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DESCRIPCION

(2,3-dihidro-5H-1,4-benzodiheteroepin-3-il)purinas con actividad antitumoral.
Campo de la invencion

La invencién se relaciona con compuestos con propiedades antitumorales frente a los canceres de mama, pulmon,
colorrectal, pancreas y sindromes mieloproliferativos en animales y seres humanos, asi como con un método para la
preparacién de los compuestos de la invencion.

Antecedentes de la invencion

En 2004 en Europa, habia una estimacién de 2.886.800 casos de canceres diagnosticados y 1.711.00 de muertes
causadas por el cancer. El tipo de cancer con mayor incidencia era el de pulmén (13,3% de todos los canceres), seguido
por el colorrectal (13,2%) y el de mama (13%). El cancer de pulmén era el que produjo el mayor nimero de muertes
(341.800), seguido por el colorrectal (203.700), estémago (137.900) y el de mama (129.900). Con una estimacién de
2,9 millones de nuevos casos (54% en hombres y 46% en mujeres) y 1,7 millones de muertes (56% en hombres, 44%
en mujeres) cada aflo, el cancer sigue siendo un problema de salud piiblica de primera indole en Europa. Por otra
parte, el envejecimiento de la poblacién europea hard que estas cifras, incluso, aumenten, atin cuando los porcentajes
por grupos de edad permanezcan constantes [Boyle, P.; Ferlay, J. Annals of oncology: official journal of the European
Society for Medical Oncology/ESMO, 2005, 16, 481-488].

En la actualidad, la investigacidn sobre terapia anticancerosa incluye, de forma muy general, las siguientes estra-
tegias para la supresion farmacoldgica de fenotipos celulares malignos:

o Terapias de inhibicién en la sintesis del ADN: Provocan la muerte celular debido a la detencién del meta-
bolismo, crecimiento y proliferacién celular (terapias citotdxicas).

e Terapias que producen lesiones en el ADN, capaces de activar los procesos fisiolégicos que conducen a la
apoptosis.

e Terapias que actiian a nivel de ciclo celular, sobre proteinas reguladoras o efectoras: Esta aproximacién
busca la detencién del ciclo, principalmente en su fase G;, desde donde la célula puede proceder a su
diferenciacion. No se trata de producir la muerte celular sino la reversion del fenotipo maligno.

Los antimetabolitos pertenecen al primer grupo de fairmacos. Su misién consiste en bloquear la sintesis del ADN
mediante la inhibicién de enzimas implicadas en su replicacion [Gomez-Vidal, J. A.; Campos, J.; Marchal, J. A.;
Boulaiz, H.; Gallo, M. A.; Carrillo, E.; Espinosa, A.; Ardnega, A. Curr. Topics Med. Chem. 2004, 4, 175-202]. Entre
ellos, el 5-fluorouracilo (5-FU) se utiliza en el tratamiento de tumores sé6lidos, especialmente en aquellos del tracto
gastrointestinal. Sin embargo, el 5-FU provoca graves efectos téxicos derivados de su distribuciéon en médula dsea,
tracto gastrointestinal, sistema nervioso central y piel. Con el objeto de aumentar la selectividad de este farmaco por
los tejidos tumorales y disminuir asi sus efectos colaterales, se han disefiado numerosos derivados en los que se une
a fragmentos estructurales que actiian como transportadores hasta el lugar de accién. Entre estos derivados destaca el
ftorafur [1-(2-tetrahidrofuranil)-5-fluorouracilo], que es dos veces mds potente y cinco veces menos téxico que el 5-
FU. Sin embargo, atin era necesaria una mejora en su selectividad.

R X Y Base
1 'Pr o) CH,OH 5-FU
2 'Pr S CH,OH 5-FU
3 Me O CH,OTs 5-FU
Y\/XWOR 4 Me 0 CH,CI 5-FU
Base 5 Me o) COOMe 5-FU
6 'Pr 0o CH=CH, Adenina
7 'Pr o) CH=CH, Uracilo
8 'Pr o) CH=CH, 5-FU
9 'Pr o) CH(OH)CH,OH 5-FU
10 Me o) CH(OH)CH,CI 5-FU
11 Me o) CH(OMe)5FU 5-FU
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En el afio 1996 se publicé la sintesis y las propiedades antiproliferativas de O,N-acetales de naturaleza aciclonu-
cleosidica con estructura general de 1-[3-(2-hidroxietilhetero)-1-alcoxipropil]-5-fluorouracilos (ver compuestos 1y 2)
[Campos, J.; Pineda, M. J.; Gémez, J. A.; Entrena, A.; Trujillo, M. A.; Gallo, M. A.; Espinosa, A. Tetrahedron 1996,
52, 8907-8924].

Los compuestos 1 y 2 presentaron una actividad in vitro superior a la del 5-FU frente a determinadas lineas
tumorales. El primero de ellos, con una Cls, alrededor de 22 uM, frente a células de carcinoma humano de laringe
HEp-2 (aproximadamente dos veces menor que la del 5-FU). El segundo de ellos, con Cls, de 9,4, 3,9 y 5,8 uM frente
a las lineas tumorales CX-1 (carcinoma de colon humano), MX-1 (carcinoma humano de mama) y LZ-1 (carcinoma
humano de pulmén).

Los compuestos con el grupo hidroxilo bloqueado, y por tanto no fosforilables, se disefiaron para actuar como
profarmacos de 5-FU. Su hidr6lisis en los tejidos tumorales libera dos sustancias citotéxicas, 5-FU y acroleina. Los
ensayos de actividad citotéxica de estos compuestos sobre células HT-29 (carcinoma humano de colon) mostraron
como mds interesante el compuesto 10 (Cls, = 70 uM) que, atin asi, es ocho veces menos activo que el 5-FU. En un
estudio sobre la capacidad diferenciadora en cultivos de células RD (rabdomiosarcoma humano), tanto 10 como 5-FU
produjeron un incremento de ciertos marcadores de diferenciacion (tales como desmina, a-actinina y tropomiosina)
mas acusado en 10 que, ademds, mostré menor toxicidad celular que el 5-FU.

Una aproximacion posterior, consistié en el aumento de la lipofilia mediante la incorporacién de anillos aromaticos
en determinadas posiciones de estas estructuras [Saniger, E.; Campos, J. M.; Entrena, A.; Marchal, J. A.; Sudrez, 1.;
Aranega, A.; Choquesillo, D.; Nicl6s, J.; Gallo, M. A.; Espinosa, A. Tetrahedron 2003, 59, 5457-5467; Saniger, E.;
Campos, J. M.; Entrena, A.; Marchal, J. A.; Boulaiz, H.; Ardnega, A.; Gallo, M. A.; Espinosa, A. Tetrahedron 2003,
59, 8017-8026]. Asi, se prepararon varias familias de compuestos O, N-acetalicos.

El incremento de la lipofilia, tuvo como consecuencia una disminucién en los valores de Cls, frente a células
humanas de carcinoma de mama MCF-7, como se desprende de la comparacion entre la actividad del compuesto 1,
con una Cls, superior a 70 uM, y la de los compuestos 13a-d.

