen (C+—C3)-0O-C(O)-Efector,
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D es —alquilen (C1—C3)—;
E es —-O—, —-O—C(O)N(H)—, —O—C(S)N(H)—, —=S— 0 —S—C(O)N(H)—;
A es —-C(H)—O-C(O)-.; ¥

Efector es parte de un (i) derivado de acido fosférico de gemcitabina o (ii) una
forma salina de un derivado de acido fosférico de gemcitabina.

En otras realizaciones de los compuestos que tienen las férmulas (1), (1a), (Ib—i),
(Ib=ii), (Ib—iii), (Ib—iv), (Ib—=v), (Ib—vi), (Ib—vii), (Ib-viii), (Ib—ix), (Ib—x), (Ib—xi), (Ib—xii), (Ib—
xiii), (Ib=xiv), (Ib—xv), (Ib—xvi), (Ib—xvii) o (Ib—xviii), 0 una de sus sales, ésteres, amidas,
solvatos o estereoisémeros farmacéuticamente aceptables, la region enlazadora (L) es
—C(H)—0O-C(O)-.

L representa la region enlazadora que se describe mas abajo con mayor detalle.
Cada una de las siguientes realizaciones de L (la region enlazadora) puede ser una
realizacion separada para cada una de las regiones disparadoras y efectoras,
incluyendo cualquier combinacion de las regiones disparadoras y efectoras, cuando sea
quimicamente viable. Varias realizaciones de la region enlazadora se describen ahora.

En otras realizaciones de la formula (1), (1a), (Ib—i), (Ib=ii), (Ibiii), (Ib—iv), (Ib—v),
(Ib—=vi), (Ib—vii), (Ib—viii), (Ib—ix), (Ib—x), (Ib—xi), (Ib—xii), (Ib—xiii), (Ib—xiv), (Ib—xv), (Ib—xvi),
(Ib—xvii), o (Ib—xviii), incluyendo subrealizaciones de cada una de estas formulas
descritas con anterioridad, la region enlazadora (L) es —alquilen (C1—Cs)-O-C(O)-.

En otras realizaciones de la formula (1), (1a), (Ib—i), (Ib=ii), (Ib=iii), (Ib—iv), (Ib—v),
(Ib—vi), (Ib—vii), (Ib—viii), (Ib—ix), (Ib—x), (Ib—xi), (Ib—xii), (Ib—xiii), (Ib—xiv), (Ib—xv), (Ib—xvi),
(Ib—xvii) o (Ib—xviii), incluyendo subrealizaciones de cada una de estas formulas
descritas con anterioridad, la region enlazadora (L) es —alquenilen (C3—Cs)—-O-C(O)-.

En otras realizaciones de la formula (1), (1a), (Ib—i), (Ib=ii), (Ib=iii), (Ib—iv), (Ib—v),
(Ib—=vi), (Ib—vii), (Ib—viii), (Ib—ix), (Ib—x), (Ib—xi), (Ib—xii), (Ib—xiii), (Ib—xiv), (Ib—xv), (Ib—xvi),
(Ib—xvii) o (Ib—xviii), incluyendo subrealizaciones de cada una de estas formulas

descritas con anterioridad, la region enlazadora (L) es
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en donde:

A es —alquilen (C1—Cs)-O-C(O);

Xes —0O-;

D es —alquilen (C1+—Cs)— o —alquenilen (Cs—Cs)—;

y cada Z® es como se define en cualquiera de las realizaciones en esta

memoria descriptiva.

En otras realizaciones de la formula (1), (1a), (Ib—i), (Ib=ii), (Ibiii), (Ib—iv), (Ib—v),
(Ib—=vi), (Ib—vii), (Ib—viii), (Ib—ix), (Ib—x), (Ib—xi), (Ib—xii), (Ib—xiii), (Ib—xiv), (Ib—xv), (Ib—xvi),
(Ib—xvii) o (lb—xviii), incluyendo subrealizaciones de cada una de estas férmulas

descritas con anterioridad, la region enlazadora (L) es

8

28 A—%
§—o—o

en donde:

A es —alquilen (C1—C;)-0O-C(O)—;

Xes —0O-;

D es —alquilen (C1—C.)— o —alquenileno (Cs—C.)—;

y cada Z® es como se define en cualquiera de las realizaciones en esta memoria
descriptiva.

En otras realizaciones de la formula (1), (1a), (Ib—i), (Ib=ii), (Ibiii), (Ib—iv), (Ib—v),
(Ib—=vi), (Ib—vii), (Ib—viii), (Ib—ix), (Ib—x), (Ib—xi), (Ib—xii), (Ib—xiii), (Ib—xiv), (Ib—xv), (Ib—xvi),
(Ib—xvii) o (lb—xviii), incluyendo subrealizaciones de cada una de estas formulas

descritas con anterioridad, la region enlazadora (L) es
—
§—o—o

en donde:
A es —alquilen (C1—C,)-0O-C(O)—;
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En otras realizaciones de la formula (1), (1a), (Ib—i), (Ib=ii), (Ib—iii), (Ib—iv), (Ib—v),
(Ib—vi), (Ib—vii), (Ib—viii), (Ib—ix), (Ib—x), (Ib—xi), (Ib—xii), (Ib=xiii), (Ib—xiv), (Ib—xv), (Ib—xvi),
(Ib—xvii) o (lb—xviii), incluyendo subrealizaciones de cada una de estas férmulas

descritas con anterioridad, la region enlazadora (L) es
—

§—o—o0

en donde

A es —alquilen (C1—C3)-O-C(O)—; y

D es —-CH>— 0 —CH>—C(H)=C(H-.

En otras realizaciones de cualquiera de las formulas (lc—i), (Ic—ii), (Ic—iii), (Ic—iv),
(Ic=v), (Ic—vi), (lc—vii), (Ic—viii), (Ic—ix), (Ilc—x), (lc—xi), (Ic=xii), (Ic=xiii), (Ic—xiv), (Ilc—xv),
(le=xvi), (lc—xvii), (Ic—xviii), (lc—xix) o (lc—xx) o una de sus sales, ésteres, amidas,
solvatos o estereoisdomeros farmacéuticamente aceptables:

R* es -alquilo (C+—Cs) opcionalmente sustituido con heterocicloalquilo o
alcoxiarilo;

R? es —alquilo (C1—Cs) opcionalmente sustituido con heterocicloalquilo o arilo; y

Mes —O~ Na+, —O~ EtsNH*, —-O~ K* u —O~ NH4".

En otras realizaciones de cualquiera de las formulas (Ic—i), (Ic—ii), (Ic—iii), (Ic—iv),
(Ic=v), (Ic—vi), (Ic—vii), (lc—viii), (Ic=ix), (Ic—x), (Ic—xi), (Ic—xii), (Ic—xiii), (Ic—xiv), (Ic—xv),
(le=xvi), (lc—xvii), (Ic—xviii), (lc—xix) o (lc—xx) o una de sus sales, ésteres, amidas,
solvatos o estereoisdmeros farmacéuticamente aceptables:

R* es -alquilo (C1—Cs) opcionalmente sustituido con heterocicloalquilo o
alcoxiarilo;

RZ es —alquilo (C1—Cs) opcionalmente sustituido con heterocicloalquilo o arilo; y

M es EtsNH".

En otras realizaciones de cualquiera de las formulas (lc—i), (Ic—ii), (Ic—iii), (Ic—iv),
(Ic=v), (Ic—vi), (lc—vii), (Ic—viii), (Ic—ix), (Ilc—x), (lc—xi), (Ic=xii), (Ic=xiii), (Ic—xiv), (Ilc—xv),
(le=xvi), (lc—xvii), (lc—xviii), (lc—xix) o (Ic—xx) o una de sus sales, ésteres, amidas,
solvatos o estereoisdmeros farmacéuticamente aceptables:

R° es -alquilo (C+—Cs) opcionalmente sustituido con heterocicloalquilo o
alcoxiarilo;

R? es —alquilo (C1—Cs) opcionalmente sustituido con heterocicloalquilo o arilo; y

M es —O-alquil (C1—Cs)-heterocicloalquilo.

En otras realizaciones de la formula (1), (1a), (Ib—i), (Ib=ii), (Ib=iii), (Ib—iv), (Ib—v),
(Ib—=vi), (Ib—vii), (Ib=viii), (Ib—ix), (Ib—x), (Ib—xi), (Ib—xii), (Ib—xiii), (Ib—xiv), (Ib—xv), (Ib—xvi),
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(Ib—xvii), (Ib—xviii), incluyendo subrealizaciones de cada una de estas formulas descritas
con anterioridad o una de sus sales, ésteres, amidas, solvatos o estereoisémeros
farmacéuticamente aceptables, Z3, Z° y Z4, si estan presentes, son cada uno metoxi o
metoxi deuterado.

En otras realizaciones de la formula (1), (1a), (Ib—i), (Ib—ii), (Ib=iii), (Ib—iv), (Ib—v),
(Ib—=vi), (Ib—vii), (Ib—viii), (Ib—ix), (Ib—x), (Ib—xi), (Ib—xii), (Ib—xiii), (Ib—xiv), (Ib—xv), (Ib—xvi),
(Ib—xvii) o (Ib—xviii), incluyendo subrealizaciones de cada una de estas férmulas
descritas con anterioridad o una de sus sales, ésteres, amidas, solvatos o
estereoisdbmeros farmacéuticamente aceptables, Z%, Z% y Z*, si estan presentes, son
cada uno metoxi opcionalmente sustituido con 1-3 halo o metoxi deuterado y Efector es
como se define en cualquiera de las realizaciones descritas en la memoria descriptiva.

En otras realizaciones de la formula (1), (1a), (Ib—i), (Ib—ii), (Ib=iii), (Ib—iv), (Ib—v),
(Ib—=vi), (Ib=vii), (Ib—viii), (Ib—ix), (Ib—x), (Ib—xi), (Ib—xii), (Ib—xiii), (Ib—xiv), (Ib—xv), (Ib—xvi),
(Ib—xvii), (Ib—xviii), incluyendo subrealizaciones de cada una de estas formulas descritas
con anterioridad o una de sus sales, ésteres, amidas, solvatos o estereoisémeros
farmacéuticamente aceptables, Z3 y Z° son cada uno, de modo independiente, bromo o
fluoro y Z4, si esta presente, es metoxi opcionalmente sustituido con 1-3 halo o metoxi
deuterado.

En otras realizaciones de la formula (1), (1a), (Ib—i), (Ib—ii), (Ib=iii), (Ib—iv), (Ib—v),
(Ib—=vi), (Ib=vii), (Ib—viii), (Ib—ix), (Ib—x), (Ib—xi), (Ib—xii), (Ib—xiii), (Ib—xiv), (Ib—xv), (Ib—xvi),
(Ib—xvii), (Ib—xviii), incluyendo subrealizaciones de cada una de estas formulas descritas
con anterioridad o una de sus sales, ésteres, amidas, solvatos o estereoisémeros
farmacéuticamente aceptables, Z3 y Z° son cada uno, de modo independiente, bromo o
fluoro; Z*4, si esta presente, es metoxi opcionalmente sustituido con 1-3 halo o metoxi
deuterado; y Efector es como se define en cualquiera de las realizaciones descritas en
la memoria descriptiva.

Otras realizaciones de los compuestos que tienen las formulas (I) relacionadas
con una o mas de las siguientes formulas (ld—i), (Id—ii), (lcd—iii), (Id—iv), (Id—v), (Id—vi),
(Id—vii), (Id—viii), (Id—ix), (Id—x), (Id—xi), (Id—xii), (Id=xiii), (Id—xiv), (Id—xv), (Id—xvi), (Id—
xvii), (Id—xuviii), (Id—xix) o (Id—xx):
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o0 una sal, éster, solvato o esterecisémero farmacéuticamente aceptable de

cualquiera de las formulas anteriores, en donde:

Z3, Z* y Z®° son cada uno, de modo independiente, metilo opcionalmente

5 sustituido con 1-3 halo, halo, metoxi opcionalmente sustituido con 1-3 halo o metoxi

deuterado; y

M? es —O~ Na+, O~ EtsNH*, -0~ K*, -0~ NH,".

En algunas realizaciones, se proporciona en el presente documento un

compuesto que tiene la férmula (Id—ii—1)

10

o una de sus sales, ésteres,

farmacéuticamente aceptables
en donde:

amidas, solvatos o0 estereoisémeros
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Z3, Z* y Z° son cada uno, de modo independiente, hidrogeno, metilo
opcionalmente sustituido con 1-3 halo, halo, metoxi opcionalmente sustituido con 1-3
halo o metoxi deuterado; y

cada M? se selecciona, de modo independiente, del grupo que consiste en OH y
O~ (M"), en donde (M") en cada aparicion es, de modo independiente, un cation
metalico, amonio, un catién de alquilamonio o un catién de aminoacido.

En algunas realizaciones de (Id—ii—1), una aparicion de M? es OH; y la otra
aparicién de M? es O~ (M").

En algunas otras realizaciones, cada aparicion de M? es un O~ seleccionado de
modo independiente (M").

En algunas realizaciones de (Id—ii—1), (M') se selecciona del grupo que consiste
en Na', Ca?", K', Mg%, Zn?, NH*, (HNEt3)", meglumina-H*, Trometamina-H",
Dietanolamina—H*, lisina—H" y arginina—H*. En determinadas realizaciones, (M') es Na*.

En algunas realizaciones de (Id—ii-1), cada uno de Z° y Z3 es, de modo
independiente, metoxi.

En algunas realizaciones de (Id—ii—1), Z* es hidrogeno.

En algunas realizaciones de (ld—ii—1), el compuesto es:

H3CO

N H
o :f;j"\ro o OCH 3

Na203PO/\<_FF 0

HO

0 una de sus sales, ésteres, amidas, solvatos o estereoisomeros
farmacéuticamente aceptables.

Otra realizacion de compuestos de la féormula (I) son uno o mas de los
compuestos descritos en los Ejemplos en el presente documento o una sal, éster,
amida, solvato o estereoisémero farmacéuticamente aceptable de uno o mas de los
compuestos 1-5.

La parte de gemcitabina de los compuestos de la formula (I) es el resto que
proporciona el efecto diana deseado en las células, tipicamente aquellas en las que se
expresa CYP1B1. En todas las realizaciones de la formula (1), la porcidon enlazadora de
la formula (1) esta unida directamente a la porcion de base que contiene amino del
componente efector de la formula (l). Cuando se libera, la molécula efectora tiene un
efecto farmacoldgico perceptible en las células en las que se libera.

La molécula efectora tiene un efecto citostatico o citotdxico sobre la célula que
sirve para provocar su liberacion (por ejemplo, células que expresan CYP1B1). Como

se sabe, una molécula citotéxica es una molécula que es toxica para las células,
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mientras que un agente citostatico es uno que suprime el crecimiento y/o la replicacion
de las células.

Para su uso de acuerdo con la presente invencion, los compuestos o una sal,
solvato, éster o amida fisiol6gicamente aceptable de ellos descritos en este documento
pueden presentarse como una formulacion farmacéutica, que comprende el compuesto
o sal, éster, amida u otro derivado fisiolégicamente funcional del mismo compuesto,
junto con uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables para ellos vy
opcionalmente otros ingredientes terapéuticos y/o profilacticos. Cualquier portador es
aceptable en el sentido de ser compatible con los otros ingredientes de la formulacién y
no perjudicial para su receptor.

Los ejemplos de sales fisioldgicamente aceptables de los compuestos de
acuerdo con la invencion incluyen sales de adicién de acido formadas con acidos
carboxilicos organicos tales como acidos acético, lactico, tartarico, maleico, citrico,
piravico, oxalico, fumarico, oxaloacético, isetidnico, lactobiénico y succinico; acidos
sulfonicos organicos tales como acidos metanosulfénicos, etanosulfénicos,
bencenosulfénicos y p—toluenosulfonicos y &acidos inorganicos tales como acidos
clorhidrico, sulfurico, fosforico y sulfamico.

La determinaciéon de ésteres o amidas fisiologicamente aceptables,
particularmente ésteres, esta dentro de las habilidades de los expertos en la técnica.

Puede ser conveniente o deseable preparar, purificar y/o manejar un solvato
correspondiente de los compuestos descritos en este documento, que puede usarse en
cualquiera de los usos/métodos descritos. El término solvato se usa en el presente
documento para referirse a un complejo de soluto, tal como un compuesto o sal del
compuesto, y un disolvente. Si el disolvente es agua, el solvato puede denominarse un
hidrato, por ejemplo, un monohidrato, dihidrato, trihidrato, etc., dependiendo del numero
de moléculas de agua presentes por molécula de sustrato.

Se apreciara que los compuestos de la presente invencion puedan existir en
diversas formas estereoisoméricas y los compuestos de la presente invencion tal como
se definieron aqui con anterioridad incluyen todas las formas estereocisoméricas y sus
mezclas, incluidos los enantiomeros y las mezclas racémicas. La presente invencion
incluye dentro de su alcance el uso de cualquier forma estereoisomérica o mezcla de
estereoisomeros, incluidos los enantidbmeros individuales de los compuestos de la
formula (1), asi como mezclas total o parcialmente racémicas de dichos enantiomeros.

Los expertos en la técnica también entenderan que los SMDC anticancerigenos,
como los descritos en el presente documento, pueden dirigirse hacia tumores
particulares mediante la union de un resto dirigido al tumor, como el péptido dirigido al

tumor, por ejemplo, pequefios péptidos identificados a través del desarrollo de
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bibliotecas de péptidos exhibidos en fagos. Dichos péptidos u otros restos pueden
ayudar a dirigir los conjugados que los comprenden a un cancer particular,
particularmente un tumor solido. Por consiguiente, la provision de tales conjugados, es
decir, de un compuesto de la invencion conjugado con un resto dirigido al tumor, forma
un aspecto adicional de esta invencién al igual que las composiciones, usos y métodos
descritos en el presente documento que comprenden o implican el uso de tales
conjugados.

Los compuestos de la presente invencion pueden prepararse usando reactivos y
técnicas facilmente disponibles en el arte y/o métodos ejemplares como se describe a
continuacién. Se ha encontrado que los compuestos de la presente invencion exhiben
citotoxicidad en células que expresan la enzima CYP1B1, pero son sustancialmente no
toxicos en células normales que no expresan CYP1B1. Los compuestos de la invencion
también pueden presentar citotoxicidad en células que expresan la enzima CYP1A1. En
la practica, por lo tanto, los compuestos de la invencién son profarmacos no téxicos que
se convierten (tipicamente por CYP1B1) en agentes citotoxicos.

Adecuadamente, los compuestos de la invencion tienen un valor de ICs, de
citotoxicidad como se define a continuacion o inferior a 10 uM, ventajosamente inferior a
5 uM, por ejemplo, inferior a 1,0 yM 0 0,5 pM.

En algunas realizaciones, la citotoxicidad de un compuesto de la invencién
puede medirse incubando el compuesto a diferentes diluciones en serie con células
disefiadas para expresar CYP1B1. Adecuadamente, dichas células pueden ser células
de ovario de hamster chino (CHO), que pueden contener CYP1B1 recombinante y
reductasa de citocromo P—450 (RCP). Los altos niveles de enzima funcional cuando se
coexpresan con P—450 reductasa humana se pueden lograr usando la amplificacién del
gen de dihidrofolato reductasa (DHFR). Tipicamente, las células modificadas pueden
incubarse con el compuesto y, después de un periodo de tiempo adecuado (por
ejemplo, 96 horas), pueden incubarse adicionalmente (por ejemplo, durante 1,5 horas)
con un reactivo de ensayo adecuado para proporcionar una indicacioén del numero de
células vivas en cultivo. Un reactivo de ensayo adecuado es MTS (véase mas adelante)
que las células biorreducen en un producto de formazan que es soluble en medio de
cultivo de tejidos. La absorbancia del producto de formazan se puede medir
directamente a 510 nm, y el producto de formazan cuantitativo medido por la cantidad
de absorbancia a 490 nm o 510 nm es directamente proporcional al numero de células
vivas en cultivo. Los métodos detallados para determinar el valor de ICso de un
compuesto de acuerdo con la invencion se describen en el Ejemplo 3 a continuacion.

A modo de comparacion, los valores de ICso de los compuestos de la invencién

también se pueden medir en células (por ejemplo, células de ovario de hamster chino)
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que no contienen CYP1B1, por ejemplo, células CHO de tipo salvaje. Los compuestos
de la invencion pueden tener adecuadamente una selectividad de pliegue para células
que expresan CYP1B1 de al menos 200, donde la “selectividad de pliegue” se define
como el cociente del valor de ICso de un compuesto dado en células que no expresan
CYP1 y el valor de IC5p del mismo compuesto en las células que expresan CYP1B1.

En algunas realizaciones, la citotoxicidad de un compuesto de la invencion
también se puede medir incubando el compuesto a diferentes diluciones en serie con
células tumorales primarias de cabeza y cuello derivadas de pacientes con carcinoma
de células escamosas de cabeza y cuello como se describe en el Ejemplo 5.

En algunas realizaciones, la eficacia in vivo de un compuesto de la invencién
puede medirse implantando células tumorales primarias de carcinoma de células
escamosas de cabeza y cuello que expresan constitutivamente CYP1B1
subcutaneamente en el costado de un raton desnudo para generar modelos de
xenoinjerto de tumor humano primario y medir el efecto del tratamiento con SMDC
sobre el crecimiento tumoral.

En algunas realizaciones, los parametros farmacocinéticos in vivo (AUC,
concentracion, tmax, t) de un compuesto de esta invencidon pueden medirse en el
plasma y tejidos de especies de roedores y no roedores, incluyendo ratones, ratas,
perros y monos.

Como tal, la presente invencién también abarca el uso de uno o mas de los
compuestos de la invencion, incluidos los ésteres, amidas, sales, solvatos y SMDC
farmacéuticamente aceptables mencionados con anterioridad, para su uso en el
tratamiento del cuerpo humano o animal mediante terapia, particularmente el
tratamiento o la profilaxis de afecciones proliferativas tales como, por ejemplo,
trastornos o enfermedades proliferativas, en humanos y animales no humanos,
incluidas afecciones proliferativas que en determinadas realizaciones de la invencion se
caracterizan por células que expresan CYP1B1. Mas particularmente, la invencion
comprende el uso de uno o mas de los compuestos de la invencién para el tratamiento
de canceres caracterizados en determinadas realizaciones de la invencidon por
expresion de CYP1B1.

Por “condicion proliferativa” se entiende en el presente documento una
enfermedad o trastorno que se caracteriza por una proliferacion celular no deseada o
no controlada de células excesivas o anormales que no se desea, como crecimiento
neoplasico o hiperplasico, ya sea in vitro o in vivo. Ejemplos de afecciones proliferativas
son la proliferacion celular premaligna y maligna, que incluye neoplasmas y tumores
malignos, canceres, leucemias, psoriasis, enfermedades Oseas, trastornos

fibroproliferativos (por ejemplo, de tejidos conectivos) y aterosclerosis.
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Dicha condicion proliferativa puede caracterizarse en determinadas
realizaciones de la invencion por células que expresan CYP1B1.

Dicha condiciéon proliferativa puede seleccionarse entre cancer de vejiga,
cerebro, mama, colon, cabeza y cuello, rifidon, pulmdn, higado, ovario, préstata y piel.
En algunas realizaciones, dicha afeccion proliferativa puede comprender un tumor
solido.

Oftra realizacion se refiere a un método de tratamiento o profilaxis de una
afeccion proliferativa, donde dicho método comprende administrar a un sujeto una
cantidad terapéutica o profilacticamente Gtil de un compuesto de acuerdo con la férmula
(1), que incluye todas las realizaciones de la férmula (), o sal, éster, amida o solvato
farmacéuticamente aceptable de ellos, en donde la afeccion proliferativa es cancer de
vejiga, cerebro, mama, colon, cabeza y cuello, rifién, pulmén, higado, ovario, prostata y
piel.

Por “tratamiento” en el presente documento se entiende el tratamiento por
terapia, ya sea de un animal humano o no humano (por ejemplo, en aplicaciones
veterinarias), en el que se logra algun efecto terapéutico deseado sobre la condicion
proliferativa; por ejemplo, la inhibicion del progreso del trastorno, que incluye una
reduccion en la tasa de progreso, un alto en la tasa de progreso, una mejoria del
trastorno o la cura de la afeccion. También se incluye el tratamiento como medida
profilactica. Las referencias en este documento a prevencién o profilaxis en este
documento no indican ni requieren la prevencion completa de una afeccion; su
manifestacién, en cambio, puede reducirse o retrasarse mediante profilaxis o
prevencién segun la presente invencién. Por “cantidad terapéuticamente eficaz” se
entiende aqui una cantidad de uno o mas compuestos de la invencion o una
formulacién farmacéutica que comprende uno o mas compuestos, que es eficaz para
producir dicho efecto terapéutico, proporcional a una relacion beneficio/riesgo
razonable.

Por lo tanto, los compuestos de la presente invencién pueden usarse como
agentes anticancerigenos. Por “agente anticancerigeno” se entiende aqui un
compuesto que trata un cancer (es decir, un compuesto que es util en el tratamiento de
un cancer). El efecto anticancerigeno de los compuestos de la invencion puede surgir a
través de uno o mas mecanismos, que incluyen la regulacién de la proliferacion celular,
la inhibicion de la angiogénesis, la inhibicibn de la metastasis, la inhibicion de la
invasion o la promocion de la apoptosis.

Se apreciara que las dosis apropiadas de los compuestos de la invencién
puedan variar de un paciente a otro. La determinacion de la dosis éptima generalmente

implicara el equilibrio del nivel de beneficio terapéutico frente a cualquier riesgo o
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efectos secundarios perjudiciales de los tratamientos de la presente invencién. El nivel
de dosificacion seleccionado dependera de una variedad de factores que incluyen la
actividad del compuesto particular, la via de administracion, el tiempo de
administracion, la velocidad de excrecion del compuesto, la duracién del tratamiento,
otros medicamentos, compuestos o materiales utilizados en combinacién y la edad,
sexo, peso, estado, salud general e historial médico previo del paciente. La cantidad de
compuesto y la via de administracion dependeran en ultima instancia del médico,
aunque en general la dosis sera alcanzar concentraciones locales en el sitio de accién
para lograr el efecto deseado.

