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DESCRIPCION

Dimeros de isoflavonoides
Campo de la invencién

La presente invencion se refiere de manera general a nuevos compuestos diméricos que presentan un
esqueleto nafto[1,2-g]criseno. Los compuestos se basan en la dimerizacion de los sistemas de anillos
(isoflavonoides) de 3-fenilcromano. Asimismo, la presente invencién se refiere a la sintesis de los
compuestos isoflavonoides diméricos, a composiciones que los contienen y a su utilizacion como agentes
terapéuticos. En particular, los compuestos diméricos de la presente invencion resultan udtiles en el
tratamiento y prevencion de un abanico de importantes enfermedades humanas, entre ellas canceres,
trastornos inflamatorios, trastornos autoinmunoldégicos, trastornos cardiovasculares y trastornos asociados
a la activacioén de los receptores de estrégeno.

Antecedentes de la invencion

Las isoflavonas vegetales naturales es conocido que presentan un amplio abanico de efectos bioldgicos
fundamentales sobre las células humanas, entre ellos la antioxidacion y la regulacién positiva y negativa
de una amplia diversidad de enzimas y mecanismos de transduccion de sefiales. La detencion mitética y la
citotoxicidad de las células cancerosas humanas, la permeabilidad capilar incrementada, la adhesién
celular incrementada, la respuesta incrementada de las células de musculo liso vascular a los
vasorelajantes y el agonismo de los receptores de estrogeno, son sélo unos cuantos ejemplos de las
respuestas de las células animales a los efectos biologicos de los isoflavonoides naturales. Algunas
isoflavonas naturales comunes son la daidzeina, la genisteina, la formononetina, la biocanina A, la
gliciteina, el coumestrol, la daidzina, la glicitina y la genistina.

Recientemente se ha despertado interés en las propiedades biolégicas de las formas diméricas de los
isoflavonoides. Algunos dimeros basados en la genisteina se ha informado que son inhibidores de la 50J
alfa-reductasa que resultan utiles para el tratamiento de la prostatomegalia (patente JP n°® 07-224944;
publicacién n® JP 09-067362). En una forma, el dimero resulta de la unién mediante un unico enlace C-C
de la posicién 3' del grupo fenilo colgante de la genisteina con la posicion 6 del anillo benzopirano de la
segunda molécula de genisteina, de la manera siguiente.

HO O HO o

OH OH

Dichos compuestos diméricos pueden denominarse generalmente bis-(3'—6)-isoflavonas segun sus
posiciones de union. Otros compuestos descritos se basan en dimeros basados en genisteina y/o
daidzeina de la misma estructura genérica de anillos.

Otro dimero se basa en una estructura de bis-(2—2)-isoflavona pero que presenta una molécula conectora
entre las dos moléculas de isoflavona, tal como se muestra posteriormente, aunque no se le ha atribuido
ninguna actividad biolégica o beneficio terapéutico [Al-Maharik N.I., Kaltia S.A.A., Mutikainen |. y Wahala
K., Synthesis of C-C-Bridged Bis-Isoflavones, J. Org. Chem. 65:2305, 2000].
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Recientemente se ha descubierto otra clase de compuestos isoflavonoides diméricos que muestran una
fuerte afinidad de unién para ambos receptores de estrégeno y por lo tanto que muestran una notable
actividad fisiologica [patente WO N° 02/070502]. EI compuesto dimérico cabeza de serie era un compuesto
bis-(4—6)-isoflavonoide basado en el deshidroequol, tal como se indica a continuacién:

HO. 0

HO

OH

La totalidad de dichos compuestos isoflavonoides diméricos de la técnica anterior se construye mediante
la uniéon de dos estructuras de anillos isoflavonoides mediante un Unico enlace carbono-carbono, o
mediante una molécula conectora o molécula de puente.

A pesar de la considerable investigacion y conocimientos acumulados sobre las isoflavonas y derivados de
las mismas, todavia no se conoce el alcance completo de los compuestos isoflavonoides terapéuticamente
utiles y de sus actividades. Ademas, existe una necesidad continua de nuevos agentes activos mejorados
o por lo menos alternativos para el tratamiento, profilaxis, mejora, defensa y/o prevencién de diversas
enfermedades y trastornos.

Por consiguiente, existe una necesidad de compuestos de nueva generacion que muestren propiedades
fisiolégicas importantes para la salud y bienestar de los animales, particularmente seres humanos, y de
encontrar nuevos métodos que aprovechen dichas propiedades para el tratamiento, mejora y profilaxis de
las enfermedades.

Descripcion resumida de la invencion

Inesperadamente, por primera vez, los presentes inventores han sintetizado una nueva clase de moléculas
diméricas basada en compuestos isoflavonoides unidos mediante dos (2) enlaces sencillos carbono-
carbono. El esqueleto se basa en una estructura nafto[1,2-g]-criseno tras la unién bis(4—4) y (2'-3) de
dos sistemas de anillos 3-fenilcromano tal como se ilustra en la Estructura A genérica, posteriormente. Las
lineas discontinuas representan los dos enlaces C-C formados durante la dimerizacion de los monémeros
correspondientes.
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Estructura A Estructura A’

El sistema de numeracién proporcionado anteriormente para el 2,11-dioxo-12a-fenil-(1H,12H)C
6b,6¢,12a,16b-tetrahidronafto[1,2-g]criseno (Estructura A') se utiliza durante toda la presente memoria en
aras de la consistencia. Las moléculas diméricas de la presente invencion resultan prometedoras en su
utilizacion potencial como agentes fisiolégicamente activos y en particular por su capacidad de mostrar
afinidad de unidén para los receptores de estrégeno. Los estudios con lineas celulares también han
subrayado la notable e inesperada utilidad de los compuestos isoflavonoides diméricos de la presente
invencidbn como agentes quimioterapéuticos. Los compuestos también resultan dtiles como
quimiosensibilizadores,  radiosensibilizadores, agentes  antiinflamatorios 'y en  aplicaciones
cardiovasculares, incluyendo la vasodilatacion.

De esta manera, segun un primer aspecto de la presente invencién se proporciona un compuesto de
féormula general (la):

(Ia)

en la que:

R1 es hidrégeno o alquilo C16, Rz, R3 y R4 son, independientemente, hidrogeno, hidroxi, ORg, OC(O)Ry,
OSi(R10)3, alquilo C1, arilo, aril-alquilo C16 0 halo, Rs, Rs, R7 y Rs son, independientemente, hidrégeno,
hidroxi, ORg, OC(O)Rg, OSi(R10)3, alquilo C1, arilo, aril-alquilo C1.s 0 halo,

Rg es alquilo C1.s, fluoro-alquilo C1. 0 aril-alquilo C1, ¥

R10 es, independientemente, alquilo C1.s,

en el que arilo es fenilo o naftilo, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, méas preferentemente
presentan los sustituyentes siguientes, en los que:

R1 es hidrégeno, Ry, R3 y R4 son, independientemente, hidrégeno, hidroxi, ORg, OC(O)Rg, OSi(R1o)s,
alquilo C4.4 0 halo, Rs, Rs, R7 y Rs son, independientemente, hidrégeno, hidroxi, OR9, OC(O)Rg, OSi(R1o)s,
alquilo C1.4 0 halo, Ry es alquilo C1.4 0 aril-alquilo C1.4, y R1o es, independientemente, metilo, etilo o t-butilo,

R1 es hidrégeno,

R2, R3y R4 son, independientemente, hidrogeno, hidroxi, ORg, OC(O)Rg, metilo, etilo o bromo,

Rs, Rs,R7y Rg son, independientemente, hidrégeno, hidroxi, ORg, OC(O)Rg, metilo, etilo o bromo, y
Ro es metilo, etilo, propilo, isopropilo o bencilo,
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o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

Segun un segundo aspecto de la presente invencién se proporciona un método para la preparacion de un
compuesto de férmula (la), incluyendo dicho método la etapa de hacer reaccionar un compuesto de
férmula (I1):

I
en la que:
R es hidrégeno o alquilo Cq.,
R2, Rz y Rs son, independientemente, hidrégeno, hidroxi, ORg, OC(O)Rg, OSi(R10)3, alquilo Ci.,

arilo, aril-alquilo C1., 0 halo,

Rs, Rs, R7y Rs  son, independientemente, hidrégeno, hidroxi, ORge, OC(O)Rg, OSi(R1¢)s3, alquilo Cis,
arilo, aril-alquilo C16 0 halo,

Ro es alquilo C1.6, fluoro-alquilo C1.¢ 0 aril-alquilo C16, y

R1o es, independientemente, alquilo C1.,

R13 es hidrégeno, Rg, C(O)Rg, Si(R10)s, alquil-C4.6-sulfonilo o bencenosulfonilo,
X es O,

en el que arilo es fenilo o naftilo, con un agente de acoplamiento.

En una realizacién preferente, el anillo fenilo colgante de la estructura de 3-fenilcromano es donador de
electrones y existe por lo menos un atomo de ortohidrégeno para facilitar la formacion del enlace (2'—3)
durante la dimerizacion. El grupo OR13 alternativamente puede ser un grupo saliente seleccionado de
entre halégenos tales como Cl, Br o [, hidroxi, grupos alquilsulfoniloxi tales como mesilato vy
trifluorometanosulfoniloxi, grupos arilsulfoniloxi tales como toxilato, mesitilensulfoniloxi, bencenosulfoniloxi
y bencenosulfoniloxi nitro-sustituido, grupos aciloxi tales como acetoxi o benzoiloxi y grupos ariloxi tales
como benciloxi.

Segun un tercer aspecto de la presente invencion, los compuestos anteriormente definidos de formula (la)
se proporcionan para la utilizacion en un método para el tratamiento, profilaxis o mejora de una
enfermedad, incluyendo el método la etapa de administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de uno
0 mas compuestos de férmula (la) en un sujeto.

Segun un cuarto aspecto de la presente invencidn se proporciona la utilizacién de uno o mas compuestos
de formula (la) en la preparacion de un medicamento destinado al tratamiento de enfermedades.

Segun un quinto aspecto de la presente invencion se proporciona la utilizacion de uno o mas compuestos
de formula (la) a modo de agente antiinflamatorio, agente cardiovascular, agente quimioterapéutico,
quimiosensibilizador o radiosensibilizador.

Entre los trastornos inflamatorios se incluyen la enfermedad intestinal inflamatoria, la colitis ulcerosa, la
proctitis ulcerosa, la colitis distal y la enfermedad de Crohn. Los compuestos también resultan utiles para
el tratamiento del dolor asociado a la inflamacion. En una realizaciéon preferente, el tratamiento de los
trastornos inflamatorios no presenta efectos secundarios cardiovasculares, es cardioprotector y/o protector
intestinal.

Segun un sexto aspecto de la presente invencidon se proporciona la utilizacién de un inhibidor de la
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tromboxano sintasa para la preparacion de un medicamento destinado al tratamiento de inflamacion,
incluyendo el dolor asociado a la inflamacién. Preferentemente, el tratamiento es cardioprotector y/o
intestinal protector.

Segun un séptimo aspecto de la presente invencion se proporciona un agente para el tratamiento,
profilaxis o mejora de una enfermedad, comprendiendo el agente uno o mas compuestos de formula (la).

En una realizacion preferente, la enfermedad es cancer, un tumor o la proliferacién o regulacién positiva
no deseada del crecimiento celular.

Segun un octavo aspecto de la presente invencion se proporciona una composicion farmacéutica que
comprende uno o mas compuestos de férmula (la) asociadamente con uno o mas portadores y/o
excipientes farmacéuticos.

Segun un noveno aspecto de la presente invencion se proporciona una bebida o alimento que contiene
uno o mas compuestos de formula (la).

Segun un décimo aspecto de la presente invencidén se proporciona un método para incrementar o
restaurar la sensibilidad de las células de cancer o de un tumor frente a la quimioterapia mediante la
puesta en contacto de dichas células o tumor con un dimero isoflavonoide de formula (la). En una
realizacion, el agente quimioterapéutico es un inhibidor de receptor de crecimiento o un estimulador de
receptor de muerte.

Segun un undécimo aspecto de la presente invencion se proporciona un método para incrementar o
restaurar la sensibilidad de las células de cancer o de un tumor frente a la radioterapia mediante la puesta
en contacto de dichas células o tumor con un compuesto isoflavonoide de férmula (la) tal como se
describe posteriormente. En otra realizacion el paciente se somete tanto a quimioterapia como a
radioterapia dentro de su régimen de tratamiento.

Segun un duodécimo aspecto de la presente invenicon se proporciona un método de protecciéon de una
célula no tumoral frente a la quimioterapia o radioterapia, preferentemente quimioterapia, mediante la
puesta en contacto de la células no tumorales o de una masa tumoral con un dimero isoflavonoide de
férmula (la).

En la totalidad de la presente memoria y en las reivindicaciones siguientes, a menos que el contexto
requiera lo contrario, el término "comprenden" y variaciones tales como "comprende" o "que comprende"
se entiende que implican la inclusion de un numero entero o intervalo indicado o grupo de ndmeros
enteros o intervalos, pero no la exclusién de cualquier otro nimero entero o intervalo o grupo de nimeros
enteros o intervalos.

Breve descripcion de las figuras

La fig. 1 muestra el efecto del compuesto 1 sobre la sintesis de PGE, en monocitos humanos
incubados con LPS.

La fig. 2 muestra el efecto del compuesto 2 sobre la sintesis de PGE> en monocitos humanos
incubados con LPS.

La fig. 3 muestra el efecto del compuesto 1 sobre la sintesis de TXB, en monocitos humanos
incubados con LPS.

La fig. 4 muestra el efecto del compuesto 2 sobre la sintesis de TXB, en monocitos humanos
incubados con LPS.

La fig. 5 muestra el efecto del compuesto 1 sobre la sintesis de TNFa en monocitos humanos
incubados con LPS.

La fig. 6 muestra el efecto del compuesto 1 sobre la sintesis de TNFa en monocitos humanos
incubados con LPS.

La fig. 7 muestra la actividad del compuesto 1 en macréfagos murinos (RAW 264.7) estimulados
con LPS.
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La fig. 8 muestra la actividad del compuesto. 21 en macréfagos murinos (RAW 264.7) estimulados
con LPS.

La fig. 9 muestra el efecto del compuesto 2 sobre la contractilidad adrtica inducida por
noradrenalina.

La fig. 10 muestra el efecto sinérgico del compuesto 2 y de la gemcitabina sobre las células HPAC
(pancreaticas). El grafico A ilustra la combinacion de compuesto 2 y gemcitabina, mientras que B y
C muestra la secuencia directa en 24 horas (compuesto 2 en primer lugar) e inversa (gemcitabina
en primer lugar), respectivamente.

La fig. 11 muestra células HT-29 (colorrectales) tratadas secuencialmente con compuesto 2 (a 5 yM
y 10 yM) y nueve concentraciones de gemcitabina diluidas en serie en secuencia tanto directa (A)
como inversa (B).

La fig. 12 muestra el efecto sinérgico del compuesto 2 (a 1 uyM y 2 uM) y del paclitaxel sobre células
HT-29 (colorrectales). El grafico A ilustra la combinacion de compuesto 2 y paclitaxel, mientras que
B y C muestra la secuencia directa en 24 horas (compuesto 2 en primer lugar) e inversa (paclitaxel
en primer lugar), respectivamente.

La fig. 13 muestra el efecto sinérgico del compuesto 2 (a 1 uM y 2 uM) y del paclitaxel sobre células
HCT-15 (colorrectales). El grafico A ilustra la combinacion de compuesto 2 y paclitaxel, mientras
que B y C muestra la secuencia directa en 24 horas (compuesto 2 en primer lugar) e inversa
(paclitaxel en primer lugar), respectivamente.

La fig. 14 muestra el efecto sinérgico del compuesto 2 (a 1 yM y 2 uyM) y del doxirrubicina sobre
células HT-29 (colorrectales). El grafico A ilustra la combinaciéon de compuesto 2 y doxirrubicina,
mientras que B y C muestra la secuencia directa en 24 horas (compuesto 2 en primer lugar) e
inversa (doxirrubicina en primer lugar), respectivamente.

La fig. 15 muestra el efecto sinérgico del compuesto 2 (a 1 yM y 2 uyM) y de la doxirrubicina sobre
las células HT-15 (colorrectales). El grafico A ilustra la combinaciéon de compuesto 2 y doxirrubicina,
mientras que B y C muestra la secuencia directa en 24 horas (compuesto 2 en primer lugar) e
inversa (doxirrubicina en primer lugar), respectivamente.

La fig. 16 muestra el efecto del compuesto 1 (a 10 uM) sobre la inhibicién de la proliferaciéon de las
células T.

La fig. 17 muestra el efecto del compuesto 1 y del compuesto 2 (ambos a 10 pM) sobre la inhibicion
de la proliferacion de las células T tras una preincubacién de 24 horas.

La fig. 18 muestra una comparacién entre el cambio del peso corporal tras la administracion i/p de
compuesto 2 (a 50 mg/kg/dia) o vehiculo.

Descripcion detallada de la invencion

Los presentes inventores han encontrado que una clase de dimeros isoflavonoides de formula general (la)
muestra propieades biolégicas y farmacéuticas sorprendentes e inesperadas.

Los compuestos de férmula (la) de la invencion se cree que presentan perfiles de toxicidad favorables con
células normales y buena biodisponibilidad. Inesperadamente, los compuestos de la invencién muestran
una actividad anticancer significativamente mejor, o por lo menos comparable, a la de los tratamientos
conocidos del cancer.

Los compuestos de féormula (la) son citostaticos y citotdxicos contra un amplio abanico de células de
cancer de origen humano y animal. La expresion "células de cancer" se refiere a células que muestran
caracteristicas malignas y que se distinguen de las células no de cancer por el crecimiento y
comportamiento no regulados que habitualmente resulta en ultima instancia amenazante para la vida a
menos que se trate con éxito.