Familia | Familia Il Familia Ii
OH R, 5-FU 5-FU
e o )
R; —
5-FU 13 oH 15
12 R,
0]
/@ 5-FU
R, 0
14
Compuestos Compuestos
ciclicos Ry R, Base Clsx(uM)  abiertos Ry R, Base Cls (uM)
5-FU 2,8 13a H H 5-FU 18,5
Ftorafur 3,0 13b Cl H 5-FU 18,0
12 69,0 13c Br H 5-FU 16,0
14a H H 5-FU 7,0 13d NO, H 5-FU 54
14b H H Uracilo 5,0
14c OMe H 5-FU 4.5
14d H OMe 5-FU 22,0
15 H H 5-FU 14,0

Sobre estos productos, se llevaron a cabo estudios de capacidad para inducir apoptosis. El paclitaxel (Taxol®), con
un 43% de induccidn en cultivos celulares de cancer de mama, es uno de los pocos ejemplos conocidos de inductores
de apoptosis ya que la mayoria de los farmacos citotxicos la provocan tinicamente en una pequefa fraccién de las
células tumorales. Cabe destacar que, entre los compuestos desarrollados, existen algunos que superaron el valor de
induccién de apoptosis en cultivos celulares de cdncer de mama del paclitaxel a concentraciones iguales a las de
sus Clsos. Los mds potentes inductores de apoptosis frente a la linea tumoral MCF-7 de cdncer de mama fueron los
compuestos 12 (54,33 y 35,49% a las 24 y 48 h respectivamente), 13a (5§9,90% a las 24 h), 14d (40,08 y 46,73%), y
15 (57,33 y 51,37%).
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Otro hecho muy importante en la actividad de estos compuestos, que indica el avance de la investigacién en el
grupo hacia terapias no citotdxicas, es su capacidad para acumular c€lulas en fases del ciclo celular distintas al 5-FU
y su profarmaco ftorafur. Estos tltimos retienen las células en fase S, donde es inhibida la enzima timidilato sintasa,
mientras que los compuestos 12, 14a-d, y 15 lo hacen en fase Gy/G; y 13b o 13c en fase G,/M (en detrimento de la
poblacién en fase S). Esto indica la capacidad de dichos compuestos para ser farmacos per se (a excepcion de 13d,
con un patrén semejante al 5-FU en la detencién del ciclo celular).

Los autores de la presente invencién han descubierto, tras laboriosa investigacion, que determinadas modificaciones
en la estructura de los compuestos descritos en los antecedentes de esta invencién, presentan una apreciable mejoria
de la actividad antiproliferativa.

Breve descripcion de la invencion

La invencién proporciona en su primer objetivo una familia de compuestos que vienen representados, en funcién
de su unién hemiamindlica, por las férmulas I y/o II:

8
Ry
7
| I

El_k;_c—) _____________________________ } Y = Bn-, BnV-, PhV-, donde V=0, S |
. =8, 80 N :
i : 3 QCHzo—, A0 A
\ 0.0 /= NW, (o-, m-op-):
= NS ) RSN B .
i donde W=0, H S \
s E ;Z =H, Cl
! - Pt
- = FMOC-N__ |

R = grupos electrén-donantes (OH, OR, OMe, NH,,
NHCOR') y electron-atrayentes (NO,, CF5;, COR") en
posiciones 7' y/o 9' del anillo bencénico fusionado

donde el grupo R puede ser un grupo electrén-donante (OH, OR, OMe, NH,, NHCOR’), electrénicamente neutro
(H, alquilo) o un grupo electrén-atrayente (NO,, CF;, COR’) en posiciones 7’ y/o 9. Las estructuras se caracterizan
por presentar un ciclo de siete miembros, fusionado a un anillo de benceno, con dos heterodtomos en posiciones
relativas 1,4 y unido a través de su posicion 3 al d&tomo de nitrégeno en posicién 9’ (compuesto tipo I) o a través de
la posicién 7’ (compuesto tipo II) de una base purica. Los compuestos de esta familia presentan niveles muy bajos de
toxicidad.

En un segundo objetivo, la invencién proporciona el empleo de los compuestos de férmula I y IT en ensayos clinicos
sobre pacientes con cancer.

Un objetivo adicional de la invencién consiste en proporcionar formulaciones farmacéuticas que comprendan al
menos un compuesto de férmula I y/o II.

La invencién proporciona, en otro objeto, un método para la preparacién de los compuestos de férmula I y/o II.
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Descripcion detallada de la invencion

En su primer objetivo la invencién proporciona una familia de compuestos que responden, en funcién de su unién
hemiamindlica, a la férmula general I y/o II:

8
|
RT
7
| I
donde,
X representa un dtomo de oxigeno, azufre o un grupo sulfonilo, un grupo bencensulfanilamino sustituido en

posiciones orto, meta 0 para por un grupo nitro o amino, o un grupo fluorenilmetil carbamato (FMOC-N,. ciai0);

Y representa un radical seleccionado del grupo formado por restos bencilo (mono- o disustituidos), benciloxi
(mono- o di-sustituidos), fenoxi (mono- o di-sustituidos), feniltio (mono- o di-sustituidos), ciclohexilmetiléno-
xi, aliloxi, alilo, cloro, bromo o yodo;

Z representa un hidrégeno o un dtomo de cloro;
R representa bien un radical seleccionado del grupo formado por H, alquilo, un grupo electrén-donante como
hidroxilo, alcoxilo, amino, acilamino, o un grupo electrén-atrayente como un halégeno, trifluorometilo, acilo,

en las posiciones 7’ y/o 9’ del anillo bencénico fusionado al heterociclo de siete miembros.

Los compuestos pertenecientes a la familia I y I, ademds de actuar como agentes antiproliferativos frente a diversas
estirpes de canceres, se caracterizan por presentar niveles de toxicidad minimos frente a las lineas celulares sanas [linea
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epitelial de mama normal (MCF-10A) e intestinal de rata IEC-6)].

Los compuestos tipo I de la invencién se muestran en la Tabla 1:

TABLA 1

N° Caédigo X Y Z
16 MB-90A 0 Cl H
17 BDM-69C 0 Br H
18 BDM-185A 0 | H
19 KS-171C O CF, H
20 KS-47A 0 Cl Cl
21 MN-84D S Cl H
22 MN-92B SO Cl H
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Los compuestos tipo II de la invencién se muestran en la Tabla 2:

TABLA 2

N° Cadigo X Y Y4
23 MB-90B 0 Cl H
24 KS-193B ®) I H
25 KS-171D 0 CF3 H
26 KS-47B 0 Cl Cl
27 MN-116B S Cl H
28 MN-80C SO, Cl H

En un segundo objetivo, la invencién proporciona el empleo de los compuestos de férmula I y/o II en medicina.
Concretamente, se reivindican los compuestos de férmula I y/o II para su uso en medicina. En una realizacién parti-
cular, la invencién proporciona los compuestos de férmula I y/o II para el tratamiento del cancer, preferentemente de
los canceres de mama, pulmon, colorrectal, pancreas y sindromes mieloproliferativos.

Por otra parte, se reivindica el empleo de un compuesto de férmula I y/o II en la elaboracién de un medicamento.
En una realizacién particular, los compuestos de formula I y/o II se emplean en la elaboracién de un medicamento para
el cancer, preferentemente de los cdnceres de mama, pulmon, colorrectal, pancreas y sindromes mieloproliferativos.

En su tercer objetivo, la invencidn proporciona formulaciones farmacéuticas que comprenden como ingrediente
activo al menos un compuesto de férmula I y/o II. Dichas formulaciones farmacéuticas pueden contener uno o mas
excipientes y/o sustancias transportadoras. Ademds dichas formulaciones puede contener cualquier otro ingrediente
activo que tenga propiedades anticancerosas.

Los excipientes, sustancias transportadoras y sustancias auxiliares tienen que ser farmacéutica y farmacolégica-
mente tolerables, de modo que puedan ser combinados con otros componentes de la formulacién o preparacién y no
ejerzan efectos adversos en el organismo tratado. Las composiciones farmacéuticas o formulaciones incluyen aque-
llas que son adecuadas para la administracién oral o parenteral (incluyendo subcutdnea, intradérmica, intramuscular
e intravenosa), aunque la mejor via de administracion depende del estado del paciente. Las formulaciones pueden
ser en forma de dosis sencillas. Las formulaciones se preparan de acuerdo con métodos conocidos en el campo de la
farmacologia. Las cantidades de sustancias activas para administrarse pueden variar en funcién de las particularidades
de la terapia.