La administracion in vivo se puede efectuar en una dosis, en forma continua o
intermitente a lo largo del curso del tratamiento. Los métodos para determinar los
medios y la dosis de administracion mas efectivos son bien conocidos por una persona
experta en la técnica y variaran con la formulacién utilizada para la terapia, el propdsito
de la terapia, la célula diana que se esta tratando y el sujeto que se esta tratando. Las
administraciones unicas o multiples se pueden llevar a cabo con el nivel de dosis y el
patrén seleccionados por el médico tratante.

Las formulaciones farmacéuticas incluyen aquellas adecuadas para
administracion oral, topica (incluyendo dérmica, bucal y sublingual), rectal o parenteral
(incluida la administracién subcutanea, intradérmica, intramuscular e intravenosa), nasal
y pulmonar, por ejemplo, por inhalacion. La formulacion puede presentarse
convenientemente, cuando sea apropiado, en unidades de dosificacion discretas y
puede prepararse por cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica de
farmacia. Los métodos tipicamente incluyen la etapa de asociar un compuesto activo
con portadores liquidos o portadores sélidos finamente divididos o ambos y luego, si es
necesario, moldear el producto en la formulacién deseada.

Las formulaciones farmacéuticas adecuadas para administracién oral en las que
el portador es un soélido se presentan mas preferiblemente como formulaciones de dosis
unitarias tales como bolos, capsulas o tabletas que contienen cada una de ellas una
cantidad predeterminada de compuesto activo. Se puede hacer una tableta por
compresion o moldeo, opcionalmente con uno o mas ingredientes accesorios. Las
tabletas comprimidas se pueden preparar comprimiendo en una maquina adecuada un
compuesto activo en forma de flujo libre, como un polvo o granulos opcionalmente
mezclados con un aglutinante, lubricante, diluyente inerte, agente lubricante, agente
tensioactivo o agente dispersante. Las tabletas moldeadas se pueden hacer moldeando
un compuesto activo con un diluyente liquido inerte. Las tabletas pueden revestirse
opcionalmente y, si no estan revestidas, pueden clasificarse opcionalmente. Las

capsulas se pueden preparar llenando un compuesto activo, ya sea solo o mezclado
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con uno o0 mas ingredientes accesorios, en las cubiertas de la capsula y luego sellando
de la manera habitual. Los sellos son analogos a las capsulas en las que un compuesto
activo junto con cualquier ingrediente accesorio se sella en un sobre de papel de arroz.
Un compuesto activo también puede formularse como granulos dispersables, que
pueden suspenderse, por ejemplo, en agua antes de la administracién, o espolvorearse
sobre los alimentos. Los granulos pueden envasarse, por ejemplo, en una bolsita. Las
formulaciones adecuadas para administracion oral en las que el portador es un liquido
pueden presentarse como una solucién o una suspension en un liquido acuoso o no
acuoso, o como una emulsion liquida de aceite en agua.

Las formulaciones para administracion oral incluyen formas de dosificacion de
liberacion controlada, por ejemplo, tabletas en las que un compuesto activo se formula
en una matriz de control de liberacién apropiada, o se reviste con una pelicula de
control de liberacién adecuada. Dichas formulaciones pueden ser particularmente
convenientes para uso profilactico.

Las formulaciones farmacéuticas adecuadas para administracion rectal en las
que el portador es un solido se presentan mas preferiblemente como supositorios de
dosis unitarias. Los portadores adecuados incluyen manteca de cacao y otros
materiales comunmente utilizados en la técnica. Los supositorios pueden formarse
convenientemente mediante la mezcla de un compuesto activo con el o los portadores
ablandados o fundidos seguido de enfriamiento y conformacién en moldes.

Las formulaciones farmacéuticas adecuadas para administracion parenteral
incluyen soluciones o suspensiones estériles de un compuesto activo en portadores
acuosos u oleaginosos.

Las preparaciones inyectables pueden adaptarse para inyeccidon en bolo o
infusién continua. Dichas preparaciones se presentan convenientemente en recipientes
de dosis unitarias o multidosis, que se sellan después de la introduccion de la
formulacién hasta que se requieren para su uso. Alternativamente, un compuesto activo
puede estar en forma de polvo que se constituye con un portador adecuado, tal como
agua estéril, libre de pirégenos, antes de su uso.

Un compuesto activo también puede formularse como preparaciones de
deposito de accion prolongada, que pueden administrarse por inyeccion intramuscular o
por implantacion, por ejemplo, por via subcutanea o intramuscular. Las preparaciones
de depdsito pueden incluir, por ejemplo, materiales poliméricos o hidréfobos
adecuados, o resinas de intercambio ionico. Tales formulaciones de accion prolongada
son particularmente convenientes para uso profilactico.

Las formulaciones adecuadas para la administracion pulmonar a través de la

cavidad bucal se presentan de tal manera que las particulas que contienen un
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compuesto activo y deseablemente que tienen un didmetro en el intervalo de 0,5 a 7
micrones se liberan en el arbol bronquial del receptor.

Como una posibilidad, tales formulaciones estan en forma de polvos finamente
triturados que pueden presentarse de modo conveniente en una capsula perforable, en
apropiadamente, por ejemplo, de gelatina, para usar en un dispositivo de inhalacién, o
de manera alternativa como una formulacién autopropelente que comprende un activo
compuesto, un propelente gaseoso o liquido adecuado y, opcionalmente, otros
ingredientes tales como un tensioactivo y/o un diluyente sdlido. Los propelentes liquidos
adecuados incluyen propano y los clorofluorocarbonos, y los propelentes gaseosos
adecuados incluyen diéxido de carbono. También se pueden emplear formulaciones
autopropelentes en las que se dispensa un compuesto activo en forma de gotas de
solucion o suspension.

Dichas formulaciones autopropelentes son analogas a las conocidas en la
técnica y pueden prepararse mediante procedimientos establecidos. Adecuadamente,
se presentan en un recipiente provisto de una valvula de funcionamiento manual o
automatico que tiene las caracteristicas de pulverizacion deseadas; ventajosamente, la
valvula es de tipo dosificado que entrega un volumen fijo, por ejemplo, de 25 a 100
microlitros, en cada una de sus operaciones.

Como una posibilidad adicional, un compuesto activo puede estar en forma de
una solucién o suspension para usar en un atomizador o nebulizador mediante el cual
se emplea una corriente de aire acelerada o agitacion ultrasénica para producir una fina
niebla de gotitas para inhalacion.

Las formulaciones adecuadas para administracion nasal incluyen preparaciones
generalmente similares a las descritas con anterioridad para administracién pulmonar.
Cuando se dispensan, tales formulaciones deberian tener deseablemente un diametro
de particula en el intervalo de 10 a 200 micrones para permitir la retencidn en la cavidad
nasal; esto puede lograrse, segun corresponda, mediante el uso de un polvo de un
tamafo de particula adecuado o la eleccion de una valvula adecuada. Otras
formulaciones adecuadas incluyen polvos gruesos que tienen un didmetro de particula
en el intervalo de 20 a 500 micrones, para administracion por inhalacion rapida a través
del paso nasal desde un recipiente que se mantiene cerca de la nariz, y gotas nasales
que comprenden del 0,2 al 5% p/v de un compuesto activo en solucidon o suspension
acuosa u oleosa.

Debe entenderse que, ademas de los ingredientes de soporte mencionados con
anterioridad, las formulaciones farmacéuticas descritas con anterioridad pueden incluir
uno o mas ingredientes de soporte adicionales tales como diluyentes, tampones,

agentes aromatizantes, aglutinantes, agentes tensioactivos, espesantes, lubricantes,
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conservantes (incluidos antioxidantes) y similares, y sustancias incluidas con el fin de
hacer que la formulacion sea isotdnica con la sangre del receptor previsto.

Los portadores farmacéuticamente aceptables son bien conocidos por los
expertos en la técnica e incluyen, pero no se limitan a, 0,1 M y preferiblemente 0,05 M
de tampdén fosfato o 0,8% de solucién salina. Ademas, los portadores
farmacéuticamente aceptables pueden ser soluciones, suspensiones y emulsiones
acuosas o no acuosas. Ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol,
polietilenglicol, aceites vegetales como el aceite de oliva y ésteres organicos
inyectables como el oleato de etilo. Los portadores acuosos incluyen agua, soluciones
alcohdlicas/acuosas, emulsiones o suspensiones, que incluyen solucion salina y medios
tamponados. Los portadores parenterales incluyen solucion de cloruro de sodio,
dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro de sodio, lactato de Ringer o aceites fijos.
También pueden estar presentes conservantes y otros aditivos, tales como, por
ejemplo, antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes, gases inertes, y similares.

Las formulaciones adecuadas para formulacién topica se pueden proporcionar,
por ejemplo, como geles, cremas o ungtientos.

También se pueden proporcionar formulaciones liquidas o en polvo que se
pueden rociar o pulverizar directamente sobre el sitio a tratar, por ejemplo, una herida o
ulcera. Alternativamente, un portador como un vendaje, una gasa, una malla o similar
se puede rociar o espolvorear con la formulacion y luego aplicar en el sitio por tratar.

Las formulaciones terapéuticas para uso veterinario pueden estar
convenientemente en forma de polvo o concentrado liquido. De acuerdo con la practica
estandar de formulacion veterinaria, pueden incorporarse excipientes solubles en agua
convencionales, tales como lactosa o sacarosa, en los polvos para mejorar sus
propiedades fisicas. Por lo tanto, los polvos particularmente adecuados de esta
invencién comprenden 50 a 100% p/p y preferiblemente 60 a 80% p/p del ingrediente o
ingredientes activos y 0 a 50% p/p y preferiblemente 20 a 40% p/p de los excipientes
veterinarios convencionales. Estos polvos pueden agregarse a los alimentos para
animales, por ejemplo, mediante una premezcla intermedia, o diluirse en agua potable
para animales.

Los concentrados liquidos de esta invencién contienen adecuadamente el
compuesto o un derivado o una de sus sales y pueden incluir opcionalmente un
disolvente miscible en agua veterinariamente aceptable, por ejemplo polietilenglicol,
propilenglicol, glicerol, glicerol formal o un disolvente tal mezclado con hasta el 30% v/v
de etanol. Los concentrados liquidos pueden administrarse al agua de bebida de los

animales.
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En general, una dosis adecuada de uno o mas compuestos de la invencién
puede estar en el intervalo de aproximadamente 1 ug a aproximadamente 5000 ug/kg
de peso corporal del sujeto por dia, por ejemplo, 1, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 1000, 2500
0 5000 ug/kg por dia. Cuando el o los compuestos son una sal, solvato, SMDC o
similares, la cantidad administrada puede calcularse sobre la base del compuesto
original y, por lo tanto, el peso real por utilizar puede aumentarse proporcionalmente.

En algunas realizaciones, uno o0 mas compuestos de la presente invencidn
pueden usarse en terapias combinadas para el tratamiento de afecciones proliferativas
del tipo descrito con anterioridad, es decir, en combinacion con otros agentes
terapéuticos. Los ejemplos de tales otros agentes terapéuticos incluyen, pero no se
limitan a inhibidores de topoisomerasa, agentes alquilantes, antimetabolitos,
aglutinantes de ADN e inhibidores de microtubulos (agentes diana de tubulina), tales
como cisplatino, ciclofosfamida, etopdsido, irinotecéan, fludarabina, 5FU, taxanos o
mitomicina C. Otros agentes terapéuticos seran evidentes para los expertos en la
técnica. Para el caso de compuestos activos combinados con otras terapias, los dos o
mas tratamientos pueden administrarse en programas de dosis individualmente
variables y a través de diferentes rutas.

La combinacién de los agentes enumerados con anterioridad con un compuesto
de la presente invencion quedaria a discrecion del médico que seleccionaria las dosis
usando su conocimiento general comun y regimenes de dosificacion conocidos por un
profesional experto.

Cuando un compuesto de la invencién se administra en terapia de combinacién
con uno, dos, tres, cuatro o mas, preferiblemente uno o dos, preferiblemente otro
agente terapéutico, los compuestos pueden administrarse simultanea o
secuencialmente. Cuando se administran secuencialmente, se pueden administrar a
intervalos muy cortos (por ejemplo, durante un periodo de 5-10 minutos) o en intervalos
mas largos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 o mas horas de diferencia, o incluso un periodo mas
largo de diferencia cuando sea necesario), el régimen de dosificacion preciso es acorde
con las propiedades de los agentes terapéuticos.

Los compuestos de la invencién también pueden administrarse junto con
tratamientos no quimioterapéuticos tales como radioterapia, terapia fotodinamica,
terapia génica, cirugia y dietas controladas.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método de diagndstico de un
paciente para la presencia de células tumorales que expresan la enzima CYP1B1 que
comprende (a) administrar al paciente uno o mas compuestos de la invencion; (b)

determinar la cantidad de metabolito hidroxilado correspondiente que se produce
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posteriormente; y (c) correlacionar la cantidad con la presencia o ausencia de células
tumorales en el paciente.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método para (1) identificar la
presencia de un tumor en un paciente; y (2) tratar al paciente, identificado como que
necesita el tratamiento, mediante la administracion de una cantidad terapéutica o
profilacticamente Gtil de un compuesto de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1-15, o una de sus sales, ésteres, amidas o solvatos
farmacéuticamente aceptable. En una realizacién, el tumor puede identificarse
empleando un biomarcador tumoral. Los biomarcadores tumorales también pueden ser
utiles para establecer un diagndstico especifico, como determinar si los tumores son de
origen primario o metastasico. Para hacer esta distincion, las alteraciones
cromosomicas que se encuentran en las células ubicadas en el sitio del tumor primario
se pueden examinar contra las que se encuentran en el sitio secundario. Si las
alteraciones coinciden, el tumor secundario puede identificarse como metastasico;
mientras que si las alteraciones difieren, el tumor secundario puede identificarse como
un tumor primario distinto.

En otra realizacion, el tumor puede identificarse mediante una biopsia. Ejemplos
no limitantes de biopsias que pueden emplearse incluyen: biopsia por aspiracion con
aguja fina, biopsia con aguja gruesa, biopsia asistida por vacio, biopsia guiada por
imagen, biopsia quirdrgica, biopsia por incision, biopsia endoscopica, biopsia de médula
Osea.

En otra realizacion, la identificacion del tumor puede ser por resonancia
magnética (MRI) es una prueba que utiliza campos magnéticos para producir imagenes
detalladas del cuerpo.

En otra realizacion, la identificacién del tumor puede realizarse mediante un
escaner 6seo. En otra realizacion, la identificacion del tumor puede ser una tomografia
computarizada (TC), escaneo de CAT.

En otra realizacion, la identificacion del tumor puede realizarse mediante una
exploracion PET-CT integrada que combina imagenes de una exploracion por
tomografia por emision de positrones (PET) y una exploracion por tomografia
computarizada (CT) que se han realizado al mismo tiempo usando la misma maquina.

En otra realizacion, la identificacion del tumor puede realizarse mediante un
ultrasonido, que es una prueba de imagen que utiliza ondas sonoras de alta frecuencia
para localizar un tumor dentro del cuerpo.

En realizaciones mas especificas, los diagnésticos complementarios que se

pueden usar para ayudar a tratar a los pacientes, como una forma de medicina
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personalizada, se pueden obtener de Ventana Medical Systems, Inc., un miembro del
Grupo Roche, ubicado en 1910 Innovation Park Drive, Tuscon, AZ 85755.

Los ejemplos y el esquema a continuacion representan el procedimiento de
sintesis general para los compuestos descritos en el presente documento. La sintesis
de los compuestos descritos en este documento no esta limitada por estos ejemplos y
esquemas. Un experto en la técnica sabra que se pueden usar otros procedimientos
para sintetizar los compuestos descritos en este documento, y que los procedimientos
descritos en los ejemplos y esquemas son solo uno de tales procedimientos. En las
descripciones a continuacioén, un experto en la técnica reconocera que las condiciones
de reaccion especificas, los reactivos anadidos, los disolventes y las temperaturas de
reaccion pueden modificarse para la sintesis de compuestos especificos que estan

dentro del alcance de esta descripcion.

Preparacién de compuestos
General

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de 'H, *C y %'P se
registraron en el disolvente indicado en un espectrometro Bruker Avance DPX 400
MHz. Los desplazamientos quimicos se expresan en ppm. Los patrones de division de
sefial se describen como singlete (s), singlete ancho (bs), doblete (d), triplete (t),
cuartete (q), multiplete (m) o combinacién de ellos. Los espectros de masas de
electronebulizacion (ES) de baja resolucién se registraron en un espectrometro de
masas Bruker MicroTof, ejecutado en un modo de iones positivos, utilizando
metanol/agua (95:5) o acetonitrilo acuoso (1:1) + acido férmico al 0,1% como fase
moévil. Las mediciones de alta resolucion de electronebulizacion se realizaron en un
espectrometro de masas Bruker Microtof. El andlisis de LC-MS se realiz6 con una
HPLC 1100 de Agilent (columna Phenomenex Gemini 5u C+8 110A 50 x 3,0 mm, eluida
con (0 al 20% de MeOH/H20) y un detector de matriz de diodos en serie con un
espectrometro de masas Bruker Microtof. La cromatografia en columna se realizé con
gel de silice (malla 230-400) o RediSep®.4, columnas preempaquetadas de silice de
12, 40 u 80 g. Todos los materiales de partida estan disponibles comercialmente y se
usaron sin purificacion adicional. Todas las reacciones se llevaron a cabo en seco e
inerte condiciones a menos que se indique lo contrario.

Los métodos para la preparacion y/o separacidon y aislamiento de
estereoisomeros simples a partir de mezclas racémicas o mezclas no racémicas de
estereoisdmeros son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, los isémeros (R) y (S)
6pticamente activos pueden prepararse usando sintones quirales o reactivos quirales, o

resolverse usando técnicas convencionales. Los enantiomeros (isomeros Ry S) pueden
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resolverse mediante métodos conocidos por un experto en la técnica, por ejemplo:
mediante la formacion de sales o complejos diastereoisoméricos que pueden
separarse, por ejemplo, por cristalizacion; mediante la formacion de derivados
diastereoisoméricos que pueden separarse, por ejemplo, por cristalizacién, reaccion
selectiva de un enantidomero con un reactivo especifico de enantidmero, por ejemplo
oxidacion o reduccidon enzimatica, seguido de separacion de los enantidmeros
modificados y no modificados; o cromatografia de gas liquido o liquido en un entorno
quiral, por ejemplo, sobre un soporte quiral, tal como silice con un ligando quiral unido o
en presencia de un disolvente quiral. Se apreciara que cuando un enantiomero deseado
se convierte en otra entidad quimica mediante uno de los procedimientos de separacion
descritos con anterioridad, se puede requerir un paso adicional para liberar la forma
enantiomérica deseada. Alternativamente, se puede sintetizar un enantibmero
especifico por sintesis asimétrica usando reactivos, sustratos, catalizadores o
disolventes O&pticamente activos o convirtiendo un enantiomero en el otro por
transformacion asimétrica. Para una mezcla de enantidmeros, enriquecida en un
enantidmero particular, el enantidmero componente principal puede enriquecerse
adicionalmente (con pérdida concomitante de rendimiento) por recristalizacion.

Los ejemplos a continuacion representan el procedimiento sintético general para
los compuestos descritos aqui. La sintesis de los compuestos descritos en este
documento no esta limitada por estos ejemplos y esquemas. Un experto en la técnica
sabra que se pueden usar otros procedimientos para sintetizar los compuestos
descritos aqui, y que los procedimientos descritos en los ejemplos y esquemas son solo
uno de tales procedimientos. En las descripciones a continuacién, un experto en la
técnica reconoceria que las condiciones de reaccion especificas, los reactivos
afiadidos, los disolventes y las temperaturas de reaccién pueden modificarse para la
sintesis de compuestos especificos que entran dentro del alcance de esta descripcion.
A menos que se especifique lo contrario, los compuestos intermedios en los ejemplos a
continuaciéon, que no contienen una descripcion de como se hacen, estan disponibles
comercialmente para un experto en la técnica, o pueden ser sintetizados por el experto
en la técnica utilizando moléculas precursoras disponibles comercialmente y métodos
de sintesis conocidos en la técnica.

A menos que se especifique lo contrario, los compuestos intermedios en los
ejemplos a continuacién, que no contienen una descripcion de como se hacen, estan
disponibles comercialmente para un experto en la técnica, o pueden ser sintetizados

por el experto en la técnica.
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EJEMPLOS GENERALES DE PREPARACION PARA PRECURSORES
DISPARADORES

Las moléculas precursoras disparadoras para los compuestos de la invencién

pueden prepararse mediante los siguientes esquemas de sintesis y haciendo cualquier
modificacion necesaria a los materiales de partida, reactivos y/o condiciones de
reaccion conocidos por la quimica médica experta para llegar a los compuestos de la
invencién. Las moléculas precursoras sintéticas para estos esquemas estan disponibles

comercialmente o su preparacién es conocida en la técnica.

Ejemplo de preparacion 1
Precursores disparadores de benzofurano
Los precursores disparadores de benzofurano (i), en donde Z3, Z* y Z° son como se

definen en la memoria descriptiva, se pueden preparar usando el siguiente esquema:

o)

Ty, e N e EANP N,

[ ) ° &7 “cos i \\[ \) { NaBH, 1 J AN
267N Non N BE!  MeOH/THE ) O ot TN ~o \"4
z ’ hase z Y © CEt MeOHTHF,0°C hastata Z -

a i-b

La sintesis de benzofuran—2—carboxilatos es ampliamente conocida y muchos métodos
existen para la sintesis de intermedios como (i—b). Como tales, los materiales de partida
de salicilaldehido apropiadamente sustituidos (i—a) se pueden hacer reaccionar con un
haloacetato tal como 2—-bromoacetato de etilo seguido de ciclacion de los intermedios
derivados de &acido formilfenoxiacético [véase: H. Dumont y S. Kostanecki, “Zur
Kenntnis der Cumaron—Gruppe”’, Chemische Berichte, vol. 42, no. 1, pp. 911-915,
1909]. Las ciclaciones se pueden llevar a cabo en una solucion alcohdlica en presencia
de un catalizador basico tal como etanolato de sodio, 1,8—diazobiciclo—[5,4,0]-7—
undecano o carbonato de potasio. Los ésteres resultantes luego se pueden
funcionalizar o convertir en el precursor disparador deseado usando un método
conocido para la reduccién de un éster carboxilato a un alcohol primario tal como un
agente reductor de hidruro metalico (LiAlH4, LIBEtsH o NaBH.).

Ejemplo de preparacion 2
Los precursores disparadores de benzo[bjtiofeno

Los precursores disparadores de benzo[b]tiofeno, (iii) en donde Z3, Z* y Z° son
como se definen en la memoria descriptiva, se pueden preparar usando uno de los

siguientes esquemas.
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De modo alternativo, los alcoholes de benzotiofen—2—ilo de la féormula (ii) se pueden
preparar convenientemente a partir de los derivados sustituidos de salicilaldehido de la
formula (ii-e) (véase el esquema anterior). La alquilacion con cloruro de
dimetiltiocarbamilo y porsterior reordenamiento de Newman-Kwart proporciona los
intermedios de la formula (ii—-g). La elaboracion alcalina puede dar como resultado el
tiofenol libre de la formula (ii-h) que se puede someter a una reaccion de
alquilacion/ciclacion usando procedimientos estandar. El intermedio de éster (ii—i) se
puede reducir luego a alcoholes (ii) usando métodos comunmente empleados para la
reduccion de ésteres de carboxilato a alcoholes primarios tal como LAH en

tetrahidrofurano.

Ejemplo de preparacion 3

Precursores disparadores de 'H-benzo[d]imidazol

Los precursores disparadores de 'H-benzo[d]imidazol, en donde Z3, Z* y Z5 son como
se definen en la memoria descriptiva, se pueden preparar usando el siguiente esquema

similar al descrito por Borchardt et. al. “Preparation of tetrahydropyranones as hepatites
C virus RNA—dependent RNA polymerase inhibitors”, documento WO 2004/074270.

Esquema (iii)

P NO, 1. CHyNH, =P NP oA OM z N OH
S g — KI >
-4 Cl 2.2n/HCl 2¢ NHCH, o4 N

i-a b

44



10

15

20

25

30

Un 2—halo—nitrobenceno apropiadamente sustituido (iii) se puede hacer reaccionar con
metilamina para formar un intermedio de amino nitro que se puede reducir luego
usando métodos conocidos para la conversion de nitro arenos en anilinas tal como zinc
y una fuente de acido tal como HCI para dar el compuesto (ii—b). EI compuesto (iii-b)
se puede convertir luego en alcohol diana (vi) por calentamiento con un reactivo tal

como acido hidroxiacético.

Ejemplo de preparacion 4
Precursores disparadores de "H—indol

Los precursores disparadores de 'H—indol, en donde Z3, Z* y Z5 son como se
definen en la memoria descriptiva, se pueden preparar usando el siguiente esquema
similar al descrito por Condie et. al. en Tetrahedron, (2005), 61(21), 4989-5004.

Esquema (iv)

-3 o 23 H
r4 1. N3 Agcu, I~ | N OCH;  CHyl
— | )ﬂ .
24 cHo 2. c-di-Cl-benceno 20 v ©
5

refujo

Un material de partida de benzaldehido apropiadamente sustituido (iv—a) se puede
hacer reaccionar con un reactivo de 2—azidoacetato, luego se calienta a temperaturas
elevadas en un disolvente inerte tal como orto—diclorobenceno para proporcionar el
intermedio de éster de indol (iv—b). El indol (iv—b) luego se puede alquilar con un haluro
de alquilo, tal como yoduro de metilo y una base apropiada, tal como NaH, para
proporcionar el penultimo disparador (iv—c) que se puede reducir luego a dianas de
alcohol primario (vii) usando métodos comunmente empleados para la reduccion de
ésteres carboxilicos a alcoholes primarios tal como hidruro de litio y aluminio en

tetrahidrofurano.

