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ES 2308 749 T3

DESCRIPCION

Derivados de pirimidina condensada como inhibidores de enzimas dependientes de 4cido félico.

La presente invencién se refiere a una nueva clase de compuestos. En particular, la presente invencion se refiere
a nuevos compuestos que inhiben enzimas cuyos substratos naturales son el dcido félico o derivados del 4cido félico
(folatos), y que pueden ser usados en el tratamiento de enfermedades como el cancer.

Las células cancerosas se replican mds rdpidamente que muchas otras células y por ello tienen una mayor demanda
de nucledtidos, los precursores del 4cido desoxirribonucleico (ADN) y el 4cido ribonucleico (ARN). Debido a que
todas las células no conservan una reserva residual de nucleétidos (excepto para la adenosina trifosfato, ATP), éstos
deben ser sintetizados continuamente durante la sintesis de ADN y ARN. Por consiguiente, la replicacién de las células
cancerosas tiende a ser mds sensible a la inhibicién de la biosintesis de nucleétidos que en las células sanas, y por esta
razon, estdn aumentando los intereses en agentes quimioterapéuticos capaces de llevar a cabo dicha inhibicién.

Los nucleétidos pueden ser sintetizados biolégicamente via rutas de novo a partir de precursores metabdlicos
fundamentales, o via rutas de rescate a través de las cuales se reciclan productos de degradacion de los dcidos nucleicos,
las bases libres y los nucledsidos. Las rutas de novo son de interés primordial respecto a la investigacién de nuevos
agentes quimioterapéuticos.

Los nucleétidos 2’-desoxiadenosina-5’-monofosfato (dAMP) y 2’-desoxiguanosina-5’-monofosfato (dGMP) se
obtienen de novo a partir de inosina monofosfato (IMP), que a su vez deriva del 5-fosforribosil-1-pirofosfato (PPRP).
Dos enzimas involucradas en la ruta biosintética entre PPRP e IMP son GAR transformilasa y AICAR transformilasa.
GAR transformilasa convierte la ribonucleétido glicinamida (GAR) en la ribonucledtido formilglicinamida (FGAR)
utilizando N'°-formiltetrahidrofolato, mientras que AICAR transformilasa utiliza el mismo compuesto para convertir
la ribonucledtido 5-aminoimidazol-4-carboxamida (AICAR) en la ribonucleétido N-formilaminoimidazol-4-caxboxa-
mida (FAICAR), tal como se muestra abajo.
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Por otra parte, el nucleétido 2’-desoxitimidina-5’-monofosfato ({TMP) es producido por sintesis de novo a partir
de 2’-desoxiuridina-5’-monofosfato (dAUMP), una conversion catalizada por la enzima timidilato sintasa.

Durante la conversion, el N°,N'-metilen-tetrahidrofolato es reducido a 7,8-dihidrofolato; el primero es regenerado
via tetrahidrofolato utilizando las enzimas dihidrofolato reductasa (DHFR) y serin hidroximetil-transferasa. Estos
procesos se ilustran abajo.
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Se han explotado las interferencias con estos mecanismos en el tratamiento del cancer. Por ejemplo, US 2,512,572
divulga un nimero de pteridinas sustituidas que incluyen el potente agente quimioterapéutico metotrexato, que per-
tenece a la clase de los “antagonistas de folato”, e inhibe la sintesis de ADN por antagonismo competitivo con la
dihidrofolato reductasa, uniéndose con una afinidad de alrededor de 100 veces mayor que su sustrato natural, previ-
niendo de este modo la regeneracién del tetrahidrofolato, que es esencial para la sintesis de dTMP. Esto lleva a la
llamada “muerte de timina” (‘“thymine-less death”) en células cancerosas. El metotrexato también inhibe a la GAR
transformilasa, a la AICAR transformilasa y a la timidilato cintaza, aunque en menor grado. Las estructuras del meto-
trexato y de otros anti-folatos relacionados se muestran abajo.
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US 4,684,653 divulga compuestos de la férmula:
45
R1
50 0
N XYY X COMH
)I\ L o R HN
HNT N N O
55
O-H

60
donde R! es OH o NH, y R? es H, Me o Et, y sus correspondientes 5,6,7,8-tetrahidro derivados. Estos compuestos
son divulgados para tener un efecto en una o mds enzimas que utilizan como sustrato el dcido félico y sus derivados
metabolicos.
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US 5,344,932 divulga derivados de dcido glutdmico de la férmula:

OH
o)
2
NZ S COR
J\ | R* H
S N (8}
N H

CO,R?

RS

donde R® es H 0o NH,, R* es H 0 OMe, y R? es H o un catién farmacéuticamente aceptable, y divulga que éstos tienen
un efecto en uno o mas enzimas que utilizan como sustrato el 4cido félico y sus derivados metabdlicos.

US 4,007,957 divulga un método de sintetizar varios compuestos de pteridina, que incluyen:

NH,

N D
SOAnYat
)\/ a N

HN N N

Aunque dichos compuestos tienen utilidad demostrada para desarrollar nuevas estrategias terapéuticas para tratar
el cancer, todavia existen un nimero de problemas asociados con su uso, que incluyen baja eficacia, resistencia in-
trinseca y adquirida a dichas drogas en algunos pacientes, toxicidad y efectos secundarios adversos. Por consiguiente,
permanece la necesidad de compuestos alternativos que puedan ser usados para tratar el cdncer y puedan dirigir uno o
mas de los problemas mencionados.

