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DESCRIPCION
Derivados de haloquinolina sustituidos, método de preparacion y aplicaciones de los mismos
Campo de la invencion
La invencion se refiere a nuevos derivados de haloquinolina sustituidos para su uso en el tratamiento del cancer.
Antecedentes de la invencidn

El melanoma cutaneo derivado de la transformacién de los melanocitos es uno de los canceres mas letales entre los
adultos jovenes. Su incidencia ha aumentado a un ritmo espectacular durante las ultimas décadas. El melanoma tiene
una alta capacidad de invasion y rapida metastasis a otros érganos.

Los bloqueos de puntos de control inmunitarios dirigidos a la proteina 4 asociada a linfocitos T citotdxicos (CTLA-4) y,
mas recientemente, a la muerte programada 1 (PD1) y al ligando de la muerte programada 1 (PDL-1), son avances
recientes e importantes en la terapia contra el cancer. Desarrollado inicialmente para tratar melanomas metastasicos,
los anticuerpos contra esas dianas aumentan significativamente la supervivencia general del paciente y ahora se estan
evaluando para tratar otros canceres solidos tales como los de rifidn, prostata, colon y pulmén. Aunque los anticuerpos
anti-PD1 han mostrado mejores resultados que los anticuerpos anti-CTLA-4, |la tasa de respuesta sigue siendo baja
(del 10 % al 57 %), dependiendo del tipo de cancer y de las combinaciones de tratamientos. La combinacidn de anti-
PD1 y anti-CTLA-4 para tratar el melanoma ha dado la mejor tasa de respuesta completa hasta el momento, el 11,5 %,
pero esta asociado a una tasa de casi el 70 % de efectos secundarios de grado 3 0 4. Por lo tanto, pocos pacientes
se benefician de estos enfoques y aun no se ha identificado ningun factor predictivo de la respuesta. La evidencia
acumulada sugiere que el interferdn gamma (IFN-y) desempefia un papel clave en la respuesta al tratamiento anti-
PD1 (1-3). Un meta-analisis de todos los enfoques inmunoldgicos para el tratamiento del melanoma (incluido el anti-
PD1) mostré que los pacientes con despigmentacion vitiligoide tienen tasas significativamente mejores de
supervivencia sin progresion y supervivencia general en comparacion con otros pacientes (4). Asimismo, los pacientes
con vitiligo tienen un riesgo tres veces menor de desarrollar melanoma (5). Un nimero cada vez mayor de datos indica
que la ruta de IFN-y/CXCL10, que interviene en el proceso de despigmentacion del vitiligoide, desempefa un papel
clave en la determinacion del riesgo de melanoma (6). Por tanto, la respuesta de IFN-y esta implicada como un factor
clave que facilita los enfoques de tratamiento por bloqueo de puntos de control. Los inventores de la presente solicitud
demostraron recientemente que la inhibicidn de la ruta no candnica de NF-kB, asi como el de la quinasa inductora de
NF-kB (NIK) aguas arriba, restaura un programa de senescencia en las células de melanoma mediante una
disminucioén de la transcripcion de EZH2 y reduce significativamente el crecimiento tumoral (7). Cada vez hay mas
evidencias de que la senescencia celular puede desencadenar o potenciar la vigilancia inmunitaria de los tumores (8).

El documento US 2008/234267 divulga compuestos de 4-(3-hidroxianilino)quinolina sustituidos especificos y su uso
terapéutico.

La presente invencion proporciona nuevos inhibidores de NIK que disminuyen EZH2 a nivel transcripcional e inducen
la produccion de una respuesta de IFN-y por parte de las células tratadas. Estos inhibidores de NIK reducen el tamafio
de los tumores subcutaneos sin mostrar ninguna toxicidad especifica y, cuando se combinan con el tratamiento anti-
PD1, conducen a una reduccion espectacular del tamafio del tumor con regresion completa en algunos casos. Esos
efectos estan asociados a un marcado aumento en el numero y la activacidon de macrofagos tipo M1, células
dendriticas, células asesinas naturales y linfocitos T dentro de los tumores tratados.

Sumario de la invencién

La invencion se refiere a compuestos de férmula general (1):

Ry
R
HN
X
F
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en los que Ry, R'1 y Rz tienen los significados que se indican a continuacion, y a las composiciones farmacéuticas que
contienen dichos compuestos, asi como a sus usos.

Descripcién detallada de la invencién

La invencion se refiere mas particularmente a compuestos de formula general (I):

R4
R4
HN
X
P~
Ro N (D
en donde
R es OCH,CH-OCHs3 u OCH3,
R’y es Hu OH,

R es un grupo halo seleccionado entre cloro (CI), flior (F), bromo (Br) y yodo (I), con la condicion de que cuando:

R4 es OCH,CH>OCHs; entonces R4 es H,

R4 es OCHj3; entonces Ry es OH,

y sales y/o isdmeros oOpticos farmacéuticamente aceptables, tautomeros, solvatos o variaciones isotépicas de los
mismos.

De acuerdo con una realizacién ventajosa de la invencion, el grupo halo de R2 es cloro (Cl).

Los compuestos de fdrmula general (I) son mas particularmente los siguientes:

- 7-cloro-N-(4-(2-metoxietoxi)fenil)quinolin-4-amina (compuesto 42) y,

- 7-cloro-N-(3-(hidroxi)-4-(metoxi)fenil)quinolin-4-amina (también denominada 5-((7-cloroquinolin-4-il)amino)-2-
metoxifenol) (compuesto 43).

Los compuestos de formula (), sus sales farmacéuticamente aceptables y/o formas derivadas (isdbmeros opticos,
tautomeros, solvatos o variaciones isotdpicas de los mismos), son valiosos compuestos farmacéuticamente activos
adecuados para la terapia y profilaxis de diversos canceres.

