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DESCRIPCION
Antagonistas de integrina
Campo de la invencion

Esta presente invencién se refiere a nuevos antagonistas de integrina y el uso de estos compuestos como
medicamento, en particular para inhibir la neovascularizacion.

Antecedentes de la invencion

El edema macular diabético (DME) es una acumulaciéon de liquido en la méacula de pacientes con retinopatia
diabética (DR), que puede ocurrir en cualquier etapa de la enfermedad. La DR es una de las complicaciones
microvasculares mas comunes de la diabetes. La DR que amenaza la visién (es decir, DME vy la retinopatia diabética
proliferativa (PDR) son la principal causa de la discapacidad visual y ceguera entre los adultos en edad laboral en
todo el mundo. A nivel mundial, la prevalencia general de la DR se estima en el 34,6% de las personas con diabetes,
mientras que la prevalencia general del DME se estima en aproximadamente el 20% de las personas con DR (Yau
et al., 2012). Se espera que la prevalencia del DME aumente alin mas debido al aumento de la prevalencia de la
diabetes, el envejecimiento de la poblacion y el aumento de la esperanza de vida de las personas con diabetes: el
numero de adultos con diabetes en todo el mundo se estim6 en 425 millones en 2017 y se espera que aumente a
629 millones en 2045.

Aunque los mecanismos exactos por los cuales la diabetes causa retinopatia ain no estan claros, varios estudios
han demostrado la elevacion de especies reactivas de oxigeno, productos finales de glicacién avanzada y citoquinas
y quimioquinas circulantes y vitreas en relacién con la enfermedad. La inflamacién en la retina es una importante
caracteristica patoldgica temprana de la DR. Los factores inflamatorios y vasodilatadores pueden modificar la
funcién endotelial, lo que lleva a la ruptura de la barrera hemato-retiniana, lo que da como resultado la acumulacién
de proteinas y lipidos plasmaticos en la macula. Cuando el engrosamiento afecta a la fovea o amenaza con afectar a
la févea, el paciente se vuelve sintomatico con metamorfopsia y pérdida de la visién.

Se ha descubierto que la interaccién entre el vitreo y la retina esta implicada en el desarrollo del edema macular. En
particular, cuando el vitreo y el area macular de la retina estan estrechamente conjugados, el edema macular se
puede promover en gran medida. Entre los pacientes con DR, el DME estuvo presente solo en el 20% de los
pacientes con desprendimiento del vitreo posterior (PVD) en comparacion con el 55% de los pacientes sin PVD, lo
que sugiere un fuerte efecto protector del PVD. El mecanismo propuesto para el posible beneficio del PVD es el
alivio de la traccion vitreomacular, sin embargo, también se ha sugerido que tanto la oxigenacion transvitreal como la
difusién mejorada del factor de crecimiento (lejos de la hialoide premacular) tiene efectos potencialmente
beneficiosos.

Un buen control de la glucosa en sangre, la presion arterial y los lipidos en sangre es esencial y puede retrasar la
apariciéon de la DR y ralentizar su progresion. En algunos casos, el tratamiento se realiza mediante fotocoagulacién
con laser focal/en rejilla utilizando pequefias quemaduras de laser de intensidad de luz (50-100 pm) en
microaneurismas o areas difusas de engrosamiento. Sin embargo, este tratamiento podria dar como resultado
complicaciones tales como la pérdida de visién central, escotomas centrales y disminucion de la vision del color.
Mas recientemente, el laser de micropulso subumbral se ha desarrollado como un tratamiento que teéricamente
evita dafar la retina neurosensorial interna, reduciendo asi las posibles complicaciones.

Varios agentes farmacoldgicos se encuentran actualmente disponibles para el tratamiento del DME, incluyendo los
agentes anti-factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y los corticosteroides. Los VEGF son un potente
factor de vasopermeabilidad que contribuyen al engrosamiento macular y al deterioro visual asociado con el DME.
Los compuestos anti-VEGF disminuyen la angiogénesis y la permeabilidad vascular, provocando la regresiéon de la
neovascularizacién y la reduccion del edema. Varios estudios clinicos han demostrado que el tratamiento con anti-
VEGF es mas eficaz que el tratamiento con laser focal/en rejilla para disminuir el grosor del subcampo central (CST)
y mejorar la visién en pacientes con DME. Los sucesos adversos (AEs) relacionados con el tratamiento anti-VEGF
son raros y se relacionan principalmente con la necesidad de inyecciones intravitreas repetidas (IVT) durante un
periodo de tiempo prolongado.

La inflamacién juega un importante papel en la patogénesis del DME. Las citoquinas y quimioquinas liberadas por
los leucocitos en la sangre aumentan significativamente la permeabilidad vascular, 1o que conduce a una mayor
acumulacion de liquido debajo de la retina. Las terapias con corticosteroides pueden inhibir los mediadores
inflamatorios. Varios estudios clinicos han demostrado que los corticosteroides son efectivos para disminuir la CST y
mejorar la vision en el DME. Si bien la carga de tratamiento de los implantes de corticosteroides es mucho menor
que la de los agentes anti-VEGF, los corticosteroides intraoculares se asocian con mayores riesgos de desarrollo de
cataratas y aumento de la presion intraocular. En general, el uso de corticosteroides IVT en pacientes con DME se
reserva, por lo tanto, como terapia de segunda linea en aquellos que responden mal a la terapia con anti-VEGF IVT
y esta contraindicado en pacientes con glaucoma subyacente.
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De los posibles tratamientos del DME mencionados anteriormente, los agentes anti-VEGF son actualmente el
tratamiento estandar de primera linea para el DME. Sin embargo, la mayoria de los estudios hasta la fecha informan
que una proporcién sustancial de pacientes con DME, hasta un 40%, tienen edema persistente y pérdida de
agudeza visual a pesar del tratamiento anti-VEGF. Estos hallazgos sugieren que otras vias, independientes del
VEGF, contribuyen al desarrollo del DME y, por lo tanto, existe una necesidad clinica importante de tratamientos
adicionales eficaces para el DME.

Las integrinas constituyen una familia de receptores transmembrana de la superficie celular que pueden mediar en
las interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular. Las integrinas estan implicadas en varios procesos
bioldgicos incluyendo la diferenciacion celular, adhesion, forma, migracion, motilidad, invasién, proliferacion y
supervivencia. Debido a su papel en estos procesos bioldgicos, las integrinas también se han asociado con diversas
afecciones patoldgicas, tales como el cancer y los trastornos oftalmicos. En el ojo, se ha demostrado que las
integrinas juegan un papel importante en la neovascularizacién, la permeabilidad vascular y la adhesién
vitreorretiniana.

Las integrinas son receptores heterodiméricos obligados que consisten en una subunidad a y B unidas de forma no
covalente. Diferentes combinaciones de las subunidades 18 a y las 8 B conocidas constituyen la familia de 24
miembros heterodiméricos de integrinas reconocidos hasta ahora. La familia de receptores de la integrina se puede
clasificar, en general, en 4 categorias diferentes dependiendo de su patrén de reconocimiento de ligando: 1) union
del tripéptido L-arginina-glicina-acido aspartico (RGD), 2) unién de colageno, 3) unién de laminina y 4) tipos de
integrinas que se unen a leucocitos.

La interaccién de integrinas con la matriz extracelular puede conducir a la neovascularizaciéon de la superficie
retiniana, que eventualmente puede extenderse hacia la regién vitrea. La tincién inmunohistolégica en tejidos
retinianos humanos derivados de pacientes con PDR ha demostrado que las células endoteliales vasculares que
proliferan de manera activa expresan las integrinas av3s y avBs, que no se expresan en gran medida en las células
endoteliales inactivas (Friedlander et al.,, 1996; Ning et al., 2008). Ademas, se ha demostrado que ovB3 y aibPs se
expresan en las membranas epirretinianas fibrovasculares de pacientes con PDR activa en la etapa fibrética (Ning et
al., 2008; Abu El-Asrar, Missotten y Geboes, 2010), mientras que asB1 se ha demostrado que se sobreexpresa en un
modelo de ratén de CNV inducido por laser (Umeda et al., 2006). En linea con esto, varios estudios no clinicos han
demostrado que la inhibicién de las integrinas atenua la leucostasis y la permeabilidad vascular retiniana (Santulli et
al., 2008; lliaki et al., 2009; Rao et al., 2010). El antagonismo de avf3 y avfs previno la neovascularizacién retiniana
pero no dafio los vasos sanguineos preexistentes (Friedlander et al., 1996; Hammes et al., 1996; Lahdenranta et al.,
2007; Santulli et al., 2008), mientras que la inhibicién de asB1 inhibié la proliferacién de células endoteliales y produjo
la regresion de las membranas neovasculares coroideas en diferentes modelos animales (Ramakrishnan et al.,
2006; Umeda et al., 2006).

