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DESCRIPCION

Compuestos para la inhibicién de la apoptosis.

La presente invencién se refiere a compuestos que actian como inhibidores de la apoptosis, asi como a procedi-
mientos para su preparacion, a composiciones farmacéuticas que los contienen y a su uso en medicina.

Técnica anterior

La apoptosis es un proceso bioldgico interesante debido a su importancia en una amplia variedad de sistemas bio-
16gicos, incluyendo el recambio celular normal, el sistema inmunitario y el desarrollo embrionario y su asociacién con
diferentes enfermedades. Una apoptosis inapropiada participa en muchas patologias humanas, incluyendo enfermeda-
des neurodegenerativas tales como la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Huntington, isquemia, trastornos
autoinmunitarios y varias formas de cancer (Reed J.C., Trends Mol. Med. 2001, 7: 314-319).

Diversos estimulos apoptéticos, incluyendo la activacion de los receptores de muerte de la superficie celular, agen-
tes anticancerigenos, irradiacion, carencia de factores de supervivencia e isquemia (revisado en Strasser A. et al.,
Annu. Rev. Biochem. 2000, 69: 217-245) inducen cascadas de sefializacién que activan todas una familia de cisteina
aspartil-proteasas denominadas caspasas. Estas proteasas ejecutan el proceso apoptético.

Algunas sefiales apoptéticas activan la ruta intrinseca o mediada por mitocondrias que utiliza caspasa 9 como su
iniciador. La formacién del complejo macromolecular denominado apoptosoma es un acontecimiento clave en esta
ruta.

El apoptosoma es un complejo multiproteico de holoenzima formado por Apaf-1 (factor de activacién de proteasas
apoptdticas) activado por el citocromo c, dATP y procaspasa 9 (Li P. et al., Cell 1997, 91: 479-489; Acehan D et al.,
Mol. Cell 2002, 9: 423-432; Rodriguez J. et al., Genes Dev. 1999, 13: 3179-3184; Srinivasula S.M. et al., Mol. Cell
1998, 1: 949-957). En este complejo macromolecular, se activa la caspasa 9 asociada al apoptosoma y entonces, a su
vez, se activan caspasas efectoras. Para identificar moléculas que podrian mejorar la apoptosis asociada a enfermedad,
los esfuerzos para el descubrimiento de fairmacos han tenido como objetivo inicialmente la actividad caspasa, y por
tanto, se buscaron inhibidores o activadores enzimédticos especificos (Scott C.W. et al., J. Pharmacol. Exp. Ther. 2003,
304: 433-440; Garcia-Calvo M, J. Biol. Chem. 1998, 273: 32608-32613), en lugar de moduladores en la ruta/cascada
de activacidn superior.

No obstante, las interacciones proteina-proteina en un nivel superior a la activacién de caspasas también pueden
ser puntos de intervencion relevantes para el desarrollo de moduladores de las rutas de apoptosis. En particular, da-
tos recientes proponen la formacion del apoptosoma como una diana interesante para el desarrollo de moduladores
apoptéticos.

Por tanto, existe un interés por hallar moléculas que inhiben la activacion de la apoptosis mediada por el apopto-
soma.

Descripcion de la invencion

Un aspecto de la presente invencién se refiere a la provision de nuevos compuestos de féormula general I,

R3, 9
N
; R 4
o” 0 N\/%
R2 o NH,

sus estereoisomeros y mezclas de los mismos, sus polimorfos y mezclas de los mismos y los solvatos y sales de
adicién farmacéuticamente aceptables del mismo,

en la que:
R1 representa alquilo (C,-Cs), alquenilo (C,-Cs), -(CH,),_3-NHCO-alquilo (C,-C;), -(CH,),_3-CONRaRb,

-(CH,),_3-Cic (3-6), -(CH,),_s-Hetcic (5-6), -(CH,),_s-fenilo, -(CH,),_s;-(1-naftilo), -(CH,),_5-(2-naftilo),
-(CH,),_3-Hetar (5-10), -(CH,),-CH(fenilo),, -(CH,),-CH(fenil)[Hetar (5-6)] o -(CH,),-CH[Hetar (5-6)],;
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R2  representa -(CH,), ;-Cic (3-6), -(CH,),_;-Hetcic (5-6), -(CH,),_;-fenilo, -(CH,),_;-(1-naftilo), -(CH,)_;-(2-
naftilo), -(CH,),_s-Hetar (5-10), -(CH,),-CH(fenilo),, -(CH,),-CH(fenil)[Hetar (5-6)] o -(CH,),-CH[Hetar
(5-6)1»;

R3 representa -(CH,),_s;-fenilo, -(CH,),_;-(1-naftilo), -(CH,),_;-(2-naftilo), o -(CH,),_s;-Hetar (5-6);

alquilo (C,-Cs) y -alquenilo (C,-Cs) pueden estar opcionalmente sustituidos con uno o mds sustituyentes seleccio-
nados de -O-alquilo (C,-C,), -S-alquilo (C,-C,), -NH,, -NH-alquilo (C,-C,) y -N[alquilo (C-C,)],;

alquilo (C,-C;) puede estar opcionalmente sustituido con uno o mas atomos de halégeno;
Ra y Rb representan independientemente -H o -alquilo (C,-C;)
Cic (3-6) representa un radical de un anillo carbociclico saturado o parcialmente insaturado de 3 a 6 miembros;

Hetcic (5-6) representa un radical con C o N de un anillo carbociclico saturado o parcialmente insaturado de 5 6 6
miembros que contiene desde uno o dos heterodtomos seleccionados independientemente de O, S y N;

Cic y Hetcic pueden estar opcionalmente sustituidos con uno o mds sustituyentes seleccionados de halégeno, -CF;
y -OH;

Hetar (5-6) y Hetar (5-10) representan un radical con C o N de un anillo de 5 6 6 miembros y un anillo de 5 a
10 miembros aromaticos, respectivamente; que contiene desde uno hasta cuatro heterodtomos seleccionados indepen-
dientemente de O, S y N;

fenilo, 1-naftilo, 2-naftilo, Hetar (5-6) y Hetar (5-10) pueden estar opcionalmente sustituidos con uno o més sus-
tituyentes seleccionados de halégeno, -CF;, -OH, -O-alquilo (C,-C;), -CO-alquilo (C,-C;), -alquil (C,-Cs)-NRaRb,
-NRaRb y 'SOzNHz;

con la condicién de que R2 no representa 2-(4-fluorofenil)etilo.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un compuesto que es un conjugado de firmaco que comprende
un radical de férmula II

H,NOC HN;{
(o),
H

o)
R3._
N F|<1 o) R4
g\ N% /ﬂ/’\l
N N
O ko O o |,

sus estereoisdmeros y mezclas de los mismos y los solvatos y sales de adicién farmacéuticamente aceptables del
mismo, conjugado a un polimero de poli(dcido glutdmico), en los que R1, R2 y R3 tiene los significados definidos
para el compuesto de férmula I, sin la condicién de R2; cada R4 representa independientemente una cadena lateral de
cualquiera de los 20 aminoacidos que se producen de manera natural, y nes 0,1, 2 6 3.

Por tanto, los compuestos de féormula I comprenden diferentes restos: un radical de férmula I, que forma un enlace
amida a una cadena peptidica de n L-aminoécidos y un derivado de amida de L-lisina, en el que el N de su cadena
lateral estd unido al polimero de poli(4cido glutdmico).

En las definiciones previas, las expresiones alquilo (C,-C;) y alquilo (C,-Cs) representan cadenas hidrocarbonadas
saturadas lineales o ramificadas que contienen desde uno hasta tres y desde uno hasta cinco dtomos de carbono,
respectivamente. Los ejemplos de alquilo (C,-C;) incluyen, pero no se limitan a, metilo, etilo, propilo, isopropilo.
Los ejemplos de alquilo (C;-Cs) incluyen adicionalmente y sin limitacién butilo, isobutilo, sec-butilo, terc-butilo, 1-
pentilo, 1-metilbutilo, 2-metilbutilo, 3-metilbutilo, 1,1-dimetilpropilo, 1,2-dimetilpropilo y 2,2-dimetilpropilo.

La expresion alquenilo (C,-Cs) representa una cadena carbonada lineal o ramificada insaturada, que contiene desde
dos hasta cinco dtomos de carbono y uno o mas dobles enlaces, por ejemplo, etenilo, 1-propenilo, 2-propenilo, 1-bu-
tenilo, 2-butenilo, 3-butenilo y 1,3-butadienilo, 1-pentenilo, 2-pentenilo, 3-pentenilo, 4-pentenilo, 1-metil-2-butenilo,
2-metil-3-butenilo, 3-metil-1-butenilo, 1,1-dimetil-2-propenilo y 1,2-dimetil-1-propenilo.
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Los grupos alquilo (C,-C;), alquilo (C,-Cs) y alquenilo (C,-Cs) pueden estar opcionalmente sustituidos segin la
descripcidn, siempre que sea apropiado desde un punto de vista quimico.

La expresion Cic (3-6) representa un radical de un anillo carbociclico saturado o parcialmente insaturado de 3 a 6
miembros. Tal como se mencioné anteriormente, puede estar opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes,
que pueden situarse en cualquier posicién disponible del anillo. Los ejemplos de Cic (3-6) incluyen, sin limitacidn,
radicales de ciclopropano, ciclobutano, ciclopentano, ciclohexano, 1-ciclobuteno, 2-ciclobuteno, 1-ciclopenteno, 2-
ciclopenteno, 1-ciclohexeno, 2-ciclohexeno y 3-ciclohexeno.