Por consiguiente, en un primer aspecto de la invencidén, se proporciona un compuesto de férmula I, o una sal
farmacéuticamente aceptable de la misma:

A—B 1
(CHa)-CHR?
R3
donde:
Z2=06S;
N=1-3;

R =-CO,R%, -C(O)SR?, -C(O)NHR?, -C(S)OR?, -C(S)SR?, -C(S)NHR®, -C(NH)SR?® o -C(NH)NHR?,
donde R® es -H o alquilo;

R* =-H, -CH,R’ 0 -CH,CH,R’,

donde R’ tiene independientemente uno de los significados de R?;
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B = -NR?-, -CH, NR?*-, -CH,CH,NR?-, -CH, CHR’- o0 -CH,0-,

donde R? es H o un grupo alquilo C,_s, alquenilo o alquinilo, y R” es H 0 un grupo alquilo C,_3 o alcoxi;

A=
R‘l
N/
) C
X
D N
donde

R! =-NH, o -OH,

C y D son cada uno, independientemente, un anillo aromatico o no aromadtico sustituido o no sustituido de 5 0 6
eslabones que también puede contener uno o mas héterodtomos, y C estd conectado al grupo B en cualquier posicién
disponible.

En un segundo aspecto de la invencién, se proporciona un compuesto de acuerdo a la invencién en su primer
aspecto, para su uso en terapia.

En un tercer aspecto de la invencidn, se proporciona una composicion farmacéutica que comprende un compuesto
de acuerdo a la invencién en su primer y segundo aspecto.

En un cuarto aspecto de la invencion, se proporciona el uso de un compuesto de acuerdo a la invencién en su primer
y segundo aspecto para la fabricacién de un medicamento para uso en el tratamiento de una condicién responsable de
la inhibicién de una enzima dependiente sobre el dcido félico o derivados del 4cido fdlico.

En un quinto aspecto de la invencidn, se proporciona el uso de un compuesto de acuerdo a la invencién en su
primer y segundo aspecto para la fabricacién de un medicamento para uso en el tratamiento del cancer.

En un sexto aspecto de la invencién, se proporciona un método para preparar un compuesto de acuerdo a la
invencion en su primer y segundo aspecto, que comprende el paso de:

(a) hacer reaccionar un compuesto de la férmula IT

A - (CHZ)m -X 11

donde A esta previamente definido, m es 0,1 o 2 y X es un grupo saliente, con un compuesto de la férmula

111
Zz
RZHN In
~HRY
(CH)-CHR

R3

donde Z, n, R?, R® y R* estdn previamente definidos;
(b) hacer reaccionar un compuesto de la férmula IV
A—-(CH, -X AY
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donde A estd previamente definido y X es un grupo saliente, con un compuesto de la férmula V

5 Z
HO \Y
CHR?
(CH,),-CHR
10 !
R3
donde Z, n, R? y R* estdn previamente definidos; o
15
(c) convertir uno de los siguientes compuestos VI o VII en el correspondiente reactivo organometélico
A-(CHy)-Y VI
20
7
25 ? yA
Y—CH viI
»
(CH2),-CHR*
30 '
R3
35 donde A, Z, n, R®, R* y R7 estdn previamente definidos, € Y es, en cada caso independientemente, un
halégeno, y hacer reaccionar dicho reactivo con el otro de los compuestos VI o VII.
En un séptimo aspecto de la invencidn, se proporciona un método para preparar un compuesto de acuerdo a la
invencion en su primer y segundo aspecto teniendo la férmula I-A o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma.
40
R1
45 N
NZ Ny CH,—NH LA
/‘\ ‘ (CHz},CHR®
s P ,Iaa
50 NH; N N
donde n, R' y R? y R* estdn previamente definidos, que comprende hacer reaccionar un compuesto de la férmula
55 II-A
Ry
60 N
wd I oy CH—X L-A
/K\ L7
65 NHZ N N



15

20

25

30

40

45

50

60

65

ES 2308 749 T3

donde X es Cl, Br o I, con un compuesto de la férmula III-A

O

A
HN
{CH2),CHR®

R3

En un octavo aspecto de la invencidn, se proporciona un compuesto de la férmula V o VII previamente definido,
excepto que R* es -CH,R® o -CH,CH,R’. En otros aspectos més alejados de la invencién se proporcionan compuestos
de la férmula III tal como se definen en las reivindicaciones.

Los aspectos preferidos de la invencién en cualquiera de sus diversos aspectos, son como se describen abajo o
como se definen en las reivindicaciones dependientes.

En todos los aspectos de la invencion, el carbono marcado C* puede ser asimétrico (cuando R* no es H) y en este
caso se entenderd que los compuestos de la formula I pueden existir en forma racémica, o pueden estar separados
en sus enantiomeros (+) o (-) por métodos convencionales. Ademds, en algunos compuestos pueden estar presentes
otros centros quirales ocasionando uno o mds pares de enantiomeros. Por ejemplo, existe un segundo centro quiral
en aquellos compuestos donde B = -CH,CHR’- donde R’ es un grupo alquilo C,_; o alcoxi. Se pretende que todas
estas formas racémicas o enantioméricas estén englobadas dentro del alcance de la presente invencién. Ademds, se
entenderd que los compuestos de férmula I puedan existir en una o mds formas tautoméricas, y cada una de estas
formas también se pretende que estén englobadas dentro del alcance de la presente invencion.