Las células de cancer que se ha encontrado que son sensibles a compuestos de féormula (la) son de
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origen epitelial (por ejemplo las células de cancer prostatico, ovarico, de cérvix, mamario, de vesicula
biliar, pancreatico, colorrectal, renal y pulmonar de células no pequefias), de origen neural (por ejemplo
células de cancer de glioma) y de origen mesenquimal (por ejemplo las células de cancer de melanoma,
mesotelioma y sarcoma). Resulta altamente inusual e inesperado encontrar un grupo relacionado de
compuestos que muestran una potente citotoxicidad frente a las células de cancer, aunque con menor
toxicidad contra las células no de cancer tales como los fibroblastos derivados de prepucio humano. Dicha
selectividad de las células de cancer es altamente inusual e inesperada.

Ventajosamente, los compuestos de férmula (la) muestran actividad citotoxica contra células de cancer
que han sido bien reconocidas como poco sensibles a los farmacos anticancer estandares. Resulta
altamente inusual e inesperado encontrar una actividad tan potente contra los canceres leucémicos.

La invencién también proporciona la utilizacion de compuestos de formula (la) para tratar pacientes con
cancer mediante la reduccion de la tasa de crecimiento de dichos tumores o mediante la reduccién del
tamarfo de dichos tumores mediante terapia con dichos compuestos solos y/o en combinacion entre los
mismos, y/o en combinacién con otros agentes anticancer y/o en combinacion con radioterapia.

La utilizacion de compuestos de la presente invencion individualmente o en terapia de combinacion tal
como se ha descrito anteriormente puede reducir los efectos secundarios adversos experimentados con
frecuencia por los pacientes al tratarlos con tratamientos anticancer estandares. La utilizacién de
compuestos de la invencion puede implicar que pueden utilizarse dosis inferiores en dicha terapia, lo que
representa un importante avance para los individuos con cancer.

Las moléculas diméricas de la presente invencidon se encuentran estructuralmente relacionadas con los
compuestos isoflavonoides monoméricos y derivados de los mismos. Los términos "isoflavona" o
"isoflavonoide” tal como se utilizan en la presente memoria debe interpretarse ampliamente que incluyen
moléculas anulares de cromano o de benzopirano fusionadas que presentan un grupo fenilo colgante en la
posicion 3 del anillo de pirano. De esta manera, las clases de compuestos generalmente denominadas
isoflavonas, isoflavenos, isoflavanos, isoflavanonas, isoflavanoles y similares se denominan
genéricamente en la presente memoria isoflavonas, derivados de isoflavona o isoflavonoides.

Las moléculas diméricas de la presente invencion comprenden dos enlaces carbono-carbono que unen los
dos mondémeros. Las posiciones 4 en el anillo pirano de ambos monémeros isoflavonoide se unen
mediante union directa a través de un enlace carbono-carbono. El segundo enlace une la posicion 2' del
grupo 3-fenilo colgante de un mondmero con la posicion 3 del anillo pirano del segundo monémero
isoflavonoide. Es decir, los métodos de la presente invencion proporcionan un acceso simple y directo al
sistema de anillos Unico 12a-fenil-nafto[1,2-g]criseno de la Estructura A genérica anteriormente indicada.
Dependiendo del patron de sustitucion del grupo fenilo colgante, también puede hacerse referencia a la
posicion 2' correctamente como posicion 6'.

Las moléculas diméricas mas altamente preferentes de la presente invencién se ilustran mediante la
féormula general (Ib):

(Ib)

R2, Rs, Rs y Rs son, independientemente, hidrogeno, hidroxi, ORg, OC(O)Rg, OSi(R10)3, metilo,
etilo, propilo, isopropilo, sec-butilo, t-butilo, fenilo o bencilo,

Rsy Rz son, independientemente, hidrégeno, hidroxi, ORg, OC(O)Rg 0 OSi(R1o)s,
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Re es hidrégeno, hidroxi, ORg, OC(O)Rg 0 OSi(R10)3,
Ro es metilo, etilo, propilo, isopropilo, sec-butilo, t-butilo o bencilo y
R1o es, independientemente, metilo, etilo o t-butilo,
mas preferentemente presentan los sustituyentes siguientes, en los que:
R2, R3y Rs son, independientemente, hidrégeno, hidroxi, ORg, OC(O)Rg 0 metilo,
Rsy Rz son, independientemente, hidroxi, ORg 0 OC(O)Ry,
Rs es hidrégeno, y
Ro es metilo o bencilo.

Todavia mas preferentemente, R4 es metoxi, Rs y R4 son metoxi, y/o Rg es metilo.

Mas preferentemente, los nuevos compuestos diméricos de férmula | son:

4,9-Dihidroxi-14,15-dimetoxi-12a-(3’,4’-dimetoxifenil)-2,11-dioxa-(1H,12H)-6b,6¢,12a,16b

tetrahidronafto[1,2-g]criseno (1)

4,9-Diacetoxi-14,15-dimetoxi-12a-(3’,4’-dimetoxifenil)-2,11-dioxa-(1H,12H)-6b,6¢c,12a,16b

tetrahidronafto[1,2-g]criseno (1-Ac)

4,9-Dihidroxi-14,15-dimetoxi-12a-(3’,4’-dimetoxifenil)-3,10-dimetil-2,11-dioxa-(1H,12H)

6b,6c,12a,16b-tetrahidronafto[1,2-g]criseno (2)

4,9-Diacetoxi-14,15-dimetoxi-12a-(3’,4’-dimetoxifenil)-3,10-dimetil-2,11-dioxa-(1H,12H)

6b,6¢,12a,16b0]
tetrahidronafto[1,2-g]criseno (2-Ac)

Los compuestos 1y 2 y los derivados acetoxi 1-Ac y 2-Ac de los mismos se ilustran mediante las formulas
estructurales siguientes:

RO O
O OMe

O OMe"
RO O O
OMe
MeO
(1 R=H,
(1-Ac) R=Ac

Me

RO O

e
AT

Me

OMe
MeO
(2) R=H,
(2-Ac) R=Ac

Se prepararon compuestos preferentes adicionales mediante los mismos métodos con materiales de
partida analogos. Los datos eran consistentes con los productos obtenidos. Los compuestos se
denominan de la manera siguiente:

4,9-Dihidroxi-14-metoxi-12a-(4’-metoxifenil)-2,11-dioxa-(1H,12H)-6b,6¢,12a,16b-tetrahidronafto[ 1,2

g]criseno (3),
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4,9-Diacetoxi-14-metoxi-12a-(4’-metoxifenil)-2,11-dioxa-(1H,12H)-6b,6¢,12a,16b-tetrahidronafto[1,2[]
glcriseno (3-Ac),
4,9-Dihidroxi-14-metoxi-12a-(4’-metoxifenil)-3,10-dimetil-2,11-dioxa-(1H,12H)-6b,6¢,12a,16b ]
tetrahidro-nafto[1,2-g]criseno (4),

4,9-Diacetoxi-14-metoxi-12a-(4’-metoxifenil)-3,10-dimetil-2,11-dioxa-(1H,12H)-6b,6c,12a,16b ]
tetrahidro-nafto[1,2-g]criseno (4-Ac),

4,9,14-Trihidroxi-12a-(4’-hidroxifenil)-3,10-dimetil-2,11-dioxa-(1H,12H)-6b,6¢,12a,16b
tetrahidronafto [1,2-g]criseno (5),

4,9,14-Triacetoxi-12a-(4’-acetoxifenil)-3,10-dimetil-2,11-dioxa-(1H,12H)-6b,6¢,12a,16b [’
tetrahidronafto[1,2-g]criseno (5-Ac),

4,9-Dihidroxi-15-metoxi-12a-(3’-metoxifenil)-2,11-dioxa-(1H,12H)-6b,6¢,12a,16b-tetrahidronafto[1,2[]
g]criseno (6),

4,9-Diacetoxi-15-metoxi-12a-(3’-metoxifenil)-2,11-dioxa-(1H,12H)-6b,6¢,12a,16b-tetrahidronafto[ 1,2
g] criseno (6-Ac),

4,9,15-Trihidroxi-12a-(3'-hidroxifenil)-3,10-dimetil-2,11-dioxa-(1H,12H)-6b,6¢c,12a,16b ]
tetrahidronafto[1,2-g]criseno (7),

4,9,15-Triacetoxi-12a-(3’-acetoxifenil)-3,10-dimetil-2,11-dioxa-(1H,12H)-6b,6c,12a,16b [
tetrahidronafto[1,2-g]criseno (7-Ac).

El término "alquilo" se considera que se refiere a grupos alquilo tanto de cadena lineal como de cadena
ramificada, tales como metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, secbutilo, butilo terciario y similares.
El grupo alquilo presente entre 1 y 6 atomos de carbono, mas preferentemente entre 1 y 4 atomos de
carbono, todavia mas preferentemente metilo, etilo, propilo, isopropilo o t-butilo.

El término "arilo" se refiere a fenilo y naftilo.

El término "halo" se considera que incluye fluor, cloro, bromo y yodo, preferentemente fldor, cloro y bromo,
mas preferentemente flior. La referencia a, por ejemplo, "haloalquilo" incluye grupos alquilo
monohalogenados, dihalogenados y hasta perhalogenados. Los grupos haloalquilo preferentes son
trifluorometilo y pentafluoroetilo.

Todos los compuestos de la invencion incluyen sales, tales como sales de adicion de acido, sales
anionicas y sales zwiterionicas, y en particular incluyen sales farmacéuticamente aceptables tal como seria
conocido para el experto en la materia. La expresion "sal farmacéuticamente aceptable" se refiere a un
grupo organico o inorganico que porta una carga y que puede administrarse en asociacion con un agente
farmacéutico, por ejemplo en forma de contra-cation o contra-anion en una sal. Los cationes
farmacéuticamente aceptables son conocidos por el experto en la materia, y entre ellos se incluyen,
aunque sin limitacion, sodio, potasio,

calcio, cinc y amina cuaternaria. Los aniones farmacéuticamente aceptables son conocidos por el experto
en la materia e incluyen, aunque sin limitacién, cloro, acetato, tosilato, citrato, bicarbonato y carbonato.

Entre las sales farmacéuticamente aceptables se incluyen aquéllas formadas a partir de: acido acético,
ascorbico, aspartico, benzoico, bencenosulfénico, citrico, cinamico, etanosulfénico, fumarico, glutamico,
glutarico, gluconico, hidroclérico, hidrobromico, lactico, maleico, malico, metanosulfénico, naftoico,
hidroxinaftoico, naftalenosulfénico, naftalenodisulfénico, naftalenoacrilico, oleico, oxalico, oxaloacético,
fosforico, piravico, p-toluenosulfénico, tartarico, trifluoroacético, trifenilacético, tricarba-alilico, salicilico,
sulfarico, sulfamico, sulfanilico y succinico.

La expresion "derivado farmacéuticamente aceptable” o "profarmaco" se refiere a un derivado del
compuesto activo que, tras la administracion en el receptor, es capaz de proporcionar directa o
indirectamente, el compuesto parental o metabolito, o que muestra actividad por si mismo, e incluye, por
ejemplo, derivados de fosfato y derivados de sulfonato. De esta manera, entre los derivados se incluyen
solvatos, ésteres farmacéuticamente activos, profarmacos o similares. Lo anterior también incluye
derivados con grupos salientes fisioldgicamente escindibles que pueden escindirse in vivo, proporcionando
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los compuestos de la invencion o su grupo activo. Entre los grupos salientes pueden incluirse acilo,
fosfato, sulfato, sulfonato y preferentemente son compuestos sustituidos con mono-aciloxi, di-aciloxi y per(’
aciloxi, en los que uno o mas de los grupos hidroxi colgantes se encuentra protegido por un grupo acilo,
preferentemente un grupo acetilo. Tipicamente, los compuestos sustituidos con aciloxi de la invencién son
facilmente escindibles para formar los compuestos sustituidos con hidroxi correspondientes.

La sintesis de los dimeros isoflavonoide de la presente invencién se inicia convenientemente con
isoflavan-4-oles monoméricos de la férmula general (l1):

Dichos isoflavan-4-oles de partida o derivados de los mismos pueden obtenerse facilmente mediante
procedimientos estandares conocidos de la técnica. Las solicitudes publicadas de patente internacional
WO n° 98/08503, n° 00/49009 y n° 01/17986 (todas de Novogen Research Pty Ltd.) y referencias citadas
en las mismas, las exposiciones de las cuales se incorporan en la presente memoria como referencia,
también proporcionan métodos sintéticos Utiles para la produccidon de isoflavonas, isoflavan-4-oles y
compuestos isoflavonoides relacionados a modo de monémeros de partida. Se ilustra una sintesis general
representativa en el Esquema 1, posteriormente.

Rs
Ry OH Rs
BF3/Et,O R; OH

Rz

R
Rs HO I .:’,{h 2R3 ‘
R o =
(o] - B v R4

+

Reg

R4-CH,S0,ClI
DMF

Ho/Pd-C

EtOH

Esquema 1

Resulta posible el acceso a diversos patrones de sustitucion en torno al anillo benzopirano y al anillo fenilo
colgante de los isoflavan-4-oles mediante la seleccidon de materiales de partida fenoles-Rs-Rg y acido fenil(J
aceético-Rz-R4. Las reacciones de ciclizacion anular pueden llevarse a cabo convenientemente con
reactivos de cloruro de metanosulfonilo Ri-sustituidos, tal como seria conocido por el experto en la
materia. La reaccion de reduccion se lleva a cabo con éxito con Pd-C o Pd-alimina en un solvente
alcohdlico en presencia de hidrégeno. El experto en la materia conocera el hecho de que pueden utilizarse
otros métodos estandares de alquilacion, ciclizacion, hidrogenacién y/o reduccion, segun resulte
apropiado.

Los monémeros isoflavan-4-ol con materiales de partida convenientes para la sintesis de las moléculas
diméricas de la invencion. La dimerizacion que rinde los derivados nafto[1,2-g]criseno se lleva a cabo
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convenientemente en presencia de un reactivo de acoplamiento/deshidrataciéon. Se ilustra una sintesis
general representativa en el Esquema 2, posteriormente.

P20s

DCM, -78°C

Esquema 2

Sin pretender limitarse a ninguna teoria en particular, se sugiere que la reacciéon se produce mediante la
formacién de una olefina rica en electrones (isoflav-3-eno) que desactiva un carbocatiéon estabilizado de
tipo bencilico en la posicion 4 del anillo cromano en el segundo monémero. Se cree que la reorganizacion
estimula un segundo carbocatién en la posicion 3 de dicho segundo anillo de cromano, que seguidamente
resulta desactivado por la posicién 2' (6 6') del grupo fenilo colgante rico en electrones. A continuacion, la
reorganizacion adicional proporciona los compuestos isoflavonoides diméricos resultantes de la invencién.
El grupo fenilo rico en electrones preferentemente es un grupo fenilo 4 & 2-sustituido, 2,4 6 3,40
disustituido, 6 2,3,4 6 3,4,5-trisustituido que presenta uno o mas grupos donadores de electrones. Los
compuestos 3,4-disustituidos ricos en electrones resultan mas preferentes.

En una realizacion preferente, el agente de acoplamiento de eleccion es pentadxido de fésforo, aunque el
experto en la materia comprendera que pueden utilizarse otros métodos y reactivos segun resulte
apropiado. Entre dichos métodos sintéticos adecuados alternativos se incluyen el acoplamiento mediante
alquilacion de Friedl-Crafts de dos isoflavonoides. Se obtienen condiciones de reaccion de Friedel-Crafts
tipicas con reactivos tales como cloruro de aluminio, trifluoruro de boro o catalizadores acidos de Lewis
similares. La reaccién de acoplamiento no se encuentra limitada a condiciones de tipo Friedel-Crafts, sino
que puede incluir otras condiciones de reaccién que pueden generar una especie de "carbocation" tales
como la conversion de un alcohol secundario en un éster fosfinico o grupo saliente facil similar. También
pueden utilizarse condiciones de reaccién de acoplamiento oxidantes, tales como perdxido de hidrégeno,
permanganato diluido, pentadxido de fosforo, tal como se ha indicado anteriormente, u otros compuestos
oxidantes, en la sintesis de las moléculas diméricas de la invencion.

Las reacciones de dimerizacion pueden llevarse a cabo entre temperaturas muy bajas y la temperatura
ambiente; sin embargo, se observa generalmente que las temperaturas de reaccién inferior conducen a
rendimientos mejores y a mezclas de reaccién mas limpias. Las reacciones convenientemente se llevan a
cabo a -78°C con bafios de acetona/hielo seco.

Los solventes adecuados para la utilizacién en los métodos de la invencion preferentemente deberian ser
liquidos a temperatura muy baja, y entre ellos se incluyen los solventes clorados inferiores, THF y
acetonitrilo. El solvente de eleccién es el diclorometano. Se ha encontrado que resulta preferente una
elevada proporcion de sustrato a solvente, y la proporcion DCM:sustrato 6ptima es de aproximadamente
4:1 para las reacciones de deshidratacion/ciclizacion bimoleculares favorecidas.

Puede utilizarse la proteccidon y desproteccidon quimicas de grupos funcionales, los sintones y otras
técnicas conocidas por el experto en la materia, en donde resulte apropiado, para ayudar en la sintesis de
los compuestos de la presente invencion, y los materiales de partida de los mismos.

La proteccion de grupos funcionales en los compuestos y derivados de la presente invencion puede
llevarse a cabo mediante métodos bien establecidos de la técnica, por ejemplo tal como se describe en
T.W. Greene, Protective Groups in Organic Synthesis, John Wiley & Sons, New York, 1981.

Entre los grupos protectores de hidroxilo se incluyen, aunque sin limitacién, los ésteres de &cido
carboxilico, por ejemplo los ésteres de acetato, ésteres de arilo tales como benzoato, acetales/cetales
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tales como acetonido y bencilideno, éteres tales como éter o-bencilico y éter p-metoxi-bencilico, éter
tetrahidropiranilico y éteres sililicos tales como éter t-butildimetil-sililico.