El motivo RGD se encuentra muy comunmente en muchos componentes de la matriz extracelular, incluyendo
vitronectina, fibronectina y fibrindgeno. Por lo tanto, las integrinas estan fuertemente ligadas a las proteinas de la
matriz extracelular, por lo que median la adhesion célula-matriz extracelular, por ejemplo, en la interfaz
vitreorretiniana. Se sabe que los analogos del motivo RGD compiten por el motivo RGD de las proteinas de la matriz
extracelular para interrumpir las interacciones integrina-matiz extracelular y, por lo tanto, aflojar las uniones en
experimentos in vitro (Gehlsen et al., 1988; Pierschbacher y Ruoslahti, 1987; Zhou, Zhang y Yue, 1996). En linea
con esto, se ha demostrado que la inyeccion IVT de péptidos RGD solubles induce PVD en ojos de conejo (Oliveira
et al.,, 2002). Ademas, en humanos, se ha demostrado que 3 inyecciones IVT del antagonista de la integrina ALG
1001 (Allegro Ophthalmics, LLC) inducen PVD total en 6 de 11 pacientes con DME con PVD parcial o nula al inicio
del estudio en un estudio inicial de prueba de concepto (Kuppermann, 2013; Boyer et al., 2014).

Estas observaciones sustentan la preferencia para utilizar un antagonista de pan-integrina que se dirija a los
diferentes tipos de integrinas que subyacen a diferentes aspectos de la enfermedad a tratar, mas notablemente ovf33,
ovBs y asP1. La complejidad es que dichos antagonistas de pan-integrina a menudo también antagonizaran otras
integrinas que se unen a RGD, que pueden causar efectos secundarios. La mas notable es la integrina plaquetaria,
aibPs3, cuyo antagonismo puede interferir con la activacion y la agregacion plaquetaria.

Las publicaciones de solicitud de patente WO2011/119282 A1, WO2011/094285 A1, US2006/0052398 A1l y
US2008/058348 A1 describen compuestos como posibles antagonistas de integrina o como posibles antagonistas
del receptor de vitronectina. Los compuestos descritos en estas solicitudes de Patente se pueden resumir como
correspondientes generalmente a la Férmula A
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ZI

HO Rs

Gi Formula A

en donde, generalmente G1 representa una piridina o tetrahidro naftiridina sustituida, R1 y R2 son hidrégeno, metilo o
etilo, y Rs es un grupo terminal hidréfobo. En particular, en los compuestos ejemplificados con actividad confirmada,
R3 comprende un alquilo, cicloalquilo o grupo terminal (hetero)aromatico.

Existe la necesidad de nuevos antagonistas de integrinas, en particular antagonistas de integrinas que actien
simultaneamente sobre los diferentes tipos de integrinas que estan implicadas en las vias de la enfermedad, tal
como avP3s, avBs ¥ asP1, pero que tienen un riesgo reducido de interferir con la agregacion plaquetaria a través de su
efecto sobre ainps.

Compendio de la invencion

La presente invencion proporciona compuestos segun la formula (l) o la sal farmacéuticamente aceptable, el solvato
farmacéuticamente aceptable, isomero o mezcla de los mismos.

o}

o
HO \”/ Nk OH
o
N

H

ZT

/

Férmula |
en donde

Rt y Rz se seleccionan independientemente del grupo que consiste en hidrogeno, metilo o etilo; y Alk es un
alquileno Cy-4.

La presente invencion se refiere ademas a una composicion farmacéutica que comprende el compuesto de la
presente invencién, y uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables.

La presente invencion se refiere ademas a compuestos para su uso como un medicamento. Un objetivo adicional de
la presente invencion es proporcionar compuestos para inhibir la neovascularizacion patolégica.

La presente invencion se refiere ademés a compuestos para su uso en el tratamiento y/o prevencion de trastornos
ofta4lmicos, tales como el edema macular diabético y la retinopatia diabética.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra las proporciones de EC50 para cpd1, cpd2, cpd3 y los compuestos comparativos cpdA y cpdB
para la integrina av33 sobre aipBs (los valores mas bajos indican una mayor especificidad para av33).

La Figura 2 muestra la inhibicién de los vasos que aparecen por cpd3 en un ensayo de explante coroideo murino.
Descripcion detallada de la invencion

Se entiende ademas que todas las definiciones y preferencias descritas para los compuestos de la invencién anterior
se aplican igualmente a esta realizacion y todas las realizaciones adicionales, como se describe a continuacion.
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Como se utiliza en lo anterior y en lo sucesivo, las siguientes definiciones se aplican a menos que se indique lo
contrario.

El término “alquileno”, solo o en combinacién significa un diradical derivado de alcano, que puede ser un alquileno
de cadena lineal o un alquileno ramificado, que contiene de 1 a 4 a&tomos de carbono. El grupo alquileno de cadena
lineal o ramificada se une en cualquier punto disponible para producir un compuesto estable. Seglin ciertas
realizaciones, el alquileno Ca-s define un diradical de alquileno lineal o ramificado que tiene de A a B atomos de
carbono, por ejemplo, un alquileno C1-4 define un dirradical de alquileno lineal o ramificado que tiene de 1 a 4 atomos
de carbono, tal como, por ejemplo, metileno, etileno, 1-propileno, 2-propileno, I-butileno, 2-butileno, 2-metil-1-
propileno.

Cuando se hace referencia a porcentajes, esto se refiere a porcentajes de peso a peso, a menos que el contexto
indique claramente lo contrario.

Como se describié anteriormente en la presente memoria, la presente invencién proporciona compuestos segun la
formula (l) o una sal farmacéuticamente aceptable, un solvato farmacéuticamente aceptable, un isémero o una
mezcla de los mismos,

o]

0
HO T S oH
0

N

H

ZT
/Z

Férmula |
en donde

R:1 y R2 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en hidrogeno, metilo o etilo; y Alk es
alquileno Cy-4.

Segun una cierta realizacion de la presente invencién, tanto R1 como Rz son metilo, o R1 es hidrogeno y Rz es etilo.

Segun una realizacion preferida, la presente invencién proporciona aquellos compuestos en los que Ri y Rz son
ambos metilos.

Segun una determinada realizacion de la presente invencién, Alk es alquileno Ci-2.

Segun una realizacion preferida de la presente invencion, el compuesto se selecciona del grupo que consiste en
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0 una sal farmacéuticamente aceptable, un solvato farmacéuticamente aceptable, un isémero o una mezcla de los
mismos.

El compuesto de la presente invencién, como se detallé anteriormente, puede tener un centro de quiralidad y existir
como formas estereoquimicamente isoméricas. El término “formas estereoquimicamente isoméricas” como se utiliza
en la presente memoria define todos los posibles compuestos formados por los mismos atomos unidos mediante la
misma secuencia de enlaces pero que tienen diferentes estructuras tridimensionales que no son intercambiables,
que el compuesto antiinflamatorio como se especifica en la presente memoria, puede poseer.

A menos que se mencione o se indique lo contrario, la designacion quimica de los compuestos, como se detallé
anteriormente, abarca la mezcla de todas las formas estereoquimicamente isoméricas posibles, que dichos
compuestos pueden poseer. Dicha mezcla puede contener todos los diasteredmeros y/o enantiémeros de la
estructura molecular basica de dichos compuestos para su uso. Se pretende que todas las formas
estereoquimicamente isoméricas de los compuestos de la presente invencién, tanto en forma pura como mezcladas
entre si, se incluyan dentro del alcance de la presente invencion.

En una realizacion preferida, la presente invencion proporciona las formas enantioméricas (S) de los compuestos
segun la Férmula I. Por lo tanto, en una realizacion particular, la presente invencion proporciona un compuesto de
acuerdo con la Formula ll,

0 0
e
HO T i OH
0
HN
Rz
7 |N
AN )\
N N R
u
N N,
x

Férmula Il
en donde R1, Rz y Alk son como se definen en la solicitud.