Ejemplo de preparacion 5
Precursores disparadores de benzotiazol

Los precursores disparadores de benzotiazol, en donde Z3, Z* y Z% son como se
definen en la memoria descriptiva, se pueden preparar usando cualquiera de los

siguientes esquemas.
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Las anilinas apropiadamente sustituidas se pueden yodar, se pueden acilar luego en
intermedios (v-b) usando métodos estandar conocidos para efectuar estas
transformaciones tal como N-yodosuccinimida seguido de reacciéon con cloruro de
acetilo. Las acetamidas (v—b) se pueden convertir en las correspondientes
tioacetamidas usando un reactivo tal como reactivo de Laweson, luego se ciclan usando
ya sea una base o yoduro de cobre (l) para proporcionar tiazoles (v—c).

El grupo 2—-metilo se puede oxidar luego en el correspondiente acido carboxilico (v—d)
usando un oxidante tal como permanganato de potasio. La posterior conversion en los
alcoholes primarios (ix) se puede llevar a cabo usando las condiciones descritas con

anterioridad.

Ejemplo de preparacion 6
Precursores disparadores de benzoxazol

Los precursores disparadores de benzoxazol, en donde Z3, Z* y Z° son como se
definen en la memoria descriptiva, se pueden preparar usando cualquiera de los

siguientes esquemas.
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vi

Las anilinas apropiadamente sustituidas se pueden yodar, se pueden acilar luego en
intermedios (vl-b) usando métodos estandar conocidos para efectuar estas
transformaciones tal como N-yodosuccinimida seguido de reaccion con cloruro de

acetilo. Las acetamidas (vl-c) se pueden ciclar para proporcionar oxazoles (vl-d). La
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posterior conversion en los alcoholes primarios (vi) se puede llevar a cabo usando las

condiciones descritas con anterioridad.

Ejemplos sintéticos para compuestos de la invencion

Los compuestos de la invencion se pueden preparar de acuerdo con los
esquemas de sintesis | y Il de abajo y haciendo cualquier modificacion necesaria a los
materiales de partida, reactivos y/o condiciones de reaccion conocidos por el quimico
médico en la técnica para llegar a los compuestos de la invencion. Las moléculas
precursoras de sintesis en estos esquemas son asequibles en comercios 0 su

preparacion se conoce en la técnica.

Esquema de sintesis |

o i ) POCl; / PO{OMe);

N M ii) HCI 0

~_° 4 111} intercambio idnico
HO \/ N " d

| D
— o - P (6] / N
[ = MO~ 0 NN )
e 0730 NS

F
HO f N ‘1"—-4"

Los analogos de fosfato de SMDC se pueden preparar a partir de intermedios
avanzados descritos en el presente documento usando métodos de la bibliografia bien
conocidos y establecidos para la sintesis de analogos de fosfato y fosfonato de
nucledsidos (véase: Pradere et. al. Chem. Rev. 2014, 114, 9154-9218).

Sintesis de compuestos intermedios
Compuesto A: (5,7-dibromobenzofuran—-2—il)metanol

Br
N

(0) OH
Br

Etapa A: Sintesis del Int A—1

~0 Br ACO 2Et Al N
) CO 2CH ch 3
OH  K,cO 3, DMF, 100 °C 0
Br

12h Br

Br

Al
A una solucion de 3,5-dibromo—2—-hidroxibenzaldehido (400 g, 1,44 mol) y 2-
bromoacetato de etilo (360 g, 2,16 mol) en DMF (1800 mL) se afiadié carbonato de
potasio anhidro (590 g, 4,29 mol) en una porcién a temperatura ambiente. La mezcla se

calenté a 100 °C y se agit6 magnéticamente a esta temperatura durante la noche. La
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mezcla se enfrid hasta temperatura ambiente y los solidos se removieron por filtracion.
La torta filtrante se calentdé con EtOAc (500 mL x 3) y el filtrado se concentré a presion
reducida con evaporador rotativo para remover EtOAc. El residuo se vertié6 en agua
helada (p/p = 1/1, 4 L), con lo cual se formé un solido amarillo. El sélido se recolecté por
filtracion y se lavd con MeOH (200 mL) tres veces. El sdlido se sec6 a presion reducida
para dar 240 g de compuesto Int A—1 que se uso directamente en la siguiente etapa. Rs
= 0,5 (éter de petréleo : EtOAc =20: 1)

Etapa B: Sintesis del Compuesto A

Br .
\ _/'\\
)—CO,Et o NeBH, \[ N
\O\O/ - = O

MeOHITHF O °C hastata

Br

A1 Compuesio A

A una solucion enfriada de Int A-1 (120 g, 0,35 mol) en MeOH (1000 mL) y THF (1000
mL) se afadié NaBH4 (52,8 g, 1,39 mol), en porciones (5 g cada uno) a fin de mantener
la temperatura de reaccion entre 5~10 °C. La mezcla resultante se agité durante 3
horas antes de retirar el bafo de hielo y se dejo que la reaccion llegara hasta
temperatura ambiente durante un periodo de 16 h. La mezcla se vertié en hielo/agua
(p/p = 11, 3 L) y se concentrd para remover la mayor parte de los disolventes
organicos. La mezcla se extrajo con EtOAc (800 mL x 3) y los lavados organicos
combinados se extrajeron con salmuera saturada (400 mL) tres veces. La fase organica
se separd y se seco sobre sulfato de sodio anhidro. Este proceso se repitid y los dos
productos de reaccién se combinaron y se concentraron para obtener 120 g de
compuesto crudo A que se usoO directamente a la siguiente etapa. Rr = 0,4 (éter de
petroleo: EtOAc =5: 1) RMN de 'H: 400 MHz CDCl; 8 7,62 (d, J = 1,8 Hz, 'H), 7,58 (d, J
=1,5 Hz, 'H), 6,69 (s, 'H), 4,81 (d, J = 3,3 Hz, 2H), 2,12 (br.s, 'H).

Compuesto B: (5,7—dimetoxibenzofuran—2—il)metanol

H4CO
o) OH
OCH ;

Sintesis del Compuesto B

H,CO
Br. -
' \[/\1 N NaOMe/MeOH \/\I —.
. / - Y

A 7\
Y O OH cugr OMF, refuio4 h
&r OCH

Compuesto A Compuesto B

A una mezcla de compuesto A (60 g, 0,20 mol), NaOMe (600 mL, 30% p/p, adquirido de
Alfa) y DMF (6 g, 0,08 mol) se anadio CuBr (8 g, 0,056 mol) a temperatura ambiente
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bajo nitrégeno. A continuacion, la mezcla se agité a 80 °C durante 4 h. La mezcla de
reaccion se enfrié hasta 0 °C y luego H>O (500 mL) se afiadié a la mezcla a 0 °C. La
mezcla se filtré a través de un taco de Celite y el filtrado se extrajo con DCM (500 mL)
tres veces. Los extractos de DCM combinados se secaron sobre sulfato de sodio
anhidro y se filtraron. El filtrado se concentrd para dar un soélido marrén. Este proceso
se repitio y los dos productos de reaccidn se combinaron y se concentraron para
obtener un aceite que se purifico por cromatografia en columna (éter de petroleo:
EtOAc = 5:1 a 0:1) para dar 60 g de compuesto B en forma de un sélido amarillo. Rt
(éter de petrdleo : EtOAc = 5: 1) = 0,4 RMN de 'H (400 MHz) CDCl; 6 6,62 (d, J = 6,3
Hz, 'H), 6,46 (s, 'H), 4,77 (d, J = 6,0 Hz, 2H), 3,99 (s, 3H), 3,86 (s, 3H).

Compuesto C: (5,7-bis(metoxi—ds)benzofuran—2—il)metanol

D5CO
(o) OH
0CD
Etapa A: Sintesis del Int C—1
MeO CHO
MeO N0 Br,, NaOAC f\
R .
L\/ on HOAc, 13, 2h Z S0H
Br
IntC-1

A una mezcla de 5—-metoxisalicilaldehido (200 g, 1,31 mol) y NaOAc anhidro (172 g,
2,10 mol) en AcOH (1,5 L) se afadié Br, (270 g, 1,71 mol) gota a gota con embudo de
goteo durante 1 hora entre 0~5 °C (bafio de agua helada) bajo nitrégeno. La mezcla se
calent6 hasta temperatura ambiente y se agité durante 2 horas. La mezcla se vertid en
agua helada (p/p =1/1, 2 L) y se agité durante 15 min. A continuacion, la mezcla se
filtrd. El filtrado se calentd con agua (400 mL x 3) y luego se secé al vacio (bomba de
aceite) a 45 °C durante 2 dias para obtener el Int C—1 (200 g) en forma de un sdlido
amarillo. LCMS: 230,9 [M+H]*. RMN de 'H: (DMSO-d®, 400 MHz): & 10,09 (s, 'H), 7,54
(d, J=2,8 Hz, 'H), 7,32 (d, J = 2,8 Hz, "H), 3,78 (s, 3H).

Etapa B: Sintesis del Int C-2

ol MO BrcHacos Kacos 0 \co,et
\@OH DMF, 100 °C, 6 h g m

Br Br

Int C-1 Int C-2

A una mezcla de Int C-1 (200 g, 0,87 mol) y K-CO3 anhidro (360 g, 2,61 mol) en 1000
mL de DMF seca se afiadié 217 g (1,30 mol) de 2-bromoacetato de etilo en una porcion

a temperatura ambiente bajo nitrogeno y se agité a temperatura ambiente durante 10
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30

min antes de calentar hasta 100 °C y se agité durante 6 horas. La mezcla se enfrid
hasta temperatura ambiente y se concentré. El residuo se vertié en agua (1 L) y se agitd
durante 20 min. La mezcla se filtré y el filtrado se calentd con agua (500 mL x 3) y se
seco al vacio (bomba de aceite) para obtener el Int C-2 (105,4 g) en forma de sélido
marrén. LCMS: 299,0 [M+H]*. RMN de 'H (DMSO-d®, 400 MHz): 617,76 (s, 'H), 7,40
(s, "H), 7,30 (s, 'H), 4,38 (q, J = 7 Hz, 2H), 3,82 (s, 3H), 2,09 (s, 'H), 1,35 (t, J = 7 Hz,
3H).

Etapa C: Sintesis del Int C-3

H3CO HO
N o,et  BBrs DCM . N0,k
© 0°C, 3h °

Br Br

Int C-2 IntC-3

A una solucién de Int C-2 (120 g, 0,40 mol) en DCM (700 mL) se afadié una solucién
de BBr3 (350 g, 1,4 mol) en DCM (500 mL) gota a gota a —70 °C durante un periodo de
30 min bajo nitrégeno durante lo cual la temperatura se mantuvo a menos de —60 °C. La
mezcla de reaccion se calento hasta 0 °C y se agité a 0 °C durante 3 h. La reaccion se
vertié en agua helada (p/p =1/1, 1 L) lentamente y luego se extrajo con DCM (800 mL x
2). La fase organica combinada se calentd con salmuera saturada (800 mL x 2), se
secd sobre Na>SO, anhidro, se filtr6 y se concentré al vacio. El residuo se purificd por
cromatografia en gel de silice (altura de columna: 150 mm, diametro: 50 mm, gel de
silice de malla 100-200, éter de petroleo/EtOAc=20/1, 10/1, 5/1) para obtener el Int C-3
(42 g) en forma de un solido blanco. LCMS: 283,0 [M—-H]*. RMN de 'H (DMSO-d®, 400
MHz): & 9,86 (s, 'H), 7,72 (s, 'H), 7,20 (s, 'H), 7,09 (s, 'H), 4,38 (q, J = 7 Hz, 2H), 1,34
(t, J=7 Hz, 3H).

Etapa D: Sintesis del Int C—4

HO

AN D:CO A
T i »—CO:Et CD3l, K2CO3, acetona - T H—co.et
Z 0 Z~0
]/ refujo, 12 h o
Br Br
IntC-3 IntC-4

A una solucién de Int C-3 (95 g, 0,33 mol) en acetona seca (2 L) se afiadié K.CO3 (115
g, 0,83 mol) y CDsl (97 g, 0,67 mol) en una porcién y se calentd a reflujo durante 12
horas. La mezcla se enfri¢ y se filtré y el sdlido se calenté con acetona (300 mLx3). Las
capas organicas combinadas se evaporaron para obtener el Int C—4 (81 g) en forma de
un solido amarillo. LCMS: 302,0 [M+H]*. RMN de 'H (DMSO-d®, 400 MHz): 8117,77 (s,
H), 7,41 (s, 'H), 7,31 (s, 'H), 4,38 (q, J = 7,2 Hz, 2H), 1,35 (t, J = 7,2 Hz, 3H).

Etapa E: Sintesis del Int C-5
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D:CO. A o D:CO0
| N—co.et  PddppfiCly, KOAC )—CO,Et
o

~ ) . 0
[ 80°C, duranie la noche
Br Bipin),
IntC.4 Intc-5

Una mezcla de Int C—4 (70 g, 0,071 mol), bis(pinacolato)diboro (89 g, 0,35 mol), KOAc
(68,6 g, 0,70 mol) y Pd(dppf)Cl. (16,8 g, 0,023 mol) en DMSO (800 mL) se desgasifico
durante 15 min con nitrégeno y luego se calentd hasta 80 °C durante la noche bajo
nitrégeno. La mezcla de reaccion se vertié en agua (1,5 L) y se extrajo con EtOAc (600
mL x3). Los extractos organicos se lavaron con salmuera saturada (800 mL x2), se
secaron sobre MgSO, anhidro y se filtraron. El filtrado se concentré para dar un residuo
que se purificé por cromatografia en columna de gel de silice (altura de columna: 80
mm, diametro: 28 mm, gel de silice de malla 100-200, éter de petréleo/EtOAc = 20/1,
10/1, 5/1) para obtener el Int C-5 (53 g) en forma de un solido palido. RMN de 'H
(DMSO—-d®, 400 MHz): & 7,62 (s, 'H), 7,38 (d, J = 2,4 Hz, 'H), 7,26 (d, J = 2,4 Hz, H),
4,31 (q, J = 7,2 Hz, 2H), 1,28-1,32 (m, 15H).

Etapa F: Sintesis del Int C—6

D3CO D5CO
N Co,Et  Hz0 MeOH, THF N—co,Et
0 0°C, 2h 0

B(pin) OH

Int C5 Int C-6

A una solucioén de Int C-5 (58 g, 0,17 mol) en 600 mL de THF/MeOH (v/iv = 1/2) se
anadio 30% de H>O, (200 mL) a 0 °C en una porciéon. La mezcla se agitdé a la misma
temperatura durante 2 horas. Na>S203 acuoso saturado (500 mL) se afadio y la mezcla
se agitd durante 1 hora mas. La reaccién se controlé por medio de papel de prueba de
yoduro de potasio—almidon para ver si se habia destruido H.O.. La mezcla se extrajo
con EtOAc (500 mL x3) y los extractos combinados se lavaron con salmuera (500 mL),
se secaron sobre MgSO, anhidro y luego se filtraron. La filtracion se concentrd para
obtener el Int C—6 (25,4 g) en forma de un sélido blanco. LCMS: 240,1 [M+H]*. RMN de
'H: (DMSO, 400 MHz): 5 10,40 (s, 'H), 7,57 (s, 'H), 6,64 (d, J = 2,4 Hz, 'H), 6,48(d, J =
2,4 Hz, 'H), 4,31 (q, J = 7,2 Hz, 2H), 1,30 (t, J = 7,2 Hz, 3H).

Etapa G: Sintesis del Int C-7

U-'C’O\(\rbQ —_— CDyl, K:CO3, acetona  D3CO “A
—CO2E1 - >—CO;Et
T//’ ~-~(,/ refujo, 12h ~0

OH OCDjs
Int C-6 IntC-7
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A una solucién de Compuesto Int C—6 (27 g, 0,113 mol) en acetona (800 mL) se afiadio
K2COs3 anhidro (38,8 g, 0,282 mol) y CDsl (32,8 g, 0,226 mol). La mezcla de reaccion se
calenté a reflujo durante 12 h, luego se enfrio y se filtré. El solido se calenté con
acetona (400 mL x3) y los extractos organicos combinados se evaporaron al vacio para
obtener 22 g de Compuesto Int C-7 en forma de un solido blanco. LCMS: 257,1
[M+H]*. RMN de 'H: (DMSO-d®, 400 MHz): & 7,60 (s, 'H), 6,76 (d, J = 2,4 Hz, 'H), 6,67
(d, J=2,4 Hz, 'H), 4,31 (q, J = 7,2 Hz, 2H), 1,30 (t, J = 7,2 Hz, 3H).

Etapa H: Sintesis del Compuesto C

oﬁco\‘/«\j DiCO_ A
V—COEt LiAlH, THF »—\
A ~d - NA 0 OH

0°C,2h
OCD; OCD;
IntC.7 Compuesto C

A una solucion de Int C-7 (16 g, 0,062 mol) en THF anhidro (400 mL) se anadio LiAlH4
(4,8 g, 0,125 mol) a 0 °C durante 10 min bajo nitrogeno. La mezcla de reaccion se agité
a 0 °C durante 2 horas. La reaccion se neutralizé con agua (100 ml) y la suspension
resultante se filtrd. El filtrado se concentré para dar el Compuesto C (8,5 g) en forma de
un sdlido blanco. LCMS: 197,2 [M-OH]*, 215,2 [M+H]*, 237,1 [M+23]*. RMN de 'H:
(DMSO, 400 MHz): 5 6,65 (s, 2H), 6,49 (s, 'H), 5,46 (t, J = 6 Hz, 'H), 4,51 (d, J = 6 Hz,
2H).

Compuesto D: 5—-metoxi—7—metilbenzofuran—2—il)metanol

H,CO
’ A
0 OH

CH,
Etapa A: Sintesis del Int D—1

HACO HiCO._ A
; BB e MeB(OH), YN /<0
P / - / e Z~0 ~
0" OCH;  NayCOs, Pd(PPha), \|/“‘ OCH3
dioxano, H,0

Br CHy

Int D-1

A una solucion de 2,0 g (7,0 mmol) de 7-bromo—5-metoxibenzofuran—2—carboxilato de
metilo (preparada de una manera similar a la descrita para el éster etilico Int C-2),
CH3B(OH), (0,42 g, 7,0 mmol) y Na,COs (2,2 g, 20,7 mmol) en dioxano (80 mL)/H20 (10
mL) se afiadié6 Pd(PPhs)s (0,8 g, 0,7 mmol). La mezcla se calent6 a reflujo durante la
noche, luego se enfrié hasta temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se vertié en
H20, se extrajo con EtOAc y los extractos organicos se lavaron con salmuera y se
secaron sobre MgSO,. La solucion se concentrd para dar un residuo que se purificé por

cromatografia en columna de gel de silice para dar el compuesto 320 mg de Int D-1.
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Etapa B: Sintesis del Compuesto D

HiC AN . HiaCO A _
WO o, N 70 LAH $C0 T N\
I P /_"\‘ - | Pu /- \
NZ 0 OCH; 0 OH
CHa CH,
Int D-1 Compuesto D

A una suspension de LiAlH: (0,22 g, 5,79 mmol) en THF (15 mL) se afiadié gota a gota
una solucion de Int D—1 (0,32 g, 1,45 mmol) en THF (15 mL) a 0 °C. La mezcla se agitd
durante 30 min a 0 °C, luego se vertié en H>O, se extrajo con EtOAc, la fase organica
se calentd con salmuera, se seco sobre MgSQ4, se concentrd para dar un residuo, que
se purificd por cromatografia en columna de gel de silice para dar 260 mg de
compuesto D. LCMS: (El): 175,1 [M-OH]*, 193,1[MH]*. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-
d®): 8 6,92 ('H, s), 6,70 ('H, s), 6,69 ('H, s), 5,45 ('H, t, J = 11,6Hz), 5,54 (2H, dd, J =
0,8Hz, 6Hz), 3,76 (3H, s), 2,41 (3H, s).

Compuesto E: (7—ciclopropil-5—metoxibenzofuran—2—il)metanol

H3CO

Etapa A: Sintesis del Compuesto E

HiCO. Ay N P . B H4CO N\
EWJ\O;_{OCW Na,CO: Pd:;;vn: ?LO}H\OH
Compuesto E
A una solucion de 2,0 g (7,0 mmol) de 7-bromo—5-metoxibenzofuran—2—carboxilato de
metilo (preparada de una manera similar a la descrita para el éster etilico Int C-2),
acido ciclopropilborénico (0,6 g, 8,0 mmol) y Na>COs (2,2 g, 20,7 mmol) en dioxano (80
mL)/H20 (10 mL) se afadié Pd(PPhs)s (0,8 g, 0,7 mmol). La mezcla se calento a reflujo
durante la noche, luego se enfrio. La mezcla de reaccion se vertié en H2O y se extrajo
con EtOAc (3 x 20 mL). Los extractos organicos combinados se lavaron con salmuera,
se secaron sobre MgSO4 y se concentraron para dar un residuo que se purificd por
cromatografia en columna de gel de silice para dar 200 mg del éster deseado. A una
suspension de LiAlH4 (0,12 g, 3,25 mmol) en THF (5 mL) se afadié gota a gota una
solucion del éster (0,20 g, 0,813 mmol) en THF (5 mL) a 0 °C y se agitdé durante 30 min
a 0 °C. La mezcla de reaccion se vertiéo en H.O, se extrajo con EtOAc y los extractos
organicos se lavaron con salmuera, se secaron sobre MgSQ,, se concentraron para dar
un residuo que se purificd por cromatografia en columna de gel de silice para dar el
compuesto E (0,15 g). LCMS: MS (El) para C43H1403, 201,0 [M—OH]", 219,1 [MH]".
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RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d®): 5. 6,84 (s, 'H), 6,62 (s, 'H), 6,37 (s, 'H), 5,40 (m, 'H),
4,54 (d, J = 6Hz, 2H), 3,70 (s, 3H), 2,20-2,17 (m, 'H), 0,99-0,95 (m, 2H), 0,84-0,82 (m,
2H).
Compuesto F: (7—isopropil-5—metoxibenzofuran—2—il)metanol

H4CO

Sintesis del Compuesto F

BPin .
HiCO A //o '. \lr HiCO A\
m I :7 A - \[ ,1 \
N 0] OCH; Na,COs, Pd{PPhs)s 7 O OH
Br dioxano, H,0 /L
2. H 7N
3 LIAIH,
Compuesto F

A una solucién de 2,0 g (7,0 mmol) de 7-bromo—5—metoxibenzofuran—2—carboxilato de
metilo (preparada de una manera similar a la descrita para el éster etilico Int C-2),
acido ciclopropilborénico (0,6 g, 8,0 mmol) y Na,COs (2,2 g, 20,7 mmol) en dioxano (80
mL)/H>O (10 mL) se afadié Pd(PPhs)s (0,8 g, 0,7 mmol). La mezcla se calento a reflujo
durante la noche, luego se enfrio. La mezcla de reaccion se vertié en H.O y se extrajo
con EtOAc (3 x 20 mL). Los extractos organicos combinados se lavaron con salmuera,
se secaron sobre MgSOs y se concentrd para dar un residuo que se purifico por
cromatografia en columna de gel de silice para dar 500 mg del éster deseado. Una
mezcla del éster olefinico (0,5 g, 2,29 mmol) y Pd/C (0,1 g) en etanol (20 mL) se
hidrogeno bajo 50 psi de presion de hidréogeno durante 2 h a temperatura ambiente. La
mezcla se filtré y se evaporé para proporcionar 400 mg del compuesto deseado. A una
suspension de LiAlH4 (0,305 g, 8,04 mmol) en THF (15 mL) se anadié gota a gota una
solucion del éster intermedio (0,50 g, 2,01 mmol) en THF (15 mL) a 0 °C y se agito
durante 30 min a 0 °C. La mezcla de reaccion se vertié en agua y se extrajo con EtOAc.
Los extractos organicos se lavaron con salmuera, se secaron sobre MgSQO. y se
concentraron para dar un residuo que se purificé por cromatografia en columna de gel
de silice para dar 350 mg de compuesto F. LCMS: MS (El) para C13H1603, 203,1 [M—
OHJ*, 221 [MH] *. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d®): & 6,86 ('H, d, J = 2,4Hz), 6,69 ('H,
d, J = 2,4Hz), 4,64 (2H, s), 3,78 (3H, s), 3,39-3,30 ('H, m), 1,34 (6H, d, J = 6,8Hz).

Compuesto G: (5—metoxi—7—fenilbenzofuran—2—il)metanol
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Sintesis del Compuesto G

| . 13
\\7"1"'-" OCH;  N2,CO;. PaiPP ), N¢ O
Br dioxano, H,0

Compuesio 6

A una solucién de 7-bromo-5-metoxibenzofuran—2—carboxilato de metilo (1,5 mmol),
acido fenilborénico (0,18 g, 1,5 mmol) y Na.COs (0,48 g, 4,5 mmol) en dioxano (20
mL)/H20 (5 mL) se afiadié Pd(PPhs)4 (0,17 g, 0,15 mmol). La mezcla se calento a reflujo
durante 1 hora a N.. La mezcla de reaccion se vertio en H>0, se extrajo con EtOAc y los
extractos organicos se lavaron con salmuera, se secaron sobre MgSO, y se
concentraron para obtener 200 mg del producto de acoplamiento crudo que se
redisolvié en 15 mL de THF y se afadi6 gota a gota a una suspension de LiAlH4 (0,23 g,
5,96 mmol) en THF (15 mL) a 0 °C. La reaccién se agité durante 30 min a 0 °C, luego
se vertid en agua y se extrajo con EtOAc (3 x 10 mL). Los extractos organicos se
lavaron con salmuera y se secaron sobre MgSQ4, luego se concentraron para dar un
residuo que se purifico por cromatografia en columna de gel de silice para obtener 300
mg de compuesto G. LCMS: MS (El) para C16H1403, 237,1 [M—OH]*, 255,1 [MH]", 277,1
[M+Na]*. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d®): &. 7,88-7,85 (m, 2H), 7,54-7,50 (m, 2H),
7,13 (d, J = 2,8Hz, 'H), 7,04 (d, J = 2,4Hz, 'H), 6,76 (s, 'H), 5,47 (t, J = 12Hz, 'H), 4,57
(d, J=6,0 Hz, 2H), 3,83 (s, 3H).