Los grupos protectores pueden eliminarse mediante, por ejemplo, hidrdlisis o reduccién catalizadas por
acido o basa, por ejemplo la hidrogenacion. Los éteres sililicos pueden requerir que se escinda el fluoruro
de hidroégeno o el fluoruro de tetrabutilamonio. La desmetilacion de los grupos metoxi proporciona acceso
a compuestos hidroxi-sustituidos.

Los mondémeros isoflavan-4-ol de partida preferentes se cree que requieren sustituyentes ricos en
electrones en el grupo 3-fenilo del isoflavonoide para la formacion facil de los dimeros de 2 enlaces de
carbono de la presente invencién. Por ejemplo, se encuentra que resultan particularmente preferentes los
derivados 3-fenilo hidroxi-polisustituidos (hidroxi opcionalmente protegido) y alcoxi-polisustituidos.

Los presentes inventores inesperadamente han encontrado que las moléculas diméricas de la presente
invenciéon forman una familia de nuevos compuestos sustancialmente prometedores en el campo
farmacéutico paa el tratamiento y prevencion de un abanico de importantes enfermedades humanas,
incluyendo canceres, trastornos inflamatorios, trastornos autoinmunoldgicos, trastornos cardiovasculares y
trastornos asociados a la activacion de los receptores de estrégeno.

En particular, los compuestos diméricos de la presente invencién a través de su potente capacidad para
inhibir la proliferacién de las células de cancer y de inducir la apoptosis muestran utilidad en la prevencién
y tratamiento de canceres, un término que cualquier experto en la materia entenderia que comprende el
crecimiento aberrante de naturaleza tanto benigna como maligna de cualquiera o todos los tejidos
corporales, de tipos epitelial, mesenquimial y neural. Lo anterior incluye, aunque sin limitacion,
carcinomas, adenocarcinomas, sarcomas, blastomas, adenomas, linfomas, leucemias y gliomas.

En particular, los compuestos diméricos de la presente invencion, a través de su potente capacidad para
actuar como agonistas del h-ERB, son capaces de proporcionar soporte estrogénico, en particular a
mujeres de edad perimenopausica y menopausica, y de prevenir y tratar problemas identificados
generalmente como representativos de la retirada aguda de los estrégenos esteroideos, tales como
sintomas vasomotores (sofocos y sudores nocturnos) y sintomas emocionales (ansiedad, depresion,
cambios de humor), problemas identificados generalmente como representativos de la retirada subaguda
de estrogenos esteroideos tales como la incontinencia urinaria y el prolapso de vejiga, y problemas
identificados generalmente como representativos de la retirada cronica de estrégenos esteroideos tales
como la osteopenia y la osteoporosis y la disfuncién cognitiva.

En particular, los compuestos diméricos de la presente invenciéon a través de su potente capacidad de
actuar como antagonistas de h-ERa son capaces de prevenir o de tratar condiciones en mujeres
premenopausicas generalmente consideradas como asociadas a una estimulacion excesiva de los
receptores de h-ERa y que conducen a condiciones tales como la mastalgia ciclica, la endometriosis, la
hiperplasia endometrial, los fibroides uterinos, la enfermedad ovarica poliquistica y el sindrome
premenstrual.

En particular, los compuestos diméricos de la presente invencion a través de su potente capacidad de
inducir vasodilatacion y de reducir el vasoespasmo, resultan de utilidad en el tratamiento y la prevencion
de trastornos identificados generalmente como asociados a la vasopresion, causal o indirectamente, y que
comprende, aunque sin limitacion, la hipertension y la cefalea migrafosa.

En particular, los compuestos diméricos de la presente invenciéon a través de su potente capacidad de
inhibir procesos inflamatorios y de moderar procesos inmunoldgicos, resultan de utilidad en la prevencién y
tratamiento de trastornos identificados generalmente como asociados a la inflamacién excesiva o a una
funcién inmunolégica disfuncional, comprendiendo, aunque sin limitaciéon, condiciones inflamatorias del
tracto gastrointestinal, incluyendo las enfermedades intestinales inflamatorias (entre ellas la colitis ulcerosa
y la enfermedad de Crohn), la colangitis esclerosante, los trastornos inflamatorios de las membranas
sinoviales, incluyendo la artritis reumatoide, las condiciones inflamatorias del sistema respiratorio,
incluyendo el asma, asi como las enfermedades autoinmunoldgicas, entre ellas la glomerulonefritis. Los
compuestos de la invencidon también resultan Gtiles en el tratamiento del dolor asociado a inflamacion.
Resulta importante que los compuestos son cardioprotectores y/o protectores intestinales, lo que se cree
se debe a su accién como inhibidores selectivos de la sintesis del tromboxano.

En particular, los compuestos diméricos de la presente invencién a través de su potente capacidad de
inhibir la androgénesis resultan de utilidad en la prevencion y tratamiento de condiciones generalmente
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identificadas como asociadas (causal o indirectamente) a la funcién aberrante de los andrégenos y entre
ella se incluye, aunque sin limitacion, la calvicie de patrén masculino (alopecia hereditaria) y el adenoma
prostatico.

Los compuestos diméricos isoflavanoides de la invencion también resultan inesperadamente activos en el
incremento de la sensibilidad de las células de cancer a un amplio abanico de tratamientos anticancer
(incluyendo agentes quimioterapéuticos y terapia de radiacién) con modos de accién ampliamente
diferentes. También se ha encontrado que los compuestos de la invencién restituyen la sensibilidad a
aquellos mismos agentes en células que han adquirido resistencia a dichos agentes y métodos de
tratamiento.

En una realizacion preferente, el paciente de cancer se pretrata con un compuesto de formula (la)
previamente a la radioterapia o tratamiento con un segundo agente quimioterapéutico. Sin embargo, se
contempla que pueda utilizarse cualquier secuencia para la administracién de un compuesto de férmula
(la) y la radioterapia o la administracion del segundo agente quimioterapéutico o ambos.

En una realizacion adicional, el compuesto de féormula (la) se administra tras observar resistencia,
inherente o adquirida, a la radioterapia en un paciente con cancer.

En una realizacion adicional, el compuesto de férmula (la) se administra tras observar resistencia,
inherente o adquirida, al agente quimioterapéutico en un paciente con cancer.

Segun otro aspecto se proporciona una terapia de combinacion que comprende administrar en un sujeto
sometido a radioterapia, o que proximamente sera sometido a radioterapia, una cantidad terapéuticamente
efectiva de un compuesto de formula (la). La administracion puede ser secuencial o simultanea o tras el
desarrollo de radiorresistencia en el sujeto.

Segun otro aspecto se proporciona una terapia de combinacion que comprende administrar en un sujeto
una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de férmula (la) y un agente quimioterapéutico.
La administracion puede ser secuencial o simultanea o tras el desarrollo de quimiorresistencia en el sujeto.

En una realizacion preferente, la condicién bajo tratamiento preferentemente es cancer que manifiesta
caracteristicas malignas pero que puede incorporar estadios mas tempranos de cancer tales como
lesiones premalignas (por ejemplo atipia, displasia, neoplasia intraepitelial) y canceres benignos.

Las expresiones "radioterapia” o "terapia de radiacion" se considera ampliamente que incluye métodos de
tratamiento o terapia con particulas y/o ondas energéticas que afectan a las células cancerosas, tumores o
mecanismos relacionados, y procesos biolégicos. En particular, la radiacion es una onda o particula de
alta energia tal como un rayo X, electron, rayo gamma o proton utilizado en radioterapia. Mas
preferentemente, la onda o particula es un rayo X.

La expresion "agente quimioterapéutico” se considera ampliamente que incluye todos los farmacos,
compuestos quimicos, compuestos, composiciones, agentes, farmacos, polimeros, péptidos, proteinas y
similares que afectan a las células cancerosas, tumores o mecanismos relacionados, y procesos
bioldgicos.

Los isoflavonoides diméricos de la invencion representan una prometedora clase nueva de farmacos
quimioterapéuticos en la prevencion y tratamiento del cancer. La base exacta de la accién farmacolégica
de dichos compuestos no se conoce por completo, pero el resultado es la citostasis y la citotoxicidad.
Resulta de considerable interés en esta familia de compuestos el hecho de que muestren una amplia
actividad contra los canceres humanos y animales, y que son altamente selectivos para las células de
cancer.

Se ha demostrado que los isoflavonoides diméricos son potentes agentes anticancer y que
inesperadamente actuan sinérgicamente con quimioterapéuticos tales como el cisplatino y la gemcitabina,
aunque estos dos farmacos quimiotoxicos estandares presentan efectos anticancer bastante diferentes
dentro de la célula.

Mas inesperadamente, los presentes inventores han encontrado que las isoflavonas o derivados

incrementan o restituyen la sensibilidad de las células cancerosas y tumores a los efectos de la terapia de
radiacion.
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Los regimenes de tratamiento pueden incluir un Unico tratamiento o un curso de tratamientos,
denominados fracciones, durante varias semanas. El tratamiento fraccionado tipicamente se proporciona
una vez al dia, por ejemplo de lunes a viernes con descansos intermitentes tales como los fines de
semana para ayudar a las células normales a recuperarse. El regimen de tratamiento actual depende en
gran medida del tipo de cancer que debe tratarse y del tipo de radioterapia que debe utilizarse. El experto
en la materia podra determinar mejor el regimen mas adecuado para cada individuo considerando diversos
factores, incluyendo la salud del paciente, la progresién de la enfermedad y el tipo de cancer.

En una realizacién preferente, las isoflavonas o derivados de las mismas se administran antes de la
radioterapia. El efecto del pretratamiento es sensibilizar las células cancerosas o tumores a los efectos de
la radiacion. El pretratamiento de isoflavonoide debe iniciarse bien antes y/o durante la radioterapia con el
fin de presentar un efecto sobre la capacidad de las células diana de resistir la radiacion. En una
realizacion preferente mas amplia, el pretratamiento se lleva a cabo durante un tiempo y duracién
suficientes para poner en contacto las células cancerosas o tumor con el isoflavonoide administrado. Este
tiempo tipicamente puede ser 7 dias 6 14 dias, o hasta 30 dias. En otra realizacion preferente, el
tratamiento de isoflavonoide se realiza 6 dias antes de la radioterapia, 6 5 dias, ¢ 3 dias 6 2 dias 6 1 dia
antes.

En otras circunstancias puede resultar beneficioso administrar los isoflavonoides el dia de la radioterapia,
que todavia puede presentar el efecto de contribuir a la muerte celular mediante la eliminacion de los
bloqueantes de la apoptosis o el incremento de la tasa de degradacion.

En el caso de que el tratamiento incluya el tratamiento fraccionado, la administracion del isoflavonoide
puede realizarse en los tiempos indicados antes del primer tratamiento o con solo una parte antes de cada
tratamiento de radiacion.

En otra realizacion preferente se encuentra que la administracion de los isoflavonoides puede restituir o
por lo menos tratar problemas de sensibilidad que pueden producirse tras el tratamiento de radiacion. A
este respecto, en otra realizacion preferente, la administracion de los isoflavonoides se realiza después del
tratamiento de radiacion.

Los agentes quimioterapéuticos se clasifican generalmente como agentes de interaccién con el ADN,
antimetabolitos, agentes interactivos con la tubulina, agentes hormonales y otros agentes, tales como la
asparaginasa y la hidroxiurea. Cada uno de los grupos de agentes quimioterapéuticos puede clasificarse
adicionalmente segun el tipo de actividad o compuesto. Los agentes quimioterapéuticos utilizados en
combinacion con el compuesto isoflavonoide de féormula (la) de la presente invencién, o sales del mismo
de la presente invencion, pueden seleccionarse de entre cualquiera de estos grupos, aunque no se
encuentran limitados a ellos. Para un comentario detallado de los agentes quimioterapéuticos y su método
de administracion, ver Dorr et al., Cancer Chemotherapy Handbook, 2a edicién, paginas 15 a 34, Appleton
y Lang (Connecticut, 1994), incorporado en la presente memoria como referencia.

Entre los agentes de interaccion con el ADN se incluyen agentes alquilantes, por ejemplo cisplatino,
ciclofosfamida, altretamina, agentes de rotura de la cadena de ADN tales como la bleomicina; inhibidores
intercalantes de la topoisomerasa Il, por ejemplo dactinomicina y doxorrubicina, inhibidores no
intercalantes de la topoisomerasa Il tales como etopdsido y tenipdsido; y el ligante del surco menor del
ADN plicamidina,

por ejemplo.

Los agentes alquilantes forman compuestos quimicos covalentes con ADN, ARN o moléculas de proteina
de la célula, o con aminoacidos, glutation o compuestos quimicos similares, de menor tamafo.
Generalmente, los agentes alquilantes reaccionan con un atomo nucleofilico en un constituyente celular,
tal como un grupo amino, carboxilo, fosfato o sulfhidrilo en acidos nucleicos, proteinas, aminoacidos o en
el glutatién. ElI mecanismo y el papel de estos agentes alquilantes en la terapia de cancer no se entiende
por completo.

Entre los agentes alquilantes tipicos se incluyen, aunque sin limitacién, mostrazas nitrogenadas tales
como clorambucilo, ciclofosfamida, isofamida, mecloretamina, melfalan, mostaza uracilo; aziridina tal como
tiotepa; ésteres de metanosulfonato tales como el busulfan; nitrosoureas tales como carmustina,
lomustina, estreptozocina; complejos del platino tales como cisplatino, carboplatino; alquilador biorreductor
tal como mitomicina y procarbazina, dacarbazina y altretamina.

Entre los agentes de rotura del ADN se incluyen, por ejemplo, la bleomicina.
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Entre los inhibidores de la ADN topoisomerasa Il se incluyen los intercalantes siguientes, tales como
amsacrina, dactinomicina, daunorrubicina, doxorrubicina (adriamicina), idarrubicina y mitoxantrona; no
intercalantes, tales como etopdsido y tenipésido, por ejemplo.

Un ligante de surco menor del ADN es la plicamicina, por ejemplo.

Los antimetabolitos interfieren con la produccidon de los acidos nucleicos mediante dos mecanismos
principales. Determinados farmacos inhiben la produccion de desoxirribonucledsidos trifosfato que son los
precursores inmediatos de la sintesis de ADN, inhibiendo de esta manera la replicacion del ADN. Algunos
de los compuestos son analogos de purinas o pirimidinas y se incorporan en rutas anabolicas de
nucledtidos. A continuacién se sustituyen dichos analogos en ADN o ARN en lugar de sus contrapartidas
normales.

Entre los antimetabolitos que resultan utiles en la presente invencién se incluyen, aunque sin limitacion,
antagonistas del folato tales como metotrexato y trimetrexato; antagonistas de pirimidina tales como
fluorouracilo, fluorodesoxiuridina, CB3717, azacitidina, citarabina y floxuridina; entre los antagonistas de
purina se incluyen mercaptopurina, 6-tioguanina, fludarabina, pentostatina y entre los inhibidores de la
ribonucledtido reductasa se incluyen la hidroxiurea.

Los agentes de interaccién con la tubulina actian mediante la unién a sitios especificos de la tubulina, una
proteina que se polimeriza formando microtibulos celulares. Los microtubulos son unidades celulares
estructurales criticas. Al unirse a la proteina los agentes de interaccion, la célula no puede formar
microtubulos. Entre los agentes de interacciéon con la tubulina se incluyen vincristina y vinblastina, ambos
alcaloides, y el paclitaxel (Taxol), por ejemplo.

Los agentes hormonales también resultan atiles en el tratamiento de cénceres y tumores. Se utilizan en
tumores susceptibles hormonalmente y habitualmente se derivan a partir de fuentes naturales. Entre los
agentes hormonales se incluyen, aunque sin limitacién, estrégenos, estrogenos conjugados y etinil(l
estradiol y dietilestilbesterol, clortrianisén e idenestrol; progestinas tales como caproato de
hidroxiprogesterona, medroxiprogesterona y megestrol, y androgenos tales como testosterona, propionato
de testosterona, fluoximesterona y metiltestosterona.

Los corticoesteroides adrenales se derivan a partir de cortisol adrenal natural o hidrocortisona. Se utilizan
debido a sus beneficios antiinflamatorios, asi como debido a la capacidad de algunos de inhibir las
divisiones mitéticas y de detener la sintesis del ADN. Entre estos compuestos se incluyen, aunque sin
limitacion, prednisona, dexametasona, metilprednisolona y prednisolona.

Los agentes hormonales de liberacién de hormona luteinizante o los antagonistas de hormona liberadora
de gonadotropina se utilizan principalmente en el tratamiento del cancer prostatico. Entre ellos se incluyen
el acetato de leuprdlido y el acetato de goserelina. Impiden la biosintesis de los esteroides en los
testiculos.

Entre los antigenos antihormonales se incluyen, por ejemplo, agentes antiestrogénicos tales como
tamoxifeno, agentes antiandrégeno tales como flutamida, y agentes antiadrenales tales como mitotano y
aminoglutetimida.

Entre los agentes adicionales se incluyen los siguientes: la hidroxiurea aparentemente actia
principalmente mediante la inhibicién del enzima ribonucleétido reductasa, y la asparaginasa es un enzima
que convierte la asparagina en acido aspartico no funcional y de esta manera bloque la sintesis de
proteinas en el tumor.