En una realizacion adicional, la presente invencion proporciona un compuesto seleccionado del grupo que consiste
en
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o una sal farmacéuticamente aceptable, un solvato farmacéuticamente aceptable, un isémero o una mezcla de los
mismos.

Para uso terapéutico, las sales de los compuestos para uso de la presente invencién, como se detalla anteriormente,
son aquellas en las que el contraién es farmacéuticamente aceptable, cuyas sales pueden denominarse sales de
adicion de acido y base farmacéuticamente aceptables. Sin embargo, las sales de acidos y bases que no son
farmacéuticamente aceptables también pueden encontrar uso, por ejemplo, en la preparacion o purificacion de un
compuesto farmacéuticamente aceptable. Todas las sales, farmacéuticamente aceptables o no, se incluyen dentro
ambito de la presente invencion.

Las sales de adicién de acido y base farmacéuticamente aceptables como se mencionan anteriormente en la
presente memoria pretenden comprender las formas de sal de adicién de acido y base no téxicas terapéuticamente
activas que los compuestos para uso de la presente invencién, como se detalla anteriormente, pueden formar. Las
sales de adicion de &cido farmacéuticamente aceptables se pueden obtener convenientemente tratando la forma
basica con dicho acido apropiado en una forma de anidén. Los aniones apropiados comprenden, por ejemplo,
trifluoroacetato, acetato, bencenosulfonato, benzoato, bicarbonato, bitartrato, bromuro, edetato de calcio, camsiato,
carbonato, cloruro, citrato, diclorhidrato, edetato, edisilato, estolato, esilato, fumarato, gluceptato, gluconato,
glutamato, glicolilarsanilato, hexilresorcinato, hidrabamina, bromhidrato, clorhidrato, hidroxinaftoato, ioduro,
isetionato, lactato, lactobionato, malato, maleato, mandelato, mesilato, metiloromuro, metilnitrato, metilsulfato,
mucato, napsilato, nitrato, pamoato (embonato), pantotenato, fosfato/difosfato, poligalacturonato, salicilato,
estearato, subacetato, succinato, sulfato, tanato, tartrato, teoclato, trietioduro, y similares. El contraion de eleccién se
puede introducir utilizando resinas de intercambio i6nico. Por el contrario, dichas formas de sal se pueden convertir
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mediante tratamiento con una base apropiada en la forma de base libre. Una sal preferida es la sal de clorhidrato de
los compuestos descritos en la presente memoria.

Los compuestos para uso como se especifica en la presente memoria, que contienen un protén acido también
pueden convertirse en sus formas de sal de adicion de amina o metal no téxicas mediante el tratamiento con bases
organicas e inorganicas apropiadas en una forma de catiéon. Las sales basicas apropiadas comprenden aquellas
formadas con cationes organicos tales como benzatina, cloroprocaina, colina, dietanolamina, etilendiamina,
meglumina, procaina, y similares; y aquellas formadas con cationes metélicos tales como aluminio, calcio, litio,
magnesio, potasio, sodio, zinc, y similares. Por el contrario, dichas formas de sal pueden convertirse por tratamiento
con un acido apropiado en la forma libre.

El término sal de adicidon, como se utiliza anteriormente en la presente memoria, también comprende los solvatos
que pueden formar los compuestos para su uso, como se especifica en la presente memoria, asi como las sales de
los mismos. Dichos solvatos son, por ejemplo, hidratos, alcoholatos y similares.

Como se entendera a partir de las descripciones de la presente memoria, la presente invencién proporciona
particularmente compuestos aislados y composiciones aisladas. Los compuestos se obtienen en particular mediante
sintesis in vitro, tal como mediante sintesis quimica. En una realizacién adicional, los compuestos de la invencién
tienen una pureza de al menos el 85%, en particular al menos el 90%, mas en particular al menos el 95%. En una
realizacién particular, la presente invencién proporciona un método para proporcionar un compuesto de la invencion,
comprendiendo el método sintetizar quimicamente el compuesto de la invencion y envasar el compuesto sintetizado
en un recipiente estéril. En una realizacion adicional, la presente invencidn proporciona un método para proporcionar
un compuesto de la invenciéon, comprendiendo el método sintetizar quimicamente el compuesto con una pureza de
al menos el 85%, en particular al menos el 90%, mas en particular al menos el 95%. Preferiblemente, el compuesto
sintetizado se envasa posteriormente en un envase estéril.

Composiciones

La presente invencion se refiere ademas a una composicion farmacéutica, comprendiendo la composicion un
compuesto como se define anteriormente y como se define en una cualquiera de las realizaciones presentadas en la
presente memoria.

En el resto del texto, se entiende la expresién “compuesto” 0 “compuesto segun la invencién”, para los fines de la
presente invencion, tanto en plural como en singular, es decir que la composicion de la invencién puede comprender
uno o mas de un “compuesto seguln la invencién”.

En una realizacién particular, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende el
compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones, y uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables.
Ejemplos de formulaciones farmacéuticamente aceptables, asi como los métodos para prepararlas se pueden
encontrar en, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences (por ejemplo, 20th Edition; Lippincott, Williams &
Wilkins, 2000) o en cualquier manual de Farmacopea (por ejemplo, US-, European- o International Pharmacopeia).

En otra realizacion, la presente invencion proporciona una composicion que comprende un tampdn acuoso en el que
se ha disuelto un compuesto de la invencién. En una realizacién adicional, la presente invencién proporciona una
composicién farmacéutica que comprende un tampoén acuoso en el que se ha disuelto un compuesto de la invencién
y uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables. En otra realizacion adicional, la presente invencién
proporciona una composicion farmacéutica que consiste en un tampdn acuoso, un compuesto de la invencion y uno
0 mas vehiculos farmacéuticamente aceptables.

En una realizacion particular, la presente invencién proporciona una composicién que comprende un antagonista de
la integrina, en donde al menos el 90% de los compuestos antagonistas de la integrina de la composicién es un
compuesto segun la invencion. Preferiblemente al menos el 95%, especialmente al menos el 99% de los
compuestos antagonistas de la integrina de la invenciéon es un compuesto segun la invencién. En otra realizacién
particular, las composiciones de la invencién estan sustancialmente libres de otro antagonista de la integrina, tal
como un compuesto A. En una realizaciéon adicional, la proporcion del compuesto de la invencidén con respecto a
otros compuestos antagonistas de integrina, tal como el compuesto A, es mas del 98:2, particularmente mas del
99:1, mas particularmente mas del 99,9:0,1. En otra realizacién mas, la presente invencién proporciona una
composicién como se describe en la presente memoria, en la que la composicion esta sustancialmente libre de
compuesto A, en particular en la que la composicion comprende menos del 3%, especialmente menos del 2%,
preferiblemente menos del 1% del compuesto A, mas en particular con la condicién de que la composicion no
comprenda el compuesto A.

En otra realizacion, la presente invencién proporciona una composicion que comprende un primer principio activo y
un segundo principio activo, en donde el primer principio activo es un antagonista de la integrina segun la invencion,
y en donde la composicién estéd sustancialmente libre de un antagonista de la integrina distinto del primer principio
activo. En una realizacion adicional, el segundo principio activo es un compuesto que se une a e inhibe la actividad
de VEGF o un receptor de VEGF.
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Antagonista de la integrina o compuesto antagonista de la integrina en la presente solicitud se refiere
preferiblemente a un compuesto que tiene una concentracién efectiva media méaxima (EC50) frente a receptores de
la integrina de menos de 1 uM, en particular una EC50 frente al receptor de la integrina avfs. Los expertos en la
técnica conocen métodos adecuados para determinar los valores de EC50. Un método particular para determinar el
valor de un compuesto en particular es un ensayo ELISA de competicion en donde el receptor de la integrina bajo
investigacion (en particular el receptor de la integrina av3 humano) se recubre en una placa de mudltiples pocillos
utilizando una disolucion de 4 pg/mL y los pocillos se bloquean con albumina de suero bovino al 5%. La
concentracién de fibronectina que se va a utilizar en el ensayo se determina experimentalmente en un experimento
separado ensayando la unién de varias concentraciones de fibronectina a la integrina recubierta bajo investigacion,
siendo la concentracion de fibronectina para el ensayo la que da el 80% de union maxima. La concentracién
determinada de fibronectina humana se anade después a los pocillos recubiertos y bloqueados en presencia de
concentraciones crecientes del compuesto. Después de 2 h de incubaciéon a 37°C, se lavan los pocillos y se detecta
la fibronectina unida con la ayuda de un reactivo especifico, tal como un anticuerpo anti-fibronectina detectable. A
continuacion, se realiza un analisis cuantitativo de los datos para determinar los valores de EC50, es decir, la
concentracién del compuesto que reduce la unién de fibronectina al receptor recubierto en un 50%.