Compuesto H: (7—(dimetilamino)-5—metoxibenzofuran—2—il)metanol

H4CO
’ A
0 OH

H3C CH3
Sintesis del Compuesto H
HyCO._ ‘l/\j____\_{p . H MO A\
» 7~ N /) "\
\r4' ~0"  bCH; Pdy(dbas, > \Z~d o
Br JohnPhos N
Cs,CO3

dioxano
2 LAH

Compuesto H

A una solucion de 7-bromo—-5-metoxibenzofuran—2—carboxilato de metilo (3,0 g, 10

mmol), dimetilamina (0,57 g, 13 mmol) y Cs2CO3 (12,3 g, 37 mmol) en dioxano (80 mL)
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se afiadié Pdy(dba)s (0,75 g, 0,82 mmol) y 450 mg (1,50 mmol) de (2-bifenil)di—-ter—
butilfosfina (JohnPhos). La mezcla se calenté a reflujo durante la noche bajo Nz, luego
se enfrio. La mezcla de reaccion se vertié en H,O, luego se extrajo con EtOAc (3 x 20
mL). Los extractos organicos se lavaron con salmuera, se secaron sobre MgSQ., se
concentraron al vacio para dar 700 mg del aminoéster deseado. A una suspension de
LiAIHs (0,32 g, 8,43 mmol) en THF (30 mL) se afadié gota a gota una solucion del
aminoéster antes mencionado (0,70 g, 2,81 mmol) en THF (30 mL) a 0 °C y se agito
durante 30 min. La mezcla de reaccion se vertié en H>O y se extrajo con EtOAc. Los
extractos organicos se lavaron con salmuera, se secaron sobre MgSO., se
concentraron al vacio para dar un residuo que se purificd por cromatografia en columna
de gel de silice para dar el compuesto H (0,39 g). LCMS: MS (El) para C12H1sNOs3,
222,1 [MH]*, RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d®): &. 6,57 (d, J = 0,4Hz, 'H), 6,54 (d, J =
2,4Hz, 'H), 6,24 (s, 'H), 4,63 (s, 2H), 3,76 (s, 3H), 6,76 (s, 'H), 2,97 (s, 6H).

Compuesto I: (5—-metoxi—7—(metil(fenil)amino)benzofuran—2—il)metanol

H4CO
’ A
0 OH

N
Sintesis del Compuesto |

MeQ_ A
MeO o H [ N\
\(\ N\,_¢ PRI N Z '>_\‘H
Z "“:‘/ ChNe ‘ Z .
> HC” N
Br Pd,{dba) LJ
X-Phos Z
Cs,CCy

01
doxano Compuesto

A una solucion de 7-bromo—5-metoxibenzofuran—2—carboxilato de metilo (3,0 g, 10
mmol), N—metilanilina (1,36 g, 12 mmol) y Cs,CO3 (12,3 g, 37 mmol) en dioxano (80
mL) se afiadié Pdz(dba)s (0,75 g, 0,82 mmol) y X—Phos (0,43, 1,44 mmol). La mezcla se
calenté a reflujo durante la noche bajo N.. La mezcla de reaccién se enfrid, luego se
verti6 en agua y se extrajo con EtOAc. Los extractos organicos se lavaron con
salmuera, se secaron sobre MgSO, y se concentraron para dar un residuo que se
purificd por cromatografia en columna de gel de silice para dar 1,1 g del producto de
acoplamiento de C-N deseado que se usoO directamente en la siguiente etapa. A una
suspension de LiAlHs (0,20 g, 5,77 mmol) en THF (20 mL) se afadié gota a gota una
solucién del éster antes descrito (0,60 g, 1,92 mmol) en THF (20 mL) a 0 °C. La mezcla
de reaccion se agité durante 30 min a 0 °C, luego se vertié en H2O y se extrajo con
EtOAc. Los extractos organicos se lavaron con salmuera, se secaron sobre MgSO. y se

concentraron. El residuo se purificd por cromatografia en columna de gel de silice para
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dar el compuesto | (0,35 g) en forma de un sdlido blanco. LCMS: MS (El) para
C17H17NOs3, 284,2 [M+H]*. RMN de 'H (400 MHz, CDsOD): &. 7,20-7,17 (m, 2H), 6,89—
6,85 (m, 'H), 6,84-6,79 (m, 3H), 6,67-6,64 (m, 'H), 6,64-6,63 (m, 'H), 4,58 (s, 2H), 3,80
(s, 3H), 3,30 (s, 3H).

Compuesto J: (5—metoxi—7—(4—metilpiperazin—1—il)benzofuran—2—il)metanol

H3CO
A
()

"\

CHj
Procedimiento en dos etapas similar como se describe para la sintesis de Compuesto |
usando N-metilpiperazina como la amina. LCMS: (El) para C1sH20N203, 277,2 [MH]".
RMN de 'H (400 MHz, MeOD): & 6,67 ('H, s), 6,63 ('H, s), 6,37 ('H, s), 4,65 (2H, s),
3,80 (3H, s), 3,36-3,30 (4H, m), 2,70-2,68 (3H, m).

Compuesto K: (5—metoxi—7—morfolinobenzofuran—2—il)metanol

H3CO
N
)
0
Procedimiento en dos etapas similar como se describe para la sintesis de Compuesto |
usando morfolina como la amina. LCMS: (El) para C14H17N4O, 264,1 [MH]*. RMN de 'H
(400 MHz, MeOD): & 6,65 (s, 'H), 6,60 (s, 'H), 6,34 (s, 'H), 4,62 (s, 2H), 3,88-3,86 (m,

4H), 3,77 (s, 3H), 3,30-3,26 (m, 4H).

Compuesto  L: 1,1-diéxido  de  4—(2—(hidroximetil)-5—metoxibenzofuran—7—

H4CO
N
)

S

0,
Procedimiento en dos etapas similar como se describe para la sintesis de Compuesto |
usando 1,1-diéxido de tiomorfolina como la amina. LCMS: (El) para C14H17NOsS, 312,0
[MH]*. RMN de 'H (400 MHz, DMSO): & 6,70 (s, 'H), 6,66 (s, 'H), 6,41 (s, 'H), 5,49-

5,44 (m, 'H), 4,54-4,52 (m, 2H), 3,82-0,80 (m, 4H), 3,75 (s, 3H), 3,27-3,24 (m, 4H).

Compuesto M: (7—(1,1—difluoroetil)-5—metoxibenzofuran—2—il)metanol

iltiomorfolina
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H1CO

(0] OH
F
F CH3
Etapa A: Preparacion de Int M—1
HiCO o) =, SnBuy HsCO o
A v A
V ~0 <
\Q"‘C <o(:n3 » \EE[O OCH;3
B PdCI,(PPhy),

' (0]

tolueno )

Int M-1

A una solucién de 7-bromo—5-metoxibenzofuran—2—carboxilato de metilo (2,85 g, 10
mmol) en (100 mL) se afadid (1—etoxi)—tributilestannano (6,31 g, 17,5 mmol) y
PdCIx(PPh); (0,7 g, 1,0 mmol). La mezcla se agité durante la noche a 50 °C bajo N.. La
mezcla de reaccion se vertio en H20, se extrajo con EtOAc y los extractos organicos se
lavaron con salmuera, se secaron sobre MgSO4, se concentraron al vacio para dar 2,0
g de un residuo que se uso6 directamente en la siguiente etapa sin ulterior purificacion.

Etapa B: Preparacion de Int M-2

2M HCI
0 OCH 5 » 0 OCH 3
)O 0 CHj
Int M-1 Int M-2

A una solucioén de Int M—1 (2,0 g, 7,25 mmol) en dioxano (100 mL) se afadié 2M HCI (9
mL, 18 mmol). La mezcla se agité6 durante 30 min a temperatura ambiente, luego se
diluyé con EtOAc. La fase organica se calentd dos veces con NaHCO; saturado, luego
agua, luego salmuera. Las capas organicas se secaron sobre MgSQO4 y se concentraron
al vacio para obtener 1,2 g de Int M—2 que se uso6 directamente en la siguiente etapa
sin purificacion.

Etapa C: Preparacion de Int M-3

H3CO 0 H3CO 0
DAST
0 OCH 3 - = 0 OCH 3
F
0 CH3 F CH3
Int M-2 Int M-3

Una solucién de Int M-2 (0,9 g, 0,88 mmol) en DAST (6 mL) se agitdé durante la noche a
60 °C. La mezcla de reaccion se enfrio y se traté con 1 mL de agua muy lentamente. La

mezcla resultante se extrajo con EtOAc (3 x 20 mL) y los extractos organicos se lavaron
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con salmuera y se secaron sobre MgSO.. La evaporacion del disolvente proporciono
450 mg de Int M-3 en forma de un sélido blanquecino.
Etapa D: Preparacion de Compuesto M

H3CO H3CO
d 9 LiAIH 4 3
—»
0 OCH 3 0 OH
F d CH
. CH3 F 3
Int M-3 Compound M

A una suspension de LiAlH: (0,18 g, 4,93 mmol) en THF (20 mL) se afiadié gota a gota
una solucion de Int M-3 (0,45 g, 1,67 mmol) en THF (20 mL) a 0 °C. La mezcla de
reaccion se agitdé durante 30 min a 0 °C, luego se vertié en H,O y se extrajo con EtOAc.
Los extractos organicos se lavaron con salmuera, se secaron sobre MgSO. y se
concentraron. El residuo se purificod por cromatografia en columna de gel de silice para
dar el compuesto M (0,27 g) en forma de un sélido blanco. LCMS: MS (El) para
C12H12F 203, 223,0 [M-OH]*. RMN de 'H (400 MHz, MeOD): & 7,16 (s, 'H), 6,97 (s, 'H),
6,70 (s, 'H), 4,66 (s, 2H), 3,82 (s, 3H), 2,10 (t, J = 18,8Hz, 3H).

Compuesto N: (5,7—dimetilbenzofuran—2—il)metanol

H1C
’ A
0 OH

CH,
Etapa A: Preparacion de Int N—1
HaC ?
"' | = EtaN, MgCls H;;C\/\,)LH
Z “oH >
paraformaldehido 7 SN0H
CH; CH4CN, refuio, durante la noche (‘JH-

Int N-1

A una solucién de 2,4—dimetilfenol (80 g, 0,66 mol) en CH3CN (2000 mL) se afiadio
EtsN (248 g, 2,46 mol) y MgCl. (93 g, 0,99 mol) en una porcién a temperatura ambiente.
La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 1 h y luego (CH-O), se afiadid. La
mezcla resultante se calent6 a reflujo y se agité durante la noche. La mezcla se enfrié
hasta temperatura ambiente y luego se vertié en una solucién agitada al 5% de HCI
(500 mL). La mezcla se extrajo con EtOAc (3 x 400 mL). Los extractos organicos
combinados se lavaron con salmuera (300 mL) y se separaron. La capa organica se
sec6 sobre Na>SO, anhidro, se filtr6 y se concentré a presion reducida. El residuo se
purificd por cromatografia en columna (altura de columna: 50 cm, diametro: 20 cm, gel
de silice de malla 100-200, éter de petréleo/EtOAc = 10/1) para dar el Int N-1 (58 g) en
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forma de un sdélido amarillo. RMN de 'H: (CDCls;, 400 MHz): & 10,87 (s, 'H), 9,82 (s, 'H),
6,81 (s, 'H), 2,29 (s, 6H).
Etapa B: Preparacion de Int N-2

o)
HiC : _ O
HL!C\\/\\)I\H Br COﬂCH' \[ h \\) 4
l\ _ . e . >~ NF 0 OCH34
7 “OH K,CO;, DMF, durante la noche r
CH,4
CH; '
Int N1 Int N-2

A una mezcla de Int N-1 (58 g, 0,386 mol) y K.CO3 (160 g, 1,16 mol) en DMF (1,2 L) se
anadio 2-bromoacetato de metilo (88,2 g, 0,58 mol) en una porcién a temperatura
ambiente bajo N2. La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 10 min luego se
calenté hasta 100 °C y se agitd durante la noche. La suspension se enfrio hasta
temperatura ambiente y se filtré. La torta filtrante se calentd con EtOAc (500 mL x 3) y
el filtrado se concentré para remover la mayor parte de EtOAc. La solucién resultante
de DMF se verti6 en agua helada (p/p = 1/1) (1 L) y se agité durante 20 min a
temperatura ambiente. Un sdélido marrén se recolecté por filtracion. La torta filtrante se
calenté con agua (200 mL) y luego se seco a alto vacio (secadora al vacio con P20s,
bomba de aceite dio presion <10 Pa) para obtener el Int N-2 crudo que se calent6 con
PE/EA (v/v = 5/1, 600 mL). El disolvente residual se removid con evaporador rotativo
para obtener el Int N-2 puro (40 g) en forma de sélido marrén. RMN de 'H: (CDCls, 400
MHz): & 7,38 (s, 'H), 7,36 (s, 'H), 7,30 (s, 'H), 3,93 (s, 3H), 2,34 (s, 3H), 2,28 (s, 3H).
LCMS: MS cal.: 204,1; MS experimental: 205,1
Etapa C: Preparacion de Compuesto N
HaC A~ N P | H;,C\(\\\ -\
oLt M0
CH, CH,

Int N-2 Compuesto N

A una suspension agitada de LAH (4,5 g, 118 mmol) en THF anhidro (100 mL) se
anadio gota a gota Int N-2 (12 g, 60 mmol) a 4 °C (bafio de agua helada) bajo N.. La
mezcla se agité a 0 °C durante 1 h antes de neutralizar la mezcla por adicién gota a
gota de agua (50 mL) teniendo cuidado al controlar la temperatura interna a menos de
10 °C. La suspension se filtro y la torta filtrante se calenté con THF (100 mL). El filtrado
se concentro y el residuo se calentd con éter de petroleo/EtOAc = 8/1 para obtener el
Compuesto N (8 g) en forma de un sdlido blanco. RMN de 'H: (CDCls, 400 MHz):
5017,30 (s, H), 7,25 (s, 'H), 6,56 (s, 'H), 4,74 (d, J = 6,0 Hz, 2H), 2,37 (t, J = 13,0 Hz,
6H), 1,92 (t, J = 6,2 Hz,'H). RMN de "*C: (CDCls, 100 MHz): & 155,3, 153,7, 133,1,
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130,9, 125,6, 120,8, 111,3, 103,4, 57,8, 20,1, 19,5. LCMS: pureza: 98,4%; MS cal.:
176,1; MS experimental: 159,1 [M—OH]. Punto de fusién: 96,4 °C — 97,1 °C.
Compuesto O: (4—((5,7—dimetoxibenzofuran—2—il)metoxi)fenil)metanol

OCH 3

Etapa A: Sintesis del Int O—1

HO COMEL
HiCO N --«\> \ 7/ HCO\/\
=R 3—\
O  OH o b DEAD, THE \]/T —@—co CHaCH»

OCH;3 0°C-a, 12h OCH;3

Compuesio B Int01

A una suspension de Compuesto B (30,0 g, 0,144 mol), 4-hidroxibenzoato de etilo (28,7
g, 0,173 mol) y PPhz (18,8 g, 0,187 mol) en THF anhidro (300 mL) se afiadi6 DEAD
(32,2 g, 0,187 mol) gota a gota a 4 °C (lote de agua helada) durante 30 min. Una vez
completa la adicion, la mezcla de reaccion se dejé agitar a temperatura ambiente
durante 15 h. La mezcla se vertié en agua y se extrajo con DCM (200 mL x 3). Los
extractos organicos combinados se secaron sobre Na;SOs. El filtrado se concentré a
presion reducida. El residuo se purifico por cromatografia en columna (altura de
columna: 20 cm, diametro: 5 cm, gel de silice de malla 100-200, éter de petréleo/EtOAc
= 5/1) para obtener el Int O—1 crudo (20 g, 85% RMN de 'H pureza) en forma de un
solido blanquecino. RMN de 'H (400 MHz, CDCls): 8 8,01 (d, J = 9,26 Hz, 2 H), 7,01 (d,
J=8,82 Hz, 2 H), 6,74 (s, 'H), 6,60 (d, J = 2,21 Hz, 1 H), 6,47 (d, J = 2,21 Hz, 1 H), 5,20
(s, 2 H), 4,36 (q, J =7,06 Hz, 2 H), 3,92 — 4,06 (m, 3 H), 3,77 — 3,89 (m, 3 H), 1,39 (t, J
=7,28Hz, 3 H).

Etapa B: Sintesis del Compuesto O

HyCO. A

HiCO
LAH N— — OH
i;[o CO,CH,CH; - l Z~0 e} </ /
\ / \ /

OCH; OCHj4

Int O-1 Compuesto O

A una suspension de LAH (2,87 g, 0,075 mol) en THF anhidro (200 mL) se afadi6 Int
0O-1 (18 g, 0,050 mol) en porciones a 4 °C (bafio de agua helada) durante 30 min bajo
nitrbgeno. Una vez completa la adicion la mezcla de reaccién se dejé agitar a
temperatura ambiente durante 12 h. Agua (3 ml) se afiadioé gota a gota a 0 °C, luego se
anadieron 15% de NaOH acuoso (3 ml) y H.O (15 ml). Después de agitar 30 min, se
anadi6 MgSO, (40 g) y la mezcla se agité durante otros 30 min. A continuacion, la

mezcla se filtré y el filtrado se concentré a presion reducida. El residuo se purificd por
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cromatografia en columna (altura de columna: 20 cm, diametro: 5 cm, gel de silice de
malla 100-200, éter de petroleo/EtOAc = 5:1) para obtener el Compuesto O (11 g) en
forma de un solido blanquecino. LCMS: 315,1 [M+H] RMN de 'H (400 MHz, DMSO): &
7,24 (d, J=8,03 Hz, 2 H), 7,00 (d, J = 8,03 Hz, 2 H), 6,93 (s, 1 H), 6,93 (s, 1 H), 6,70 (s,
1 H), 6,54 (s, 1 H), 5,19 (s, 2 H), 5,05 (t, J = 5,52 Hz, 1 H), 4,41 (d, J = 5,52 Hz, 2 H),
3,89 (s, 3 H), 3,76 (s, 3 H). RMN de *C (100 MHz, DMSO-d®): & 157,14, 156,98,
145,56, 139,40, 135,67, 1129,40, 128,38, 114,91, 107,67, 97,78, 96,33, 63,00, 62,56,
56,214, 56,00, 40,61, 40,41, 40,26, 39,99, 39,78, 39,57, 39,37. MP: 128,5 °C — 129,5
°C.

Compuesto P: (4—((5,7-bis(metoxi—d?)benzofuran—2—il)metoxi)fenil)metanol

D5CO
3 OH
I

0OCD 3
Procedimiento en dos etapas similar como se describe para la sintesis de Compuesto O
usando el Compuesto C como el material de partida. LCMS: MS cal.: 320,2, MS
experimental: 321,1 [M+H]*. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d®): & 7,25 (d, J = 8,8 Hz, 2
H), 7,02 (d, J = 8,8 Hz, 2 H), 6,94 (s, 'H), 6,70 (d, J = 2,4 Hz, 1 H), 6,54 (d, J = 2,4 Hz, 1
H), 5,20 (s, 2 H), 5,07 (t, J = 6 Hz, 1 H), 4,42 (d, J = 5,6 Hz, 2 H). MP: 130,6 °C- 131,2
°C.

Compuesto Q: (4—((5—metoxi—7—metilbenzofuran—2—il)metoxi)fenil)metanol

HCO
N OH
o

Procedimiento en dos etapas similar como se describe para la sintesis de Compuesto O
usando el Compuesto D como el material de partida. LCMS: MS cal.: 298,12; MS
experimental: 321,0 [M+Na]. RMN de 'H (400 MHz, CDClz): 8 7,29 (d, J =8,4 Hz, 2 H),
6,99 (d, J =8,4 Hz, 2 H), 6,82 (d, J =2,0 Hz, 1 H), 6,71-6,68 (m, 2 H), 5,13 (s, 2 H), 4,61
(s, 2 H), 3,80 (s, 3 H), 2,47 (s, 3 H), 1,63 (br, 1 H). RMN de *C (100 MHz, CDCls): &
157,9, 155,9, 153,2, 149,5, 133,9, 128,6, 127,8, 122,3, 115,0, 114,4, 106,6, 100,8, 64,9,
63,3, 55,8, 15,2. Punto de fusion: 101,6 °C — 102,3°C.

Compuesto R: (4—((5,7—dimetilbenzofuran—2—il)metoxi)fenil)metanol

H5C

CHj3

N

OH
I

CH3
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Procedimiento en dos etapas similar como se describe para la sintesis de Compuesto N
usando el Compuesto N como el material de partida. LCMS: MS cal.: 282,13; MS
experimental: 305,0 [M+Na]. RMN de 'H (400 MHz, CDClz): 8 7,31 (d, J =9,2 Hz, 4 H),
7,02 (d, J =8,4 Hz, 2 H), 6,70 (s, 1 H), 4,64 (d, J =3,6 Hz, 2 H), 2,37 (d, J =12,0 Hz, 6 H),
1,75 (s, 1 H). RMN de *C (100 MHz, CDCls): & 157,9, 154,2, 151,9, 133,8, 1314,
128,6, 125,8, 121,2, 115,1, 111,8, 105,9, 64,9, 63,2, 20,5, 19,9. Punto de fusion: 133,8
°C—-135,6 °C

Compuesto S: (E)-3—(5,7—dimetilbenzofuran—2—il)prop—2—en—1-ol

H3C
7\
(6]
CH3 OH
Etapa A: Preparacion de Int S—1
HaC . H,C .
\U/\T N IBX, ACN k\ Y
s — = A~ N
\r 0 OH refujo, durane la noche [ o 0
CH; CH
Compuesio N Int S-1

A una solucién de Compuesto N (30 g, 0,170 mol) en acetonitrilo (300 mL) se afiadio
IBX (104,3 g, 0,340 mol) y la mezcla se calento a reflujo y se agit6é durante la noche. La
mezcla se enfrio hasta temperatura ambiente y se filtré. La torta filtrante se calent6é con
EtOAc (100 mL) y el disolvente se concentré para dar el Int S—1 (27 g) en forma de un
aceite incoloro. RMN de 'H: (CDCls;, 400 MHz): & 9,81(s, 'H), 7,48 (d, J = 4,0 Hz, 2H),
7,38 (s, 'H), 2,39 (d, J = 18,0 Hz, 6H).