Tal como se describe en detalle mas adelante, los compuestos de férmula I son andlogos estructurales del dcido
félico y se ha encontrado que poseen actividad como inhibidores de aquellas enzimas que son dependientes sobre el
acido félico o derivados del 4cido félico (folatos), como la dihidrofolato reductasa (DHFR), a niveles comparables con
los del metotrexato in vivo. También se ha visto que los compuestos de férmula I son activos inhibiendo el crecimiento
de tumores en modelos animales in vivo. Es de esperar que la dltima actividad pueda deberse a la habilidad de los
compuestos para actuar como antagonistas competitivos de DHFR, aunque los detalles del mecanismo no se presentan
aqui. Los compuestos de féormula I pueden ser utilizados en tratamiento del cdncer, asi como condiciones que son
responsables de la inhibicién de una enzima dependiente sobre el dcido félico o un derivado del 4cido félico.

En composiciones preferidas de la formula I, se satisfacen una o mas de las siguientes:

- ZesO;
- nesl;
- R?es -CO,R® y R* es CH,CH,CO,R?;

- R®es -H, metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo o butilo terciario, preferiblemente -H, -Me
o -Et, preferiblemente -H;

- B es -CH,NR?-, -CH,CHR’- 0 -CH,0-, preferiblemente -CH,NR>-;
- R%es -H, -Me, -Et 0 -CH,C=CH, preferiblemente H;
- R’ es -H, -Me, -Et 0 -OMe, preferiblemente H.

Ademads, los compuestos preferidos de las férmulas III, V o VII muestran una o mas de las designaciones preferidas
de Z, n, R?%, R*, R* y/o R arriba asignadas.

En el grupo A en las férmulas I, II, IV o VI, D es preferiblemente un anillo héteroaromético de 5 eslabones.
Preferiblemente, A es

R1

N7

N TN
\—/

I c
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En el grupo A, C puede ser uno de los siguientes grupos (se muestran los puntos de unién al anillo adyacente y al

grupo B):

R R H RS R H

i\ vV '\ \/
lj tj | 8

" " I ]

baRie
Y . O,

donde X es CH o N, y cualquiera: Y es C y R® es H, Me, Et o HCO; 0 Y
aspectos preferidos, X e Y son ambos N y R® es un solo par de electrones.

Los grupos A especialmente preferidos son aquellos de las siguientes

es Ny R¢ es un solo par de electrones. En

estructuras, que mimetizan estrechamente

aquellos encontrados en pteridinas naturales y en otras bases héterociclicas:

R! T"
NZ Y\ NZ
jeoililes
HaN N X HN \N N\

De particular interés son los dos grupos A siguientes:

NH,

N
SOIPes
PN JNPEN

HoN \N N/ H,N \N N

Especialmente preferidos son los compuestos de la férmula I que tienen los dos grupo A de arriba, donde B es
-CH,NR?-, R? es -H, -Me, -Et 0 -CH,C=CH, Z es O, nes 1, y R? es -CO, R®, preferiblemente cualquier grupo ester

hidrolizable. Abajo se muestran ejemplos individuales de este grupo de co

NH,

N
O0Onaavas
/L\\ ra

NH; N N

R‘

H

OH

H

mpuestos.

OOCHz-'Cl:H—COOH I-Al

CHyCH,COOH
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NH,
4
N | N Ta— cocH,—-t';H—coou I-A2
/L\\ P CHCHCOOH
NH; N
NH,
N
NF I Sy—cH,— COCH,~—CH—COOMe  1-A3
)\\\ _z l lu,crc,coom
NH; N N

H,C-CEH

NH;

NZ N\ CH,—N @——m—cr«—coom 1-Ad4
NH; N N

CHCH,CO08U

NH,
N
N | Ry CH;——NH ooc.q,—-—-t[:H—-—-cooEt L-AS
/K L CH,CH,COOE!
NH; N N
NH;
N.
N l X CH—N cocu,-—-—rI;H-—ooopr A6
/I\ v CH,CH,COOPT
NH; N N

Los compuestos de la formula I pueden ser preparados por los métodos de la invencion a partir de materiales de
partida facilmente disponibles y econémicos. En el caso donde B es -NR?-, -CH,NR?- o -CH, CH,NR?-, por ejemplo,
los compuestos de férmula I pueden ser preparados por acoplamiento de un compuesto de la férmula II con un com-
puesto de la férmula II1. El grupo saliente X generalmente serd un halégeno, como cloro, bromo o yodo, especialmente
bromo y yodo. Esta reaccién se lleva a cabo preferiblemente en un solvente dipolar aprético, como dimetil formamida
(DMF) o dimetilacetamida (DMAc). Puede usarse un catalizador basico como fluoruro de potasio, que proporciona
un rendimiento superior que las aminas terciarias o el bicarbonato sédico. Cuando se necesite, previamente a la re-
accion, los grupos sensibles pueden ser protegidos utilizando grupos protectores apropiados conocidos en el estado
de la técnica, y desprotegerlos después via métodos clésicos. Por ejemplo, cuando R* es H y R* es CH,CH,CO,H,
estos grupos dcido pueden ser protegidos por ejemplo como grupos metil ester, con la subsiguiente desproteccién
por métodos conocidos como hidrélisis alcalina con hidréxido sédico en etanol y precipitacion por adicién de acido,
como 4cido acético glacial. Por consiguiente, se entenderd que el método de la invencion engloba la reaccién de los
compuestos de las formulas IT y IIT donde cada uno o ambos compuestos estan en una forma protegida.
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En el caso donde B es -CH,0-, los compuestos de férmula I pueden ser preparados, por ejemplo, por acoplamiento
de un compuesto de la férmula IV con un compuesto de la férmula V por una reaccién de Williamson tipo ester. En
esta reaccion, previamente a la reaccién con el compuesto de férmula IV, el compuesto de féormula V generalmente
se convierte en su forma i6n aréxido, utilizando una base tal como NaH, por ejemplo. X puede ser cualquier grupo
saliente apropiado, en particular un halégeno.

