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DESCRIPCION
Nuevas (RS)-7- 6 9-(1,2,3,5-tetrahidro-4,1-benzoxazepin-3-il)-7H 6 9H-purinas con actividad antitumoral.

Campo de la invencion

La presente invencion se relaciona con nuevos compuestos derivados de (RS)-7- 6 9-(1,2,3,5-tetrahidro-4,1-ben-
zoxazepin-3-il)-7H ¢ 9H-purinas con actividad farmacoldgica antitumoral utiles. La invencién se relaciona asimismo
con un procedimiento para su preparacién, con composiciones farmacéuticas que los comprenden, asi como con su
empleo en el tratamiento del cdncer, en particular en el tratamiento del cdncer de mama, pulmén, colorrectal, pancreas
y sindromes mieloproliferativos en humanos y animales.

Antecedentes de la invenciéon

El céncer es una de las causas actuales mds frecuentes de muerte en humanos y animales. Por ello se han llevado
y se estdn llevando a cabo actualmente esfuerzos muy importantes, para sintetizar y desarrollar agentes antitumorales
eficaces y seguros para el tratamiento del cdncer.

Los inventores de la presente invencidn han centrado sus esfuerzos recientemente en la sintesis, estudio y desarrollo
de agentes antitumorales que no sean citotéxicos, ni dafiinos, y dirigidos a la regulacién del ciclo celular. En este
sentido los inventores han sintetizado y evaluado la actividad bioldgica de una serie de compuestos O, N-acetales que
incluyen un benzoxaheterociclo y diferentes bases nitrogenadas. Asi, la solicitud de patente No. P200601538 divulga
compuestos 2,3-dihidro-5H-1,4-benzodiheteroepin-3-il)purinas que presentan actividad antitumoral frente a diversas
estirpes de cdnceres y baja toxicidad frente a una linea celular sana (linea epitelial de mama normal MCF-10A). Dichos
compuestos presentan las siguientes formulas generales:

9
8 x X "
Ry
0
76

En particular 1a P200601538 divulga compuestos en los que en el anillo heptagonal los heterodtomos presentes son
O y X, donde X se selecciona de entre O, S y SO, y sus concentraciones inhibitorias 50 (Cls) sobre la linea celular
humana derivada de cdncer de mama MCF-7.

Las actividades antitumorales de estos compuestos son notables y comparables a los agentes activos convencional-
mente utilizados en terapia como el agente citotéxico 5-fluorouracilo (Diaz-Gavildn, M. et al., Bioorg. Med. Chem.
Lert. 2008, 18, 1457-1460).

En su esfuerzo por proporcionar agentes antiproliferativos mejorados los inventores posteriormente han divulgado
nuevos compuestos, O,N-acetales y su sintesis en los que X en el anillo heptagonal es un dtomo de N sustituido con
un grupo nitrobencénsulfonilo (Diaz-Gavildn, M. et al., Tetrahedron 63 2007 5274-5286).

Los resultados sobre las actividades antiproliferativas de diversos compuestos O,N-acetales N-9” y N-7” purinicos
o N-17 y N-3” pirimidinicos (las posiciones de sustitucidn del anillo de purina o el de pirimidina se indican con
dobles primas) in vitro frente a la linea celular de cdncer de mama humano MCF-7 han sido recientemente publicadas
(Diaz-Gavildn, M. et al., Bioorg. Med. Chem. Lett. 2008, 18, 1457-1460). Estos resultados, han puesto de manifiesto,
entre otros aspectos, que los compuestos antitumorales mas potentes son los derivados de purina. También parecen
en general mds potentes los compuestos que presentan un anillo de 4,1-benzoxazepina frente a los compuestos que
presenta un anillo de 4,1-benzoxatiepino o de 4,1-benzodioxepino.

A pesar de los continuados esfuerzos realizados en el desarrollo y estudio de agentes antitumorales, sigue existien-
do la necesidad en el estado de la técnica de proporcionar nuevos compuestos antitumorales alternativos desarrollados
a partir de los prototipos de los compuestos mencionados.
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Descripcion de la invencion

La presente invencidn se refiere a nuevos compuestos de férmulas generales I y II:

donde,

X representa un grupo bencénsulfonamido sustituido en posicién orto, meta o para por un grupo nitro, amino
o fluoren-9-ilmetilcarbamato (FmocN);

Y v Z representan cada uno, independientemente entre si, un grupo seleccionado del grupo formado por -CI 6 -1

R representa un sustituyente seleccionado del grupo formado por H, -Cl, -Br, -1, -F & -CF, en las posiciones
77 y/o 97 del anillo bencénico fusionado al heterociclo de siete miembros.

sus sales farmacoldgicamente aceptables, derivados, profarmacos y formas homoquirales (R 6 §) de los mismos.