La expresion Hetcic (5-6) representa un radical con C o N de un anillo carbociclico de 5 a 6 miembros saturado
o parcialmente insaturado que contiene uno o dos heterodtomos seleccionados independientemente de O, S y N, que
puede estar sustituido segtin la descripcién en cualquier posicion disponible del anillo. Los ejemplos de Hetcic (5-6)
incluyen, sin limitacién, radicales de dihidrofurano, pirrolina, pirazolina, imidazolidina, isotiazolidina, isoxazolidina,
oxazolidina, pirazolidina, pirrolidina, tiazolidina, dioxano, morfolina, piperazina, piperidina, pirano, tetrahidropirano,
oxazina, oxazolina, pirrolina, tiazolina, pirazolina, imidazolina, isoxazolina e isotiazolina.

Las expresiones Hetar (5-6) y Hetar (5-10) representan un radical con C o N de un anillo de 5 6 6 miembros y un
anillo de 5 a 10 miembros aromadticos, respectivamente; que contiene desde uno hasta cuatro heterodtomos selecciona-
dos independientemente de O, S y N, que puede estar sustituido segtin la descripcién en cualquier posicién disponible
del anillo. Los ejemplos de Hetar (5-6) incluyen, sin limitacion, radicales de pirrol, furano, tiofeno, imidazol, iso-
xazol, isotiazol, oxazol, 1,2,4-oxadiazol, 1,2,4-tiadiazol, 1,3,4-oxadiazol, 1,3,4-tiadiazol, 1,2,3-triazol, 1,2,4-triazol,
piridina, pirimidina, piridazina y pirazina. Los ejemplos de Hetar (5-10) incluyen ademads, sin limitacién, radicales
de bencimidazol, benzofurano, benzotiazol, benzotiofeno, imidazopirazina, imidazopiridazina, imidazopiridina, imi-
dazopirimidina, indazol, indol, isoindol, isoquinolina, pirazolopirazina, pirazolopiridina, pirazolopirimidina, purina,
quinazolina, quinolina y quinoxalina.

La expresion “opcionalmente sustituido con uno o mas” significa que un grupo puede estar o bien no sustituido o
bien sustituido con uno o mds, preferiblemente con 1, 2, 3 6 4 sustituyentes, siempre que este grupo tenga 1, 2,3 6 4
posiciones susceptibles de sustituirse.

En toda la descripcidn y las reivindicaciones, el término “comprenden” y variaciones del término, tales como “que
comprenden”, no pretenden excluir otros aditivos, componentes, elementos o etapas.

Tal como se usa en ellas, la expresién “tratamiento” incluye tratamiento, prevencion y control de tal estado. La
expresion “farmacéuticamente aceptable” tal como se usa en el presente documento se refiere a aquellos compuestos,
composiciones y/o formas farmacéuticas que son, dentro del alcance del criterio médico, adecuados para su uso en
contacto con los tejidos de seres humanos y animales sin excesiva toxicidad, irritacién, respuesta alérgica u otro
problema o complicacidn, acorde con una razén riesgo/beneficio razonable.

En una realizacién particular de la invencién, R1 representa alquilo (C,-Cs), -(CH,),_3-CONRaRb, -(CH,),_3;-Cic
(3-6); -(CH,),_3-Hetcic (5-6); -(CH,),_3-Hetar (5-10), -(CH,),_s-fenilo, -(CH,),_3-(1-naftilo) o -(CH,),_s-(2-naftilo),
todos ellos opcionalmente sustituidos.

En una realizacién particular de la invencién, R1 representa -(CH,), ;-Hetcic (5-6), -(CH,), ;-Hetar (5-10),
-(CH,),_s-fenilo, -(CH,),_3-(1-naftilo) o -(CH,),_3-(2-naftilo), todos ellos opcionalmente sustituidos.

En otra realizacion, R1 representa -(CH,),-fenilo opcionalmente sustituido con uno o mds sustituyentes seleccio-
nados de halégeno. En otra realizacién, R1 representa 2,4-diclorofenilo.

En otra realizacion, R2 representa -(CH,),_s-arilo opcionalmente sustituido, o -(CH,),-CH(Ph), opcionalmente
sustituido, con la condicién de que R2 no representa 2-(4-fluorofenil)etilo. En otra realizacién, R2 representa 3,3-
difenilpropilo, con la condicién de que R2 no representa 2-(4-fluorofenil)etilo.

En otra realizacién, R3 representa -(CH,),_s-Hetar (5-6) o -(CH,),-fenilo, ambos opcionalmente sustituidos. En
otra realizacién, R3 representa -(CH,),-fenilo opcionalmente sustituido con uno o més sustituyentes seleccionados de
halégeno. En otra realizacion, R3 representa 2,4-diclorofenilo.

En otra realizacién, R2 representa 3,3-difenilpropilo y R1 y R3 representan ambos 2,4-diclorofenilo.
Otra realizacion de la presente invencion, se refiere a un compuesto que es un conjugado de fdrmaco que comprende

un compuesto de féormula II conjugado a un polimero de poli(dcido glutdmico) tal como se defini6 previamente, en el
que dicho polimero tiene un peso molecular de desde 20 hasta 60 kDa.
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Otra realizacion, de la invencidn se refiere a un compuesto de férmula III que es un conjugado de polimero-farmaco

. . G _
L R L R
o H.NOC
R3, 2 HN Yo 07 “Na0
N RT O R >>ﬂcmﬁ - X
N NH
) )
© R O O |n
L —y

en la que R1, R2, R3 y R4 tiene los significados descritos en la férmula general I y la proporcion de y con respecto
ax es del 25-30% al 75-70% en peso.

En otra realizacién, en un compuesto de férmula III n representa 0. En otra realizacién, n representa 2 y R4
representa una cadena lateral de glicina. En otra realizacién, n representa 3 y R4 representa una cadena lateral de
glicina, una cadena lateral de arginina y una cadena lateral de fenilalanina. En otra realizacion, n representa 3 y R4
representa una cadena lateral de valina, una cadena lateral de arginina y una cadena lateral de fenilalanina.

En el conjugado de polimero-farmaco, el poli(dcido glutdmico) puede ser poli(dcido L-glutdmico), poli(dcido D-
glutdmico) o poli(dcido DL-glutdmico). En una realizacién de la invencidn, el poli(4dcido glutdmico) es poli(acido L-
glutdmico).

Ademés, todas las posibles combinaciones de las realizaciones mencionadas anteriormente también forman parte
de esta invencion.

Los compuestos de formula I comprenden al menos un centro quiral. La presente invencion incluye tanto los com-
puestos racémicos como los compuestos enantioméricos de férmula I, es decir, compuestos en los que la configuracién
del carbono quiral unido a R1 es (§) y compuestos en los que la configuracién del carbono quiral unido a R1 es (R) tal
como se muestra a continuacion.

0 0
R3 R3.
R1 N R1
N 9
l\(l) N X A n X
N N~ N

\

© R O i o R (l/ H

Los compuestos de férmula I comprenden al menos dos centros quirales. La presente invencién también incluye
tanto mezclas de estereoisémeros como los estereoisémeros aislados de férmula II.

Los compuestos de la presente invencién pueden contener uno o mds atomos de nitrégeno bdsicos y, por tanto,
pueden formar sales con 4cidos, que también forman parte de esta invencion. Los ejemplos de sales farmacéuticamen-
te aceptables incluyen, entre otros, sales de adicién con 4cidos inorgénicos tales como dcido clorhidrico, bromhidrico,
yodhidrico, nitrico, perclérico, sulfirico y fosférico, asi como sales de adicion de 4dcidos orgdnicos tales como dcido
acético, metanosulfénico, trifluorometanosulfénico, etanosulfénico, bencenosulfénico, p-toluenosulfénico, benzoico,
canforsulfénico, mandélico, oxalico, succinico, fumadrico, tartarico y maleico. Asimismo, los compuestos de la pre-
sente invencioén pueden contener uno o mds protones acidos y, por tanto, pueden formar sales con bases, que también
forman parte de esta invencion. Los ejemplos de estas sales incluyen sales con cationes metdlicos, tales como por
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ejemplo, un ion de metal alcalino, un ion de metal alcalinotérreo o un ion de aluminio; o puede coordinarse con una
base orgdnica o inorgdnica. Una base orgénica aceptable incluye entre otros dietilamina y trietilamina. Una base in-
orgdnica aceptable incluye hidréxido de aluminio, hidréxido de calcio, hidréxido de potasio, carbonato de sodio e
hidréxido de sodio. Puede haber més de un catién o anién dependiendo del niimero de funciones con carga y de la
valencia de los cationes y aniones.

Las sales derivadas de bases orgdnicas no toxicas farmacéuticamente aceptables incluyen sales de aminas pri-
marias, secundarias y terciarias, aminas sustituidas incluyendo aminas sustituidas que se producen de manera na-
tural, aminas ciclicas y resinas bdsicas de intercambio idnico, tales como arginina, betaina, cafeina, colina, N,N-
dibenciletilendiamina, dietilamina, 2-dietilaminoetanol, 2-dimetilaminoetanol, etanolamina, etilendiamina, N-
etilmorfolina, etilpiperidina, glucamina, glucosamina, histidina, hidrabamina, isopropilamina, lisina, metilglucami-
na, morfolina, piperazina, piperidina, resinas de poliamina, procaina, purinas, teobromina, trietilamina, trimetilamina,
tripropilamina, trometamina, y similares.

No existe limitacién del tipo de sal que puede usarse, siempre que éstas sean farmacéuticamente aceptables cuando
se usan para fines terapéuticos. Las sales pueden sintetizarse a partir del compuesto original que contiene un resto dcido
o béasico mediante métodos quimicos convencionales. Generalmente, pueden prepararse sales de este tipo haciendo
reaccionar las formas de base o 4cido libre de estos compuestos con una cantidad estequiométrica de la base o acido
apropiados en agua o en un disolvente orgdnico, tal como éter, acetato de etilo, etanol, isopropanol o acetonitrilo o en
una mezcla de ambos. Los compuestos de férmula I o formula III y sus sales difieren en algunas propiedades fisicas
pero son equivalentes para los fines de la presente invencion.