En el caso donde B es -CH,CHR’-, el compuesto de férmula I puede ser preparado por ejemplo, por acoplamiento
de un compuesto de férmula VI con un compuesto de férmula VII por una reaccién de formacién de enlace carbo-
no-carbono, especialmente aquellos implicados en el uso o formacién de reactivos organometdlicos como reactivos
Grignard y compuestos de litio o cobre-litio. Por ejemplo, un compuesto de la férmula VII puede ser convertido en su
correspondiente reactivo Grignard o reactivo cuprato de litio y hacerlo reaccionar con un compuesto de la férmula VI.
De forma alternativa, un compuesto de la férmula VI puede ser convertido en su correspondiente reactivo Grignard o
reactivo cuprato de litio y hacerlo reaccionar con un compuesto de la férmula VII. Una vez mas, los grupos protectores
apropiados para cualquier grupo reactivo sustituyente serdn bien conocidos por aquellos expertos en la técnica.

Los intermediarios I y VII pueden ser preparados por métodos convencionales. Como ilustracién, los compuestos
de la férmula III, V y VII pueden ser preparados por reaccioén de un compuesto de la férmula

R4

CH

N

NC R3

Con un compuesto de la férmula

BI

(CHy)nX

Donde B’ es -NHR?, -OH o -CHYR’ y X es un grupo saliente, en presencia de una base. Esto debe estar seguido
de eliminacidon del grupo ciano por hidrélisis y decarboxilacidn, con el uso de grupos protectores apropiados donde
sean necesarios.

Los compuestos de férmula I tienen un efecto inhibitorio sobre una o mas enzimas que utilizan el dcido félico, y en
particular derivados metabdlicos del dcido félico como sustrato. Estas enzimas incluyen GAR transformilasa, AICAR
transformilasa, dihidrofolato reductasa y timidilato cintaza. Parece que los compuestos sor particularmente activos
como inhibidores de la dihidrofolato reductasa. Estos pueden ser utilizados, solos o en combinacién, para tratar neo-
plasmas que han sido tratados en el pasado con metotrexato, incluyendo coriocarcinoma, leucemia, adenocarcinoma de
pecho en mujeres, cdnceres epidérmicos de cabeza y cuello, cdncer pulmonar escamoso o de célula pequeiia, y varios
linfosarcomas. Aunque no se desea ser limitado por la teorfa, se cree que la cadena lateral cetometilénica o tiocetome-
tilénica de los compuestos de férmula I conducen a una toxicidad renal inferior en comparacién con el metotrexato. La
inactivacién debida a hidrdélisis es minima debido a la menor labilidad del grupo cetometilénico o tiocetometilénico,
permitiendo una vida media mas larga. Ademas, los compuestos de la férmula I exhiben caracteristicas fisico-quimicas
aumentadas comparados con aquellos del estado de la técnica.

Como se discute arriba, el principal interés en los compuestos de la invencién se refiere a su uso en el tratamiento
del cancer, ya que las células cancerosas se replican mas rdpidamente que las células sanas y por ello tienen una mayor
demanda de nucleétidos. Sin embargo, la utilidad terapéutica de los compuestos de la invencién se extiende mads alld de
esto, ya que todas las células de crecimiento rapido tienen una alta demanda por los nucleétidos similar. Por ejemplo,
el metotrexato ha sido utilizado en el tratamiento de la psoriasis y la micosis fungoides, y en la induccién del aborto en
pacientes con embarazo ectopico. El metotrexato también ha sido utilizado en el tratamiento de la artritis reumatoide,
aunque el mecanismo de accidn en este caso no se conoce totalmente.

Los compuestos pueden ser administrados oralmente o preferiblemente parenteralmente, solos o en combinacién
con otros agentes neopldsicos o con otros agentes terapéuticos, como esteroides, a un mamifero, preferiblemente un
humano, que sufre de neoplasma y necesita tratamiento. Las rutas de administracion parenteral incluyen intramuscular,
intratecal, intravenosa o intra-arterial.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2308 749 T3

Con el fin de que la invencién pueda ser entendida totalmente, ahora serd descrita en forma de ejemplo sélo con
referencia al dibujo que acompafia, donde

La Figura 1 es una representacidon esquemadtica de la sintesis total de dos compuestos de acuerdo a la presente
invencion (compuestos 3 y 4), tal como se describe en detalle en los Ejemplos 1 y 2.

Los siguientes ejemplos tienen la intencién de demostrar la invencidn pero no pretenden limitar la invencion de
ninguna manera.

Ejemplo 1
Sintesis del compuesto 3
Origen de los materiales de partida

El cloruro de 3-cloropropanoilo y el cianoacetato de etilo se obtuvieron comercialmente de Sigma-Aldrich Com-
pany Ltd, The old Brickyard, New Road, Gillingham, Dorset SP§ 4XT, United Kingdom, o se sintetizaron por métodos
clasicos. La @-bromo-p-nitro-acetofenona 7 se obtuvo por bromacién de p-nitroacetofenona con bromo en tetrahi-
drofurano (THF). La 2,4-diamino-6-bromometilpteridina 2 se obtuvo por métodos clasicos (ver, por ejemplo, US
4,077,657 y US 4,224,446).