Etapa B: Preparacion de Int S—2

HaC fj (E10),0P__CO.Et HyC \l
—\ Damm\
\Y/ ~0" 2~
CH,4

NaH, THE A~ \com

3 1a, duranie la noche CH-

Int S-1 Int S-2
A una mezcla de NaH (3,3 g, 0,139 mol) en THF (50 mL) se anadi6 fosfonoacetato de
trietilo (31,2 g, 0,139 mol) a 0 °C (bafio de agua helada). Después de la adicion, la
mezcla se agité a 0 °C durante 1 h. Una solucién de Int S—1 (22 g, 0,126 mol) en THF
(150 mL) luego se afiadid gota a gota a 0 °C y la mezcla se dejo calentar hasta
temperatura ambiente durante la noche. El disolvente se verti6 en agua helada y se
extrajo con EtOAc (200 mL). El extracto organico se seco sobre Na,SO,4 anhidro y se
concentré para dar 16,5 g de Int S-2 en forma de un sélido blanco. RMN de 'H (400
MHz, CDCl3): 6 7,49 (d, J = 16,0 Hz, 1 H), 7,29 (s, 1 H), 7,23 (s, 1 H), 6,80 (s, 1 H), 6,49
(d, J=16,0 Hz, 1 H), 4,28 (m, 2 H), 2,32 (d, J = 18,0 Hz, 6 H), 1,32 (t, J=7,2 Hz, 3 H).
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Etapa C: Preparacion de Compuesto S

H:C o
HC N DIBAL-H '\EAQW‘w \
| 7\ > Z~0

A~ / \—CO, ) l‘
\[ 0] CO,Et THF,-78°C.2h CH; o
CH, J

Int §-2 Compuesto S

A una solucion agitada de Int S-2 (21 g, 0,086 mol) en THF anhidro (200 mL) a 4 °C
(bafio de agua helada) se afiadié6 DIBAL-H (206 mL, 0,206 mol) gota a gota para
mantener la temperatura de reaccion entre —78 °C y —65 °C bajo nitrogeno. A
continuacion, la mezcla se calenté hasta temperatura ambiente y se agité durante 2 h.
La reaccién se neutralizé con agua (20 mL) y se afadié MgSQs anhidro (200 g), luego
se agito durante 1 h. La mezcla se filtr6 y la torta filtrante se calentdé con EtOAc (200 mL
x 2). El disolvente se concentroé para dar 10,4 g de Compuesto S. RMN de 'H (400
MHz, DMSO-d®): & 7,31 (s, 2 H), 6,69 (s, 1 H), 6,57 (d, J =16,0 Hz, 1 H), 6,44 (d, J
=16,0 Hz, 1 H), 4,98 (t, J =5,6 Hz, 1 H), 4,17 (t, J =4,4 Hz, 2 H), 2,28(d, J =14,8 Hz, 6
H). RMN de *C (100 MHz, CDCls): & 153,8, 153,6, 133,7, 131,3, 129,7, 126,7, 121,0,
119,3, 111,4, 104,4, 63,1, 20,5, 19,9. LCMS: MS cal.: 202,1; MS experimental: 185 [M—
OH]. Punto de fusion: 104,6 °C — 106,3 °C
Compuesto T: (E)-3—(5—metoxi—7—metilbenzofuran—2—-il)prop—2—en—1—ol
H3CO \
o/ \
CHj OH
Procedimiento en dos etapas similar como se describe para la sintesis de Compuesto S
usando el Compuesto D como el material de partida. RMN de 'H: (DMSO-ds, 400
MHz): & 6,85 (s, 'H), 6,67 (d, J = 10,4Hz, 2H), 6,56—6,43 (m, 2H), 4,96 (t, J = 5,2Hz, 'H),
4,14 (s, 2H), 3,73 (s, 3H), 2,38 (s, 3H). RMN de "*C: (DMSO-ds, 100 MHz): & 156,0,
155,3, 148,4, 133,4, 129,1, 121,5, 117,5, 114,1, 104,8, 101,3, 61,8, 55,8, 15,2. LCMS:
MS cal.: 218,09; MS experimental: 201,1 [M— OH + 1].
Compuesto U: (E)-3—(5,7-bis(metoxi—d3)benzofuran—2—il)prop—2—en—1-ol
D3CO
N
o/ \
0CD 3 OH

Procedimiento en dos etapas similar como se describe para la sintesis de Compuesto S
usando el Compuesto C como el material de partida. RMN de 'H: (DMSO-ds, 400
MHz): & 6,74 (s, 'H), 6,65 (s, 'H), 6,64-6,55 (m, 'H), 6,55-6,48 (m, 2H), 5,00 (s, 'H),
4,15 (d, J = 4Hz, 2H). RMN de *C: (DMSO-ds, 100 MHz): & 156,9, 155,3, 145,2, 138,7,
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133,6, 130,4, 117,3, 104,8, 97,6, 95,1, 61,2. LCMS: MS cal.: 240,13; MS experimental:
223,1 [M— OH], 241,1 [M + 1], 263,0 [M + Na]. Punto de fusioén: 86,5 °C — 87,0 °C
Compuesto V: (5,6,7-trimetoxibenzofuran—2—il)metanol

H3CO
H4CO 0 OH
OCH 5
Etapa A: Sintesis del Int V-1
Me()\_\/\\ 1). mCPBA, DCM MeO AN

ta,duranie la noche
/ » S "
M()()/‘ﬁ/ \(\HO )I KOH FIOH MeO \1/ “OH
OMe 50°C. 4h OMe

IntV1

A una solucién que contenia 150,0 g (0,77 mol) de 2,3,4—trimetoxibenzaldehido en 1000
mL de DCM se anadio 300,0 g (1,74 mol) de m—CPBA en cinco porciones (30 g cada
uno) a 0 °C — 10 °C (bafio de agua helada). Después de la adicion, la mezcla de
reaccion se calentd hasta temperatura ambiente y se agité durante la noche. La mezcla
de reaccion se filtré para remover el solido y el filirado se calenté con NaHCO3; acuoso
(400 mL x 3), agua (300 mL) y salmuera (300 mL). La capa organica se separd y se
secO sobre NaSO, anhidro y la mezcla se filtro. El filtrado se concentré para
proporcionar un aceite de color amarillo oscuro que se disolvié en EtOH (600 mL) y se
tratd con una solucién acuosa al 10% de KOH (500 mL) en una porcion. La mezcla se
agité a 50 °C durante 4 h. La mezcla luego se enfrid y se acidificd hasta pH = 1 con HCI
1 My se extrajo con DCM (500 mL x 3). Los extractos organicos combinados se lavaron
con agua (500 mL) y salmuera (500 mL), se secaron sobre Na,SO. anhidro y luego se
filtraron. El filtrado se concentré y se purificdé por cromatografia en gel de silice (altura
de columna: 50 cm, diametro: 20 cm, gel de silice de malla 100-200, éter de
petroleo/EtOAc = 30/1, 20/1, 15/1, 10/1) para dar el Int V=1 (79,0 g) en forma de aceite
amarillo. RMN de 'H: (CDCls, 400 MHz): 6 6,63 (d, J = 8 Hz, 'H), 6,55 (d, J = 8 Hz, 'H),
5,38 (brs, 'H), 3,96 (s, 3H), 3,90 (s, 3H), 3,81 (s, 3H).

Etapa B: Sintesis del Int V-2

RO HaCO .
1// J\ 1. HMTA, TFA, refujo - f)\/\\o
R —
2 )@ L
HiCO™ T OH 5 1HF, Ko, retuo H4CO OH
octts OCH
IntVvV-1 IntVv.2

Una mezcla de Int V-1 (74 g, 400 mmol), HMTA (67,6 g, 480 mmol) y TFA (500 mL) se

calentd a reflujo bajo N2 durante 20 h. La solucién se enfrié hasta temperatura ambiente
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y se concentrd al vacio. Tolueno (200 mL) se afadio al residuo y la solucién luego se
concentrd para remover cantidad de trazas de TFA. El aceite residual se traté con THF
(300 mL) y HCI 2 M (300 mL) y luego se calenté a reflujo durante 2 h. La solucién se
enfrio hasta temperatura ambiente y se extrajo con DCM (300 mL x 3). Las capas
organicas combinadas se lavaron con agua (300 mL) y salmuera (300 mL), se secaron
sobre Na;SO4 anhidro y luego se filtraron. El filtrado se concentré y se purificé por
cromatografia en gel de silice (altura de columna: 50 cm, diametro: 20 cm, gel de silice
de malla 100-200, éter de petroleo/EtOAc = 30/1, 20/1, 15/1, 10/1) para dar el Int V-2
(36,0 g) en forma de un sélido amarillo. RMN de 'H: (CDCl;, 400 MHz): & 10,96 (s, 'H),
9,75 (s, 'H), 6,75 (s, 'H), 4,03 (s, 3H), 3,92 (s, 3H), 3,84 (s, 3H).

Etapa C: Sintesis del Int V-3

H3CO
=0 rcHcoome 13O OCH 3
'
H4CO OH K2CO 3, DMF,  H5CO c 0
OCH 3 110°C, 6 h OCH 3
Int V-2 Int V-3

A una solucién de Int V-2 (36 g, 0,17 mol) en DMF anhidra (200 mL) se afiadiéo K.CO3
(46,9 g, 0,34 mol) y bromoacetato de metilo (28,4 g, 0,19 mol) a temperatura ambiente.
La solucidon resultante se calenté hasta 110 °C y se agitd durante 6 horas. La
suspension se enfrid y se filtrd a través de un taco de celite. La torta filtrante se calento
con EtOAc (500 mL) y el filtrado se concentr6. El aceite residual se purificé por
cromatografia en gel de silice (altura de columna: 30 cm, diametro: 10 cm, gel de silice
de malla 100-200, éter de petrdleo/EtOAc = 15/1, 10/1, 5/1) para dar el Int V=3 (14 g)
en forma de un solido blanco. RMN de 'H: (CDCls, 400 MHz): & 7,41 (s, 'H), 6,76 (s,
H), 4,20 (s, 3H), 3,93 (s, 3H), 3,90 (s, 3H), 3,87 (s, 3H).

Etapa D : Sintesis del Compuesto V

HiCO A~ OCH;  NaBH, H.CO //\‘[1\\ /OH
j\ /I\B \ TN l"~()/
H.CO \f 0 0 H.CO Y
OCHj, OCH,3
Int V-3 Compuesto V

A una solucién de compuesto Int V=3 (14 g, 52,63 mmol) en MeOH anhidro (100 mL) se
anadio NaBH,4 (10 g, 263,16 mmol) en diez porciones (1 g para cada porcion) a 0 — 10
°C (bafio de agua helada) y la mezcla resultante se agité a 30 °C durante 3 horas. La
suspension se filtro y el filtrado se concentrd para dar 10,6 g de Compuesto V en forma
de un sélido blanco. MP: 68,2 °C — 68,7°C. LCMS: MS cal.: 238,08, [M+H] * = 239,1.
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RMN de 'H: (CDCl3, 400 MHz): 5 6,74 (s, 'H), 6,60 (s, 'H), 4,77 (d, J = 6,3 Hz, 2H), 4,21
(s, 3H), 3,91(d, J = 5,3 Hz, 6H), 1,95(t, J = 6,4 Hz, 'H).
Compuesto W: (4,5,7-trimetoxibenzofuran—2—il)metanol

OCH 3

N
(0] OH
OCH 3

H3CO

Procedimiento en tres etapas similar como se describe para la sintesis de Compuesto V
usando 2,4,5-trimetoxibenzaldehido como el material de partida. LCMS: MS cal.:
238,08, [M+H] * = 239,1. RMN de 'H: (CDCls, 400 MHz): & 6,77 (s, 'H), 6,55 (s, 'H),
4,76 (d, J = 5,6 Hz, 2H), 4,01 (s, 3H), 3,94 (s, 3H), 3,92 (s, 3H), 2,13 (t, J = 6 Hz, 'H).
RMN de 3C: (CDCl3;, 100 MHz): 5 157,2, 146,8, 140,6, 139,7, 135,5, 123,2, 101,8, 96,7,
60,9, 57,9, 57,7, 56,8.

Compuesto X: (5,7—-dimetoxi—3—metilbenzofuran—2-il)metanol

CH;
H3CO
A\
0] OH
OCH 4
Etapa A: Sintesis del Int X—1
0 0
H3CO Me Br,, AcONa H3CO CH
b 3

OH AcOH OH
Br
Int X-1

2—Hidroxi—5—metoxiacetofenona (200 g, 1200 mmol) y NaOAc anhidro (104 g, 1264
mmol) se afadieron a 2000 mL de AcOH en una porcién a temperatura ambiente.
Bromo (199 g, 1,264 mol) en 300 mL de AcOH luego se afnadio a temperatura ambiente
gota a gota con un embudo de goteo durante 2 h manteniendo la temperatura de
reaccion interna entre 15 — 25 °C (bafo de agua). Una vez completa la adicion, la
mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 16 h, luego se vertié6 en agua helada
(p/p = 1/1, 8 L) y se agitdé durante 1 h. A continuacion, la mezcla se filiré y la torta
filtrante se calentd con agua (3 x 1 L), luego se seco al aire durante 2 dias para obtener
el Int X—=1 (210 g) en forma de un solido amarillo. RMN de 'H (400 MHz, CDCls): & 12,45
(s, 'H), 7,39 (d, J = 2,8 Hz, 'H), 7,20 (d, J = 2,4 Hz, 'H), 3,80 (s, 3H), 2,64 (s, 3H).

Etapa B: Sintesis del Int X-2
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\H_’
H,CO \ / ¢ Hs (,O\/\
CN
DMF, 80°C duranée la noche

Int X1 Int X-2

A una mezcla de Int X-1 (100 g, 0,408 mol) y 2—bromoacetonitrilo (73 g, 0,612 mol) en
DMF (1 L) se afadié K.COs3 (169 g, 1,224 mol) en una porcion a temperatura ambiente.
La mezcla luego se calenté hasta 80 °C bajo N2 y se agité durante la noche. La
suspension se enfrio hasta temperatura ambiente y se vertio en 2000 mL de
hielo/agua/salmuera (v/v/iv = 1/1/2) y la mezcla se extrajo con EtOAc (3 x 1000 mL). Los
extractos organicos combinados se lavaron con agua (3 x 1000 mL), luego salmuera (3
x 1000 mL) y se secaron sobre Na>SO4 anhidro. La mezcla se filtré y el filtrado se
concentro. El residuo se purificé por cromatografia en columna de gel de silice (altura
de columna: 60 cm, diametro: 20 cm, gel de silice de malla 100-200, éter de
petroleo/EtOAc = 5/1 a 3/1) para obtener el Int X-2 (38 g) en forma de un sdlido
amarillo. RMN de 'H (400 MHz, CDCls): & 7,22 (d, J = 2,0 Hz, 'H), 6,85 (d, J = 2,0 Hz,
H), 3,79 (s, 3H), 2,35 (s, 3H).
Etapa C: Sintesis del Int X-3

CHs CHa
HiCOL A A 1) K2CO;, MeCN/MeOH | O y, o
D gl N ta, duranée la noche N N\ /
—CN - —X
F 0 2) HCI. 80°C Z 0 OCH;
Br Br
Int X-2 Int X-3

A una solucion de Int X-2 (50 g, 188 mmol) en MeOH/MeCN (600 mL, v/v=1/1) se
anadio K.COs3 (182 g, 1316 mmol) en una porcion a temperatura ambiente. La mezcla
se agitd a temperatura ambiente durante la noche. La mezcla se filtré y el filtrado se
vertio en agua (800 mL) y se extrajo con EtOAc (3 x 400 mL). Los extractos organicos
combinados se lavaron con salmuera (3 x 500 mL) y se secaron sobre Na,SO4 anhidro.
La mezcla se filtro y el filtrado se concentrd. El residuo se redisolvio en HCI 1 M (500
mL) y MeOH (100 mL). La mezcla se calenté hasta 80 °C durante 2 h antes de enfriar y
filtrar la reaccion. Los solidos se lavaron con agua (800 mL x 3) y luego se secaron para
obtener el Int X-3 (34,3 g) en forma de un solido blanco. RMN de 'H (400 MHz, CDCls):
57,26 (d, J = 2,0 Hz, 'H), 6,95 (d, J = 2,4 Hz, 'H), 3,98 (s, 3H), 3,86 (s, 3H), 2,55 (s,
3H).

Etapa D: Sintesis del Int X—4
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CH3 CH3

H3CO 0 DIBAL H3CO
N\ 7 N
0 OCH 3 0 OH
Br Br
Int X-3 Int X-4

A una mezcla de Int X-3 (35 g, 117 mmol) en DCM anhidra (500 mL) se afiadié una
solucién de DIBAL-H (257 mL, 1 M en tolueno, 257 mmol) gota a gota durante 1 h a —
70 °C bajo N2 (bafo de hielo seco—acetona). La temperatura del sistema se elevo hasta
—65 °C durante la adicion y la mezcla se agité durante 2 h a —70 °C. La mezcla se
calenté hasta 0 °C y se neutralizé con agua (100 mL) y la mezcla se filtré. La fase
organica se separo y la fase acuosa se extrajo con DCM (2 x100 mL). La fase organica
combinada se calenté con salmuera saturada (2 x100 mL), se secd sobre Na>SO4
anhidro y luego se filtr6. El filtrado se concentré al vacio y el residuo se purificd por
cromatografia en gel de silice (altura de columna: 30 cm, diametro: 15 cm, gel de silice
de malla 100-200, éter de petréleo/EtOAc = 10/1 a 3/1) para obtener el Int X-4 (9,8 g)
en forma de un sdélido amarillo. RMN de 'H (400 MHz, CDCls): & 7,08 (d, J = 2,4 Hz, 'H),
6,88 (d, J = 2,0 Hz, 'H), 4,76 (s, 2H), 3,85 (s, 3H), 2,23 (s, 3H).

Etapa E: Sintesis del Compuesto X

CHy CHs
HsCO [ HaCO_
U CuBr, NaOMe J A\
k/ "0 OH = ~0  OH
l/\ ' ‘ MeOH, DMF, 80°C ] ’
Br OMe
Int X-4 Compuesto X

A una mezcla de Int X—4 (19,5 g, 71,9 mmol), NaOMe (212 mL, 25% p/v en MeOH) y
DMF anhidra (2,2 g, 29,6 mmol) se afadié CuBr (3,0 g, 21,2 mmol) a temperatura
ambiente bajo nitrégeno. La mezcla de reaccion se calentd hasta 80 °C—90 °C durante 3
h. La mezcla de reaccion se enfrié hasta 0 °C antes de afadir H.O (500 mL). La mezcla
se extrajo con DCM (2 x300 mL) y los extractos organicos combinados se secaron
sobre Na;SO,4 anhidro y se filtraron. El filtrado se concentré al vacio con evaporador
rotativo y el residuo se purificd por cromatografia en gel de silice (altura de columna: 30
cm, diametro: 10 cm, gel de silice de malla 100-200, éter de petroleo/EtOAc = 10/1 a
3/1) para obtener el Compuesto X (8,4 g) en forma de un solido amarillo. RMN de 'H
(400 MHz, CDCls): d 6,52 (s, 'H), 6,47 (s, 'H), 4,75 (s, 2H), 3,98 (s, 2H), 3,87 (s, 3H),
2,24 (s, 3H), 1,91 (s, 'H). RMN de *C: (CDCl;, 100 MHz): 5 156,5, 152,1, 145,3, 138,5,
113,4, 97,1, 93,1, 55,9, 55,8, 55,7, 8,0. LCMS: MS cal.: 222,24; MS experimental: 205,1
[M—OH]*. Punto de fusién: 71,9 °C - 73,8 °C.

Compuesto Y: 1—(5,7—dimetoxibenzofuran—2—il)etan—1—ol
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H3CO CH
3 N 3

0 OH
OCH 3

Etapa A: Sintesis del Int Y-1

H,CO N +C
2 T\ N IBX H,CO N -
- \ > /
Z =0 OH i ~0
ACN, 80°C, 16 hr

OCH, OCH,

Compueso B Inty1

Una solucion de Compuesto B (10,0 g, 48,03 mmol) e IBX (26,9 g, 96,06 mmol) se
disolvid6 en 150 mL de acetonitrilo y se agité a 80 °C bajo una manta de nitrégeno
durante 4 h. La suspension se enfrio y se filtro y la torta filtrante se calentd con 100 mL
de EtOAc. El filtrado se concentré para dar 9,8 g de Int Y-1 en forma de un sélido
amarillo.

Etapa B: Sintesis del Compuesto Y

HaCO
® = i H;CO i H
\‘\>>CHO MelgBr S \\} 0
O e Z~0  CH,

OCH; THF, 0°C, 0.2 hr OCH,

IntY-1 Compuesio Y

Una solucién que contenia 3,0 g (14,5 mmol) en 50 mL de THF a 0 °C se afadi6
MeMgBr (7,3 mL, 21,9 mmol, 3M en éter) gota a gota a 0 °C. La mezcla de reaccion se
agitdé durante 10 minutos antes de neutralizarla con una solucién saturada de NH4ClI (20
mL). La capa organica resultante se extrajo con EtOAc (100 mL x 2) y los extractos
organicos combinados se secaron sobre Na;SOQs, se filtraron y se concentraron para dar
3,2 g de Compuesto Y en forma de un aceite marrén. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &
6,50 (s, 'H), 6,47 (s, 'H), 6,35 (s, 'H), 4,93 (dd, J = 6,0, 12,8 Hz, 'H), 3,89 (s, 3H), 3,75
(s, 3H), 1,55 (d, J = 6,0, 12,8 Hz, 3H).

Compuesto Z: (5,7—-dimetoxibenzo[b]tiofen—2—il)metanol

H3CO

Wi

OH
OCH 3

Etapa A: Sintesis del Int Z—1
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Br \/\AO

| N Nne2 |

Z 0
Y OH ' NaH. THF, 0~ \

Br " $7  NMe.

IntZA1

A una solucién a 0 °C que contenia 3,5-dibromo—2-hidroxibenzaldehido (12 g, 42,8
mmol) en THF (100 mL) se afadid6 NaH (1,9 g, 47,6 mmol) en cinco porciones. La
reaccion se agitd durante 1 h de 0 °C a 20 °C, luego se reenfrid y se tratdé con una
solucion de cloruro de dimetiltiocarbamoilo (6,52 g, 52,7 mmol) en THF (20 mL). Una
vez completa la reaccioén, una solucion de NH4Cl acuoso saturado (100 mL) se afadié y
la mezcla resultante se extrajo con EtOAc (100 mL x 2). Los extractos organicos se
secaron sobre Na>SO4 anhidro, se filtraron y se concentraron. El residuo se purificd por
cromatografia en columna (éter de petréleo : EtOAc = 50:1 ~ 20:1) para obtener 9,0 g
de Int Z-1 en forma de un sélido amarillo. RMN de 'H: (400 MHz, CDCls) 8 9,87 (s, 'H),
7,91 (t, J = 8,0 Hz, 2H), 3,40 (s, 6H).

Etapa B: Sintesis del Int Z-2

Br Br SN
S0 150°C, 15 hr 0
) 3
0 S
B Br
' S)\NMez OA\NMGZ
Int Z-1 Int Z-2

El Compuesto Int Z—1 (5,0 g, 13,6 mmol) en un recipiente de base redonda de 100 mL
se agitd a 150 °C durante 3 hr, luego se enfrid y se purificé por cromatografia en
columna (éter de petréleo: EtOAc = 5:1) para obtener 3 g de Int Z-2 en forma de un
s6lido amarillo. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & 10,18 (s, 'H), 8,00 (t, J = 10,0 Hz, 2H),
3,14 (s, 3H), 2,97 (s, 3H).

Etapa C: Sintesis del Int Z-3

Br
x Br
O NaOH, H,0 o0
n e
| j’\ MeOH, ta, 2 h SH
" 07 “NMe, Br

0
Intz-2 IntZ-3

Una solucion que contenia 3 g (8,17 mmol) de Int Z-2 en MeOH (50 mL) se afadio
NaOH (1,8 g, 45 mmol) en H20 (50 mL). La reaccién se agité a temperatura ambiente
durante 2 h. La reaccion se neutralizé por adicion de 10% de acido citrico (50 mL) y se

extrajo con EtOAc (50 mL x 2). Los extractos organicos se secaron sobre Na>;SO4
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anhidro, se filtr6 y se concentré para proporcionar el Int Z-3 (2 g, crudo) en forma de
aceite amarillo que se us6 en la siguiente etapa sin ulterior purificacion.
Etapa D : Sintesis del Int Z—4

Br Br 0
=0 Br~” CO 5kt A
-
SH S o—/
KCO 3, DMF |
100°C, 12 h r
Int Z-3 Int Z-4

Br

Una soluciéon que contenia 2 g (6,76 mmol) de Int Z-3 en DMF (80 mL) se afadié
bromoacetato de etilo (1,13 g, 6,76 mmol) y K.COs (2,8 g, 20,3 mmol). La mezcla
resultante se calentd hasta 100 °C y se agitdé durante 12 h. La reaccion luego se enfrio y
se traté con 100 mL de agua, luego se extrajo con 2 x 100 mL de EtOAc. Los extractos
organicos se secaron y se concentraron para obtener un residuo que se purificd por
cromatografia en columna (éter de petréleo: EtOAc = 100:1) para proporcionar el Int Z—
4 (2,0 g) en forma de un solido blanco. RMN de 'H (400 MHz CDClz) 8 7,98 (s, 'H), 7,90
(d, J=2,0 Hz, 'H), 7,66 (d, J = 2,0 Hz, 'H), 4,36—4,34 (m, 2H), 1,37-1,33 (m, 3H).

Etapa E: Sintesis del Int Z-5

Br i Br
A —_ LiAIH 4 . Y

S THF,0°C
Br Br

w

OH

int -4 LSS

A una suspension que contenia LiAlHs (0,42 g, 11 mmol) en THF (80 mL) en un
recipiente de base redonda de 250 mL a 0 °C se afadi6 una solucion de Int Z—4 (2 g,
5,5 mmol) en THF (20 mL) gota a gota a 0 °C. La mezcla de reaccién se agité a 0 °C
durante 1 h, luego se neutralizé lentamente con H,O (0,45 mL), luego NaOH (15%, 0,45
mL) y H20 (1,3 mL). El MgSOs4 sdlido se afiadidé y la mezcla se filtrd. El filtrado se
concentro para obtener el Int Z-5 (1,4 g) en forma de un solido blanco.

Etapa F: Sintesis del Int Z—6

Br H3CO
AN NaOMe, CuBr

S OH > S OH

DMF, 80°C, 12 h
Br OCH 3

IntZ-5 IntZ-6

Una solucion que contenia Int Z-5 (1,4 g, 4,35 mmol) en NaOMe/MeOH (40 mL) se
anadio DMF (0,13 g, 1,74 mmol) y CuBr (0,19 g, 1,31 mmol). La mezcla resultante se
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agitd durante 12 h a 100 °C luego se enfrié y se traté con 50 mL de agua. La mezcla se
extrajo con 50 mL de DCM, luego se secé sobre Na;SO4 anhidro. La mezcla se filtré y
se concentré para dar un residuo que se purificé por cromatografia en columna (éter de
petroleo/EtOAc = 20:1) para proporcionar 1,1 g de Compuesto Z en forma de un sdlido
blanco. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) & 7,11 (s, 'H), 6,73 (d, J = 2,0 Hz, 'H), 6,36 (d, J
= 2,0 Hz, 'H), 4,83 (t, J = 4,8 Hz, "H), 3,87 (s, 3H), 3,79 (s, 3H).

EJEMPLOS
Ejemplo 1:
Preparacion de sal de ((2R,3R,5R)-5—(4—((((5,7—dimetoxibenzofuran—2—
il)metoxi)carbonil)-amino)—2—oxopirimidin—1(2H)—il})—4,4—difluoro—3—
hidroxitetrahidrofuran—2—il)metil hidrégeno fosfato trietilamonio (Compuesto 1)
H3CO

YN\H o 1 OCH 5
0 0 NJ??’ N

Etapa A: Sintesis del Int 1—1

. . . i HiC
H;(.o\(\ A\ cloroformiato de 4-nirofenilo \Cj
7\
l/)\o OH o 0—‘<
TEA, THF, t3,12h
OCH; Q—no

Compuesto B Int1-1

A una solucion agitada de compuesto B (60 g, 0,29 mol) y TEA (31 g, 0,30 mol) en THF
anhidro (500 mL) (bafio de agua helada) se afadié cloroformiato de 4—nitrofenilo (60 g,
0,30 mol) en THF anhidro (300 mL) gota a gota a 0 °C. La mezcla de reaccion luego se
agité a 20 °C durante 12 h antes de evaporar el disolvente. El residuo crudo se calento
con MTBE (150 mL x 3) y luego se filtr6. El filtrado se descarto y la torta filtrante se
disolvié en EtOAc (2000 mL) y agua (1000 mL). La fase organica se separd y se lavo
con agua (1000 mL x 2), luego salmuera (500 mL), luego se secod sobre NaSO.
anhidro. El filtrado se concentré para obtener 85 g de Int 1-1. Rs (PE: EtOAc = 3: 1) =
0,5. RMN de 'H (400 MHz) CDCls & 8,30 (d, J =9,2 Hz, 2 H), 7,40 (d, J =9,2 Hz, 2 H),
6,84 (s, 'H), 6,62 (s, 1 H), 6,51 (s, 1 H), 5,38 (s, 2 H), 4,00 (s, 3 H), 3,84 (s, 3 H).