En el contexto de la presente invencion el término “sales farmacoldgicamente aceptables, derivados, profirmacos”
se refiere a cualquier sal farmacéuticamente aceptable, éster, solvato, hidrato, o cualquier compuesto que, una vez
administrado a un animal o ser humano, es capaz de proporcionar de forma directa o indirecta un compuesto como
los descritos en esta invencién. La invencidn también incluye comprendida en su dmbito de proteccion, sales no
farmacéuticamente aceptables, que pueden ser utilizadas en la obtencién de sales farmacéuticamente aceptables. La
preparacion de sales, profarmacos y derivados puede llevarse a cabo mediante métodos conocidos en el estado de la
técnica.

Por ejemplo las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos de la presente invencidn se sintetizan en
general a partir de los compuestos de la invencion en forma de 4cido o base libre, por adicién de una cantidad este-
quiométrica de una base o dcido apropiado, en agua, en un disolvente orgdnico o en mezclas de éstos.

Los compuestos de la invencién pueden presentarse en forma cristalina como compuestos libres o solvatos (por
ejemplo hidratos) estando ambas formas comprendidas en el dmbito de proteccién de la presente invencién. Los
métodos de solvatacion son generalmente conocidos en el estado de la técnica.

Los compuestos de la invencién de férmulas generales I y II presentan un anillo de 4,1-benzoxazepina unido a
través de su posicidn 3 al dtomo de nitrégeno en posicién 9” de una base purica en los compuestos de férmula general
I, 0 al dtomo de nitrégeno en posicién 7” de una base purica en los compuestos de férmula general II. Por tanto la
diferencia entre los compuestos I y II reside tinicamente en su unién hemiamindlica.

En los compuestos de la invencidn el anillo bencénico fusionado al heterociclo de siete miembros, puede tener uno
o dos sutituyentes R en las posiciones 77 0 9” o en ambas, y dichos R pueden ser iguales o diferentes entre si.

En una realizacién particular de la invencion, en los compuestos de férmulas generales 1y II,
ResH;
X es grupo bencénsulfonamido sustituido en posicidn orto o para por un grupo nitro,

7 ¢ Y, iguales o diferentes entre si, se seleccionan de entre -Cl, -Br, y -1.
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En otra realizacién particular los compuestos de la presente invencion son los que se muestran en las siguientes
Tablas 1 y 2:

TABLA 1

Cadigo X Y z

ACG-812b-F3  p-nitrobencénsulfonamido Cl Cl

FC-26¢c o-nitrobencénsuifonamido Cl Cl

FC-35 o-nitrobencénsulfonamido [ Cl
TABLA 2

Cadigo X Y Y4

FC-30b2 o-nitrobencénsulfonamido Cl Cl

Los inventores han observado que los compuestos de la presente invencién muestran mejores actividades antipro-
liferativas frente a la linea tumoral de cancer de mama humano MCF-7, que las de los compuestos del estado de la
técnica (solicitud de patente No. P200601538 y Diaz-Gavildn, M. et al., Bioorg. Med. Chem. Lett. 2008, 18, 1457-
1460). Ademas, los compuestos de la presente invencion mostraron mayor citotoxicidad sobre la linea tumoral MCF-7,
que sobre la linea celular mamaria no tumoral MCF-10A por lo que resultan mds selectivos y especificos. Del mismo
modo, el IT in vitro determinado ha sido de utilidad para comparar la mayor o menor efectividad de los compuestos
de la invencion sobre las lineas de estirpe mamaria.

En las Tablas 3 (compuestos de férmula general I) y 4 (compuestos de férmula general IT), se muestran los datos es-
tructurales de los compuestos, y los valores bioldgicos, incluyendo los ITs y se comparan con los datos de compuestos
del estado de la técnica. La comparacidn demuestra las ventajas de los compuestos de la presente invencién.

Las Tablas 3 y 4 resumen los resultados obtenidos en los ensayos realizados con los compuestos de la inven-
cion, con compuestos divulgados en la solicitud de patente No. P200601538, y con los siete compuestos mds activos
divulgados en la comunicacion del afio 2008 (M. Diaz-Gavildn et al. Bioorg. Med. Chem. Lett., 2008, 18, 1457-1460).
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TABLA 3

X N Z
QL
| Y

Clso MCF-7 Clso MCF-10A

Cadigo X Y | Z (M) (M) IT
MB-90A 0 Cl| H | 463£0.01° | 4172003 0.90
KS-47A 0 Cl| Cl| 440+088° | 0.552+0.01 0.12
MN-84D S Cl|H| 546+002° | 185+0.10 0.34

MDG-798C | pNBS® | CI | H | 2.73+0.17° - -

MDG-884A2-2 | oNBS® | Cl | H | 2.10 +0.69¢ - -

MDG-828B | FmocN' | CI | H | 0.67 £0.18° - -
ACG-812b-F3 | pNBS® | CI | CI | 0.36 +0.01 182+050 | 5.06
FC-26¢ oNBS* | CI'| CI' | 0.38+0.03 153+020 | 4.03
FC-35 oNBS®* | | [ CI| 061004 | 035002 | 057

%IT = Cls, MCF-10A/ Cls, MCF-7. ®Datos tomados de la solicitud de patente
P200601538. “oNBS = p-nitrobencénsulfonamido. “Datos tomados de la
comunicacion Bioorg. Med. Chem. Lett., 2008, 18, 1457-1460. °oNBS = o-
nitrobencénsulfonamido. FmocN = fluorenil-9-il-metoxicarbamato.