Los agentes quimioterapéuticos preferentes son cisplatino, carboplatino, taxol (paclitaxel), fluorouracilo,
fluxuridina, ciclofosfamida, ifosfamida, hexametilmelamina, estramustina, mitomicina y docetaxel. La
cantidad de uno o mas compuestos de formula (la) que resulta necesaria en un tratamiento terapéutico
segun la invencidon dependera de varios factores, entre ellos la aplicacion especifica, la naturaleza del
compuesto particular utilizado, la condicion bajo tratamiento, el modo de administracién y la condicion del
paciente. Los compuestos de férmula (la) pueden administrarse de un modo y en una cantidad tales como
los utilizados convencionalmente (ver, por ejemplo, Goodman y Gilman, The Pharmacological Basis of
Therapeutics, 1299 (7a edicién, 1985)). La dosis especifica utilizada dependera de la condicion bajo
tratamiento, del estado del sujeto, de la via de administracién y de otros factores bien conocidos, tal como
se ha indicado anteriormente. En general, una dosis diaria por paciente puede encontrarse comprendida
en el intervalo de 0,1 mg a 2 g; tipicamente de 0,5 mg a 1 g; preferentemente de 20 a 200 mg.

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2360 130 T3

La produccion de composiciones farmacéuticas para el tratamiento de las indicaciones terapéuticas
indicadas en la presente memoria tipicamente implica la preparaciéon de una mezcla de los compuestos de
la invencién (convenientemente denominados en lo sucesivo "compuestos activos") con uno o mas
portadores y/o excipientes farmacéutica o veterinariamente aceptables, tal como es bien conocido de la
técnica.

El portador debe ser, evidentemente, aceptable en el sentido de ser compatible con cualquier otro
ingrediente en la formulacién y no debe resultar perjudicial para el sujeto. El portador o excipiente peude
ser un sdlido o un liquido, o ambos, y preferentemente se formula con el compuesto en forma de una dosis
unitaria, por ejemplo una tableta, que puede contener entre 0,5% y 59% en peso del compuesto activo, o
hasta 100% en peso del compuesto activo. Puede incorporarse uno o mas compuestos activos en las
formulaciones de la invencion, que pueden prepararse mediante cualquiera de las bien conocidas técnicas
farmacéuticas, que consisten esencialmente en la mezcla de los componentes, opcionalmente incluyendo
uno o mas ingredientes accesorios.

Entre las formulaciones de la invencion se incluyen aquéllas adecuadas para la administracién oral, rectal,
optica, bucal (por ejemplo sublingual), parenteral (por ejemplo subcutanea, intramuscular, intradérmica o
intravenosa) y transdérmica, aunque la via mas adecuada en cualquier caso dado dependera de la
naturaleza y gravedad de la condicion bajo tratamiento y de la naturaleza del compuesto activo particular
que se esta utilizando.

La formulacién que resulta adecuada para la administracién oral puede presentarse en unidades discretas,
tales como capsulas, sobres, pastillas o tabletas, conteniendo cada una, una cantidad predeterminada del
compuesto activo; en forma de unos polvos o granulos; en forma de una solucién o de una suspension en
un liquido acuoso o no acuoso; o en forma de una emulsion de aceite en agua o de agua en aceite. Dichas
formulaciones pueden prepararse mediante cualquier método farmacéutico adecuado que incluya la etapa
de asociar el compuesto activo y un portador adecuado (que puede contener uno o mas ingredientes
accesorios tal como se ha indicado anteriormente). En general, las formulaciones de la invencion se
preparan mezclando uniforme e intimamente el compuesto activo con un portador liquido o sodlido
finamente dividido, o ambos, y después, en caso necesario, conformando la mezcla resultante de manera
que forme una dosis unitaria. Por ejemplo, puede prepararse una tableta mediante la compresion o moldeo
de unos polvos o granulos que contengan el compuesto activo, opcionalmente con uno o mas ingredientes
accesorios. Pueden prepararse tabletas comprimidas mediante la compresion, en una maquina adecuada,
del compuesto de flujo libre, tal como unos polvos o granulos opcionalmente mezclados con un ligante,
lubricante, diluyente inerte y/o uno o mas agentes activos en superficie/dispersantes. Pueden prepararse
tabletas moldeadas mediante moldeo, en un aparato adecuado, el compuesto en polvo humectado con un
ligante liquido inerte.

Entre las formulaciones adecuadas para la administracion bucal (sublingual) se incluyen pildoras que
comprenden el compuesto activo en una base saborizada, habitualmente sacarosa y acacia o tragacanto,
y pastillas que comprenden el compuesto en una base inerte tal como gelatina y glicerina o sacarosa y
acacia.

Las composiciones de la presente invencion que resultan adecuadas para la administracion parenteral
comprenden convenientemente preparaciones acuosas estériles de los compuestos activos, las cuales
preferentemente son isotdnicas con la sangre del receptor al que estan destinadas. Dichas preparaciones
preferentemente se administran por via intravenosa, aunque la administracion también puede llevarse a
cabo mediante inyeccién subcutanea, intramuscular o intradérmica. Dichas preparaciones pueden
prepararse convenientemente mezclando el compuesto con agua o un tampén de glicina y convirtiendo la
solucion resultante en estéril e isotdnica con la sangre. Las formulaciones inyectables segun la invencion
generalmente contienen entre 0,1% y 60% p/v del compuesto activo y se administran a un caudal de 0,1
ml/minuto/kg.

Las formulaciones adecuadas para la administracion rectal preferentemente se presentan en forma de
supositorios de dosis unitaria. Pueden prepararse mediante la mezcla del compuesto activo con uno o mas
portadores solidos convencionales, por ejemplo manteca de cacao, y después conformando la mezcla
resultante.

Las formulaciones o composiciones adecuadas para la administracién topica en la piel preferentemente se

presentan en la forma de una pomada, crema, locién, pasta, gel, spray, aerosol o aceite. Entre los
portadores que pueden utilizarse se incluyen vaselina, lanolina, polietilenglicoles, alcoholes y una
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combinacion de dos o mas de los mismos. El compuesto activo se encuentra generalmente presente a una
concentracion de entre 0,1% y 0,5% p/p, por ejemplo entre 0,5% y 2% p/p. Entre los ejemplos de dichas
composiciones se incluyen las cremas cosméticas para la piel.

Las formulaciones adecuadas para la administraciéon transdérmica pueden presentarse en forma de
parches discretos adaptados para permanecer en contacto intimo con la epidermis del receptor durante un
periodo de tiempo prolongado. Dichos parches convenientemente contienen el compuesto activo en forma
de una solucién acuosa opcionalmente tamponada de una concentracion de, por ejemplo, entre 0,1y 0,2
M con respecto a dicho compuesto activo.

Las formulaciones adecuadas para la administracion transdérmica también pueden administrarse
mediante iontoforesis y tipicamente se presentan en forma de una solucién acuosa opcionalmente
tamponada del compuesto activo. Las formulaciones adecuadas comprenden tampén citrato o Bis/Tris (pH
6) o etanol/agua y contienen entre 0,1 y 0,2 M de ingrediente activo.

Las formulaciones adecuadas para la inhalacion pueden administrarse en forma de una composicién de
spray en forma de una solucion, suspensiéon o emulsiéon. La composicion de spray para inhalacién puede
comprender ademas un propelente farmacéuticamente aceptable tal como diéxido de carbono u éxido
nitroso. Las composiciones de la invencion también pueden administrarse en un ser humano en una forma
de suplemento dietético. Pueden prepararse suplementos dietéticos que incorporan los principios activos
mediante la adicion de la composicion a un alimento durante el procedimiento de preparacion del alimento,
tal como mediante la adicion, mezcla, recubrimiento, combinacién o de otro modo, a un producto
alimenticio. Puede utilizarse cualquier alimento, incluyendo, aunque sin limitarse a ellos, carnes tales como
carnes picadas, carnes emulsionadas y carnes marinadas; bebidas tales como bebidas nutricionales,
bebidas deportivas, bebidas enriquecidas en proteinas, zumos, leche, sucedaneos lacteos, y bebidas para
la pérdida de peso; quesos tales como quesos duros y blandos, queso crema y queso Cottage; postres
congelados tales como helado, leche helada, postres congelados bajos en grasas y postres congelados no
lacteos; yogures; sopas; pudins; productos de panaderia; alifios para ensalada; y salsas para mojar y
untables tales como mayonesa, margarina, mantequilla, sucedaneos de mantequilla, y otras salsas
untables que contienen grasas. La composicion se afiade al alimento en una cantidad seleccionada para
que administre una dosis deseada de la composicion en el consumidor del alimento. Las formulaciones
alimentarias que contienen compuestos de la invencion pueden prepararse facilmente segun practicas
estandares.

Los métodos terapéuticos, usos y composiciones pueden estar destinados a la administracion en seres
humanos o animales, tales como animales de compafiia y domésticos (por ejemplo perros y gatos), aves
(por ejemplo pollos, pavos, patos), animales de ganado (por ejemplo vacas, ovejas, cerdos y cabras) y
similares.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "tratamiento” debe considerarse en su contexto mas
amplio. El término no implica necesariamente que un animal se encuentra bajo tratamiento hasta su
recuperacion total. De acuerdo con lo anterior, el término "tratamiento" incluye la mejora de los sintomas o
severidad de una condicion particular, o la prevencion o de otro modo la reduccién del riesgo de
desarrollar una condicion particular.

La expresién "portador, excipiente, auxiliar y/o diluyente farmacéuticamente aceptable” tal como se utiliza
en la presente memoria debe considerarse que incluye cualquier portador, excipiente, auxiliar o diluyente
que se considere Uutil para preparar una composiciéon farmacéutica. Dichos portadores, excipientes,
auxiliares o diluyentes generalmente son seguros, no téxicos y no son indeseables ni biolégicamente ni de
otro modo. El término también incluye portadores, excipientes, auxiliares o diluyentes que resultan
aceptables para la utilizaciéon veterinaria, asi como para la utilizacién farmacéutica humana. Tal como se
utiiza en la presente memoria, la expresion "portadores, excipientes, auxiliares y/o diluyentes
farmacéuticamente aceptables” incluye una o mas de una de dichas sustancias.

El compuesto activo o profarmacos derivados farmacéuticamente aceptables o sales de los mismos
también pueden coadministrarse con otros materiales activos que no perjudiquen la accién deseada, o con
materiales que suplementen la accién deseada, tales como antibidticos, antifungicos, antiinflamatorios o
compuestos antiviricos. El agente activo puede comprender dos o mas isoflavonas o derivados de las
mismas en combinacion o en una mezcla sinérgica. Los compuestos activos también pueden
administrarse con agentes reductores de los lipidos, tales como probucol y acido nicotinico; inhibidores de
la agregacion plaquetaria tales como la aspirina; agentes antitrombéticos tales como coumadina;
bloqueantes de los canales del calcio tales como verapamil, diltiazem y nifedipina; inhibidores del enzima
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conversor de la angiotensina (ACE) tales como captopril y enalapril y B-bloqueantes tales como
propanolol, terbutalol y labetalol. Los compuestos también pueden administrarse en combinacién con
antiinflamatorios no esteroideos tales como ibuprofeno, indometacina, aspirina, fenoprofeno, acido
mefenamico, acido flufenamico y sulindac. Los compuestos también pueden administrarse con
corticoesteroides o un antiemético tal como zofran.

Los compuestos de férmula (la) aparentemente resultan particularmente adecuados para la
coadministracion con otros farmacos anticancer tales como gemcitabina, doxorrubicina, cisplatino,
paclitaxol y/o deshidroequol (DHE). Lo anterior puede resultar en efectos mejorados en el tratamiento en
comparacion con la utilizacién de unicamente uno de los medicamentos.

La coadministracion puede ser simultdnea o secuencial. La administracion simultdnea puede llevarse a
cabo con los compuestos en la misma dosis unitaria o en dosis unitarias individuales y discretas
administradas simultdneamente o en tiempos similares. La administracion secuencial puede realizarse en
cualquier orden segun resulte necesario, y tipicamente requerira que el efecto fisioldgico del primer agente
activo o agente activo inicial no haya desaparecido al administrar el segundo o posterior agente activo,
especialmente en el caso de que se desee un efecto acumulativo o sinérgico.

La invencion se describe adicionalmente haciendo referencia a los ejemplos no limitativos siguientes.

Reacciones de condensacién

Ejemplo 1.1

" Me
e
HO oy HO OMe HO Q S
e —
w e
OMe

Se secaron 2-metil-resorcinol (62,2 g) y acido 3,4-metoxifenil-acético (92,3 g) sobre P,Os durante 4 dias.
Se afadié dietil-eterato de trifluoruro de boro (350 ml) a los sélidos en un matraz de fondo redondo y la
mezcla se agité bajo nitrégeno con calentamiento a 100°C durante 100 minutos. La solucién se enfrié
hasta la temperatura ambiente durante 2 horas y el precipitado resultante se recogi6é y se lavd con un
exceso de agua, proporcionando 1-(2,4-dihidroxi-3-metilfenil)-2-(3,4-dimetoxifenil)-etanona en forma de un
solido marrén (93 g, 65%).

Ejemplo 1.2

- oy HO OMe HO OH
\©/ + \g/\@[ —* OMe
OMe O
° OMe

De un modo similar al Ejemplo 1.1, anteriormente, se secaron resorcinol y acido 3,4-metoxifenil-acético y
se hicieron reaccionar en presencia de dietil-eterato de trifluoruro de boro, proporcionando 1-(2,40
dihidroxifenil)-2-(3,4-dimetoxifenil)etanona. Otros productos de condensacion son obtenibles mediante la
utilizacion de los compuestos precursores apropiadamente sustituidos.
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Reacciones de ciclizacién

Ejemplo 2.1

HO OH
O OMe
r

Se sometid 1-(2,4-dihidroxi-3-metil-fenil)-2-(3,4-dimetoxi-fenil)-etanona (92,9 g) disuelta en DMF (140 ml,
secados sobre MgSO, durante 15 minutos) a atmdsfera de nitrégeno. Se afadié dietil-eterato de trifluoruro
de boro destilado (140 ml) durante 40 minutos a la solucién bajo agitacién a temperatura ambiente. Se
afadié una solucién de cloruro de metanosulfonilo (75 ml) en DMF (190 ml) a una temperatura de entre
52°C y 55°C durante 20 minutos durante los cuales la mezcla de reaccién adquirié un color amarillo. La
reaccion se calenté bajo reflujo durante 80 minutos y se realizé un seguimiento mediante HPLC, después
de lo cual se dejo que se enfriase hasta la temperatura ambiente.

OMe

La solucién marréon oscuro se vertid en agua fria agitada vigorosamente (3 porciones de 1.250 ml).
Durante la noche (bajo agitacion continua) precipitd el sélido amarillo. Se lavo el sélido con agua y se
recogié mediante filtracion. Se seco el solido, rindiendo 3-(3,4-dimetoxi-fenil)-7-hidroxi-8-metil-cromen-4(]
ona en forma de un sélido amarillo (94,8 g, 99%).

Ejemplo 2.2

HO OH
O O OMe
© OMe

De una manera similar a la del Ejemplo 2.1, anteriormente, a 1-(2,4-dihidroxifenil)-2-(3,4-dimetoxifenil) (]
etanona disuelta en DMF se afadié dietil-eterato de trifluoruro de boro seguido de cloruro de
metanosulfonilo en DMF. La adicion de agua a la mezcla de reaccién proporcioné 3-(3,4-dimetoxifenil)-7(
hidroxicromen-4-ona.

Reacciones de acetilacion

Ejemplo 3.1

HO

Se suspendio 3-(3,4-dimetoxi-fenil)-7-hidroxi-8-metilcromen-4-ona (94,8 g) en anhidrido acético (450 ml)
bajo una atmésfera de nitrogeno. Se afadid piridina (23 ml) y la mezcla de reaccion se calento bajo reflujo
durante 1 hora. Se enfri6 el recipiente durante la noche a -18°C, produciendo un sélido cristalino dentro de
la mezcla de reaccion. Esta se filtrd y se lavé el sélido con el filtrado y agua adicional (500 ml), rindiendo
un sélido marrén. El lavado adicional con etanol produjo un sélido cristalino blanco. Se secé el sélido
durante la noche en un desecador, rindiendo 7-acetoxi-3-(3,4-dimetoxifenil)-8-metilcromen-4-ona (44,7 g,
42%). RMN 'H (CDCls): & 2,32 (s, 3H, CHs), 2,39 (s, 3H, OCOCHs), 3,92 and 3,93 (each s, 3H, OCHa),
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6,93 (d, 1H, J 8,3 Hz, ArH), 7,06 (dd, 1H, J 1,9 Hz 8,3 Hz, ArH), 7,13 (d, 1H, J 8,6 Hz, ArH), 7,22 (d, 1H, J
1,9 Hz, H8), 8,07 (s, 1H, H2), 8,33 (d, 2H, J 8,6 Hz, ArH).

Ejemplo 3.2

HO

De una manera similar a la del Ejemplo 3.1, anteriormente, se hizo reaccionar 3-(3,4-dimetoxifenil)-7]
hidroxicromen-4-ona (1,7 g) con anhidrido acético (10 ml) y piridina (1,9 ml), proporcionando 7-acetoxi-3[J
(3,4-dimetoxifenil)-cromen-4-ona en forma de prismas incoloros (1,44 g, 74%).

RMN "H (CDCls): & 2,36 (s, 3H, OCOCHs), 3,92 and 3,93 (each s, 3H, OCH3), 6,93 (d, 1H, J 8,3 Hz, ArH),
7,06 (dd,

1H, J 1,9 Hz 8,3 Hz, ArH), 7,16 (d, 1H, J 1,9 Hz, H8), 7,20 (m, 1H, ArH), 7,31 (d, 1H, J 1,9 Hz, ArH), 8,00
(s, 1H, H2), 8,33 (d, 1H, J 8,7 Hz, ArH).