Etapa B: Sintesis del Int 1-2
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HO F izh ~ )—
\ /
Int1-2

A una solucion de clorhidrato de gemcitabina (140 g, 460 mmol) en piridina (2000 mL)
(bafio de agua helada) se afadié TIPDSCI (176 g, 560 mmol) gota a gota a 0 °C bajo
N2. La mezcla de reaccién se agité a 20 °C durante 12 h. La piridina se retir6 al vacio y
el residuo se disolvié con EtOAc (1500 mL) y se lavd con agua (800 mL x 3). La capa
organica se separd y se seco sobre Na>SO4 anhidro y se filtrd. El filtrado se concentro
para dar 250 g de compuesto 1-2 en forma de un sodlido blanco, que se usé
directamente a la siguiente etapa. RMN de 'H (400 MHz) DMSO-d® & 7,49 (d, J =7,6
Hz, 1 H), 7,41-7,44 (m, 2 H), 6,11 (s, 'H), 5,78-5,80 (m, 1 H), 4,37 (s, 1 H), 4,12-4,20
(d, J=10,4 Hz, 1 H), 4,00-3,89 (m, 2 H), 1,05-0,73 (m, 28 H).

Etapa C: Sintesis del Int i3

()

o YN\ NH;
p'\qn e H;CO
Si 0
\ R F YN H
Ouwe .G NN 0
G0 ¢ 0 0
l O/KZ‘NJ )a N

H3CO 12

0 - e O
OCH 5 o—<j>—~o2 THF, 100°C, 12 hr \( )—

Int 1-1

Int 1-3

A una suspension agitada de compuesto Int 1-1 (85 g, 0,224 mol) en THF (800 mL) se
anadio compuesto 1-2 (116 g, 0,23 mol) en una porcion bajo nitrégeno. La solucion
resultante se calent6 a reflujo a 100 °C durante 12 h. La mezcla se enfrid y el disolvente
se evaporo6 para dar un residuo que se disolvié en EtOAc (500 mL) y se lavé con agua
(200 mL x 3). La fase organica se separo y se seco sobre Na>SO4 anhidro y se filtro. El
filtrado se concentrd a presion reducida para obtener el producto crudo que se purificd
por cromatografia flash para dar 90 g de compuesto Int 1-3 en forma de espuma. R¢
(éter de petréleo : EtOAc=1:1)=0,4.

Etapa D: Sintesis del Int 1-4

H:CO
\
NN M = HiCO
0 } r—"}f o O—¢ } ° :
N A N/ TCCH,  NHF MeOH ) _ i 0 /=
‘\ -Z =4 N - Ho~ 5% L | Jeocn
by T ta, durante la noche DS A Yy

"~
\

by

~

/ *\I/I\

~N4
s
- 4
3

Int1-3 Int14

El Compuesto Int 1-3 (90 g, 0,12 mol) se disolvi6 en MeOH (1000 mL) y se traté con
NH4F (22,5 g, 2,46 mol) en una Unica porcién. La solucién resultante se agité a 20 °C

durante 12 h antes de evaporar el disolvente para dar un residuo. El residuo se disolvio
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en EtOAc (1000 mL) y se lavé con agua (500 mL x 3), luego se secod sobre Na>SO.
anhidro y se concentré para dar un residuo. El residuo se cubrié con MeOH de grado
HPLC (1000 mL), luego se filtré. La torta filtrante se calenté con MeOH de grado HPLC
(200 mL x 2). La torta filtrante luego se cubriéo con MeOH de grado HPLC (1500 mL) y
se calenté a 80 °C para producir una solucién. La solucion se enfrid hasta temperatura
ambiente durante 12 h para efectuar la precipitacion. El precipitado se filtr6 y se lavo
con MeOH de grado HPLC (150 mL x 3) y los solidos se secaron a 45 °C durante 6 dias
para dar 35 g de Int 1-4 en forma de un sdlido blanco. Rs (DCM/MeOH = 15/1) = 0,3.
HPLC: t = 2,40 min; pureza: 99,71%. RMN de 'H (400 MHz) DMSO-d®3 11,03 (s, 1 H),
8,24 (d, J =7,6 Hz, 1 H), 7,10 (d, J =7,2 Hz, 'H), 6,95 (s, 1 H), 6,72 (s, 1 H), 6,56 (s, 1
H), 6,31 (d, J =2,0 Hz, 1 H), 6,18-6,14 (m, 1 H), 5,30 (s, 3 H), 4,21-3,90 (m, 1 H), 3,82
(s, 4 H), 3,77 (m, 4 H), 3,69-3,64 (m, 1 H). MS cal.: 497,1, [M—44]* = 454 2.

Etapa E: Sintesis del Compuesto 1

‘F"' - B ¢ ¢ .'r-l"' oA F-ock
PN 4 I S .
.'>—J: C > 4
we LT : :
NH
Conjugado | Compuesto 1

A un recipiente de base redonda de 100 mL seco que contenia el Int 1—4 (2,0 g, 4,0
mmol) se afiadio trimetilfosfato (10 ml). La suspension se agité bajo nitrégeno a
temperatura ambiente hasta formar una solucién homogénea. La mezcla de reaccion
resultante luego se enfrié hasta —10 °C en un bafio de agua helada-sal y se agito
durante 10 minutos. Oxicloruro de fosforo (2,8 g, 18 mmol) se anadié gota a gota
durante un periodo de 10 minutos. Tras completar la adicién, la mezcla de reaccién se
agitdé a —10 °C durante 3 horas mas. La mezcla de reaccion luego se tratdé con agua
desionizada (200 mL) gota a gota a 0 °C. Durante la adicion, se formo un sélido amarillo
que luego se filtré y se lavd con agua (10 mLx3). El solido amarillo se disolvio en
acetonitrilo/agua (20 mL, 1/1) y se ajusté a pH = 8 con EtOAc. La mezcla se purificé por
HPLC preparativa para dar 1,0 g de Compuesto 1 en forma de un sélido blanco. HPLC
pureza: 99,83 %. RMN de 'H (400 MHz) DMSO-d® & 11,03 (br. s., 'H), 8,32 (d, J = 7,5
Hz, 'H), 7,11 (d, J = 7,5 Hz, "H), 6,96 (s, 'H), 6,72 (s, 'H), 6,56 (d, J = 1,5 Hz, 'H), 6,16
(t, J = 6,9 Hz, 'H), 5,30 (s, 2H), 4,31 — 4,22 (m, "H), 4,08 (s., 'H), 3,99 (d, J = 6,3 Hz,
2H), 3,90 (s, 3H), 3,77 (s, 3H), 2,97 (d, J = 6,5 Hz, 6H), 1,16 (t, J = 7,2 Hz, 9H). RMN de
31p: (160 MHz) DMSO-d® 5 0,27.

Ejemplo 2

Preparacion de ((2R,3R,5R)-5-(4—((((5,7—dimetoxibenzofuran—2—il)metoxi)—
carbonil)amino)—2—oxopirimidin—1(2H)—il)—4,4—difluoro—3-hidroxitetrahidrofuran—2—il)—
metilfosfato disédico (Compuesto 2)
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Etapa A: Preparacion de Compuesto 2

H3CO H3CO
0 H 0 H
N 0 N 0
o o LN s o N},/O\/@ocm
o — N
3PO i 0 Na203PO . o
EENHY o ] HO' f

Compuesto 1 (0,100 g, 0,1 mmoles, 1,0 equivalente) se disolvié en agua desionizada
(10 mL) y se afadié a resina de intercambio i6nica en forma de sodio Bio—Rex 70 (5,0
g) que previamente se hinchd con agua desionizada (10 mL). La mezcla se diluyé con
agua desionizada (20 mL) y se agit6 a temperatura ambiente durante 1 hora. HPLC y
LC_MS indicaron un tiempo de retencion completamente diferente del material de
partida. El material se filtr6 a través de una frita sinterizada. La solucién transparente
resultante se liofilizé hasta sequedad para obtener el Compuesto 2 en forma de un
polvo blanco. RMN de 'H (300 MHz, D-0O): & 8,16 (d, J = 7,5 Hz, 'H), 7,02 (d, J = 7,8
Hz, 'H), 6,72 (s, 'H), 6,56 (d, J = 1,8 Hz, 'H), 6,35 (d, J = 2,1 Hz, 'H), 6,06 (t, J = 6,8 Hz,
'H), 5,17 — 5,08 (m, 2H), 4,40 — 4,28 (m, 'H), 4,06 — 4,00 (m, 2H), 3,95 — 3,86 (m, 'H),
3,78 (s, 3H), 3,65 (s, 3H). RMN de *'P (120 MHz, D;0): 5 4,90

Ejemplo 3

Preparacion de ((2R,3R,5R)-5—(4—((((5,7—bis(metoxi—d3)benzofuran—2—il)—
metoxi)carbonil)amino)—2—oxopirimidin—1(2H)—il)-4,4—difluoro—3-hidroxi—

tetrahidrofuran—2—il)metil hidrégeno—fosfato de trietilamonio (Compuesto 3)

D;CO
0 H
N 0
0 0 Tj" 0 0CD 5
[ N 7[/ .
Po = 4
(o} S
EtsNH*

Etapa A: Sintesis del Int 3—1

D,CC A\ cloroformiato de D;CC N
\© \/_\ 4-nitrofenio \C[ \/—\ o]
—C OH - - ~C C <
ocD, TEA, THF, 13, 2h oco, -Z)—@HC);

Compuesto ¢ Int 31

A una solucion agitada de Compuesto C (17 g, 79 mmol) en THF (100 mL) se afiadio
EtOAc (8,2 g, 83 mmol) gota a gota a 0 °C (bafio de agua helada) durante 5 min
después la solucion de cloroformiato de 4—nitrofenilo (17,1 g, 85 mmol) en porciones en
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THF (50 mL). La solucion resultante se agité a temperatura ambiente durante 2 h. El
disolvente luego se evaporo y el residuo crudo se agité con MTBE (100 mL x 3), luego
se filtré. La torta filtrante se disolvié en EtOAc (150 mL) y se lavé con agua (50 mL x 2).
La capa organica se separd, se secod sobre anhidro Na:SO4 y se filtrd. El filtrado se
concentro para dar el Int 3-9 (19 g) en forma de un solido blanco. LCMS: 380,2 [M+H]*.
RMN de 'H: (CDCls, 400 MHz): 8,27 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 7,38 (d, J = 8,8 Hz, 2H),, 6,83
(s, 'H), 6,60 (d, J = 2,0 Hz, 'H), 6,49 (s, J = 2,0 Hz,'H), 5,37 (s, 2H).

Etapa B: Sintesis del Int 3-2

durante la noche
Int 1-2 Int 3-2

| Oy ¢ s Si
\/.)_ refujo - / )_

A una solucién agitada de Int 1-2 (14 g, 28 mmol) en THF (50 mL) se afiadi6 Int 3-9 (11
g, 28 mmol) y la solucién resultante se calento a reflujo durante la noche. La mezcla se
enfrid hasta temperatura ambiente y el disolvente se removié para dar un residuo. El
residuo se purificd por cromatografia flash (altura de columna: 30 cm, diametro: 10 cm,
gel de silice de malla 100-200, éter de petroleo/EtOAc=10/1, 5/1, 4/1) para dar el Int 3—
10 (13 g) en forma de un sélido blanco. LCMS: 702,4 [M—CsHs]*. RMN de 'H (400 MHz,
CDCls): 6 8,02 (d, J=8,0, 1 H), 7,32 (d, J=8,4, 1 H) 6,81 (s, 1 H), 6,63 (d, J=2,0 Hz, 1
H), 6,47 (d, J =2,0 Hz, 1 H), 6,17-6,14 (t, J =12,4 Hz, 'H), 5,33-5,25 (m, 2 H), 4,43-4,37
(m, 2 H), 4,25-4,21 (m, 1 H), 4,10-3,91 (m, 2 H), 1,11-1,03 (m, 28 H).

Etapa C: Sintesis del Int 3-3

nt3.2 Int 33

El compuesto Int 3-2 (13 g, 17,4 mmol) se disolvié en MeOH (50 mL). A esta solucion,
se anadié NH4F (2,9 g, 78,4 mmol) en una porcion y la solucion resultante se agit6é a
temperatura ambiente durante la noche. El disolvente se evapord para dar un residuo
que se disolvié en EtOAc (100 mL), luego se lavo con agua (50 mL x 3). Los extractos
organicos se combinaron y se secaron sobre Na,SO. anhidro, luego se concentraron
para dar un residuo. El residuo se agité con MeOH de grado HPLC (200 mL), luego se
filtrd. La torta filtrante se calenté dos veces con 500 mL de MeOH de grado HPLC (la
HPLC mostré que la pureza de la torta filtrante era de ~99%). La torta filtrante se
disolvi6 en MeOH de grado HPLC (200 mL) y se calenté hasta 80 °C. El calor se

removidé y la solucion resultante se dejé reposar a temperatura ambiente durante la
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noche. El solido resultante se filtré y se lavdo con MeOH de grado HPLC (50 mL x 3). El
producto sélido se calent6 a 45 °C al vacio durante 6 dias, para dar el Int 3-3 (5,7 g) en
forma de un sdlido blanco. LCMS: 460 [M—CO_]*. RMN de 'H: (DMSO-d®, 400 MHz): &
= 10,01 (s, 'H), 8,24 (d, J = 8,0 Hz, 'H), 7,10 (d, J = 7,6 Hz, 'H), 6,94 (s, 'H), 6,71 (s,
H), 6,55 (d, J = 2,0 Hz, 'H), 6,32-6,30 (m, 'H), 6,18-6,14 (m, 'H), 5,29 (s, 3H), 4,22—
4,16 (m, 'H), 3,89-3,87 (m, 'H), 3,78-3,65 (m, 2H). RMN de '*C: (DMSO-d®, 100 MHz):
o: 163,7, 157,0, 154,4, 153,1, 152,5, 145,5, 144,9, 139,4, 129,2, 125,9, 123,4, 120,8,
108,5, 98,0, 95,3, 81,4, 69,0, 68,8, 68,6, 59,7, 59,2. MP: 137,8 °C — 142,4 °C.

Etapa D: Sintesis del Compuesto 3

~O

),CO

0 v

» H . '
NN /== & '

N - ) - N
— -/

*0'\(:\#"' e A/~ o \/“ NS

A—fz - ¢ Et;NH* Ry s
HO HS d

Int3.3 Compuesto 3

Un recipiente de base redonda de 100 mL seco se cargo con el Int 3-3 (0,223 g, 0,4
mmol, 1,0 equivalente) y trimetilfosfato (0,918 ml). Esta mezcla se sonicé para dar una
solucion homogénea que luego se enfrié en un bafo de agua helada y se agitdé durante
10 minutos. Oxicloruro de fosforo (49 ul, 0,5 mmoles, 1,2 equivalentes) se afiadié gota a
gota durante un periodo de 3 min. La mezcla de reaccion agitada se dejo calentar hasta
temperatura ambiente y se agité durante 2 horas. Oxicloruro de fésforo adicional (13 ul)
se afadié y se agité durante una hora. La reacciéon se neutralizé con tampén 2 M de
TEAHC (hidrégeno—carbonato de trietilamonio) hasta pH = 8 y se guardd en la heladera
durante la heladera. La mezcla luego se extrajo con diclorometano (50 ml). La capa
acuosa se purificé por fase inversa preparativa—HPLC (Gemini—-NX, 10u C+8 110A AXD
100 x 21,20 mm; 0 — 50% de CH3CN/50 mM de TEAHC acuoso durante 9 min, se
mantuvo al 50% de CHsCN/50 mM de TEAHC acuoso durante 10 min, habia
aproximadamente 6 mL del producto crudo, la cantidad de inyeccion era de 0,4 mL, el
producto se eluyé a ~5,5 min). Las fracciones recolectadas se liofilizaron para dar 140
mg de compuesto 3 en forma de un sélido blanco. RMN de 'H (D20, 300MHz): & 8,2
ppm (d, 'H, J = 7,5 Hz), 7,05 (d, 'H, J = 7,5 Hz), 6,79 (s, 'H), 6,65 (d, 'H, 2,4 Hz), 6,455
(d, 'H, J = 2,4 Hz), 6,131 (m, 'H), 5,195 (s, 2H), 4,5-4,3 (m, 'H), 4,15-4,0 (m, 2H), 4,0—
3,9 (m, 'H), 3,0 (q, 12H, J = 7,2 Hz, EtsNH"), 1,141 (t, 18H, J = 7,2 Hz, Et;NH*). RMN de
P (D20, 121 MHz): 8 4,975. LC-MS: 606,0 [M+Na]*, 581,6 [M—1].

Los siguientes compuestos 4—6 se pueden preparar usando un procedimiento similar al
descrito en el Ejemplo 3:

Compuesto 4: ((2R,3R,5R)-5—(4—((((5,7—dibromobenzofuran—2—il)metoxi)carbonil)—
amino)—2—oxopirimidin—1(2H)-il)-4,4—difluoro—3-hidroxitetra—hidrofuran—2—

il)metilhidrogeno—fosfato de trietilamonio
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RMN de 'H (300 MHz, D,0): 6 7,94 (d, J = 7,2 Hz, 'H), 7,09 (s, 'H), 6,98 (s, 'H), 6,94 (d,
J =7,2 Hz, 'H), 6,54 (s, 'H), 6,01 (t, J = 7,2 Hz, 'H), 5,11 — 5,00 (m, 2H), 4,30 — 4,19 (m,
H), 4,09 — 4,02 (m, 3H), 3,00 (q, J = 7,2 Hz, 6H), 1,08 (t, J = 7,2 Hz, 9H). RMN de 3'P
(121 MHz, D20O): 6 1,92. LC-MS: 1350,4 [2M+1]+, 675,7, 677,6, 678,7 [M+1]*
Compuesto 5: ((2R,3R,5R)—4,4—difluoro—3—hidroxi—5—(4—((((5—metoxi—7—
metilbenzofuran—2—il)metoxi)carbonil)amino)—2—oxopirimidin—1(2H)—il)tetrahidrofuran—

2—il)metilhidrogeno—fosfato de trietilamonio

EtsNH*
RMN de 'H (300 MHz, D-0): 6 7,94 (d, J = 7,5 Hz, 'H), 6,77 (d, J = 7,5 Hz, 'H), 6,60 (d,
J = 2,1 Hz, 'H), 6,56 (s, 'H), 6,40 (s, 'H), 5,96 (t, J = 7,0 Hz, 'H), 5,02 — 4,91 (m, 2H),
4,33 — 4,21 (m, 'H), 4,01 — 3,97 (m, 2H), 3,92 — 3,86 (m, 'H), 3,54 (s, 3H), 2,87 (q, J =
7,3 Hz, 12H), 2,12 (s, 3H), 1,02 (t, J = 7,3 Hz, 18H). RMN de *'P (121 MHz, D.0): &
4,88.
Compuesto 6: ((2R,3R,5R)-5—(4—((((5,7—dimetilbenzofuran—2—
il)metoxi)carbonil)amino)—-2—oxopirimidin—1(2H)—il)-4,4—difluoro—3—hidroxitetra—
hidrofuran—2—il)metilhidrogeno—fosfato de trietilamonio

HsC

) ) N VO\@\
0 YA o CH
HO’YT\O/\CZFNJ gf ) 3
O; HOC F
Et3NH
RMN de 'H (300 MHz, D,0): & 8,04 (d, J = 7,5 Hz, 'H), 6,99 — 6,89 (m, 3H), 6,56 (s, 'H),
6,00 (t, J = 6,9 Hz, 'H), 5,11 — 5,00 (m, 2H), 4,35 — 4,24 (m, 'H), 4,04 — 3,88 (m, 3H),
2,95 (q, J = 7,2 Hz, 12H), 1,98 (s, 3H), 1,96 (s, 3H), 1,07 (t, J = 7,2 Hz, 18H). RMN de
3P (121 MHz, D20): 5 4,90. LC-MS: 543,6 [M—H]".
Ejemplo 4
Preparacion de ((2R,3R,5R)-5—(4—((((4—((5,7—dimetoxibenzofuran—2—
il)metoxi)bencil)oxi)carbonil)amino)—2—oxopirimidin—1(2H )il -4 ,4—difluoro—3—
hidroxitetrahidrofuran—2—il)metilfosfato de di(trietilamonio) (Compuesto 7)
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Etapa A: Preparacién del Compuesto 7

R=H: IntN-3

Compuesto N i
R = PO;2- 2(Et,NH): Compuesio 7

El Int N se convirtié en el Int N-3 usando el procedimiento en 3 etapas descrito en el
Ejemplo 1. Un recipiente de base redonda de 100 mL seco se cargd con el Int N-3
(0,220 g, 0,4 mmol) y trimetilfosfato (0,906 ml). Esta mezcla se sonicé para dar una
solucién homogénea tras lo cual se enfrié en un bafio de agua helada y se agité durante
10 minutos. Oxicloruro de fosforo (40 uL, 0,4 mmol) se afiadié gota a gota durante 3
minutos. Tras completar la adicion la mezcla de reaccidén, se dejo calentar hasta
temperatura ambiente y se agité durante 2 h. Oxicloruro de fésforo adicional (13 ul) se
anadio y la mezcla de reaccion se agitd durante una hora. La reaccion se neutralizé con
tampon 2 M de TEAHC hasta pH = 8 y se agité durante la noche a temperatura
ambiente. La mezcla luego se extrajo con diclorometano. La capa acuosa (inicialmente
una emulsion, que se clarificé después de reposar durante la noche) se purificé en
HPLC preparativa de fase inversa (Gemini—NX, 10u C+8 110A AXD 100 x 21,20 mm; 0
— 45% de CH3CN/50 mM de TEAHC acuoso durante 16 minutos, se mantuvo a 45% de
CH3CN/50 mM de TEAHC acuoso durante 2 minutos, el producto se eluyé a 12
minutos). Se recolectaron fracciones apropiadas, se combinaron y se liofilizaron para
obtener el Compuesto 7 en forma de un polvo blanco (87 mg). RMN de 'H (300 MHz,
D.0): 6 7,83 (d, J = 7,8 Hz, 'H), 7,08 (d, J = 7,5 Hz, 'H), 6,69 — 6,63 (m, 3H), 6,10 (s,
H), 5,97 (t, J = 7,3 Hz, 'H), 5,85 (s, 'H), 5,50 (s, 'H), 4,82 (s, 2H), 4,75 (s, 2H), 4,31 —
4,20 (m, 'H), 4,04 — 3,89 (m, 3H), 3,51 (s, 3H), 3,28 (s, 3H), 2,85 (q, J = 7,3 Hz, 12H),
1,04 (t, J = 7,3 Hz, 18H). RMN de *'P (121 MHz, D,0): & 4,95. LCMS: 639,9 [M — 44 +
HI*

El siguiente compuesto se pudo preparar usando un procedimiento similar al descrito en
el Ejemplo 4:

Compuesto 8: ((2R,3R,5R)-5—(4—((((4—((5—metoxi—7—metilbenzofuran—2—
il)metoxi)bencil)oxi)carbonil)amino)—2—oxopirimidin—1(2H)—il)—4,4—difluoro—3—

hidroxitetrahidrofuran—2—il)metilfosfato de di(trietilamonio)
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Rendimiento: 55%. RMN de 'H (300 MHz, D,0O): & 7,86 (d, J = 7,8 Hz, 'H), 6,92 (d, J =
7,8 Hz, 2H), 6,79 (d, J = 7,8 Hz, 'H), 6,48 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 6,20 — 6,11 (m, 3H), 5,99
(t, J = 7,3 Hz, 'H), 4,71 (s, 2H), 4,48 (s, 2H), 4,29 — 4,18 (m, "H), 4,02 — 3,88 (m, 3H),
3,31 (s, 3H), 2,80 (q, J = 7,3 Hz, 12H), 1,00 (t, J = 7,3 Hz, 18H). RMN de *'P (121 MHz,
D,0): 5 4,91. LC-MS: 624,0 [M-CO,+H]*; 690,0[M + Na]*

Ejemplo 5
Citotoxicidad comparativa ICsy del Compuesto 1 con su SMDC Int 1-4 no fosforilado y

gemcitabina en lineas celulares primarias de carcinoma de células escamosas de
cabeza y cuello humanos

Se us6 un ensayo de proliferacion de células tumorales para determinar los
valores de ICso de citotoxicidad para los compuestos profarmacologicos de fosfato 1-9,
los compuestos principales de SMDC no fosforilados y el efector (gemcitabina) en ocho
lineas celulares primarias de carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello
humanos de paso temprano que incluyen UT-SCC-5, UT-SCC-8, UT-SCC-9, UT-
SCC-10, UT-SCC-14, UT-SCC-16A, UT-SCC-16B y UT-SCC-24A.