Paso A
Sintesis del compuesto 6

El cloruro de 3-cloropropanoilo se esterifico con etanol en presencia de piridina o trietilacetato para producir etil 3-
cloropropionato 5. Este tlltimo se condensé con cianoacetato de etilo de acuerdo con el procedimiento de L. Ruzicka
et al., Helv. Chim. Acta 17, 183-200 (1934), CA 28:2584, o Koelsch, C.F., J. Am. Chem. 65, 2458-9 (1943), para
formar dietil @-cianoglutarato 6. Con "H-NMR se confirmo la estructura esperada. GC: 97% de pureza.

Paso B
Sintesis del compuesto 8

Se afiadieron 175 g (0.71 mmol) de a-bromo-p-nitro-acetofenona 7 en porciones a 0-5°C a una suspension de 175
g (0.82 mmol) de dietil a-cianoglutarato 6 y 175 g (3 mmol) de KF en 500 ml de DMF. La reaccién se monitorizé
por cromatografia en capa fina (TLC). Tras 4 horas, la mezcla de reaccion se suspendié en 2 1 de agua que contenia
0.1% de 4cido acético a pH 5. Tras decantar el agua, se lavd con agua el precipitado pegajoso (2 x 750 ml) y luego se
tritur6 con 300 ml de metanol. Cuando se completé la cristalizacién, el precipitado se filtr6 y se lavé sucesivamente
con un exceso de metanol y éter, proporcionando 210 g del compuesto 8, un sélido amarillo con un m.p. de 92.1°C
(rendimiento del 68%). Tras cromatografia en gel de silice (50:50:4 benceno-ciclohexano-etanol) el producto tenia
un m.p de 99.7°. La TLC en placas de gel de silice (5:1:3:10:0.1 benceno-etanol-ciclohexano-éter de petréleo AcOH)
mostr6 una sola mancha con un Rf (factor de retencién) de 0.38. HPLC: 97% de pureza.

Paso C
Sintesis del compuesto 9

30 g (0.08 mmol) del compuesto 8 se disolvieron en 400 ml de metanol y se hidrogenaron en un frasco de hidroge-
nacién a temperatura ambiente en presencia de 6 g de catalizador 20% de Pd/C. El volumen tedrico de hidrégeno (c.
6200 ml; 0.28 mmol) se absorbié es 1 hora (TLC control). El catalizador de platino se filtr6 y se evaporé el metanol.
El producto crudo obtenido se solidificé por secado in vacuo, resultando en 27.6 g del compuesto 9, un sélido ama-
rillo (rendimiento del 99%) que se utiliz6, sin ninguna purificacién, en la conversién al compuesto 10 crudo descrito
abajo. La pureza se aceptd por andlisis de TLC. La TLC (4:1 cloroformo-metano) mostrd una sola mancha, de Rf 0.5
(reaccion caracteristica con 4-dimetilamino benzaldehido). La sal HCI se aisl6 tras reflujo en HCl. LC-MS y 'H NMR
confirmaron las estructura esperada; HPLC: 99% de pureza.

Paso D

Sintesis del compuesto 10

Se preparé una solucién de 52.2 g (0.15 mmol) del intermediario 9 en 100 ml de metanol. Se afiadieron 188
ml de NaOH 6N gota a gota a temperatura ambiente durante 1 hora y se permitié reposar la solucién durante 12
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horas. Luego, la mezcla de reaccién se diluy6 con 300 ml de agua y se concentré bajo alta aspiracién. Al residuo se
afiadieron 700 ml de HCl al 37% y la mezcla resultante se calent6 a reflujo durante 4 horas. La mezcla obtenida se
diluyé con 1.5 1 de metanol y el precipitado de NaCl se eliminé por filtracién. El filtrado se utilizé en el paso E. Antes
de la dilucién, se aislé una pequefia cantidad de didcido 10 por filtracién de la suspensién y lavado del precipitado
sucesivamente con un exceso de agua, acetona y éter. La TLC (4:1 cloroformo-metanol) mostré una sola mancha, Rf
0.26.

Paso E
Sintesis del compuesto 1

La solucién metandlica del 4cido dicarboxilico 10 obtenido en el paso D se enfrié a 0-5°C y se afiadieron gota a gota
100 ml de cloruro de tionilo. La mezcla de reaccién se agit6 bajo reflujo durante 3 horas, y luego se enfrié a temperatura
ambiente y se evaporo el solvente. El precipitado obtenido se filtré y lav con éter, resultando en 27 g del compuesto
1 (rendimiento del 63%), un sélido con un m.p. de 115-116°C. Tras la recristalizacién a partir de tetrahidrofurano,
se obtuvieron 17.5 g de cristales blancos de 1 con un m.p. de 116-117°C. La TLC (4:1 cloroformo-metanol) mostré
una sola mancha, Rf 0.73. Espectro UV: 234, 319 nm (MeOH). Espectro 'H NMR: 2.0 (2H, m, CH,CH,COOH}), 2.5
(2H, t, CH,CH,COOHj,), 3.1 (2H, m, COCH.), 3.5 (1H, m, COCH,CH), 3.75 (6H, s, COOCHs;), 7.6-8.0 (4H, m, CH
arom.). HPLC: 99% de pureza.