Reacciones de hidrogenacién

Ejemplo 4.1

Me

AcO 0]
' O ‘ OMe
Ok OMe

En un matraz de hidrogenacién de fondo redondo 3N de 1 litro, se suspendié 7-acetoxi-3-(3,4(
dimetoxifenil)-8-metilcromen-4-ona (13,9 g) y Pd/Al,03 (2,8 g) en etanol absoluto (560 ml). Se introdujo
hidrégeno en el sistema durante 42 horas hasta completar la reaccién. Se separé la mezcla de reaccién
mediante filtracién con Celite. Se eliminé el solvente al vacio, proporcionando un sélido blanco que se
secé durante la noche en una linea de alto vacio, proporcionando 7-acetoxi-3-(3,4-dimetoxifenil)-81
metilcroman-4-ol en forma de una mezcla de isémeros cis y trans (9,56 g, 68%). Dicha mezcla se utilizé en
la etapa siguiente sin ninguna purificacion adicional. Isémero trans: RMN H (CDCl3): 6 2,02 (s, 3H, CHg),
2,32 (s, 3H, OCOCHj3), 3,10 (ddd, 1H, H3), 3,84 and 3,86 (cada s, 3H, OCHj3), 4,24 (dd, 1H, H2a); 4,39 (dd,
1H, H2b), 4,91 (d, 1H, J 7,9 Hz, 144), 6,50-6,90 (m, 4H, ArH), 7,32 (d, 1H, J 8,7 Hz, H5).

Isémero cis: RMN 'H (CDCls): 6 2,03 (s, 3H, CHs), 2,32 (s, 3H, OCOCHj3), 3,30 (dt, 1H, H3), 3,86 and 3,87
(each s, 3H,

OCHs3), 4,31 (ddd, 1H, H2a); 4,54 (dd, 1H, H2b, 4,78 (bd, 1H, H4), 6,50-6,90 (m, 4H, ArH), 7,32 (d, 1H, J
8,3 Hz, H5).

AcO

Ejemplo 4.2

AcO

AcO O
OMe ’ O OMe
& D

De una manera similar a la del Ejemplo 4.1, se suspendieron 7-acetoxi-3-(3,4-dimetoxifenil)cromen-4-ona
(1,4 g) y Pd-C al 5% (0,24 g) en etanol absoluto (200 ml) y se introdujo hidrégeno en el sistema durante 55

OMe OMe
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horas hasta completar la reaccioén. La filtracion y evaporacién proporcioné una mezcla cis y trans de 70J
acetoxi-3-(3,4-dimetoxifenil)croman-4-ol (1,4 g, 100%). Esta mezcla se utilizé en la etapa siguiente sin
ninguna purificacion adicional.

Isémero trans: RMN "H (CDCls): & 2,29 (s, 3H, OCOCHs), 3,14 (ddd, 1H, J 3,4 Hz, J 7,9 Hz, J 8,7 Hz, H3),
3,87 and 3,88 (each s, 3H, OCHy), 4,24 (dd, 1H, H2a); 4,35 (dd, 1H, H2b), 4,93 (d, 1H, J 7,9 Hz, H4), 6,66
6,87 (m, 5H, ArH), 7,49 (d, 1H, J 8,7 Hz, H5).

Isémero cis: RMN 'H (CDCls): & 2,29 (s, 3H, OCOCHs3), 3,30 (dt, 1H, H3), 3,87 and 3,88 (each s, 3H,
OCH3), 4,31 (ddd, in, H2a); 4,56 (dd, 1H, H2b), 4,75 (d, 1H, J 2,64 Hz, H4), 6,66 (dd, 1H, J 2,3 Hz, J 8,7
Hz, H6), 6,66-6,87 (m, 5H, ArH), 7,30 (d, 2H, J 8,3 Hz, ArH).

Reacciones de dimerizacién

Ejemplo 5.1
Me
Me AcO 0
AcO 0]
OMe
O oMe T~ ‘O
OMe
St OMe O
AcO (0] O
Me
oM
MeO ©
Método A

Se disolvié 7-acetoxi-3-(3,4-dimetoxifenil)-8-metilcroman-4-ol (1,08 g) en diclorometano (4 ml) y se secé
sobre carbonato potasico. La mezcla de reaccién se enfrié a -78°C (bafio de acetona/hielo seco) durante
10 minutos. Se afnadidé pentadxido de fosforo (0,563 g) y la reaccion se detuvo y se mantuvo a -78°C
durante 6 horas y después se agito a ~4°C durante la noche. Se desactivé utilizando solucién de
hidrogenocarbonato sédico (20 ml, al 5% p/v), provocando el burbujeo de la mezcla de reaccién. Se
enjuago la mezcla en un embudo de separacién y se recogié la capa de diclorometano. Se extrajo la capa
acuosa utilizando mas diclorometano (~20 ml). La capa de diclorometano se redujo en un evaporador
giratorio y formé un sdélido violeta tras introducirlo en la linea de alto vacio. Se disolvié el sélido en eluyente
y se someti6é a cromatografia de columna utilizando diclorometano/petréleo ligero (60:40), con seguimiento
mediante TLC. Se aisl6 el producto 4,9-diacetoxi-14,15-dimetoxi-12a-(3',4'-dimetoxifenil)-3,10-dimetil-2,11]
dioxo-1(1 H,12H)-6b,6¢,12a,16b-tetrahidronafto[1,2-g]criseno (2-Ac) (580 mg, 52%).

RMN 'H (CDCl3); & 1,86 (s, 3H, CHg3), 2,02 (s, 3H, CH3), 2,23 (s, 3H, OCOCHs), 2,30 (s, 3H, OCOCHj3),
3,12 (dt J 3,5 Hz, J 11,4 Hz, 1H, CH), 3,36 (d, J 12,2 Hz, 1H, CH), 3,74, 3,83, 3,87, 3,87 (each s, 3H,
OCHs3), 3,93 (dd, J 3,2 Hz, J 10,8 Hz, 1H, CHa), 4,25 (s, 1H, CH), 4,59 (d, J 11,3 Hz, CHa’), 4,77 (d, J 11,3
Hz, CHb’), 4,88 (dd, J 3,4 Hz, J 10,2 Hz, 1H, CHb), 6,30 (d, 1H, J 8,7 Hz, 1H, ArH), 6,46-6,8 (m, 6H, ArH),
6,93 (s, 1H, ArH), 7,13 (d, 1H, J 8,6 Hz, ArH). RMN "*C (CDCls); & 9,2, 9,3 (CHs), 20,6, 20,7 (CH3), 32,9
(CH), 36,6 (CH), 42,9 (CH), 47,0 (C alifatico), 55,7, 56,0, 56,2, 56,3 (OCHs), 70,0 (CH2), 72,8 (CH), 108,4,
111,2, 11,3, 112,2, 113,8, 113,9, 120,2, 123,3, 125,7 (Ar CH), 118,5, 118,9, 120,5, 121,9, 128,7, 129,2,
138,4, (ArC), 147,9, 148,0, 148,1, 148,2, 148,3, 148,9, 153,5, 154,2 (ArC), 169,2, 169,3 (COOCHS;3),
Amax285 nm (£14,310), Umax 2932, 1759, 1597, 1516, 1428, 1368, 1217, 1093, 1024, 912, 805, 729, 587 cm

' Observado: (HRESMS) m/z 703,254039; C4oH40010Na requiere m/z 703,251343.

Método B

Se prepararon cuatro reactores de 20 ml segun la Tabla 1, a continuacién, mediante la combinacién de los
dos sdlidos y enfriandolos a -78°C en un bafio de acetona/hielo seco durante 10 minutos.
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Tabla 1: reactores de mondmero 7-acetoxi-3-(3,4-dimetoxifenil)-6-metilcroman-4-ol, P,0s y DCM.

Matraz n° Mondémero (g) P20s () Diclorometano (ml)
1 1,0037 0,5387 4
2 1,0156 0,4433 4
3 1,0094 0,4490 4
4 1,0101 0,6348 4

Se enfrié a -78°C el diclorometano seco sobre carbonato potasico y se afiadid lentamente a los matraces.
Las mezclas de reaccion se mantuvieron a -78°C durante 6 a 7 horas y después se desactivaron utilizando
solucion de hidrogenocarbonato sédico (20 ml, al 5% p/v), lo que provocé el burbujeo de la mezcla de
reaccion. Se agruparon las reaciones y se transfirieron a un embudo de separacién y se recogi6 la capa de
diclorometano. Se extrajo la capa acuosa utilizando diclorometano (~20 ml). La capa de diclorometano se
redujo en un evaporador giratorio y el residuo formd un sélido violetatras secarlo en una linea de alto
vacio. A continuacion, los solidos se sometieron a cromatografia de columna utilizando
diclorometano/petréleo ligero (60:40). El dimero diacetoxi se aislé con éxito de las Ultimas fracciones
(1.085 mg, 26%).

Ejemplo 5.2

AcO 0
® > G
OH OMe

MeO

De una manera similar al método A del Ejemplo 5.1, se tratd 7-acetoxi-3-(3,4-dimetoxifenil)croman-4-ol en
dicrometano con pentadxido de fésforo, proporcionando 4,9-diacetoxi-14,15-dimetoxi-12a-(3',4')
dimetoxifenil)-2,11-dioxo-(1H,2H)-6b,6¢,12a,16b-tetrahidronafto[1,2-g]criseno  (1-Ac) (54%). RMN 'H
(CDCls); 6 2,20 (s, 3H, OCOCHj3), 2,27 (s, 3H, OCOCHz3), 3,09 (dt, J 3,8 Hz, J 11,7 Hz, 1H, CH), 3,36 (d, J
12,5 Hz, 1H, CH), 3,74, 3,84, 3,89, 3,89 (cada s, 3H, OCH3), 3,95 (dd, J 3,4 Hz, J 10,9 Hz, 1H, CHa), 4,23
(s, 1H, CH), 4,59 (d, J 11,3 Hz, CHa’), 4,73 (d, 11,3 Hz, CHb’), 4,81 (dd, J 3,4 Hz, 10,9 Hz, 1H, CHb), 6,36
(dd, 1H, J 2,6 Hz, J 8,7 Hz, 1H, ArH), 6,46 (d, J 2,3 Hz, 1H, ArH), 6,62 (d, J 2,3 Hz, 1H, ArH), 6,62-6,69 (m,
4H, ArH), 6,79 (d, J 9,1 Hz, 1H, ArH), 6,85 (d, J 8,7 Hz, 1H, ArH), 6,91 (s, 1H, ArH), 7,24 (d, 1H, J 9,0 Hz,
ArH). RMN Bc (CDCls3): 8 21,5, 21,6 (CH3), 33,5 (CH), 36,8 (CH), 43,1 (CH), 49,9 (C alifatico), 56,2, 56,3,
56,4, 56,5 (OCHj3), 70,5 (CH>), 73,2 (CHy), 108,7, 110,7, 110,8, 11,5, 112,4, 114,4, 120,8, 120,9, 126,9,
129,2, 129,3 (ArCH), 122,6, 128,8, 138,4, 148,4, 148,5, 148,6, 149,3, 150,1, 150,3, 155,8, 156,3, 169,7,
169,8 (ArC), Amax284 nm (€18,000), 212 (77250), umax2993, 2833, 1762, 1611,1586, 1516, 1464, 1424,
1368, 1248, 1209, 1146, 1119, 1027, 899, 810, 763 cm™. Observado: (HRESMS) m/z 675,219688;
Cs3sH36010Na requiere m/z 675,220045.
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Reacciones de desacetilacion

Ejemplo 6.1

MeO MeO

Se disolvio 4,9-diacetoxi-14,15-dimetoxi-12a-(3',4'-dimetoxifenil)-3,10-dimetil-2,11-dioxo-(1H,12H)J
6b,6¢,12a,16b-tetrahidronafto[1,2-g]criseno (150 mg) en metanol (4 ml). Se afiadié solucién de hidréxido
potasico (acuosa 1 M) gota a gota a la reaccién hasta que el pH fuese de aproximadamente 11. Se agito la
reaccion durante 90 minutos a temperatura ambiente. La solucién se neutralizé con acido acético (acuosa
1 M) y se verti6 en agua bajo agitacion (500 ml). El precipitado resultante se filir6 y se seco,
proporcionando unos polvos blancos identificados como 4,9-dihidroxi-14,15-dimetoxi-12a-(3',4'(]
dimetoxifenil)-3,10-dimetil-2,11-dioxo-(1H,12H)-6b-6¢,12a,16b-tetrahidronafto[1,2-g]criseno  (2) (50 mg,
38%).

RMN 'H (CDCls); & 1,94 (s, 3H, CHs), 2,10 (s, 3H, CHs), 3,02 (dt J 3,5 Hz, J 11,4 Hz, 1H, CH), 3,31 (d, J
12,4 Hz, 1H, CH), 3,74, 3,84, 3,86, 3,87 (each s, 3H, OCHz3), 3,94 (dd, J 3,2 Hz, J 10,8 Hz, 1H, CHa), 4,18
(s, 1H, CH), 4,40(brs, 1H,0H), 4,56 (d, J 11,3 Hz, 1H, CHa’), 4,60(brs, 1H, OH), 4,74 (d, J 11,3 Hz, 1H,
CHb’), 4,86 (dd, J 3,4 Hz, J 10,2 Hz, 1H, CHDb), 6,10 (d, J 8,7 Hz, 1H, ArH), 6,42 (d, J 8,7 Hz, 1H, ArH),
6,59 (d, J 8,7 Hz, 1H, ArH), 6,60-6,8 (m, 3H, ArH), 6,79 (d, J 8,7 Hz, 1H, ArH), 6,95 (s, 1H, ArH), 6,96 (d, J

8,6 Hz, 1H, ArH).
HO o]
O l E OMe
OMe

MeO OMe MeO OMe

Ejemplo 6.2

Se afiadié imidazol (550 mg) a una suspension de 4,9-diacetoxi-14,15-dimetoxi-12a-(3',4'-dimetoxifenil)[]
2,11-dioxo-(1H,12H)-6b,6¢,12a,16b-tetrahidronafto[1,2-g]criseno (230 mg) en etanol absoluto (8 ml) y la
mezcla se sometié a reflujo durante 45 minutos bajo argén. La solucion se concentré bajo presién reducida
y el producto se precipitdé mediante la adicion de agua destilada (10 ml). La mezcla se dejé bajo reposo
durante la noche bajo refrigeracion y se filtr6, rindiendo 4,9-dihidroxi-14,15-dimetoxi-12a-(3',4'[)
dimetoxifenil)-2,11-dioxo-(1H,12H)-6b,6¢,12a,16b-tetrahidronafto[1,2-g]criseno (1) en forma de un sélido
blanco (100 mg, 50%). RMN 'H (CDCls): & 3,03 (dt, J 3,4 Hz, J 11,3 Hz, 1H, CH), 3,28 (d, J 12,4 Hz, 1H,
CH), 3,75, 3,84, 3,85, 3,86 (each s, 3H, OCH3s), 3,92 (d, J 10,5 Hz, 114, CHa), 4,16 (s, 1H, CH), 4,56 (d, J
11,3 Hz, CHa’), 4,68 (d, J 11,3 Hz, CHb’), 4,77 (dd, J 3,7 Hz, J 10,5 Hz, 1H, CHb), 6,13 (dd, 1H, J 2,6 Hz, J
8,3 Hz, 1H, ArH), 6,20 (d, J 2,3 Hz, 1H, ArH), 6,36 (d, J 2,3 55 Hz, 1H, ArH), 6,45 (dd, J 2,6 Hz, J 8,3 Hz,
1H, ArH), 6,62-6,67 (m, 2H, ArH), 6,72 (d, J 8,3 Hz, 1H, ArH), 6,78 (d, J 8,3 Hz, 1H, ArH), 6,93 (s, 1H,
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ArH), 7,09 (d, J 9,0 Hz, 1H, ArH), 7,11 (s, 1H, OH), 7,70 (s, 1H, OH). RMN H (CDCl3): 8 33,7 (CH), 36,2
(CH), 41,7 (CH), 47,2 (aliphatic C), 55,0, 55,1, 55,3, 55,5 (OCHs), 69,4 (CH.), 72,1 (CH,), 102,9 (CH),
103,2 (CH), 107,8 (CH), 108,2 (CH), 109,0 (CH), 111,4 (CH), 112,0 (CH), 113,4 (CH), 114,4, 116,0 (ArC),
120,8 (CH), max mm (€13,028), 217 37,743). umax 3322, 2933, 1618, 1516, 1463, 1255, 1166, 1024, 834,
742 cm™'. Observado: (HRESMS) m/z 591,196772; C3sH3s010Na requiere m/z 591,198918.

Los compuestos diméricos analogos relacionados se prepararon mediante los métodos anteriormente
indicados, utilizando materiales de partida facilimente obtenibles y correspondientemente sustituidos.

1. Actividad anticancer

El deshidroequol (3-(4-hidroxifenil)crom-3-en-7-ol) induce efectos citotéxicos contra un amplio abanico de
lineas de células cancerosas humanas e estudios recientes han demostrado que el fenoxodiol es un
inhibidor fuerte de la topoisomerasa Il, un disruptor del ciclo celular, inhibe la activacién de la esfingosina
quinasa y regula negativamente la transcripcion de la metaloproteasa matricial 2 angiogénica y puede
inducir apoptosis en células de cancer ovarico quimiorresistentes mediante la regulacion de la maquinaria
anti-apoptética.