TABLA 4

wa Y
Gy,

e Cls; MCF-7 | Cls, MCF-10A .
Caédigo X Y 4 (M) (M) IT
KS-47B 0 Cl | H|[249+1.83° | 0.8110.01 0.03

MN-116B S Cl | H|[355+1.10°| 1.68%0.12 0.47

MDG-884B | oNBS° | Cl | H | 0.92+0.019 - -

MDG-828C | FmocN®| Cl | H | 0.84 + 0.09° - -

MDG-958A | pNBS' | PhS | H [ 0.86 +0.12¢ - -

MDG-942B | oNBS® [ PhS | H | 2590 +0.57° - -
FC-30b2 | oNBS° | Cl | CI | 099+0.09 | 1.26+0.16 1.27

T = Clsg MCF-10A/ Cls, MCF-7. ®Datos tomados de la solicitud de patente
P200601538.

°oNBS = o-nitrobencénsulfonamido. ‘Datos tomados de la comunicacion Bioorg.

Med. Chem. Left, 2008, 18 1457-1460. °FmocN = fluorenil-9-il-

metoxicarbamato. 'oNBS = p-nitrobencénsulfonamido.
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Los compuestos de las Tablas 3 y 4, en los que X es O o S, muestran valores de Cls, comprendidos entre 4.63 y 3.55
4#M, mientras que el rango de actividad de los cinco compuestos ejemplificados de esta invencién estd comprendido
entre 0.36-0.99 uM. Este dato pone de manifiesto en consecuencia, actividades antiproliferativas comprendidas entre
3.6 y 12.9 veces superiores de los compuestos de la presente invencion.

Por otra parte, los compuestos divulgados en la comunicacién Bioorg. Med. Chem. Lett., 2008, 18, 1457-1460,
muestran actividades antiproliferativas importantes comprendidas entre los valores de Cls, de 0.67 y 2.73 uM.

Los compuestos de la invencidn presentan en general valores de Cls, mejores que los del estado de la técnica
(P200601538; y la comunicacién Bioorg. Med. Chem. Lett., 2008, 18, 1457-1460), excepto, en el caso del derivado
FC-30b2. No obstante la comparacidn entre MDG-884B y FC-30b2 pone de manifiesto que los compuestos de la
presente invencién en los que Z ¢ Y son ambos halégenos, presentan mejores actividades antiproliferativas.

De modo similar la comparacién entre MDG-884A2-2 con FC-35 pone de manifiesto que los compuestos de la
invencién en los que Z e Y son ambos halégenos presentan mejores actividades antiproliferativas y lo mismo se
desprende de la comparacion entre MDG-798C y ACG-812b-F3.

En consecuencia, los datos bioldgicos apuntan al hecho experimental de que, en general, la presencia de dos dtomos
de halégeno en las posiciones 2” y 6” del resto de purina conlleva sorprendentemente a una mejora de la actividad
antiproliferativa.

Una vez mostrada la mayor actividad antiproliferativa de los compuestos de esta invencidn con respecto a los
compuestos de la técnica (Bioorg. Med. Chem. Lett., 2008, 18, 1457-1460; P200601538) se procedié a hacer un
estudio comparativo de los ITs entre los compuestos de esta invencion y los de la solicitud de patente P200601538.

Todos los compuestos de férmulas generales I y II de la presente invencién muestran valores elevados de 1T
(excepto FC-35) cuando se probaron sobre lineas de estirpe mamaria (MCF-7 y MCF-10A) destacando por encima
de todos, los derivados ACG-812b-F3 y FC-26¢, con valores de 1Ts de 5.06 y 4.03, respectivamente. Ademds, los
compuestos de P200601538 muestran valores de IT menores que 1, lo que indica que estos formacos ejercen una
mayor toxicidad sobre las células epiteliales mamarias normales.

Por tanto, los compuestos de la presente invencidn presentan un alto indice terapéutico experimental, con activi-
dad citotéxica en general selectiva de cancer de mama. Los ITs in vitro avalan su elevada selectividad sobre células
tumorales y la baja toxicidad sobre células normales.