Algunos de los compuestos de férmula I o férmula IIT de la presente invencién pueden existir en formas no solva-
tadas asi como solvatadas tales como, por ejemplo, hidratos. La presente invencioén engloba todas las formas de este
tipo mencionadas anteriormente que son farmacéuticamente activas.

Algunos de los compuestos de férmula general I pueden presentar polimorfismo, englobando la presente invencién
todas las posibles formas polimérficas, y mezclas de las mismas. Pueden prepararse diversos polimorfos mediante
cristalizacion en diferentes condiciones o calentando y fundiendo el compuesto seguido por enfriamiento gradual o
rdpido. Puede determinarse la presencia de polimorfos mediante espectroscopia de RMN de sélidos, espectroscopia
IR, calorimetria diferencial de barrido, difraccién de rayos X de polvo u otras técnicas de este tipo.

Los compuestos de férmula I de la presente invencién comprenden al menos un centro quiral. Adicionalmente, pue-
den tener centros quirales adicionales. La presente invencién incluye cada uno de los posibles estereoisémeros y mez-
clas de los mismos, particularmente mezclas racémicas de los mismos. Puede prepararse un enantiémero individual
mediante cualquiera de los procedimientos usados comiinmente, por ejemplo, mediante separacion cromatografica de
la mezcla racémica con una fase quiral estacionaria, mediante resolucién de la mezcla racémica mediante técnicas de
cristalizacion fraccionada de las sales diastereoméricas de los mismos, mediante sintesis quiral, mediante resolucién
enzimdtica o mediante biotransformacion. Esta resolucion puede llevarse a cabo con cualquier producto intermedio
sintético quiral o con productos de férmula general . Alternativamente, puede obtenerse cualquier enantidémero de un
compuesto de la formula general I mediante sintesis enantioespecifica usando materiales de partida épticamente puros
o reactivos de configuracién conocida.

Los compuestos de férmula I o férmula III pueden existir como varios diastereoisémeros, y pueden separarse
mediante técnicas convencionales tales como cromatografia o cristalizacién fraccionada. Algunos compuestos de la
presente invencidn pueden presentar isémeros cis/trans. La presente invencién incluye cada uno de los isémeros geo-
métricos y sus mezclas. La presente invencion cubre todos los isémeros y mezclas de los mismos (por ejemplo, mezclas
racémicas) ya se obtengan mediante sintesis y también mediante el mezclado fisico de los mismos.

La presente invencion se refiere a un procedimiento para la preparacion de los compuestos novedosos citados
anteriormente, sus formas tautomeéricas, sus estereoisémeros, sus polimorfos o sus sales y solvatos farmacéuticamente
aceptables.

Los compuestos de la presente invencién pueden sintetizarse usando los métodos descritos a continuacion, asi
como mediante otros procedimientos conocidos en el campo de la sintesis organica. Los métodos preferidos incluyen,
pero no se limitan a, los procedimientos generales mostrados en los esquemas adjuntos. A menos que se establezca lo
contrario, los grupos R1, R2, R3, R4, n, x e y tienen el significado descrito en férmulas generales I, II y III.
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Los compuestos de férmula I pueden obtenerse usando el siguiente método:

Método A

N X?CO;;Y ; (’5_{3 \Tr\N j\:j,ope

Hy ¥ N NH LOGH ‘
R1—NH, ,i >
3 i 4 Vi O 1
Via
Vi X
RZ =~ NH,
o Oy OP0 vib
, " 05 0PG
i Y X COY 8
m/\l ‘ HN~—R3 v H
o «zR?’erJ 2 R3—NH, ]
desproteccion o Vic
X1 X

Q OH
Q

o W )k[/
HN— 1) Leoplamiento de amwa M= R3
B A Yj "2 Escision do fa esina 7f../

Segin el método A, tras desproteccion del grupo fluorenilmetoxicarbonilo, se acila la amina de soporte sélido IV
con un agente acilante V, en el que X representa un grupo saliente, por ejemplo, halégeno e Y representa -OH o hal6ge-
no. Cuando Y representa halogeno, por ejemplo, cloruro de cloroacetilo, puede llevarse a cabo la reaccion en presencia
de una base terciaria como trietilamina. Cuando Y representa -OH, por ejemplo, dcido bromoacético, puede llevarse a
cabo la reaccién en presencia de un agente de acoplamiento adecuado, por ejemplo, N,N’-diisopropilcarbodiimida. En
ambos casos, puede realizarse la reaccién en un disolvente inerte que puede hinchar correctamente la resina, tal como
N,N’-dimetilformamida o diclorometano y a temperatura ambiente o usando irradiacién de microondas, disminuyendo
el tiempo de reaccion. Entonces, se acopla una amina VIa usando una amina terciaria como base. Puede llevarse a cabo
la reaccién mediante calentamiento, por ejemplo, a 60°C, o mediante irradiacién de MW.

Se hace reaccionar un 4cido carboxilico VIII, en el que PG representa un grupo protector, tal como alilo, con
la amina VII para producir la amida IX usando un agente de acoplamiento, por ejemplo, la combinacién de N,N’-
diisopropilcarbodiimida y 1-hidroxibenzotriazol. Luego, se introduce una amina VIb mediante la reaccién de Michael
usando una base y un disolvente tal como N,N’-dimetilformamida o dimetilsulféxido para obtener el producto inter-
medio X. Tras la repeticién de la acilacién y la aminacién de la misma manera en que se describid para el producto
intermedio VII, se obtiene XI. La desproteccién llevada a cabo usando PhSiH; y Pd(PPh;), en diclorometano co-
mo disolvente (Tetrahedron Lett 1999, 40:2505-2508; Tetrahedron Lett 1997, 38:7275-7278) o con KOH acuoso en
dioxano produce XII. Se fomenta la ciclacién mediante la formacién de la amida usando reactivos de acoplamien-
to habituales para procedimientos con enlaces peptidicos en fase sélida como la combinacién de hexafluorofosfato
de benzotriazol-1-iloxi-tris-pirrolidinofosfonio y 1-hidroxibenzotriazol en presencia de una base terciaria como N,N-
diisopropiletilamina. Puede liberarse el compuesto final I de la resina usando una mezcla de 4cido trifluoroacético,
diclorometano y agua.
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Una estrategia alternativa para obtener un compuesto de férmula I supone la acilacién de las aminas IV y X con
aminodcidos de férmulas XIIla y XIIIb, respectivamente (método B).

OPG

Método B

Tal como serd obvio para un experto en la técnica, es posible combinar algunas etapas del método A con algunas
etapas del método B para obtener un compuesto de férmula I.

Las aminas primarias de partida VIa, VIb y VIc estdn disponibles comercialmente o pueden obtenerse mediante

métodos conocidos (March, Advanced Organic Chemistry, 1991, Ed. John Wiley & Sons) o usando por ejemplo, el
esquema descrito a continuacion.

Esquema 1

0O

1) @E:NH

o)
OH = R.__NH,

~
2) NH,NH, H,0

Puede obtenerse una amina mediante la reaccién de Mitsunobu partiendo de un alcohol y ftalimida potasica en
presencia de, por ejemplo, azodicarboxilato de dietilo (DEAD) y trifenilfosfina en tetrahidrofurano como disolvente y
escision adicional con hidrato de hidrazina (Mitsunobu, J. Am. Chem. Soc. 1972, 94, 679-680).

Pueden sintetizarse glicinas N-sustituidas XIIla y XIIIb mediante los métodos mostrados a continuacién, o bien
mediante aminacién reductora de la correspondiente glicina con el aldehido adecuado (esquema 2) usando agentes
reductores tales como NaBH,, NaBH;CN o NaBH(AcO);, o bien mediante sustitucion nucledfila de un éster con la
amina adecuada E-NH2 (esquema 3).
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Esquema 2
__1JE-CHO _ H o
E NJJ\DR 2) Reduceidn B \)J\DR

Esquema 3

O H O
E-NH./Et;N
LG\)J\ — /N\)J\
OR E OR

Los compuestos de férmula II pueden obtenerse usando reacciones andlogas a las descritas anteriormente.

NX_LOY (_q J"ij,ope
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1 R 2 R3—NH 1 o
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Xia Xa
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'
O OH 0 o

2 Escisién de la resing O R1 N

HO
./ m HN—R3 1 Acoplamiento de amida | NiR3
wa 7///
R2

¥ia la

Por tanto, con el fin de obtener el correspondiente dcido carboxilico de férmula I, es decir, un compuesto de férmula
Ia, se usa la misma secuencia para la sintesis de un compuesto de férmula I (usando los métodos A y/o B), excepto
porque el soporte sdlido de partida (IVa) tiene dtomos de halégeno reactivos en lugar de un grupo amino.

También se obtiene el péptido XVI que va a unirse al compuesto usando reacciones habituales para la sintesis de
péptidos. Por tanto, se hace reaccionar en primer lugar la amina de soporte sélido IV con una lisina protegida (XIVa)
y opcionalmente se hace reaccionar posteriormente con otro aminoécido protegido (XIVb). Tras el acoplamiento, se
elimina el grupo protector. Puede repetirse esta secuencia hasta tres veces.
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Wo NH. R4
T, o HO, C"‘L NHPG
‘ cpm - %MD .\
NH, — 7™ NH,
KNa N
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v sy h 2) desproteccitn GPHN"”(CH s
secuenciz repetkia
XV n veces xvi

Entonces se hace reaccionar el 4cido carboxilico Ia con la amina XVI y tras la desproteccidn, se obtiene el com-
puesto Ila. El acoplamiento de amida entre Ila y el poli(dcido glutdmico) X VIIa (obtenido a partir de la correspondiente

sal XVII) produce el conjugado de farmaco III.