Se ha observado actividad anticancer del cisplatino en tumores testiculares, carcinoma ovarico, tumores
de vejiga, cancer de cabeza y cuello, cancer de mama, cancer pulmonar y linfomas no de Hodgkin
refractarios. El cisplatino es un complejo de coordinacion plano-cuadrado (cis-diaminodicloroplatino) que
se cree que entra en la célula mediante canales transmembrana o transporte facilitado de alta capacidad.
Tras entrar el cisplatino en la célula, la concentracién de cloro cae a 20 uM y el farmaco experimenta una
hidratacion fuerte, formando una especie activa cargada positivamente para la interaccidén posterior con
nucledfilos celulares tales como el ADN vy las proteinas. El cisplatino reacciona con el ADN nuclear,
rindiendo una diversidad de compuestos, incluyendo entrecruzamientos entre cadenas e intracadena de
ADN y entrecruzamientos ADN-proteina. El compuesto mas comun es un entrecruzamiento intracadena
entre guaninas contiguas. Aunque se acepta de manera general que el ADN gendmico es la diana
farmacolégica critica de la citotoxicidad inducida por cisplatino, existe evidencia de que otros componentes
celulares que resultan dafados por el cisplatino (ARN, proteinas, fosfolipidos membranales,
microfilamentos citoesqueléticos y moléculas que contienen tiol) facilitan la citotoxicidad inducida por
cisplatino. A continuacion, los compuestos de cisplatino-ADN (dafio al ADN) resultan detectados por p53
que, a su vez, inicia una cascada proapoptotica probablemente a través de la modulacion de Bax/Bcl-2 y
tipicamente induce una deteccion de G1. También se ha demostrado que la necrosis es un modo de
muerte celular por cisplatino. El cisplatino presenta numerosos efectos adversos, entre ellos nauseas y
vémitos practicamente universales e intratables, reacciones de tipo anafilactico, neurotoxicidad,
mielosupresién, trombocitopenia, granulocitopenia y nefrotoxicidad limitante de dosis que es acumulativa e
irreversible.

Estudios bioldgicos y datos de cribado

Los estudios de cribado han identificado que el 4,9-dihidroxi-14,15-dimetoxi-12a-(3',4'-dimetoxifenil)-3,100]
dimetil-2,11-dioxo-(1H,12H)-6b,6c,12a,12b-tetrahidronafto[1,2-g]criseno (2) presenta un perfil in vitro de
toxicidad favorable contra las células normales y una actividad general comparable, y en algunos casos
mejor, que el deshidroequol o el cisplatino, contra las células cancerosas representativas de los canceres
leucémico, glioma, prostatico, ovarico, mamario, colorrectal y pulmonar.

Materiales y métodos - cultivos de tejido

Los fibroblastos de prepucio neonatal (NFF) fueron cedidos por el Dr. Peter Parsons (Queensland Institute
of Medical Research). Las células RK-13 (renales de conejo) se obtuvieron de Miller Whalley (Macquarie
University). Ambos tipos celulares se cultivaron en RPMI suplementado con FCS al 10% (CSL, Australia),
penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100 mg/ml), L-glutamina (2 mM) y bicarbonato sédico (1,2 g/l) y se
cultivaron a 37°C en una atmoésfera humidificada con 5% de CO..

La linea celular de cancer pancreatico humano HPAC (CRL-2119) se cultivé rutinariamente en una mezcla
1:1 de DMEM (Sigma) mas medio F12 de Ham (Sigma) que contenia HEPES (15 mM), insulina (0,002
mg/ml), transferrina (0,005 mg/ml), hidrocortisona (40 ng/ml) y factor de crecimiento epidérmico (10 ng/ml).
La linea celular de cancer ovarico CP70 fue cedida por el Dr. Gil Mor (Yale University) y se cultivé en una
mezcla 1:1 de DMEM mas medio F12 de Ham y se adquiri6 SKOV-3 de la ATCC y se cultivd en medio 5a
de McCoy. La linea celular de cancer de mama MDA-MB-468 se cultivé en medio L15 de Leibovitz.
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Todos los cultivos se suplementaron con FCS al 10% (CSL, Australia), penicilina (100 U/ml),
estreptomicina (100 mg/ml), L-glutamina (2 mM) y bicarbonato sédico (1,2 g/l) y se cultivaron a 37°C en
una atmdsfera humidificada con 5% de CO,. Todas las lineas celulares restantes se adquirieron de la
ATCC (Maryland, USA), excepto en los casos indicados.

Ensayos de proliferacién

Se determinaron los valores de IC50 para cada linea celular. Se sembraron las células en placas de 96
pocillos a una densidad celular apropiada segun se determind mediante analisis de la cinética de
crecimiento. Los NFFs se cultivaron durante 5 dias y las RK-13s durante 24 horas, en ausencia y en
presencia de los compuestos de ensayo. Se evalud la proliferacion celular tras la adicion de 20 ul de
bromuro de 3-4,5-dimetiltiazol-2,5-difenil-tetrazolio (MTT, 2,5 mg/ml en PBS, Sigma) durante 3 a 4 horas a
37°C siguiendo las instrucciones del fabricante. Se calcularon los valores de ICsy a partir de los graficos
semilogaritmicos de % de proliferacion respecto al control en el eje y, frente al logaritmo de la dosis.

Ejemplo 7: Toxicidad celular normal

Se llevaron a cabo ensayos de citotoxicidad por duplicado contra células NFF con deshidroequol (DHEY,
4,9-dihidroxi-14,15-dimetoxi-12a-(3',4'-dimetoxifenil)-3,10-dimetil-2,11-dioxo-(1H,12H)-6b,6¢,12a,16b( ]
tetrahidronafto[1,2-g]criseno (2) del Ejemplo 6.1 y cisplatino.

Tabla 2. Toxicidad relativa del deshidroequol, del compuesto 2 y del cisplatino contra fibroblastos de
prepucio neonatal (NFF) y células renales de conejo.

Analogo (ICso, uM) Antineoplésico
Tipo de tejido/célula Denominacién (ICs0, UM)
DHE Compuesto 2 Cisplatino
Fibroblasto NFF >150 23,6 £6,6 9,85+5
Renal Rifion de conejo >150 36,0+2,.7 NT

Se encontré que el dimero 2 era menos téxico para las células normales que el cisplatino, pero mas téxico
que el deshidroequol.

Ejemplo 8: farmacocinética del compuesto 2 - oral

Se preparé 4,9-dihidroxi-14,15-dimetoxi-12a-(3',4'-dimetoxifenil)-3,10-dimetil-2,11-dioxo-(1H,12H) ]
6b,6¢,12a,16b-tetrahidronafto[1,2-g]criseno (2) del Ejemplo 6.1 en forma de suspensiones homogéneas en
CMC al 1% (m:v, agua). La formulacién de compuesto 2 se administré6 oralmente mediante sonda en
ratones BALB/c hembra a una dosis de 50 mg/kg. Se asignaron tres animales a cada punto temporal (15
minutos, 30 minutos, 1 hora, 4 horas y 24 horas). En cada punto temporal respectivo se eutanizaron
algunos animales mediante dislocacion cervical y se extrajo sangre. Se analizé6 el compuesto 2 libre
mediante espectrometria de masas y los resultados se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Datos farmacocinéticos orales comparativos para el deshidroequol y el compuesto 2.

Tiempo DHE (uM) Compuesto 2 (M)
Libre Total Libre Total

0,25 3,3 511,5 1,332 1,393

0,5 2,9 357 4,930 6,453

1 1,5 387 6,756 10,778

4 1,3 117,6 6,314 7,634

24 0,15 0,13 1,148 1,704

Dosis* 4,6 mg/mi 8,3 mg/mi
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Se encontré que el dimero 2 presentaba una vida media superior en tiempos de hasta 4 horas en
comparacion con el deshidroequol. Se encontré que el dimero 2 presentaba una tasa lenta de conjugacion
en comparacién con el deshidroequol. Los datos de toxicidad in vivo demostraron que los ratones que
habian recibido 50 mg/kg de 5063 (i.p.) durante 9 dias consecutivos no experimentaban toxicidad, segun
determinaciones de pérdida de peso y de histologia de 6rganos vitales.

Ejemplo 9: citotoxicidad in vitro del compuesto 2 como monoterapia contra las células de cancer
El dimero 2 mostré una actividad comparable a marcadamente superior contra una diversidad de lineas

celulares malignas y resistentes a multiples farmacos en comparacién con los valores de ICso del
deshidroequol o del cisplatino, tal como se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Comparacion entre las toxicidades del deshidroequol, del compuesto 2 y del cisplatino contra
lineas celulares representativas de diferentes malignidades.

Indicacién Denominacion Analogo (ICso, M) Ant(ilrétzzpdﬁﬂs)ico
DHE Compuesto 2 Cisplatino
A2780 1,7+ 0,61 10,16 £ 0,07 2,10
Ovérico CP70 1,69 + 0,62 8,23 +3,73 10,30
SKOV-3 21,83 +4,65 16,7 + 10,03 5,40
PC3 9,09 8,12 7,36 + 1,35 2,11
Prostéatico LNCaP 48+38 11,97 £4,3 >10
DU145 595+1,5 8,84 £ 0,47 2,07
Mamario MCF-7 21,56+13,2 10,28 3,69
MDA-MB-468 79+35 8,59+ 0,35 0,58
Glioma HTB-138 7,35+ 0,89 16,37 42,30
Pancreético CRL-2119 56,62 + 16,8 11,23 £4,7 9,36
Leucémico RPMI-8226 3,72+0,08 15,16 NT
CCRF-CEM 1,7+ 0,68 10,31 +£1,33 NT
Pulmonar NCI-H23 8,75+7,2 16,37 NT
NCI-H460 10,6 £ 3,8 11,26 £ 4,97 22,29
Colorrectal HT-29 50,45 £ 21,9 11,456 22,7+ 35
HCT-15 24,4 + 12,57 54,67 + 28 129,9 + 39
MM200 4,8 6,5 8,82
Melanoma
MM96L 4,7 6,8 4,6

2. Actividad antiinflamatoria

Las prostaglandinas, por ejemplo PGE; y PGI; y los tromboxanos (TXs), por ejemplo TXA2, son miembros
de la familia de derivados de acidos grasos conocidos como eicosanoides (Penglis et al. 2000). Se
encuentran implicados en respuestas tanto fisiolégicas normales como inflamatorias, aunque presenta
efectos contrarios sobre, por ejemplo, la liberacién de citoquinas y la agregacion plaquetaria. La liberaciéon
del acido araquiddnico (AA) de los fosfolipidos membranales proporciona el sustrato principal para la
sintesis de eicosanoides. La accién de los enzimas ciclooxigenasa (COX), con independencia del isotipo,
provoca la sintesis del intermediario prostaglandina PGH>, el precursor habitual de PGE,, PGl y TXA,.
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Los prostanoides desempefan un importante papel modulador de la respuesta inmunolégica a través de
interacciones complejas con leucocitos y células parenquimales en el érgano inflamado. Pueden producir
acciones tanto proinflamatorias como antiinflamatorias, dependiendo del estimulo inflamatorio, del
prostanoide predominante producido y del perfil de expresion de receptores de prostanoide (Tilley et al.
2001).

La inhibicion de la TX sintasa conduce a una formacién reducida de TXs, y debido a la disponibilidad
incrementada del sustrato PGH» para la PG sintasa, se produce un incremento de la sintesis de PGs
(Carty et al. 2000; Penglis et al. 2000). Un incremento de PGE> puede ejercer efectos antiinflamatorios.
Por ejemplo:

a. se ha informado de que PGE2 atenua algunas respuestas inflamatorias agudas, en particular
aquéllas iniciadas por la degranulacién de los mastocitos (Raud et al. 1988).

b. la PGE; suprime, mientras que TXA, incrementa, el TNFa y la IL-1B (Caughey et al. 1997). La
inhibiciéon de TXA; es un modo potencial de inhibir la produccién inflamatoria de citoquinas, en
particular la de TNF. En la actualidad, las terapias bioldgicas que suprimen los niveles de TNF (con
anticuerpos o receptores solubles de TNF) han presentado éxito en el tratamiento de la artritis
reumatoide que es refractaria o que ya no responde a otras terapias. Un agente quimico que
suprimiese la produccion de TNF y que pudiese administrarse oralmente supondria un gran avance.
La inhibicion de la formacion de TXA2 podria ser un medio de suprimir la produccién de TNF, una
citoquina que se encuentra implicada en los indicios y sintomas de la inflamacion articular y en la
etapa degradativa a largo plazo de la inflamacién articular que se manifiesta en la degradacién del
cartilago, la reduccién del espacio articular y finalmente en el fallo articular.

c. PGE; inhibe un amplio abanico de funciones de las células T y B, incluyendo la inhibicion de la
activacion y proliferaciéon de los linfocitos T y la produccion de Ig (Tilley et al. 2001). A la inversa,
TXA: puede estimular la activacion y proliferaciéon de las células T y facilitar el desarrollo de células
T citoliticas efectoras (CTLs). La alteracién de dicho equilibrio en favor de la produccién de PG
podria facilitar la "desactivacion" de una respuesta inmunolégica inapropiada, tal como ocurre en
las enfermedades autoinmunoldgicas.

d. En el asma, PGE; estimula la vasodilatacién e incrementa la permeabilidad vascular (Tilley et al.
2001). A medida que avanza la inflamacion, la sintesis de PGE, por parte de los macréfagos se
incrementa debido a la expresion incrementada de COX-2 y de la PGE-sintasa. PGE; inhibe la
activacion de los leucocitos y estimula la broncodilatacion. Se han desarrollado inhibidores de la
TXA: sintasa y los antagonistas de receptores de prostanoide tromboxano (TP) a modo de
farmacos antiasma (Shi et al. 1998).

e. En la glomerulonefritis, se produce la coactivacion de la ruta de AA/COX hacia la sintesis de PGs
y de TX, y de las rutas de la lipooxigenasa hacia la sintesis de leucotrienos. El TXA; es el
eicosanoide mas abundante sintetizado en los glomérulos nefriticos, y los inhibidores de la TXA:
sintasa (por ejemplo el dazmegrel) ahora se encuentran disponibles para el tratamiento de la
glomerulonefritis. En un modelo de rata de la nefritis, el Dazmegrel incremento la sintesis de PGE,,
que resulta util debido a que PGE2 conserva la funcién renal en la glomerulonefritis (Lianos et al.
1999).

f. Los tromboxanos desempefian un papel patogénico importante en la enfermedad intestinal
inflamatoria (IBD). Los TXs se producen en exceso no sélo en las mucosas inflamados, sino
también en la enfermedad de Crihn en el intestino no inflamado y en células intestinales aisladas y
en células mononucleares sanguineas periféricas. Su origen celular probablemente incluye
plaquetas, neutréfilos, células endoteliales y epiteliales, asi como células mononucleares (Rampton
et al. 1993; McCartney et al. 1999; Carty et al. 2000; Carty et al. 2002). Los efectos proinflamatorios
de los TXs son tanto directos (diapedesis y activacion de los neutrdfilos, ulceracién mucosal,
reduccién de la actividad supresora de las células T) como indirectos (vasoconstriccién, activacion
plaquetaria) (Rampton et al. 1993). Se cree que las PGs protegen la mucosa gastrointestinal (Carty
et al. 2000). La sulfasalazina, un compuesto administrado frecuentemente en el tratamiento de la
IBD croénica, asi como uno de sus metabolitos principales, la sulfapiridina, se ha demostrado que
inhibe la sintesis de TXB,, incrementando simultdneamente la sintesis de PGFy,y o PGE,,
respectivamente (Hawkey et al. 1985). En otras palabras, aparentemente presentan cierto nivel de
inhibicion de la TX sintasa.

Materiales y métodos - cultivos de tejido

Se aislaron monocitos de sangre periférica humana (procedente de tres individuos separados) a partir de
capas leucoplaquetarias mediante separacién en gradiente linfoprep. de las células mononucleares
seguido de elutriacién centrifuga contracorriente (Demasi et al. 2000). Los compuestos de ensayo se
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disolvieron en DMSO vy se afiadieron a monocitos frescos. Tras 30 minutos, se afiadié LPS para alcanzar
una concentracion final de 200 ng/ml. Tras la incubaciéon durante 18 horas a 37°C en 5% de CO,, se
eliminaron los sobrenadantes y se midié la producciéon de PGE, TXB; (el producto de hidrdlisis estable de
TXA2) y TNFa mediante radioinmunoensayo (RIA).

La linea celular RAW 264.7 de macréfagos de raton se cultivé en DMEM suplementado con FCS,
glutamina 2 mM y 50 U/ml de penicilina/estreptomicina. Se desengancharon las células subconfluyentes
del matraz mediante raspado suave y se sembraron placas de 24 pocillos a una densidad de 5x10° células
en cada pocillo y se dejo que se adhiriesen durante 1 hora. A continuacion se trataron las células con
compuestos de ensayo (en DMSO al 0,025%) o vehiculo solo, y se incubaron durante 1 hora.
Seguidamente se afiadié LPS 50 ng/ml (LPS - Sigma-Aldrich). Tras incubar durante 16 horas, se recolecté
el medio de cultivo y se almacend a -80°C para las mediciones de eicosanoides y citoquinas utilizando
ensayos inmunomeétricos de enzimas (PGEz y TXB; - Cayman Chemical y TNFa - Becton Dickinson).

Resultados y conclusiones

Las figuras 1 a 8 muestran que ambos dimeros, el compuesto 1 y el compuesto 2, inhibieron TXB; e
indujeron PGE2 de un modo sensible a la dosis en macréfagos murinos (RAW 264.7) y en monocitos
humanos estimulados con LPS. Ademas, el compuesto 1 y el compuesto 2 inhibieron la induccion de
TNFa en monocitos humanos. Los compuestos diméricos de la invencion resultan Gtiles en el tratamiento
de las enfermedades inflamatorias y condiciones relacionadas.

3. Actividad cardiovascular

Materiales y métodos

Se eutanizaron ratas Sprague-Dawley macho (250+50 g) con 80% de CO; y 20% de O.. Se extirpo la
aorta toracica y se monté rapidamente en bafios de 6rganos tal como se encuentra descrito (Chin-Dusting
et al., 2001). Se obtuvieron curvas de concentracién-respuesta contractil completas para la noradrenalina
(0,1 nM a 10 mM) en ausencia y en presencia de compuesto 2 (1 pg/ml). Se repitieron experimentos en
n=6 anillos diferentes procedentes de 6 animales diferentes.

Resultados y conclusiones

El compuesto 2 no presentd ningun efecto sobre la respuesta contractii maxima a la noradrenalina
(1,9440,35 frente a 2,09+0,23, p>0,05), pero desplazé significativamente el log neg. de la concentracion
ECso de la noradrenalina de -8,21+0,17 a -7,84+0,097 (p<0,05), mostrando que el compuesto 2 era capaz
de antagonizar (o bloquear) el efecto contractil de la noradrenalina (ver la fig. 9).