Métodos

Las células UTSCC se sembraron a 4000 células/100 pl/pocillo en una placa de
cultivo de tejido de fondo transparente negro de 96 pocillos. Las células se incubaron a
37 °C y 5% de CO; durante la noche para permitirles recuperarse y volver a unirse. Al
dia siguiente, las células se trataron con el compuesto de prueba (0 — 100 uM) durante
72 horas. Después del tratamiento, se midi6 la proliferacion celular mediante
cuantificacién fluorescente del reactivo alamarBlue. El ensayo alamarBlue incorpora un
indicador de crecimiento fluorométrico/colorimétrico basado en la deteccion de actividad
metabdlica. Especificamente, la resazurina, el ingrediente activo del reactivo
alamarBlue, es de color azul y practicamente no fluorescente. Al ingresar en las células,
la resazurina se reduce a resorufina, un compuesto de color rojo y altamente
fluorescente. El crecimiento celular continuo mantiene un entorno reducido, por lo tanto,
aumenta la fluorescencia general y el color de los medios que rodean las células. La
intensidad de fluorescencia del reactivo alamarBlue fue directamente proporcional al

numero de células. Para realizar el ensayo alamarBlue, se anadieron 10 pl de reactivo
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alamarBlue a cada pocillo y la placa se incub6 a 37 °C durante 2 horas adicionales. La
intensidad de fluorescencia se midié a una excitacion de 530 nm y una emision de 590
nm usando un lector de microplacas BioTek Synergy™ 2.

Se realizaron ensayos de proliferacion celular por triplicado en cada
concentracion. Los datos de intensidad fluorescente se analizaron utilizando el software
informatico Graphpad Prism. En ausencia del compuesto, la intensidad fluorescente (F;)
en cada conjunto de datos se defini6 como el 100%. En ausencia de células, la
intensidad fluorescente (F,) en cada conjunto de datos se defini6 como el 0%. El
porcentaje de células en presencia de cada compuesto se calculé de acuerdo con la
siguiente ecuacion: % de células = (F-Fy)/(F—Fs), donde F = la intensidad fluorescente
en presencia del compuesto, Fy, = la intensidad fluorescente en ausencia de células, y F:
= la intensidad fluorescente en ausencia del compuesto. Los valores de % de células

versus una serie de concentraciones de compuestos se representaron mediante un

Lineas
Citotoxicidad 1Cso/uM
celulares

tumorales *

analisis de regresion no lineal de la curva dosis—respuesta sigmoidal generada con la
ecuacion Y = B + (T — B)/1+10(Log EC0-X) x pendiente de Hil) “donde Y = celda de porcentaje, B
= celda de porcentaje minimo, T = celda de porcentaje maximo, X = logaritmo del
compuesto y pendiente de Hill = factor de pendiente o coeficiente de Hill. El valor de
ICs0 se determind por la concentracion que causaba un porcentaje de actividad medio
maximo.

Los valores de citotoxicidad ICso para el Compuesto 1, el SMDC original no
fosforilado (Int 1-4) y gemcitabina se muestran en la Tabla 1. La relacion promedio de
los valores de citotoxicidad ICso para el Compuesto 1/Int 1—4 ~1 es consistente con el
Compuesto 1 actuando como un profarmaco de Int 1—4. La relacion promedio de los
valores de citotoxicidad 1Csp para el Compuesto 1/gemcitabina ~1,6 indica que el
Compuesto 1 exhibe una citotoxicidad comparable en las lineas celulares primarias de

carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello.
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Compuesto
Compuesto 1/
Comp1 | Int1-4 gemcitabina 1/gemcitabin
Int 1—4
a
UT-SCC-5 0,024 0,016 0,009 1,5 2,7
UT-SCC-8 0,023 0,032 0,022 0,7 1,0
UT-SCC-9 0,053 0,039 0,035 1,4 1,5
UT-SCC-
10 0,014 0,009 0,009 1,6 1,6
UT-SCC-
14 0,013 0,013 0,006 1,0 2,2
UT-SCC-
0,073 0,138 0,061 0,5 1,2
16A
UT-SCC-
0,130 0,162 0,099 0,8 1,3
16B
UT-SCC-
0,018 0,020 0,014 0,9 1,3
24A

Tabla 1. Citotoxicidad del Compuesto 1 (profarmaco de fosfato) en comparacion con el
Intermedio 1-4 (SMDC original) y gemcitabina (efector) en una serie de lineas celulares
primarias de carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello.

* Fuente: Hospital de la Universidad de Turku y Universidad de Turku, Turku, Finlandia

Ejemplo 6
Estudios farmacocinéticos

El SMDC no fosforilado correspondiente al compuesto 1 (Int 1-4) exhibe una
solubilidad baja a moderada pero se formulé a 50 mg/ml. Int 1—-4 fue mejorado en
estudios PK de estabilidad y plasma/tejido normal.

Se encontré que el compuesto 1 era soluble en agua (> 300 mg/ml) y se formulo

convenientemente para administracion iv/sq.

a) Estudios farmacocinéticos comparativos (PK) de SMDC no fosforilado del compuesto
1 (Int 1-4) versus gemcitabina en plasma de raton

Antecedentes: se sabe que la gemcitabina se desamina en la dFdU inactiva. Sin desear
estar limitado por la teoria, Int 14 esta disefado para ser estable sistémicamente y

activado en forma intratumoral para liberar gemcitabina “libre”.
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Objetivos: Comparar la farmacocinética plasmatica y la estabilidad de Int 1-4 versus
gemcitabina “libre” en plasma después de la administracion de infusion intravenosa

unica de Int 1—4 a 10 mg/kg y gemcitabina a 5 mg/kg en ratones CD-1.

Mediciones PK: comparar los parametros PK Co, CL, Vdss, Cmax, tmax, ty, AUC(o-y,
AUC(o_inf), MRT(O_t), MRT(O—inf) para Int 14 Yy gemcitabina

# Puntos
Formula
Compuesto | Especie | Animal | Dosis . Via de Analitos
cion
es tiempo
50% de 1,5, 3,
0.4 PEG400 5,10, Int 1-4
raton ’ (super— 20, 30, | Gemcitabin
Int 1-4 3 mg/k iv
CD-1 refinado 45 min, a
9 ) 50% 1hr, 4 dFdU
de D5W hr, 8 hr
1,5, 3,
5, 10,
5,29 Gemcitabin
Gemcitabin raton 20, 30,
3 mg/k PBS iv a
a CD-1 45 min,
g dFdU
1hr, 4
hr, 8 hr

Farmacocinética de gemcitabina en ratones CD—1

Parametros PK Gemcitabina (5,29 mg/kg) dFduU
C, (ng/mL) 6433 —
Cmax (ng/mL) — 1600
T _(h) — 0,667
T ,(h) 0,868 2,23
vd__ (L/kg) 1,84 —
Cl (mL/min/kg) 59,0 —
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AUC___ (ng.h/mL) 1383 6827
AUC___(ng.h/mL) 1393 8187
MRT_ _ (h) 0,503 2,56
MRT__(h) 0,541 3,49
AUC__ JAUC__ (%) 101 111
Nota: — = sin muestra

La tabla anterior y la Figura 2a muestran que la gemcitabina se convierte en

dFdU inactivo, que tiene una vida media en circulacion larga y AUC y un tiempo de

exposicion prolongado. Segun las proporciones de AUCo.ast (ng.h/mL), los niveles

plasmaticos de dFdU son ~500% mas altos que la gemcitabina. Los datos son

consistentes con la literatura publicada.

Int 1—4 farmacocinética en ratones CD—1

Parametros PK Int 1-4 (9,4 mg/kg) Gemcitabina dFdU

C, (ng/mL) 78000 — -

C, ., (ng/mL) — 81,9 253

T (h) — 0,139 1,00
T,M) 1,06 0,968 3,08

vd__ (L/kg) 0,566 — —

Cl (mL/min/kg) 271 — —
AUC_  (ng.h/mL) 4983 64,9 1039
AUC_ (ng.h/mL) 5000 741 1440
MRT___ (h) 0,328 0,875 2,73
MRT__, (h) 0,346 1,27 4,65
AUC _ JAUC (%) 100 116 120
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Nota: — = sin muestra

Segun las proporciones de AUCq.sst (ng.h/mL), los niveles plasmaticos de
gemcitabina constituyen ~1,3% de Int 1-4 administrado (ver datos tabulares arriba y
Figura 2b). Sobre la base de las proporciones de Co y Cmax (ng/ml), los niveles
plasmaticos de gemcitabina constituyen el 0,01% de Int 1—4 administrado. Int 1—4 limpia
rapidamente el plasma y se absorbe en el tejido como lo demuestran los estudios de PK

de tejido normal.

b) Estudios farmacocinéticos comparativos (PK) de SMDC no fosforilado del compuesto
1 (Int 1—4) versus el compuesto 1 en ratones macho CD—1

Objetivos: comparar la farmacocinética y la estabilidad plasmatica del Compuesto 1 con
su analogo SMDC no fosforilado (Int 1-4) y en plasma después de una administracion
de infusién intravenosa unica del Compuesto 1 a 11,6 mg/kg y 23,2 mg/kg con Int 1-4

(formulacion F1y F2) a 10,0 mg/kg en ratones macho CD-1

Mediciones PK: comparar los parametros PK Co, CL, Vdss, Cmax, tmax, ty, AUC(o-),
AUC o-inf), MRT 0—t), MRT o_inp para el Compuesto 1 e Int 1—4

" Puntos
Compuesto | Especie Dosis | Formulacion | Via de Analitos
Animales
tiempo
1,5, 3, | Compuesto
5,10, 1
11,6
20, 30, Int 1-4
raton mg/kg
Compuesto 45 Gemcitabina,
CD—1 2 & PBS iv
1 min, 1 dFdU
macho 23,2
hr, 4 | Gemcitabina
mg/kg
hr, 8 mono—
hr fosfato
(F1) 50% de 1,5, 3,
PEG400 5, 10,
ratén
10,0 (super— 20, 30,
Int 1-4 CD-1 2 iv Como arriba
mg/kg | refinado), 45
macho
50% de min, 1
D5W & hr, 4
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(F2) 5% de
NMP, 30%
de PEG
400, 15%
de Solutol
HS15, 50%
de Lutrol
F68 (5%) en

agua

hr, 8
hr

Comparacion del Compuesto 1 versus Int 1—4 en plasma de raton (IV1)

Int 14 Gemcitabina dFdU Gemcitabina
Parametros | Compuesto (del (del (del mono—fosfato
PK 1 Compuesto | Compuesto | Compuesto | (del Compuesto
1) 1) 1) 1)
11,6 mg/kg
Co(ng/imL) | 21943 — — — —
Coax — 20000 152 220 33,6
(ng/mL)
max (N) — 0,0250 0,0250 3,25 0,0250
t,,(h) 0,0147 0,974 1,04 2,38 ND
Vdss(L/kg) 1,41 — — — —
Cl
1972 — — — —
(mL/min/kg)
AUCO—Iast
202 2570 97,9 967 0,840
(ng.h/mL)
AUCO—inf
202 2610 112 786 ND
(ng.h/mL)




MRTO—Iast
0,0108 0,553 1,01 3,70 0,0298
(h)
MRT, . (h) | 0,0109 0,673 1,41 3,81 ND
Comparacién del Compuesto 1 versus Int 1—4 en plasma de ratén (1V2)
Int 14 Gemcitabina dFdU Gemcitabina
Parametros | Compuesto (del (del (del mono—fosfato
PK 1 Compuesto | Compuesto | Compuesto | (del Compuesto
1) 1) 1) 1)
23,2 mg/kg
C,(ng/mL) 2334 — — — —
C.ox — 29933 222 378 30,4
(ng/mL)
Trax (N) — 0,0250 0,0333 4,00 0,0250
t,,(h) 0,0363 0,930 1,03 2,86 0,0273
Vdss(L/kg) 12,0 — — — —
Cl
5193 — — — —
(mL/min/kg)
AUCO—Iast
103 6370 202 1960 1,18
(ng.h/mL)
AUCO—inf
105 6383 218 1830 1,44
(ng.h/mL)
MRTO—Iast
0,0426 0,778 1,11 3,65 0,0397
(h)
MRT, .. (h) | 0,0455 0,793 1,40 4,48 0,0550
Comparacién del Compuesto 1 versus Int 1—4 en plasma de ratén (1V3)
Parametros | Compuesto Int 14 Gemcitabina dFdU Gemcitabina
PK 1 Formulacion | (del Int 1-4) | (del Int mono—fosfato
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(del Int 1— 1 1-4) (del Int 1-4)
4)
10,0 mg/kg
C, (ng/mL) — 33800 — — —
C. o ND — 107 213 ND
(ng/mL)
Toax () ND — 0,0611 4,00 ND
t,,(h) ND 1,18 1,62 3,06 ND
Vdss(L/kg) — 2,01 — — —
Cl
— 48,3 — — —
(mL/min/kg)
AUCO—Iast
ND 3623 98,6 983 ND
(ng.h/mL)
AUCO—inf
ND 3633 120 1124 ND
(ng.h/mL)
MRTO—Iast
ND 0,723 1,15 3,59 ND
(h)
MRT, ¢ (h) ND 0,756 1,98 4,67 ND
ND = no detectado
Gemcitabina
Compuesto Int 1-4 dFdU
] ) Gemcitabina mono—
Parametros PK 1 Formulacion (del Int
(del Int 1-4) fosfato
(del Int 1-4) 2 1-4)
(del Int 1-4)
100 mg/kg
C, (ng/mL) — 43000 — — —
ND —
C. (ng/mL) 93,6 236 ND
Toax (N) ND — 0,0333 4,00 ND
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t,,(h) ND 1,82 1,66 4,15 ND
Vdss(L/kg) — 2,30 — — —
Cl (mL/min/kg) — 38,9 — — —

AUCO—Iast
ND 4213 85,1 1106 ND

(ng.h/mL)

AUCO—inf
ND 4293 102 1625 ND

(ng.h/mL)
MRT, . (h) ND 0,797 1,25 3,95 ND
MRT . . (h) ND 0,984 2,10 5,89 ND

¢) Farmacocinética de Int 3-3 (un analogo deuterado de Int 1-4), el SMDC no

fosforilado del Compuesto 3 (un analogo deuterado del Compuesto 1).

Objetivos: determinar la farmacocinética plasmatica de Int 3—-3 después de una infusion

intravenosa unica de Int 3-3 a 8,83 mg/kg en ratones CD-1

Mediciones de PK: comparar los parametros PK Coy, CL, Vdss, Cmax, tmax, tv, AUCo-),

AUC 0-inf), MRT 0-t)y MRT (0-infy para Int 3-3.

" Puntos
Compuesto | Especie Dosis | Formulacion | Via de Analitos
Animales
tiempo
1,5, 3,
50% de 5,10,
PEG400 20, 30,
Int 3-3
8,83 (super— 45
Int 3-3 3 iv Gemcitabina
CD-1 mg/kg | refinado), min, 1
dFdU
50% de hr, 4
D5W hr, 8
hr

Int 3—3 Farmacocinética en ratones CD—1
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Parametros PK

Int 3-3 (8,8 mg/kg)

Gemcitabina

dFdU

C, (ng/mL) 45933 — —
C__ (ng/mL) — 73,4 168

T _(h) — 0,0611 4,00
T, 1,24 1,38 5,22

vd_ (L/kg) 1,83 — —

Cl (mL/min/kg) 43,3 — —
AUC, . (ng.n/mL) 3483 63,5 942
AUC_ . (ng.h/mL) 3510 71,9 1403
MRT____ (h) 0,704 1,13 3,67
MRT . (h) 0,766 1,69 7,48
AUC JAUC (%) 101 113 146

d) Int 1-4 PK de tejido y plasma normal en ratones CD—1

Objetivos: comparar la farmacocinética, distribucion y estabilidad normales del tejido de

Int 1-4 en organos excretores después de una Unica administracion de infusion

intravenosa de Int 1-4 a 20 mg/kg en ratones macho CD-1.

Mediciones PK: comparar los parametros PK Co, CL, Vdss, Cmax, tmax, ty, AUC(o-),
AUC 0-inf), MRT0-), MRT (0-in) para Int 1-4

" Puntos

Compuesto | Especie Dosis | Formulacion | Via de Analitos

Animales

tiempo
50% de 1,5, 3,

raton 18.4 PEG400 5, 10, Int 1-4

Int 1-4 CD-1 3 ' (super— iv | 20, 30, | Gemcitabina
mg/kg
macho refinado), 45 dFdU

50% de min, 1
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D5W

hr, 4
hr, 8
hr

érganos
higado
rinén

bazo

plasma

Como se muestra en la Figura 5, Int 1-4 es estable en el plasma y en los

principales 6rganos excretores, como el higado y el rindn. La gemcitabina parece

desaminarse en dFdU. El 90% de la gemcitabina es desintoxicada por la citidina

desaminasa que se previene en forma de SMDC.

e) Tejido normal de gemcitabina y PK plasmatica en ratones CD—1

Objetivos: determinar la farmacocinética, distribucion y estabilidad normal de los tejidos

de gemcitbina en o6rganos y plasma excretores seleccionados

luego de una

administracion de infusion intravenosa unica de gemcitabina a 10,5 mg/kg en ratones
CD-1 macho.
Mediciones de PK: determinar los parametros PK Co, CL, Vdss, Cmax, tmax, ts, AUCo),

AUC(o_inf), MRT(O_t), MRT(O—inf) para gemcitabina

Puntos
Compuesto | Especie # Dosis | Formulacion | Via de Analitos
Animales
tiempo
Gemcitabina | raton 3 10,5 10 mM de iv | 1,5,3, | Gemcitabina
CD-1 mg/kg PBS 5,10, dFduU
macho 20, 30,
45
min, 1
hr, 4
hr, 8 hr
oérganos
higado
rindn
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bazo

plasma

Como se muestra en la Figura 6, la gemcitabina se desamina a dFdU en plasma

y tejido normal. En la clinica, el 90% de la dosis inyectada se recupera en la orina, ya

sea como gemcitabina original (1%) o dFdU (99%).

f) Int 1-4 PK de plasma en el mono cynomolgus macho

Objetivos: comparar la farmacocinética plasmética y la estabilidad de Int 1—4 en plasma

después de la administracion de infusion intravenosa unica de Int 1-4 a 5 mg/kg y 10

mg/kg en el mono cynolmogus macho

Mediciones PK: comparar los parametros PK Co, CL, Vdss, Cmax, tmax, ty, AUC(o-,
AUC o-in), MRT 0-t)y MRT (0-inf) para Int 1-4

# Punto
Compuest _ _ .| Formulacio | Vi _
Especie Animale | Dosis s de Analitos
0 n a
S tiempo
1,5, 3,
50% de 5,10,
mono 5 PEG400 20, Int 1-4
Cynomolgu (super— ] 30, 45 | Gemcitabin
Int 1-4 1 mg/k iv
S refinado), min, 1 a
macho g 50% de hr, 4 dFdU
D5W hr, 8
hr
1,5, 3,
50% de 5, 10,
mono 10 PEG400 20, Int 1-4
Cynomolgu (super— ) 30, 45 | Gemcitabin
Int 1-4 1 mg/k iv
s refinado), min, 1 a
macho 9 50% de hr, 4 dFdU
D5W hr, 8
hr

Int 1-4 parametros en mono cynomolgus macho
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Parametros PK Int 1-4 Gemcitabina dFdU
5 mg/kg | 10 mg/kg | 5 mg/kg | 10 mg/kg | 5 mg/kg | 10 mg/kg

Co(ng/mL) 81000 | 166000 20,5 53,4 296 747

t12 (h) 0,73 0,93 0,047 0,08 0,67 0,75

Vdss (L/kg) 0,301 0,253 0,11 0,19 21,11 44,16

Cl (mL/min/kg) 15,4 9,65 3,71 15,5 3947 8710
AUCoast (ng,h/mL) | 5460 17367 6,41 16,7 7630 28100
AUCo.int (ng,h/mL) | 5473 17400 0,13 0,24 10,18 10,40
MRTo-sast (h) 0,31 0,43 0,19 0,30 30,60 63,00

MRTo-inf (h) 0,33 0,44 20,5 53,4 296 747

g) Int 1-4 y PK comparativa de gemcitabina en mono cynomolgus macho

Objetivos: comparar la farmacocinética plasmatica y la estabilidad de Int 1—4 versus

gemcitabina en plasma después de la administracién de infusién intravenosa unica de

Int 1—4 a 5 mg/kg y 10 mg/kg con gemcitabina equimolar a 2,65 mg/kg y 5,29 mg/kg en

monos cynomologus machos

Mediciones PK: comparar los parametros PK Co, CL, Vdss, Cmax, tmax, ts, AUC(o-),
AUCo-inf), MRT 0, MRT 0-iny para Int 1—4 con gemcitabina

" Punto
Formulacio | Vi | sde
Compuesto Especie Animale | Dosis ) Analitos
n a | tiemp
S
o}
1,5, 3,
5
50% de 5,10,
mg/k
mono PEG400 20, Int 1-4
Cynomolgu I (super— 30, 45 | Gemcitabin
Int 1-4 1 & iv
S 10 refinado), min, 1 a
macho 50% de hr, 4 dFdU
mg/k
D5W hr, 8
g
hr
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1,5, 3,
2,65 5, 10,
mono mg/k 20,
Gemcitabin
Gemcitabin | Cynomolgu g& ) 30, 45
1 PBS iv a
a ] 5.29 min, 1
dFdU
macho mg/k hr, 4
g hr, 8
hr
Int 1—4 parametros PK en el mono cynomolgus macho
Parametros PK Int 1-4 Gemcitabina dFdU
5 mg/kg | 10 mg/kg | 5 mg/kg | 10 mg/kg | 5 mg/kg | 10 mg/kg
C,(ng/mL) 99700 145733
C,.., (ng/mL) 60,3 595
27,3 302
t (M) 0,08 1,69 0,67
0,08
t,,(h) 0,75 0,99 0,18 12,87
0,15 16,86
Vd_ (L/kg) 0,287 0,349 0,349
Cl (mL/min/kg) 14,6 15,0
AUC, , (ng-h/mL) | 5947 11897 5,37 16,2 4117 5120
AUC_ . . (ng'h/mL) | 5963 11900 8,13 17,5 5555 7903
MRT, . (h) 0,32 0,38 0,15 0,21 10,31 8,30
MRT,_ . (h) 0,33 0,39 0,24 0,26 24,01 18,02
PK de gemcitabina en mono cynomolgus macho
Parametros PK Gemcitabina (2,65 mg/kg) | dFdU

C,(ng/mL)

16950
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Cmax (ng/mL) 1973
Tmax (h) 0,09
ty, () 0,02 5,89
vd_, (L/kg) 0,221

Cl (mL/min/kg) 323

AUC, , . (ng,h/mL) 154 7703
AUC, , . (ng,h/mL) 154 8837
MRT, .. (h) 0,01 6,41
MRT, . (h) 0,01 9,35

Basado en la relacién de valores Cmax de gemcitabina/lnt 1—4, gemcitabina libre al
0,09% en plasma que indica una baja exposicion sistémica, la gemcitabina tiene una
vida media de 0,02 h en el mono y se inactiva a dFdU mientras que Int 1-4 tiene una
vida media ~50 veces mas larga y mayor estabilidad. El volumen de distribucion de
gemcitabina VDss = 0,221 L/kg es comparable a Int 1-4. VDss = 0,287 L/kg en dosis
equimolares de 2,65 mg/kg y 5 mg/kg en el mono, lo que significa que la distribucién de
agua en plasma versus todo el cuerpo de Int 14 y el farmaco son similares. Los
parametros de PK Int 1-4 en estudios de PK de plasma de mono se comparan
favorablemente con el medicamento libre gemcitabina pero Int 1-4 exhibe una

estabilidad metabdlica mejorada.

h) Compuesto 1y PK de plasma de gemcitabina en el mono cynomolgus macho
Objetivos: comparar la farmacocinética plasmatica y la estabilidad del Compuesto 1 con
Int 1-4 y en plasma después de una administracion de infusion intravenosa uUnica del
Compuesto 1 a 5 mg/kg y 10 mg/kg con gemcitabina equimolar a 2,28 mg/kg en monos
cynomologus macho.

Mediciones PK: comparar los parametros PK Co, CL, Vdss, Cmax, tmax, tw, AUC(-),
AUC0-inf), MRT0-t), MRT 0-inp para el Compuesto 1 e Int 1-4 con gemcitabina.

Compuest Especie # de Dosi | Formulacié | Vi | Punto | Analitos

o animale s n a de
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s tiemp
o
Compuest mono 1 5 50% de iv | 1,5, 3, Int 1-4
o1 Cynomolgu mg/k PEG400 5, 10, | Gemcitabin
s g (super— 20, 30, a
macho & refinado), 45 dFdU
10 50% de min, 1
mg/k D5W hr, 4
g hr, 8
hr
Gemcitabin mono 1 2,28 PBS iv | 1,5, 3, | Gemcitabin
a Cynomolgu mg/k 5,10, a
s g 20, 30, dFdU
macho 45
min, 1
hr, 4
hr, 8
hr
Comparacioén del Compuesto 1 versus Int 1—4 en plasma de mono
Int 1-4 Gemeitabi dFduU dFdU
Parametr | Compue (del (:: (del Gemcitabi (de
os PK sto 1 Compue Compue na gemcitabi
sto 1) Compuest sto 1) na)
o1)
5 mg/kg 5 mg/kg 5 mg/kg 5 mg/kg | 2,28 mg/kg | 2,28 mg/kg
CO
138667
(ng/mL) 13380
C.ax 28,6 321 2153
31500
(ng/mL)
Tax (M) 0,14 0,39 0,04
t, () 0,01 0,76 0,13 24,00 0,02 12,90
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Vdss(L/kg
0,0357
) 0,231
Cl
(mL/min/k 46,5
247
9)
AUCO—Iast
1833 4383 7,85 3397 12467
(ng,h/mL) 164
AUCO—inf
0,01 4397 7,00 8767 17600
(ng,h/mL) 165
MRTO—Iast
0,01 0,36 0,19 8,98 8,21
(h) 0,02
IleTO—inf
0,01 0,37 0,23 34,42 0,02 18,06
(h)

El compuesto 1 tiene una vida media plasmatica de 0,01 h y se convierte en Int 1-4
probablemente por las enzimas fosfatasa. EI compuesto 1 es, por lo tanto, un
profarmaco soluble de Int 1—4 y sera util para la administracion iv en la clinica en PBS
de manera similar a la sal HCl de gemcitabina. Segun la proporcion de los valores
Cmax de gemcitabina/Int 1-4, la gemcitabina libre al 0,09% esta en el plasma con baja
exposicion sistémica. La gemcitabina tiene una vida media corta de 0,02 h en el mono y
se inactiva a dFdU. El alto volumen de distribucion para el compuesto 1 de VDss =
0,0357 L/kg es 10 veces menor que Int 1—4. Sin desear limitarse a la teoria, esta
observacion es consistente con un profarmaco hidrofilico cargado que permanece en el
plasma mientras Int 1—4 distribuye mas en el agua corporal.

