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DESCRIPCION
Compuestos esteroideos como inhibidores de la sulfatasa esteroidea
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a un compuesto. En particular la presente invencién proporciona compuestos
capaces de inhibir la sulfatasa esteroidea.

Antecedentes de la invencion

El cancer de mama es una enfermedad devastadora que continta siendo una causa principal de muerte en mujeres
en la mayor parte de los paises occidentales. Se estima que afecta aproximadamente a 1 millon de mujeres al afio
en todo el mundo.’

Gran Bretana presenta uno de los indices de mortalidad mas elevados de cancer de mama en el mundo con més de
35.000 mujeres diagnosticadas cada afo que representan aproximadamente uno de cada cinco de todos los casos
de cancer. Se estima que 1 de cada 10 mujeres que viva hasta la edad de 85 afios en Gran Bretaria desarrollara
cancer de mama durante el transcurso de su vida. Aunque los procedimientos modernos de tratamiento, asi como la
deteccion precoz de la enfermedad, han mejorado en gran medida los indices de supervivencia, el cancer de mama
continda siendo la causa principal de muerte en mujeres de edades comprendidas entre 35 y 54 afos.?

Todas las mujeres estan en riesgo de padecer cancer de mama aunque se han identificado una serie de factores de
riesgo, estando relacionados la mayoria de ellos con los antecedentes hormonales y reproductores de las mujeres,
asi como con sus antecedentes familiares de la enfermedad. Las mujeres con mayor riesgo son generalmente
aquellas con antecedentes familiares marcados de la enfermedad, comienzo precoz de menarqwa comienzo tardio
de la menopausia o un primer embarazo a término completo después de la edad de 30 afios.’

En las etapas mas tempranas del cancer de mama, la cirugia parece ser el tratamiento de elecciéon. En la mayor
parte de los casos estan implicadas las técnicas quirdrgicas que conservan el pecho, tal como una incision local del
bulto o de los bultos en los pechos, en lugar de la mastectomia. Para evitar una recaida de la enfermedad, se
prescribe con frecuencia la radioterapia, particularmente si se han implicado técnicas que conservan los pechos.’
También se usa para reducir los tumores grandes a un tamano que pueda operarse, de modo que pueda llevarse a
cabo una cirugia de conservacion.*

Para los canceres de mama avanzados, cuando el tumor se ha extendido o recaido, el objetivo del tratamiento no es
ya curar sino lograr el control paliativo. Este es el caso cuando las metastasis del tumor han alcanzado ubicaciones
tales como los huesos, la piel, la linfa, los ganglios o el cerebro. El tratamiento varia dependiendo del estado
hormonal del paciente (si la que debe tratarse es una mujer premenopausica o posmenopausica) y dependiendo del
tipo de tumor. De hecho, se ha demostrado que determinados tumores dependen de estrégenos para su crecimiento
y desarrollo, provocando lo que se denomina un cancer de mama dependiente de hormonas (HDBC, véase I-1).
Aunque ningun HDBC se trata con quimioterapia, cuando el objetivo es destruir células tumorales de forma
diferencial usando una combinacion de agentes citotoxicos,’ es de esperar que los HDBC respondan a la terapia
endocrina.

El concepto de tumores dependientes de hormonas aparecno al comienzo de la década de 1960, cuando el modelo
de accion de los estrégenos se introdujo por primera vez. ® Para que los estrogenos regulen el crecimiento y la
funcién celular en los seres humanos, debe estar presente una proteina especifica, denominada receptor de
estrogenos humano (hER).” Esta proteina, localizada en el nlcleo, interactiia con estrégenos, teniendo como
consecuencia la formacién de un complejo de unién. Este actia como factor de transcripcion activando la produccion
de ARN-m de genes especificos, siendo uno o0 mas de los mismos, probablemente, esenciales para el crecimiento
eficaz de las células tumorales.

Los pacientes con un nivel mensurable de proteina receptora se clasifican como positivos al receptor del estrégeno
(ER+) en oposicion a los negativos al receptor del estrégeno (ER-). Aproximadamente el 50 % de las mujeres
premenopausicas y el 75% de las mujeres posmenopausicas estan comprendidas en el grupo ER+% en el que el
desarrollo de los canceres de mama puede estar directamente relacionado con la presencia de estrégenos. La
terapia endocrina, en la que el uso de farmacos produce una privaciéon de estimulacion estrogena a las células, se
ha demostrado que es un procedimiento eficaz para el tratamiento de HDBC. Originalmente, se desarrollaron dos
clases de farmacos, que responden a diferentes estrategias: antiestrégenos e inhibidores de aromatasa.

Los antiestrégenos, como antagonistas del receptor del estrogeno, han sido uno de los primeros tratamientos
considerados para el HDBC. Su accion se basa en su capacidad para unirse de forma competitiva a la proteina hER
del receptor especifico, impidiendo de este modo el acceso de los estrégenos enddégenos a su sitio de unidn
especifico. En consecuencia, la hormona natural es incapaz de mantener el crecimiento tumoral.
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De los antiestrogenos usados habitualmente en la terapia del cancer de mama, el mas ampliamente usado es el
tamoxifeno (a continuacién) debido al perfil de toxicidad muy bajo de la molécula. A pesar de su esqueleto no
esteroideo, el tamoxifeno posee una actividad agonista-antagonista mixta que limita su potencial terapeutlco
Ademas, se ha informado de algunas formas de resistencia al farmaco en pacientes después de un tratamiento con
tamoxifeno a largo plazo."

Se han descubierto hace tiempo nuevos farmacos antiestrégenos puros, tales como ICl 164384 (a continuacion),
pero la perdlda de potencia comparada con la del tamoxifeno sugiere la necesidad de disefar dianas mucho mas
potentes.’

o/\/N(CH )

ALK
C

Tamoxifeno ICI 164384

Desde hace algunos afios, ha surgido un nuevo tipo de antiestrégeno que combina el agonismo del estrégeno sobre
los tejidos diana tales como hueso o higado y el antagonismo y/o agonismo minimo en los tejidos reproductores
tales como las mamas o el Gtero." Estos compuestos, disefiados como moduladores selectivos del receptor del
estrogeno (SERM), no solo son potencialmente eficaces para reducir el riesgo en el paciente de carcinoma de
mama, sino que también se ha demostrado que aumentan la densidad mineral del hueso y previenen la osteoporosis
en las mUJeres posmenopausicas. El raloxifeno es el primero de esta clase de compuestos que se usa
clinicamente.' Actualmente, existen mas SERM en ensayos clinicos y estas moléculas podrian sustituir un dia al
tamoxifeno como la primera linea de tratamiento para mujeres con HDBC.

El uso de agentes terapéuticos que inhiben una o varias enzimas de la ruta de biosintesis de ester0|des representa
otra estrategia importante para el control del desarrollo de tumores dependientes del estrogeno * La enzima
aromatasa, que convierte los esteroides C19 andrégenos en esteroides C18 estrogenos, ha sido la diana principal
para reducir los niveles de estrogeno. Este complejo enzimatico, que contiene una hemoproteina citocromo P450,
cataliza la aromatizacion del anillo A del andrégeno con la subsiguiente pérdida del grupo metilo de C19
proporcionando estrégenos.

La aminoglutetimida (a continuacion) fue el primer inhibidor de aromatasa usado para el tratamiento del cancer de
mama. Sin embargo, presentaba una serie de efectos secundarios indeseables debido a su amplio espectro de
efectos inhibidores sobre otras enzimas dependientes de P450 y los esfuerzos para mejorar la estructura original
han conducido a una serie de compuestos no esteroideos que participan en ensayos clinicos." La ultima generacién
desarrollé compuestos tales como letrozol, que combina gran potencia y gran selectividad por la enzima, y, también,
se toleran mejor.

NH, PN
/4
Et N‘N»

Ao ¢
H NC

AG Letrozol

Estructura de diferentes tipos de inhibidores de aromatasa. Generacion |: aminoglutetimida, AG; generacion I,
letrozol.

Tradicionalmente, los inhibidores de aromatasa se reservan como segunda linea de tratamiento para pacientes con
HDBC avanzado cuyas enfermedades no se controlan ya mediante tamoxifeno. No obstante, debido al perfil de
toxicidad extremadamente bueno de algunos de los inhibidores de aromatasa mas recientes, se han realizado
ensayos clinicos recientes para evaluar su idoneidad como tratamiento de primera linea para HDBC.

Durante la ultima década han surgido indicios sélidos, tanto bioquimica como clinicamente, de que solo la inhibicion
de la enzima aromatasa no puede proporcionar una reduccion eficaz de la estimulacién estrogena de HDBC, siendo
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la raz6n que estan implicadas otras rutas en la biosintesis del estrdgeno. Se considera actualmente que la ruta de la
sulfatasa es la via principal para la sintesis del estrogeno del tumor de mama, ya que se encontr6 que la actividad de
la sulfatasa proporciona 10 veces mas estrégenos que la actividad de la aromatasa.’

En la ruta de la sulfatasa, los estrogenos se sintetizan a partir del precursor sulfato de estrona muy disponible,
mediante dos enzimas (esquema a continuacion): la estrona sulfatasa (STS) que hidroliza el sulfato de estrona en la
estrona y la 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17B-HSD) que reduce la estrona en el estradiol. Estas dos
enzimas representan las Ultimas dianas para las estrategias de privacién de estrogeno.

,j"“’a\ \\w*_ d@éﬂ

STS "0y
Sulfato de estrona |7B.[ml Suifato de DHEA

Adiona

Origen de estrégenos en células de mama normales y tumorales. AR, aromatasa; ST: sulfotransferasa esteroidea;
STS, sulfatasa esteroidea; 17B-HSD, 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa; 3B-1S, 3B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa AS, A4-isomerasa; ER, receptor de estrogeno.

Se han identificado varios inhibidores potentes para la estrona sulfatasa. Todos ellos comparten la caracteristica
estructural comudn de un anillo aromatico que porta un sustituyente que imita el anillo A fendlico del sustrato
enzimatico, el sulfato de estrona. En el desarrollo de los inhibidores esteroideos, se ha introducido en C3 una amplia
diversidad de grupos quimicos, encontrandose que, de los mismos, el 3-O-sulfamato era el mas potente para la
molécula de estrona. El compuesto resultante, 3-O-sulfamato de estrona (a continuacion) condujo a la identificacion
de la estructura de O-sulfamato de arilo como un farmacoforo activo requerido para la inhibicién potente de STS. Se
demostré que EMATE inhibe la actividad de la sulfatasa ester0|dea en funcion del tiempo y de la concentracion'” y
que era activa in vivo mediante administracion por via oral."® Sin embargo, se revelé que era muy estrégeno, lo que
aumentaba la necesidad de disefar inhibidores STS que carezcan de actividad agonistica sobre el hER.

Para evitar los problemas relacionados con un nucleo esteroide activo, se han sintetizado inhibidores basados en no
esteroides. Los sulfamatos de cumarina tales como el 7-O-sulfamato de 4 -metilcumarina (COUMATE, a
continuacion), en el que se conserva el farmacéforo activo, se han encontrado entre los primeros inhibidores de este
tipo que se han identificado.'® Aunque COUMATE es menos potente que EMATE, tiene la ventaja de no ser
estrogeno 0 Se han desarrollado algunos sulfamatos basados en cumarina triciclicos que han resultado ser mucho
mas potentes que COUMATE, aunque conservando su caracteristica no estrogena. #1 667COUMATE, que es unas 3
veces mas potente in vitro que el EMATE esta actualmente en desarrollo preclinico para ensayos clinicos.*

_ o |
@gw : J@f@
H,NO,SO H,NO,SO 0”0 H,NO,SO 0”0

EMATE ) COUMATE 667COUMATE

Estructuras de los inhibidores de sulfatasa esteroidea EMATE, COUMATE y 667COUMATE.

El documento PCT/GB92/01587 da a conocer nuevos inhibidores de sulfatasa esteroidea y composiciones
farmacéuticas que los contienen para su uso en el tratamiento de tumores dependientes de estrona, especialmente
el cancer de mama. Estos inhibidores de sulfatasa esteroideas son ésteres de sulfamato, tales como 3-sulfamato de
N,N-dimetilestrona y, preferentemente, 3-sulfamato de estrona (EMATE). Se sabe que el EMATE es un potente
inhibidor de E1-STS ya que presenta mas del 99% de inhibicion de la actividad de E1-STS en células MCF-7
intactas a una concentracién 0,1 mM. EI EMATE también inhibe la enzima E1-STS en funcion del tiempo y de la
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concentracién, lo que indica que actia como un inactivador dirigido al sitio activo. Aunque el EMATE se disefid
originalmente para la inhibicion de E1-STS, también inhibe la deshidroepiandrosterona sulfatasa (DHA-STS), que es
una enzima que se cree que tiene un papel esencial en la regulacion de la biosintesis del esteroide estrégeno
androstenediol. Asimismo, no existen pruebas que sugieran que el androstenediol puede tener una importancia
incluso mayor como promotor del crecimiento del tumor de mama. El EMATE es también activo in vivo ya que
produjo la inhibicién casi completa de las actividades de E1- STS (99 %) y de DHA-STS (99 %) en el higado de ratas
cuando se administra por via oral o por via subcutanea. Ademas, se ha demostrado que el EMATE tiene una
memoria que potencia los efectos en ratas. Los estudios en ratones han sugerido una asociacion entre la actividad
de DHA-STS y la regulacion de parte de la respuesta inmunitaria. Se cree que ésta puede también tener lugar en
seres humanos. El atomo de O de puente del resto de sulfamato en EMATE es importante para la actividad
inhibidora. Por lo tanto, cuando el atomo de O en la posicion 3 se sustituye por otros heteroatomos como en el 3-N-
sulfamato de estrona y 3-S-sulfamato de estrona, estos analogos son inactivadores mas débiles independientes del
tiempo.

Aunque la potencia 6ptima para la inhibicion de E1-STS puede haberse logrado en EMATE, es posible que la
estrona pueda liberarse durante la inhibicion de la sulfatasa y que el EMATE y su congénere estradiol puedan
poseer actividad estrégena.

17B-HSD, que cataliza la etapa final en la biosintesis de estrogenos y andrégenos, aparece también como diana
para las estrategias de privacion de estrogenos. Esta enzima es responsable de la interconversién de la forma
oxidada (menos activa) y de la forma reducida (mas activa) de los esteroides. Su actividad apoya directamente el
crecimiento y desarrollo de tumores dependientes de estrogenos ya que preferentemente reduce la estrona dando
estradiol”® y en menor medida, mediante la conversion del andrégeno DHEA en androstenediol (Adiol), que se ha
demostrado recientemente que presenta propiedades estrogenas y que es capaz de unirse al receptor del
estrogeno.”

17B-HSD pertenece a una familia de isoenzimas, 11 de las cuales se han identificado y clonado hasta la fecha.?’
Cada tipo presenta una afinidad selectiva al sustrato y una actividad direccional que significa que se ha conseguido
la selectividad de la accion del farmaco. El tipo 1 de 173-HSD es el isotipo que cataliza la interconversién de estrona
y estradiol.

A diferencia de inhibidores de STS, se ha informado solamente de unos pocos inhibidores de 1BHSD. La mayoria de
los inhibidores esteroideos para 173-HSD de tipo 1 tienen en comin una estructura modificada del anillo D. Se ha
demostrado que los derivados de estradiol que contienen una cadena lateral con un grupo saliente bueno en la
posicion 16a son una clase potente de inhibidores. En particular, se ha observado que 16a-(bromoalquil)-estradiol”®
en el que las cadenas laterales presentan gran reactividad frente a los residuos de aminoacidos nucleéfilos en el
sitio activo de la enzima eran inhibidores irreversibles prometedores. Los analogos que contienen restos cortos de
bromoalquilo en la posicion 16 muestran la actividad mas elevada con 16a-(bromopropil)-estradiol, seguido de 16a-
(bromobutil)-estradiol, el mas potente de la serie (3 y 4). Ellos, sin embargo, resultaron ser agonistas puros del
receptor del estrégeno.

OH

"R

HO

3 R=(CHy);Br Apigenina
4 R =(CHy),Br

Inhibidores 17p-HSD de tipo 1: 16a-(bromopropil)-estradiol, 3;
16a-(bromopropil)-estradiol, 4 y un derivado de flavona, apigenina.

En un esfuerzo por eliminar la estrogenicidad intrinseca de inhibidores potentes y, posiblemente, modificar al mismo
tiempo las propiedades antiestrégenas en la molécula, se sintetizaron varios derivados de 16a-(ampliamente)-
estradiol que portan la cadena lateral de C7a-alquilamida del antiestrogeno conocido IClI 164384.% Sin embargo, se
obtuvo una inhibicion bastante escasa de 17B-HSD de tipo 1, con propiedades estrogenas y antiestrégenas no
anuladas o introducidas por completo respectivamente.

En paralelo, se han disefiado inhibidores no esteroideos de 178-HSD de tipo 1. Los flavonoides que son
estructuralmente similares a los estrégenos, son capaces de unirse al receptor del estrogeno con actividades
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estrogenas o antiestrégenas.®® Su accién sobre la actividad de la aromatasa esta bien documentada y en estudios
recientes se observé que reducen la conversion de estrona en estradiol catalizada por 17p-HSD de tipo 1°'. Los
derivados de flavona, tales como la apigenina (figura 6) surgieron en un estudio de SAR como compuestos
prﬁ_@ﬁtedosrgs con alguna actividad inhibidora sobre 173-HSD de tipo 1 sin ser estrégenos a la concentracion
inhibidora.

Ahmed y col. (Biochem. Biophys. Res. Commun. 27 de enero 1997; 254(3):811-5) describen un estudio relacionado
con la actividad de la estructura de inhibidores esteroideos y no esteroideos de STS.

Las deshidrogenasas esteroideas (DH) tales como las estradiol 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasas (E2HSD)
tienen papeles clave en la regulacién de la disponibilidad de los ligandos para interactuar con el receptor del
estrogeno. E2HSD de tipo | reduce la estrona (E1) a estrégeno biolégicamente activo, estradiol (E2), mientras que
E2HSD de tipo Il inactiva E2 catalizando su oxidacion a E1. Por lo tanto, la identificacion de compuestos con
actividad inhibidora de DH, en particular inhibidores de E2HSD de tipo |, podrian tener valor terapéutico en la
inhibicion de la formacion de E2.

El documento WO 03/033518 divulga compuestos de la férmula

en la que G es H o un sustituyente. Los compuestos tienen actividad como, entre otras cosas, inhibidores de la
sulfatasa esteroidea.

Aspectos resumidos de la presente invencion

La presente invencion proporciona compuestos novedosos que son capaces de actuar como inhibidores eficaces de
sulfatasa esteroidea. La presente invencion identifica los compuestos de la presente solicitud como inhibidores
eficaces de sulfatasa esteroidea.

La figura 1 presenta algunas de las enzimas implicadas en la sintesis in situ de estrona a partir de sulfato de estrona
y estradiol. “STS” indica estrona sulfatasa, “E2DH de tipo I” indica estradiol 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa de
tipo | o estradiol 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa de tipo 1, 3, 5 y/o 7 y “E2DH de tipo II” indica estradiol 17§-
hidroxiesteroide deshidrogenasa de tipo Il o estradiol 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa de tipo 2 y/o 8.

Como puede observarse, dos enzimas que estan implicadas en la sintesis periférica de estronas son la enzima
estradiol 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa y la enzima estrona sulfatasa.

Se cree que la sintesis in situ del estrogeno realiza una importante contribucién a los niveles elevados de estrogenos
en los tumores y, por lo tanto, los inhibidores especificos de la biosintesis del estrégeno son de valor potencial para
el tratamiento de tumores dependientes del sistema endocrino.

Ademaés, incluso aunque la formacion de estrégeno en la mama con tumor maligno y los tejidos endometriales por
medio de la ruta de la sulfatasa realiza una contribucién principal a la concentracion elevada de estrégenos, existen
aun otras rutas enzimaticas que contribuyen a la sintesis in vivo del estrégeno.

Por lo tanto, existe la necesidad urgente de desarrollar nuevas terapias para el tratamiento de estos canceres.

La presente invencion, por lo tanto, pretende superar uno o mas de los problemas asociados a los procedimientos
de la técnica anterior de tratamiento de canceres de mama y de endometrio.

En un aspecto, por lo tanto, la presente invencion proporciona el uso de un compuesto para la preparacion de un
medicamento que puede afectar, tal como inhibir sustancialmente, la ruta de la estrona sulfatasa (cuya ruta convierte
la estrona en estradiol y a la inversa) y/o afectan, tal como inhiben sustancialmente, a la ruta de la esteroide
deshidrogenasa, cuya ruta convierte la estrona en estradiol y a la inversa.
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Este aspecto de la presente invencion es ventajoso porque mediante la administracién de un tipo de compuesto es
posible bloquear la sintesis de estradiol a partir de estrona o E1S. Por consiguiente, la presente invencién
proporciona compuestos que tienen ventajas terapéuticas considerables, particularmente para tratar los canceres de
mama y de endometrio.

Aspectos detallados de la presente invencion

Segun un aspecto de la presente invencion, se proporciona la reivindicacion 1.

Segun un aspecto de la presente invencidn, se proporciona una composicion farmacéutica que comprende la
reivindicacién 1, mezclado con un vehiculo, diluyente, excipiente o coadyuvante farmacéuticamente aceptables.

Segun un aspecto de la presente invencion, se proporciona la reivindicacion 1, para su uso en medicina.

Segun un aspecto de la presente invencion, se proporciona el uso de la reivindicacién 1, en la fabricacién de un
medicamento para su uso en la terapia de una afeccién o enfermedad asociada con sulfatasa esteroidea (STS).

Segun un aspecto de la presente invencion, se proporciona el uso de la reivindicaciéon 1, en la fabricacién de un
producto farmacéutico para la inhibicién de la actividad de sulfatasa esteriodea (STS).

Para facilitar la referencia, estos y otros aspectos de la presente invencién se discuten ahora en las cabeceras de las
secciones apropiadas. No obstante, las ensefianzas de cada seccién no se limitan necesariamente a cada seccién
particular.

Aspectos preferentes

Un compuesto muy preferente tiene la formula

o una forma de sal o de éster farmacéuticamente aceptable del mismo.

GRUPO G

El grupo G tiene la formula -A-B, en la que A es un grupo alquileno lineal, ramificado o ciclico de 1 a 9 atomos de
carbono y B es un grupo de la férmula -(CF2)mCF3 en la que m es 0 o un niumero entero de 1 a 9. Preferentemente,
B tiene un atomo de carbono. Preferentemente, A es un grupo de la férmula -(CHz),- en la que n es un numero
entero de 1 a 9. Preferentemente, A tiene dos atomos de carbono.

Preferentemente, el grupo G tiene la férmula -(CHz)n(CF2)mCF3 en la que n es un nimero enterode 1 a9, mes 0 o
un numero entero de 1 a 9. Preferentemente, n+m se encuentra entre 1 y 10. Preferentemente, n es 2.
Preferentemente, m es 0.

Del modo mas preferentemente, el grupo G es 3,3,3-trifluoropropil(-CH2CH2CF3).

GRUPO R'

R' es un grupo sulfamato de la férmula

N
A

En algunos aspectos de la presente invencion, preferentemente R* y R® son H.

Aspectos adicionales

Segun un aspecto de la presente invencion, se proporciona un compuesto segln la presente invencion para su uso
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en medicina.

Segun un aspecto de la presente invencién, se proporciona una composicion farmacéutica que comprende el
compuesto segun la presente invencion opcionalmente mezclado con un vehiculo, diluyente, excipiente o
coadyuvante farmacéuticamente aceptable.

Segun un aspecto de la presente invencion, se proporciona el uso de un compuesto segun la presente invencion
para la fabricacion de un medicamento para su uso en la terapia de una afeccion o enfermedad relacionada con
STS.

Segun un aspecto de la presente invencion, se proporciona el uso de un compuesto segun la presente invencion
para la fabricacion de un medicamento para su uso en la terapia de una afeccion o enfermedad relacionada con
niveles adversos de STS.

En algunas aplicaciones, preferentemente los compuestos no tienen un efecto estrégeno o este es minimo.

En algunas aplicaciones, preferentemente los compuestos no tienen un efecto estrégeno.

En algunas aplicaciones, preferentemente los compuestos tienen una accion reversible.

En algunas aplicaciones, preferentemente los compuestos tienen una accién irreversible.

En una realizacién los compuestos de la presente invencion son Utiles para el tratamiento del cancer de mama.

Los compuestos de la presente invencion pueden estar en forma de sal.

La presente invencién también abarca intermedios novedosos que son utiles para preparar los compuestos de la
presente invencién. Por ejemplo, la presente invencion abarca precursores alcohdlicos novedosos para los
compuestos. A modo de ejemplo adicional, la presente invencién abarca precursores bioprotegidos para los
compuestos. En el presente documento se presentan ejemplos de cada uno de estos precursores. La presente
invencion también comprende un procedimiento que comprende cada uno de, o todos, estos precursores para la
sintesis de los compuestos de la presente invencién.

También hemos identificado que en algunos aspectos de la presente invencion los presentes compuestos pueden
inhibir también la actividad de la esteroide deshidrogenasa (HSD).

Por esteroide deshidrogenasa o HSD se quiere decir 17 hidroxiesteroide deshidrogenasa. En un aspecto la 173
hidroxiesteroide deshidrogenasa es EC 1.1.1.62.

Preferentemente, la HSD es del tipo 1, 3, 5 y/o 7. Preferentemente, la HSD convierte la estrona (cetona) en estradiol
(hidroxilo).

Preferentemente la HSD es del tipo 2 y/u 8. Preferentemente, la HSD convierte el estradiol (hidroxilo) en estrona
(cetona).

Por lo tanto, en aspectos adicionales la presente invencion proporciona:

« El uso de un compuesto de la presente invencién para la fabricacion de un medicamento para su uso en la terapia
de una afeccion o enfermedad asociada con la esteroide deshidrogenasa.

« El uso de un compuesto de la presente invencion para la fabricacion de un medicamento para su uso en la terapia
de una afeccién o enfermedad asociada con niveles adversos de esteroide deshidrogenasa.

» El uso de un compuesto de la presente invencién para la fabricacion de un producto farmacéutico para inhibir la
actividad de la esteroide deshidrogenasa.

» El uso de un compuesto de la presente invencién para la fabricacion de un producto farmacéutico para inhibir la
actividad de la esteroide deshidrogenasa.

En algunos aspectos de la presente invencion, es preferente que la esteroide deshidrogenasa sea esteroide
deshidrogenasa de tipo .

En algunos aspectos de la presente invencién, es preferible que la esteroide deshidrogenasa sea esteroide
deshidrogenasa de tipo .

Preferentemente, la HSD es del tipo 1, 3, 5 y/o 7. Preferentemente, la HSD convierte la estrona (cetona) en estradiol
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(hidroxilo).

Preferentemente, la HSD es del tipo 2 y/u 8. Preferentemente, la HSD convierte el estradiol (hidroxilo) en estrona
(cetona).

Algunas ventajas

Una ventaja clave de la presente invencion es que los compuestos de la presente invencién pueden actuar como
inhibidores de STS.

Otra ventaja de los compuestos de la presente invencién consiste en que pueden ser potentes in vivo.

Algunos de los compuestos de la presente invencion pueden ser compuestos no estrégenos. En el presente
documento, la expresion “no estrégeno” significa que no presentan ninguna actividad o sustancialmente ninguna
actividad estrégena.

Otra ventaja consiste en que algunos de los compuestos pueden no ser capaces de ser metabolizados a
compuestos que muestran o inducen actividad hormonal.

Algunos de los compuestos de la presente invencion presentan también ventajas porque pueden ser activos cuando
se administran por via oral.

Algunos de los compuestos de la presente invencion tienen una duracién de la accion mejorada in vivo en
comparacioén con inhibidores de STS conocidos.

Algunos de los compuestos de la presente invencion pueden ser Utiles para el tratamiento del cancer, tal como el
cancer de mama, asi como (0 como alternativa) afecciones no malignas, tales como la prevencién de enfermedades
autoinmunitarias, particularmente cuando los productos farmacéuticos pueden necesitar administrarse desde una
temprana edad.

Por lo tanto, se cree también que algunos de los compuestos de la presente invencién tienen usos terapéuticas
diferentes del tratamiento de los canceres dependientes del sistema endocrino, tal como el tratamiento de
enfermedades autoinmunitarias.

Sulfatasa esteroidea

La sulfatasa esteroidea, que se denomina a veces sulfatasa esteroidea o esteril sulfatasa o “STS” para abreviar,
hidroliza varios esteroides sulfatados, tales como el sulfato de estrona, el sulfato de deshidroepiandroesterona y el
sulfato de colesterol. A la STS se le ha asignado el nimero de enzima EC 3.1.6.2.

La STS se ha clonado y expresado. Por ejemplo, véase Stein y col. (J. Biol. Chem. 264:13865-13872 (1989) y Yen y
col. (Cell 49:443-454 (1987)).

La STS es una enzima que se ha implicado en diversas afecciones patologicas.

A modo de ejemplo, los expertos han descubierto que una deficiencia total en STS produce ictiosis. Segun algunos
investigadores, la deficiencia de STS es bastante comin en Japén. Los mismos investigadores (Sakura y col., J.
Inherit. Metab. Dis., noviembre de 1997; 20(6):807-10) han informado también que las enfermedades alérgicas, tales
como asma bronquial, rinitis alérgica o dermatitis atdpica, pueden estar asociadas a una deficiencia de sulfatasa
esteroidea.

Ademas de los estados patolégicos que estan provocados por una carencia total de actividad de STS, un aumento
de nivel de la actividad de STS puede provocar también estados patolégicos. A modo de ejemplo, y como se indicé
anteriormente, existen indicios sélidos que apoyan un papel de STS en el crecimiento y metastasis del cancer de
mama.

La STS se ha implicado también en otras afecciones patolégicas. A modo de ejemplo, Le Roy y col. (Behav. Genet.
Mar. de 1999; 29(2):131-6) han determinado que puede existir una correlacion genética entre la concentracion de
sulfatasa esteroidea y la iniciacion del comportamiento atacante en ratones. Los autores concluyen que la
sulfatacion de los esteroides puede ser el motor principal de una red compleja que incluye los genes que se ha
demostrado que estan implicados en agresion por mutagénesis.

Inhibicién de STS

Se cree que algunas enfermedades asociadas a la actividad de STS son debidas a la conversion de una estrona
sulfatada no activa a una estrona no sulfatada activa. En afecciones patogogicas asociadas a la actividad de STS,
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seria deseable inhibir la actividad de STS.

En el presente documento, el término “inhibe” incluye reduce y/o elimina y/o enmascara y/o impide la accién
perjudicial de STS.

Inhibidor de STS
Segun la presente invencion, el compuesto de la presente invencién es capaz de actuar como un inhibidor de STS.

En el presente documento, el término “inhibidor”, tal como se utiliza en el presente documento con respecto al
compuesto de la presente invencion significa un compuesto que puede inhibir la actividad de STS, tal como reducir
y/o eliminar y/o enmascarar y/o impedir la accion perjudicial de STS. El inhibidor de STS puede actuar como
antagonista.

La capacidad de los compuestos para inhibir la actividad de la estrona sulfatasa puede evaluarse utilizando bien
células MCF-7 intactas de cancer de mama o bien microsomas de placenta. Ademas, puede usarse un modelo
animal. En las siguientes secciones se presentan detalles de los protocolos de ensayo adecuados. Debe indicarse
que podrian usarse otros ensayos para determinar la actividad de STS y por lo tanto la inhibiciéon de STS. Por
ejemplo, puede hacerse referencia también a las ensefianzas del documento WO-A-99/50453.

Preferentemente, para algunas aplicaciones, el compuesto se caracteriza ademas por la caracteristica de que si el
grupo sulfamato tuviera que reemplazarse por un grupo sulfato para formar un derivado de sulfato, entonces el
derivado de sulfato seria hidrolizable por una enzima que tuviera actividad de sulfatasa esteroidea (E.C. 3.1.6.2), es
decir cuando se incubara con sulfatasa esteroidea EC 3.1.6.2 apH 7,4 y 37 °C.

En una realizacién preferente, si el grupo sulfamato del compuesto tuviera que reemplazarse por un grupo sulfato
para formar un compuesto de sulfato entonces el compuesto de sulfato seria hidrolizable por una enzima que tuviera
actividad de sulfatasa esteroidea (E.C. 3.1.6.2) y proporcionaria un valor de Km inferior a 200 mmolar,
preferentemente inferior a 150 mmolar, preferentemente inferior a 100 mmolar, preferentemente inferior a 75
mmolar, preferentemente inferior a 50 mmolar, cuando se incubara con sulfatasa esteroidea EC 3.1.6.2apH 7,4 y
37 °C.

En una realizacion preferida, si el grupo sulfamato del compuesto tuviera de reemplazarse por un grupo sulfato para
formar un compuesto de sulfato entonces el compuesto de sulfato seria hidrolizable por una enzima que presentara
actividad de sulfatasa esteroidea (E.C. 3.1.6.2) y proporcionaria un valor de Km inferior a 200 pmolar,
preferentemente inferior a 150 pmolar, preferentemente inferior a 100 ymolar, preferentemente inferior a 75 ymolar,
preferentemente inferior a 50 ymolar, cuando se incubara con sulfatasa esteroidea EC 3.1.6.2 a pH 7,4 y 37 °C.

En una forma de realizacién preferida, el compuesto de la presente invencién no es hidrolizable por una enzima que
tenga actividad de sulfatasa esteroidea (E.C. 3.1.6.2).

Para algunas aplicaciones, preferentemente el compuesto de la presente invencion tiene una selectividad de por lo
menos aproximadamente 100 veces con respecto a la diana deseada (por ejemplo STS), preferentemente una
selectividad de por lo menos aproximadamente 150 veces con respecto a la diana deseada, preferentemente una
selectividad de por lo menos aproximadamente 200 veces con respecto a la diana deseada, preferentemente una
selectividad de por lo menos aproximadamente 250 veces con respecto a la diana deseada, preferentemente una
selectividad de por lo menos aproximadamente 300 veces con respecto a la diana deseada, preferentemente una
selectividad de por lo menos aproximadamente 350 veces con respecto a la diana deseada.

Debe indicarse que el compuesto de la presente invencién puede tener otras propiedades beneficiosas ademas de
su capacidad para inhibir la actividad de DH o como alternativa a la misma.

Esteroide deshidrogenasa

La esteroide deshidrogenasa o “DH” en abreviatura puede clasificarse en dos tipos, tipo | y tipo Il. Los dos tipos de
enzima, como estradiol 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasas (E2HSD), tienen papeles clave en la regulacion de la
disponibilidad de los ligandos para interactuar con el receptor de estrégeno. El tipo | reduce la estrona (E1) dando
estrdgeno bioldégicamente activo, estradiol (E2) mientras que E2HSD de tipo Il inactiva E2 catalizando su oxidacion a
E1.

Inhibicién de DH
Se cree que algunas enfermedades asociadas a la actividad de DH son debidas a la conversién de una estrona no

activa en un estradiol activo. En las afecciones patologicas asociadas con la actividad de DH, seria deseable inhibir
la actividad de DH.
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En el presente documento, el término “inhibir” incluye reducir y/o eliminar y/o impedir la accién perjudicial de DH.
Inhibidor de DH
Segun la presente invencion, el compuesto de la presente invencién es capaz de actuar como inhibidor de DH.

En el presente documento, el término “inhibidor”, tal como se usa en el presente documento con respecto al
compuesto de la presente invencion significa un compuesto que puede inhibir la actividad de DH, tal como reducir
y/o eliminar y/o enmascarar y/o impedir la accion perjudicial de DH. El inhibidor de DH puede actuar como
antagonista.

La capacidad de los compuestos para inhibir la actividad de la esteroide deshidrogenasa puede evaluarse usando
bien células T47D de cancer de mama en las que la actividad de E2HSD de tipo | es abundante o bien células MDA-
MB- 231 para estudios con inhibidor de tipo Il. En ambas lineas celulares la formacién de productos es lineal con
respecto al tiempo y al nimero de células. En la seccion de Ejemplos se presentan detalles sobre un protocolo de
ensayo adecuado.

Debe indicarse que el compuesto de la presente invencién puede tener otras propiedades beneficiosas ademas de
su capacidad para inhibir la actividad de STS o como alternativa a la misma.

Grupo sulfamato

El grupo sulfamato tiene la férmula:
(R")(R°)N-S(0)(0)-O-

en la que R* y R® se seleccionan independientemente de entre H, alquilo que contiene un maximo de 10 4tomos de
carbono, cicloalquilo que comprende un maximo de 10 atomos de carbono, alquenilo que contiene un maximo de 10
atomos de carbono y arilo que contiene un maximo de 10 atomos de carbono, o combinaciones de los mismos, en la
que el o cada alquilo o cicloalquilo o alquenilo opcionalmente contienen uno o mas heteroatomos y en la que al
menos uno de R*y R® es H.

Cuando estan sustituidos, los compuestos N-sustituidos de la presente invencién pueden contener un sustituyentes
de N-alquilo, N-alquenilo, N-cicloalquilo o N-arilo, que contienen preferentemente o que contiene cada uno un
maximo de 10 atomos de carbono. Cuando R* y/o R® es alquilo, los valores preferentes son aquellos en los que R*y
R°® se seleccionan cada uno independientemente de entre los grupos alquilo inferior que contienen de 1 a 6 atomos
de carbono, es decir metilo, etilo, propilo, etc. R*o R® pueden ser metilo. Cuando R* y/o R® es arilo, los valores
tipicos son fenilo y tolilo (PhCH3; 0). Cuando R* y R® representan cicloalquilo, los valores tipicos son ciclopropilo,
ciclopentilo, ciclohexilo, etc.

Al menos uno de R*y R® es H.
En algunas realizaciones mas preferentes, cada uno de R* y R5 es H.

Ensayo para la determinacién de la actividad de STS usando células cancerosas (protocolo 1)

Inhibicién de la actividad de sulfatasa esteroidea en células MCF-7

La actividad de la sulfatasa esteroidea se mide in vitro usando células MCF-7 intactas de cancer de mama humano.
Esta linea celular dependiente de hormonas se usa ampliamente para estudiar el control del crecimiento de las
células de cancer de mama humano. Posee actividad significativa de sulfatasa esteroidea (Macindoe y col.,
Endocrinology, 123, 1281-1287 (1988); Purohit y Reed, Int. J. Cancer, 50, 901-905 (1992)) y esta disponible en los
Estados Unidos en la American Type Culture Collection (ATCC) y en el Reino Unido (por ejemplo en The Imperial
Cancer Research Fund).

Las células se mantienen en Medio esencial minimo (MEM) (Flow Laboratories, Irvine, Escocia) que contiene
HEPES 20 mM, suero de ternero fetal al 5 %, glutamina 2 mM, aminoacidos no esenciales y bicarbonato de sodio al
0,075 %. Hasta 30 matraces de cultivo de tejido de 25 cm2 replicados se siembran con aproximadamente 1 x 10°
células/matraz usando el medio anterior. Las células se cultivan a una confluencia del 80 % y el medio se cambia
cada tres dias.

Las monocapas intactas de células MCF-7 en matraces de cultivo de tejido de 25 cm2 por triplicado se lavan con
solucién salina equilibrada de Eagle (EBSS de ICN Flow, High Wycombe, Reino Unido) y se incuban durante 3 a 4
horas a 37 °C con 5 pmol (7 x 10° dpm) de 3-sulfato de [6,7-3H]estrona (actividad especifica 60 Ci/moles de New
England Nuclear, Boston, Mass., Estados Unidos) en MEM exento de suero (2,5 ml) junto con 3-sulfamato de
estrona (11 concentraciones: 0; 1 fM; 0,01 pM; 0,1 pM; 1 pM; 0,01 nm; 0,1 nm; 1 nm; 0,01 mM; 0,1 mM; 1 mM). Tras
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la incubacion cada matraz se enfria y el medio (1 ml) se pipetea en tubos separados que contienen [14CJestrona (7
x 103 dpm) (actividad especifica 97 Ci/moles de Amersham International Radiochemical Centre, Amersham, Reino
Unido). La mezcla se agita vigosamente durante 30 segundos con tolueno (5 ml). Los experimentos han mostrado
que > 90 % de [14ClJestrona y < 0,1 % de 3-sulfato de [3H]estrona se elimina de la fase acuosa mediante este
tratamiento. Una porcién (2 ml) de la fase organica se retira, se evapora y el contenido de 3H y de 14C del residuo
se determina por espectrometria de centelleo. Se calcul6 la masa de 3-sulfato de estrona hidrolizado a partir de los
recuentos de 3H obtenidos (corregidos para los volumenes del medio y de la fase organica usada y para
recuperacion de la [14Clestrona anadida) y la actividad especifica del sustrato. Cada lote de experimentos incluye
incubaciones de microsomas preparadas a partir de placenta humana positiva a sulfatasa (control positivo) y
matraces sin células (para evaluar la hidrélisis no enzimatica aparente del sustrato). Se determina el nimero de
nucleos de células por matraz usando un contador Coulter después del tratamiento de las monocapas celulares con
zaponina. Se usa un matraz de cada lote para evaluar el estado de la membrana celular y la viabilidad usando el
procedimiento de exclusion con azul de tripano (Phillips, H.J. (1973) en: Tissue culture and applications, [eds: Kruse,
D.F. y Patterson, M.K.]; pags. 406-408; Academic Press, Nueva York).

Los resultados de la actividad de la sulfatasa esteroidea se expresan como la media = 1 D.T.. del producto total
(estrona + estradiol) formado durante el periodo de incubacion (20 horas) calculado para 106 células y, para valores
que tienen importancia estadistica, como el porcentaje de reduccion (inhibicion) sobre incubaciones que no
contienen 3-sulfamato de estrona. Se usd la prueba t de Student desapareada para evaluar la importancia
estadistica de los resultados.

Ensayo para la determinacién de la actividad de STS usando microsomas de placenta (protocolo 2)

Inhibicién de la actividad de la sulfatasa esteroidea en microsomas de placenta

Una placenta humana positiva a sulfatasa de embarazos a término normal se pica minuciosamente con tijeras y se
lava una vez con tampén de fosfato frio (pH 7,4, 50 mM), después se vuelve a a suspender en tampén de fosfato frio
(5 ml/g de tejido). La homogenizacién se realiza con un homogenizador Ultra-Turrax usando tres arranques de 10
segundos separados por periodos de enfriamiento de 2 minutos en hielo. Se eliminan los nucleos y los residuos
celulares por centrifugacion (4 °C) a 2.000 g durante 30 minutos y las porciones (2 ml) del sobrenadante se
almacenan a 20 °C. La concentracion de proteina de los sobrenadantes se determina por el procedimiento de
Bradford (Anal. Biochem., 72, 248-254 (1976)).

Se realizan incubaciones (1 ml) usando una concentracién de proteina de 100 mg/ml, concentracion del sustrato de
20 mM 3-sulfato de [6,7-3H]estrona (actividad especifica 60 Ci/moles de New England Nuclear, Boston, Mass.,
Estados Unidos) y un periodo de incubacién de 20 minutos a 37 °C. Si fuera necesario se usan ocho
concentraciones de compuestos: 0 (es decir, referencia); 0,05 mM; 0,1 mM; 0,2 mM; 0,4 mM; 0,6 mM; 0,8 mM; 1,0
mM. Tras la incubacién, cada muestra se enfria y el medio (1 ml) se pipeted en tubos separados que contienen
[14Clestrona (7 x 103 dpm) (actividad especifica 97 Ci/moles de Amersham International Radiochemical Centre,
Amersham, Reino Unido.). La mezcla se agita vigorosamente durante 30 segundos con tolueno (5 ml). Los
experimentos han mostrado que > 90 % de [14C] estrona y < 0,1 % de 3-sulfato de [3H]estrona se elimina de la fase
acuosa mediante este tratamiento. Una porcién (2 ml) de la fase orgéanica se retira, se evapora y se determina por
espectrometria de centelleo el contenido de 3H y de 14C del residuo. Se calcula la masa de 3-sulfato de estrona
hidrolizada a partir de los recuentos de 3H obtenidos (corregidos para los volimenes del medio y de la fase organica
usada, y para recuperacién de la [14C]Jestrona afadida) y la actividad especifica del sustrato.