El compuesto presenta actividad demostrada contra la contractilidad del anillo aértico inducida por
noradrenalina. Estos datos indican que el compuesto 2 muestra actividad vasodilatadora e inhibe la
vasoconstriccion.

4. Quimiosensibilizacion

Se evalud la utilidad de los compuestos diméricos de la invencion de actuar como quimiosensibilizador al
utilizarlos en combinacién con una serie de agentes quimioterapéuticos estandares. Se aplicod el
compuesto dimérico 2 en diversas lineas celulares de cancer colorrectal y pancreatico para investigar su
sinergia con agentes quimoterapéuticos estandares, incluyendo el cisplatino, la gemcitabina, el paclitaxel,
la doxorrubicina, la camptotecina y el topotecan.

Disefio experimental

El experimento descrito de manera general en SOP-BD011 (versiones A y B) se utilizé para cribar tres
agentes antineoplasicos contra una linea celular dada en "un" experimento cualquiera (ver, por ejemplo,
Kanzawa et al., 1997). El disefio inherente del experimenté consideraba tres secuencias del compuesto 2
y un agente antineoplasico.
1) Secuencia directa - las células se trataron tanto con compuesto 2 como con un Unico agente
antineoplasico (combinados) durante 5 dias.
2) Secuencia (directa) de compuesto 2 en primer lugar - las células se trataron durante 24 horas
con el compuesto 2 antes de sustituirlo por un tratamiento de 24 horas de agente antineoplasico;
seguidamente los farmacos se eluyeron y se procesaron el dia 5.
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3) Secuencia inversa - el orden contrario al experimento n° 2 anteriormente descrito, es decir, una
secuencia de primero citotoxina.

Resultados y conclusiones

Se evaluaron todos los datos utilizando las formulas de aditividad tedrica incorporada en un modelo
tridimensional, tal como describen Kanzawa et al., 1997. Lo anterior permitié una interpretacién simple de
los datos debido a que los valores superiores a 10% se definen como "sinérgicos" (mostrados en gris),
mientras que aquellos inferiores a -10% se definen como "antagénicos" (mostrados en negro).

La combinacion de compuesto 2 y gemcitabina resulté en citotoxicidad sinérgica contra las células HPAC
al tratarlas simultaneamente (A) o durante secuencias de 24 horas (B, C) (ver la fig. 10). Este efecto
resulté aparente en un intervalo de concentraciones mayor en ambas series de datos de secuencias de 24
horas. No se observo sinergia con concentraciones del compuesto 2 superiores a 5 uM.

La combinacion de compuesto 2 y la gemcitabina resultd en citotoxicidad sinérgica contra las células HT[
29 en secuencias tanto directa (A) como inversa (B) (ver la fig. 11).

Las células HT-29 tratadas con el compuesto 2 (a concentraciones de 1 yM y 2 uM) y nueve
concentraciones de Paclitaxel diluidas en serie demuestran una sinergia fuerte al tratarlas en combinacién
(A) (ver la fig. 12). También se observaron regiones de sinergia menos significativas en las secuencias de
24 horas tanto directa (B) como inversa (C).

Las células HCT-15 tratadas con el compuesto 2 (a concentraciones de 1 yM y 2 pM) y nueve
concentraciones de Paclitaxel diluidas en serie demuestran una sinergia fuerte al ftratarlas
secuencialmente en secuencias de 24 horas tanto directa (B) como inversa (C) (ver la fig. 13). A titulo
comparativo, no se observé sinergia en el grupo tratado con combinacién (A).

La combinaciéon de compuesto 2 y doxorrubicina resulté en fuerte citotoxicidad sinérgica contra las células
HT-29 al tratarlas tanto en secuencias tanto combinada (A) como directa (B) (ver la fig. 14). Al tratar las
células con doxorrubicina en primer lugar, no se observo sinergia (C).

La combinacién de compuesto 2 y doxorrubicina resulté en fuerte citotoxicidad sinérgica contra las células
HCT-15 al tratarlas con combinacién (A) (ver la fig. 15). No se observé sinergia ni en la secuencia directa
(B) ni en la inversa (C).

Se observo sinergia rutinariamente entre el compuesto 2 y los farmacos quimioterapéuticos: gemcitabina,
paclitaxel y doxorrubicina. Estos datos sugieren que el compuesto 2 puede presentar sinergia con dichos
agentes opticamente en el caso de que el compuesto 2 se administre en una secuencia de 24 horas, en
direccién directa o inversa. Los resultados demuestran que los compuestos diméricos de la invencion
resultan particularmente eficaces en la quimiosensibilizaciéon de las células tumorales y en la
quimioproteccion de las células no tumorales.

5. Actividad antiinflamatoria en la inflamacion del oido murino

Se examind el compuesto 2 para su capacidad de inhibir la hinchazén del oido en ratones inducidos
mediante la aplicacién tépica de acido araquidonico (AA). La respuesta inflamatoria debida al AA, el
precursor inmediato de los eicosanoides, se debe a la formaciéon de metabolitos del AA a través de las vias
tanto de la ciclooxigenasa (COX) como de la lipooxigenasa (LOX) (Young et al. 1984). ElI AA induce un
incremento temprano (a los 10-15 minutos) en la sintesis de tanto PGE, como LTC,, lo que precede al
incremento del grosor del oido (Opas et al. 1985; Chang et al. 1986).

Métodos

En ratones BALB/c hembra (ARC, WA, Australia) que pesaban 15 a 21 gramos se inyecté compuesto 2
administrado en polietilenglicol (PEG) 400:solucion salina tamponada con fosfato (PBS) 1:1
intraperitonealmente (i/p) a una dosis de 25 mg/kg 30 minutos antes de la aplicacién del AA en los oidos.
Los ratones fueron anestesiados con isoflurano y se midié el grosor de linea base de ambos oidos
utilizando un micrémetro de resorte. Cada ratén recibié un total de 20 pyl de AA en etanol (50 mg/ml)
aplicados en las superficies interna y externa de cada pabellén auricular (es decir, 0,5 mg de AA 6 2 ug de
PMA en cada oido). Los ratones fueron nuevamente anestesiados para medir otra vez los oidos 1 hora
después de la aplicacion del AA.
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Se estim¢ la diferencia en la hinchazén del oido antes y después de la aplicaciéon del AA en cada oido y se
calculé la media para los dos oidos de cada ratdn. La diferencia de hinchazén media de cada grupo de
ensayo en comparacion con el grupo que recibid vehiculo solo se calculd utilizando un ensayo t no
apareado de dos colas (Prism 4, GraphPad Software).

Resultados

El tratamiento con compuesto 2 resultdé en una reduccién significativa del grosor del oido en comparacién
con el tratamiento con vehiculo solo.

Tabla 1. Cambio del grosor del oido en respuesta a la aplicacién de AA

Compuesto Cambio del grosor del oido diferencia entre el grupo de
(media + SD, x 0,01 mm) ensayo y vehiculo
Vehiculo 145+4,7 -
Compuesto 2 51+17 p=0,0018

6. Actividad antiinflamatoria en un modelo murino de edema de la piel inducido por irradiacion UV

La exposiciéon aguda de la piel del mamifero a la irradiacion de UV causa una reaccion inflamatoria que se
manifiesta en eritema y edema. Esta reaccion se encuentra mediada en parte por prostaglandinas
proinflamatorias (PGD», PGE,, PGF24 y posiblemente PGlz) y leucotrienos, asi como la generacion de
radicales libres reactivos y especies de oxigeno reactivo (Sgndergaard et al. 1985; Gonzéalez y Pathak,
1996; Widyarini et al. 2001).

Métodos

Se irradiaron grupos de 4 a 5 ratones Skh:hr-1 albinos hembra con 1x3 MedD (dosis edematosa minima)
de radiacion UV solar simulada (SSUV). La radiacion ultravioleta solar simulada (SSUV) se proporciond
con un banco plano de 6 tubos UVA (Hitachi 40W F40T 10/BL, luz negra) y un tubo UVB (Philips TL
40W/12RS) con radiacion filtrada a través de una lamina de 0,125 mm de acetato de celulosa (Eastman
Chemical Products, Kingport, Tenn., USA), proporcionando 2,96x10* W/cm? de UVA y 1,59x10° W/cm? de
UVB. La distancia entre la lampara de UV y la superficie de la mesa de irradiacion era de
aproximadamente 20 cm y se controld la temperatura con un ventilador eléctrico. Durante la irradiacién, se
rotaron las jaulas debajo de las luces para reducir la variacion de la intensidad de radiacion en posiciones
diferentes.

Se aplic6 compuesto de ensayo (0,2 ml de una solucion 20 uM) o vehiculo (propilenglicol/etanol/agua
1:2:1) a la piel dorsal irradiada 30 minutos, 2 horas y 4 horas después de la irradiacion. Las mediciones del
pliegue de la piel dorsal se realizaron con un micrémetro de resorte antes de la exposicion a UV y 24 y 48
horas después de la misma. Se calculé para cada ratén la diferencia en el grosor de la piel antes y
después de la exposicion a UVR y las diferencias examinadas entre el compuesto de ensayo y el vehiculo
de control se analizaron utilizando un ensayo t no apareado de dos colas.

Resultados

El grosor del pliegue de piel resultaba evidente 24 horas después de la irradiacion de UV y alcanzé un pico
a las 48 horas, el ultimo punto temporal medido. Aunque los compuestos de ensayo se aplicaron sélo tres
veces después de la irradiacion de UV y la dosificacion se completé 20 horas antes de la primera medicion
de pliegue de piel, los compuestos examinados eran activos en la reduccién de la inflamacién inducida por
UV, tal como subrayan las tablas y graficos posteriormente.

ElI compuesto 2 inhibié significativamente el edema de la piel en ambos puntos temporales, y el compuesto
1 inhibié significativamente a las 24 horas.
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Tabla 2. Cambio del grosor del pliegue de piel dorsal 24 horas después de la irradiacion

Compuesto Cambio ;egun compuesto del grosor de la diferencia entre el,grupo de
piel (media + SD, x 0,01 mm) ensayo y vehiculo
Vehiculo 78 £23 -
Compuesto 1 51+14 p=0,0284
Compuesto 2 36 £ 22 p= 0,003

Tabla 3. Cambio del grosor del pliegue de piel dorsal 48 horas después de la irradiacion

Cambio seguin compuesto del

Compuesto grosor de la piel (media £ SD, x vehiculo
0,01 mm)
Vehiculo 147 + 37 -
Compuesto 1 117 £ 20 p= 0,1040
Compuesto 2 105+ 16 p= 0,025

Estos resultados demuestran claramente la actividad antiinflamatoria de tanto el compuesto 1 como el
compuesto 2. Aunque se administraron tépicamente y dentro de un intervalo corto después de la induccién
de la inflamacion, sus efectos todavia eran evidentes hasta 48 horas después.

7. Efecto inmunosupresor en esplenocitos murinos
Métodos

Se mataron ratones Skh-1 (lampifios) macho de seis semanas de edad mediante dislocacion cervical. Se
prepararon suspensiones de células individuales a partir de sus bazos y se lisaron los eritrocitos en
tampon (NH4Cl 0,14 M, Tris 17 mM, pH 7,2). Los esplenocitos restantes se cultivaron en RPMI-1640
(Gibco) suplementado con FBS al 10% (v/v), L-glutamina 200 mM, penicilina/estreptomicina y 201
mercaptoetanol 50 mM. Se afiadieron esplenocitos a pocillos por triplicado que contenian concanavalina A
(ConA, Sigma-Aldrich, 0,4 ug/pocillo), lipopolisacarido (LPS, Sigma-Aldrich, 1 pg/pocillo) o nada de
mitégeno, asi como 10 yM de compuesto 1 6 2 en DMSO, o DMSO solo. Se analizaron las muestras tras
una incubacion de 3 dias a 37°C en 5% de CO; en aire. Para evaluar el numero de células, se afiadio
metiltiazoltetrazolio (MTT) a cada pocillo, se incub6 durante 4 horas adicionales y después se desarrolld
color con HCI 0,04 N en isopropanol (Mosmann, 1983). Se leyeron las placas a 570 nm y 630 nm. Los
compuestos se examinaron varias veces utilizando diferentes ratones. Para cada ensayo, se comparo6 el
efecto del compuesto de ensayo con el del vehiculo de control, y se compararon los resultados utilizando
un ensayo t de Student (Prism). Se determiné que la diferencia estadisticamente significativa se producia
con p<0,05.

Otro ensayo examind el efecto de preincubar esplenocitos no estimulados con compuestos de ensayo a
una concentracion de 10 uM durante 24 horas, eliminando los compuestos y después evaluando su
capacidad de responder a la estimulacion mitogénica tal como se ha descrito para el ensayo anterior. Se
evaluo el nimero de células tras la preincubaciéon de 24 horas utilizando MTT, y se sembraron ndmeros
iguales de células/pocillo en placas de 96 pocillos del modo habitual.

Resultados

Se examind el efecto de la incubacién con 10 yM de compuesto 1 en seis ensayos diferentes. El
compuesto 1 inhibié significativamente la proliferacion de las células T en 14% a 19% en 4/6 ensayos,
pero no presentd ningun efecto sobre la proliferacién de las células B. EI compuesto 1 incrementd
significativamente la proliferacion de los esplenocitos no estimulados en 25% a 33% en 5/6 ensayos. Los
resultados de un ensayo representativo se presentan en la fig. 16.

Se examin6 el compuesto 2 a una concentracion de 10 uM en cuatro ensayos diferentes. Los resultados
variaban entre ensayos, de manera que no se identific6 ninguna tendencia consistente (datos no
mostrados).

A concentraciones mas altas, tanto el compuesto 1 como el 2 redujeron la proliferacion en comparacion
con el vehiculo de control y con independencia de la presencia o ausencia de estimulacion mitogénica
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(datos no mostrados).

Tras la preincubacién con 10 yM de ambos compuestos, 1y 2, durante 24 horas, se produjo una reduccién
marcada y significativa del nimero de células en comparaciéon con la incubacidon con vehiculo solo
(compuesto 1 - 73%; compuesto 2 - 55%). La preincubacién con compuesto 1 no presentd ningun efecto
sobre la respuesta a ConA, mientras que la respuesta proliferativa a ConA de las células preincubadas con
compuesto 2 fue significativamente inferior a la de aquéllas preincubadas con vehiculo solo. La
preincubaciéon con cualquiera de los compuestos no afectd a la respuesta a LPS. La viabilidad de los
esplenocitos tras tres dias de cultivo en ausencia de mitdégeno no resulté afectada por el compuesto 1,
pero resultd significativamente reducida por el compuesto 2 en comparacién con aquellas células que
habian sido preincubadas con vehiculo solo. Se presentan los resultados en la fig. 17.

Estos resultados sugieren que ambos compuestos podrian ser citotdéxicos para los linfocitos en reposo. El
compuesto 1 aparentemente no bloquea los linfocitos en reposo en la etapa Gy o G1 del ciclo celular,
mientras que el compuesto 2 podria afectar al ciclo celular de las células T en reposo de manera que sean
incapaces de responder a la estimulacion mitogénica, incluso en ausencia de compuesto 2.

La implicaciéon terapéutica es que dichos compuestos presentan actividad inmunomoduladora, que
contribuye a la actividad antiinflamatoria y cardiovascular en una diversidad de dianas.

8. Estudios de toxicidad

En un pequefio estudio, se administré en ratones BALB/cnu/nu el compuesto 2 (n=2) en forma de una
solucién en Tween-20 al 6%:PBS a una concentracion de 50 mg/kg, o un volumen equivalente de vehiculo
(n=2) mediante inyeccion i/p. Se pesaron los ratones y se observaron para indicios de toxicidad
diariamente utilizando formularios de seguimiento clinico. El dia 9, se mataron los ratones mediante
dislocacion cervical, y se recogieron el rifién, bazo e higado de cada ratén para la evaluacion histolégica
de la toxicidad. Ver la fig. 18.

No se observé diferencia de ganancia de peso corporal, ningun indicio clinico anormal, en particular
efectos secundarios gastrointestinales y ninguna evidencia histolégica de toxicidad en ninguno de los
6rganos examinados entre ratones en los que se habia administrado compuesto 2 y aquellos que
recibieron vehiculo solo.

Aunque sin deseo de limitarse a ninguna teoria en particular, se cree que los compuestos de la presente
invencién regulan una amplia diversidad de procesos de transduccién de sefiales dentro de las células
animales y que estos procesos de transduccién de sefiales se encuentran implicados en un amplio
abanico de funciones que resultan vitales para la superviencia y funcionamiento de todas las células
animales. Por lo tanto, dichos compuestos presentan beneficios para la salud de amplio espectro e
importantes en los animales, incluyendo el ser humano, y en particular presentan el potencial de prevenir y
tratar enfermedades, trastornos y funciones humanas importantes y comunes, lo que representa un
beneficio inesperado sustancial.

Los beneficios particulares de la presente invencién radican en: (a) el amplio abanico de procesos de
transduccion de sefiales que son diana de los compuestos, (b) el hecho de que la regulacién de dichos
diversos procesos incluya la regulacién positiva de algunos procesos y la regulacién negativa de otros, y
(c) que dicho amplio y diverso efecto sobre los procesos de transduccién de sefiales también se ve
acompafiado por un efecto independiente sobre un abanico de importantes enzimas que resultan
fundamentales para el metabolismo y la esteroidogénesis.

Referencias cientificas:

Carty, E., M. Macey, S. A. McCartney and D. S. Rampton (2000). "Ridogrel, a dual thromboxane synthase
inhibitor and receptor antagonist: anti-inflammatory profile in inflammatory bowel disease." Alimentary
Pharmacology & Therapeutics 14(6): 807-17.