Q o
HO g R4
\"/\N/u\(*‘{ & H
| — R3 + N N H
x} R1 N H ﬁ
R2 7/} ¢ 0 n
W),
o emw’"( ),
I

1y agente de acoplamienty XM

2) escisidn

e
[Sri |

Xvlia

D

T(K N-- RS

1a

—

HNOC
F}! 1 O R4 >“ CH
S/M N \ NH
H
Rz O O |n

Los compuestos de la presente invencion son inhibidores de apaf-1. Por tanto, son ttiles para el tratamiento o la
prevencion de un estado asociado con el exceso de apoptosis.

En los adultos, las células posmitdticas, tales como neuronas y células del misculo cardiaco rara vez se renue-
van. Asi, su pérdida puede producir trastornos neurolégicos y cardiacos. Estas células experimentan muerte celular
apoptdtica en una variedad de enfermedades degenerativas agudas y crénicas. De manera similar, el choque séptico,
la isquemia y la intoxicacién pueden producir una apoptosis masiva en mdltiples 6rganos. Las infecciones pueden

10
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producir un elevado recambio apoptético de tipos celulares especificos, por ejemplo, linfocitos en el SIDA o células
de la mucosa géstrica en la infeccion por Helicobacter pylori. Los acontecimientos de apoptosis también son de gran
importancia en procedimientos para la reperfusion isquémica y de conservacion en el trasplante de érganos. Por tanto,
estas enfermedades son candidatos para la supresion terapéutica de la muerte celular.

Otras enfermedades o estados relacionados con la apoptosis incluyen, sin limitacién, accidente cerebrovascular,
traumatismos, lesion cerebral, lesion de la médula espinal, meningitis, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de
Parkinson, enfermedad de Huntington, enfermedad de Kennedy, esclerosis multiple, enfermedades relacionadas con
priones, asi como otras enfermedades cardiovasculares agudas o crénicas, patologias relacionadas con el alcohol y
tratamiento de la alopecia.

Por tanto, la presente invencién se refiere al uso de estos compuestos para la preparacién de un medicamento para
el tratamiento o la prevencidn de las enfermedades o estados mencionados anteriormente.

Otro aspecto de la presente invencidn se refiere al uso de un compuesto de férmula I, sin la condicién de R2, o
un compuesto que es un conjugado de polimero-farmaco tal como se definié previamente, para la fabricacién de un
medicamento para el tratamiento o la prevencién de una enfermedad o estado asociado con la apoptosis.

También se describe un método para el tratamiento o la prevencidn de un estado asociado con la inhibicién de
la apoptosis que comprende administrar un compuesto de férmula I, sin la condicién de R2, o un compuesto que
es un conjugado de polimero-firmaco tal como se definié previamente y uno o mds excipientes farmacéuticamente
aceptables.

También se decribe un método para el tratamiento o la prevencidon de accidente cerebrovascular, traumatismos,
lesion cerebral, lesion de la médula espinal, meningitis, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfer-
medad de Huntington, enfermedad de Kennedy, esclerosis miiltiple, enfermedades relacionadas con priones, isquemia
miocdrdica, asi como otras enfermedades cardiovasculares agudas o crénicas, trasplante de 6rganos, patologias rela-
cionadas con el alcohol y tratamiento de la alopecia, que comprende administrar un compuesto de férmula I, sin la
condicién de R2, o un compuesto que es un conjugado de polimero-farmaco tal como se definié previamente y uno o
m4s excipientes farmacéuticamente aceptables.

La presente invencién proporciona ademds composiciones farmacéuticas que comprenden un compuesto de for-
mula I o un compuesto que es un conjugado de polimero-formaco tal como se definié previamente, una sal o solvato
farmacéuticamente aceptables de los mismos, junto con uno o més excipientes farmacéuticamente aceptables, o bien
en dosis Unicas o bien multiples. Los ejemplos de los excipientes mencionados a continuacidn se facilitan tinicamente
a modo de ilustracién y no han de considerarse como limitantes del alcance de la invencién.

Los compuestos de la presente invencién pueden administrarse en forma de cualquier formulacién farmacéutica.
La formulaciéon farmacéutica dependerda de la naturaleza del compuesto activo y su via de administracién. Puede
usarse cualquier via de administracién, por ejemplo, tal como administracién oral, bucal, pulmonar, tépica, parenteral
(incluyendo subcutdnea, intramuscular e intravenosa), transdérmica, ocular (oftdlmica), por inhalacién, intranasal,
dtica, transmucosa, con implante o rectal. Sin embargo, se prefieren la administracién oral, tépica o parenteral.

Las composiciones sélidas para la administracién oral incluyen entre otros comprimidos, granulados y capsulas de
gelatina dura, formuladas tanto como formulaciones de liberacién inmediata como de liberacién modificada.

Alternativamente, los compuestos de la presente invencién pueden incorporarse en preparaciones liquidas orales
tales como emulsiones, disoluciones, dispersiones, suspensiones, jarabes, elixires o en forma de cdpsulas de gelatina
blanda. Pueden contener diluyentes inertes usados comtinmente, tales como agua purificada, etanol, sorbitol, glicerol,
polietilenglicoles (macrogoles) y propilenglicol. Las composiciones auxiliares también pueden contener coadyuvantes
tales como agentes humectantes, de suspension, edulcorantes, aromatizantes, conservantes, tampones, agentes quelan-
tes y antioxidantes.

Las preparaciones inyectables para la administracién parenteral comprenden disoluciones, suspensiones o emul-
siones estériles en vehiculos oleosos o acuosos y pueden contener coadyuvantes, tales como agentes de suspension,
estabilizacion o tonicidad o agentes dispersantes.

El compuesto también puede formularse para su aplicacién tépica. Las formulaciones incluyen cremas, lociones,
geles, polvos, disoluciones, preparaciones de champu, pasta oral, preparaciones de colutorio y parches, en los que se
disuelve o dispersa el compuesto en excipientes adecuados.

En una realizacién de la invencidn, la composicion farmacéutica estd en forma de nanoesferas, microparticulas y
nanoparticulas.

Puede variar la dosificacion eficaz de principio activo dependiendo del compuesto particular administrado, la via
de administracién, la naturaleza y gravedad de la enfermedad que va a tratarse, asi como la edad, el estado general y el
peso corporal del paciente, entre otros factores. Un ejemplo representativo de un intervalo de dosificacién adecuado es
desde aproximadamente 0,001 hasta aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal al dia, que pueden administrarse
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como una dosis Unica o dosis divididas. Sin embargo, la dosificacién administrada se dejard generalmente a criterio
del médico.

Toxicidad y recuperacion célula a través del ensayo de MTT

El ensayo de MTT mide la proliferacion celular asi como la reduccién de la viabilidad celular cuando aconteci-
mientos metabdlicos conducen a apoptosis o necrosis. También puede usarse para evaluar la tasa de supervivencia de
una linea celular dada cuando se incuba en presencia de compuestos xenobidticos. La reduccion de sales de tetrazolio
se acepta como una manera fiable de analizar la proliferacion celular. EI MTT de tetrazolio amarillo (bromuro de
3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazolio) se reduce por células metabdlicamente activas y da como resultado la
formacion intracelular de formazan purpura que puede medirse espectrofotométricamente tras la solubilizacién con
DMSO.

Se us6 el ensayo de MTT en esta invencién para evaluar la toxicidad de los compuestos a diferentes concentra-
ciones. Para analizar su posible alteracion de la viabilidad celular, se afiadieron los compuestos a las lineas celulares
Saos-2 y U937 a diferentes concentraciones y se incubaron a diferentes tiempos. Se expresan los resultados mediante
la viabilidad celular en porcentaje.

% de viabilidad celular
24 h, uM. 48 h, uM.
10 5 1 10 5 1
Linea celular| .1 96 100 99 100 100 100
Saos-2 1.10 91 100 76 100 100 100
1.2 99 99 100 91 100 100
111 82 98 100 74 91 100
1.4 100 97 100 99 98 100
1.9 82 96 100 66 76 97
1.3 100 93 97 100 100 100
1.7 98 99 95 100 100 100
1.8 99 100 100 100 100 97
Linea celular| .1 95 98 100 99 97 100
U937 1.10 89 99 96 99 98 100
1.2 97 100 100 83 99 100
111 79 95 100 75 89 98
1.4 87 99 100 95 94 99
1.9 88 98 100 59 69 93
1.3 95 95 100 98 100 100
1.7 93 95 99 97 100 100
1.8 99 98 100 99 98 100
. % de viabilidad celular de 1.1 % de viabilidad celular de lla.2
Tiempo
(h) (uM.) (uM.)
50 | 25 | 10 | 5 1 50 25 10 5 1
Saos.2—24 19 | 63 | 100 |100| 99 10 25 77 100 98
48 1 |19 | 97 |94 | o7 ND 11 98 97 100

72 ND 8 80 | 88 89 ND ND ND ND ND
24 27 | 59 87 | 90 100 ND ND ND ND ND
U937 48 ND | ND 83 | 94 100 ND ND ND ND ND
72 ND [ ND | 67 | 89 98 ND ND ND ND ND

12
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Tiempo % de viabilidad celular de lll.1

(h) (UM eq. de farmaco)
500 250 100 50 20
S20s-2 24 35 75 93 99 96
48 ND ND 95 87 95
72 ND ND 68 63 86
24 27 50 84 96 98
U937 48 ND ND ND ND ND
72 ND ND ND ND ND

También se us6 el ensayo de MTT para evaluar la recuperacion celular mediante la adicién de compuestos en lineas
celulares con induccidn de apoptosis. Para la linea celular Saos-2, se llevé a cabo la induccién de apoptosis mediante
la adicién de doxiciclina 2 uM; en el caso de U937, HeLa, U2-0S, se indujo apoptosis mediante doxorubicina 0,25
uM, 1,5 uM, 2 uM, respectivamente. Se expresan los resultados como el % de viabilidad celular considerando que la
adicién de doxiciclina y doxorubicina induce un 100% de muerte celular y un 0% de recuperacidn celular en Saos-2 y

HeLa, U2-OS o U937, respectivamente.