En otra realizacién, la presente invencidén proporciona una composicion que comprende un tampdn acuoso y un
compuesto de la invencion. En una realizacién adicional, la presente invenciéon proporciona una composicion
farmacéutica que comprende un tampdn acuoso, un compuesto de la invencion y uno o mas vehiculos
farmacéuticamente aceptables. En otra realizacion adicional, la presente invencion proporciona una composicion
farmacéutica que consiste en un tampon acuoso, un compuesto de la invencién y uno o mas vehiculos
farmacéuticamente aceptables.

En una realizacion particular, la presente invenciéon proporciona una composicion que comprende entre 0,1 y
1000 mg de un compuesto de la invenciéon por ml de la composicién, en particular entre 1 y 500 mg/ml, mas en
particular entre 1 y 100 mg/ml. En una realizacién adicional, la composicion comprende entre 10 y 100 mg/ml, tal
como entre 20 y 75 mg/ml.

Compuestos y/o composiciones para su uso como medicamento
La presente invencién se refiere ademas a un compuesto para su uso como medicamento.

En una realizacién particular, la presente invencion se refiere a un compuesto para su uso en la inhibicion de la
neovascularizacion.

En una realizacién adicional, la presente invencion se refiere a un compuesto para su uso en el tratamiento y/o
prevencion del cancer. En particular, para inhibir el crecimiento y/o metastasis del cancer.

En otra realizacién, la presente invencién se refiere a un compuesto para su uso en el tratamiento y/o prevencion de
un trastorno oftadlmico. En particular para tratar y/o prevenir la neovascularizaciéon en el ojo. Mas en general, la
presente invencion proporciona compuestos y composiciones farmacéuticas para tratar, reducir, mejorar, o inhibir la
progresion de la neovascularizacion ocular (patoldgica). En otro aspecto, la presente invencion proporciona
compuestos y composiciones farmacéuticas para tratar, reducir, mejorar, o inhibir la progresién de un trastorno
oftalmico resultante de, o que tiene una etiologia en, la neovascularizacién ocular.

En una realizacién adicional, la presente invencion se refiere a un compuesto para su uso en el tratamiento y/o
prevencion de trastornos oftalmicos, en donde dicho trastorno oftalmico se selecciona del grupo que consiste en
degeneracion macular humeda relacionada con la edad, desprendimiento de retina, uveitis posterior,
neovascularizacién de la cornea, neovascularizacion del iris, edema macular diabético y retinopatia diabética.

En otra realizacion mas, los compuestos de la invencién se proporcionan para su uso como antagonista de la
integrina, en particular, un antagonista del receptor de vitronectina, in vitro o in vivo. En una realizacion particular, la
integrina es una integrina de unién a RGD. En una realizacién adicional, la integrina es una integrina que comprende
una subunidad av, as 0 as. En una realizacion mas particular, la integrina es un receptor avf3, avfs 0 asp1.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién se utlizan para reducir la permeabilidad vascular,
preferiblemente para reducir la permeabilidad vascular retiniana. En una realizacion adicional, los compuestos de la
invencion se utilizan en el tratamiento y/o prevencién de un edema, en particular de un edema macular, mas en
particular de un edema macular diabético.

En otra realizacion, los compuestos de la invencion se proporcionan para su uso en la induccion del desprendimiento
de vitreo posterior (PVD). En otra realizacion, los compuestos de la invencién se proporcionan para su uso en el
tratamiento de la traccién vitreomacular.

Como se menciond anteriormente, la presente invencidon se refiere a compuestos nuevos, sus sales
farmacéuticamente aceptables, solvatos farmacéuticamente aceptables, isomeros o mezclas de los mismos. El
compuesto de la presente invencion puede formularse también en diversas formas farmacéuticas para fines de
administracion. Como composiciones apropiadas, se pueden citar todas las composiciones empleadas
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habitualmente para la administracién sistematica de farmacos. Para preparar las composiciones farmacéuticas de
esta invencion, una cantidad eficaz del compuesto particular, opcionalmente en forma de sal de adicién o complejo
metélico, como el principio activo se combina en una mezcla estrecha con un vehiculo farmacéuticamente aceptable,
cuyo vehiculo puede tomar una amplia variedad de formas dependiendo de la forma de preparacion deseada para la
administracién. Estas composiciones farmacéuticas se desean en forma de dosificacién unitaria adecuada,
particularmente, para la administracién por via oral, rectal, percutanea, por inyeccion parenteral o intravitrea. Por
ejemplo, al preparar las composiciones en forma de dosificacién oral, se puede emplear cualquiera de los medios
farmacéuticos habituales tal como, por ejemplo, agua, glicoles, aceites, alcoholes y similares en el caso de
preparaciones liquidas orales tal como suspensiones, jarabes, elixires, emulsiones y soluciones; o vehiculos sélidos
tal como almidones, azucares, caolin, lubricantes, aglutinantes, agentes disgregantes y similares en el caso de
polvos, pildoras, capsulas y comprimidos.

Es especialmente ventajoso formular las composiciones mencionadas anteriormente en forma de dosificacion
unitaria para facilitar la administracién y uniformidad de la dosificacién. La forma de dosificacién unitaria como se
utiliza en la presente memoria se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones unitarias,
conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de principio activo calculada para producir el efecto
terapéutico deseado en relacién con el vehiculo farmacéutico requerido. Ejemplos de dichas formas de dosificacion
unitaria son comprimidos (incluyendo comprimidos ranurados o recubiertos), capsulas, pildoras, supositorios, sobres
de polvo, obleas, soluciones o suspensiones inyectables y similares, y multiplos segregados de los mismos.

En una realizacion particular, la presente invencidén proporciona un envase que comprende un compuesto de la
invencion y un prospecto con instrucciones para administrar el compuesto a un paciente que tiene un trastorno
oftdlmico como se enumera en la presente memoria, en particular un paciente que tiene degeneracién macular
humeda relacionada con la edad, retinopatia diabética o edema macular diabético, mas en particular retinopatia
diabética o edema macular diabético.

Para llevar a cabo el tratamiento y/o la prevencion, los compuestos o las composiciones como se describen en la
presente memoria se pueden administrar a un paciente mediante cualquier método que conduzca a la
administracion del agente terapéutico al sitio de la afeccion oftalmica, tal como la administracion en el ojo. En otra
realizacién, el uso, tratamiento y/o prevencién comprende poner en contacto el humor vitreo y/o acuoso con una
cantidad eficaz de una composicion que comprende un compuesto de la invencién. La administracion puede ser por
via ocular, tal como tdpica, subconjuntival, sub-Tenon, intraocular, implantes oculares, etcétera. La administracion
topica puede comprender la administracion de una o unas pocas gotas de una composicion que comprende un
compuesto de la invencion al ojo. La administracion a areas dentro del ojo, in situ, se puede lograr mediante
inyeccion, canula u otro dispositivo invasivo disefiado para introducir cantidades medidas con precisién de una
composicion oftalmica deseada en un compartimento o tejido particular dentro del ojo (por ejemplo, camara posterior
o retina). Una inyeccién intraocular puede ser en el vitreo (intravitreo), o debajo de la conjuntiva (subconjuntival), o
detras del ojo (retrobulbar), en la esclerética o debajo de la Capsula de Tenon (sub-Tenon). También se contemplan
otras vias de administracion intraocular y sitios y formas de inyeccion y estan dentro del alcance de la invencion. En
una realizacion preferida, el tratamiento y/o prevencion comprende la administracion del compuesto mediante
inyeccion intravitrea. Preferiblemente, esto se realiza a través de agujas de calibre autosellantes u otro dispositivo de
suministro adecuadamente calibrado. La inyeccion en el ojo puede realizarse a través de la pars plana mediante la
aguja autosellante.