Los parametros PK para el compuesto 1 y el metabolito Int 1-4 son consistentes con la

conversion de profarmaco/farmaco.

i) Farmacocinética comparativa de Int 1-4 versus gemcitabina en plasma de rata
Objetivos: comparar la farmacocinética plasmatica y la estabilidad de Int 1—4 versus
gemcitabina “libre” en plasma después de la administracion de infusion intravenosa
unica de Int 1—4 a 10 mg/kg y gemcitabina a 4,71 mg/kg en ratas Sprague—Dawley.
Mediciones PK: comparar los parametros PK PK Co, CL, Vdss, Cmax, tmax, ts, AUC(o-),
AUCo-inf), MRT 0, MRT 0-iny) para Int 1—4 y gemcitabina.

Compuest | Especie # de Dosi | Formulacié | Vi | Punto Analitos
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o animale s n a de
s tiemp
o
1,5, 3,
50% de
5,10,
PEG400 Int 1-4
ratas 10,0 20, 30,
(super— ) Gemocitabin
Int 1-4 Sprague 3 mg/k i iv 45
refinado), a
—Dawley g min, 1
50% de dFdU
hr, 4
D5W
hr, 8 hr
1,5, 3,
5,10,
Sprague 4,71 20, 30, | Gemcitabin
Gemcitabin
—Dawley 3 mg/k PBS iv 45 a
a
Rats g min, 1 dFdU
hr, 4
hr, 8 hr

La gemcitabina tiene una vida media plasmatica mucho mas larga (t'2) en ratas, 3

veces mas que en ratones (Figura 10a):

» plasma deratat’2~3,3 h
» plasma de raton t’2 ~0,9 h

Farmacocinética de gemcitabina en la rata Sprague—Dawley

Parametros PK Gemcitabina (4,47 mg/kg) | dFdU
C0 (ng/mL) 8410 —
Cmax (ng/mL) — 222
T _(h) — 8,00
T, 3,26 ND
vd__ (L/kg) 1,21 —
Cl (mL/min/kg) 4,36 —
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AUC . (ng.h/mL) 14733 1085
AUC___ (ng.h/mL) 18033 ND
MRT___ (h) 2,82 5,25
MRT__(h) 4,63 ND
AUC__JAUC (%) 122 ND

— = Sin muestra; ND = no determinado

Int 1-4 farmacocinética en la rata Sprague—Dawley

Parametros PK Int 1-4 (10,0 mg/kg) | Gemcitabina | dFdU
C, (ng/mL) 29400 — —
C__ (ng/mL) — 636 66,5
T (h) — 0,111 8,00
T, (h) 0,319 9,43 ND
vd_ (L/kg) 0,905 — —
CI (mL/min/kg) 82,3 — —
AUC_,  (ng.h/mL) 1990 2763 288
AUC__ (ng.h/mL) 2010 6000 ND
MRT___(h) 0,171 3,38 5,55
MRT__(h) 0,185 13,8 ND
AUC___JAUC__ (%) 101 235 ND

Int 1-4 es inestable en la rata debido a los valores mas altos de Cmax y AUC para la
gemcitabina “libre” en el plasma.

» gemcitabina en plasma de rata t/2 ~9,43 h

j) Farmacocinética de plasma de perro Int 1-4
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Objetivos: comparar la farmacocinética plasmatica y la estabilidad de Int 1-4 en plasma

después de la administracion de infusion intravenosa Unica de Int 1-4 a 10 mg/kg y 20

mg/kg en el perro Beagle macho.

Mediciones PK: comparar los parametros PK Co, CL, Vdss, Cmax, tmax, tz, AUCo-y),
AUC(O_inf), MRT(o_t), MRT(o_inf)para Int 1-4 a 10 y 20 mg/kg.

Compuest | Especi # de Dosi | Formulacié | Vi | Punto Analitos
o e animale s n a de
s tiemp
o
Int 1-4 Perro 3 9,7 50% de iv 3,3, Int 1-4
Beagle mg/k PEG400 8,3, Gemcitabin
g (super— 25, 50 a
refinado), min, 1 dFdU
50% de D5W hr, 2hr,

4hr,
8hr,
24hr

Int 1-4 Perro 3 18,3 50% de iv 3,3, Int 1-4

Beagle mg/k PEG400 8,3, Gemcitabin
g (super— 25, 50 a

refinado), min, dFdU
50% de D5W 1hr,
2hr,
4hr,
8hr,
24hr

Parametros int 1-4 PK en perro Beagle macho
Parametros PK Int 1—4 Gemcitabina dFdU
10 mg/kg | 20 mg/kg | 10 mg/kg | 20 mg/kg | 10 mg/kg | 20 mg/kg
C,(ng/mL) 60533 90933
C..., (ng/mL) 2707 2873
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1660 1173
t . (h) 0,67 3,33 2,00
0.75
t,,(h) 0,54 0,52 3,55 10,53
3,10 10,0
Vd_ (L/kg) 0,504 0,58
Cl (mL/min/kg) 35,2 43,3
AUC . (ng'h/mL) 4733 7933 6160 7687 13167 31267
AUC, . . (ng-h/mL) 4743 7940 6183 7880 14300 40233
MRT, . (h) 0,23 0,22 3,47 2,69 9,20 9,27
MRT,, . (h) 0,24 0,23 3,56 3,28 15,33 15,97

k) PK de plasma de perro comparativo de Int 1—4 versus gemcibatina

Objetivos: comparar la farmacocinética plasmatica y la estabilidad de Int—4 en plasma

después de la administracion de infusion intravenosa unica de Int 1—-4 a 5 mg/kg y 10

mg/kg versus gemcitabina a 5 mg/kg en el perro Beagle macho

Mediciones PK: comparar los parametros PK Co, CL, Vdss, Cmax, tmax, ty, AUC(o-,

AUC o-inf), MRT 0-t)y MRT(0-inf) para Int 1—4 a 5 y 10 mg/kg versus gemcitabina a 5 mg/kg

Punto
# de
Especi Dosi | Formulacié | Vi de
Compuesto animale . Analitos
e s n a | tiemp
s
o
1,7,
3,3,
8,3,
50% de
16,7, Int 1—4
4,88 PEG400
Perro 33,3, | Gemcitabin
Int 1-4 3 mg/k (super— iv
Beagle 50 a
g refinado),
min, dFdU
50% de D5W
0,75
hr, 1
hr, 2hr,
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4hr,
8hr,
24hr
50% de
Int 1-4
9,50 PEG400
Perro Como | Gemcitabin
Int 1-4 3 mg/k (super— iv
Beagle ] arriba a
g refinado),
dFdU
50% de D5W
4,88 Gemcitabin
Gemcitabin Perro Como
3 mg/k PBS iv a
a Beagle arriba
g dFdU
Parametros int 1-4 PK en perro Beagle macho
Parametros PK Int 1-4 Gemcitabina dFdU
5 mg/kg | 10 mg/kg | 5 mg/kg | 10 mg/kg | 5 mg/kg | 10 mg/kg
C,(ng/mL) 40033 90933
C..., (ng/mL) 30533 1690 936
872 715
max () 0,39 4,00 2,00
0,39
t,, (h) 0,25 0,52 1,60 8,40
2,01 11,79
Vd_ (L/kg) 0,23 0,58
Cl (mL/min/kg) 30,8 43,3
AUC_ . (ng'h/mL) | 2697 7933 2333 4140 9863 11700
AUC, . (ng'h/mL) | 2733 7940 2387 4290 13743 13800
MRT, .. (h) 0,11 0,22 2,48 2,16 9,89 8,94
MRT,, . (h) 0,12 0,23 2,70 2,45 18,22 12,99

Farmacocinética de gemcitabina en perro Beagle macho
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Parametros PK Gemcitabina (5,29 mg/kg) dFdU
Cy(ng/mL) 11480
Cmax (ng/mL) 8620 1813
Tmax (h) 3,00
t,, (h) 2,04 8,55
vd, (L/kg) 1,61
Cl (mL/min/kg) 11,0
AUC_ .., (ng,h/mL) 8230 20133
AUC_ ; (ng,h/mL) 8600 23967
MRT, . (h) 2,19 8,71
MRT,_ . (h) 2,50 13,31
Ejemplo 7

a) Estabilidad metabdlica de Int 1—4 y Compuesto 1 en plasma humano, de rata y de
raton
5 Valores de vida media de los compuestos de prueba en el experimento de estabilidad

del plasma humano
Método: El ensayo se realizd6 en placas de microtitulacion de 96 pocillos. Los
compuestos se incubaron en réplicas (n = 2) durante 0, 5, 15, 30 y 45 minutos a 37 °C.
Las mezclas de reaccion (20 pL) contenian una concentracion final de compuesto de

10 prueba 3 pM en plasma humano. Eucatropina incluida como control positivo para
verificar el rendimiento del ensayo. Regresion lineal del grafico semilogaritmico del %
restante de compuestos frente al tiempo utilizado para determinar los valores de vida
media t 2. Se encontrd6 que Int 1-4 es estable en plasma humano en base a
mediciones repetidas.

15

Compuesto Pendiente tv (min)

Media

I+

SE Media + SE
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Eucatropina —-0,045910

+

0,003277 15,1

I+

1,1

Int 14 0,001033

I+

0,001249 —670,9*

+

811,1

* El valor negativo indica que el compuesto es estable

Valores de vida media de los compuestos de prueba en el experimento de estabilidad

de plasma de ratén CD—1

Método: El ensayo se realizé en placas de microtitulacion de 96 pocillos. Los
compuestos se incubaron en réplicas (n = 2) durante 0, 5, 15, 30 y 45 minutos a 37 °C.
Las mezclas de reaccion (20 pL) contenian una concentracion final de compuesto de
prueba 3 uM en plasma de raton CD-1 reciente. Eucatropina incluida como control
positivo para verificar el rendimiento del ensayo. Regresion lineal del grafico
semilogaritmico del % restante de compuestos frente al tiempo utilizado para
determinar los valores de vida media t 2. Int 1-4 fue estable en plasma de raton CD-1
cont’2~13 h.

Compuesto Pendiente tvz (min)
Media t SE Media t SE
Eucatropina -0,030840 | +£| 0,003016 225 | % 2,2
Int 1-4 —0,000906 | +| 0,000706 765,1 | + 596,5

Valores de vida media de los compuestos de prueba en el experimento de estabilidad

de plasma de rata

Método: El ensayo se realizé en placas de microtitulacion de 96 pocillos. Los
compuestos se incubaron en réplicas (n = 2) durante 0, 5, 15, 30 y 45 minutos a 37 °C.
Las mezclas de reaccion (20 pL) contenian una concentracion final de compuesto de
prueba 3 uM en plasma fresco de rata Sprague Dawley. La eucatropina es un control
positivo para verificar el rendimiento del ensayo. Regresién lineal del grafico
semilogaritmico del % restante de compuestos frente al tiempo utilizado para
determinar los valores de vida media t 2. Se encontré que Int 1-4 era menos estable en

plasma de rata Sprague Dawley cont 2 ~ 1,2 h.

Compuesto Pendiente t, (min)
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Media * SE Media * SE
Eucatropina -0,007881 | £| 0,001120 879 | % 12,5
Int 1-4 —-0,009305 | +| 0,001423 745 | % 11,4

Valores de vida media de los compuestos de prueba en el experimento de estabilidad

de plasma de ratén

Método: El ensayo se realizé en placas de microtitulacion de 96 pocillos. Los
compuestos se incubaron en réplicas (n = 2) durante 0, 5, 15, 30 y 45 minutos a 37 °C.
Las mezclas de reaccion (20 pL) contenian una concentracion final de compuesto de
prueba 3 pM en plasma fresco de rata Sprague Dawley. La eucatropina es un control
positivo para verificar el rendimiento del ensayo. Regresién lineal del grafico
semilogaritmico del % restante de compuestos frente al tiempo utilizado para
determinar los valores de vida media t V2. El compuesto 1, la sal de éster fosfato TEA de

Int 1-4, se encontro estable en plasma de raton.

Compuesto Pendiente t% (min)
Media * SE Media * SE
Eucatropina -0,030840 | +£| 0,003016 225 | £ 2,2
Compuesto 1 0,004130 | +| 0,000752 -167,8* | # 30,6

* El valor negativo indica que el compuesto es estable

Ejemplo 8
Vidas medias y valores de depuracién intrinseca de Int 1—4 en el experimento de

estabilidad del higado humano S9

Método: las fracciones de tejido del higado S9 se usaron para la evaluacion in vitro de
la estabilidad metabdlica de los compuestos de prueba mediante la oxidacion de fase |
mediada por el citocromo P450 (CYP450), la glucuronidacion de fase Il mediada por
UDP—glucuronosiltransferasa (UGT) y el metabolismo a través de otras vias como la
aldehido oxidasa (AO). El valor de clearance intrinseca para Int 14 fue de 2,22
uL/min/mg de proteina en el higado humano S9, algo menos de ~4 ulL/min/mg de
proteina se considerd una tasa de clearance baja.

Compuesto Pendiente t, (min) CLint (mL/min/mg de

106




10

proteina)
Medi
Media + SE +| SE | Media |z SE
a
Escopoleti - 0,00230 0,03379 0,00092
0,08448 | + 82 |+|02 +
na 1 2 0
0
- 0,00173 0,01628 0,00069
Verapamil 0,04070 | 17,0 | £|0,7 +
7 0 5
0
N 0,00071 | 125, 16, | 0,00221 0,00028
Int 1-4 0,00554 | + + +
5 7 0 2 8 7

Valores de vida media y clearance intrinseca de Int 1—4 en el experimento de

estabilidad de higado de ratén S9

Método: las fracciones de tejido del higado S9 se usaron para la evaluacion in vitro de

la estabilidad metabdlica de los compuestos de prueba mediante la oxidacion de fase |

mediada por el citocromo P450 (CYP450), la glucuronidacion de fase Il mediada por

UDP—glucuronosiltransferasa (UGT) y el metabolismo a través de otras vias como la

aldehido oxidasa (AO). El valor de clearance intrinseca para Int 1—4 fue 1,27 pl/min/mg

de proteina en el higado de ratén S9, cualquier cantidad menor que ~4 pl/min/mg de

proteina se considera una tasa de clearance baja. CLint para Int 1—4 en el higado de

raton S9 es consistente con los estudios in vivo de PK de higado de raton.

Compuesto Pendiente t% (min) CLint (mL/min/mg de
proteina)
Media t SE Medi | £| SE | Media |+ SE
a
Escopoleti - +|0,00652 | 11,3 | +|1,2 |0,02450 | + 0,00261
na 0,06127 5 8 0
0
Verapamil - +|0,00240 | 33,8 | +|4,0 |0,00820 |+ 0,00096
0,02052 3 8 1
0
Int 1-4 - +|0,00041 | 218, | +|28, | 0,00126 | £ 0,00016
0,00317 3 6 5 8 5
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Vidas medias y valores de clearance intrinsecas de Int 1-4 en el experimento de

estabilidad S9 del higado de mono

Meétodo: las fracciones de tejido del higado S9 se usaron para la evaluacion in vitro de
la estabilidad metabdlica de los compuestos de prueba mediante la oxidacion de fase |
mediada por el citocromo P450 (CYP450), la glucuronidacion de fase Il mediada por
UDP—glucuronosiltransferasa (UGT) y el metabolismo a través de otras vias como la
aldehido oxidasa (AO). El valor de clearance intrinseca para Int 14 fue de 1,55
pl/min/mg de proteina en el higado de raton S9, cualquier cantidad inferior a ~ 4
pl/min/mg de proteina se considera una tasa de clearance baja. CLint bajo para Int 1-4

en higado de mono S9 es consistente con datos de PK de plasma de mono in vivo

. CLint (mL/min/mg de
Compuesto Pendiente t, (min) )
proteina)
Medi S
Media | % SE * Media * SE
a E
Escopoletin - 0,01406 0, 0,05564 0,00562
0.13910 | + 50 |+ +
a 0 5 0 4
0
- 0,01415 0, 0,07008 0,00566
Verapamil | 0.17520 | % 4,0 t +
0 3 0 0
0
- 0,00208 1, 0,01552 0,00083
Int 1-4 0,03881 | + 179 |+ +
0 9 0 4 6

Valores de vida media y clearance intrinseca del experimento de estabilidad del higado

S9 en perros
Método: las fracciones de tejido del higado S9 se usaron para la evaluacion in vitro de

la estabilidad metabdlica de los compuestos de prueba mediante la oxidacion de fase |
mediada por el citocromo P450 (CYP450), la glucuronidacion de fase Il mediada por
UDP—glucuronosiltransferasa (UGT) y el metabolismo a través de otras vias como la
aldehido oxidasa (AO). El valor de clearance intrinseca para Int 14 fue de 2,2

pL/min/mg de proteina en el higado de ratén S9, cualquier cantidad inferior a ~4

108




10

15

puL/min/mg de proteina se considera una tasa de clearance baja. CLint para Int 1—4 en

el higado de perro S9 es similar al del higado humano S9.

Compuesto Pendiente t% (min) CLint (mL/min/mg de
proteina)
Media t SE Media | £ | SE Media |+ SE
Escopoletina | — +|0,001665 | 17,8 |+ |0,8 | 0,015568 | + | 0,000666
0,038920
Verapamil | — + | 0,000666 | 27,8 |+ | 0,7 | 0,009968 | + | 0,000267
0,024920
Int 1-4 - + | 0,000749 | 124,7 | +| 16,8 | 0,002223 | + | 0,000299
0,005558

Valores de vida media y clearance intrinseca de Int 1-4 en experimento de estabilidad
de higado S9 de rata

Las fracciones de tejido del higado S9 se usaron para la evaluacién in vitro de la

estabilidad metabdlica de los compuestos de prueba mediante la oxidacién de fase |
mediada por citocromo P450 (CYP450), la glucuronidacion de fase Il mediada por
UDP—glucuronosiltransferasa (UGT) y el metabolismo a través de otras vias como la
aldehido oxidasa (AO). El valor de clearance intrinseca para Int 14 fue de 14,3
puL/min/mg de proteina en el higado de rata S9 y se considera una tasa de clearance

moderadamente alta.

Compuesto Pendiente tyz (min) CLint (mL/min/mg de
proteina)
Media + SE Media | £ | SE Media |+ SE
Escopoletina | — +0,001980 | 22,1 | +|1,4|0,012536 | + | 0,000792
0,031340
Verapamil |- +|0,001749 | 34,5 | +|3,0|0,008032 | + | 0,000700
0,020080
Int 1-4 - +|0,001471 | 194 | +|0,8|0,014316 | + | 0,000588
0,035790

Bandas de clasificacion que se pueden usar para clasificar compuestos en una

clearance baja o alta a partir de los datos de estabilidad de S9 humanos:

Categoria de clearance | Clearance intrinseca de S9 (uL/min/mg de proteina)
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Humana

Baja <4.,5

Alta >24,6

Int 1-4 exhibe valores bajos de clearance intrinseca de S9 Clint <2,5 pyL/min/mg de
proteina en humanos, ratones, perros y monos, pero un valor moderadamente alto en la
rata Cli,t~14 pyL/min/mg de proteina.

Los valores de clearance intrinseca de S9 entre especies son consistentes con los

estudios de estabilidad PK in vivo en plasmal/tejido normal para Int 1-4.

Ejemplo 9
Int 1-4 estabilidad metabdlica en microsomas hepaticos de humanos, perros,

monos, ratas y ratones

Int 1-4 Estabilidad microsomal hepatica

Especie Compuesto restante (% de 0 min) CL SE t, [N
(uL/min/mg de CL, (min)
proteina)
0 5 15 30 45 | control
min | min | min | min | min
Rat 100 | 64,7 | 20,0 | 1,81 | 0,13 | 95,6 297 16,1 | 4,66 | 5
Mouse 100 | 102 | 78,4 | 73,6 | 70,7 | 93,2 17,1 443 | 812 |5
Dog 100 | 97,1 | 90,8 | 85,7 | 80,4 | 94,5 9,63 0,597 | 144 |5
mono 100 | 99,5 | 79,8 | 61,0 | 40,5 | 97,2 40,8 3,23 | 34,0 |5
Human | 100 | 111 | 94,0 | 107 | 99,9 | 102 0,747 3,98 | 1850 | 5
Estabilidad microsomal hepatica de gemcitabina
Humana | 100 | 113 | 69,1 | 48,6 | 22,4 | 98,1 68,8 8,79 | 201 |5
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Las bandas de clasificacién generalmente se usan para clasificar compuestos en

clearance baja, media o alta en microsomas hepaticos:

Categoria de

Clearance intrinseca microsomal hepatica (uL/min/mg de

clearance proteina)

Humano Mono Perro Rata Raton
Baja <8,6 <125 <53 <13,2 <8,8
Alta > 47,0 > 67,8 > 28,9 >71,9 > 48,0

Int 1—4 parece ser estable en microsomas hepaticos humanos CLint = 0,75 ml/min/mg

de proteina, Int 1—4 tiene una alta tasa de clearance en microsomas de higado de rata

CLint = 297 mL/min/mg de proteina

Ejemplo 10
Int 1-4 estabilidad metabdlica en humanos, ratas, ratones, perros, hepatocitos de

higado de mono

CLint
Especi | Compues .
. Pendiente t, (min) (nL/min/mg de
e o
proteina)
_ _ medi
media * SE media | +| SE +| SE
a
Naxalon 0,0007 18,2 0,7
0,01828 | + 37,9 x| 1,5 *
a 31 8 3
0
Rato 0,0008 0,8
Int 1-4 0,00665 | +* 1041 | | 12,7 | 6,66 | %
n 10 1
5
gemcitabi 0,0011 | 1352, 2932, 1,1
0,00051 | + + 0,51 | %
na 11 5 4 1
2
Naxalon 0,0012 19,9 1,2
0,01991 | + 34,8 x| 2,2 *
a 56 1 6
0
Rat
- 0,0017 1,7
Int 1-4 + 90,0 +| 21,0 | 7,70 | %
0,00770 94 9
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gemcitabi 0,0005 0,0015 3450, - 1,5
+ 1260, | + +
na 50 04 o 5 0,55 0
CLint
Especi | Compues .
. Pendiente t, (min) (uL/min/mg de
e o
proteina)
mea
mean + SE | mean +| SE +| SE
n
Naxalon § 0,00111 13,0 1,1
0,0130 | * 53,2 | 4,6 +
a 9 2 2
20
} 0,00128 1,2
Int 14 0,0043 | +* 160,0 | +| 476 | 4,33 | *
Dog 7 9
30
gemcitabi 0,00115 | 50220, | - 1,1
0,000126 | * 5486, | + +
na 6 9 0,13 6
9*
Naxalon - 0,00100 29,4 1,0
+ 23,5 +| 0,8 +
a 0,029480 2 8 0
- 0,00142 1,4
Int 14 + 138,1 +| 39,2 | 502 | +
mono 0,005018 5 3
gemcitabi 0,00189 - - 1,9
0,001817 | + +| 398,2 +
na 7 381,4* 1,82 0
Naxalon - 0,00087 13,3 0,8
+ 51,9 x| 34 +
a 0,013350 8 5 8
Huma - 0,00136 1,3
Int 1-4 + 2286 | +| 102,7 | 3,03 | *
n 0,003031 1 6
gemcitabi - 0,00190 1,9
+ 101,3 | +| 282 |6,84 | =
na 0,006840 5 1

* El valor negativo indica que el compuesto es estable

Las bandas de clasificacién generalmente se usan para clasificar los compuestos en un

clearance baja o alta en los hepatocitos hepaticos:

Categoria de

Clearance intrinseca de hepatocitos (uL/min/mg de
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10

15

clearance proteina)

Humano Mono Perro Rata Raton
Low <3,5 <5,2 <1,9 <5,1 <3,3
High >19,0 >28,3 >10,5 >27.5 >17.,8

Int 1—4 exhibe valores de clearance intrinseco relativamente bajos Cliit ~3 a 8
pL/min/mg entre especies de hepatocitos, siendo la rata la tasa mas alta de clearance y
el humano la mas baja. La gemcitabina es la estabilidad metabdlica en los hepatocitos
de rata, es consistente con la larga vida media y la alta exposicién en estudios de PK en
plasma de rata.

La descripcion anterior se ha descrito con cierto detalle a modo de ilustracion y
ejemplo, con fines de claridad y comprension. La invencion se ha descrito con
referencia a diversas realizaciones y técnicas especificas y preferidas. Sin embargo,
debe entenderse que se pueden hacer muchas variaciones y modificaciones mientras
permanecen dentro del espiritu y alcance de la invencion. Sera obvio para un experto
en la técnica que los cambios y modificaciones se pueden practicar dentro del alcance
de las reivindicaciones adjuntas. Por lo tanto, debe entenderse que la descripcidon
anterior pretende ser ilustrativa y no restrictiva. Por lo tanto, el alcance de la invencion
debe determinarse no con referencia a la descripcion anterior, sino que debe
determinarse con referencia a las siguientes reivindicaciones adjuntas, junto con el

alcance completo de equivalentes a los que tienen derecho tales reivindicaciones.
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