La invencion también proporciona un método para la preparacién de los compuestos de férmula I y II: el proce-
dimiento comprende mezclar el derivado (RS)-3-metoxi-2,3-dihidro-5H-1,4-benzodiheteroepinico con la base purica,
dcido de Lewis, trimetilclorosilano, 1,1,1,3,3,3-hexametildisilazano en acetonitrilo seco a una temperatura comprendi-
da entre -5 y 5°C en atmdsfera de argén, y tras dejar que alcance la suspension la temperatura ambiente, se calienta la
suspension a una temperatura comprendida entre 40 y 45°C durante 16-24 h. En el procedimiento para la obtencién de
los (RS)-9- 6 7-(1,1-dioxo-2,3-dihidro-5H-4,1-benzoxatiepin-3-il)-9H- 6 -7H-purinas sustituidas se puede llevar a cabo
la preparacién de las dos formas siguientes: (a) por condensacion entre el (RS)-3-metoxi-2,3-dihidro-5H-4,1-benzo-
xatiepino y la purina sustituida, de acuerdo con el procedimiento especificado arriba, y posterior oxidacién del &tomo
de azufre en el compuesto condensado con Oxone®, tal como de detalla en la sintesis del compuesto (RS)-1,1-dioxo-
2,3-dihidro-5H-4,1-benzoxatiepino o del compuesto 22, cédigo MN/92B; y (b) por condensacion entre el compuesto
oxidado previamente como el (RS)-1,1-dioxo-3-metoxi-2,3-dihidro-5H-4,1-benzoxatiepino y la purina sustituida.
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Cultivos celulares
Linea celular

La linea celular humana derivada de cancer de mama MCF-7 fue proporcionada por el Dr. N. Olea del Instituto de
Biologia Tumoral Sanchez Mora del Hospital Universitario de Granada.

Condiciones de cultivo

Los cultivos de células se realizaron en cabina de flujo laminar (Micro-V, Telstar, Espafia) bajo condiciones de
esterilidad. Los frascos de cultivo estériles (Falcons de 25 u 80 cm? de superficie util) se mantuvieron en estufa a 37°C,
atmosfera al 5% de CO, y 90% de humedad. Durante el cultivo celular, las células tuvieron que ser resembradas en
nuevos Falcons conforme se alcanzaba la saturacion, despegdndolas de la superficie de los frascos de cultivo mediante
una solucién de PBS-EDTA (0,02%) o de Tripsina (10x). Después se centrifugaron a 600 g durante 5 minutos y lavadas
dos veces con PBS, resuspendiéndolas en medio de cultivo.

Para el cultivo se utiliz6 el medio Dubelcco’s Eagle modificado (DMEM) (Gibco, EE UU) (13,37 g de medio
base), suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado (Flow, Reino Unido) en calor himedo entre 50 y 60°C
durante 30 minutos. El medio se tamponé con NaHCO; y buffer Hepes (Flow) IM pH 7,2 y se suplement6 con 40
mg/L de gentamicina (Antibidticos S. A.), 500 mg/L de ampicilina (Antibidticos S. A.), 20 mL de L-glutamina (Flow)
200 mM y agua bidestilada, c.s.p. hasta 1000 mL. Una vez preparado el medio de cultivo, se filtr6 con filtros Millex
estériles de 0,22 uM (Millipore, Francia) y se afadio a los frascos.

Meétodo de congelacion celular

Para la congelacién celular, las células se despegaron de la superficie de los Falcons mediante una solucién de
PBS-EDTA (0,02%) o de Tripsina (10x), centrifugadas a 600 g durante cinco minutos y lavadas dos veces con PBS.
El pellet celular se resuspendié en medio de congelacién a razén de 0,5 x 10° células por mL siendo introducidas
inmediatamente en criotubos y éstos en el congelador a -80°C durante 24 h, siendo almacenadas definitivamente en
nitrégeno liquido tras este periodo.

Medio de congelacion: suero fetal bovino (Sigma, S. L.), inactivado en calor hiimedo durante 30 minutos, y dime-
tilsulféxido (DMSO).

Meétodo de descongelacion celular

La linea celular MCF-7 crioconservada en nitrégeno liquido se descongeld en calor himedo. Inmediatamente des-
pués, las células se resuspendieron en PBS estéril, siendo centrifugadas a 1500 rpm durante cinco minutos, repitién-
dose el proceso dos veces para eliminar los restos de DMSO. El pellet se resuspendié en medio de cultivo previamente
filtrado y las células se depositaron en frascos de cultivo.

Modos de realizacién
Los siguientes ejemplos se presentan como ilustracién de la presente invencion:

Compuestos 16 [codigo MB-90A, (RS)-6-cloro-9-(2,3-dihidro-5H-1,4-benzodioxepin-3-il)-9H-purina] y 23 [co-
digo MB-90B, (RS)-6-cloro-7-(2,3-dihidro-5H-1,4-benzodioxepin-3-il)-7H-purina]: SnCl,/CH,Cl, (6,66 mL, 3,63
mmoles) en acetonitrilo seco (6 mL) se adiciona con jeringa, bajo atmésfera de argon, a una suspension de (RS)-3-me-
toxi-2,3-dihidro-5H-1,4-benzodioxepino [Saniger, E.; Campos, J. M.; Entrena, A.; Marchal, J. A.; Sudrez, I.; Ardnega,
A.; Choquesillo, D.; Niclés, J.; Gallo, M. A.; Espinosa, A. Tetrahedron 2003, 59, 5457-5467] (1 g, 5,55 mmoles), 6-
cloropurina (857 mg, 5,54 mmoles), que contiene trimetilclorosilano (0,55 mL, 4,35 mmoles) y 1,1,1,3,3,3-hexame-
tildisilazano (0,88 mL, 4,22 mmoles) en acetonitrilo seco (22 mL) a 0°C. Después de 10 min. a 0°C, la suspensién se
dejé que alcanzara la temperatura ambiente y se calenté a 45°C durante 16 h. Tras enfriamiento, la mezcla de reac-
cién se diluy6 con agua (20 mL), y se afiadi6 NaHCO; hasta que el pH fuese neutro. La fase acuosa se extrajo con
acetato de etilo (2 x 10 mL) y la fase orgénica se seca (Na,SO,). Tras filtracion, el disolvente se eliminé al rotavapor
y el residuo se purifica mediante cromatografia flash utilizando una mezcla de EtOAc/hexano: 6/4 como eluyente. La
primera fraccién pesé 380 mg (22,6%) con el aspecto de polvo amorfo blanco y se identific6 como 16, cédigo MB-
90A; pf.: 133-134°C. R; (EtOAc): 0,42. "H RMN (400 MHz, CDCL;) 6 8,78 (s, 1H, H,,,); 8,44 (s, 1H, H,,,); 7,31 (dt,
1H,J=14,7,5Hz, Hyon); 7,22 (d, 1H, J = 7,5 Hz, Hyom); 7,12 (d, 1H, J = 8,6 Hz, H.,on); 7,11 (t, 1H, J = 7,5 Hz,
Ha.om); 6,32 (dt, 1H, J = 2,2, 6,2 Hz, H-3); 4,89 (s, 2H, H-5); 4,62 (dd, 1H, J = 2,2, 13,0 Hz, H-2); 4,43 (dd, 1H, J =
6,2, 13,0 Hz, H-2). '*C RMN (100 MHz, CDCl;) 6 158,79; 154,67; 152,44; 151,58; 143,88; 137,41; 132,75; 124,38;
129,36; 130,13; 129,36; 84,17; 73,57; 69,10. HR LSIMS (matriz NOBA) calculado para C,H,;CIN,O,Na (M + Na)*:
325.0468; encontrado: 325.0468. Andlisis para C,4H,;;CIN,O,: Calculado: C 55,55; H 3,66; N 18,51. Encontrado: C
55,63; H 3,80; N 18,46.