Paso F
Sintesis del ester N-[4-[[2,4-diamino-6-pteridinil)metil Jamino Jbenzoil [pseudoglutdmico (compuesto 3)

Se agit6é durante 30 minutos a 70°C una mezcla de 7 g (27.4 mmol) de 2,4-diamino-6-bromometilpteridina 2 y 7
g (23.4 mmol) de dimetil N[4-metil-amino)benzoil[pseudoglutamato 1 en 70 ml de N,N-dimetilacetamida y se dejé
reposar a temperatura ambiente toda la noche protegido de la luz, luego se calenté de nuevo durante 10 minutos a
100°C. La reaccién se controlé por TLC. Tras enfriarla, la mezcla de reaccién se vertié en agua acidificada con AcOH
a pH 4 (1000 ml). El precipitado amarillo oscuro formado se filtré y lavé tres veces con agua y se dejé secar al
aire. Se obtuvieron 2.6 g de producto naranja-amarillo, m.p. 200-210°C. El filtrado se traté con NaHCO; al 10%, y
el precipitado formado se separé de la misma forma, resultando en una segunda fraccién de dimetil ester 3 (2 g).
Rendimiento total: 36%. La TLC (4:1 cloroformo-metanol) mostré una sola mancha, Rf 0.48. Espectro UV: 210, 332
(0.1 N HCI); 238,335 (MeOH).

Ejemplo 2
Sintesis del dcido N-[4-[[2,4-diamino-6-pteridinil)metil Jamino Jbenzoil [pseudoglutdmico (compuesto 4)

Se afiadi6 en porciones 1 g (2.1 mmol) de dimetil ester 3 a una solucién de 10 ml de NaOH 2N y 25 ml de etanol,
y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 4 horas. El precipitado formado se filtré y disolvié en agua
destilada. La solucién alcalina se tratd con carbdn, se filtrd y se ajust6 el pH a 4.5 con AcOH al 10%. El precipitado
se filtré y lavé con agua a pH 4.5, luego con acetona, resultando en 0.8 g de compuesto 4 (rendimiento del 85%). El
producto, un sé6lido marrén, se purificé por HPTLC (Cromatografia de Capa Fina de Alto Rendimiento). Tras elucién
con 50:50:5 CH;CN-H,0-NH,OH, se extrajo el didcido a partir de gel de silice con 100 ml de solucién de NaOH a
pH 8.0. Se eliminé el agua por congelacién seca. La TLC (7:2:1 CH;CN-H,0-NH,OH) mostré una sola mancha, Rf
0.80. Espectro de masas: m/z 120 (M+, 100%). Espectro IR (KBr): 1651 (COCH,), 1594 (C=C), 1563, 1403 (C=0
acido), 1176 (C-0), 823 (CH). Espectro UV: 242, 332 nm (0.1 N HCl); 232, 259, 325 nm (0.1 N NaOH); 229, 262,
318 (MeOH). '"H NMR: 1.6 (3H, m, CH-CH,), 2.2 (2H, t, CH,CH,COOH), 2.9 (2H, m, COCH,), 4.6 (2H, s, CH,NH),
6.8-7,8 (4H, m, CH arom.), 9, (1H, s, 7-CH). HPLC: 97% de pureza.

Se pueden producir otros compuestos de férmula I por adaptacion de los procedimientos arriba descritos en una
forma apropiada. Por ejemplo, el intermediario 1 y compuestos andlogos pueden ser convertidos en sus correspondien-
tes derivados N-metilo por reaccién con formaldehido y cianoborohidrato sédico. El intermediario 6 también puede
ser producido por reaccién de cianoacetato de etilo con acrilato de etilo de acuerdo a procedimientos clasicos.

Ejemplo 3
Inhibicion in vitro de DHFR

Utilizando un ensayo clésico de inhibicién de enzima DHFR, se midi6 la habilidad de los compuestos de férmula
I para inhibir la dihidrofolato reductasa (DHFR) in vitro. La enzima DHFR se purificé de higados de rata o se utilizé
la DHFR disponible comercialmente, ésta producida por expresion recombinante en E. Coli. Los ensayos de actividad
enzimdtica se realizaron a 37°C por monitorizacién de los cambios en la absorbancia de UV a 340 nm de una solucién
que contiene dcido N-tris(hidroximetil)metil-2-aminoetanosulfénico 50 mM (pH 7.0), EDTA 1 mM, 2-mercaptoeta-
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nol 75 uM, albimina sérica bovina 0.1%, dihidrofolato 20 M, y NADPH 100 M. Las reacciones se iniciaron por
adicién de dihidrofolato. Cada titracién del inhibidor se llevé a cabo dos veces, y la actividad media de DHFR se
representd contra la concentracién del inhibidor para obtener valores de ICsy. La proporcién ICs, (compuesto)/ICs,
(MTX) se designé como ICs, relativa y los resultados de un experimento representativo (sacado de 5 experimentos)
para los compuestos 438 y 497 relativos al metotrexato (MTX) se muestran en la Tabla 1. Los resultados obteni-
dos sugieren que muchos de los compuestos de férmula I probados poseen una potencia in vitro similar a la del
MTX.

TABLA 1
Compuesto Formula Quimica IC5q Relativa
MTX 1
438 Compuesto 4, R3=H 125
497 Compuesto 4 0.75

N.B. el compuesto 4 tiene la misma estructura que el compuesto 4 de la Figura 1 excepto que R* (-CH,CH,CO,H)
es reemplazado por H.