En otro aspecto la invencidn se refiere a una composicion farmacéutica que comprende al menos un compuesto
seleccionado de entre los compuestos de férmulas I y 11, sus sales farmacoldgicamente aceptables, derivados, pro-
farmacos y formas homoquirales (R 6 S) de los mismos, junto con al menos un excipiente farmacoldgica aceptable.
Ejemplos de composiciones farmacéuticas incluyen entre otras, formas sélidas como comprimidos, capsulas, granulos
etc., formas liquidas, como soluciones, suspensiones, o emulsiones. Las composiciones farmacéuticas pueden admi-
nistrarse de forma oral, tépica, parenteral etc.

En otro aspecto la invencidn se refiere a un compuesto seleccionado de entre los compuestos de formulas I y 1I,
sus sales farmacolégicamente aceptables, derivados, profdrmacos y formas homoquirales (R 6 S) de los mismos, para
su uso como medicamento.

En otro aspecto adicional la invencién se refiere al empleo de al menos un compuesto seleccionado de entre los
compuestos de férmulas I y II, sus sales farmacoldgicamente aceptables, derivados, profdrmacos y formas homoqui-
rales (R 6 S) de los mismos, en la elaboracién de un medicamento para el tratamiento y/o profilaxis del cdncer. En
una realizacién particular dicho medicamento es para el tratamiento y/o profilaxis de los cdnceres de mama, pulmdn,
colorrectal, pancreas y los sindromes mieloproliferativos en animales y seres humarnos.

Otro aspecto adicional de la invencidn se refiere a un método de tratamiento y/o profilaxis del cdncer y de los
sindromes mieloproliferativos en animales y seres humanos en necesidad de dicho tratamiento que comprende la
administracién de la menos una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un compuesto de férmula general I o II.

La administracién de los compuestos o de las composiciones de la invencidn puede realizarse de acuerdo con cual-
quier método adecuado, como infusién intravenosa, preparaciones orales, administracion intraperitoneal, intravenosa
entre otras. La correcta dosificacion dependerd de la formulacidn concreta, el modo de administracion, y las particula-
ridades del paciente, del tumor a tratar etc., tales como la edad, el peso corporal, de la combinacién con otros fairmacos,
etc.
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En otro aspecto la invencién se refiere a un procedimiento para la preparacién de los compuestos de la presente
invencién. El procedimiento comprende la siguiente etapa de reaccién que consiste en una condensacién de Vorbriig-
gen entre un compuesto de partida de férmula general (1) y una base piirica de férmula general (2) segtin el siguiente
Esquema 1:

Esquema 1
Y
R R
\ N N7
= ome z~ NN
o
1 2
SR .
|1 R |1 Y N Z
/\\ NG ONTN L NN Nl
A gy A e
O = =N

y donde R; es un grupo bencensulfonilo sustituido en posiciones orto, meta o para por un grupo nitro o amino, o
un grupo fluoren-9-ilmetilcarbonilo (Fmoc);

R tiene los significados anteriormente mencionados para los compuestos de la invencidn, y

Z e, Y pueden ser iguales o distintos entre si, y tener los significados anteriormente mencionados para los com-
puestos de la invencién.

La condensacién de Vorbriiggen se lleva a cabo de forma convencional tal y como se describe por ejemplo en
(Dfaz-Gavildn, M. et al., Bioorg. Med. Chem. Lett. 2008, 18, 1457-1460; Diaz-Gavildn, M. et al., Tetrahedron, 2007,
63, 5274-5286; Corrigendum: Tetrahedron, 2007, 63, 9023).

La condensacion se realiza en presencia de los reactivos silanizantes, trimetilclorosilano (TCS), 1,1,1,3,3,3-hexa-
metildisilazano (HMDS), y cloruro estdnnico como 4cido de Lewis en acetonitrilo anhidro. En general se emplean
2.5 equivalentes de la purina correspondiente, TCS (4 equivalentes), HMDS (4 equivalentes), SnCly, (4 equivalentes),
MeCN anhidro y la temperatura suele estar comprendida entre 45-50°C, durante 24 a 72 horas. L.a condensacién da
lugar a los regioisémeros ciclicos N-9” y N-7”.

Por otra parte, algtin compuesto de la presente invencién de formula I, se prepara a partir de los compuestos de
férmula I, obtenidos de la condensacion de Vorbriiggen, mediante transformaciones quimicas convencionales (ver
Ejemplo 3).

A continuacidn se presentan ejemplos ilustrativos de la invencion, que se exponen para una mejor comprension de
la invencién, y que en ningtin caso deben considerarse una limitacién del alcance de la misma.