Cuando se administra la composicion mediante inyeccién intravitrea, los agentes activos deben concentrarse para
minimizar el volumen de inyeccién. Preferiblemente, el volumen para la inyeccion es menor de aproximadamente
5 mL. Volumenes como este pueden requerir un drenaje compensatorio del liquido vitreo para evitar aumentos en la
presioén intraocular y fugas del liquido inyectado a través de la abertura formada por la aguja de suministro. Mas
preferiblemente, el volumen inyectado esta entre aproximadamente 10 y 200 uL. Lo mas preferiblemente, el volumen
para la inyeccién esta entre 30 y 100 uL, en particular aproximadamente 50 pL.

Con respecto a las vias de administracién preferidas, la sal farmacéuticamente aceptable, el solvato
farmacéuticamente aceptable, el isémero o la mezcla de los mismos es también una sal épticamente aceptable, un
solvato épticamente aceptable, un is6bmero o una mezcla de los mismos. En una realizacion preferida, la
composicion farmacéutica comprende el compuesto y uno 0 mas vehiculos 6pticamente aceptables. Curiosamente,
se encontré que los compuestos de la invencién tienen una alta solubilidad en agua de mas de 100 mg/ml, mientras
que los compuestos de la técnica anterior tienen solubilidades en agua de un solo digito o méas bajas en mg/ml. En
una realizacién preferida, una composicién de la invencion como se describe en la presente memoria es una
disolucién acuosa que comprende un compuesto de la invencién. En otra realizacién, la presente invencion
proporciona un kit de piezas que comprende un envase que comprende un compuesto de la invencién y otro envase
que comprende un tampén acuoso para disolver el compuesto de la invencion.

Como entendera el experto en la materia, una composicion como se describe en la presente memoria es
preferiblemente una composicién estéril. En una realizacién particular, la presente invencion proporciona un envase
estéril que comprende un compuesto o composicién de la invencion. En una realizacion adicional, el envase estéril
es un vial que comprende un compuesto o composicion de la invencion. El vial puede comprender el compuesto
como un polvo o como una solucién, preferiblemente una soluciéon acuosa. En una realizacion mas particular, la
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presente invencién proporciona un vial estéril que comprende una solucién acuosa del compuesto de la invencién.
En una realizacion aun mas particular, un vial como se describe en la presente memoria comprende una parte que
esta disefiada para ser perforada por una aguja de jeringa. En una realizacion alternativa, la presente invencién
proporciona un kit que comprende un vial con el compuesto de la invencién en forma de polvo y un envase que
comprende una solucién acuosa, particularmente una solucién tampén acuosa. En otra realizacién, el envase estéril
es una jeringa precargada con una composicién farmacéutica de la invencién, particularmente una soluciéon acuosa
que comprende el compuesto de la invencién. En oftra realizacion mas, el envase estéril es un envase que
comprende al menos una tableta que comprende una composicion farmacéutica de la invencion. En particular, un
blister o envase que comprende multiples comprimidos que comprenden un compuesto de la invencion y uno o mas
vehiculos farmacéuticamente aceptables. En una realizacién particular, un vial como se describe comprende menos
de 5 ml, en particular menos de 4 ml, mas en particular menos de 3 ml de una solucién que comprende el
compuesto de la invencion.

En una realizacion preferida, la presente invencion se refiere ademas al compuesto para su uso, en el que el
tratamiento, inhibicion y/o prevencién de los trastornos mencionados anteriormente comprende ademas administrar
un compuesto que se une a e inhibe la actividad de VEGF o un receptor de VEGF. Este compuesto puede ser un
inhibidor de VEGF, un anticuerpo del receptor de VEGF o un fragmento de unién a antigeno del mismo, o un
anticuerpo de VEGF o un fragmento de unidon a antigeno del mismo. Ejemplos adecuados de dichos compuestos
incluyen bevacizumab, ranibizumab, brolucizumab o conbercept. Otro posible compuesto adicional es una trampa de
VEGF, que comprende un dominio de unién a VEGF, tal como aflibercept.

La presente invencién se refiere ademas a una combinacién que comprende el compuesto de la presente invencion
y un compuesto adicional que se une a e inhibe la actividad de VEGF o un receptor de VEGF. Como se especifico
anteriormente, este compuesto adicional puede ser un inhibidor de VEGF, un anticuerpo del receptor de VEGF o un
fragmento de unién a antigeno del mismo, o un anticuerpo de VEGF o un fragmento de unién a antigeno del mismo,
tal como bevacizumab, ranibizumab, brolucizumab o conbercept. Otro posible compuesto adicional es una trampa de
VEGF, que comprende un dominio de unién de VEGF, como aflibercept.

Siempre que se haga referencia a una combinacién de principios activos, los principios activos se pueden
proporcionar en una composicion Unica 0 en una composicién separada. Ademas, una combinacién de principios
activos también abarca principios activos que estan enlazados de forma no covalente o covalente.

La presente invencion se refiere ademas a una combinacion como se especificé anteriormente para su uso como un
medicamento o para inhibir, tratar y/o prevenir la neovascularizacion patolégica, el cancer o un trastorno oftalmico tal
como degeneracién macular hiumeda relacionada con la edad, desprendimiento de retina, uveitis posterior,
neovascularizacién de la cornea, neovascularizacion del iris, edema macular diabético y retinopatia diabética.

La presente invencion también proporciona un método para antagonizar una integrina, en particular un receptor de
vitronectina, en un sujeto que lo necesite, comprendiendo el método administrar el compuesto de la invencion. Mas
en particular, la invencion proporciona métodos para inhibir la angiogénesis en un sujeto. La presente invencion se
refiere ademas a un método para inhibir la neovascularizacién (patolégica) en un sujeto que lo necesite,
comprendiendo el método administrar el compuesto de la presente invencion. En una realizacién adicional, la
presente invencion proporciona un método para inhibir la neovascularizaciéon ocular en un sujeto, comprendiendo el
método administrar un compuesto de la invencion al sujeto. En otra realizacién mas particular, el método comprende
la administracion del compuesto o composicién de la invencion al ojo de un sujeto, tal como mediante inyeccion
intravitrea. En particular, el método comprende la inyeccion intravitrea de una composicién como se describe en la
presente memoria.

La presente invencién proporciona ademas los compuestos y composiciones descritos en la presente memoria para
su uso en la fabricacion de un medicamento para la prevencién y/o el tratamiento de un trastorno como se describe
en la presente memoria.

Ejemplos

Ejemplo 1 — Sintesis de los compuestos de la invencién

Sintesis del N-[(2S)-1-(terc-butoxi)-3-({2,5-dimetil-6-[4-(1,8-naftiridin-2-il)piperidin-1-il]pirimidin-4-il}amino)-1-
hidroxipropan-2-iljcarbamato de bencilo
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Se prepararon 2-[1-(6-cloro-2,5-dimetilpirimidin-4-il)piperidin-4-il]-1,8-naftiridina y (2S)-3-amino-2-{[(benziloxi)carbonil]

amino}propanoato de terc-butilo segin el método descrito en el documento US2008/0058348 A1, que se incorpora

en la presente memoria como referencia. Ambas moléculas se acoplaron en una reaccion de aminacion de

5 Buchwald-Hartwig catalizada por el complejo dicloro[1,1’-bis(difenilfosfino) ferroceno] paladio (ll) diclorometano (1:1),

1,1’-ferrocenodiil-bis difenilfosfina, acido fenilborénico, trietilamina y fluoruro de serio en 2-metiltetrahidrofurano. La

mezcla de reaccion se filtr6 a través de Celita y se extrajo con acido clorhidrico acuoso. El extracto acuoso se

neutralizdé con acetato de sodio acuoso y se extrajo con diclorometano, el cual se lavé con bicarbonato de sodio

acuoso y se seco sobre sulfato de sodio para dar un producto crudo que se purific6 mediante cromatografia en

10 columna de silice utilizando tolueno/acetato de etilo como eluyente. El material cromatografiado se disolvidé en

acetato de etilo y se purificd adicionalmente mediante cristalizacion como la sal del &cido (-)-dibenzoil-L-tartarico. Se
elimino la sal del &cido tartarico utilizando bicarbonato de sodio acuoso para dar el producto purificado.