Ejemplo 4
Toxicidad in vitro

Se ensayo la toxicidad de los compuestos de férmula I frente a un niimero de lineas celulares tumorales (CCRF-
CEM, HepG2, HeLa, KB, L1210, A549 y COLO205) por medicién de la viabilidad celular a diferentes tiempos
tras adicion del medicamento hasta las 72 horas, y se comparé con la correspondiente toxicidad del metotrexato y
del pemetrexed (obtenido como Alimta®). Los compuestos de férmula I demostraron potentes efectos inhibitorios
frente al crecimiento de todas las lineas celulares analizadas, con los efectos inhibitorios més fuertes vistos frente a
la linea celular L1210. Comparado con el metotrexato y el permetrexed, los compuestos de féormula I manifestaron
efectos inhibitorios mas fuertes o similares frente a todas las lineas celulares, y en algunos casos el comienzo de
la citotoxicidad fue mds rdpida. Ademds, se encontré que los compuestos de férmula I donde B = -CH,NH- eran
particularmente citotxicos.

La citotoxicidad no revertia por adicién de purinas, como hipoxantina, o por adicién de aminoimidazol carboxa-
mida (a concentraciones muy altas), pero revertia por adicidon de leucovorina, indicando que la citotoxicidad se debe a
antagonismo del mecanismo relacionado con el folato. De acuerdo con un mecanismo de accién propuesto en el que
DHEFR es la diana principal, la adicién de timidina revertia la citotoxicidad inducida por los compuestos de férmula I
sOlo a altas concentraciones. no obstante, estos efectos indican una inhibicién especifica de la sintesis de novo de puri-
nas y una inhibicién menos significante del ciclo del timidilato mas pronunciadas que en el caso del metotrexato. Los
compuestos de formula I también inhibian la glicinamida ribonucleétido transformilasa en un rango de concentracién
comparable al metotrexato.

Ejemplo 5
Inhibicion de tumores en modelos animales in vivo

La habilidad de los compuestos de férmula I para inhibir el crecimiento de tumores en ratones se ensayd como
sigue. Se inyectaron subcutdneamente 5 x 10° células L 1210 en una regién axilar de ratones DBA/2 (grupo de 8
ratones/tratamiento). Tras la administracién intraperitoneal de una solucién salina sola o de una solucién salina que
contenia el compuesto de férmula I, se midi6, al tiempo indicado, la longitud y anchura del tumor control (que s6lo
recibid salino) y se compar6 con aquellos tumores de animales que recibieron el compuesto prueba para calcular el
porcentaje de inhibicién. La administracion intraperitoneal de la solucién salina que contiene el compuesto prueba,
diariamente durante 6 dias, llevé al 60% de supervivientes de larga duracién libres de tumor (peso del tumor cero).
Los tiempos de supervivencia medios para los animales control tratados con salino y los animales que recibieron el
Compuesto 4 (0.5 mg/kg) fueron de 6.7 y 15.6 dias, respectivamente. La administracién oral de compuesto requiere
de dosis del inhibidor més altas y lleva a una reduccién del peso del tumos menos marcada pero todavia significativa
y aun 25% de supervivientes de larga duracién en comparacién con el grupo control tratado con salino.
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Los compuestos de férmula I eran también activos in vivo frente al carcinoma W256 (TGI = 28%) debido a la
alta solubilidad y con ello el transporte pasivo al interior del tumor en comparacién con otros agentes anti-folato.
Los tiempos de supervivencia medios para los animales control tratados con salino y para los animales que recibieron
el Compuesto 4 (1 mg/kg) en el modelo intraperitoneal tumoral de rata Walker-256 fueron de 22.5 y > 46.3 dias,

respectivamente.

La evolucién del tumor se midi6 siguiendo distintos regimenes de tratamiento y los resultados se resumen en la

Tabla 2.

TABLA 2

Efecto de varias concentraciones del Compuesto 4 en un modelo tumoral de rata

Grupo | Tratamiento

N° de animales que
sobreviven a dia 30

tras el transplante

Volumen del

tumor (cm3)
+/- SE

1 Control Salino 2/10 37.3+/-0.3
2 0.5 mg/kg — 3 dosis cada 4 dias |9/10 13.4 +/- 3.07
3 0.25 mg/kg — 3 dosis cada 4 dias |8/10 23 4/- 3.5

4 0.1 mg/kg — 5 dosis cada dia 10/10 145 +/-3.8
5 1 mg/kg — una dosis 8/10 17.1+4/-3.3
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de férmula I, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo:

z
A—B I
(CH»,,-(T)HR‘
R3
donde:
Z=008S;
N=1-3;

R? = -CO,R?, -C(O)SR?, -C(O)NHRS?, -C(S)OR?, -C(S)SR®, -C(S)NHRS?, -C(NH)SR?, o -C(NH)NHR?, donde R®
es -H o alquilo;

R* =-H, -CH, R’ 0 -CH,CH,R?, donde R’ tiene independientemente uno de los significados de R?;

B = -NR?*-, -CH,NR?-, -CH,CH,NR?-, -CH,CHR’- 0 -CH,0-, donde R? es H 0 un grupo alquilo C,_3, alquenilo o
alquinilo, y R” es H o un grupo alquilo C,_; o alcoxi;

A=
R1
NZ
é C
™
D N
donde

R! =-NH, o -OH,

C y D son cada uno, independientemente, un anillo aromdtico o no aromadtico sustituido o no sustituido de 5 0 6
eslabones, que puede también contener uno o mas heteroatomos, y C estd conectado al grupo B en cualquier posicién
disponible.

2. Un compuesto segtin la reivindicacion 1, donde Z es O.

3. Un compuesto segtin la reivindicaciones 1y 2, donde n es 1.

4. Un compuesto segiin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, conde R® es -H, metilo, etilo, n-propilo,
isopropilo, n-butilo, isobutilo o butilo terciario.

5. Un compuesto segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde R* es -COR?® y R* es -CH,CH,CO,R®.
6. Un compuesto segtin la reivindicacién 5, donde R® es H, metilo o etilo.