% de recuperacioén celular
Lineas 11
celulares Tie(r'?)po 10 uM 5 uM 1M
24 30 31 29
Hela 48 3 78 75
72 2 33 34
24 2 0 0
U2-08 48 18 54 58
72 3 25 1
24 52 19 0
U937 48 3 19 14
72 4 46 12
24 15 6 76
Saos-2 48 8 25 23
72 2 1 3
% de recuperacion celular
Lineas 110 1.2 1.11 1.9 1.4 1.3 1.7 1.8
celulares G mpo| 5 1|5 1|5 1|5 1[5 1|5 1[5 1|5 1
(h) uM pM{uM pMuM pM((pM pM{pM pM(pM pM{pM pM | M M
Saos.2 | 24 |57 0[10 410 22|16 36| 9 34|12 18|41 64|23 57
48 |24 0 |21 218 20|22 31|10 24|21 14|19 27|51 24

ND: No determinado
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% de recuperacion celular
.1
100 uM 50 uM 20 uM
24 25 28 15
Saos-2 48 18 49 13
72 15 31 14
24 9 34 5
U937 48 20 9 1
72 10 15 0

Ensayo de inhibicion de caspasa

Se analiz6 la inhibicién de caspasa dependiente del tiempo inducida por los compuestos descritos en esta invencion.
Se hicieron crecer lineas celulares en presencia o ausencia de los compuestos (50 uM) a diferentes tiempos. Se sometiod
a ensayo la actividad caspasa usando extractos de células Saos-2 o U937 y Ac-DEVD-afc (N-acetil-Asp-Glu-Val-
Asp-afc (7-amino-4-trifluorometilcumarina)) como sustrato (20 uM). Se monitorizé de manera continua la actividad
caspasa mediante la liberacién de afc fluorescente usando un fluorimetro Cytofluor 4000 (excitacién a 400 nm; emisién
a 508 nm) durante 1 hora. Se expreso el efecto de los compuestos sobre la actividad caspasa como el porcentaje de
inhibicién en la sefal de fluorescencia de las células tratadas frente a las células no tratadas (control).

% de inhibicién de caspasa

Lineas 1.1 1o | 12 [ 111 | 1e 4 | 13 | 17 | 18
celulares Tiempo | 5 1

5uM | 5uM | 5uM [ 5uM | 1uM | 5uM | 5uM | 5 um

(h) |uM uM u u u u u u u u

24 |31 20| 1 1 14 0 48 ) 6 5

Hela 48 |78 75| 6 46 0 0 14 21 7 3

72 |33 34| ND | 59 62 41 35 29 11 6

24 |0 o0 0 0 0 0 0 1 0 0

Uz-0s 48 |54 58| 22 54 31 34 23 29 31 16

72 |25 1| 64 27 50 61 54 22 3 | 24

24 (19 0| o 0 11 3 0 12 | 10 5
U937 48 |19 14| 5 3 0 4 12 | 16 8 15
72 |46 12| 2 0 4 63 0 1 2 23
24 |53 21| 13 | 11 | 45 | 50 | 55 | 29 0 1
Saos-2 | 48 |19 17| 4 0 7 2 9 16 | 24 0

72 |4 4| no | ND | ND | ND | ND | ND | NP | ND
ND: No determinado

14



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2338 164 T3

Tiempo % de inhibicién de caspasa
(h) lla.2 (5 uM.)
24 41
Saos-2 a8 23
72 1
24 23
U937 48 11
72 5
Lineas - . -1
Tiempo (h) % de inh. de caspasa
celulares -
(50 uM eq. de farmaco)
24 67
Saos-2 48 72
72 100
24 74
U937 48 85
72 100

Inhibicion de la apoptosis inducida por Apaf-1

Se evalud la actividad de los compuestos con respecto a su diana especifica dentro de la maquinaria apoptdtica.
La oligomerizacion de Apaf-1 es un acontecimiento molecular que conduce a la activacién de la formacion del apop-
tosoma, que termina en la induccién de apoptosis. Se realizaron estos experimentos en ensayos celulares y libres de
células.

Para los ensayos libres de células, se prepararon extractos citoplasmaticos de Hek-293 tal como se describié ante-
riormente (Malet et al, 2005) y se llevé a cabo una division de extracto de células completas. De manera concomitante,
se purificé Apaf-1 recombinante segiin Malet er al, 2005. Se incubé la fraccién FT (que contenia caspasa 3 y 9 pe-
ro que carecia de Apaf-1), con Apaf-1 recombinante en presencia de diferentes concentraciones de los compuestos
(véase la figura 1). Se analizé la actividad de los compuestos mediante la inhibicién de la actividad caspasa (véase
anteriormente).

Para los ensayos celulares, se trataron células Saos-2 y U937 con un activador del apoptosoma (Nguyen y Wells,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2003, 100:7533-7538), que induce especificamente la oligomerizacién de Apaf-1. Después,
se afiadieron los compuestos a las células (50 uM) y se incubaron durante 24 6 48 horas. Se analiz6 la capacidad de
los compuestos de inhibir la apoptosis inducida por Apaf-1 mediante la inhibicién de la actividad caspasa (véase
anteriormente).

. . .1
cle_llﬂﬁaarzs Tle(r'?)po % de inh. de actividad caspasa
(50 uM eq. de farmaco).
Saos-2 24 22
48 54
24 27
U937 48 95

Union de Ila.1 al dominio CARD de Apaf-1: ensayo de polarizacion de fluorescencia

Se realizaron mediciones de la polarizacién de fluorescencia en un contador Victor2V 1420 Multilabel HTS. Se
valord una disolucién 60 nM de Ila.1 marcado con 5’-6’-carboxifluoresceina (denominado CF-IIA.1; 1exc=480 nm;
Aem=535 nm) en tampdn A (el volume de reaccidn total era de 200 ul) con disoluciones de proteinas concentradas. Se
registraron los datos usando un software Wallac 1420 Workstation. Se calcularon los valores de Kd usando un modelo
de dos estados (véase la figura 2).

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2338 164 T3

Para caracterizar inicialmente el sitio de unién de los peptoides al apoptosoma, se sintetizé un andlogo fluorescente
de Ma.1 (CF-IIa.1). CF-Ila.1 se uni6é al dominio CARD de Apaf-1, pero no al citocromo c y otras protefnas control
(Malet et al, 2005), con una constante de disociacién (Kd) de 60 nM tal como se determiné en un ensayo de pola-
rizacion de fluorescencia (figura 2). No obstante, se contrasté el valor de la constante de unién con la concentracién
de ITa.1 que se necesitaba para inhibir el 50% de la actividad caspasa en los ensayos (Cls, ~ 30 uM, figura 1). Una
supuesta explicacion para conciliar estos datos es que el lisado de reticulocitos usado para la traduccion in vitro de la
procaspasa 9 contenia componentes que disminuian la concentracion eficaz de Ila.1.

Ejemplos

Se han usado las siguientes abreviaturas en los ejemplos:

Boc: terc-butoxicarbonilo

DCM: diclorometano

DIC: N,N’-diisopropilcarbodiimida

DIPEA: diisopropiletilamina

DMEF: N,N’-dimetilformamida

eq.: equivalente molar

EtOAc: acetato de etilo

Fmoc: fluorenilmetoxicarbonilo

Glicina: G

HATU: hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrametiluronio

HOBT: 1-hidroxibenzotriazol

Lisina: K

PGA: poli(4cido L-glutdmico)

Fenilalanina: F

PyBOP: hexafluorofosfato de benzotriazol-1-iloxi-tris-pirrolidinofosfonio

R: Arginina

tr: tiempo de retencién

TFA: 4cido trifluoroacético

Valina:V

La presente invencién se ilustrard adicionalmente mediante los siguientes ejemplos. Los ejemplos se facilitan
unicamente a modo de ilustracién y no han de interpretarse como limitantes del alcance de la invencion.

Se adquirid la resina de poliestireno AM RAM (0,75 mmol/g) de Rapp Polymere GmbH (Alemania). Se adquirié
la resina de cloruro de 2-clorotritilo (1,4 mmol/g) de Novabiochem. Se llevé a cabo una RP-HPLC semipreparativa
con un sistema Waters (Milford, MA, EE.UU.) usando una columna X-Terra Cg (19 X 25 cm, 5 um); eluyente: A =
TFA al 0,1% en agua; B = TFA al 0,1% en acetonitrilo, gradiente: 0 min. 20% de B - 20 min. 80% de B. Se registraron
los espectros de masas de alta resoluciéon (EMAR-FAB) en el Servicio de Espectrometria de Masas de la Universidad

de Santiago de Compostela (Espafia).

La nomenclatura usada en este documento estd basada en AUTONOM (nomenclatura automadtica), un sistema
informatizado del Instituto Beilstein para la generacién de la nomenclatura sistemética de la [IUPAC.
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Producto intermedio VIII

VIIL: Ester monoalilico del dcido (Z)-but-2-enodioico

A una disolucién de 2 g de anhidrido maleico (20 mmol) en cloroformo, se afiadieron 1,8 ml de alcohol alilico
(26 mmol, 1,3 eq.). Se agité la mezcla de reaccién a 60°C durante 50 min. con irradiacién de microondas. Se tratd
la disolucién resultante con HCI 1 N y se extrajo con cloroformo. Se lavaron los extractos organicos con salmuera y
luego se secaron sobre sulfato de magnesio anhidro y se filtraron. Se eliminé por destilacién el disolvente a presion
reducida y se purificé el residuo obtenido mediante cromatografia en columna para obtener el producto intermedio
VIII como un aceite (95% de pureza, 85% de rendimiento).