Sintesis del (2S)-2-amino-3-({2,5-dimetil-6-[4-(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-il)piperidin-1-ilJpirimidin-4-il}amino)

propanoato de terc-butilo
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A
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Se hidrogené N-[(2S)-1-(terc-butoxi)-3-({2,5-dimetil-6-[4-(1,8-naftiridin-2-il)piperidin-1-il]pirimidin-4-il}amino)-1-
hidroxipropan-2-illcarbamato de bencilo sobre paladio en carbén activado en 2-metiltetrahidrofurano. El catalizador
se retird6 mediante filtracion a través de Celita. El disolvente se elimind por evaporacion para dar el producto
deseado.

20 Sintesis de  (25)-3-({2,5-dimetil-6-[4-(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-il)piperidin-1-ilJpirimidin-4-il}amino)-2-{[(3-
metoxi-3-oxopropoxi)carbonil] amino}n-propanoato de terc-butilo
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en diclorometano
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Se hizo reaccionar carbonato de N,N-disuccinimilo, en presencia de trietilamina, con 3-hidroxipropanoato de metilo
en diclorometano para dar 2-({[(2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi]carbonil} oxi)acetato de metilo. Se afadié (2S)-2-amino-3-
({2,5-dimetil-6-[4-(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-il)piperidin-1-il]pirimidin-4-il}amino)propanoato de terc-butilo para
dar el producto deseado. La mezcla de reacciéon se lavé con acido clorhidrico acuoso y bicarbonato de sodio acuoso
y después se secd sobre sulfato de sodio para dar el producto crudo que se purificé mediante cromatografia en
columna en silice utilizando acetato de etilo/n-heptano/trietilamina como eluyente.

Sintesis de trifluoroacetato del &acido (2S)-3-({2,5-dimetil-6-[4-(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-il)piperidin-1-
ilpirimidin-4-il}amino)-2-{[(3-metoxi-3-oxopropoxi)carbonillamino]propanoico

THF en diclorometano N N

TFA

(28)-3-({2,5-dimetil-6-[4-(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-il)piperidin-1-ilJpirimidin-4-il}amino)-2-{[ (2-metoxi-2-
oxoetoxi)carbonillamino}propanoato de terc-butilo se disolvidé en diclorometano y se tratdé con &cido trifluoroacético.
La mezcla de reaccion se lavé con brine (disolucion saturada de cloruro de sodio) y el disolvente se elimind por
evaporacion para dar el producto deseado como una sal del acido trifluoroacético. EI compuesto resultante se
denomina ademas como compuesto comparativo A (cpd A).

MS de baja resolucién mediante electrospray (ES) m/z: 556 [ (M+1), 100%]

Sintesis del acido (2S)-2-{[(2-carboxietoxi)carbonillamino}-3-({2,5-dimetil-6-[4-(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-
il)piperidin-1-il]pirimidin-4-il}amino)propanoico
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Se disuelve trifluoroacetato del acido (2S)-3-({2,5-dimetil-6-[4-(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-il)piperidin-1-
ilpirimidin-4-il}amino)-2-{[(3-metoxi-3-oxopropoxi)carbonillamino}propanoico en acido clorhidrico acuoso 2M. Una
vez completada la reaccién el disolvente se elimina mediante liofilizacion para dar el producto deseado. El &cido
(2S)-2-{[(2-carboxietoxi)carbonillamino}-3-({2,5-dimetil-6-[4-(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-il)piperidin-1-il]pirimidin-
4-il}amino)propanoico, se denomina ademas como compuesto 1 (cpd1).

MS de baja resolucién mediante electrospray (ES) m/z: 542 [ (M+1), 100%)]

Sintesis de (2S)-2-({[2-(terc-butoxi)-2-oxoetoxi] carbonil}amino)-3-({2,5-dimetil-6-[4-(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-
il)piperidin-1-il]pirimidin-4-il}amino)propanoato de terc-butilo

13
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0 0
0
N ,u\ M
0

a

)< trietilamina ‘ HO/\Q/O\K )<

0
HN/Yko
NH

en diclorometano

Se hizo reaccionar carbonato de N,N-disuccinimidilo, en presencia de trietilamina, con 2-hidroxiacetato de terc-butilo
en diclorometano para dar 2-({[(2,5-dioxopirrolidin-1-il) oxi] carbonil} oxi) acetato de terc-butilo. Se afadi6 (2S)-2-
amino-3-({2,5-dimetil-6-[4-(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-il)piperidin-1-ilJpirimidin-4-il}amino) propanoato de terc-
5 butilo. Una vez completada la reaccion la mezcla de reaccién se lavo con acido clorhidrico acuoso y bicarbonato de
sodio acuoso y se secd después sobre sulfato de sodio para dar el producto crudo. El producto crudo se purifico
mediante cromatografia en columna en silice utilizando acetato de etilo/n-heptano/trietilamina como eluyente.

Sintesis de diclorhidrato del acido (2S)-2-([(carboximetoxi)carbonillamino)-3-({2,5-dimetil-6-[4-(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-
naftiridin-2-il)piperidin-1-ilJpirimidin-4-iljamino)propanoico (THR-687)

X

] OH
HN/YKO o /Yk
o Mk ;o
N 0 x
Y o
P u]
N N N ]

H HCI acuoso H
N N\ N N
| U | S 2+l
= =

10

(2S)-2-({[2-(terc-butoxi)-2-oxoetoxi] carbonil}amino)-3-({2,5-dimetil-6-[4-(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-il)piperidin-
1-il]pirimidin-4-il}amino)propanoato de terc-butilo se hidrolizé con &cido clorhidrico acuoso. La mezcla de reaccion se
lav6 con n-heptano para dar el compuesto 2 (cpd2) después de la evaporacion.

H), 4,06 (dd 1H), 3,85

'"H RMN (400 MHz, DMSO-de) 5: 7,64 (d 1H), 6,71 (d 1H), 4,63 (d 1H), 4,46 (d 1H), 4,57 (dd 1
10 (dd, 2H), 2,07, (s 3H),

15 (dd 1H), 3,77 (m 2H), 3,53 (dd 2H), 3,27 (m, 2H), 3,01 (tt 1H), 2,84 (dd 2H), 2,58, (s 3H), 2,
1,99 (t, 2H), 1,95 (td 2H)

Sintesis del (2S)-3-({2,5-dimetil-6-[4-(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-il)piperidin-1-il]pirimidin-4-il}amino)-2-({[(1-
etoxi-1-oxopropan-2-il)oxi] carbonil}amino)propanoato de terc-butilo

o 0
o
N /u\ N
~ 0 0 -
0 o

trietilamina HOJ\n/O\/
A< ! X
~m/\/K 0 ° g /\\(c I-N/Yglll 0
IKN NH; N\Oku 1 ﬁ“ HNT(Jj/u\“/\
| 0 \\ )\

A
N

N
N N en diclorometano N N
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Se hizo reaccionar carbonato de N,N-disuccinimidilo, en presencia de trietilamina, con 2-hidroxipropanoato de etilo
en diclorometano para dar 2-({[(2,5-dioxopirrolidin-1-il) oxi] carbonil} oxi) propanoato de etilo. Se anadi6 (2S)-2-
amino-3-({2,5-dimetil-6-[4-(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-il)piperidin-1-il]pirimidin-4-iljamino)propanoato de terc-
butilo. Una vez completada la reaccion la mezcla de reaccién se lavé con acido clorhidrico acuoso y bicarbonato de
sodio acuoso y se secd después sobre sulfato de sodio para dar el producto crudo. El producto crudo se purifico
mediante cromatografia en columna en silice utilizando diclorometano/metanol como eluyente.

Sintesis del diclorhidrato del acido (2S)-2-{[(1-carboxietoxi)carbonil] amino}-3-({2,5-dimetil-6-[4-(5,6,7,8-tetrahidro-
1,8-naftiridin-2-il)piperidin-1-ilJpirimidin-4-il}amino)propanoico

X

’5' OH

HN HN 5] 0

T beRae

N N
HCl acuoso H
N

———————

I  2HCI

(25)-3-({2,5-dimetil-6-[4-(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-il)piperidin-1-ilJpirimidin-4-il}amino)-2-({[(1-etoxi-1-
oxopropan-2-il)oxi]carbonil}lamino)propanoato de terc-butilo se hidrolizé con acido clorhidrico acuoso. La mezcla de
reaccion se lavé con n-heptano para dar el producto después de la evaporacion, denominado ademas como
compuesto 3 (cpd3).

d 1H), 3,5-3,7 (m 3H), 3,4 (t 2H), 3,1

H RMN (400 MHz, D20) &: 7,5 (d 1H), 6,5 (d 1H), 4,5 (m 1H), 4,2 (m ) 3,9 (dd 1H),
9 (m 4H), 1,3 (d 3H).