7. Un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde B es -CH,NR?-, -CH,CHR’- 0 -CH,O-.
8. Un compuesto segtin la reivindicacién 7, donde B es -CH,NR>-.

9. Un compuesto segiin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde R? es -H, -Me, -Et o -CH,C=CH.

10. Un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde R es -H, -Me, -Et 0 -OMe.
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11. Un compuesto segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde D es un anillo aromatico de 5 esla-

bones.

12. Un compuesto segun la reivindicacién 11, donde A es

ES 2308 749 T3

R1

NZ

7

N N
\—/

| c

13. Un compuesto segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde C es:

RB

shelel

é:ﬁ m
N N
\ \
H .o H

*

donde X es CH o N, y cada:
donde X es CH o N, y cada:

Y es C y RS es H, Me, Et 0 HCO; o

Y es Ny R es un solo par de electrones.

14. Un compuesto segtn la reivindicacién 13, donde A es de la férmula A-i o A-ii:

R1

17

HoN

R1

NF

Iy

N

b
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15. Un compuesto segun la reivindicacion 14, donde A es de la férmula A-i-1 o A-ii-1:

NH, OH
Z N
C1 T
/K Z /l\ N
H,N N N H,N N \
H
A-i-] A-ii-1

16. Un compuesto segtin la reivindicacién 15, donde B es -CH,NR?-; R? es -H, -Me, -Et o -CH,C=CH, Z es O, n
es 1; y R® es -CO,R®.

17. Un compuesto segin la reivindicacién 14, donde B es -CH,NR?-, -CH,CH,-; -CH,CHCHj;- o -CH,0-, R? es
-H, -Me, -Et 0 -CH,C=CH; Z es O; nes 1; R? es -CO,R?; R* es -H 0 -CH,CH,CO,R?; R® es independientemente -H,
-Meo-Et;si Aes A<ie Y es C,R% es -H; y si A es A-ii, R! es -OH.

18. Un compuesto segiin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, para su uso en terapia.

19. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto tal como se reivindica en cualquiera de las
reivindicaciones anteriores.

20. Uso de un compuesto tal como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 18 para la fabricacién de
un medicamento para uso en el tratamiento de una condicion responsable de la inhibicién de una enzima dependiente
sobre el 4cido félico o un derivado del 4cido félico.

21. Uso de un compuesto tal como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 18 para la fabricacion de
un medicamento para uso en el tratamiento del cancer.

22. Un método de preparacién de un compuesto tal como se reivindica en la reivindicacién 1, que comprende el
paso de:

(a) hacer reaccionar un compuesto de la férmula II

A - (CH,), - X i

donde A es como se define en la reivindicacién 1, mes 0, 1 0 2 y X es un grupo saliente, con un compuesto
de la férmula III

R2HN | m
(CHa)y-CHR?
R3

donde Z, n, R%, R® y R* son como se definen en la reivindicacion 1;
(b) hacer reaccionar un compuesto de la férmula IV

A-CH,-X v

18
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donde A es como se define en la reivindicacién 1 y X es un grupo saliente, con compuesto de la férmula V

5 Z
HO \'
10 (CHZ),,-(':HR4
R3
15

donde Z, n, R? y R* son como se definen en la reivindicacién 1; o

(c) convertir uno de las siguientes compuestos VI o VII en su correspondiente reactivo organometalico

20 A-CH,-Y VI
25
i Z
Y~CH VII
30 *
(CHz)n-?HR"
RS
35

donde A, Z, n, R?, R* y R” son como se definen en la reivindicacion 1, e Y es, independientemente en cada
caso, un halégeno, y hacer reaccionar dicho reactivo con el otro de los compuestos VI o VII.

23. Un método de preparaciéon de un compuesto tal como se reivindica en la reivindicacion 1, que tiene la férmula
40 I-A o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo:

45 /!
N o
N - = CH;—N I-A
I (CH ) CHR*
50 A F 'a
NH; N N R
55 donde n, R*, R? y R* son como se definen en la reivindicacién 1, que comprende hacer reaccionar un compuesto

de la formula II-A

60 Ry
N
N & | S CHy—X H-A
65 )\ /
NH; N N
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donde X es Cl, Br o I, con con compuesto de la férmula III-A

O

HN m-A
{CHﬂ,CHR‘

RB
24. Un compuesto de la férmula V o VII, tal como se define en la reivindicacién 22, donde R* es -CH,R’ o
-CH,CH,R’.

25. Un compuesto de la férmula III, tal como se define en la reivindicacién 22, donde R* es -CH,R5 o -CH,CH,R?
y R? es un grupo alquilo C,_s, alquenilo o alquinilo.

26. Un compuesto de la férmula I, tal como se define en la reivindicacién 22, donde R* es -CH,R’ o -CH,CH,R’
yZesS.

27. Un compuesto de la férmula III, tal como se define en la reivindicacién 22, donde R* es -CH,R5.

28. Un compuesto de la férmula III, tal como se define en la reivindicacion 22, donde R® es -C(O)SR?, -C(O)
NHRS3, -C(S)OR?, -C(S)SR?, -C(S)SR?, -C(S)NHR?, -C(NH)SR? o -C(NH)NHR®.

29. Un compuesto de la férmula III, tal como se define en la reivindicacion 22, donde R® es -C(O)SR?®, -C(O)
NHR?, -C(S)OR?, -C(S)SR®, C(S)NHR?, -C(NH)SR? o -C(NH)NHR®.
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