La segunda fraccion pesé 290 mg (17,3%) con aspecto de polvo blanco amorfo y se identificé como 23, cédigo
MB-90B; pf.: 138-139°C. R; (EtOAc): 0,17. '"H RMN (400 MHz, CDCL;) § 8,90 (s, 1H, H,,.); 8,70 (s, 1H, H,,,); 7,31
(dt, 1H, J = 1,6, 7,7 Hz, Hyom); 7,22 (d, 1H, J = 7,2 Hz, Hyom); 7,13 (d, 1H, J = 8,1 Hz, Hyom); 7,10 (t, 1H, J = 7,5 Hz,
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H,..m); 6,55 (dd, 1H, J = 2,2, 5,2 Hz, H-3); 4,80 (dd, J =9,0, 14,0 Hz, 2H, H-5); 4,66 (dd, 1H, J =2,2, 13,1 Hz, H-2);
4,40 (dd, 1H, J = 5,3, 13,0 Hz, H-2). *C RMN (100 MHz, CDCl;) 6§ 162,07; 158,72; 152,98; 147,61; 143,26; 130,32;
130,26; 129,45; 124,66; 120,80; 85,08; 74,09; 68,42. HR LSIMS (matriz NOBA) calculado para C;,H,;CIN,O,Na
(M + Na)*: 325.0468; encontrado: 325.0468. Andlisis para C;;H;;CIN,O,: Calculado: C 55,55; H 3,66; N 18,51.
Encontrado: C 55,43; H 3,90; N 18,86.

Compuesto 17 [codigo BDM-69C, (RS)-6-bromo-9-(2,3-dihidro-5H-1,4-benzodioxepin-3-il)-9H-purina]: SnCl,/
CH,CI, (1,16 mL, 1,11 mmoles) en acetonitrilo seco (3 mL) se adiciona con jeringa, bajo atmésfera de argon, a una
suspension de (RS)-3-metoxi-2,3-dihidro-5H-1,4-benzodioxepino [Saniger, E.; Campos, J. M.; Entrena, A.; Marchal,
J. A.; Sudrez, 1.; Ardnega, A.; Choquesillo, D.; Niclés, J.; Gallo, M. A.; Espinosa, A. Tetrahedron 2003, 59, 5457-
5467] (0,200 g, 1,11 mmoles), 6-bromopurina (0,221 g, 1,11 mmoles), que contiene trimetilclorosilano (143 uL, 1,11
mmoles) y 1,1,1,3,3,3-hexametildisilazano (233 pL, 1,11 mmoles) en acetonitrilo seco (3 mL) a 0°C. Después de
10 min. a 0°C, la suspension se dejé que alcanzara la temperatura ambiente y se calenté a 45°C durante 24 h. Tras
enfriamiento, la mezcla de reaccién se neutralizé con una solucién acuosa al 5% de NaHCO;. La fase acuosa se extrajo
con CH,Cl, (3 x 20 mL) y la fase orgénica se seca (Na,SO,). Tras filtracidn, el disolvente se eliminé al rotavapor y
el residuo se purifica mediante cromatografia flash utilizando una mezcla de CH,Cl,/MeOH: 9,8/0,2 como eluyente.
La fraccién pesé 0,063 mg (16,4%) con el aspecto de polvo amorfo blanco y se identificé como 17, c6digo BMD-
69C; pf: 153-154°C. R; (CH,Cl,/MeOH: 9,5/0,5): 0,56. '"H RMN (300 MHz, CDCl;) § 8,72 (s, 1H, H,,); 8.45 (s,
1H, H,.,); 7,31 (dt, 1H, J = 1,8, 7,2 Hz, H,on); 7,21 (dd, 1H, J = 1,8, 7,2 Hz, Hysom); 7,12 (d, 1H, J = 7,2 Hz, Hyom);
7,08 (dt, 1H, J = 1,2, 7,2 Hz, H,,om); 6,31 (dd, 1H, J = 2,4, 6,2 Hz, H-3); 4,89 (s, 2H, H-5); 4,63 (dd, 1H, J = 2,4,
13,0 Hz, H-2); 4,43 (dd, 1H, J = 6,2, 13,0 Hz, H-2). '*C RMN (75 MHz, CDCl;) 6 158,56; 153,20; 153,13; 150,77;
144,53; 144,40; 135,05; 130,90; 130,13; 125,15; 121,54; 84,97; 74,33; 69,88. HR LSIMS (matriz NOBA) calculado
para C,H;;BrN,O,Na (M + Na)*: 368,9963; encontrado: 368.9962. Andlisis para C,,H;;BrN,O,: Calculado: C 48,43;
H 3,19; N 16,14. Encontrado: C 48,54; H 3,13; N 16,46.

Compuestos 18 [codigo BDM-185A, (RS)-6-iodo-9-(2,3-dihidro-5H- 1,4-benzodioxepin-3-il)-9H-purina] y 24
[codigo KS-193B, (RS)-6-iodo-7-(2,3-dihidro-5H-1,4-benzodioxepin-3-il)-7H-purina]: SnCl,/CH,Cl, (4,4 mL, 4,25
mmoles) se adicionan con jeringa, bajo atmdsfera de argén, a una suspension de (RS)-3-metoxi-2,3-dihidro-5H-1,4-
benzodioxepino [Saniger, E.; Campos, J. M.; Entrena, A.; Marchal, J. A.; Sudrez, I.; Ardnega, A.; Choquesillo, D.;
Niclés, J.; Gallo, M. A.; Espinosa, A. Tetrahedron 2003, 59, 5457-5467] (0,3 g, 1,7 mmoles), 6-iodopurina [Elion, G.
B.; Hitchings, G. H. J. Am. Chem. Soc. 1956, 78, 3508-3510]. (420 mg, 1,7 mmoles), que contiene trimetilclorosilano
(218 pL, 1,7 mmoles) y 1,1,1,3,3,3-hexametildisilazano (350 uL, 1,7 mmoles) en acetonitrilo seco (5 mL) a 0°C.
Después de 10 min. a 0°C, la suspension se dejé que alcanzara la temperatura ambiente y se calenté a 45°C durante
20 h. Tras enfriamiento, la mezcla de reaccion se diluyé con agua (20 mL), y se afiadi6 una solucién acuosa al 5% de
NaHCOs; hasta que el pH fuese neutro. La fase acuosa se extrajo con acetato de etilo (4 x 20 mL) y la fase organica
se seca (Na,S0O,). Tras filtracidn, el disolvente se eliminé al rotavapor y el residuo se purifica mediante cromatografia
flash utilizando una mezcla en gradiente de EtOAc/hexano (2/8 — 4/6 — 6/4) como eluyente. La primera fraccién peso
54,5 mg (8,5%) con el aspecto de polvo amorfo blanco y se identificé como 18, c6digo BDM-185A; pf: 137-138°C. R¢
(EtOAc/hexano: 6/4): 0,41. "H RMN (300 MHz, CDCl,) 6 8,65 (s, 1H, H,,,); 8,44 (s, 1H, H,,,); 7,30 (dt, 1H, J = 1,8,
7,0 Hz, Hyoom); 7,21 (d, 1H, J =7,0 Hz, H,oom); 7,12 (d, 1H, J =7,5 Hz, H,1on); 7,10 (dt, 1H, J = 1,1, 8,3 Hz, H,1om); 6,28
(dd, 1H, J =2,3, 6,3 Hz, H-3); 4,88 (s, 2H, H-5); 4,61 (dd, 1H, J =2,3, 13,0 Hz, H-2); 4,41 (dd, 1H, J = 6,3, 13,0 Hz,
H-2). ®C RMN (75 MHz, CDCl;) 6 158,72; 152,33; 147,39; 143,14; 138,56; 130,11; 130,06; 129,31; 124,30; 122,47,
120,72; 84,11; 73,49; 69,06. Andlisis para C4H,,IN,O,: Calculado: C 42,66; H 2,81; N 14,21. Encontrado: C 42,63;
H 2,80; N 14,48.

La segunda fraccién pesé 95,7 mg (15%) con aspecto de polvo blanco amorfo y se identificé como 24, cédigo KS-
193B; pf: 133-134°C. R; (EtOAc/hexano: 6/4): 0,17. "H RMN (400 MHz, CDCl;) 6 8,90 (s, 1H, H,,,); 8,70 (s, 1H,
H,.0); 7,30 (m, 1H, Hyon); 7,20 (d, 1H, J =7,2 Hz, Hyron); 7,10 (m, 2H, H,on); 6,54 (dd, 1H, J=2,3, 5,3 Hz, H-3); 4,82
(d, 14,0 Hz, 1H, H-5); 4,77 (d, 14,0 Hz, 1H, H-5); 4,66 (dd, 1H, J =2,2, 13,2 Hz, H-2); 4,42 (dd, 1H, J = 5,3, 13,2 Hz,
H-2). Anélisis para C,4,H,,IN,O,: Calculado: C 42,66; H 2,81; N 14,21. Encontrado: C 42,55; H 2,69; N 14,03.

Otro método para la obtencion de 18 [codigo BDM-185A, (RS)-6-iodo-9-(2,3-dihidro-5H- 1,4-benzodioxepin-3-
il)-9H-purina]. Se disolvieron la (RS)-6-cloro-(2,3-dihidro-5H-1,4-benzodioxepin-3-il)-9H-purina (16, cédigo MB-
90A, 0,25 g, 0,88 mmoles), yoduro sédico (2,64 g, 17,6 mmoles) y 4cido trifluoroacético (0,34 mL, 4,4 mmoles) en
butanona (20 mL) y se dejo esta solucién en agitacién en el intervalo -40°C y -50°C durante 5 h. A continuacién se
neutraliz6 la solucién con NaHCO; y se extrajo con CH,Cl,. Se redujo el yodo con una disolucidn acuosa saturada de
Na,SO; y se lavo la fase orgdnica con Na,SO,. Se purificé el crudo por cromatografia flash (elucién en gradiente con
EtOAc/hexano: 1/9 — 2/8 — 3/7 — 7/3). Finalmente se recristalizé el producto 16, c6digo MB-90A de etanol (0,104
g, 30% de rendimiento).

Otro método para la obtencion de 24 [codigo KS-193B, (RS)-6-iodo-7-(2,3-dihidro-5H-1,4-benzodioxepin-3-il)-
7H-purina]. Se disolvieron la (RS)-6-cloro-(2,3-dihidro-5H-1,4-benzodioxepin-3-il)-9H-purina (23, cédigo MB-90B,
0,3 g, 1,06 mmoles), yoduro sédico (3,17 g, 21,1 mmoles) y 4cido trifluoroacético (0,4 mL, 5,3 mmoles) en butanona
(24 mL) y se dej6 esta solucién en agitacién en el intervalo -40°C y -50°C durante 5 h. A continuacién se neutra-
liz6 la solucién con NaHCO; y se extrajo con CH,Cl,. Se redujo el yodo con una disolucién acuosa saturada de
Na,SO; y se lavo la fase orgdnica con Na,SO,. Se purificé el crudo por cromatografia flash (elucién en gradiente con
EtOAc/hexano: 4/6 — 6/4 — 7/3). Finalmente se recristalizé el producto 24, c6digo KS-193B de etanol (0,117 g, 28%
de rendimiento).
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Compuestos 19 [codigo KS-171C, (RS)-6-trifluorometil-9-(2,3-dihidro-5H- 1,4-benzodioxepin-3-il)-9H-purina] y
25 [codigo KS-171 D, (RS)-6-trifluorometil-7-(2,3-dihidro-5H-1,4-benzodioxepin-3-il)-7H-purina] obtenidos a partir
de 18, codigo BDM-185A: Una mezcla de 18, cddigo BDM-185A, (RS)-6-iodo-9-(2,3-dihidro-5H-1,4-benzodioxepin-
3-il)-9H-purina (0,188 g, 0,5 mmoles), trifluorometil-trimetilsilano (0,1 mL, 0,7 mmoles), fluoruro potasico (0,041
g, 0,7 mmoles), yoduro de cobre (I) (0,152 g, 0,8 mmoles), dimetilformamida (0,5 mL) y N-metilpirrolidona (0,5
mL) se agité a 60°C durante 24 h. Después del enfriamiento a temperatura ambiente de la mezcla, los disolventes
se eliminaron al rotavapor y se purificé el crudo de la reacciéon mediante cromatografia flash (elucién en gradiente
con EtOAc/hexano: 2/8 — 3/7). La primera fraccién pesé 80,3 mg (49%) con aspecto de polvo amorfo blanco y se
identific como 19; pf: 70-71°C. Rf (EtOAc/hexano = 6/4): 0,43. "H RMN (300 MHz, CDCL;): 9,10 (s, 1H, H,,,); 8,60
(s, 1H, Hyy); 7,31 (m, 1H, Hyom); 7,23 (m, 1H, Hyom); 7,12 (m, 2H, Hyom); 6,39 (dd, 1H, J = 2,3, 6,2, H-3); 4,93 (d,
1H, J= 17,7, H-5); 4,90 (s, 2H, H-5); 4,66 (dd, 1H, J = 2,4, 13,0, H-2); 4,44 (dd, 1H, J = 6,2, 13.0, H-2). 3*C RMN (75
MHz, CDCl;): 158,74; 153,20; 152,36; 145,97; 145,50; 130,14; 130,02; 129,34; 124,39; 122,53; 120,75; 84,09; 73,48;
69,17. Andlisis para C;sH;,F;N,0O,: Calculado: C 53,58; H 3,30; N 16,66. Encontrado: C 53,42; H 3,59; N 16,42.

La segunda fraccion pesé 32,5 mg (20%) con aspecto de polvo amorfo blanco y se identificé como 25, cédigo KS-
171D; pf: 126-127°C. Rf (EtOAc/hexano = 6/4): 0,34. '"H RMN (300 MHz, CDCl;): 9,10 (s, 1H, H,,); 8,60 (s, 1H,
H,.); 7,33 (m, 1H, Hyom); 7,23 (m, 1H, Hyom); 7,13 (m, 2H, Hyom); 6,40 (dd, 1H, J = 2,3, 6,2, H-3); 4,91 (dd, 1H, J
=3,7, 14,1, H-5); 4,66 (dd, 1H, J = 2,3, 13,0, H-2); 4,44 (dd, 1H, J = 6,2, 13,0, H-2). *C RMN (75 MHz, CDCl,):
158,78; 153,22; 152,39; 145,95; 145,46; 130,18; 130,06; 129,37; 124,43; 122,55; 120,79; 84,12; 73,54; 69,22. Andlisis
para CsH;,F;N,0,: Calculado: C 53,58; H 3,30; N 16,66. Encontrado: C 53,31; H 3,71; N 16,68.

Compuestos 19 [codigo KS-171C, (RS)-6-trifluorometil-9-(2,3-dihidro-5H-1,4-benzodioxepin-3-il)-9H-purina] y
25 [codigo KS-171 D, (RS)-6-trifluorometil-7-(2,3-dihidro-5H- 1,4-benzodioxepin-3-il)-7H-purina] obtenidos a partir
de 24, codigo BDM-193B: Una mezcla de 24, c6digo BDM-193B, (RS)-6-i0odo-7-(2,3-dihidro-5H-1,4-benzodioxepin-
3-il)-7H-purina (0,188 g, 0,5 mmoles), trifluorometil-trimetilsilano (0,1 mL, 0,7 mmoles), fluoruro potéasico (0,041
g, 0,7 mmoles), yoduro de cobre (I) (0,152 g, 0,8 mmoles), dimetilformamida (0,5 mL) y N-metilpirrolidona (0,5
mL) se agité a 60°C durante 24 h. Después del enfriamiento a temperatura ambiente de la mezcla, los disolventes se
eliminaron al rotavapor y se purific el crudo de la reaccién mediante cromatografia flash (elucién en gradiente con
EtOAc/hexano: 2/8 — 3/7). La primera fraccién pesé 8 mg (4%) con aspecto de polvo amorfo blanco y se identificd
como 19.

La segunda fraccion pesé 24 mg (14%) con aspecto de polvo amorfo blanco y se identificé como 25, cédigo KS-
171 D.

Compuestos 20 [cddigo KS-47A, (RS)-2,6-dicloro-9-(2,3-dihidro-5H-1,4-benzodioxepin-3-il)-9H-purina] y 26
[codigo KS-47B, (RS)-2,6-dicloro-7-(2,3-dihidro-5H-1,4-benzodioxepin-3-il)-7H-purina]: SnCl,/CH,Cl, (2,3 mL,
2,22 mmoles) se adiciona con jeringa, bajo atmdsfera de argon, a una suspension de (RS)-3-metoxi-2,3-dihidro-5H-
1,4-benzodioxepino [Saniger, E.; Campos, J. M.; Entrena, A.; Marchal, J. A.; Sudrez, I.; Ardnega, A.; Choquesillo, D.;
Niclds, J.; Gallo, M. A.; Espinosa, A. Tetrahedron 2003, 59, 5457-5467] (0,200 g, 1,11 mmoles), 2,6-dicloropurina
(210 mg, 1,11 mmoles), que contiene trimetilclorosilano (143 uL, 1,11 mmoles) y 1,1,1,3,3,3-hexametildisilazano
(2,33 uL., 1,11 mmoles) en acetonitrilo seco (3 mL) a 0°C. Después de 10 min. a 0°C, la suspension se dejé que alcan-
zara la temperatura ambiente y se calenté a 45°C durante 26 h. Tras enfriamiento, la mezcla de reaccion se diluyé con
agua (20 mL), y se afadi6 NaHCO; hasta que el pH fuese neutro. La fase acuosa se extrajo con cloruro de metileno
(3 x 20 mL) y la fase organica se secé (Na,SO,). Tras filtracidn, el disolvente se eliminé al rotavapor y el residuo se
purificé mediante cromatografia flash utilizando una mezcla de CH,Cl,/MeOH: 9,8/0,2 como eluyente. La primera
fraccién pesé 50 mg (13,4%) con aspecto de polvo amorfo blanco y se identificé como 20, cédigo KS-47A; pf: 154-
156°C. Rf (CH,Cl,/MeOH = 9,8/0,2): 0,42. 1H RMN (300 MHz, CDCl;): 8,43 (s, 1H, H,,); 7,31 (m, 1H, Hyyom); 7,23
(m, 1H, Hyon); 7,12 (m, 2H, H,om); 6,29 (dd, 1H, J = 2,3, 6,1, H-3); 4,95 (d, 1H, J = 14,1, H-5); 4,95 (d, 1H, J = 14,1,
H-5); 4,86 (d, 1H, J = 14,1, H-5); 4,63 (dd, 1H, J = 2,3, 13,1, H-2); 4,34 (dd, 1H, J = 6,1, 13,1, H-2). 3C RMN (75
MHz, CDCl,): 158,67; 153,51; 152,29; 144,42; 130,78; 130,15; 129,87; 129,32; 124,39; 120,76; 84,11, 73,46; 69,21.
Andlisis para C,H;(CL,N,O,: Calculado: C 49,87; H 2,99; N 16,62. Encontrado: C 49,93; H 3,11; N 16,67.

La segunda fraccion pesé 26 mg (7%) con aspecto de polvo amorfo blanco y se identificé como 26, cédigo KS-
47B; pf: 178-180°C. R; (CH,CL,/MeOH =9,8/0,2): 0,27. '"H RMN (300 MHz, CDCL;): 8,74 (s, 1H, H,,,); 7,33 (m, 1H,
H,..); 7,23 (m, 1H, Hyon); 7,13 (m, 2H, Hyom); 6,50 (dd, 1H, J =2.2, 5,0, H-3); 4,81 (d, 1H, J = 14,1, H- 5); 4,76 (d,
1H, J = 14,1, H-5); 4,65 (dd, 1H, J = 2,2, 13,2, H-2); 4,44 (dd, 1H, J = 5,0, 13,2, H-2). *C RMN (75 MHz, CDCl,):
163,78; 158,68; 153,83; 149,09; 144,04; 130,34; 130,12; 129,48; 124,75; 120,79; 84,98; 73,85; 68,26. Andlisis para
C4sH,(,CLLN,O,: Calculado: C 49,87; H 2,99; N 16,62. Encontrado: C 50,03; H 2,89; N 16,72.

Compuesto 21, [codigo MN-84D, (RS)-6-cloro-9-(2,3-dihidro-5H-4, I-benzoxatiepin-3-il)-9H-purina]. En un ma-
traz bajo atmdsfera de argén se adicionan a temperatura ambiente (RS)-3-metoxi-2,3-dihidro-5H-4,1-benzoxatiepino
[Nufiez, M. C.; Entrena, A.; Rodriguez-Serrano, F.; Marchal, J. A.; Ardnega, A.; Gallo, M. A.; Espinosa, A.; Campos,
J. M. Tetrahedron, 2005, 61, 10363-10369] (0,5 g, 2,55 mmoles), 6-cloropurina (0,394 g, 2,55 mmoles), 1,1,1,3,3,3-
hexametildisilazano (0,53 ml, 2,55 mmoles), trimetilclorosilano (0,33 mL, 2,55 mmoles) y triflato de escandio (1,25
g, 2,55 mmoles) en acetonitrilo anhidro (20 mL) y se calienta la suspensién a 45°C durante 24 h. Una vez que la solu-
cion resultante alcance la temperatura ambiente, se neutraliza (NaHCOs), se concentra, se extrae (CH,Cl,) y una vez
eliminado el disolvente se purifica mediante cromatografia flash (eluyente CH,Cl,/MeOH: 9,8/0,2) obteniéndose 21,
c6digo MN-84D con aspecto de sélido blanco amorfo (0,456 g, 56%); pf: 185-187°C. '"H RMN (CDCl;, 300 MHz): &
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(ppm) 8,76 (s, 1H, H,,,); 8,28 (s, 1H, H,,,); 7,65 (m, 1H, Hyom); 7,36 (m, 3H, Hyrom); 6,29 (dd, J = 3,3, 8,1 Hz, 1H, H-
3); 5,18 (d, J= 13,3 Hz, 1H, H-5); 5;01 (d, J = 13,3 Hz, 1H, H-5); 3,27 (m, J = 6,1 Hz, 2H, H-2). *C RMN (CDCl;, 75
MHz): 6 (ppm) 152,23; 151,42; 150,60; 142,79; 141,75; 135,82; 132,84; 131,77; 130,18; 129,20; 128,75; 87,77; 73,93;
39,19. Analisis para C,H;,CIN,OS: Calculado: C 52,75; H 3,48; N 17,58. Encontrado: C 52,81; H 3,21; N 17,79.

Compuesto 22, [codigo MN-92B, (RS)-6-cloro-9-(1,1-dioxo-2,3-dihidro-5H-4, 1-benzoxatiepin-3-il)-9H-purina]:
A una solucién del compuesto 21, cédigo MN-84D (0,15 g, 0,47 mmoles) en metanol (7 mL), se adiciona gota a
gota una solucién de Oxone® (2KHSO;-KHSO,-K,S0,, 0,58 g, 0,94 mmoles) en agua (3 mL) y se deja a temperatura
ambiente durante 2 h. Transcurrido dicho tiempo, se neutraliza con NaHCO;, se concentra, se suspende en 15 ml
de agua y se extrae con CH,Cl,. Una vez eliminado el disolvente se purifica mediante cromatografia flash (eluyente
CH,Cl,/MeOH: 9,8/0,2) obteniéndose 22, cédigo MN-92B con aspecto de sélido blanco (0,165 g, 100%); pf: 230-
232°C. 'H RMN (CDCl;, 400 MHz): 6 (ppm) 8,77 (s, 1H, H,); 8,27 (s, 1H, H,,); 8,18 (dd, J = 1,0, 7,6 Hz, 1H,
Hyom); 7,56 (dt, J = 1,2, 7,6 Hz, 1H, H,on); 7,64 (dt, J = 1,0, 7.6 Hz, 1H, Hy,n); 7,46 (d, J = 7,6 Hz, 1H, H,,n); 6,66
(dd, J=1,5,10.5 Hz, 1H, H-3); 5,58 (d, J = 14,0 Hz, 1H, H-5); 5,01 (d, J = 14,0 Hz, 1H, H-5); 4,31 (dd, J = 10,5, 14,0
Hz, 1H, H-2); 3,98 (dd, J = 1,5, 14,0 Hz, 1H, H-2). *C RMN (CDCl;, 100 MHz): 6 (ppm) 152,55; 151,85; 150,76;
143,01; 139,32; 135,58; 134,63; 131,95; 131,32; 129,65; 128,43; 83,69; 72,09; 59,97. Anlisis para C,,H;;CIN,O;S:
Calculado: C 47,94; H 3,16; N 15,97. Encontrado: C 48,05; H 3,24; N 15,80.

Compuesto 27 [codigo MN-116B, 6-cloro-7-(2,3-dihidro-5H-1,4-benzoxatiepin-3-il)-7H-purina]. En un matraz
bajo atmosfera de argén se adiciona a temperatura ambiente (RS)-3-metoxi-2,3-dihidro-5H-4,1-benzoxatiepino [NG-
fiez, M. C.; Entrena, A.; Rodriguez-Serrano, F.; Marchal, J. A.; Ardnega, A.; Gallo, M. A.; Espinosa, A.; Campos, J.
M. Tetrahedron, 2005, 61, 10363-10369] (0,25 g, 1,28 mmoles), 6-cloropurina (0,22 g, 1,40 mmol), 1,1,1,3,3,3-hexa-
metildisilazano (0,27 ml, 1,28 mmoles) y trimetilclorosilano (0,16 mL, 1,28 mmoles) en acetonitrilo anhidro (4 mL);
esta suspension se enfria a -25°C y se adiciona gota a gota tetracloruro de estaiio en CH,Cl, (1 M, 1,53 mL, 1,28 mmo-
les) disueltos en 3 mL de acetonitrilo. La suspension resultante se calienta a 45°C durante 24 h. Transcurrido dicho
tiempo y tras enfriamiento a temperatura ambiente, la solucién resultante se neutraliza con NaHCO;, se concentra, se
extrae (CH,Cl,) y una vez eliminado el disolvente se purifica mediante cromatografia flash (eluyente CH,Cl,/MeOH:
9,9/0,1) obteniéndose 27, cédigo MN-116B con aspecto de sirupo (0.032 g, 8%). '"H RMN (CDCl;, 300 MHz): 6§
(ppm) 8,89 (s, 1H, H,,,); 8,43 (s, 1H, H,,,); 7,66 (m, 1H, Hyom); 7,35 (m, 3H, Hyrom); 6,55 (dd, J = 1,8, 9,4 Hz, 1H, H-
3); 5,18 (d, /= 13,4 Hz, 1H, H-5); 5,02 (d , / = 13,4 Hz, 1H, H-5); 3,33 (dd, J = 1,8, 14,0 Hz, 1H, H-2); 3,18 (dd, J =
9,4, 14,0 Hz, 1H, H-2). ®*C RMN (CDCl;, 75 MHz): 6 (ppm) 162,11; 152,83; 145,97; 142,91; 141,71; 135,42; 133,01,
130,19; 129,25; 128,90; 121,50; 89,36; 73,95; 39,80. Calculado: C 52,75; H 3,48; N 17,58. Encontrado: C 52,59; H
3,78; N 17,41.

Compuesto 28 [codigo MN-80C, (RS)-6-cloro-7-(1,1-dioxo-2,3-dihidro-5H-4, 1-benzoxatiepin-3-il)-7H-purina].
En un matraz bajo atmésfera de argén se adicionan a temperatura ambiente (RS)-1,1-diéxido-3-metoxi-2,3-dihidro-
5H-4,1-benzoxatiepino (0,137 g, 0,60 mmoles), 6-cloropurina (0,101 g, 0,65 mmoles), 1,1,1,3,3,3-hexametildisilazano
(0.125 mL, 0.60 mmoles) y trimetilclorosilano (0,08 mL, 0,60 mmoles) en acetonitrilo anhidro (2 mL). Esta suspension
se enfria a -25°C y se adicionan gota a gota tetracloruro de estafio en CH,Cl, (1 M, 0,72 mL, 0,72 mmoles) disueltos en
acetonitrilo (2 mL). La suspensién se calienta a 45°C durante 24 h. Transcurrido dicho tiempo, la solucién resultante
se neutraliza (NaHCO;), se concentra, se extrae (CH,Cl,, 3 x 20 mL)) y una vez eliminado el disolvente se purifica
mediante cromatografia flash (eluyente, CH,Cl,/MeOH: 9,8/0,2) obteniéndose 28, cédigo MN-80C con aspecto de
solido blanco amorfo (0,018 g, 9%); pf: 196-197°C. 'H RMN (CDCl;, 400 MHz): 6 (ppm) 8,89 (s, 1H, Hp.o); 8,41 (s,
1H, H,,,); 8,13 (d, J =7,7 Hz, 1H, H,onn); 7,67 (t,J = 7,4 Hz, 1H, Hyom); 7,61 (t, J =7,7 Hz, 1H, Hyor); 7,43 (d, /=74
Hz, 1H, H,.,); 6,97 (t, J = 6,0 Hz, 1H, H-3); 5,55 (d, /= 14,0 Hz, 1H, H-5); 4,99 (d, J = 14,0 Hz, 1H, H-5); 3,98 (d, J
= 6,0 Hz, 2H, H- 2). ®C RMN (CDCl;, 100 MHz): 6 (ppm) 161,81; 153,16; 145,89; 143,36; 138,93; 135,53; 134,79;
131,28; 129,68; 128,46; 121,50; 84,41; 71,81; 60,60. Analisis para C;4H;;CIN,OS: Calculado: C 47,94; H 3,16; N
15,97. Encontrado: C 48,04; H 3,11; N 15,77.

Tratamiento de la linea celular MCF-7 con los fdrmacos

Se siguid el siguiente protocolo: las células fueron despegadas de la superficie de los frascos de cultivo con PBS-
EDTA (0,02%) o PBS-tripsina (10x) a 37°C, y se lavaron dos veces con PBS a una temperatura entre 0 y 10°C mediante
centrifugacion a 600 g durante 5 minutos. A continuacién se diluyeron en medio Dubelcco’s Eagle suplementado con
suero fetal bovino hasta obtener cultivos de 5 x 10° células. A partir de este momento se llevo a cabo la induccion con
los farmacos afiadiendo las concentraciones deseadas de cada uno de ellos, permaneciendo en contacto con las células
durante seis dias. Se utilizaron como control en cada experimento cultivos paralelos de células MCF-7 sin farmacos.
El medio de ambos cultivos, control y los tratados con los farmacos, fue reemplazado cada 48 h.

Cdlculo de las concentraciones inhibitorias 50 (Cls,)

Tras la induccién durante 6 dias con los firmacos, a las concentraciones de 0,5, 1, 3, 5, 10 y 20 uM, de la linea
celular en cultivo, y después de llevar a cabo un ensayo colorimétrico con sulforrodamina-B (SRB) que se especificard
més adelante, se procedi6 a la medida de la absorbancia para una densidad 6ptica de 492 nm. Se construyeron las
graficas de densidad 6ptica (D. O.) (eje de ordenada) y concentracién (eje de abcisa) de cada uno de los farmacos, y
sobre las graficas se calculd interpolando el valor de la Cls, trazando la vertical de la curva del valor obtenido como
media entre los dos valores extremos de la D. O. Se determinaron dos valores para cada punto de la curva, el expe-
rimento se repitié dos o tres veces y se estimaron los valores medios. Los resultados se resumen en las Tablas 3 y 4.
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Ensayo colorimétrico

Tras periodos de 6 dias de cultivo, las células fueron coloreadas con SRB mediante el siguiente protocolo:

1.

El tapiz celular se lavé con PBS al 1% y se incub6 con glutaraldehido durante 15-30 minutos a una tempe-
ratura comprendida entre 0 y 4°C, lavdndose a continuacién con PBS y dejandolo secar.

Las células asi fijadas se tifieron durante 15 minutos con SRB en 4cido acético.
Posteriormente se lavé el tapiz con 4cido acético y se dejaron secar de nuevo las placas.
El colorante fijado sobre las células se solubilizé con una solucién de Tris-base con agitacion suave.

Alicuotas de 100 uL se transfirieron a placas de 96 pocillos y se leyeron en un colorimetro Titertek multis-
can.

Las Tablas 3 y 4 resumen los resultados obtenidos en los ensayos realizados.

TABLA 3

X N Z
CLay
I Y

N° Codigo X Y | z Clso (uM)
16 MB-90A 0 Cl | H | 4632001
17 BDM-69C 0 Br | H | 343%050
18 | BMD-185A 0 I | H | 6752023
19 KS-171C (@) CF; H 3,21+ 0,40
20 KS-47A 0 Cl | Cl | 4402088
21 MN-84D S Cl | H | 5462002
22 MN-92B SO, Cl | H | 1653:159

TABLA 4
x Y
Gt
O ~
SN Nz
1

N© codigo X Y Z Clso (M)

23 | MB-90B 0 Cl H | 232£0417

24 KS-193B @] i H 401+£0,33

25 | KS-171D 0 CF, H | 675023

26 KS-47B 0 Cl Cl | 2494+ 183

27 | MN-116B S Cl H | 355110

28 | MN-80C S0, Cl H | 258008

11
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En resumen, la presente invencion se refiere a una familia de compuestos que responden, en funcién de su unién
hemiamindlica, a las férmulas generales I y II:

9 9
X
8 N 8 N
R_| P RT
7 @) 7
6 6
|
donde,
X representa un dtomo de oxigeno, azufre o un grupo sulfonilo (SO,), un grupo bencensulfanilamino sustituido en

posiciones orto, meta 0 para por un grupo nitro o amino, o un grupo fluorenilmetil carbamato (FMOC-N ciari0);

Y representa un radical seleccionado del grupo formado por restos bencilo (mono- o disustituidos), benciloxi

(mono- o di-sustituidos), fenoxi (mono- o di-sustituidos), feniltio (mono- o di-sustituidos), ciclohexilmetiléno-
xi, aliloxi, alilo, cloro, bromo o yodo;

Z representa un hidrégeno o un dtomo de cloro;

R representa bien un radical seleccionado del grupo formado por H, alquilo, grupos electrén-donantes como

hidroxilo, alcoxilo, amino, acilamino, o grupos electron-atrayentes como halégenos, trifluorometilo, acilos, en
las posiciones 7 y/o 9 del anillo bencénico fusionado al heterociclo de siete miembros.

Estos compuestos pueden ser componentes activos de de una formulacién farmacéutica y utilizarse para el trata-
miento de los cidnceres de mama, pulmon, colorrectal, pancreas y sindromes mieloproliferativos en animales y seres
humanos o para la elaboracién de medicamentos para estos tratamientos.

Estos compuestos se producirian segin el procedimiento descrito que comprende las siguientes fases:

- mezcla del derivado (RS)-3-metoxi-2,3-dihidro-5H-1,4-benzo-diheteroepinico con la base pirica, dcido de
Lewis, trimetilclorosilano, 1,1,1,3,3,3-hexametildisilazano en acetonitrilo seco a una temperatura entre -5
y 5°C en atmésfera de argon,

- Tras dejar que alcance la suspension la temperatura ambiente, se calienta la suspensién a una temperatura
comprendida entre 40-50°C durante 16-24 h. En el procedimiento para la obtencién de las (RS)-9- 6 7-
(1,1-dioxo-2,3-dihidro-5H-4,1-benzoxatiepin-3-il)-9H- 6 -7H-purinas sustituidas se puede llevar a cabo la
preparacién de las dos formas siguientes: (a) por condensacion entre el (RS)-3-metoxi-2,3-dihidro-5H-4,1-
benzoxatiepino y la purina sustituida, de acuerdo con el procedimiento especificado arriba, y posterior
oxidacién del 4tomo de azufre en el compuesto condensado con Oxone® y (b) por condensacién entre el
compuesto oxidado previamente, como el (RS)-1,1-dioxo-3-metoxi-2,3-dihidro-5H-4,1-benzoxatiepino y
la purina sustituida.
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REIVINDICACIONES
1. Una familia de compuestos que responden, en funcién de su unién hemiaminélica, a las férmulas generales I o
II:
8
|
R
7
donde,
X representa un dtomo de oxigeno, azufre o un grupo sulfonilo, un grupo bencensulfanilamino sustituido en
posiciones orto, 0 para por un grupo nitro o amino, o un grupo fluorenilmetil carbamato (FMOC-N ciario)s
Y representa un radical seleccionado del grupo formado por restos bencilo (mono- o disustituidos), benciloxi
(mono- o di-sustituidos), fenoxi (mono- o disustituidos), feniltio (mono- o di-sustituidos), ciclohexilmetilénoxi,
aliloxi, alilo, cloro, bromo o yodo;
Z representa un hidrégeno o un dtomo de cloro;
R representa bien un radical seleccionado del grupo formado por H, alquilo, un grupo electrén-donante tal co-

mo hidroxilo, alcoxilo, amino, acilamino, o un grupo electrén-atrayente tal como un dtomo de halégeno, un
grupo trifluorometilo, acilo, en las posiciones 7’ y/o 9’ del anillo bencénico fusionado al heterociclo de siete
miembros.

2. Una formulacién farmacéutica que comprende como ingrediente activo al menos un compuesto definido en la
reivindicacion 1.

3. Un compuesto segtin la reivindicacién 1 para el tratamiento de los cdnceres de mama, pulmén, colorrectal,
pancreas y sindromes mieloproliferativos en animales y seres humanos.

4. Empleo de un compuesto segtin la reivindicacién 1 en la elaboracién de un medicamento para el tratamiento de
los canceres de mama, pulmon, colorrectal, pancreas y sindromes mieloproliferativos en animales y seres humanos.

5. Procedimiento para la preparaciéon de un compuesto segin la reivindicacién 1 que comprende las siguientes
fases:

- mezcla del derivado (RS)-3-metoxi-2,3-dihidro-5H-1,4-benzo-diheteroepinico con la base purica, 4cido de Lewis,
trimetilclorosilano, 1,1,1,3,3,3-hexametildisilazano en acetonitrilo seco a una temperatura comprendida entre -5 y 5°C
en atmosfera de argoén,

- Tras dejar que alcance la suspension la temperatura ambiente, se calienta la suspension a una temperatura com-
prendida entre 40-50°C durante 16-24 h.

En el procedimiento para la obtencién de las (RS)-9- 6 7-(1,1-dioxo-2,3-dihidro-5H-4,1-benzoxatiepin-3-il)-9H- 6
-7H-purinas sustituidas se puede llevar a cabo la preparacién de las dos formas siguientes: (a) por condensacion entre el
(RS)-3-metoxi-2,3-dihidro-5H-4,1-benzoxatiepino y la purina sustituida, de acuerdo con el procedimiento especificado
arriba, y posterior oxidacién del 4tomo de azufre en el compuesto condensado con Oxone® y (b) por condensacién
entre el compuesto oxidado previamente, como el (RS)-1,1-dioxo-3-metoxi-2,3-dihidro-5SH-4,1-benzoxatiepino y la
purina sustituida.
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