Compuestos de férmula I

L.1: Carbamoilmetil-[2-(2,4-diclorofenil)-etil Jamida del dcido 1-[2-(2,4-diclorofenil)etil]-4-(3,3-difenilpropil)-3,7-
dioxo [1,4]-diazepan-5-carboxilico

Se trat6 la resina Rink-amida con 3 ml de piperidina al 20% en DMF y se agit6 la mezcla en un reactor de
microondas durante 2 min. a 60°C. Se filtr6 la resina y se lavé con DMF (3 x 3 ml), alcohol isopropilico (3 x 3 ml)
y DCM (3 x 3 ml). Se trat6 la resina con una disolucién de dcido bromoacético (V, 275 mg, 5 eq.) y DIC (306 ul, 5
eq.) en DMF (3 ml). Se agit6 la mezcla de reaccién durante 2 min. a 60°C en un reactor de microondas. Se escurrié
la resina y se lavé con DCM (3 x 3 ml), alcohol isopropilico (3 x 3 ml) y DMF (3 x 3 ml). Se afiadi6 a la resina una
disolucidn de 2,4-diclorofenetilamina (VIa, diclorofenetilamina (VIa, 300 ul, 5 eq.) y trietilamina (275 ul, 5 eq.) en 3
ml de DMF y se agit6 la suspensién durante 2 min. a 90°C con activacién de microondas. Se elimind el sobrenadante
y se escurri6 el residuo y se lavé con DMF (3 x 3 ml), alcohol isopropilico (3 x 3 ml) y DCM (3 x 3 ml). Después,
se trat6 la resina con una disolucién de éster monoalilico del 4cido (Z)-but-2-enodioico (VIII, 310 mg, 5 eq.), HOBT
(267 mg, Seq.) y DIC (306 11, 5 eq.) en DCM:DMF (2:1, 3 ml). Se agit6 1la mezcla de reaccién a temperatura ambiente
durante 30 min., se filtr6 y se repiti6 la reaccién en las mismas condiciones. Se escurri6 la resina y se lavé con DCM
(3 x 3 ml), alcohol isopropilico (3 x 3 ml) y DMF (3 x 3 ml). Después, se afiadi6 a la resina una disolucién de 3,3-
difenilpropilamina (VIb, 418 mg, 5 eq.) y trietilamina (275 ul, 5 eq.) en 3 ml de DMF y se agit6 la suspensién durante
3 h a temperatura ambiente. Se repiti6 la reaccién durante la noche a la misma temperatura. Se eliminé el sobrenadante
y se escurrié el residuo y se lavé con DMF (3 x 3 ml), alcohol isopropilico (3 x 3 ml) y DCM (3 x 3 ml). Después,
se tratd la resina con una disolucién de dcido bromoacético (V, 275 mg, 5 eq.) y DIC (306 ul, 5 eq.) en DMF (3 ml).
Se agité la mezcla de reaccién durante 2 min. a 60°C en un reactor de microondas. Se escurrid la resina y se lavé
con DCM (3 x 3 ml), alcohol isopropilico (3 x 3 ml) y DMF (3 x 3 ml). Se afadi6 a la resina una disolucién de 2,4-
diclorofenetilamina (VIc, 200 ul, 5 eq.) y trietilamina (210 ul, 5 eq.) en 3 ml de DMF y se agit6 la suspension durante
2 min. a 90°C con activacién de microondas. Se eliminé el sobrenadante y se escurri6 el residuo y se lavé con DMF
(3 x 3 ml), alcohol isopropilico (3 x 3 ml) y DCM (3 x 3 ml). Después, se traté la resina con tetrakis(trifenilfosfina)
paladio(0) (46 mg, 0,1 eq.) y fenilsilano (490 ul, 10 eq.) en DCM anhidro durante 15 min. a temperatura ambiente
bajo una atmésfera de argén. Se repitié tres veces este procedimiento. Se eliminé el sobrenadante y se escurrié el
residuo y se lavé con DMF (3 x 3 ml), alcohol isopropilico (3 x 3 ml) y DCM (3 x 3 ml). Se fomenté la ciclacién
mediante tratamiento con PyBOP (308 mg, 1,5 eq.), HOBT (80 mg, 1,5 eq.) y DIPEA (203 ul, 3 eq.) en DMF (3 ml).
Se agité la mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante 16 h y se filtré. Se escurri6 la resina y se lavé con
DCM (3 x 3 ml), alcohol isopropilico (3 x 3 ml) y DMF (3 x 3 ml). Finalmente, el tratamiento de la resina con una
mezcla de TFA/DCM/agua 60:40:2 liber6 una mezcla de reaccién bruta que contenia el compuesto del titulo 1.1, que se
filtré. Se eliminaron los disolventes del filtrado mediante evaporacion a presion reducida seguido por liofilizacién. Se
purificé el residuo obtenido mediante una RP-HPLC semipreparativa usando un gradiente de acetonitrilo acuoso (42%
de acetonitrilo — 80% de acetonitrilo, 35 min.) para dar 91 mg del producto deseado (30% de rendimiento, pureza
> 98%).

EMAR (M + H)+: Calc. para C39H38C]4N404, 767,1647, hallado, 767,1720
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los siguientes productos:

. EMAR (M + H)™:
Ejemplo Nombre del compuesto
Calculado Hallado
Carbamoilmetilciclopropilamida del acido 1-[2-(2,4- CoHwCLNLO
1.2 diclorofenil)etil]-4-(3,3-difenilpropil)-3,7- 3‘é33562121 2 416352186
dioxo[1,4]diazepan-5-carboxilico '
(2-Acetilaminoetil)carbamoilmetilamida del 4cido 1-[2- CorHaeClN-O
1.3 (2,4-diclorofenil)etil]-4-(3,3-difenilpropil)-3,7- 3568309 2§2§ 5 | 680,2401
dioxo[1,4]diazepan-5-carboxilico '
Carbamoilmetil(tetrahidrofuran-2-ilmetilyamida del CorHa CINLO
1.4 4cido 1-[2-(2,4-diclorofenil)etil]-4-(3,3-difenilpropil)-3,7- 3567‘3 2§7é‘ 5 | 679,2449
dioxo[1,4]diazepan-5-carboxilico '
Carbamoilmetil-[2-(4-metoxifenil)etillamida del acido 1- C.oHaCNLO
1.5 [2-(2,4-diclorofenil)etil]-4-(3,3-difenilpropil)-3,7- 4072‘5 25233 5 | 729,2605
dioxo[1,4]diazepan-5-carboxilico '
Carbamoilmetilciclohexilamida del 4cido 1-[2-(2,4- CoHaCLNLO
1.6 diclorofenil)etil]-4-(3,3-difenil-propil)-3,7- 3767472 2528§ 4| 677,2656
dioxo[1,4]diazepan-5-carboxilico '
Carbamoilmetil-[2-(2-metoxifenil)etillamida del acido 1- C.oHaCNLO
1.7 [2-(2,4-diclorofenil)etil]-4-(3,3-difenilpropil)-3,7- 4072‘5 25233 5 | 729,2605
dioxo[1,4]diaze pan-5-carboxilico '
Carbamoilmetil[2-(4-clorofenil)etillamida del acido 1-[2- CocHaeClNLO
1.8 (2,4-diclorofenil)etil]-4-(3,3-difenilpropil)-3,7- 39733:,’9 253; 417332110
dioxo[1,4]diazepan-5-carboxilico '
Carbamoilmetil[2-(2-fluorofenil)-etillJamida del &cido 1- CcHCLENLO
1.9 [2-(2,4-diclorofenil)etil]-4-(3,3-difenilpropil)-3,7- 397139; 223324 41 717,2405
dioxo[1,4]diazepan-5-carboxilico '
Carbamoilmetil[2-(4-fluorofenil)etillamida del 4cido 1- CcHCLENLO
1.10 [2-(2,4-diclorofenil)etil]-4-(3,3-difenilpropil)-3,7- 397139; 223324 41 717,2405
dioxo[1,4]diazepan-5-carboxilico '
Butil-carbamoilmetilamida del acido 1-[2-(2,4-dicloro- CorHa CINLO
111 fenil)etil-4-(3,3-difenil-propil)-3, 7-dioxo[1,4]diazepan-5- 3565‘;0 222; 41 651,2499
carboxilico '

Producto intermedio Ia

Ia: Acido {[2-(2,4-diclorofenil)etil ]-[ 1-[2-(2,4-diclorofenil)etil ]-4-(3,3-di-fenilpropil)-3,7-dioxo[ 1,4 ]diazepan-5-car-
bonil Jamino Jacético