Modelo animal para ensayo para la determinacién de la actividad de STS (protocolo 3)

Inhibicién de la actividad de la estrona sulfatasa in vivo

Los compuestos de la presente invencion pueden estudiarse usando un modelo animal, en particular en ratas
ovariectomizadas. En este modelo los compuestos que son estrégenos estimulan el crecimiento uterino.

El compuesto (10 mg/kg/dia durante cinco dias) se administré por via oral a ratas, recibiendo otro grupo de animales
solamente vehiculo (propilenglicol). Otro grupo recibié el compuesto EMATE por via subcutanea en una cantidad de
10 pg/dia durante cinco dias. Al final del estudio se obtuvieron muestras de tejido hepatico y se analizé la actividad
de la estrona sulfatasa utilizando sulfato de 3H estrona como sustrato segun se describié anteriormente (véase el
documento PCT/GB95/02638).

Modelo animal de ensayo para la determinacién de la actividad estrégena (protocolo 4)

Carencia de estrogenicidad in vivo

Los compuestos de la presente invencion pueden estudiarse utilizando un modelo animal, en particular en ratas
ovariectomizadas. En este modelo los compuestos que son estrégenos estimulan el crecimiento uterino.
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El compuesto (10 mg/kg/dia durante cinco dias) se administrd por via oral a ratas, recibiendo otro grupo de animales
solamente vehiculo (propilenglicol). Otro grupo recibié el compuesto estrogeno EMATE por via subcutanea en una
cantidad de 10 pg/dia durante cinco dias. Al final del estudio se obtuvieron Uteros y se pesaron expresandose los
resultados en peso uterino/peso corporal total x 100.

Los compuestos que no presentan un efecto significativo sobre el crecimiento uterino no son estrégenos.

Terapia

Los compuestos de la presente invencion pueden usarse como agentes terapéuticos, es decir en aplicaciones
terapéuticas.

El término “terapia” incluye efectos curativos, efectos de alivio y efectos de prevencion.
La terapia puede ser en personas o animales, preferentemente animales hembra.

Composiciones farmacéuticas

En un aspecto, la presente invencidn proporciona una composicion farmacéutica que comprende un compuesto
segun la presente invencion y opcionalmente un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable
(incluidas las combinaciones de los mismos).

Las composiciones farmacéuticas pueden ser para uso humano o animal en medicina y veterinaria y comprenderan
tipicamente uno cualquiera 0 mas de entre un diluyente, vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. Los
vehiculos o diluyentes aceptables para uso terapéutico son bien conocidos en la técnica farmacéutica y estan
descritos, por ejemplo, en Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co. (A. R. Gennaro edit. 1985).
La eleccién del vehiculo, excipiente o diluyente farmacéutico puede seleccionarse con respecto a la via de
administracion deseada y a la practica farmacéutica normal. Las composiciones farmacéuticas pueden comprender
como, o ademas de, el vehiculo, excipiente o diluyente, cualesquiera aglutinante(s), lubricante(s), agente(s) de
suspensioén, agente(s) de recubrimiento, agente(s) de solubilizacién adecuado(s).

Pueden proporcionarse conservantes, estabilizantes, colorantes e incluso agentes potenciadores de sabor a la
composicion farmacéutica. Ejemplos de conservantes incluyen benzoato de sodio, acido sorbico y ésteres del acido
p-hidroxibenzoico. También pueden utilizarse antioxidantes y agentes de suspension.

Pueden existir diferentes requisitos de composicion/formulacién dependiendo de los diferentes sistemas de
administracion. A modo de ejemplo, la composicién farmacéutica de la presente invencion puede formularse para su
administracion usando una minibomba o por via de mucosas, por ejemplo, como pulverizador nasal o aerosol para
inhalacion o solucion ingerible, o por via parenteral, en la que la composicion se formula mediante una forma
inyectable, para administracion, por ejemplo, por via intravenosa, intramuscular o subcutanea. Como alternativa, la
formulacion puede disefarse para su administracion por ambas vias.

Cuando el agente debe administrarse por via de mucosas a través de la mucosa gastrointestinal, deberia ser capaz
de permanecer estable durante el transito a través del aparato digestivo; por ejemplo, deberia ser resistente a la
degradacién proteolitica, estable a pH &cido y resistente a los efectos detergentes de la bilis.

Cuando sea apropiado, las composiciones farmacéuticas pueden administrarse por inhalacién, en forma de
supositorio u 6vulo vaginal, por via tépica en forma de locién, solucién, crema, pomada o polvos espolvoreables,
mediante el uso de un parche cutaneo, por via oral en forma de comprimidos que contienen excipientes tales como
almiddén o lactosa, o en capsulas u dévulos ya sean solos 0 en mezcla con excipientes, o en forma de elixires,
soluciones o suspensiones que contienen agentes potenciadores del sabor o colorantes, o pueden inyectarse por via
parenteral, por ejemplo por via intravenosa, intramuscular o subcutanea. Para la administracion parenteral, las
composiciones pueden usarse mejor en forma de soluciéon acuosa estéril que puede contener otras sustancias, por
ejemplo suficientes sales o monosacaridos para hacer la solucién isoténica con la sangre. Para la administracion
bucal o sublingual las composiciones pueden administrarse en forma de comprimidos o pastillas para chupar que
pueden formularse de manera convencional.

Combinacién farmacéutica

El compuesto de la presente invencidén puede usarse en combinacién con uno o més de otros agentes activos, tal
como uno u mas de otros agentes farmacéuticamente activos.

A modo de ejemplo, los compuestos de la presente invencién pueden usarse en combinacion con otros inhibidores
de STS y/o otros inhibidores tales como un inhibidor de aromatasa (tal como por ejemplo, 4-hidroxiandrostenediona
(4-OHA)) y/o esteroides, tales como los esterneuroesteroides naturales sulfato de deshidroepiandroesterona
(DHEAS) y sulfato de pregnenolona (PS) y/o otros compuestos organicos estructuralmente similares. Ejemplos de

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2439947 T3

otros inhibidores de STS pueden encontrarse en las referencias anteriores. A modo de ejemplo, los inhibidores de
STS para su uso en la presente invencién incluyen EMATE, y uno de los dos 0 ambos compuestos 2-etil y 2-metoxi
17-desoxi que son analogos al compuesto 5 presentado en el presente documento.

Ademas, o como alternativa, el compuesto de la presente invencion puede usarse en combinacion con un
modificador de la respuesta biolégica.

La expresion modificador de la respuesta biologica (“BRM”) comprende citocinas, moduladores inmunitarios, factores
de crecimiento, factores reguladores de la hematopoyesis, factores estimulantes de colonias, factores
quimiotacticos, hemoliticos y tromboliticos, receptores de la superficie celular, ligandos, moléculas de adhesién a
leucocitos, anticuerpos monoclonales, vacunas preventivas y terapéuticas, hormonas, componentes de la matriz
extracelular, fibronectina, etc. Para algunas aplicaciones, preferentemente, el modificador de la respuesta biolégica
es una citocina. Ejemplos de citocinas incluyen: interleucinas (IL), tales como IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-
8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-19; factor de necrosis tumoral (TNF), tal como TNF-a; Interferén alfa, beta y gamma;
TGF-B. Para algunas aplicaciones, la citocina es preferentemente el factor de necrosis tumoral (TNF). En algunas
aplicaciones, el TNF puede ser cualquier tipo de TNF, tal como TNF-a, TNF-B, incluidos los derivados o mezclas de
los mismos. Mas preferentemente la citocina es TNF-a. Las directrices sobre TNF pueden encontrarse en la técnica,
como el documento WO-A-98/08870 y el documento WO-A-98/13348.

Administracion

Tipicamente, un médico determinara la dosis real que sera la mas adecuada para cada paciente y variara con la
edad, peso y respuesta del paciente individual. Las dosificaciones siguientes son ejemplos del caso promedio.
Pueden, desde luego, existir casos individuales en los que sean necesarios intervalos de dosificacion mayores o
menores.

Las composiciones de la presente invencion pueden administrarse por inyeccion directa. La composicion puede
formularse para administracion parenteral, por mucosas, intramuscular, intravenosa, subcutanea, intraocular o
transdérmica. Dependiendo de la necesidad, el agente puede administrarse a una dosis comprendida entre 0,01 y
30 mg/kg de peso corporal, tal como entre 0,1 y 10 mg/kg, mas preferentemente entre 0,1 y 1 mg/kg de peso
corporal.

A modo de ejemplo adicional, los agentes de la presente invencién pueden administrarse segin un régimen de 1 a 4
veces al dia, preferentemente una a dos veces al dia. El nivel de la dosis especifica y la frecuencia de dosificacion
para cualquier paciente particular puede variarse y dependera de una variedad de factores que comprenden la
actividad del compuesto especifico usado, la estabilidad metabdlica y la amplitud de accion de este compuesto, la
edad, peso corporal, salud general, sexo, dieta, modo y tiempo de administracion, velocidad de excrecion,
combinacion farmacéutica, la gravedad de la enfermedad concreta y la terapia a la que esta sometido el huésped.

Aparte de los modos tipicos de administracion, indicados anteriormente, el término “administrado” también
comprende la administracién por técnicas tales como transfecciéon mediada por lipidos, liposomas, inmunoliposomas,
lipofectina, anfoteros faciales catiénicos (CFA) y combinaciones de los mismos. Las vias para dichos mecanismos
de administraciéon incluyen, pero sin limitacién, las vias a través de las mucosas, via nasal, oral, parenteral,
gastrointestinal, tépica o sublingual.

El término “administrado” incluye pero no se limita a la administracién por via de las mucosas, por ejemplo, como
atomizador nasal o aerosol para inhalacién o como solucién ingerible; una via parenteral en la que la administracién
es mediante una forma inyectable, tal como, por ejemplo, una via intravenosa, intramuscular o subcutanea.

Por lo tanto, para la administracion farmacéutica, los inhibidores de STS de la presente invencion pueden formularse
en cualquier manera adecuada que use técnicas de formulacién farmacéutica convencionales y vehiculos,
coadyuvantes, excipientes, diluyentes farmacéuticos, etc. y habitualmente para administracién parenteral. Las tasas
de dosis eficaces aproximadas pueden estar comprendidas en el intervalo de entre 1 y 1.000 mg/dia, tal como entre
10 y 900 mg/dia o incluso de 100 a 800 mg/dia, dependiendo de las actividades individuales de los compuestos en
cuestion y para un paciente de peso corporal promedio (70 kg). Cantidades de dosificacidon mas habituales para los
compuestos preferentes y més activos estaran comprendidas en el intervalo de entre 200 y 800 mg/dia, mas
preferentemente 200 a 500 mg/dia, del modo mas preferente entre 200 y 250 mg/dia. Pueden administrarse en
regimenes de dosis unidad, regimenes de dosis divididas y/o en regimenes de dosis multiples que duran varios dias.
Para la administracion por via oral pueden formularse en comprimidos, capsulas, solucion o suspension que
contiene entre 100 y 500 mg del compuesto por dosis unidad. Como alternativa y preferentemente, los compuestos
se formularan para administracion por via parenteral en un vehiculo adecuado administrable por via parenteral y
para proporcionar cantidades de dosis unidad diarias comprendidas en el intervalo de 200 a 800 mg,
preferentemente de 200 a 500, méas preferentemente de 200 a 250 mg. Dichas dosis diarias eficaces variaran, sin
embargo, dependiendo de la actividad inherente del ingrediente activo y del peso corporal del paciente, estando
dichas variaciones dentro de la experiencia y criterio del médico.
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Frecuencia de dosificacién baja

Segun un aspecto muy preferentemente, los compuestos de la invencién pueden administrarse en un régimen de
dosificacién que es menos frecuente que diariamente. Sorprendentemente, se ha hallado que los compuestos de la
invencion muestran una duracién de la accién extraordinaria en comparacion con inhibidores de sulfatasa esteroidea
conocidos.

En consecuencia, la invencion proporciona un procedimiento de administracion de un compuesto de la invencion que
comprende un esquema de dosificacion continuo que tiene un intervalo de dosificacion seleccionado del grupo que
consiste en dosificacion semanal, dosificacion dos veces a la semana, dosificacién bisemanal, dosificacion dos
veces al mes y mensual.

Ademas, la invencion proporciona un procedimiento de administracion de un compuesto de la invencion que
comprende una agente de dosificacion continuo que tiene una periodicidad de dosificacién que varia de
aproximadamente una vez cada 3 dias a aproximadamente una vez cada 16 dias.

Preferentemente, el esquema de dosificacién continuo se mantiene hasta lograr el efecto terapéutico deseado.

Por dosificacion una vez a la semana se entiende que una dosificacién unidad del compuesto de la invencion se
administra una vez a la semana, es decir, una vez durante un periodo de siete dias, preferentemente el mismo dia
de cada semana. En el régimen de dosificacion de una vez a la semana, la dosificacion unidad se administra
generalmente aproximadamente cada siete dias. Un ejemplo no limitante de un régimen de dosificacién una vez a la
semana conllevaria la administracion de una dosificacién unidad del compuesto de la invencion cada domingo. Es
preferente que la dosificacion unidad no se administre en dias consecutivos, pero el régimen de dosificacién de una
vez a la semana puede incluir un régimen de dosificacién en el que las dosificaciones unidad se administran en dos
dias consecutivos que entran dentro de dos periodos semanales diferentes.

Las tasas de dosis aproximadas eficaces pueden encontrarse en el intervalo de 1 a 1000 mg/semana, tal como de
10 a 900 mg/semana o incluso de 100 a 800 mg/semana, dependiendo de las actividades individuales de los
compuestos en cuestion y del peso corporal promedio del paciente (70 kg). Las tasas de dosis mas habituales para
los compuestos preferentes y mas activos se encontraran en el intervalo de 200 a 800 mg/semana, mas
preferentemente de 200 a 500 mg/semana, del modo mas preferente de 200 a 250 mg/semana. Estas pueden
proporcionarse en regimenes de dosis unidad, en regimenes de dosis divididas y/o en regimenes de dosis multiples
que duran un periodo de varios dias. Para la administracion por via oral, pueden formularse en comprimidos,
capsulas, solucion o suspensién que contengan de 100 a 500 mg de compuestos por dosis unidad. Alternativa y
preferentemente, los compuestos se formularan para la administracion por via parenteral en un vehiculo
administrable por via parenteral adecuados y que proporcione tasas de dosificacion semanales Unicas en el intervalo
de 200 a 800 mg, preferentemente de 200 a 500, mas preferentemente de 200 a 250 mg.

Por dosificacion dos veces a la semana se entiende que una dosificacién unidad del compuesto de la invencién se
administra dos veces a la semana, es decir, dos veces durante un periodo de siete dias, preferentemente los
mismos dos dias de cada periodo semanal. En el régimen de dosificacion de dos veces a la semana, cada
dosificacién unidad se administra, en general, aproximadamente cada tres a cuatro dias. Un ejemplo no limitante de
un régimen de dosificacién de dos veces a la semana conllevaria la administracién de una dosificacién unidad del
compuesto de la invencion cada domingo y cada miércoles. Es preferente que la dosificacion unidad no se
administre el mismo dia o en dias consecutivos, pero el régimen de dosificacién de dos veces a la semana puede
incluir un régimen de dosificacién en el que las dosificaciones unidad se administran en dos dias consecutivos que
entran dentro de un periodo semanal o periodos semanales diferentes.

Las tasas de dosis aproximadas eficaces pueden encontrarse en el intervalo de 1 a 1000 mg/dos veces a la semana,
tal como de 10 a 900 mg/dos veces a la semana o incluso de 100 a 800 mg/dos veces a la semana dependiendo de
las actividades individuales de los compuestos en cuestién y del peso corporal promedio del paciente (70 kg). Las
tasas de dosis mas habituales para los compuestos preferentes y mas activos se encontraran en el intervalo de 200
a 800 mg/dos veces a la semana, mas preferentemente de 200 a 500 mg/dos veces a la semana, del modo mas
preferente de 200 a 250 mg/dos veces a la semana. Estas pueden proporcionarse en regimenes de dosis unidad, en
regimenes de dosis divididas y/o en regimenes de dosis multiples que duran un periodo de varios dias. Para la
administracion por via oral, pueden formulares en comprimidos, capsulas, solucién o suspension que contengan de
100 a 500 mg de compuestos por dosis unidad. Alternativa y preferentemente, los compuestos se formularan para la
administracion por via parenteral en una vehiculo administrable por via parenteral adecuados y que proporcione
tasas de dosificaciéon unidad dos veces a la semana en el intervalo de 200 a 800 mg, preferentemente de 200 a 500,
mas preferentemente de 200 a 250 mg.

Por dosificacién bisemanal se entiende que una dosificacion unidad del compuesto de la invencion se administra una
vez durante un periodo de dos semanas, es decir, una vez durante un periodo de catorce dias, preferentemente el
mismo dia en cada periodo de dos semanas. En el régimen de dosificaciébn de dos veces a la semana, cada
dosificacién unidad se administra generalmente aproximadamente cada catorce dias. Un ejemplo no limitante de un
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régimen de dosificacién bisemanal conllevaria la administracion de una dosificacién unidad del compuesto de la
invencion cada dos domingos. Es preferente que la dosificacion unidad no se administre en dias consecutivos, pero
el régimen de dosificacion bisemanal puede incluir un régimen de dosificacion en el que la dosificacién unidad se
administran en dos dias consecutivos que entran dentro de dos periodos bisemanales diferentes.

Las tasas de dosis aproximadamente eficaces pueden encontrarse en el intervalo de 1 a 1000 mg/cada dos
semanas, tal como de 10 a 900 mg/cada dos semanas o incluso de 100 a 800 mg/cada dos semanas dependiendo
de las actividades individuales de los compuestos en cuestién y del peso corporal promedio del paciente (70 kg). Las
tasas de dosis mas habituales para los compuestos preferentes y mas activos se encontraran en el intervalo de 200
a 800 mg/cada dos semanas, mas preferentemente de 200 a 500 mg/cada dos semanas, del modo mas preferente
de 200 a 250 mg/cada dos semanas. Estas pueden proporcionarse en regimenes de dosis unidad, en regimenes de
dosis repartidos y/o en regimenes de dosis multiples que duran un periodo de varios dias. Para la administracion por
via oral, pueden formulares en comprimidos, capsulas, solucién o suspension que contengan de 100 a 500 mg de
compuestos por dosis unidad. Alternativa y preferentemente, los compuestos se formularan para la administracion
por via parenteral en una vehiculo administrable por via parenteral adecuados y que proporcione tasas de
dosificacién bisemanales Unicas en el intervalo de 200 a 800 mg, preferentemente de 200 a 500, mas
preferentemente de 200 a 250 mg.

Por dosificacion dos veces al mes se entiende que una dosificacién unidad del compuesto de la invencion se
administra dos veces durante un periodo del calendario mensual. Con el régimen de dos veces al mes, las dosis se
dan preferentemente las mismas dos fechas de cada mes. En el régimen de dosificacion de dos veces al mes, cada
dosificacién unidad se administra generalmente aproximadamente cada dieciseis dias. Un ejemplo no limitante de un
régimen de dosificacion dos veces al mes conllevaria la dosificacién en o aproximadamente el primero de mes y en
o aproximadamente el dia quince, es decir, el punto medio, del mes. Es preferente que la dosificacién unidad no se
administre el mismo dia o en dias consecutivos, pero el régimen de dosificacion dos veces al mes puede incluir un
régimen de dosificacion en el que las dosificaciones unidad se administran en dos dias consecutivos que entran
dentro de un periodo mensual o periodos mensuales diferentes. El régimen de dos veces al mes se define en el
presente documento como distinto de, y que no abarca, el régimen de dosificacién bisemanal, debido a que dos
regimenes tienen una periodicidad diferente y tienen como consecuencia la administracién de diferentes cifras de
dosificacién durante periodos de tiempo largos. Por ejemplo, durante un periodo de un afio, se administrarian un
total de aproximadamente veinticuatro dosificaciones segun el régimen de dos veces al mes (debido a que hay doce
meses en un afno), mientras que se administrarian un total de aproximadamente veintiséis dosificaciones segun el
régimen de dosificacion bisemanal (debido a que hay aproximadamente 52 semanas en un ano).

Las tasas de dosis aproximadas eficaces pueden encontrarse en el intervalo de 1 a 1000 mg/dos veces al mes, tal
como de 10 a 900 mg/dos veces al mes o incluso de 100 a 800 mg/dos veces al mes dependiendo de las
actividades individuales de los compuestos en cuestion y del peso corporal promedio del paciente (70 kg). Las tasas
de dosis mas habituales para los compuestos preferentes y mas activos se encontraran en el intervalo de 200 a 800
mg/dos veces al mes, mas preferentemente de 200 a 500 mg/dos veces al mes, del modo mas preferente de 200 a
250 mg/dos veces al mes. Estas pueden proporcionarse en regimenes de dosis unidad, en regimenes de dosis
divididas y/o en regimenes de dosis multiples que duran un periodo de varios dias. Para la administracién por via
oral, pueden formulares en comprimidos, capsulas, solucion o suspension que contengan de 100 a 500 mg de
compuestos por dosis unidad. Alternativa y preferentemente, los compuestos se formularan para la administracion
por via parenteral en una vehiculo administrable por via parenteral adecuados y que proporcione tasas de
dosificacién dos veces al mes Unicas en el intervalo de 200 a 800 mg, preferentemente de 200 a 500, mas
preferentemente de 200 a 250 mg.

Por dosificacion mensual se entiende que una dosificacién unidad del compuesto de la invencién se administra una
vez durante un periodo mensual del calendario. Con el régimen mensual, las dosis se administran preferentemente
la misma fecha de cada mes. En el régimen de dosificacién mensual, cada dosificacién unidad se administra
generalmente aproximadamente cada veintiocho a treinta y dos dias.

Las tasas de dosis aproximadamente eficaces pueden encontrarse en el intervalo de 1 a 1000 mg/al mes, tal como
de 10 a 900 mg/al mes o incluso de 100 a 800 mg/al mes dependiendo de las actividades individuales de los
compuestos en cuestion y del peso corporal promedio del paciente (70 kg). Las tasas de dosis mas habituales para
los compuestos preferentes y mas activos se encontraran en el intervalo de 200 a 800 mg/mes, mas
preferentemente de 200 a 500 mg/mes, del modo mas preferente de 200 a 250 mg/mes. Estas pueden
proporcionarse en regimenes de dosis unidad, en regimenes de dosis divididas y/o en regimenes de dosis multiples
que duran un periodo de varios dias. Para la administracion por via oral, pueden formulares en comprimidos,
capsulas, solucion o suspensién que contengan de 100 a 500 mg de compuestos por dosis unidad. Alternativa y
preferentemente, los compuestos se formularan para la administracion por via parenteral en una vehiculo
administrable por via parenteral adecuados y que proporcione tasas de dosificacion mensuales Unicas en el intervalo
de 200 a 800 mg, preferentemente de 200 a 500, mas preferentemente de 200 a 250 mg.

Sales farmacéuticamente aceptables
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Las sales farmacéuticamente aceptables pueden formarse a partir de acidos organicos e inorganicos, por ejemplo,
acético, propionico, lactico, citrico, tartarico, succinico, fumarico, maleico, malénico, mandélico, malico, ftalico,
clorhidrico, bromhidrico, fosférico, nitrico, sulflrico, metanosulfénico, naftalenosulfénico, bencenosulfénico,
toluenosulfénico, canfosulfénico y similarmente acidos aceptables conocidos cuando un compuesto de la presente
invencion contiene un resto basico. Las sales también pueden formarse a partir de bases organicas e inorganicas,
preferentemente sales de metales alcalinos, por ejemplo, sodio, litio 0 potasio, cuando un compuesto de la presente
invencion contiene un resto acido.

Ciclo celular

Los compuestos de la presente invencion pueden ser Utiles en el procedimiento de tratamiento de un trastorno del
ciclo celular.

Como se expuso en “Molecular Cell Biology” 32 ed. Lodish y col. paginas 177-181 diferentes células eucariéticas
pueden crecer y dividirse a velocidades bastante diferentes. Las células de levadura, por ejemplo, pueden dividirse
cada 120 min., y las primeras divisiones de huevos fertilizados en las células embrionarias de erizos de mar e
insectos tardaron solamente 1.530 min debido a que se subdivide una gran célula preexistente. Sin embargo, la
mayor parte de las plantas en crecimiento y de las células animales tardan de 10 a 20 horas en duplicarse y algunas
se duplican a mucha menor velocidad. Muchas células de adultos, tales como las células nerviosas y las células del
musculo estriado, no se dividen completamente; otras, como los fibroblastos que ayudan a la cicatrizacién de
heridas, crecen bajo demanda, pero estan si no latentes.

Auln asi, cada célula eucariética que se divide debe estar dispuesta para donar un material genético igual a dos
células hermanas. La sintesis del ADN en eucariotas no tiene lugar en todo el ciclo de la division celular sino que
esta restringida a una parte de su anterior divisién celular.

La relacion entre la sintesis del ADN eucari6tico y la division celular se ha analizado a fondo en cultivos de células
de mamifero que eran todos capaces de experimentar crecimiento y division. A diferencia de las bacterias, se
observo que las células eucariéticas gastan solamente una parte de su tiempo en la sintesis del ADN, y se completa
horas antes de la division celular (mitosis). Por lo tanto, un intervalo de tiempo trascurre después de la sintesis del
ADN y antes de la division celular; se hallé que otro intervalo trascurre después de la division y antes de la ronda
siguiente de sintesis de ADN. Este andlisis conduce a la conclusion de que el ciclo celular eucariético consta de una
fase M (mitésica), una fase Gy (el primer intervalo), la fase S (sintesis del ADN), una fase Gz (el segundo intervalo) y
vuelve a M. Las fases entre mitosis (G1, S y G2) son conocidas colectivamente como la interfase.

Muchas células que no se dividen en los tejidos (por ejemplo, todos los fibroblastos en reposo) suspenden el ciclo
tras la mitosis y justo antes de la sintesis del ADN; se dice que dichas células “en reposo” han salido del ciclo celular
y estan en el estado Go.

Es posible identificar células cuando estan en una de las tres etapas de la interfase del ciclo celular usando un
clasificador celular fluorescente activado (FACS) para medir su contenido relativo en ADN: una célula que esta en Gy
(antes de la sintesis del ADN) tiene una cantidad x definida de ADN; durante S (replicaciéon del ADN) tiene entre x y
2x; y cuando esta en Gz (o M) tiene 2x el ADN.

Las etapas de mitosis y de citocinesis en una célula animal son las siguientes:

(a) Interfase. La etapa G2 de la interfase precede inmediatamente al comienzo de la mitosis. EIl ADN cromosémico se
ha replicado y unido a la proteina durante la fase S, pero no se observan todavia cromosomas como estructuras
diferenciadas. El nucleolo es la Unica estructura nuclear que es visible al microscopio 6ptico. En una célula diploide
antes de la replicacion del ADN existen dos cromosomas morfolégicos de cada tipo, y la célula se dice que es 2n. En
Gz, después de la replicacion del ADN la célula es 4n. Existen cuatro copias de cada ADN microsémico. Como los
cromosomas hermanos no se han separado todavia entre si, se denominan cromatidas hermanas.

(b) Profase inicial. Los centriolos, cada uno con un centriolo hijo recién formado, comienzan a moverse hacia polos
opuestos de la célula; los centrosomas pueden observarse como hilos alargados. La membrana nuclear comienza a
disgregarse en vesiculas pequeias.

(c) Profase media y ultima. La condensacion del cromosoma se completa; cada estructura de cromosoma visible se
compone de dos cromatidas mantenidas unidas a sus centromeros. Cada cromatida contiene una de las dos
moléculas de ADN hijas recién replicadas. El huso microtubular comienza a radiar desde las regiones exactamente
adyacentes a los centriolos, que se mueven mas cerca de sus polos. Algunas fibras del huso alcanzan de polo a
polo; la mayor parte va a las cromatidas y se une en los cinetocoros.

(d) Metafase. Los cromosomas se mueven hacia el ecuador de la célula, en el que se alinearan en el plano
ecuatorial. Las cromatidas hermanas no se han separado todavia.
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(e) Anafase. Las dos cromatidas hermanas se separan en cromosomas independientes. Cada una contiene un
centromero que esta unido a una fibra del huso a un polo, en el cual se mueve. De este modo una copia de cada
cromosoma se da a cada célula hija. Simultdneamente la célula se alarga, a medida que lo hacen los husos de polo
a polo. La citocinesis comienza cuando empieza a formarse el surco de escision.