(
(t2H), 2,8 (m 1H), 2,7 (t 2H), 2,4 (s 3H), 1,9 (s 3H), 1,9-2,0 (m 3H), 1,7-1,

Por consiguiente, se han preparado los siguientes compuestos de la invencion:

P Cpd1

N N
N
F
i i Cpd2
HO' T OH
o
HN
Z Sy
N J\
N N
i N
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Otros ejemplos de compuestos segun la invencién son:

Cpd4

H
N\“/O
)

\’(\/\)‘\

HN

\J\ Cpd6

\)‘i\ Cpd7

w@
wo
ch
o@@

El Compuesto A (cpd A) se sintetizd como se describi6é anteriormente:
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El Compuesto B (CpdB) se sintetiz6 segln los procedimientos del documento US2008058348 A1:

Hi

\J\
N N

Ejemplo 2: antagonismo de integrina

El principio de los ensayos ELISA de competicion utilizados en la presente memoria fue el siguiente: (1) el receptor
de integrina bajo investigacion se recubrié en placas de 96 pocillos y los pocillos se bloquearon, (2) después se
anadio un ligando de integrina (fibronectina) a los pocillos relevantes en presencia de concentraciones crecientes de
un antagonista de integrina dado, (3) después de un periodo de tiempo definido, se lavaron los pocillos y se detectd
el ligando unido con la ayuda de un reactivo especifico. Después se realiz6 un analisis cuantitativo de los datos para
determinar los valores de EC50, es decir, la concentracion del antagonista de la integrina que reduce la union del
ligando al receptor recubierto en un 50%.

Tabla 1: EC50 para los diferentes antagonistas de integrinas e integrina humana

avBs ovBs o531 aibPs
cpdi +++ +++ +++ +
cpd2 +++ +++ 4+ +
cpd3 ++4+ +++ +++ +
cpdA +++ +++ +++ +++
cpdB ++ +++ +++ +++

+++: entre 1y 10 nM; ++: entre 10 y 25 nM; +: >25 nM

El compuesto segun la férmula (I) inhibe las interacciones entre las integrinas y sus ligandos. El compuesto segun la
formula (l) se ha demostrado que antagoniza varios receptores de integrina, incluyendo ovBs, avBs y asB1, con una
afinidad nanomolar de un solo digito. Estos receptores de integrina se ha demostrado que juegan un papel en la
angiogénesis (avB3, avPs y asP1), la permeabilidad vascular (avB3 y avBs) y la adhesion vitreorretiniana (asf1).

En particular, los compuestos de la invencién muestran un antagonismo significativamente reducido hacia la
integrina plaquetaria ainf3, que esta implicada en la agregacion plaquetaria. La Figura 1 establece las proporciones
determinadas de valores de EC50 para avBs con respecto aiwBs. Como se deriva de estos resultados, los
compuestos de la presente invencién muestran una actividad mucho menor hacia la integrina plaquetaria en
comparacion con la integrina avBs. Por el contrario, los compuestos como se describen en la técnica anterior
muestran una actividad significativamente mayor hacia la integrina plaquetaria en comparacion con la integrina avf3s.
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Ejemplo 3 — ensayo de migracién celular

La cicatrizacion de heridas de células endoteliales estd mediada por la migracién y proliferacién de células
endoteliales, ambos componentes criticos del proceso de angiogénesis, y se utiliza de forma rutinaria como modelo
sustituto del potencial angiogénico in vitro. El ensayo de migracion celular ORIS™ se utiliz con células endoteliales
de la vena umbilical humana (HUVECSs).

Se cultivaron células HUVEC (SCCE-001, N° Cat 1000519, Merck Chemicals) en matraces T175 (N° Cat 353112,
falcon) en un medio de crecimiento EndoGro (SCME-003, Merck Chemicals) y se dividieron cuando alcanzaron una
confluencia del 90-100%.

Para el ensayo, las células se utilizaron en los pasos 2 a 4 después de la descongelacion y al 80-90% de
confluencia. Al comienzo del dia, las placas de ensayo de migracion celular Oris™ recubiertas con fibronectina (N2
Cat #CMAFN.I01, AMS Biotechnology) se retiraron de la refrigeracién y se colocaron a temperatura ambiente
durante 1 hora. Las Oris Detection Masks se lavaron con etanol y se aplicaron al fondo de las placas de 96 pocillos,
alineando la esquina de Al de las caratulas con la esquina de Al de las placas. Las células se recogieron mediante
tripsinizacion (N¢ Cat 25300, Gibco), se centrifugaron a 250 g durante 5 minutos y se suspendieron a 0,4.10° por mL
en medio de crecimiento EndoGro completo. 100 uL de la suspensién celular se anadieron a los pocillos y las placas
se incubaron durante 6 horas a 37°C y 5% de COz para permitir que las células se adhieran.

Al final de la incubacién, la herramienta de tapon se lavé con etanol y se utilizd para quitar los tapones de todos los
pocillos excepto los de referencia. Se anadieron a los pocillos 100 pL de medio de cultivo que contenia diferentes
concentraciones de los compuestos (cpd2, cpd3, cpdB, cilengitide) y las placas se transfirieron durante 24 horas a la
incubadora a 37°C y 5% de COz para permitir la migracion.

Justo antes del final de la incubacién, se preparé una disolucion de 4 pg/mL de calceina AM (N® Cat 354217,
Beckton Dickinson) en HBSS precalentado (N® Cat 14025, Gibco). Se retiraron los tapones de los pocillos de
referencia y el medio se retird cuidadosamente de todos los pocillos con un multicanal (sin aspiracién al vacio). Los
pocillos se lavaron con 100 pL de DPBS. Después, se anadieron 100 pL de la disolucién de calceina AM y las placas
se incubaron durante 1 hora a 37°C y 5% de COz. Después de la incubacion, se ley6 la fluorescencia a 494 nm de
excitaciéon y longitudes de onda de emision de 517 nm utilizando Flexstation y el software SofiMax Pro 5.4.5
(Molecular Devices). La fluorescencia se leyé desde el fondo de las placas con la tapa puesta para mantenerlas
estériles. Después se retiraron las caratulas y se tomaron fotografias con el microscopio de fluorescencia Axiovert
(Zeiss) utilizando luz reflejada, GFP y un objetivo de 2,5x.

Los valores de IC50 para cpdB, cpd2 y cpd3 estuvieron todos por debajo de 1 pM. La IC50 para el control positivo
Cilengitide fue de 100 uM. Se puede concluir que los compuestos de férmula () retienen una fuerte actividad e
inhiben la migracién celular con valores de IC50 en el rango nanomolar.

Ejemplo 4: Ensayo de explante coroideo murino

El ensayo se basa en un modelo de explante de angiogénesis microvascular murina, que se asemeja mucho a la
angiogénesis coroidea in vivo. La principal ventaja de este modelo de cultivo organotipico es que las células se
mantienen dentro de su entorno normal, preservando asi las interacciones célula-célula, mientras se mantiene un
mayor nivel de control experimental que en los modelos animales. El modelo de explante coroideo o brevemente el
modelo EMCA permite una evaluacién rapida de nuevas terapias anti-angiogénicas, con el beneficio adicional de
excluir la posible falta de exposicién que se encuentra a menudo al probar moléculas pequefias en ojos de animales.
Los explantes de RPE-esclerética coroidea (en lo sucesivo denominados explantes coroideos) se incrustan en un gel
de fibrinbgeno/fibrina tridimensional. La adicién de un medio que contiene suero induce un extenso crecimiento de
células endoteliales en la matriz después de 3 a 4 dias en cultivo.

Animales

Todos los experimentos se realizaron utilizando ratones macho C57BL/6J de 4 a 5 semanas de edad (Charles River
Laboratories France), alojados en condiciones estandar de laboratorio segin un ritmo normal de dia/noche con
acceso ad libitum a comida y agua. Todos los experimentos con animales fueron aprobados por el Institutional
Ethical Committee de KU Leuven.