Ejemplos
Ejemplo 1

Preparacion de (RS)-2,6-dicloro-9-[1-(o-nitrobencénsulfonil)- 1,2,3,5-tetrahidro-4, 1-benzoxazepin-3-il ]-9H-purina
(PC-26¢), y (RS)-2,6-dicloro-7-[1-(o-nitrobencénsulfonil)-1,2,3,5-tetrahidro-4, 1-benzoxazepin-3-il |- 7H-purina (FC-
30b2)

Sobre una solucién de (RS)-3-metoxi-1-(o-nitrobencénsulfonil)-1,2,3,5-tetrahidro-4,1-benzoxazepina (200 mg,
0.55 mmoles) y 2,6-dicloropurina (259 mg, 1.37 mmoles) en 2.5 mL de acetonitrilo anhidro a 0°C y bajo atmés-
fera de argén, se afiadieron sucesivamente TCS (278 pl., 2.20 mmoles), HMDS (453 pl., 2.20 mmoles) y SnCl, (1M
en CH,Cl,, 2.2 mL). Se dejé elevar lentamente la temperatura hasta 10°C antes de calentar a S0°C. Una vez alcanza-
da esta temperatura se mantuvo la mezcla en agitacién, bajo atmdsfera de argén, durante 69 horas. Transcurrido ese
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tiempo la mezcla se enfrié a 0°C y se afiadieron 10 ml. de agua. Se neutralizé con una solucién de NaHCO; saturada
y se extrajo con CH,Cl;. (3 x 30 mL). La fase orgdnica se lavé con H,O (1 x 30 mL) y con una solucién saturada de
NaCl (1 x 30 mL) y se secd (Na,SOy). El crudo se purificé mediante cromatografia flash utilizando una mezcla de
EtOAc/Hexano 1/1. De esta forma se obtuvieron las siguientes dos fracciones: FC-26¢ (35.5 mg, 13%) y FC-30b2
(5.5 mg, 2%):

(FC-26¢). Sélido blanco; pf: 154-155°C. 'H-RMN (CDCl;, 300 MHz): § (ppm) 8.18 (s, 1H), 8.07 (dd, J= 1.8
Hz, /=79 Hz, 1H), 7.82-7.80 (m, 3H), 7.42-7.40 (m, 2H), 7.34-7.31 (m, 1H), 7.08 (d, J= 7.5 Hz, 1H), 6.09 (dd, /=
1.8 Hz, J= 10.1 Hz, 1H), 5.05 (d, J = 13.6 Hz, 1H), 4.82 (d, J = 13.6 Hz, 1H), 472 (dd, J = 13.2 Hz, /= 1.8 Hz,
1), 3.84 (dd, J= 10.1 Hz, J= 13.2 Hz, 1H). *C-RMN (CDCl;, 75 MHz): § (ppm) 153.68, 152.48, 152.38, 148.03,
143.70, 138.89, 137.75, 134.95, 133.71, 132.60, 132.55, 131.03, 130.56, 130.04, 129.58, 128.82, 125.02, 85.22, 72.12,
54.80. HR (LSIMS) calculado para C,oH;,Cl;N¢NaOs M+Na)* 543.0021; encontrado 543.0020. Analisis elemental
para C,Hy,CLLNsOs: C, 46.08; H, 2.71; N, 16.12; S, 6.15; encontrado: C, 46.10; H, 3.02; N, 16.43; S, 5.99.

(FC-3002). Sélido blanco; pf: 172-174°C. "H-RMN (Acetona-ds, 400 MHz): 6 (ppm) 8.93 (s, 1H), 8.10-8.07 (m,
2H), 7.94 (m, 1H), 7.57 (d, J=7.5 Hz, 1H), 7.42-7.44 (m, 2H), 7.21 (d, J= 7.8 Hz, 1H), 6.56 (dd, J= 2.0 Hz, J=10.2
Hz,1H), 5.01-4.98 (m, 3H), 4.16 (dd, J= 10.0 Hz, J= 13.7 Hz, 1H). “C-RMN (DMSO-d;, 100 MHz): 6 (ppm) 163.88,
160.85, 152.18, 144.00, 139.25, 137.93, 136.29, 133.91, 132.67, 131.00, 130.89, 130.32, 129.96, 129.54, 128.63,
125.86, 121.01, 85.38, 70.40, 53.85. HR (LSIMS) calculado para Cy,H;,Cl,NsOsSNa (M+Na)* 543.0021; encontrado
43.0018. Analisis elemental para C;H;,CLNOsS: C,46.08; H,2.71; N, 16.12; S, 6.15; encontrado: C,46.21; H, 3.08;
N, 15.93; 8, 6.00.

Ejemplo 2

Preparacion de (RS)-2,6-dicloro-9-[1-(p-nitrobencénsulfonil)-1,2,3,5-tetrahidro-4, 1-benzoxazepin-3-il|-9H-purina
(ACG-812bF3)

Se sigui el mismo procedimiento detallado en el Ejemplo 1 sustituyendo el O,0-acetal de partida [(RS)-3-meto-
xi-1-(p-nitrobencénsulfonil)-1,2,3,5-tetrahidro-4,1-benzoxazepina)], manteniendo las mismas relaciones molares. Se
obtuvo el compuesto ACG-812bF3.

(ACG-812bF3) Sélido amarillento; pf: 173-175°C. 'H-RMN (CDCls, 300 MHz): § (ppm) 8.44 (d, /= 8.8 Hz, 2H),
8.17-8.11 (m, 3H), 7.43-7.31 (m, 4H), 6.00 (d, J= 8.8 Hz, 1H), 4.78 (d, J= 13.8 Hz, 1H), 4.74 (dd, J = 1.2 Hz,
J=14.7 Hz, 1H), 4.60 (d, J= 13.8 Hz, 1H), 3.65 (dd, J = 10.0 Hz, J= 14.7 Hz, 1H). *C-RMN (CDCl;, 75 MHz):
§ (ppm) 153.72, 152.59, 152.16, 150.79, 146.29, 143.41, 138.78, 136.64, 131.01, 130.52, 130.40, 129.54, 129.10,
129.05, 125.18, 84.78, 72.05, 54.56. HR (LLSIMS) calculado para C,H1,Cl,NgNaOsS (M+Na)* 543.0021, encontrado
543.0024. Andlisis elemental para C;H;,CNOsS: C, 46.08; H, 2.71; N, 16.12; 8, 6.15; encontrado: C, 46.00; H,
2.65;N, 15.99; S, 6.28.

Las sintesis de los compuestos que resultan de la sustitucién del dtomo de cloro en la posicién 6” del anillo de
purina por otro dtomo de yodo (FC-35), se detalla a continuacién:
Ejemplo 3

Preparacion de (RS)-2-Cloro-6-iodo-9-[1-(o-nitrobencénsulfonil)-1,2, 3, 5-tetrahidro-4,1-benzoxazepin-3-il |- 9H-pu-
rina (FC-35)

0=5=0 "0 ¢ NO,
NN 0-5=0 )Cl
NN | _Nal N N7ON
—
g N\: cl TFA N
N Butanona e NL:N
FC-26c FC-35

A una solucién de FC-26¢ (150 mg, 0.28 mmoles) en 6 ml. de butanona se le afiadié Nal (839 mg, 5.60 mmoles),
TFA (107.2 ul., 1.4 mmoles) a -10°C y se mantuvo a esta temperatura 6 horas. Tras evaporar el disolvente, el crudo se
redisolvié en CH,Cl, y se lavé sucesivamente con una disolucién saturada de NaHSO, (2 x 50 mL), H,O (1 x 50 mL),
una solucién saturada de NaCl (1 x 50 mL) y se sec6 (Na,SO,). El producto (FC-35) se purificé por cromatografia en
columna utilizando como eluyente EtOAc/Hexano 1/1 (117 mg, 66%).
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(FC-35) Sélido amarillento; pf: 129-130°C. 'H-RMN (CDCls, 300 MHz): (ppm) 8.18 (s, 1H), 8.08 (d, J= 8.0 Hz,
1H), 7.81-7,79 (m, 3H), 7.43-7.42 (m, 3H), 7.40-7.38 (m, 2H), 7.31-7.32 (m, 1H), 7.10 (d, J= 8.0 Hz, 1H), 6.06 (dd,
J=8.0Hz, J=16.0 Hz, 1H), 5.04 (dd, /= 8.0 Hz, / = 12.0 Hz, 1H), 4.82 (d, J = 12.0 Hz, 1H), 4.73 (dd, J= 16.0 Hz,
J=4.0 Hz, 1H), 3.82-3.80 (m, 1H). ®C-RMN (CDCl;, 75 MHz): ¢ (ppm) 153.10, 152.46, 152.34, 148.81, 147.86,
143.64, 138.85, 137.72, 137.68, 134.90, 133.68, 132.57, 132.52, 130.53, 130.00, 128.82, 124.99, 85.18, 72.12, 54.76.
HR (LSIMS) calculado para CyH;,CIINgNaOsS (M+Na)* 634.9377, encontrado 634.9381. Andlisis elemental para
CyH4ClINgOsS: C, 39.20; H, 2.30; N, 13.71; S, 5.23; encontrado: C, 3945; H, 2.15; N, 13.95; S, 5.00.

Los compuestos de férmula general I de la invencién que se han evaluado biolégicamente se muestran en la Tabla

I:
TABLA1
Cédigo X Y Y4
ACG-812b-F3  p-nitrobencénsulfonamido Cl Cl
FC-26¢c o-nitrobencénsulfonamido  Cl Cl
FC-35 o-nitrobencénsulfonamido I Cl
El compuesto de férmula general IT de la invencion que se ha evaluado bioldgicamente se muestra en la Tabla 2:
TABLA 2
X Y
Gl
0O -
NNz
!
Cadigo X Y Z
FC-30b2 o-nitrobencénsulfonamido Cl Cl
Ejemplo 5

Determinacion de las actividades biologicas
5.1 Lineas celulares

Se han ensayado los compuestos sobre la linea celular MCF-7 americana (ATCC HTB22) que es una linea tumoral
de adenocarcinoma de mama. Es dependiente del receptor de estrégeno y es salvaje para p53.
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5.2 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 Wtil) se mantuvieron en estufa a 37°C,
atmésfera 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 utilizé 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) 1M pH 7.2 y se suplementé 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 filtré con filtros Millex
estériles de 0.22 uM (Millipore, Francia) y se afiadié a los frascos.

5.3 Método 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 congelacion a razén de 0.5 x 106 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. 1..), inactivado en calor himedo durante 30 minutos, y dime-
tilsulféxido (DMSO).

5.4 Método de descongelacion celular

Lalinea celular MCF-7 crioconservada en nitrdgeno 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.

5.5 Tratamiento de la linea celular MCF-7 con los farmacos

Se sigui6 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 O y 10°C median-
te centrifugacion a 600 g durante 5 minutos. A continuacion 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 1levé a cabo la induccién
con los compuestos antitumorales 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 cé-
lulas MCF-7 sin compuestos. El medio de ambos cultivos, control y los tratados con los farmacos, fue reemplazado
cada 48 h.

5.6 Cdlculo de las concentraciones inhibitorias 50 (Clsy)

Tras la induccién durante 6 dias con los compuestos, a las concentraciones de 0.5, 1, 3, 5, 10 y 20 puM, 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 Sptica de 492 nm. Se cons-
truyeron las gréficas de densidad Sptica (D. O.) (eje de ordenada) y concentracidn (eje de abcisa) de cada uno de los
farmacos, y sobre las gréficas se calculé 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 experimento se repitid dos o tres veces y se estimaron los valores medios. L.os resultados se resumen en las
Tablas 3 y 4.

5.7 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 incubé con glutaraldehido durante 15-30 minutos a una
temperatura comprendida entre 0 y 4°C, lavdndose a continuacién con PBS y dejandolo secar.

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

10
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5. Alicuotas de 100 uL se transfirieron a placas de 96 pocillos y se leyeron en un colorimetro Titertek mul-
tiscan.

5.8 Células no tumorales

Adem4s de la linea tumoral para el estudio del cdncer de mama se utilizaron lineas celulares mamarias no tumorales
en concreto la linea MCF-10A, con objeto de poder establecer comparaciones que permitan identificar mecanismos
involucrados en el fenotipo maligno. Esta linea procede del epitelio de la gldndula mamaria humana y fue establecida
a través de un cultivo a largo tiempo en un medio libre de suero con baja concentracién de calcio (H. Soule, C. M.
McGrath, U.S. Pat. 5,026,637, dated June 25, 1991).

5.9 Indices terapéuticos (IT) in vitro de los firmacos de esta invencion y de otros seleccionados de la patente

P200601538

El indice terapéutico o IT constituye una medida del margen de seguridad de un medicamento. Se expresa numéri-
camente como una relacion entre la dosis del medicamento que causa la muerte (dosis letal o DL) o un efecto nocivo
en una proporcién “x” de la muestra y la dosis que causa el efecto terapéutico deseado (dosis efectiva o DE) en la

[yt

misma o mayor proporcién “y” de la muestra. Este concepto se puede formular como:

IT = DL50 /DE50

donde el nimero 50 significa el 50% de la poblacién. El margen de seguridad es tanto mayor cuanto mayor es el
valor del indice, siendo extremadamente reducido, y por tanto muy peligroso, el consumo del compuesto en cuestién
cuando su valor se aproxima a 1.

De forma andloga, en la presente invencidn se ha definido el indice terapéutico in vitro o experimental de un
compuesto como el cociente entre la Cls, de la linea celular normal y la Cls, de ese mismo compuesto en la respectiva
linea celular tumoral.

5.10 Selectividad y especificidad de los compuestos de la invencicn

Se determiné la Cls, sobre MCF-7, y sobre MCF-10A y se calcularon los IT in vitro de los compuestos de la
invencion, y se compararon con los valores obtenidos para compuestos del estado de la técnica.