(f) Telofase. Se forman nuevas membranas alrededor de los nucleos hijos; los cromosomas se desenredan y se
hacen menos diferenciados, el nucleolo se vuelve visible de nuevo y se forma la membrana nuclear alrededor de
cada nucleo hijo. La citocinesis es casi completa y desaparece el huso a medida que se despolimerizan los
microtubulos y otras fibras. En toda la mitosis el centriolo “hijo” presente en cada polo crece hasta su longitud
completa. En la telofase se completa la duplicacion de cada uno de los centrilos originales y se generaran nuevos
centriolos hijos durante la siguiente interfase.

(g) Interfase. Al completar la citocinesis, la célula entra en la fase G1 del ciclo celular y procede de nuevo a realizar
el ciclo.

Debe apreciarse que el ciclo celular es un proceso celular sumamente importante. Las desviaciones del ciclo celular
normal pueden producir una serie de trastornos médicos. El ciclo celular aumentado y/o no limitado puede producir
cancer. El ciclo celular reducido puede producir enfermedades degenerativas. El uso del compuesto de la presente
invencion puede proporcionar un medio para tratar dichos trastornos y afecciones.

Por lo tanto, el compuesto de la presente invencién puede ser adecuado para su uso en el tratamiento de los
trastornos del ciclo celular tales como canceres, incluidos los canceres dependientes de hormonas e independientes
de hormonas.

Los canceres que se pueden tratar con los compuestos, las composiciones y los procedimientos de la invencion
incluyen, pero sin limitacién: cardiaco: sarcoma (angiosarcoma, fibrosarcoma, rabdomiosarcoma, liposarcoma),
mioxoma, rabdomioma, fibroma, lipoma y teratoma; pulmén: carcinoma broncogénico (células escamosas, células
pequeiias no diferenciadas, células grandes no diferenciadas, adenocarcinoma), carcinoma alveolar (bronquiolar),
adenoma bronquial, sarcoma, linfoma, hamartoma condromatoso, mesotelioma; gastrointestinal: eséfago (carcinoma
de células escamosas, adenocarcinoma, leiomiosarcoma, linfoma), estémago (carcinoma, linfoma, leiomiosarcoma),
pancreas (adenocarcinoma ductal, insulinoma, glucagonoma, gastrinoma, tumores carcinoides, vipoma), intestino
delgado (adenocarcinoma, linfoma, tumores carcinoides, sarcoma de Karposi, leiomioma, hemangioma, lipoma,
neurofibroma, fibroma), intestino grueso (adenocarcinoma, adenoma tubular, adenoma velloso, hamartoma,
leiomioma) colon, colorectal, rectal; tracto genitourinario: rifidn (adenocarcinoma, tumor de Wilm [nefroblastoma],
linffoma, leucemia), vejiga y uretra (carcinoma de células escamosas, carcinoma de células transitorias,
adenocarcinoma), prostata (adenocarcinoma, sarcoma), testiculo (seminoma, teratoma, carcinoma embrionario,
teratocarcinoma, coriocarcinoma, sarcoma, carcinoma de células intersticiales, fiboroma, fibroadenoma, tumores
adenomatoides, lipoma) ; higado: hepatoma (carcinoma hepatocelular), colangiocarcinoma, hepatoblastoma,
angiosarcoma, adenoma hepatocelular, hemangioma; hueso: sarcoma osteogénico (osteosarcoma), fibrosarcoma,
histiocitoma fibroso maligno, condrosarcoma, sarcoma de Ewing, linfoma maligno (sarcoma de células del reticulo),
mieloma multiple, cordoma tumoral de células gigantes malignas, osteocronfroma (exostosis osteocartilaginosa),
condroma benigno, condroblastoma, condromixofibroma, osteoma osteoide y tumores de células gigantes; sistema
nervioso: craneo (osteoma, hemangioma, granuloma, xantoma, osteitis deformante), meninges (meningioma,
meningiosarcoma, gliomatosis), cerebro (astrocitoma, meduloblastoma, glioma, ependimoma, germinoma
[pinealoma], glioblastoma multiforme, oligodendroglioma, schwanoma, retinoblastoma, tumores congénitos),
neurofibroma de médula espinal, meningioma, glioma, sarcoma) ; ginecoldgico: Utero (carcinoma endometrial),
cuello uterino (carcinoma cervical, displasia cervical pretumoral), ovarios (carcinoma de ovario [cistadenocarcinoma
seroso, cistadenocarcinoma mucinoso, carcinoma sin clasificar], tumores de células granulosatecales, tumores de
células de Sertoli-Leydig, disgerminoma, teratoma maligno), vulva (carcinoma de células escamosas, carcinoma
intraepitelial, adenocarcinoma, fibrosarcoma, melanoma), vagina (carcinoma de células transparentes, carcinoma de
células escamosas, sarcoma botrioide (rabdomiosarcoma embrionario), trompas de Falopio (carcinoma) ;
hematolégico: sangre (leucemia mieloide [aguda y crénica], leucemia linfoblastica aguda, leucemia linfocitica
crénica, enfermedades mieloproliferativas, mieloma mudltiple, sindrome mielodisplésico), enfermedad de Hodgkin,
linfoma de no Hodgkin [linfoma maligno]; piel: melanoma maligno, carcinoma de células basales, carcinoma de
células escamosas, sarcoma de Karposi, lunares nevos displasicos, lipoma, angioma, dermatofioroma, queloides,
psoriasis; y glandulas suprarrenales: neuroblastoma. De este modo, la expresion "célula cancerosa", como se
proporciona en el presente documento, incluye una célula sometida a una cualquiera de las afecciones
anteriormente identificadas.

Ademas, el compuesto de la presente invencidn puede ser adecuado para el tratamiento de canceres tales como el
cancer de mama, cancer de ovario, cancer de endometrio, sarcomas, melanomas, cancer de prostata, cancer
pancreatico, etc. y otros tumores sélidos.

En una realizacion preferente, los compuestos de la presente invencién son Utiles en el tratamiento de canceres

dependientes del sistema endocrino. Canceres dependientes del sistema endocrino preferentes son cancer de
mama, cancer de endometrio, cancer de préstata y cancer de ovarios.
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En algunas aplicaciones, el ciclo celular se inhibe y/o impide y/o interrumpe, preferentemente en las que el ciclo
celular estd impedido y/o interrumpido. En un aspecto, el ciclo celular puede estar inhibido y/o impedido y/o
interrumpido en la fase Go/M. En un aspecto, el ciclo celular puede estar irreversiblemente impedido y/o inhibido y/o
interrumpido, preferentemente en el que el ciclo celular esta irreversiblemente impedido y/o interrumpido.

Con la expresion “irreversiblemente impedido y/o inhibido y/o interrumpido” se pretende decir que después de la
aplicacién de un compuesto de la presente invencién, al eliminar el compuesto, los efectos del compuesto, a saber la
prevencion y/o inhibicion y/o interrupcion del ciclo celular, son todavia observables. Mas particularmente con la
expresion “irreversiblemente impedido y/o inhibido y/o detenido” se pretende decir que cuando se analizd segun el
protocolo del ensayo del ciclo celular presentado en el presente documento, las células tratadas con un compuesto
de interés muestran menos crecimiento después de la etapa 2 del protocolo | que las células de referencia. Los
detalles en este protocolo se presentan a continuacion.

Por lo tanto, la presente invencion proporciona compuestos que: producen inhibicién del crecimiento de las células
de cancer de mama positivas al receptor del estrégeno (ER+) y negativas a ER (ER-) in vitro impidiendo y/o
inhibiendo y/o deteniendo el ciclo celular; y/o producen regresion de los tumores de mamifero producidos por la
nitroso-metil-urea (NMU) en animales intactos (es decir no ovarioctomizados) y/o impiden y/o inhiben y/o detienen el
ciclo celular en células cancerosas; y/o actian in vitro impidiendo y/o inhibiendo y/o deteniendo el ciclo celular y/o
actuan como un agonista del ciclo celular.

Ensayo de ciclo celular (protocolo 5)

Procedimiento

Etapa 1

Se siembran células MCF-7 de cancer de mama en placas de cultivo de varios pocillos a una densidad de 105
células/pocillo. Se deja que las células se adhieran y se desarrollen hasta aproximadamente el 30 % de confluencia
cuando se tratan de la forma siguiente:

Control - sin tratamiento

Compuesto de interés (COI) 20 pm

Se cultivan las células durante 6 dias en medio de cultivo que contiene el COI con cambios de medio/COI cada 3
dias. Al final de este periodo se realiza el recuento del nimero de células usando un contador de células Coulter.

Etapa 2

Después del tratamiento de las células durante un periodo de 6 dias con las células COI se vuelven a sembrar a una
densidad de 10* células/pocillo. No se afladen mas tratamientos. Se deja que las células continien creciendo
durante 6 dias mas en presencia de medio de cultivo. Al final de este periodo se realiza de nuevo el recuento del
numero de células.

Ensayo para determinar la actividad de dh usando células cancerosas (protocolo 6)

Se midio la conversion de estrona a estradiol (E1 — E2, E2DH tipo 1) y estradiol a estrona (E2 — E1, E2DH tipo Il
en monocapas de células intactas de células de cancer de mama T47D y MDA-MB-231 resgectivamente. Se
cultivaron las células en matraces hasta que fueron confluentes del 80 al 90 %. Se anadieron *H-E1 o *H-E2 (6
pmoles, -90 Ci/mmoles) a cada matraz en ausencia (control) o presencia de varios compuestos de ensayo (10 um)
en 2,5 ml de medio. Se afadié también sustrato a los matraces sin células y se incubé en paralelo (blancos).

Después de la incubacién con células T47D durante 30 min o de células MDA durante 3 h a 37 °C, se afiadieron 2 ml
del medio a los tubos de ensayo que contenian '*C-E2 o C-E1 (~5.000 cpm) y 50 ug de E2 o E1, respectivamente.
Se extrajeron los esteroides del medio acuoso con dietiléter (4 ml). Se decanté la fase de éter en tubos separados
después de congelar la fase acuosa en una mezcla sélida de diéxido de carbono-metanol. Se evapor6 el éter a
sequedad usando una corriente de aire a 40 °C. Se disolvid el residuo en un volumen pequefio de dietiléter y se
aplicé a las placas TLC que contenian un indicador fluorescente. Se separaron E1 y E2 por TLC utilizando DCM-
acetato de etilo (4:1 v/v). La posicion del producto en cada matraz de incubacién se marc6 en la placa de TLC
después de observacién bajo luz UV. Las zonas marcadas se cortaron y se colocaron en viales de centelleo que
contenian metanol (0,5 ml) para eluir el producto. Se calculd la cantidad de producto con °H formado y "“C-E1 o "C-
E2 recuperado después de la espectrometria de centelleo. Se corrigieron las pérdidas del procedimiento en la
cantidad de producto formado y el nimero de células en cada matraz.

Cancer
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Como se indica, los compuestos de la presente invencién pueden ser Utiles en el tratamiento de un trastorno de ciclo
celular. Un trastorno de ciclo celular concreto es el cancer.

El cancer continda siendo la causa principal de mortalidad en la mayoria de los paises occidentales. Las terapias
contra el cancer desarrolladas hasta ahora han incluido el bloqueo de la accién o la sintesis de hormonas para
inhibir el crecimiento de tumores dependientes de hormonas. Sin embargo, actualmente se emplea una
quimioterapia mas agresiva para el tratamiento de tumores independientes de hormonas.

Por lo tanto, el desarrollo de un producto farmacéutico para el tratamiento anticanceroso de tumores dependientes
de hormonas y/o independientes de hormonas que carezca ya de algunos o todos de los efectos secundarios
asociados a la quimioterapia, representaria un avance terapéutico principal.

Se sabe que los estrogenos experimentan numerosas reacciones de hidroxilacién y conjugacién después de su
sintesis. Hasta hace poco se creia que dichas reacciones formaban parte de un proceso metabdlico que
proporcionaba finalmente estrégenos hidrosolubles y potenciaba su eliminacion del organismo. Actualmente es
evidente que algunos hidroximetabolitos (por ejemplo 2-hidroxi y 16alfa-hidroxi) y conjugados (por ejemplo sulfato de
estrona, E1S) son importantes en la determinacion de algunas de las acciones complejas que los estrégenos
presentan en el cuerpo.

Los investigadores han investigado la formacién de estrogenos 2- y 16-hidroxilados en relacion con afecciones que
alteran el riesgo de cancer de mama. Existen actualmente evidencias de que los factores que aumentan la actividad
de 2-hidroxilasa estan asociados con un riesgo de cancer reducido, mientras que los que aumentan la hidroxilacién
en 16alfa pueden aumentar el riesgo de cancer de mama. El interés adicional en el papel biolégico de los
metabolitos estrogenos se ha estimulado por el cuerpo creciente de evidencias de que 2-metoxiestradiol es un
metabolito endégeno con propiedades antimitéticas. El 2-MeOE2 se forma a partir de 2-hidroxiestradiol (2-OHE2)
por la catecol estrogeno metiltransferasa, una enzima que esta ampliamente distribuida en todo el cuerpo.

Los investigadores han demostrado que el 2-MeOE2 inhibe in vivo el desarrollo de tumores que aparecen a partir de
la inyeccion subcutanea de sarcoma Meth A, melanoma B16 o células de cancer de mama negativas al receptor del
estrogeno (ER-) MDA-MB-435. También inhibe la proliferacion y migraciéon de las células endoteliales y la
angiogénesis in vitro. Se ha sugerido que la capacidad de 2-MeOE2 para inhibir el crecimiento tumoral in vivo puede
ser debida a su capacidad para inhibir la angiogénesis provocada por el tumor en vez de la inhibicion directa de la
proliferacién de células tumorales.

El mecanismo por el cual 2-MeOE2 ejerce sus potentes efectos antimitdgeno y antiangidgeno se esta elucidando
todavia. Existen evidencias de que a altas concentraciones puede inhibir la polimerizacion microtubular y actuar
como un inhibidor débil de colchicina que se une a tubulina. Recientemente, sin embargo, a concentraciones que
bloguean la mitosis, no se encontraron filamentos de tubulina en las células que deben despolimerizarse sino que
tenian una morfologia idéntica a la observada después del tratamiento con taxol. Es posible, por consiguiente, que
como el taxol, un farmaco que se usa para la terapia de cancer de mama y de ovario, el 2-MeOE2 actue
estabilizando la dinamica microtubular.

Aunque la identificacion de 2-MeOE2 como una nueva terapia para el cancer representa un importante avance, la
biodisponibilidad de los estrogenos administrados por via oral es escasa. Ademas, pueden experimentar
metabolismo extenso durante su primer paso a través del higado. Como parte de un programa de investigacion para
desarrollar un inhibidor de sulfatasa esteroidea para la terapia del cancer de mama, se identificé la 3-O-sulfamato de
estrona (EMATE) como un potente inhibidor activo dirigido al sitio. De manera inesperada, el EMATE demostro
poseer propiedades estrégenas potentes, siendo su actividad uterétrofa por via oral en ratas 100 veces mayor que la
del estradiol. Su aumento de estrogenicidad se cree que procede de la absorcion por los glébulos rojos que le
protegen de la inactivacion durante el paso a través del higado y que actian como depdsito para su liberacion lenta
durante un periodo prolongado de tiempo. Se sintetizaron y se analizaron una serie de analogos modificados en el
anillo A, incluyendo 3-O-sulfamato de 2-metoxiestrona. Aunque este compuesto era igual de potente que el EMATE
como un inhibidor de sulfatasa esteroidea, estaba desprovisto de estrogenicidad.

Creemos que el compuesto de la presente invencion proporciona un medio para el tratamiento de canceres vy,
especialmente, del cancer de mama.

Ademas, o como alternativa, el compuesto de la presente invencién puede ser util en el bloqueo del desarrollo de
canceres, incluidos leucemias y tumores sélidos tales como tumores de mama, de endometrio, de prostata, de
ovario y pancreatico.

Terapia referente a estrégenos

Creemos que algunos de los compuestos de la presente invencion pueden ser Utiles en el control de las
concentraciones de estrégenos en el cuerpo, en particular en hembras. Por este motivo, algunos de los compuestos
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pueden ser utiles proporcionando un medio de control de fertilidad, tal como un comprimido, pildora, solucién o
pastilla anticonceptivo de administracion oral. Como alternativa, el compuesto puede estar en forma de implante o de
parche.

Por lo tanto, los compuestos de la presente invencion pueden ser Utiles en el tratamiento de enfermedades
hormonales asociadas a estrégenos.

Ademas, o como alternativa, el compuesto de la presente invencion puede ser Util en el tratamiento de
enfermedades hormonales ademas de las asociadas a estrogenos. Por lo tanto, el compuesto de la presente
invencion también puede ser capaz de afectar a la actividad hormonal y también puede ser capaz de afectar a una
respuesta inmunitaria.

Enfermedades neurodegenerativas

Creemos que algunos de los compuestos de la presente invenciéon pueden ser U(tiles para el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas y afecciones similares.

A modo de ejemplo, se cree que los inhibidores de STS pueden ser Utiles en la potenciacion de la funcion de la
memoria de pacientes que padecen de enfermedades tales como la amnesia, lesiones cerebrales, enfermedad de
Alzheimer, demencia epiléptica, demencia presenil, demencia postraumatica, demencia senil, demencia vascular y
demencia tras apoplejia o los individuos que de otro modo buscan la potenciacién de la memoria.

TH1

Creemos que algunos de los compuestos de la presente invencion pueden ser Utiles en implicaciones de TH1.

A modo de ejemplo, se cree que la presencia de los inhibidores de STS en el macr6fago o en otras células que
presentan antigeno puede conducir a una disminucion de la capacidad de los linfocitos T sensibilizados para
producir una respuesta a TH1 (IL-2 alto, IFNy bajo en IL-4). Por consiguiente, predominaria la influencia reguladora
normal de otros esteroides tales como los glucocorticoides.

Afecciones inflamatorias

Creemos que algunos de los compuestos de la presente invencion pueden ser Utiles en el tratamiento de afecciones
inflamatorias, tales como las afecciones asociadas con una cualquiera o mas de entre: autoinmunidad, incluyendo
por ejemplo, artritis reumatoide, diabetes tipo | y IlI, lupus eritematoso diseminado, esclerosis mdltiple, miastenia
grave, tiroiditis, vasculitis, colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn, trastornos de la piel, por ejemplo, psoriasis y
dermatitis de contacto; enfermedad injerto contra huésped; eccema; asma y rechazo del érgano después del
trasplante.

A modo de ejemplo, se considera que los inhibidores de STS pueden impedir el efecto fisiolégico normal de DHEA o
de los esteroides relacionados sobre las respuestas inmunitaria y/o inflamatoria.

Los compuestos de la presente invencion pueden ser Utiles para la fabricacién de un medicamento para revelar un
efecto de tipo glucocorticoide enddgeno.

Otras terapias

Se entiende también que el compuesto/la composicién de la presente invencion puede tener otras implicaciones
médicas importantes.

Por ejemplo, el compuesto o la composicion de la presente invencion puede ser til en el tratamiento de los
trastornos mencionados en el documento WO-A-99/52890, es decir:

Ademas o como alternativa, el compuesto o la composicion de la presente invencion puede ser (til en el tratamiento
de los trastornos enumerados en el documento WO-A-98/05635. Para facilitar su referencia, se proporciona ahora
parte de esta lista: cancer, inflamacion o enfermedad inflamatoria, trastornos dermatoldgicos, fiebre, efectos
cardiovasculares, hemorragia, coagulacion y respuesta en fase aguada, caquexia, anorexia, infeccion aguda,
infeccion por VIH, estados de choque, reacciones injerto contra huésped, enfermedad autoinmunitaria, lesion por
reperfusion, meningitis, jaqueca y antitrombosis dependiente de la aspirina; crecimiento tumoral, invasion y
diseminacion, angiogénesis, metastasis, cancer, ascitis y efusion pleural maligna, isquemia cerebral, cardiopatia
isquémica, osteoartritis, artritis reumatoide, osteoporosis, asma, esclerosis multiple, neurodegeneracién, enfermedad
de Alzheimer, aterosclerosis, apoplejia, vasculitis, enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa; periodontitis, gingivitis;
psoriasis, dermatitis atépica, Ulceras cronicas, epidermolisis vesicular; ulceracion corneal, retinopatia y cicatrizacion
quirdrgica de heridas; rinitis, conjuntivitis alérgica, eccema, anafilaxis, restenosis, insuficiencia cardiaca congestiva,
endometriosis, aterosclerosis o endosclerosis.
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Asimismo, o como alternativa, la composiciéon de la presente invencién puede ser Util en el tratamiento de trastornos
enumerados en el documento WO-A-98/07859. Para facilitar su referencia, se proporciona ahora parte de esta lista:
actividad de citocina y de proliferacion/diferenciacion celular; actividad inmunodepresora o inmunoestimulante (por
ejemplo, para tratar insuficiencia inmunitaria, incluyendo la infeccién con el virus de la insuficiencia inmunitaria
humana; regulacién del crecimiento de linfocitos; tratamiento del cancer y muchas enfermedades autoinmunitarias, y
para impedir el rechazo del trasplante o provocar inmunidad tumoral); regulacion de la hematopoyesis (por ejemplo,
tratamiento de enfermedades mieloides o linfoides; estimular el crecimiento del hueso, del cartilago, del tendén, de
ligamentos y del tejido nervioso, por ejemplo para la cicatrizacién de heridas, tratamiento de quemaduras, Ulceras y
enfermedad periodontal y neurodegeneracion; inhibicién de la activacién de la hormona estimulante del foliculo
(modulacion de la fertilidad); actividad quimiotactica/quimiocinética (por ejemplo para movilizar los tipos de células
especificos a las zonas de lesion o infeccion); actividad hemostatica y trombolitica (por ejemplo para tratar la
hemofilia y la apoplejia); actividad antiinflamatoria (para el tratamiento por ejemplo del choque séptico o de la
enfermedad de Crohn); como productos antimicrobianos; moduladores por ejemplo de metabolismo o del
comportamiento; como analgésicos; tratamiento de trastornos de insuficiencia especificos; tratamiento por ejemplo
de la psoriasis, en medicina o veterinaria.

Asimismo, o como alternativa, la composiciéon de la presente invencién puede ser Util en el tratamiento de trastornos
enumerados en el documento WO-A-98/09985. Para facilitar su referencia, se proporciona ahora parte de esta lista:
actividad inhibidora de macréfagos y/o actividad inhibidora de linfocitos T y, por lo tanto, actividad antiinflamatoria,
actividad autoinmunitaria, es decir efectos inhibidores contra una respuesta inmunitaria celular y/o humoral,
incluyendo una respuesta no asociada a la inflamacién; inhibir la capacidad de los macroéfagos y linfocitos T para
adherirse a los componentes de la matriz extracelular y a la fibronectina, asi como la expresién del receptor fas
regulado al alza en linfocitos T; inhibir la reaccion inmunitaria no deseada y la inflamacion, incluyendo artritis, que
incluye artritis reumatoide, inflamaciéon asociada con hipersensibilidad, reacciones alérgicas, asma, lupus
eritematoso diseminado, enfermedades del colageno y otras enfermedades autoinmunitarias, inflamacion asociada a
la aterosclerosis, arteriosclerosis, cardiopatia aterosclerética, lesion por reperfusién, paro cardiaco, infarto de
miocardio, trastornos inflamatorios vasculares, sindrome de la disnea respiratoria u otras enfermedades
cardiopulmonares, inflamacion asociada a Ulcera péptica, colitis ulcerosa y otras enfermedades del aparato
digestivo, fibrosis hepatica, cirrosis hepdtica u otras enfermedades hepdticas, tiroiditis u otras enfermedades
glandulares, glomerulonefritis u otras enfermedades renales y urologicas, otitis u otras enfermedades
otorrinolaringoldgicas, dermatitis u otras enfermedades dérmicas, enfermedades periodontales u otras
enfermedades dentales, orquitis o epididimo-orquitis, infertilidad, trauma orquideo u otras enfermedades testiculares
inmunorrelacionadas, disfuncién de la placenta, insuficiencia de la placenta, aborto habitual, eclapsia, preeclamsia y
otras enfermedades ginecoldgicas inmunitarias y/o inflamatorias, uveitis posterior, uveitis intermedia, uveitis anterior,
conjuntivitis, coriorretinitis, uveorretinitis, neuritis dptica, inflamacién intraocular, por ejemplo retinitis o edema
macular cistoide, oftalmia simpatica, escleritis, retinitis pigmentosas, componentes inmunitarios e inflamatorios de la
enfermedad degenerativa del fondo, componentes inflamatorios del traumatismo ocular, inflamacion ocular
producida por infeccion, vitreorretinopatias proliferantes, neuropatia dptica isquémica aguda, cicatrizaciéon excesiva,
por ejemplo, tras la operacién de filtracion del glaucoma, reaccién inmunitaria y/o inflamatoria contra implantes
oculares y otras enfermedades oftalmicas inmunitarias e inflamatorias, inflamacién asociada a las enfermedades o
afecciones o trastornos autoinmunitarios en la que, tanto el sistema nervioso central (SNC) como en cualquier otro
6rgano, la supresion inmunitaria y/o la inflamacién serian beneficiosas, la enfermedad de Parkinson, complicacion
y/o efectos secundarios del tratamiento de la enfermedad de Parkinson, demencia compleja relacionada con el
SIDA, encefalopatia relacionada con VIH, enfermedad de Devic, corea de Sydenham, enfermedad de Alzheimer y
otras enfermedades, afecciones o trastornos degenerativos del SNC, componentes inflamatorios de apoplejia,
sindrome posterior a la polio, componentes inmunitarios e inflamatorios de trastornos psiquiatricos, mielitis,
encefalitis, panencefalitis esclerosante subaguda, encefalomielitis, neuropatia aguda, neuropatia subaguda,
neuropatia crénica, sindrome de Guillaim-Barre, corea de Sydenham, miastenia grave, encefalitis pseudotumoral,
sindrome de Down, enfermedad de Huntington, esclerosis lateral amiotréfica, componentes inflamatorios de la
compresion del SNC o del traumatismo del SNC o de las infecciones del SNC, componentes inflamatorios de las
atrofias y distrofias musculares y enfermedades inmunitarias e inflamatorias de los sistemas nervioso central y
periférico, inflamacién postraumatica, choque séptico, enfermedades infecciosas, complicaciones inflamatorias o
efectos secundarios de la cirugia, trasplante de médula ésea u otras complicaciones y/o efectos secundarios del
trasplante, complicaciones inflamatorias y/o inmunitarias y efectos secundarios de la terapia génica, por ejemplo
debido a la infeccién por un vehiculo virico, o a la inflamacién asociada al SIDA, para suprimir o inhibir una
respuesta inmunitaria humoral y/o celular, para tratar o mejorar las enfermedades proliferantes por monocitos o
leucocitos, por ejemplo leucemia, reduciendo la cantidad de monocitos o leucocitos, para la prevencion y/o
tratamiento del rechazo del trasplante en los casos de trasplante de células naturales o artificiales, tejido y 6rganos
tales como la cérnea, médula 6sea, 6rganos, cristalinos, marcapasos, tejido de piel natural o artificial.

Preparacién del compuesto sulfamato

Los compuestos de sulfamato de la presente invencion pueden prepararse haciendo reaccionar un alcohol
apropiado con un cloruro adecuado. A modo de ejemplo, los compuestos de sulfamato de la presente invencién
pueden prepararse haciendo reaccionar un alcohol apropiado con un cloruro de sulfamoilo adecuado, de férmula
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R*R°NSO,CI.
Las condiciones tipicas para llevar a cabo la reaccion son las siguientes.

Se anaden hidruro de sodio y cloruro de sulfamoilo a una solucién agitada del alcohol en dimetilformamida anhidra a
0 °C. Posteriormente, la reaccion se deja calentar a temperatura ambiente, tras lo cual se continda la agitacién
durante 24 horas méas. La mezcla de reaccién se vierte en una solucion saturada fria de bicarbonato de sodio y la
fase acuosa resultante se extrae con diclorometano. Los extractos organicos combinados se secan sobre MgSO4
anhidro. La filtracién seguida de evaporacién del disolvente al vacio y evaporado conjuntamente con tolueno
proporciona un residuo en bruto que se purifica adicionalmente mediante cromatografia ultrarrapida.

Preferentemente, el alcohol se derivatiza, si es apropiado, antes de la reaccion con el cloruro de sulfamoilo. Cuando
sea necesario, los grupos funcionales en el alcohol pueden protegerse de manera conocida y el grupo o grupos
protectores se eliminan al final de la reaccién.

Preferentemente, los compuestos de sulfamato se preparan segun las directrices de Page y col. (1990 Tetrahedron
46; 2059-2068).

Las preparaciones preferentes se presentan también en el texto siguiente.
Resumen

En resumen, la presente invencion proporciona compuestos para su uso como inhibidores de sulfatasa esteroidea
y/o inhibidores de esteroide deshidrogenasa y composiciones farmacéuticas para los mismos.

Ejemplos
La presente invencién se describira a continuacion solo a modo de ejemplo.

Ejemplo
Resumen

El cancer de mama es una enfermedad de importancia principal en Europa y en Norteamérica. En Gran Bretana,
mata mas gente que cualquier otro tipo de cancer. El cancer de mama dependiente de hormonas representa
aproximadamente dos tercios de estos casos en la mujer posmenopausica; corresponde a un tipo de cancer de
mama en el que los tumores dependen de estrégenos para su crecimiento y desarrollo.