Carty, E., C. Nickols, R. M. Feakins and D. S. Rampton (2002). "Thromboxane synthase
immunohistochemistry in inflammatory bowel disease." Journal of Clinical Pathology 55(5): 367-370.

Caughey, G. E., M. Pouliot, L. G. Cleland and M. J. James (1997). "Regulation of tumor necrosis factor(]
alpha and IL-1 beta synthesis by thromboxane A2 in nonadherent human monocytes." Journal of

33



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2360 130 T3

Immunology 158(1): 351-8.

Chang, J., et al. (1986). "Correlation between mouse skin inflammation induced by arachidonic acid and
eicosanoid synthesis." Inflammation 10(3): 205-14.

Chin-Dusting, J. P., L. J. Fisher, et al. (2001). "The vascular activity of some isoflavone metabolites:
implications for a cardioprotective role." British Journal of Pharmacology. 133(4): 595-605.

Demasi, M., G. E. Caughey, et al. (2000). "Assay of cyclooxygenase-1 and 2 in human monocytes."
Inflammation Research 49(12): 737-43.

Gonzalez, S. and M. A. Pathak (1996). "Inhibition of ultraviolet-induced formation of reactive oxygen
species, lipid peroxidation, erythema and skin photosensitization by polypodium leucotomos."
Photodermatol Photoimmunol Photomed 12(2): 45-56.

Hawkey, C. J., N. K. Boughton-Smith and B. J. Whittle (1985). "Modulation of human colonic arachidonic
acid metabolism by sulfasalazine." Digestive Diseases & Sciences 30(12): 1161-5.

Kanzawa, F., Nishio, N., Fukuoka, K., Fukuda, M., Kunimoto, T., and Saijo, N. (1997) "Evaluation of
synergism by a novel three-dimensional model for the combined action of Cisplatin and Etoposide on the
growth of a human smallcell lung-cancer cell line, SBC-3" International Journal of Cancer 71:311-9, 1997.

Lianos, E. A. and B. A. Bresnahan (1999). "Effect of thromboxane A2 inhibition and antagonism on
prostaglandin and leukotriene synthesis in glomerular immune injury." Journal of Laboratory & Clinical
Medicine 134(5): 478-82.

McCartney, S. A., J. A. Mitchell, P. D. Fairclough, M. J. Farthing and T. D. Warner (1999). "Selective COX[]
2 inhibitors and human inflammatory bowel disease." Alimentary Pharmacology & Therapeutics 13(8):
1115-7.

Mosmann, T. (1983). "Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: application to proliferation
and cytotoxicity assays." Journal of Immunological Methods. 65(1-2): 55-63.

Opas, E. E., et al. (1985). "Prostaglandin and leukotriene synthesis in mouse ears inflamed by arachidonic
acid." Journal of Investigative Dermatology 84(4): 253-6.

Penglis, P. S., L. G. Cleland, M. Demasi, G. E. Caughey and M. J. James (2000). "Differential regulation of
prostaglandin E2 and thromboxane A2 production in human monocytes: implications for the use of
cyclooxygenase inhibitors." Journal of Immunology 165(3): 1605-11.

Rampton, D. S. and C. E. Collins (1993). "Review article: thromboxanes in inflammatory bowel disease-[]
pathogenic and therapeutic implications." Alimentary Pharmacology & Therapeutics 7(4): 357-67.

Raud, J., S.-E. Dahlen, A. Sydbom, L. Lindbom and P. Hedqvist (1988). "Enhancement of acute
allergicinflammation by indomethacin is reversed by prostaglandin E2: apparent correlation with in vivo
modulation of mediator release." Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 85: 2315-2319.

Shi, H., A. Yokoyama, N. Kohno, Y. Hirasawa, K. Kondo, K. Sakai and K. Hiwada (1998). "Effect of
thromboxane A2 inhibitors on allergic pulmonary inflammation in mice." European Respiratory Journal
11(3): 624-9.

Sondergaard, J., et al. (1985). "Eicosanoids in skin UV inflammation." Photo-Dermatology 2(6): 359-66.

Tilley, S. L., T. M. Coffman and B. H. Koller (2001). "Mixed messages: modulation of inflammation and
immune responses by prostaglandins and thromboxanes." Journal of Clinical Investigation 108(1): 15-23.

Widyarini, S., et al. (2001). "Isoflavonoid compounds from red clover (Trifolium pratense) protect from

34



ES 2360 130 T3

inflammation and immune suppression induced by UV radiation." Photochemistry & Photobiology 74(3):
465-70.

Young, J. M., et al. (1984). "The mouse ear inflammatory response to topical arachidonic acid." Journal of
Investigative Dermatology. 82(4): 367-71.

35



10

15

20

25

30

ES 2360 130 T3

REIVINDICACIONES

Compuesto de férmula general (la):

(Ia)

en la que:

R+ es hidrégeno o alquilo Cy.s,

R2, R3 y R4 son, independientemente, hidrogeno, hidroxi, OR9, OC(O)Rg, OSi(R10)s, alquilo C4
6, arilo, aril-alquilo C1.6 0 halo, Rs, Rs, R7 y Rg son, independientemente, hidrégeno, hidroxi,
ORy, OC(O)Rg, OSi(R10)3, alquilo C1., arilo, aril-alquilo C1.6 0 halo, Ry es alquilo C1., fluoro
alquilo C1.6 0 aril-alquilo C1.6, y R10 es, independientemente, alquilo C1.s

en el que arilo es fenilo o naftilo,
0 una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

Compuesto segun la reivindicaciéon 1 de formula general (Ib):

(Tb)

en la que:

R2, Rs, Rs y Rs son, independientemente, hidrégeno, hidroxi, ORge, OC(O)Rg, OSi(R10)3, metilo,
etilo, propilo, isopropilo, sec-butilo, t-butilo, fenilo o bencilo,

R4 y Rz son, independientemente, hidrégeno, hidroxi, ORg, OC(O)Rg 0 OSi(R10)3,

Re es hidrégeno, hidroxi, ORg, OC(O)Rg 0 OSi(R10)3,

Rg es metilo, etilo, propilo, isopropilo, sec-butilo, t-butilo o bencilo, y

R10 es, independientemente, metilo, etilo o t-butilo,

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Compuesto segun la reivindicacion 2, en el que:
R2, Rs, Rs y Rg son, independientemente, hidrégeno, hidroxi, ORg, OC(O)Rg 0 metilo,
R4 y R7 son, independientemente, hidroxi, ORg 0 OC(O)Ry,
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Rs es hidrégeno,
y
Rg es metilo o bencilo,
0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
Compuesto segun la reivindicacion 3, en el que
R4 es metoxi.
Compuesto segun la reivindicacién 3, en el que
R3 y R4 son metoxi.
Compuesto segun la reivindicacion 3, en el que

Rs es metilo.

Compuesto segun la reivindicacién 3 seleccionado de entre los compuestos (1) a (7) y (1-Ac) a (70
Ac):

4,9-Dihidroxi-14,15-dimetoxi-12a-(3’,4’-dimetoxifenil)-2,11-dioxa-(1H,12H)-6b,6c,12a,16b( |
tetrahidro-nafto[1,2-g]criseno (1),

4,9-Diacetoxi-14,15-dimetoxi-12a-(3’,4’-dimetoxifenil)-2,11-dioxa-(1H,12H)-6b,6¢,12a,16b
tetrahidro-nafto[1,2-g]criseno (1-Ac),

4,9-Dihidroxi-14,15-dimetoxi-12a-(3’,4’-dimetoxifenil)-3,10-dimetil-2,11-dioxa(1H,12H)]
6b,6c,12a,16b-tetrahidronafto[1,2-g]criseno (2),

4,9-Diacetoxi-14,15-dimetoxi-12a-(3’,4’-dimetoxifenil)-3,10-dimetil-2,11-dioxa-(1H,12H)
6b,6¢,12a,16b-tetrahidronafto[1,2-g]criseno (2-Ac),

4,9-Dihidroxi-14-metoxi-12a-(4’-metoxifenil)-2,11-dioxa-(1H,12H)-6b,6¢,12a,16b
tetrahidronafto[1,2-g]criseno (3),

4,9-Diacetoxi-14-metoxi-12a-(4’-metoxifenil)-2,11-dioxa-(1H,12H)-6b,6¢,12a,16b[]
tetrahidronafto[1,2-g]criseno (3-Ac),

4,9-Dihidroxi-14-metoxi-12a-(4’-metoxifenil)-3,10-dimetil-2,11-dioxa-(1H,12H)-6b,6¢,12a,16b [
tetrahidronafto[1,2-g]criseno (4),

4,9-Diacetoxi-14-metoxi-12a-(4’-metoxifenil)-3,10-dimetil-2,11-dioxa-(1H,12H)-6b,6¢,12a,16b ]
tetrahidronafto[1,2-g]criseno (4-Ac),

4,9,14-Trihidroxi-12a-(4’-hidroxifenil)-3,10-dimetil-2,11-dioxa-(1H,12H)-6b,6¢,12a,16b[]
tetrahidronafto[1,2-g]criseno (5),

4,9,14-Triacetoxi-12a-(4’-acetoxifenil)-3,10-dimetil-2,11-dioxa-(1H,12H)-6b,6¢,12a,16b
tetrahidronafto[1,2-g]criseno (5-Ac),

4,9-Dihidroxi-15-metoxi-12a-(3’-metoxifenil)-2,11-dioxa-(1H,12H)-6b,6¢,12a,16b [
tetrahidronafto[1,2-g]criseno (6),

4,9-Diacetoxi-15-metoxi-12a-(3’-metoxifenil)-2,11-dioxa-(1H,12H)-6b,6¢,12a,16b( |
tetrahidronafto[1,2-g]criseno (6-Ac),

4,9,15-Trihidroxi-12a-(3’-hidroxifenil)-3,10-dimetil-2,11-dioxa-(1H,12H)-6b,6¢,12a,16b (]
tetrahidronafto[1,2-g]criseno (7),

4,9,15-Triacetoxi-12a-(3’-acetoxifenil)-3,10-dimetil-2,11-dioxa-(1H,12H)-6b,6¢,12a,16b
tetrahidronafto[1,2-g]criseno (7-Ac).
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Método para la preparacion de un compuesto de féormula (la) segun la reivindicacion 1, incluyendo
el método la etapa de hacer reaccionar un compuesto de férmula (I1):

en la que:

R,y R, R, R, R, F, R, Ry, Ryy R, son tal como se define en la reivindicacion 1,

R13 es hidrégeno, Rg, C(O)Rg, Si(R10)3, alquilsulfonilo C4.6 0 bencenosulfonilo, y
Xes O,

con un agente de acoplamiento.

Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para el tratamiento de una enfermedad
o trastorno seleccionado de entre cancer, proliferacion o regulacién positiva no deseadas del
crecimiento celular, inflamacién o trastornos inflamatorios, trastornos autoinmunoldgicos,
trastornos cardiovasculares y trastornos asociados a la activacién de los receptores de estrégeno.

Compuesto segun la reivindicacion 9, en el que el tratamiento es el tratamiento del dolor asociado
a la inflamacion.

Compuesto segun la reivindicacion 9 6 10, en el que el trastorno inflamatorio es la enfermedad
intestinal inflamatoria, colitis ulcerosa, proctitis ulcerosa, colitis distal o enfermedad de Créhn.

Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en el que el tratamiento del trastorno
inflamatorio no presenta efectos secundarios cardiovasculares y/o es protector intestinal.

Compuesto segun la reivindicacion 12, en el que el tratamiento es cardioprotector.

Compuesto segun la reivindicacion 9, en el que el cancer se selecciona de entre leucemia,
glioma, melanoma y cancer prostatico, ovarico, mamario, colorrectal, pulmonar y pancreatico.

Compuesto segun la reivindicacion 9 para el tratamiento del cancer, en el que dicho compuesto
se utiliza en una terapia de combinacién que comprende administrar en un paciente de cancer
sometido a radioterapia un compuesto de formula (la), o pretratar dicho paciente de cancer con
dicho compuesto de férmula (Ia) antes de dicha radioterapia.

Compuesto segun la reivindicacion 9 para el tratamiento del cancer, en el que dicho compuesto
se utiliza en una terapia de combinacion que comprende administrar en un paciente de cancer un
compuesto de formula (la) y un segundo agente quimioterapéutico, o pretratar dicho paciente de
cancer con dicho compuesto de féormula (la) antes del tratamiento con dicho segundo agente
quimioterapéutico.

Composicién farmacéutica que comprende uno o mas compuestos segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7 en asociacion con uno o mas portadores y/o excipientes farmacéuticos.

Bebida o alimento que contiene uno 0 mas compuestos segun cualquiera de las reivindicaciones
1a7.

Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para la utilizaciéon en un método para

incrementar o restituir la sensibilidad de las células cancerosas o de un tumor a un agente
quimioterapéutico mediante la puesta en contacto de dichas células o tumor con el compuesto de
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férmula (1a).

Compuesto segun la reivindicacion 19, en el que el agente quimioterapéutico es un inhibidor de
receptor del crecimiento o un estimulador de receptor de muerte.

Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para la utilizaciéon en un método para

proteger una célula no tumoral frente a la quimioterapia o radioterapia mediante la puesta en
contacto de la célula no tumoral o una masa celular con el compuesto de férmula (la).

39



ES 2360 130 T3

Fig. 1
Ensayo-1
2-
1.51
E
a5 1
=
0.57
0-—-.
v ®=10 o100
Concentracion (pM)
Ensayo-2
4
= 3
E | -
E 2
1
o
o0 =10 2100
Concentracion (pM)
Ensayo-3
5-
4
g
g2
11
0

op =10 o100
Concentracion (pM)

40



ES 2360 130 T3

Fig. 2
Ensayo-1
2
_1.5]
E
g 1
0.5]
0
0o =10 0100
Concentracién (pM)
Ensayo-2
5-
41
£ 9
Ea 1
4
0 :
og m10 0100
Concentracién (uM)
Ensayo-3
5..
41
i
o,
£2 T
1-4
0

oo "0 0100
Concentracién (pM)

41



307

207

(ng/ml)

ES 2360 130 T3

Fig.3

Ensayo-1

Erii=—

100,

751

{ngfml)

257

60
50
40

% 301

B 50
10

501

og B10 2100
Concentracién (pM)

Ensayo-2

oo =10 2100
Concentracion (pM)

Ensayo-3

-

og 110 2100
Concentracién (uM)

42



ES 2360 130 T3

307

(ng/ml)
S

107

Fig. 4

Ensayo-1

125
100
751
501
2571

(ng/mil)

op =10 0100
Concentracién (uM)

Ensayo-2

60

= 401
B 30]
201
101

=lv] =10 2100
Concentracién (pM)

Ensayo-3

oo ®10 0100
Concentracion (pM)

43



TFN, (ng/ml)
O=2MNWwhod~0 O

TFN; (ng/mil)
o B e i e S st

ES 2360 130 T3

Fig. 5

-.J- T

LR =

a" : 'a:!*.l..v'.'

g & I_ o i

LT L

b A
g Frs
e & =ty
= ;rll Irl“:"‘;: - -r-

i Ay T
- [ i
FLits L= S e v
5|l.| - R " ey
B i = =k
s Sikow Sk

T - T - B e

e

-

0 1 10
Concentracion (pM)

Fig. 6

100

0 1 10
Concentracion (pM)

44

100



ES 2360 130 T3

=

=

S

(=]

m !

B e
- :
- ﬂ”.-”. oJ

& h 3
'

=

=

=

EEEEEREEKE

- !

|osjuod |e o}dadsal oiqued ap 9,

Fig. 8

-+-TXB2

-8 PGE2

& &6 & © o S o 9
mBE.a.ED.ZJ.ﬁ

|Josjuod |e o}oedsas oiquied ap 9,

1uM 0,1uM 0,01pM

10pM

45



Fuerza (g)

ES 2360 130 T3

Fig. 9

Contractilidad
Compuesto 2

& pre-Comp.2
ns [ ] 'I-GDI"I'IP. 2

T.05

-7,54

-8,0-

-9 -8

v

6 5

[Noradrenalina] logM

Log EC50 del Compuesto 2

- hE

LOG EC50 pre-Comp.2

46

LOG ECS50 + Comp. 2



ES 2360 130 T3

Fig. 10

= Sinergia EE}%% = Antagonismo = Sin efecto

Secuencia directa

NV-5063/Gemcitabina
10 §0.2-0.3
5 E0.1-0.2
. NV-5063 (uM) 0O5.6E-17-0.1
2 0-0.1-5.6E-17
= 1 @-0.2--0.1
82 5 538 58 8 8 @.0.3-0.2
= s S8 8 8
a 2 8
Gemcitabina (uM) < oS
NV-5063/Gemcitabina
Secuencia NV-5063 primero 50.4-
§0.3-
§0.2-
=0.1-
0-1.1E-16-0.1
NV-5063 (uM) 0-0.1-1.1E-16
B2-0.2--0.1
m-0.3--0.2
é é @-0.4--0.3
S 8 @0.5--0.4
< 3
Gemcitabina (uM) = =-0.6-0.5
B-0.7-0.6
NV-5063/Gemcitabina 60-70
Secuencia gemcitabina primero N50-60
10 H40-50
L N30-40
‘I“:- 5 §20-30
| NV-50863 (pM) ®10-20
2 00-10
N 0-10-0
- & r r T T 3T e 2-20-10
g ¥ = § g 8 8 -30--20
s 3 B8 m-40--30
Gemcitabina (pM) o -50--40

47



ES 2360 130 T3
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Fig. 12
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Fig. 13
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Fig. 14
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% de cambio de la proliferacién
en comparaciéon con el control
de vehiculo
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Fig. 16
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Fig. 17
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Fig. 18

~l- Compuesto 2
-O="Vehiculo

14
12

-
L=

Porcentaje de cambio de
peso corporal
o N A o o

U
k2

Dia

.

55



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos