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

11
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de férmula general I o de férmula general II,

9 9
8~ X X
RT N
Z I
7 0 N0
6 6
I !
donde,
X representa un grupo bencénsulfonamido sustituido en posicién orto, meta o para por un grupo nitro, amino
o fluoren-9-ilmetilcarbamato;
Y representa un grupo seleccionado del grupo formado por -C1 6 -1
V4 representa un grupo -C1
R representa un sustituyente seleccionado del grupo formado por H, -Cl, -Br, -1, -E, -CF;, en las posiciones 7

v/0 9 del anillo bencénico fusionado al heterociclo de siete miembros,
seleccionado del grupo formado por:

- (RS)-2,6-dicloro-9-[1-(p-nitrobencénsulfonil)- 1,2,3,5-tetrahidro-4,1-benzoxazepin-3-il]-9H-purina (ACG-812b
F3)

- (RS)-2,6-dicloro-9-[ 1-(o-nitrobencénsulfonil)-1,2,3,5-tetrahidro-4, 1-benzoxazepin-3-il]-9H-purina (FC-26¢)

- (RS)-2-Cloro-6-iodo-9-[ 1-(o-nitrobencénsulfonil)-1,2,3,5-tetrahidro-4, 1-benzoxazepin-3-il]-9H-purina (FC-35)

- (RS)-2,6-dicloro-7-[1-(o-nitrobencénsulfonil)-1,2,3,5-tetrahidro-4,1-benzoxazepin-3-il |- 7H-purina (FC-30b2).

2. Composicidn farmacéutica que comprende al menos un compuesto segiin reivindicacién 1, junto con al menos
un excipiente farmacoldgica aceptable.

3. Compuesto segun reivindicacién 1, para su uso como medicamento.

4. Compuesto segun la reivindicacion 3, para su uso como medicamento para el tratamiento y/o profilaxis del
cédncer, preferiblemente el cdncer de mama, pulmon, colorrectal, pancreas y los sindromes mieloproliferativos en
animales y seres humanos.

5. Empleo de al menos un compuesto segin reivindicacién 1, en la elaboracion de un medicamento para el tra-

tamiento y/o profilaxis del cdncer preferiblemente el cdncer de mama, pulmoén, colorrectal, pancreas y los sindromes
mieloproliferativos en animales y seres humanos.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 200802431

Fecha de Realizacién de la Opinién Escrita: 08.02.2010

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones
Reivindicaciones

Actividad inventiva Reivindicaciones

(Art. 8.1 LP 11/1986) Reivindicaciones

1,2,4-8

3
1,2,4-8

si
NO

si
NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacién industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion:

La presente opinién se ha realizado sobre |a base de |a solicitud de patente tal y como ha sido publicada.
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OPINION ESCRITA N2 de solicitud: 200802431

1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la reali-
zacion de esta opinién.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
Do1 ES 2303444 A1 01-08-2008

2. Declaracion motivada seguin los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

El objeto de la invencion es un compuesto de férmula general | 6 Il derivado de benzoxazepina, una composicién farmacéutica
que comprende al menos uno de dichos compuestos, el empleo de al menos un compuesto de férmula | 6 Il en la elaboracién
de un medicamento y un procedimiento para la preparacion de dicho compuesto que comprende una reaccién de condensacién
entre un compuesto de férmula general (1) y una base purica de formula general (2).

El documento D01 divulga una familia de compuestos con estructura de 2,3-dihidro-5H-1,4-benzodiheteroepin-3-il)purinas
con actividad antitumoral y férmulas generales | y/6 Il, entre las que se encontrarian las 2,3-dihidro-5H-1,4-benzoxazepin-
3-il)purinas, en las que X es un grupo bencenosulfonilamino sustituido en orto, meta o para por un grupo nitro o amino, o
un grupo fluorenilmetilcarbamato. Dicha férmula general, cuando el sustituyente Z es cloro e Y es cloro, bromo, iodo o -SPh,
solapa con la férmula general | ¢ Il de la invencién (ver pagina 4, formulas generales | y Il). Estos compuestos se obtienen por
condensacion entre el derivado 3-metoxi-2,3-dihidro-5H-1,4-benzodiheteroepinico con la base plrica, 4cido de Lewis, trimetil-
clorosilano y 1,1,1,3,3,3-hexametildisilazano (ver pagina 6, lineas 53-63).

El documento divulga también el empleo de los compuestos | y Il en la elaboracién de un medicamento para el tratamiento del
cancer, asi como las formulaciones farmacéuticas que comprenden al menos un compuesto | 6 Il como ingrediente activo (ver
pagina 6, lineas 30-42).

Por tanto, se considera que el objeto de las reivindicaciones 1, 2, 4-8 no es huevo con respecto a lo divulgado en el documento
D01 (Articulo 6.1 de la Ley de Patentes).

Sin embargo, no se ha encontrado en el documento D01 ni en el estado de la técnica mencionado en el informe de busqueda
internacional sugerencia alguna que dirija al experto en la materia hacia la invencién recogida en las reivindicacién 3, que se
refiere a cuatro compuestos concretos que responden a la férmula general | 6 Il en los que Z es cloro e Y es cloro o iodo.

En consecuencia, se considera que la invencién definida en la reivindicacién 3 cumple los requisitos de novedad y actividad
inventiva, segun lo establecido en los Articulos 6.1 y 8.1 de la Ley de Patentes.
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