Por tanto, la invenciéon también se refiere a compuestos de férmula () como se ha definido anteriormente vy, si se
considera apropiado, sus sales farmacéuticamente aceptables y/o isomeros opticos, tautomeros, solvatos o
variaciones isotopicas de los mismos, para su uso en el tratamiento del cancer, concretamente cancer de tumor sélido,
y preferentemente aquellos seleccionados entre melanoma, cancer de colon, cancer de pulmén, cancer de pancreas,
cancer de rifidn, carcinoma de células de Merkel, carcinoma de células escamosas, cancer de prostata, cancer de
mama, cancer de vejiga y linfomas.

En una realizacion particular, el cancer es melanoma.

Los compuestos de formula general (I) se pueden administrar solos 0 en combinacidn. También se pueden administrar
en combinacién con uno o mas farmacos.

Generalmente, se administrardn como una formulacidon en asociacién con uno 0 mas excipientes o vehiculos
farmacéuticamente aceptables.

El término "excipiente" o "vehiculo" se usa en el presente documento para describir cualquier ingrediente distinto al(a
los) compuesto(s) de la invencion. La eleccion del excipiente depende en gran medida de factores tales como el modo
particular de administracion, el efecto del excipiente sobre la solubilidad y la estabilidad, y la naturaleza de la forma
farmacéutica.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para la administracidén de los compuestos de la presente invencion y los
métodos para su preparacion seran faciimente evidentes para los expertos en la materia. Se pueden encontrar dichas
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composiciones y métodos para su preparacion, por ejemplo, en Remington's Pharmaceutical Sciences, 19 Edicién
(Mack Publishing Company, 1995).

Otro aspecto de la invencidn es, por tanto, una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de férmula
general (I) como se ha definido anteriormente y opcionalmente un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

De acuerdo con otra realizacion ventajosa de la invencion, la composicion farmacéutica tal como se ha definido
anteriormente puede comprender adicionalmente;

- al menos un compuesto inmunomodulador, siendo dicho compuesto inmunomodulador preferentemente un
anticuerpo inmunomodulador, e incluso mas preferentemente un anticuerpo seleccionado de un anticuerpo anti-PD1,
un anticuerpo anti-CTLA4, un anticuerpo anti-PD-L1 y una mezcla de dos 0 mas de los mismos, y/o

- al menos otro agente terapéutico.

La expresion "compuesto inmunomodulador” se refiere a un compuesto que modula uno 0 mas de los componentes
(por ejemplo, células inmunitarias o factores subcelulares, genes que regulan los componentes inmunitarios, citocinas,
quimiocinas 0 moléculas similares) del sistema inmunitario de un hospedador.

Preferentemente, el compuesto inmunomodulador es un agente inmunoestimulador. Los agentes inmunomoduladores
pueden incluir, por ejemplo, moléculas pequefas, péptidos, polipéptidos, proteinas de fusiéon y anticuerpos. Los
anticuerpos inmunomoduladores son una clase prometedora de terapias contra el cancer, debido a su capacidad para
promover una respuesta inmunitaria anticancerosa amplia y sostenida en pacientes con cancer.

Ejemplos adecuados de:

- anticuerpos anti-PD1 son nivolumab, pidizilumab, pembrolizumab, tislelizumab y AMP-514,

- los anticuerpos anti-CTLA4 son ipilimumab,

- los anticuerpos anti-PD-L1 son atezolizumab, durvalumab, avelumab, utomilumab y MPDL3280A.

El(los) agente(s) terapéutico(s) adicional(es) también pueden ser (a) compuesto(s) de féormula (l), o una sal
farmacéuticamente aceptable, formas derivadas o composiciones de los mismos, 0 uno 0 mas compuestos conocidos
en la técnica para el tratamiento de las afecciones enumeradas anteriormente.

Por ejemplo, el agente terapéutico adicional se seleccionara de una clase diferente de agentes terapéuticos que los
de los compuestos de formula ().

Ejemplos adecuados de otros agentes terapéuticos que pueden usarse en combinacion con el(los) compuesto(s) de
formula (1), o sales farmacéuticamente aceptables o formas derivadas de los mismos, incluyen, por ejemplo:

- Agentes anticancerosos utilizados para terapia de canceres tales como dacarbazina,

- Agentes alquilantes de nitrosourea, tales como fotemustina,

- Inhibidores de BRAF tales como vemurafenib o dabrafenib,

- Inhibidores de MEK tales como trametinib,

- Proteinas de fusion anti PD1 tales como AMP-224,

- otros agentes bloqueadores del punto de control inmunitario 0, en general, tratamientos terapéuticos basados en
enfoques inmunoldgicos para el tratamiento del cancer, es decir, compuestos biologicos o quimicos o terapias
celulares tales como terapias celulares adoptivas, vacunas terapéuticas contra el cancer o agentes activadores de
linfocitos T/NK.

La invencidn se refiere mas particularmente a una composicion farmacéutica como se ha definido anteriormente, como
una preparacién combinada para su uso simultaneo, por separado o secuencial en el tratamiento de cancer,
concretamente cancer de tumor solido, y preferentemente aquellos seleccionados entre melanoma, cancer de colon,
cancer de pulmén, cancer de pancreas, cancer de rifidn, carcinoma de células de Merkel, carcinoma de células
escamosas, cancer de prostata, cancer de mama, cancer de vejiga y linfomas.

En la medida en que puede ser deseable administrar una combinacion de compuestos activos, para su uso en ejemplo,
para tratar una enfermedad o condicién particular, esta dentro de la presente invencion que dos 0 mas composiciones
farmacéuticas, al menos una de los cuales contiene un compuesto de acuerdo con la invencion, pueden combinarse
convenientemente en forma de un kit adecuado para la coadministracion de las composiciones.

Por tanto, el kit de la invencién comprende dos 0 mas composiciones farmacéuticas separadas, al menos una de los
cuales contiene un compuesto de férmula (l) de acuerdo con la invencion, y medios para conservar por separado
dichas composiciones, tal como un recipiente, botella dividida o0 paguete de papel de aluminio dividido. Un ejemplo de
dicho kit es el conocido blister usado para el envasado de comprimidos, capsulas y similares.

El kit de la invencidn es particularmente adecuado para administrar diferentes formas farmacéuticas, por ejemplo,
parenteral, para administrar las composiciones separadas en diferentes intervalos de dosificacién, o para valorar las
composiciones separadas entre si. Para ayudar al cumplimiento, el kit normalmente comprende instrucciones de
administracion y puede estar provisto de una denominada ayuda memoria.
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Como se ha mencionado previamente, los compuestos de férmula (1), o sales farmacéuticamente aceptables, formas
derivadas o composiciones de los mismos, también se pueden usar como una combinacion con uno o mas agentes
terapéuticos adicionales para ser coadministrados a un paciente para obtener algun resultado terapéutico final
particularmente deseado para su uso en el tratamiento de canceres, concretamente cancer de tumor sdlido, y
preferentemente aquellos seleccionados entre melanoma, cancer de colon, cancer de pulmoén, cancer de pancreas,
cancer de rifidn, carcinoma de células de Merkel, carcinoma de células escamosas, cancer de prostata, cancer de
mama, cancer de vejiga y linfomas.

Preferentemente, los compuestos de la invencidn, ya sea solos o en combinacion, se administran a pacientes en fase
metastasica que padecen melanoma, cancer de colon, cancer de pulmén, cancer de pancreas, cancer de rifion,
carcinoma de células de Merkel, carcinoma de células escamosas, cancer de prostata, cancer de mama, cancer de
vejiga y linfomas.

Como se usa en el presente documento, las expresiones "coadministracion”, "coadministrado" y "junto con",
refiriéndose a los compuestos de formula (I) y uno 0 mas agentes terapéuticos diferentes, pretenden significar, referirse
e incluir lo siguiente: administracion simultdnea de dicha combinacion de compuesto(s) de formula (l) y agente(s)
terapéutico(s) a un paciente que necesita tratamiento, cuando dichos componentes se formulan juntos en una forma
farmacéutica Unica que libera dichos componentes sustancialmente al mismo tiempo a dicho paciente, administraciéon
sustancialmente simultanea de dicha combinacién de compuesto(s) de formula (l) y agente(s) terapéutico(s) a un
paciente que necesita el tratamiento, cuando dichos componentes se formulan separados entre si en formas
farmacéuticas separadas que son tomadas sustancialmente al mismo tiempo por dicho paciente, tras lo cual dichos
componentes se liberan sustancialmente al mismo tiempo a dicho paciente, administracion secuencial de dicha
combinacion de compuesto(s) de formula (l) y agente(s) terapéutico(s) a un paciente que necesita el tratamiento,
cuando dichos componentes se formulan separados entre si en formas farmacéuticas separadas que dicho paciente
toma en momentos consecutivos con un intervalo de tiempo significativo entre cada administracion, tras lo cual dichos
componentes se liberan en momentos sustancialmente diferentes a dicho paciente; y administracion secuencial de
dicha combinacion de compuesto(s) de formula (1) y agente(s) terapéutico(s) a un paciente que necesita el tratamiento,
cuando dichos componentes se formulan juntos en una forma farmacéutica Unica que libera dichos componentes de
una manera controlada, tras lo cual son concurrentemente, consecutivamente administrados, y/o en el mismo y/o
diferentes momentos por dicho paciente, donde cada parte puede administrarse por la misma via o por una via
diferente.

Los compuestos de la invencion pueden administrarse como productos cristalinos o amorfos. Se pueden obtener, por
ejemplo, como tapones sdlidos, polvos o peliculas, mediante métodos tales como precipitacion, cristalizacion,
criodesecacion, secado por pulverizacion o secado por evaporacion. El secado mediante microondas o radiofrecuencia
se puede utilizar con este fin.

Los compuestos de la invencion pueden administrarse mediante cualquier via adecuada.

Por tanto, un compuesto de la invencion se puede formular como una composicion farmacéutica para administracion
oral, bucal, intranasal, parenteral (por ejemplo, intravenoso, intramuscular o subcutaneo), tépica o rectal, o una forma
adecuada para la administracion por inhalacion o insuflacion.

Para la administracion oral, la composicion farmacéutica puede adoptar la forma de, por ejemplo, un comprimido o
una capsula preparada por medios convencionales con un excipiente farmacéuticamente aceptable tal como un agente
aglutinante (por ejemplo, almidén de maiz pregelatinizado, polivinilpirrolidona o hidroxipropilmetilcelulosa); carga (por
ejemplo, lactosa, celulosa microcristalina o fosfato de calcio); lubricante (por ejemplo, estearato de magnesio, talco o
silice); disgregrante (por ejemplo, almidén de patata o glicolato sédico de almidon); o agente humectante (por ejemplo,
lauril sulfato sodico).

Los comprimidos pueden estar recubiertos por métodos bien conocidos en la técnica. Las preparaciones liquidas para
la administracion oral pueden adoptar la forma de, por ejemplo, solucion, jarabe o suspension, o pueden presentarse
como producto seco para su constitucion con agua u otro vehiculo adecuado antes de su uso. Dichas preparaciones
liguidas pueden prepararse por medios convencionales con un aditivo farmacéuticamente aceptable tal como un
agente de suspension (por ejemplo, jarabe de sorbitol, metilcelulosa o grasas comestibles hidrogenadas); agente
emulsionante (por ejemplo, lecitina 0 goma arabiga); vehiculo no acuoso (por ejemplo, aceite de almendras, ésteres
0leosos o0 alcohol etilico); y conservante (por ejemplo, p-hidroxibenzoatos de metilo o propilo o acido sérbico).

Para la administracion bucal, la composicidn puede adoptar la forma de comprimidos o pastillas para chupar
formulados de forma convencional. También se puede formular un compuesto de la presente invencion para la
administracion sostenida de acuerdo con los métodos bien conocidos por los expertos en la materia. Se pueden
encontrar ejemplos de dichas formulaciones en las patentes de Estados Unidos 3.538, 214, 4.060, 598,4, 173.626,
3.119, 742 y 3.492, 397.

Un compuesto de la invencién puede formularse para la administracion parenteral mediante inyeccion, incluyendo el
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uso de técnicas de cateterizacion convencionales o infusion. Las formulaciones para inyeccidén pueden presentarse
en una forma farmacéutica unitaria, por ejemplo, en ampollas 0 envases multidosis, con un conservante afiadido. Las
composiciones pueden tomar formas tales como suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos oleosos o
acuosos, y pueden contener un agente de formulacion tal como un agente de suspension, estabilizante y/o dispersante.
De manera alternativa, el principio activo puede estar en forma de polvo para su reconstitucion con un vehiculo
adecuado, por ejemplo, agua estéril apirdégena, antes de su uso, las formulaciones parenterales suelen ser soluciones
acuosas que pueden contener excipientes tales como sales, hidratos de carbono y agentes tampon (preferentemente
a un pH de 3 a 9) pero, para algunas aplicaciones, pueden formularse de forma mas adecuada como una solucion no
acuosa estéril o como una forma seca para utilizar junto con un vehiculo adecuado, tal como agua apirégena, estéril.

Para su administracion a pacientes humanos, la dosis diaria total de los compuestos de la invencidn estd normalmente
en el intervalo de 0,001 mg a 5.000 o en el intervalo de 0,001 mg a 10.000 mg, dependiendo de, por supuesto, del
modo de administracion. Por ejemplo, una dosis diaria intravenosa puede requerir unicamente de 0,001 mg a 40 mg.
La dosis diaria total puede administrarse en una sola dosis 0 en dosis divididas y puede, segun el criterio del médico,
desviarse respecto del intervalo habitual proporcionado en el presente documento.

Estas dosis se basan en un sujeto humano medio que tiene un peso de aproximadamente 65 kg a 70 kg. El médico
podra determinar facilmente la dosis para sujetos cuyo peso se desvie de este intervalo, tales como nifios y ancianos.

Debe apreciarse que todas las referencias en el presente documento a "tratamiento"” incluyen tratamiento curativo,
paliativo y profilactico.

La descripcion, que sigue, se refiere a las aplicaciones terapéuticas a las que se pueden aplicar los compuestos de
férmula (1).

Los compuestos de formula (I) se pueden preparar usando procedimientos convencionales tales como mediante los
siguientes métodos ilustrativos en los que los diferentes sustituyentes son como se definieron previamente para los
compuestos de formula (1), a menos que se indique lo contrario.

Por tanto, los compuestos de formula general (I) se pueden preparar a partir de la correspondiente 4-cloro-7-
haloquinolina mediante una sustitucidén nucleéfila aromatica con la amina apropiada:

oe
Cl NH, HN R’

Ry

Se pueden preparar compuestos de formula general (I) en donde R; = flior o bromo a partir de la correspondiente 4-
cloro-7-haloquinolina, de acuerdo con los procedimientos informados anteriormente (véanse los ejemplos: Bioorg.
Med. Chem. 2013, 21 (11), 3147-3153; J. Med. Chem., 2015, 58 (14), 5522-5537).

Las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos de férmula (I) incluyen sus sales de adicidén de acido y de
base.

Las sales de adicion de acido adecuadas se forman a partir de acidos, que forman sales no téxicas.

Algunos ejemplos incluyen las sales de acetato, aspartato, benzoato, besilato, bicarbonato/carbonato, bisulfato/sulfato,
borato, camsilato, citrato, edisilato, esilato, formiato, fumarato, gluceptato, gluconato, glucuronato, hexafluorofosfato,
hibenzato, clorhidrato/cloruro, bromhidrato/bromuro, yodhidrato/yoduro, isetionato, lactato, malato, maleato, malonato,
mesilato, metilsulfato, naftilato, 2-napsilato, nicotinato, nitrato, orotato, oxalato, palmitato, pamoato,
fosfato/hidrogenofosfato/dihidrogenofosfato, sacarato, estearato, succinato, tartrato, tosilato y trifluoroacetato y
xinafoato.

Las sales basicas adecuadas se forman a partir de bases, que forman sales no téxicas.

Algunos ejemplos incluyen las sales de aluminio, arginina, benzatina, calcio, colina, dietilamina, diolamina, glicina,
lisina, magnesio, meglumina, olamina, potasio, sodio, trometamina y cinc. También pueden formarse semisales de
acidos y bases, por ejemplo, sales de hemisulfato y hemicalcio.

Para una revisidn de las sales adecuadas, véase Handbook of Pharmaceutical Salts: Properties, Selection, and Use
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de Stahl y Wermuth (Wiley-VCH, Weinheim, Alemania, 2002).

Las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos de formula (I) pueden prepararse a partir de uno o mas
de tres métodos:

0] haciendo reaccionar el compuesto de férmula (l) con el acido o la base deseada;

(i) retirando un grupo protector labil a acido o base a partir de un precursor adecuado del compuesto de formula
() o abriendo el anillo de un precursor ciclico adecuado, por ejemplo, una lactona o lactama, usando el acido o la base
deseada; o

(i) convirtiendo una sal del compuesto de férmula (I) en otro por reacciéon con un acido o una base adecuada o
mediante una columna de intercambio idnico adecuada.

Las otras tres reacciones se llevan a cabo normalmente en solucion. La sal resultante puede precipitarse y recogerse
por filtracion o puede recuperarse por evaporacion del disolvente. El grado de ionizacion de la sal resultante puede
variar de completamente ionizado a practicamente no ionizado.

Los compuestos de la invencion pueden existir en las formas tanto no solvatadas como solvatadas.

El término "solvato" se usa en el presente documento para describir un complejo molecular que comprende el
compuesto de la invencién y una cantidad estequiométrica de una 0 mas moléculas de disolvente farmacéuticamente
aceptables, por ejemplo, etanol.

El término "hidrato" se emplea cuando dicho disolvente es agua.

Dentro de la invencion se incluyen complejos tales como clatratos, complejos de inclusion de farmaco-hospedador en
donde, a diferencia de los solvatos anteriormente mencionados, el farmaco y el hospedador estan presentes en
cantidades estequiométricas 0 no estequiométricas. También se incluyen complejos del farmaco que contienen dos o
mas componentes organicos y/o inorganicos, los cuales pueden estar en cantidades estequiométricas y no
estequiométricas. Los complejos resultantes pueden estar ionizados, parcialmente ionizados o no ionizados. Para una
revision de dichos complejos, véase J. Pharm. Sci., 64 (8), 1269-1288 de Haleblian (agosto de 1975).

En lo sucesivo en el presente documento, todas las referencias a los compuestos de férmula (I) incluyen referencias
a sales, solvatos y complejos de los mismos y a solvatos y complejos de sales de los mismos.

Los compuestos de la invencién incluyen los compuestos de formula (1) como se han definido anteriormente en el
presente documento, incluyendo todos los polimorfos y habitos cristalinos de los mismos e isdmeros de los mismos
(incluidos los isdmeros Opticos, geométricos y tautoméricos), como se define mas adelante en el presente documento
y compuestos marcados isotdpicamente de formula (1).

Los compuestos de formula (l) que contienen uno 0 mas atomos de carbono asimétricos pueden existir como dos o
mas estereoisémeros. Dentro del ambito de la invencién se incluyen todos los estereoisémeros, isdmeros geométricos,
y formas tautoméricas de los compuestos de formula (l), incluidos compuestos que presentan mas de un tipo de
isomerismo, y mezclas de uno 0 mas de los mismos.

También se incluyen las sales de adicion de acido o base en las que el contraidn es dpticamente activo, por ejemplo,
D-lactato o L-lisina o racémico, por ejemplo, DL-tartrato o DL-arginina.

Las técnicas convencionales para la preparacion/aislamiento de enantiomeros individuales incluyen sintesis quiral a
partir de un precursor opticamente puro adecuado o resolucidén del racemato (o el racemato de una sal o derivado)
usando, por ejemplo, cromatografia liquida a alta presion quiral (HPLC).

De manera alternativa, el racemato (0 un precursor racémico) puede hacerse reaccionar con un compuesto adecuado
Opticamente activo, por ejemplo, un alcohol, o, en el caso en que el compuesto de formula (l) contiene un resto acido
0 basico, un acido o base tal como acido tartarico o 1-feniletilamina. La mezcla diastereomérica resultante se puede
separar mediante cromatografia y/o cristalizacién fraccionada, y uno o ambos de los diastereoisémeros convertirse en
el(los) correspondiente(s) enantidmero(s) puro(s) por medios bien conocidos por el experto en la materia.

Pueden obtenerse compuestos quirales de la invencidon (y precursores quirales de 1os mismos) en forma
enantioméricamente enriquecida usando cromatografia, normalmente HPLC (columnas quirales), en una resina
asimétrica con una fase mdvil que consiste en un hidrocarburo, normalmente heptano o hexano, que contengan del 0
al 50 % en volumen de isopropanol, normalmente del 2 % al 20 % y del 0 al 5 % en volumen de una alquilamina,
normalmente el 0,1 % de dietilamina. Para HPLC inversa se usan CH;CN y H,O, MeOH o iPrOH y H;O como
disolventes. La concentracidn del eluato produce la mezcla enriquecida.

Los conglomerados estereoisoméricos se pueden separar mediante técnicas convencionales conocidas por los
expertos en la materia (véase, por ejemplo, Stereochemistry of Organic Compounds de E. L. Eliel, Nueva York, 1994).
Chiral Separation Techniques, de G. Subramanian. John Wiley & Sons, 2008. Cromatografia enantioselectiva
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preparativa de G. B. Cox. Wiley, 2005.

Los solvatos farmacéuticamente aceptables de acuerdo con la invencion incluyen aquellos en los que el disolvente de
cristalizacion puede estar sustituido isotépicamente, por ejemplo, D»O.

Los siguientes ejemplos ilustran la preparacion de los compuestos de formula (1) y sus propiedades farmacoldgicas.

Figura 1: niveles de ARNm de EZH2 detectados por qPCR en células cancerosas A375 incubadas con el compuesto
42,43 (10 uM) o DMSO (control) durante 96 h.

Figura 2: niveles de ARNm de p21 detectados por gPCR en células cancerosas A375 incubadas con el compuesto
42,43 (10 uM) o DMSO (control) durante 96 h.

Figura 3: niveles de IFN-y detectados por ELISA en el sobrenadante de células cancerosas A375 tratadas con el
compuesto 42, 43 (10 uM) o DMSO (control) durante 96 h.

Figura 4: estudio de respuesta a la dosis in vitro con los compuestos 42 y 43.

Figura 5: efecto in vivo del compuesto 42 solo o junto con un anticuerpo anti-PD-1.

EJEMPLO 1: PREPARACION DE COMPUESTOS (I) DE LA INVENCION
Los compuestos 42 y 43 se prepararon de acuerdo con el siguiente procedimiento.
» 7-cloro-N-(4-(2-metoxietoxi)fenil)quinolin-4-amina (compuesto 42)

Una mezcla de 4,7-dicloroquinolina (1 mmol, leq) y 4-(2-metoxietoxi)anilina (1 mmol, leq) en etanol se sometié a
irradiacion con microondas a 80 °C durante 1 h. La mezcla se enfrid hasta temperatura ambiente antes de la adicion
de acetato de etilo, el precipitado resultante se recogid, se lavo con acetato de etilo y éter dietilico para dar el producto

puro sin ninguna purificacion adicional.
Jijow -
@]
HN

]
NS
Cl N
7-cloro-N-(4-(2-metoxietoxi)fenil)quinolin-4-amina
Férmula quimica: C1gH17CIN2O>
Masa exacta: 328,0979
Peso molecular: 328,7960

"H RMN (400 MHz, DMSO-dg) 8 14,79 (s, 1H), 11,13 (s, 1H), 8,87 (d, J=7=9,1 Hz, 1H), 8,49 (d, J =7,1 Hz, 1H), 8,18
(d, J=2,2Hz, 1H), 7,86 (dd, J=9,1, 2,1 Hz, 1H), 7,40 (d, J =8,9 Hz, 2H), 7,14 (d, J= 8,9 Hz, 2H), 6,65 (d, J = 7,0 Hz,
1H), 4,21-4,13 (m, 2H), 3,75-3,67 (m, 2H), 3,34 (s, 3H).

3C RMN (101 MHz, DMSO) b 157,2, 154,8, 1426, 138,5, 137,76, 128,9, 126,7, 126,6, 1256, 118,6, 115,2, 115,12,
99,5, 69,8, 66,7, 57,7.

EM: ESI (m/z): [M+H]* calculado para CisH17CIN2O» 329,09 encontrado 329,32 HPLC: Pureza Azs4: 99,4 %, tR: 3,54

¢ 7-cloro-2V-(3-(hidroxi)-4-(metoxi)fenil)quinolin-4-amina (compuesto 43) (también llamado 5-((7-cloroquinolin-4-
ilamino)-2-metoxifenol)

Una mezcla de 4,7-dicloroquinolina (1 mmol, leq) y 5-amino-2-metoxifenol (1 mmol, leq) en etanol se sometié a
irradiacion con microondas a 80 °C durante 1 h. La mezcla se enfrid hasta temperatura ambiente antes de la adicion
de acetato de etilo, el precipitado resultante se recogid, se lavo con acetato de etilo y éter dietilico para dar el producto
puro sin ninguna purificacion adicional.
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Cl N

5-((7-cloroquinolin-4-il)Jamino)-2-metoxifenol
Férmula quimica: C1gH13CIN2O>
Masa exacta: 300,0666
Peso molecular: 300,7420

H RMN (400 MHz, DMSO-ds) d 14,41 (s, 1H), 10,88 (s, 1H), 9,56 (s, 1H), 8,76 (d, J =9,2 Hz, 1H), 8,49 (d, J =7,0 Hz,
1H), 8,10 (d, J =2,1 Hz, 1H), 7,86 (dd, J= 9,1, 2,1 Hz, 1H), 7,09 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 6,91-6,81 (m, 2H), 6,72 (d, J=7,0
Hz, 1H), 3,84 (s, 3H).

3C RMN (101 MHz, DMSQ) d 154,7, 147,1, 146,7, 1425, 138,5, 137,7, 129,0, 126,6, 125,5, 1186, 115,7, 115,2,
112,4, 112,3, 99,6, 55,3.

EM: ESI (m/z): [M+H]* calculado para C1sH13CIN2O, 301,06 encontrado 301,14

HPLC: Pureza Azss: 99,0 %, tR: 3,21

EJEMPLO 2: ACTIVIDAD IN VITRO DE LOS COMPUESTOS 42 Y 43 DE LA INVENCION
MATERIAL Y METODOS
Ensayo de proliferacion de células cancerosas (A375, A549, PC3, HT-29, MiaPaca-2 y MCF-7)

Las células cancerosas analizadas son las siguientes: células de melanoma humano (A375), células de carcinoma de
pulmén (A549), células de cancer de prostata (PC3), adenocarcinoma de colon (HT29), carcinoma de pancreas
(MiaPaca 2) y carcinoma de mama (MCF-7).

Las células se contaron utilizando una camara de Malassez. El promedio y la desviacidon estandar se calcularon a
partir de experimentos por triplicado. Los efectos antiproliferativos se evaluaron mediante ensayo de exclusion de azul
tripan. Brevemente, las células se sembraron en placas de 12 pocillos y se cultivaron en medio suplementado con el
compuesto indicado a 1 0 10 uM durante 48 h 0 96 h. Las monocapas se lavaron con PBS y se separaron mediante
tripsinizacién, se recogieron y tifieron con azul tripan.

Se contaron las células vivas y muertas y se calculd la proliferacién de la siguiente manera: Proliferacion (%) =
[(numero de células tratadas/numero de células no tratadas)* 100].

Como comparacion, la viabilidad celular también se determiné y calculd de la siguiente manera: Viabilidad (%) = 100
- [(nimero de células muertas/células totales) *100].

Los resultados obtenidos se resumen en las Tablas 1a (viabilidad) y 1b (proliferacion).
Ensayo de viabilidad de melanocitos (MHN)

Los efectos de la viabilidad celular se evaluaron mediante un ensayo de exclusidén con azul tripan. Brevemente, las
células se sembraron en placas de 12 pocillos y se cultivaron en medio suplementado con el compuesto indicado a 10
MM durante 96 h. Las monocapas se lavaron con PBS y se separaron mediante tripsinizacion, se recogieron y tifieron
con azul tripan. Se contaron las células vivas y muertas y se calculd la viabilidad celular de la siguiente manera:
Viabilidad (%) = 100 - [(numero de células muertas/células totales)* 100].

Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 2.
Andlisis cuantitativo por RT-PCR de la expresion de los genes EZH2 y p21

El ARN total se aisld de las células utilizando el minikit RNAeasy (Qiagen) de acuerdo con el procedimiento del
fabricante. La transcripcidn inversa se realizo utilizando el sistema de transcripcion inversa AMV (Promega) y la PCR
cuantitativa se realizdé con Power Sybr green (Applied Biosystems, Life Technologies, Grand Island, NY) siguiendo las
instrucciones del fabricante. La PCR se llevo a cabo en un sistema de PCR en tiempo real Step One plus (Applied
Biosystems). Todos los analisis se realizaron por triplicado y se realizdé un analisis de la curva de fusiéon para controlar
la calidad y especificidad del producto. Los niveles de expresion se calcularon utilizando el método comparativo de
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cuantificacion relativa, con SB34 como normalizador. Los datos se analizaron para determinar su significancia
estadistica mediante la prueba t de Student. Los resultados se presentan como la media £ SEM en relacion con el
control.

Los cebadores de PCR para EZH2 (nimero de acceso NMO004456.4) y p21 (CDKN1A) (numero de acceso
NMO078467.2) se  obtuvieron del banco de cebadores o del deposito de  cebadores
(http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/, https:/primerdepot.nci.nih.gov), y su especificidad se verificé mediante blast
de cebador (http://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/).

Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 3 y las figuras 1 (EZH2) y 2 (p21).

Medicién de ELISA

Se analiz6 el contenido de IFN-y humano o de ratén en el sobrenadante de las células tratadas durante 96 h mediante
el kit ELISA (peprotech, cat 900-k27 y 900-k98) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 4 y la figura 3.

Ensayo cuantitativo de beta-galactosidasa asociada a la senescencia

La actividad de la B-galactosidasa asociada a la senescencia (SA-B-Gal) en extractos celulares se cuantificd midiendo
la escision de 4-metilumbeliferil-B-D-galactopiranosido (4-MUG), que no emite fluorescencia hasta que la enzima lo
escinde para generar el fluordforo 4-metilumbeliferona. La produccion del fluordforo se controld a una longitud de onda
de emisidn/excitacion de 365/460 nm, segun lo informado (Gary y Kindell, 2005)

Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 5.

Estabilidad microsomal (microsomas de higado de ratén)

La estabilidad microsomal se evalué con microsomas de higado de ratén (0,5 mg/ml) y cofactor NADPH (1 mM) a 37
°C. El porcentaje del compuesto restante se determina a los 5 min mediante LC-MS midiendo el area bajo el pico del
compuesto en el cromatograma.

Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 6.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos se resumen en las Tablas 1a, 1b, 2 a 6.

Tabla 1a: viabilidad

Viabilidad de las células cancerosas (% a 10 pM)*

Compuestos ensayados
A375 | A549 | PC3 | HT29 | MiaPaca-2 | MCF-7

Compuesto 42 99,3 | 99,7 | 98,9 | 973 100,0 97,2

Compuesto 43 958 | 99,8 | 946 | 858 97,6 99,6

*Viabilidad normalizada con respecto al control tratado con DMSO

Tabla 1b: proliferacion

Proliferacion de las células cancerosas (% a 10 uM)*

Compuestos ensayados
A375 | A549 | PC3 | HT29 | MiaPaca-2 | MCF-7

Compuesto 42 6,9 19,5 | 141 3.5 7.8 11,9

Compuesto 43 30,5 | 511 | 550 | 156 32,4 29,5

* Proliferacion normalizada respecto al control tratado con DMSO

La Tabla 1a muestra que los compuestos 42 y 43 no afectan significativamente a la viabilidad de las células cancerosas
tratadas en comparacion con las no tratadas.

Por otro lado, la Tabla 1b muestra que los compuestos 42 y 43, y mas particularmente el compuesto 42, reducen
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fuertemente la proliferacion de todas las células cancerosas analizadas (células de melanoma humano (A375), células
de carcinoma de pulmén (A549), células de cancer de prostata (PC3), adenocarcinoma de colon (HT29), carcinoma
de pancreas (MiaPaca 2) y carcinoma de mama (MCF-7).

No se observa ninguna disminuciéon en la viabilidad en los primeros momentos (hasta las 96 h). Los compuestos
proporcionan una inhibicion no competitiva de NIK que conduce a una fuerte selectividad sin efectos inespecificos que
se observa con inhibidores competitivos de NIK (7, 9). Por su accidén sobre EZH2, la inhibicion de NIK conduce a la
desmetilacidon de varios genes clave implicados en el ciclo celular, tal como p21 y, por tanto, aumenta su expresion.
Como consecuencia, la proliferacién de todas las células tratadas analizadas hasta el momento se reduce
considerablemente (del 55 % al 3,5 % dependiendo del compuesto y la linea celular).

Tabla 2: viabilidad de los melanocitos

Viabilidad de célula sana (% a 10 uM)*

Compuestos ensayados

MHN
Compuesto 42 99,0
Compuesto 43 95,8

*Viabilidad normalizada con respecto al control tratado con DMSO

La Tabla 2 muestra que los compuestos 42 y 43 no afectan significativamente a la viabilidad de los melanocitos
humanos.

NIK y la diana posterior EZH2 no se expresan o se expresan en un nivel muy bajo en las células normales. Por tanto,
la inhibicidn selectiva de NIK por los compuestos de la invenciéon no altera las células normales y no modifica la
viabilidad de las células normales tales como los melanocitos.

Tabla 3: Analisis de RT-PCR cuantitativa

gPCR*
Compuestos ensayados EZH2 | p21

A375 | A375
Compuesto 42 0,23 |6,79
Compuesto 43 0,62 |3,08

*ARNmM (veces en relacidn con el control tratado con DMSO)

La Tabla 3 muestra que la incubacidon de células con el compuesto 42 conduce a una disminucion drastica de la
expresion de ARNm de EZH2 en comparacion con la incubacion con un compuesto de control (DMSO) (figura 1). Por
consiguiente, el tratamiento con el compuesto 42 conduce a un aumento importante de la expresién del ARNm de p21
(figura 2).

Se observo una disminucion mas modesta de la expresion del ARNm de EZH2 cuando las células se trataron con el
compuesto 43, junto con un aumento significativo de la expresién del ARNm de p21.

Los compuestos 42 y 43 actian inhibiendo NIK que regula la ruta no canénica de NF-kB que a su vez inhibe
transcripcionalmente EZH2.

EZH2 es la diana central ya que disminuye p21 al promover su metilacion e inhibe la transcripcion de IFN-y mediante
interaccion directa con su promotor.

Al disminuir la transcripcion de EZH2, los compuestos de la invencion aumentan p21 y promueven la senescencia. Por
tanto, induce una disminucion de la proliferacion de las células tratadas. La activacidn inmunitaria se debe a la
secrecion inducida de IFN-y por las células tratadas.

Tabla 4: Mediciones de ELISA

Compuestos ensayados | ELISA IFN-y (A375)*
Control DMSO 0,17
Compuesto 42 1,73
Compuesto 43 0,41

* Concentracion de IFN-y (ng/mF)/millones de células

La Tabla 4 demuestra que las células A375 tratadas con los compuestos 42 y 43, y particularmente el compuesto 42,
producen y secretan IFN-y, mientras que casi no se puede detectar IFN-y en células no tratadas (figura 3).
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EZH2 inhibe la produccién de IFN-y al interferir directamente en su sitio promotor. Al regular negativamente EZH2 en
su nivel transcripcional, los compuestos inducen la transcripcidn de IFN-y y su produccion por parte de las células
cancerosas tratadas. La Tabla 4 muestra un marcado aumento de la secrecidn de IFN-y en el medio por parte de las
células cancerosas tratadas en comparacion con el control. Esta produccion local de IFN-y es crucial para atraer y
activar las células inmunitarias que participaran in vivo en la eliminacion de las células cancerosas.

Tabla 5: Ensayo cuantitativo de beta-galactosidasa asociada a la senescencia

Compuestos ensayados | % Senescencia*

Compuesto 42 6459

Compuesto 43 18751

*tasa de conversion (veces en relacion con el control tratado con DMSO)

Se ha demostrado que la inhibicion de la ruta no candnica de NFkB disminuye EZH2 y restablece un programa de
senescencia disminuyendo la metilacion de p21 y, por tanto, aumentando su expresion (9). La Tabla 5 muestra que
los compuestos de la invencion (que inhiben la ruta no canonica de NFkB mediante la inhibicion selectiva de NIK)
inducen un marcado aumento de la senescencia en las células tratadas en comparacion con el control. Este aumento
de senescencia es de acuerdo con el aumento de la expresion de p21 mostrado en la tabla 3.

Tabla 6: Estabilidad microsomal

Compuestos ensayados | Estabilidad microsomal, higado de ratén (5 min)*

Compuesto 42 21% %3

Compuesto 43 41 % 13

* Porcentaje del compuesto restante después de 5 min de incubacién con microsomas
La Tabla 6 muestra que el compuesto 43 presenta una alta estabilidad microsomal en comparacion con el 42 (41 %
frente al 21 %). La estabilidad microsomal sirve como una evaluacion in vitro de la metabolizacion de la primera ruta
de los farmacos y, por tanto, es representativa de un aclaramiento hepatico in vitro y un indicador inicial de la
estabilidad in vivo.
EJEMPLO 3: ACTIVIDAD IN VITRO DE LOS COMPUESTOS 42 Y 43 DE LA INVENCION

La linea celular de melanoma A375 se tratd durante 96 h con concentraciones graduadas de los compuestos 42y 43.
Al final del periodo de cultivo, se determind la concentracion celular.

Los resultados demuestran una inhibicion de la proliferacion de A375 a partir de alrededor de 5 mM de los compuestos
42y 43 (véase la Figura 4).

El compuesto 42 tiene una CI50 de 0,42 uM y el compuesto 43 de 1,83 uM.
EJEMPLO 4: ACTIVIDAD IN VIVO DE LOS COMPUESTOS 42 DE LA INVENCION
Las células de melanoma B9 se administraron por via subcutanea.

El compuesto 42 se administré IP una vez al dia a 50 mg/kg. El compuesto anti-PD1 (BEO146-clon RMP1-14) se
administrd IP una vez al dia a 10 mg/kg.

La administracién del tratamiento se realizdé cuando el tumor era visible (entre 50 y 100 mm?).
Los resultados se muestran en la Figura 5.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de formula general (I):

Ry
R
KN
X
/
Rg N D
en donde
R es OCH,CH-OCHs3 u OCH3,
R’y es Hu OH,

R, es Cl, F, Bro |, con la condicion de que cuando:

R4 es OCH,CH>OCHs; entonces R4 es H,

R4 es OCHj3; entonces Ry es OH,

0 una sal farmacéuticamente aceptable y/o isémero dptico, tautomero, solvato o variacion isotépica del mismo.

2. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde R, es Cl.

3. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 0 2, que es: 7-cloro-N-(4-(2-metoxietoxi)fenil)quinolin-4-amina.
4. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 0 2, que es: 7-cloro-N-(3-(hidroxi)-4-(metoxi)fenil)quinolin-4-amina.
5. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para su uso en el tratamiento del cancer.
6. Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde dicho cancer es un cancer de tumor solido.

7. Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacién 5 o 6, en donde dicho cancer se selecciona entre
melanoma, cancer de colon, cancer de pulmon, cancer de pancreas, cancer de riion, carcinoma de células de Merkel,
carcinoma de células escamosas, cancer de prdstata, cancer de mama y cancer de vejiga.

8. Una composicién farmacéutica que comprende:
- un compuesto como se ha definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,
- opcionalmente, al menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

9. Una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde dicho compuesto es 7-cloro-N-(4-(2-
metoxietoxi)fenil)quinolin-4-amina.

10. Una composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 8, en donde dicho compuesto es 7-cloro-N-(3-
(hidroxi)-4-(metoxi)fenil)quinolin-4-amina.

11. Una composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, que comprende
adicionalmente:

- al menos un compuesto inmunomodulador, siendo dicho compuesto inmunomodulador preferentemente un
anticuerpo inmunomodulador, e incluso mas preferentemente un anticuerpo seleccionado de un anticuerpo anti-PD1,
un anticuerpo anti-CTLA4, un anticuerpo anti-PD-L1 y una mezcla de dos 0 mas de los mismos, y/o

- al menos otro agente terapéutico.

12. Una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 11, en donde el agente terapéutico se elige entre
agentes anticancerosos, agentes alquilantes de nitrosourea, Inhibidores de BRAF, Inhibidores de MEK, proteina de
fusién anti PD1, terapias celulares adoptivas, vacunas terapéuticas contra el cancer y agentes activadores de linfocitos
T/NK.

13. Una composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12, como una
preparacion combinada para su uso simultaneo, por separado o secuencial para el tratamiento de cancer.
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14. Una composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 13, en donde dicho cancer es un
cancer de tumor sélido.

15. Una composicidén farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 13 o 14, en donde dicho cancer se
selecciona entre melanoma, cancer de colon, cancer de pulmén, cancer de pancreas, cancer de rifidn, carcinoma de
células de Merkel, carcinoma de células escamosas, cancer de prostata, cancer de mama y cancer de vejiga.
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