Diseccidn del tejido coroideo y preparacion del cultivo de explante

Después de la optimizacion inicial, se establecié un protocolo general. Brevemente, después de la eutanasia de los
ratones utilizando pentobarbital (200 mg/Kg, IP, Dolethal, Vetoquinol) seguido de dislocacion cervical, los ojos se
enuclearon inmediatamente con unas pinzas curvas y se mantuvieron en DPBS helado (N® Cat 14190-136, Gihco).
Bajo un microscopio estereoscopico, el 0jo se colocod en una gota de DPBS helado y se mantuvo en su lugar con
unas pinzas en una placa de Petri helada. La coérnea y el cristalino se extrajeron mediante una incision
circunferencial en el limbo (limite cérnea-esclerética) utilizando tijeras de resorte Vannas (Fine Science Tools). A
continuacion, se extrajeron los musculos redundantes del globo ocular restante y se hizo un corte desde el borde de
la camara posterior hacia la cabeza del nervio éptico. Después de una cuidadosa separacién del complejo RPE-
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coroides-esclerética de la retina, se hicieron de 6 a 8 explantes en la periferia de este complejo utilizando una aguja
perforada (750 um de diametro, Mediquip Surgical). Los explantes se transfirieron a una placa de 48 pocillos (BD
Biosciences), precargada con 350 uL de DMEM sin suero (N° Cat 11995-065, Gibco) y 1% (v/v) de Pen/Strep (N®
Cat 15140-122, Gibco), y se incubaron durante la noche a 37°C en 5% de CO:..

Explante de coroides incrustado en gel de fibrindgeno/fibrina y condiciones de cultivo

Se disolvié fibrinbgeno bovino (3,1 mg/ml, N° Cat F863, Sigma-Aldrich) en DMEM (N° Cat 11995-065, Gibco) que
contenia 1% (v/v) de Pen/Strep (N° Cat 15140-122, Gibco), y se filtr6 posteriormente a través de un filiro de poros de
0,22 um (Corning). A continuacién, se anadieron 10 ug/mL de aprotina inhibidor de la serina proteasa (N° Cat A6279,
Sigma-Aldrich) a la disolucion de fibrinégeno para bloquear la actividad fibrinolitica. Después de la adicion de 400
mU/mL de trombina bovina (SRP6555, Sigma-Aldrich), esta disolucién de fibrindgeno-aprotinina-trombina se
dispensoé rapidamente en placas de 48 pocillos (100 pL por pocillo) y se dejé solidificar a 37°C durante al menos 5
minutos. En la parte superior de los pocillos recubiertos de fibrina, se afiadieron 175 pL de disolucién de fibrinégeno
mas aprotinina, seguido de la transferencia de explanes de RPE-coroides individuales en 175 L de medio DMEM
utilizando una punta cortada. Finalmente, se anadieron 1,4 uL de trombina (400 mU/nit) a cada pocillo y esta mezcla
se dejé gelificar a 37°C y 5% de CO2 durante 1 hora. Después de la coagulacién, se afiadieron 350 uL de DMEM
que contenia FBS al 10% (SH30071.03, inactivado por calor. HyClone) y la(s) molécula(s) bajo prueba (cpd3, cpdB y
cilengitide) en la parte superior del gel y las placas se incubaron a 37°C en 5% de COsz.

Cuantificacion de la aparicién de vasos

Después de 3 a 4 dias, se tomaron imagenes de campo brillante a 2,5x aumentos con el microscopio invertido Axio
Vert. A1 (Zeiss) utilizando el software de microscopio ZEN lite 2012 (Zeiss). El andlisis del area de crecimiento del
vaso se realizé6 manualmente en imagenes ZVI, mas especificamente delineando el cuerpo del explante, asi como el
area de crecimiento total del vaso (incluyendo el cuerpo del explante) utilizando el software Axiovision Rel 4.8
(“Measure>Outline”, Zeiss). Se realizaron analisis adicionales en Microsoft Excel, donde se cuantificé el area de
aparicién del cultivo organotipico endotelial restando el area del explante de tejido del area total ocupada por los
brotes. Como las areas absolutas de brotacion entre experimentos independientes son ligeramente diferentes, todos
los datos dentro de cada experimento se normalizaron a la condicién tratada con vehiculo y se calcularon los valores
de IC50 (GraphPad Prism 5).

Resultados

Todos los antagonistas de la integrina bloquearon la formacién de brotes endoteliales de una manera dependiente
de la concentracion. Esto esta en linea con los estudios que muestran que las células endoteliales pueden asociarse
con el fibrinégeno a través de la especificidad de reconocimiento de ROD. De hecho, el fibrinégeno contiene
multiples sitios de unién para las integrinas ovBs y asP1, que se sabe que son expresadas por células endoteliales y
reguladores importantes de la angiogénesis (patoldgica). Cpd3 y cpdB inhibieron el crecimiento de vasos con valores
de IC50 alrededor de 1 uM, mientras que para el control positivo Cilengitide, la IC50 medida fue de alrededor de 300
pM. Imagenes de campo brillantes representativas para cpd3 se muestran en la Figura 2. Estos hallazgos estan en
linea con los resultados del ensayo de migracién celular, discutido en el ejemplo 3.

En conclusion, los compuestos de la presente invencion son inhibidores de pan-integrina que muestran un fuerte
antagonismo frente a multiples receptores de integrina que se ha demostrado que juegan un papel en la
angiogénesis (avf3, avBs y asB1), permeabilidad vascular (avB3 y avs) y adhesion vitreorretiniana (as@1). Por otro
lado, relacionado con los compuestos comparativos, los compuestos de la invencibn muestran un antagonismo
mucho mas bajo de la integrina plaquetaria (aiBs), reduciendo por lo tanto el riesgo de interferir con la agregacion
plaquetaria y aumentar la ventana terapéutica. Ademas, se ha demostrado que los compuestos de la invencién
inhiben la migracién celular y reducen la aparicién de vasos. La invenciéon proporciona nuevos antagonistas de
integrina que son Utiles para, entre otros, el tratamiento de las enfermedades neovasculares.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto segun la formula (l), o una sal farmacéuticamente aceptable, solvato farmacéuticamente
aceptable, isbmero o una mezcla de los mismos,

o}

o
o
HO T Ak OH
o)
HN

/

Férmula |

5 en donde

Rt y Rz se seleccionan independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, metilo y etilo; y Alk es un
alquileno Cy-4.

2. El compuesto segun la reivindicacién 1, en donde tanto R1 como Rz son metilos.
3. El compuesto segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en donde Alk es un alquileno C1 o Co.
10 4. El compuesto segln una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el compuesto se selecciona
del grupo que consiste en:
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5. Una composicion farmacéutica que comprende el compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, y uno o mas de vehiculos farmacéuticamente aceptables.
6. El compuesto segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, para su uso como medicamento.
7. El compuesto para su uso segun la reivindicacion 6, para su uso en la inhibicion de la neovascularizacion.
8. El compuesto para su uso segun la reivindicacion 6, para su uso en el tratamiento y/o prevencion del cancer.
9 El compuesto para su uso segun la reivindicacién 6, para su uso en el tratamiento y/o prevencion de un

trastorno oftalmico.

10.  El compuesto para su uso segun la reivindicacién 9, en donde dicho trastorno oftalmico se selecciona del
grupo que consiste en degeneracion macular himeda relacionada con la edad, desprendimiento de retina, uveitis
posterior, neovascularizacién de la cérnea, neovascularizacién del iris, edema macular diabético y retinopatia
diabética.

11. El compuesto para su uso segun la reivindicacion 9 o 10, en donde el tratamiento y/o prevencion comprende
la administracion del compuesto mediante una inyeccion intravitrea.

12.  El compuesto para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, en donde la inhibicion,
tratamiento o prevencion comprende ademas la administracion de un compuesto que se une a e inhibe la actividad
del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) o un receptor de VEGF.

13. Una combinacion que comprende el compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4; y un
compuesto que se une a e inhibe la actividad del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) o un receptor de
VEGF.

14. La combinacién de la reivindicaciéon 13, para su uso como se define en una cualquiera de las reivindicaciones
6aill.
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Proporcion de EC50 de a Bs/a,,B;
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