Se trat6 la resina de cloruro de 2-clorotritilo (IVa, 700 mg, 0,98 mmol) con una disolucién de dcido cloroacético
(V, 463 mg, 5 eq.) y DIPEA (840 ul, 5 eq.) en DCM (4 ml). Se agit6 la mezcla a temperatura ambiente durante 1 h, se
extinguid la reaccién con metanol (550 ul) y se prolongé la agitacion durante 10 min. Se elimind el sobrenadante y se
escurri6 el residuo y se lavé con DCM (3 x 3 ml), alcohol isopropilico (3 x 3 ml) y DMF (3 x 3 ml). Se afiadié una
disolucidén de 2,4-diclorofenetilamina (VIa, 740 ul, 5 eq.) y DIPEA (840 ul, 5 eq.) en 4 ml de DMF a la resina y se
agit6 la suspension durante 3 h a temperatura ambiente. Se eliminé el sobrenadante y se escurri6 el residuo y se lavé
con DMF (3 x 3 ml), alcohol isopropilico (3 x 3 ml) y DCM (3 x 3 ml). Después, se trat6 la resina con una disolucién
de éster monoalilico del 4cido (Z)-but-2-enodioico (VIII) (765 mg, 5 eq.), HOBT (662 mg, 5 eq.) y DIC (760 ul, 5
eq.) en DCM:DMF 2:1 (4 ml). Se agit6 la mezcla de reaccién durante 30 min. a temperatura ambiente, se filtré y se
repitié en las mismas condiciones. Después, se afiadio a la resina una disolucién de 3,3-difenilpropilamina (VIb, 1,0 g,
5 eq.) y DIPEA (840 ul, 5 eq.) en 4 ml de DMF y se agit6 la suspension durante 3 h a temperatura ambiente. Se repitid
la reaccién, se prolongé la agitacién hasta 16 h a la misma temperatura. Se eliminé el sobrenadante y se escurrié el
residuo y se lavé con DMF (3 x 3 ml), alcohol isopropilico (3 x 3 ml) y DCM (3 x 3 ml). Después, se traté la resina
con una disolucién de dcido cloroacético (V, 463 mg, 5 eq.) y DIC (760 ul, 5 eq.) en DCM:DMF 2:1 (4 ml). Se agité
la mezcla de reaccidn durante 30 min. a temperatura ambiente. Se escurri la resina y se lavé con DCM (3 x 3 ml),
alcohol isopropilico (3 x 3 ml) y DMF (3 x 3 ml). Se afiadi6 a la resina una disolucién de 2,4-diclorofenetilamina (Vlc,
740 ul, 5 eq.) y DIPEA (840 ul, 5 eq.) en 4 ml de DMF y se agit6 la suspensioén durante 3 h a temperatura ambiente.
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Se elimind el sobrenadante y se escurri6 el residuo y lavé con DMF (3 x 3 ml), alcohol isopropilico (3 x 3 ml) y DCM
(3 x 3 ml). Después, se trat6 la resina con tetrakis(trifenilfosfina)paladio(0) (114 mg, 0,1 eq.) y fenilsilano (1,2 ml,
10 eq.) en DCM anhidro durante 15 min. a temperatura ambiente bajo una atmdsfera de argén. Esta etapa sintética se
llevé a cabo por triplicado. Se elimind el sobrenadante y se escurri6 el residuo y lavé con DCM (3 x 3 ml), alcohol
isopropilico (3 x 3 ml) y DMF (3 x 3 ml). Se foment? la ciclacién mediante tratamiento con PyBOP (765 mg, 1,5 eq.),
HOBT (199 mg, 1,5 eq.) y DIPEA (505 ul, 3 eq.) en DMF (4 ml). Se agit6 la mezcla a temperatura ambiente durante
48 h y se filtré. Se escurrid la resina y se lavé con DMF (3 x 3 ml), alcohol isopropilico (3 x 3 ml) y DCM (3 x 3 ml).
Finalmente, el tratamiento de la resina con una mezcla de TFA/DCM 5:95 liber6 una mezcla de reaccién bruta que se
filtr6. Se eliminaron los disolventes del filtrado a presioén reducida seguido por liofilizacion para dar el compuesto Ia
(460 mg, 61% de rendimiento, pureza > 55%) como un sélido incoloro.

Productos intermedios Ila

Se desprotegi6 la resina Rink-amida (IV, 505 mg, 0,4 mmol) con 3 ml de piperidina al 20% en DMF. Se agit6 la
mezcla en un reactor de microondas durante 2 min. a 60°C. Se filtré la resina y se lavé con DMF (3 x 3 ml), alcohol
isopropilico (3 x 3 ml) y DCM (3 x 3 ml). Se unié6 Fmoc-L-Lys(Boc)-OH (XIVa, 2 eq) a la resina usando HOBT (108
mg, 2 eq.) y DIC (125 ul, 2 eq.). Se agité la mezcla durante 1 h a temperatura ambiente. Se escurrié la resina y se lavo
con DMF (3 x 3 ml), alcohol isopropilico (3 x 3 ml) y DCM (3 x 3 ml). Tras la eliminacién del grupo Fmoc con 3
ml de piperidina al 20% en DMF (30 min.), se lavé la resina con DMF (3 x 3 ml), alcohol isopropilico (3 x 3 ml) y
DCM (3 x 3 ml). En caso necesario, se acoplaron los otros amino4cidos (XIVb) en las mismas condiciones tal como
se describié anteriormente para producir el producto intermedio XVI.

Al producto intermedio X VI hinchado con DMF, se le anadi6 el 4cido Ia (460 mg, 1,5 eq.) en presencia de HATU
(228 mg, 1,5 eq.) y DIPEA (205 ul, 3 eq.) en DMF (3 ml). Se agit6 la mezcla de reaccién a temperatura ambiente
durante 16 h y se filtrd. Se escurrid la resina y se lavé con DMF (3 x 3 ml), alcohol isopropilico (3 x 3 ml) y DCM
(3 x 3 ml). El tratamiento de la resina con una mezcla de TFA/DCM/agua/triisopropilsilano 80:20:2,5:2,5 permiti6
la liberacion de una mezcla de reaccidn bruta que contenia el compuesto Ila, que se filtr6. Se eliminaron los disol-
ventes del filtrado a presién reducida, seguido por liofilizacién. Se purificé el residuo obtenido mediante RP-HPLC
semipreparativa usando una mezcla en gradiente de acetonitrilo acuoso.

HPLC-MS

Ejemplo Nombre del compuesto
tr m/z

{[({[(5-Amino-1-carbamoilpentilcarbamoilymetil]-

a1 | carbamoilymetil)carbamoillmetil}-[2-(2,4-diclorofenil)etiljamida

KSGG- | el acido 1-[2-(2,4-diclorofenil)etil]-4-(3,3-difenil-propil)-3,7- | 170 | 101,506
la.1) ) . Y
dioxo[1,4]diazepan-5-carboxilico
lla.2 [(5-Amino-1-carbamoilpentilcarbamoil)metil]-[2-(2,4-
(K-Ié 1 diclorofenil)etillamida del 4cido 1-[2-(2,4-diclorofenil)etil]-4- 17,6 895

(3,3-difenil-propil)-3,7-dioxo[1,4]diaze pan-5-carboxilico

{[({1-[1-(5-Amino-1-carbamoilpentilcarbamoil)-4-
lla.3 guanidinobutilcarbamoil]-2-

(KRFG- | feniletilcarbamoil}metil)carbamoillmetil}-[2-(2,4- 13,6 | 1257,629
la.1) diclorofenil)etillamida del acido 1-[2-(2,4-diclorofenil)etil]-4-

(3,3-difenilpropil)-3,7-dioxo[1,4]diazepan-5-carboxilico

[(1-{1-[1-(5-Amino-1-carbamoilpentilcarbamoil)-4-
lla.4 guanidinobutilcarbamoil]-2-feniletilcarbamoil}-2-
(KRFV- | metilpropilcarbamoilymetil]-2-(2,4-diclorofenil)etilamina del 17,4 | 1299,650

la.1) acido 1-[2-(2,4-diclorofenil)etil]-4-(3,3-difenilpropil-3,7-
dioxo[1,4]diazepan-5-carboxilico

Compuestos de férmula IIT
11.1: PGA-Ila.1

A una disolucién de sal de sodio de PGA (XVII, 0,1 g, 0,5 mmol) con un intervalo de peso molecular (M,,) de
17000-43000 Da en agua, se le afiadié HCI 0,2 M, hasta que se ajusté el pH de la reaccién hasta 2,0. Se recogi6 el

precipitado, se dializé frente a agua y se liofiliz6. Después se disolvié el PGA en su forma protonada (XVIla) en
DMEF seca (7,5 ml) y se afiadieron DIC (3 eq.) y HOBt (3 eq.) y se dejaron agitando durante 15 min. Después, se
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afiadié el producto intermedio ITa.1 (0,052 mmol (12% molar) 1 eq.) y se ajusté el pH hasta 8 con DIPEA (1,5 ml).
Se dejo avanzar la reaccion a temperatura ambiente durante 36 h. La cromatografia en capa fina (CCE, silice) mostré
una conversién completa de ITa.1 (R; = 0,5) en el conjugado de polimero (R; = 0, MeOH:H,0:AcOH = 85:10:5). Para
detener la reaccidn, se vertié la mezcla en CHCI;. Se recogi6 el precipitado resultante y se secé a vacio. Se obtuvo la
sal de sodio del conjugado de PGA-peptoide III.1 disolviendo el producto en NaHCO; 1,0 M. Esta disolucién acuosa
se dializ6 frente a agua destilada (MwCO de 6.000-8000 Da). La liofilizacion del dializado proporcioné el producto
como un polvo blanco. El contenido de peptoide total en el polimero tal como se determiné mediante UV (1 = 282
nm) estaba en el intervalo del 25-30% (p/p) (funcionalizacién del 10-12%), contenido de farmaco libre < 1% en peso
de farmaco total.

Se analizaron el peso molecular promedio (Mw), la polidispersidad (Mw/Mn) y el comportamiento de III.1 y el
control XVII en la disolucién mediante cromatografia de exclusién por tamafios (SEC) y ultracentrifugacién analitica
(AUC). Ambas técnicas mostraron a III.1 como una estructura conformacional mds compacta con un menor volumen
hidrodindmico y un mayor coeficiente de sedimentacién (S) que XVII (tr = 12,5 min. y S = 3,5 + 0,4 s frente a
tr=11,6 min. y S = 1,9 + 0,1 s para III.1 y XVII, respectivamente). Se determiné el Mw mediante equilibrio de
sedimentacién como de 26700 Da para XVII y 58600 Da para III.1, sin embargo se determinaron Mw de 36000 Da
(Mw/Mn = 1,8) y 38000 Da (Mw/Mn = 1,5) para XVII y III.1, respectivamente, mediante CPG usando patrones de
PEG.

Determinacion del contenido total en farmaco mediante espectroscopia UV

Se preparé una disolucién madre de ITa en MeOH (1 mg/ml). Para obtener una curva de calibrado, se diluyeron
muestras usando MeOH para proporcionar un intervalo de concentracién de 0-1 mg/ml. Se determiné la carga de
farmaco total de los conjugados midiendo la densidad éptica a 272 nm y 281 nm en H,O. Se usé6 PGA en H,O como
blanco, en el mismo intervalo de concentracion (0-5 mg/ml) que el conjugado III analizado. El coeficiente de extincién
hallado para ITa a 281 nm en MeOH a TA fue ¢ =713 1 mol™! cm™.

Determinacion del contenido en fdarmaco libre mediante HPLC

Se prepararon disoluciones acuosas de III.1 (1 mg/ml) y se afiadi6 una alicuota (100 ul) a un tubo de polipropileno
y se enrasé hasta 1 ml con agua. Se ajust6 el pH de las muestras hasta 8 con tampdn formiato de amonio (100 ul, 1 M,
pH 8.5) y después se afiadi6 CHCl; (5 ml). Se extrajeron después las muestras meticulosamente mediante agitacién
con vortex (3 x 10 s). Se elimin6 cuidadosamente la fase acuosa superior y se evaporo el disolvente bajo N,. Se disolvié
el residuo seco en 200 ul de acetonitrilo de calidad para HPLC. Se llevé a cabo el mismo procedimiento en paralelo
para el compuesto original ITa.1 (usando 200 w1 de una disolucién madre acuosa de 1 mg/ml). La adicién de 1 ml de
acetonitrilo para redisolver el producto dio una disolucién madre de 200 pg/ml a partir de la que se preparé un intervalo
de concentraciones (de 2 a 100 pg/ml). Se determind la cantidad libre de formaco en los conjugados mediante HPLC
usando una columna Lichrospher® C18 (150 x 3,9 mm). La velocidad de flujo era de 1 ml/min usando un gradiente
de acetonitrilo en TFA al 0,1% acuoso (desde un 20 hasta un 100% de acetonitrilo en 20 min). EI tiempo de retencién
fue tr = 14,3 min. para [Ta.1 (1 = 220 nm).

Siguiendo este procedimiento como para III.1, se obtuvieron los siguientes ejemplos:

SEC”

Ejemplo Nombre del compuesto
tr Mw

Conjugado de poli(acido L-glutamico)-{[({[(5-amino-1-
"n.1: carbamoilpentilcarbamoil)metil]-
PGA-lla.1 | carbamoilymetil)carbamoillmetil}-[2-(2,4-diclorofenil)etillamida] 12,5 36000
conjugado | del acido [1-[2-(2,4-diclorofenil)etil]-4-(3,3-difenil-propil)-3,7-
dioxo[1,4]diazepan-5-carboxilico
l.2: Conjugado de poli(acido L-glutdmico)-[(5-amino-1-
PGA-lla.2 | carbamoilpentilcarbamoil)metil]-[2-(2,4-diclorofenil)etillamida]
conjugado | del acido [1-[2-(2,4-diclorofenil)etil]-4-(3,3-difenil-propil)-3,7-
dioxo[1,4]diazepan-5-carboxilico
 Determinado mediante cromatografia por exclusion de tamafios (SEC)

13,3 34000
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Descripcion de los dibujos

Figura 1: Ensayo de inhibicién de caspasa libre de células usando la fraccién citoplasmatica FT de Hek-293
incubada con Apaf-1 recombinante en presencia de diferentes concentraciones del compuesto Ila.1.

Figura 2: Analisis de la interaccion CARD/IIa.1. Se valor6 una disolucién 240 nM de CF-1la.1 en tampén PBS

con concentraciones crecientes de CARD-Apaf y se midi6 la polarizacién de fluorescencia a 30°C. Se registraron los
datos (media, d.e.; n=3) en unidades de milipolarizacién (mP).
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REIVINDICACIONES

R3, 9
N
; R 4
o” 0 N\/%
R2 o NH,

1. Compuesto de férmula general I,

sus estereoisomeros y mezclas de los mismos, sus polimorfos y mezclas de los mismos y los solvatos y sales de
adicién farmacéuticamente aceptables del mismo,

en la que:

R1 representa alquilo (C,-Cs), alquenilo (C,-Cs), -(CH,),_3-NHCO-alquilo (C,-C;), -(CH,),_3-CONRaRb,
-(CH,),_3-Cic (3-6), -(CH,),_s-Hetcic (5-6), -(CH,),_s;-fenilo, -(CH,),_s-(1-naftilo), -(CH,),_5-(2-naftilo),
-(CH,),_3-Hetar (5-10), -(CH,),-CH(fenilo),, -(CH,),-CH(fenil)[Hetar (5-6)] o -(CH,),-CH[Hetar (5-6)],;

R2 representa -(CH,),_;-Cic (3-6), -(CH,),_s;-Hetcic (5-6), -(CH,),_;-fenilo, -(CH,),_3;-(1-naftilo), -(CH,),_3-(2-
naftilo), -(CH,),_s;-Hetar (5-10), -(CH,),-CH(fenilo),, -(CH,),-CH(fenil)[Hetar (5-6)] o -(CH,),-CH[Hetar
(5-6)]2;

R3 representa -(CH,),_s;-fenilo, -(CH,),_;-(1-naftilo), -(CH,),_3-(2-naftilo), o -(CH,),_s;-Hetar (5-6);

alquilo (C,-Cs) y -alquenilo (C,-Cs) pueden estar opcionalmente sustituidos con uno o mds sustituyentes seleccio-
nados de -O-alquilo (C;-C,), -S-alquilo (C,-C,), -NH,, -NH-alquilo (C,-C,) y -N[alquilo (C;-C,)]»;

alquilo (C,-C;) puede estar opcionalmente sustituido con uno o mas adtomos de halégeno;
Ra y Rb representan independientemente -H o -alquilo (C,-C;)
Cic (3-6) representa un radical de un anillo carbociclico saturado o parcialmente insaturado de 3 a 6 miembros;

Hetcic (5-6) representa un radical con C o N de un anillo carbociclico saturado o parcialmente insaturado de 5 6 6
miembros que contiene desde uno o dos heterodtomos seleccionados independientemente de O, S y N;

Cic y Hetcic pueden estar opcionalmente sustituidos con uno o mds sustituyentes seleccionados de halégeno, -CF;
y -OH;

Hetar (5-6) y Hetar (5-10) representan un radical con C o N de un anillo de 5 6 6 miembros y un anillo de 5 a
10 miembros aromaticos, respectivamente; que contiene desde uno hasta cuatro heterodtomos seleccionados indepen-
dientemente de O, S y N;

fenilo, 1-naftilo, 2-naftilo, Hetar (5-6) y Hetar (5-10) pueden estar opcionalmente sustituidos con uno o més sus-
tituyentes seleccionados de halégeno, -CF;, -OH, -O-alquilo (C,-C;), -CO-alquilo (C;-C;), -alquil (C,-Cs)-NRaRb,
-NRaRb y -SO,NH,;

con la condicién de que R2 no representa 2-(4-fluorofenil)etilo.

2. Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R1 representa -(CH,),_3-Hetcic (5-6), -(CH,),_s-Hetar (5-10),
-(CH,),_;-fenilo, -(CH,),_;-(1-naftilo) o -(CH,),_;-(2-naftilo), todos ellos opcionalmente sustituidos.

3. Compuesto segun la reivindicaciéon 1 6 2, en el que R2 representa -(CH,), s;-fenilo, -(CH,),_;-(1-naftilo),

-(CH,),_3-(2-naftilo) o -(CH,),-CH(fenilo),, todos ellos opcionalmente sustituidos, con la condicién de que R2 no
representa 2-(4-fluorofenil)etilo.
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4. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que R3 representa -(CH,),_;-Hetar (5-6) o
-(CH,),-fenilo, ambos opcionalmente sustituidos.

5. Compuesto que es un conjugado de formaco que comprende un radical de férmula II

5
O
R3._ H,NOC HN;{
10
N I|?1 e} R4 >7(CH2£1
N NH
\ ;
15 © R2 O O |n
Il
20
sus estereoisémeros y mezclas de los mismos y los solvatos y sales de adicion farmacéuticamente aceptables del
mismo, conjugado a un polimero de poli(dcido glutdmico), en el que R1, R2 y R3 tiene los significados segtn se
’s definen en la reivindicacién 1, sin la condicién de R2; cada R4 representa independientemente una cadena lateral de
cualquiera de los 20 aminodcidos que se producen de manera natural y nes 0,1, 2 6 3.
6. Compuesto de férmula III que es un conjugado de farmaco segtn la reivindicacién 2,
30
_ o — T —
[T A Y
35
rs. [ H,NOC HN™ o 0~ “NaO
40 by / — —x
Il?’l O R4 (CHZ 4
N NH
\ ;
45 o R2 O O |n
— — Y
ln
50
en el que la proporcion de y con respecto a x es del 25-30% al 75-70% en peso.
55

7. Compuesto segun la reivindicacién 5 6 6, en el que el poli(dcido glutdmico) es poli(dcido L-glutdmico); n
representa 2 y R4 representa una cadena lateral de glicina.

8. Uso de compuesto de férmula I segiin la reivindicacién 1, sin la condicién de R2, o un compuesto segin la
60 reivindicacion 5 para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento o la prevencion de un estado asociado con
la inhibicién de la apoptosis.

9. Uso segtn la reivindicacién 8, en el que el estado se selecciona de accidente cerebrovascular, traumatismos,

lesion cerebral, lesion de la médula espinal, meningitis, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfer-

65 medad de Huntington, enfermedad de Kennedy, esclerosis multiple, enfermedades relacionadas con priones, isquemia

miocdrdica, asi como otras enfermedades cardiovasculares agudas o crénicas, trasplante de 6rganos, patologias rela-
cionadas con el alcohol o tratamiento de la alopecia.
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10. Composicién farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un compuesto de férmula I segtn la reivin-
dicacién 1 o un compuesto segun la reivindicacion 5, una sal o solvato farmacéuticamente aceptables de los mismos,
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y uno o mds excipientes farmacéuticamente aceptables.

11. Composicién farmacéutica segtin la reivindicacién 10, en forma de nanoesferas, microparticulas y nanoparti-

culas.
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