La terapia endocrina, en la que los niveles de circulacion del estrégeno se controlan mediante el uso de farmacos
que inhiben una o varias rutas enzimaticas en la biosintesis del estrégeno, es la respuesta para HDBC. Pueden
considerarse diferentes dianas y se ha realizado la mayor parte del trabajo sobre antiestrégenos e inhibidores de
aromatasa. Las enzimas sulfatasa esteroidea y 17a-HSD de tipo 1 han surgido después como dianas potentes.

Aunque se han desarrollado varios inhibidores potentes para STS, la 173-HSD de tipo 1 no ha despertado mucho
interés y solamente se han descrito unas pocas moléculas activas. Basandose en el hecho de que los derivados con
anillo D de EMATE son potentes inhibidores de 173-HSD de tipo 1, se inicié el disefio y la sintesis de analogos de
EMATE con estrogenicidad reducida. Esto ha conducido a una serie de compuestos en los que el anillo D es un
resto piperidinadiona y en los que el &tomo de N lleva una diversidad de cadenas laterales.

La experimentacion biolégica contra STS, que se realiz6 en las células de cancer de mama, puso de manifiesto una
actividad muy elevada para los derivados que llevan una cadena lateral de propilo o picolilo. Con una Clso de 1 nm,
son mucho més potentes que el EMATE.

Parte experimental

1 - Procedimientos generales

Todos los productos quimicos se adquirieron de Aldrich Chemical Co. (Gillingham, Dorset, Reino Unido) o Lancaster
Synthesis (Morecambe, Lancashire, Reino Unido). Todos los disolventes organicos de calidad A. R. fueron
suministrados por Fisons plc (Loughborough, Reino Unido). La N,N-dimetilformamida (DMF) y la N,N-
dimetilacetamida (DMA) anhidras, se utilizaron respectivamente para todas las N-alquilaciones y las reacciones de
sulfamoilacion, se adquirieron en Aldrich y se almacenaron a presion positiva de Nz después de su uso. Se prepard
cloruro de sulfamoilo mediante una adaptacion del procedimiento de Apel y Berger® y se almacené como solucion
en tolueno tal como describe Woo y col.'® Un volumen apropiado de esta solucién se concentré de forma reciente al
vacio inmediatamente antes de su uso.

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2439947 T3

E1S y E1 se adqumeron de Sigma Chemical Co. (Poole, Reino Unido). [6,7-°H]JE1S (actividad especifica, 50
Ci/mmoles) y [4-'*C]E1 (actividad especifica, 52 mCi/mmol) se adquirieron en New England Nuclear (Boston, MA).
[6,7-H]E1 (actividad especifica, 97 Ci/mmol) se adquiri6 en el Amersham International Radiochemical Centre
(Amersham, Reino Unido).

Se realizé la cromatografia en capa fina (TLC) en placas recubiertas previamente (gel de silice 60 F254 en hojas de
aluminio para TLC de Merck, Art. n® 5554). Se detectaron el/los producto(s) y el material de partida (SM)
observandolos bajo luz ultravioleta o tratando con solucién metandlica de acido fosfomolibdico seguido de
calentamiento. Se realizé la cromatografia en columna ultrarrapida sobre gel de silice (Sorbsil C60). Se determinaron
los espectros IR como discos de KBr utilizando un FT-IR Spectrum RXI de Perkin-Elmer y las posiciones del pico se
expresan en cm™. Se registraron los espectros RMN de 'H y RMN de '®C editados en DEPT con los espectrémetros
de RMN JMN-GX 400 y los desplazamientos quimicos se describen en partes por millén (ppm, 3) correspondlentes a
tetrametllsnano (TMS) como patrén interno. Para describir las resonancias en los espectros RMN de H y RMN de

3C se usan las abreviaturas siguientes: a., ancho; s, singlete; d, doblete; t, triplete; ¢, cuartete; m, multiplete y
combinaciones tales como dd, doblete de dobletes. Los desplazamientos quimicos para los sistemas AB (5a y dB) se
aproximaron tomando la media de cada doblete y la correspondiente constante de acoplamiento marcada Jag 0 Jga.
Como ejemplo, se calcularon 84 y dg siguiendo la férmula mostrada en el apéndice 2 para el compuesto 21. Se
realizé el andlisis por HPLC en un instrumento Waters Millenium32 equipado con un detector Waters 996 PDA. Se
registraron las trazas en una columna Waters Radialpack C18, de 8x100 mm con un gradiente de metanol/agua a 2
ml/min. Se registraron los espectros de masas en el Mass Spectrometry Service Center, Universidad de Bath. Se
realizé la FAB-MS utilizando alcohol m-nitrobencilico (NBA) como matriz, y el Microanalisis Service, Universidad de
Bath realiz6 los analisis elementales. Se determinaron los puntos de fusién utilizando un bloque Thermo Galen
Kofler de Reichert-dJung y son incorrectos.

3-Benciloxi-estrona

ol

Se anadié hidruro de sodio (dispersion al 60 % en aceite mineral, 0,68 g, 20,34 mmol) a una solucién agitada de
estrona (5,0 g, 18,49 mmol) en DMF anhidro (50 ml) a 0 °C en atmésfera de Nz y la suspension resultante se agitd
durante 1 hora. Después se afadié bromuro de bencilo (2,42 ml, 20,34 mmol) y la mezcla de reaccion se agité a 80
°C durante 4 horas. La solucién resultante se vertié en hielo/agua y la fraccion organica que se separé se extrajo en
acetato de etilo (150 ml), se lavé con agua (4 x 50 ml), se secéd (MgSOQ.), se filtré y se evapor6 al vacio. El producto
bruto amarillo palido resultante se recristaliz6 a partir de alcohol isopropilico dando 3-benciloxi-estrona como
cristales escamados blancos (4, 73 0, 71 %): Pf 129-131 °C [Ilt (éter de petréleo) 132-134 °C]. IR (KBr) vmax 3100,
2950-2840, 1730, 1600, 1500 cm™. RMN de 'H (CDCls) & 0,91 (3H, s, C-18-Hs), 1,41-2,54 (13H, m), 2,86-2,93 (2H
m, C-6-Hz), 5,04 (2H, s, OCH2Ar), 6 73 (1 H,d, J=2,5Hz, C-4-H), 6,80 (1 H,dd, J=8,6 Hzy J = 2,5 Hz, C-2-H),
7,20 (1 H,d, J=8,6 Hz, C-1-H) y 7,30-7,44 (5H, m, C¢Hs).

Acido 3-benciloxi-marriandlico

. wWCOOH

COOH
:—o
Una solucién de yodo (7,6 g, 29,94 mmol) en 95 ml de MeOH y una solucién de KOH (13,7 g) en 27 ml de agua y 61
ml de MeOH se afnadieron gota a gota y alternativamente a una solucioén agitada de 3-benciloxi-estrona (3,8 g, 10,54
mmol) en MeOH (1 I) de modo que el color de la mezcla sigui6 siendo naranja/marron. La adicién se llevo a cabo en
un periodo de 45 minutos y la soluciéon amarilla clara resultante se agité durante la noche a temperatura ambiente en
atmosfera de No. La mezcla se concentrd después y se vertié en agua (800 ml). Después de acidificacién con HCI
5M, la fraccién organica se extrajo en éter (600 ml), se lavo con tiosulfato de sodio acuoso (4x100 ml), agua (4x100

ml), se secod (MgSOQ.), se filtrd y se evaporé al vacio. La espuma amarilla resultante (4,54 g) se disolvié después en
una solucion de KOH (7,6 g) en MeOH/H>0 1:2 (228 ml) y se calent6 a reflujo durante 4 horas. La mezcla marrén
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final se vertié en agua (800 ml) y después de acidificacion con HCI 5 M las capas organicas se extrajeron en acetato
de etilo (300 ml). Después de lavar con salmuera (4x200 ml), la capa organica se secd (MgSQs), se filir6 y se
evaporé al vacio dando un residuo amarillo (4,32 g). Este se recristaliz6 a partir de cloroformo/hexano 5:3 dando
acido 3-benciloxi-marrianélico como un polvo cremoso (3,25 g, 75 %): pf 212-215 °C [lit."® ( MeOH ac.) 226-227 °C].
IR (KBF) Vimax 3050-2650, 1700, 1600-1500 cm™. RMN de 'H (DMSO-ds) & 1,02 (3H, s, C-18-Hg), 1,20-2,78 (11H, m),
2,72-2,76 (2H, m, C-6-H2), 5,05 (2H, s, OCH2Ar), 6,68 (1 H, d, J= 2,5 Hz, C-4-H), 6,75 (1 H,dd, J=8,7Hzy J=2,5
Hz, C-2-H), 7,18 (1H, d, J = 8,7 Hz, C-1-H), 7,30-7,42 (5H, m, CsHs) y 12,14 (2H, s, CO2H);RMN de *C (DMSO-dk) &
15,4 (c), 25,8, 26,5, 29,7, 35,8, 36,1 (todos 1), 40,7, 41,8, 42,5 (todos d), 46,2 (s), 68,9 (t), 112,3, 114,0, 126,3, 127,3
(2x), 127,5, 128,2 (2x) (todos d), 131,6, 137,2 (2x), 156,0, 173,9 y 178,6 (todos s). EM m/z (FAB+) 408,2 [41, M),
91,1 [100, (CH2Ar)"]. HRMS m/z (FAB+) calculada para C2sH2s0s: 408.1937. Encontrada: 408,1940.

3-Benciloxi-16,17-seco-estra-1,3,5(10)-trieno-16,17-imida

Se calentaron acido 3-bencil-marriandlico (3,25 g, 7,96 mmol) y urea (3,25 g, 54,11 mmol) a 180 °C en atmosfera de
N2 durante 45 minutos. El residuo marrdn resultante se tritur6 y se anadié acetona (200 ml) dando una suspension
marron. Esta mezcla se concentr6 a aproximadamente 100 ml, se afadié gel de silice y el disolvente se eliminé. El
polvo resultante se transfiri6 a una columna de cromatografia ultrarrapida. La elucién con cloroformo/acetona (96:4)
dio 3-benciloxi-16,17-seco-estra-1,3,5(10)-trieno-16,17-imida como un sélido blanco (2,75 g, 89 %). Para el analisis,
se recristalizé una muestra a partir de EtOH dando ajustas incoloras: pf 225-226 °C. IR (KBr) vmax 3260, 2900-2870,
1720, 1700, 1600-1500 cm™. RMN de 'H (DMSO-dk) & 1,09 (3H, s, C-18-H3), 1,20-2,72 (11 H, m), 2,76-2,80 (2H, m,
C-6-Hy), 5,05 (2H, s, OCHAr), 6,72 (1 H, d, J = 2,5 Hz, C-4-H), 6,76 (1H, dd, J=8,7 Hz y J = 2,5 Hz, C-2-H), 7,19
(1H, d, J = 8,7 Hz, C-1-H), 7,31-7,44 (5H, m, C¢Hs) y 10,63 (1H, s, NH); RMN de '°C (DMSO-dk) 5 16,2 (c), 25,1,
25,2, 29,2, 32,4, 32,7 (todos t), 37,8, 40,3 (todos d), 40,5 (s), 41,9 (d), 68,9 (t), 112,2, 114,1, 126,0, 127,3 (2x), 127,4,
128,2 (2x) (todos d), 131,5, 137,0, 137,1, 156,0, 172,1 y 178,9 (todos s). EM m/z (FAB+) 390,2 [58, (M+H)™], 91,1
[100, (CH2Ar)*]. HRMS m/z (FAB+) calculada para CasH2sNOs: 390,2069. Encontrada: 390,2059. Anal. calculado
para CzsH27NO3: C: 77,09; H: 6,99; N: 3,60. Encontrado: C: 76,90; H: 6,99; N: 3,73.

3-Benciloxi-1N-(3,3,3-trifluoropropil)-6,17-seco-estra-1,3,5(10)-trieno-16,17-imida (CMS01179)

CagH30FsNO3 PM 485,54

A una solucién de 3-benciloxi-16,17-seco-estra-1,3,5(10)-trieno-16,17-imida (2,0 g, 5,14 mmol) en acetonitrilo
anhidro (250 ml) se afadi6 carbonato de potasio (0,780 g, 5,66 mmol, 1,1eq), yoduro de potasio (0,1 g), 3-bromo-
1,1,1-trifluoropropano (1,61 g, 10,3 mmol, 2 eq y 18-corona-6 (2,98 g, 11,31 mmol, 2,2 eq) y la reaccion se calent6 a
82 °C durante 24 horas. Después de enfriamiento y evaporacion del acetonitrilo, la espuma naranja resultante se
redisolvié en acetato de etilo (200 ml) y se lav6 con salmuera (2 x 200 ml), se sec6 sobre sulfato de magnesio y se
evaporé. La cromatografia ultrarrapida (200 g de silice usando columna de 5 cm de &, se purgd con acetato de etilo
al 20 %/hexanos), se eluyd el compuesto del titulo como un sélido cristalino blanco (1,36 g, 54 %); pf 180-182 °C; Rz
0,52 (acetato de etilo al 20 %/hexanos); RMN de H (270 MHz, CDClg) & 1,38 (3H, s, 718-CHs), 1,10-2,00 (6H, m),
2,20-2,50 (6H, m), 2,80-2,90 (2H, m), 2,97 (1 H, dd, J = 4,7 y 8,3 Hz) 3,90-4,20 (2H, m, CH>-CFs3), 5,02 (2H, s, O-
CH2) 6,71 (1 H,d, J = 2,7 Hz, 4-CH), 6,79 (1 H, dd, J = 2,7 y 8,5 Hz, 2-CH) y 7,20 (1 H, d, J = 8,5 Hz, 7-CH) y 7,30-
7,50 (5H, m, 5 x ArH); RMN de '°C (67,9 MHz, CDCls) & 16,8 (CHs), 25,5, 25,8 y 29,7 (todos CHy), 31,9 (c, J = 29,3
Hz, CH:CFs), 33,3, 33,5 y 33,7 (todos CHy), 38,6 y 40,3 (ambos CH), 41,6 (CH>), 42,5 (CH), 70,0 (O-CHy), 112,8,
114,7 y 126,4 (todos CH), 127,5 (2 x CH), 128,0 (CH) y 128,7 (2 x CH), 131,6, 137,1, 137,5, 157,1, 171,6 y 178,2
(todos C); RMN de '°F (376 MHz, CDCls) 6 -65,30 (3F, t, J = 10,53 Hz CFs); HPLC (70 % CHsCN en Hz0) = XXX
(100 %); CLEM (AP’), m/z 394,26 (M *, 100 %). Anal. calcd para CogHsoF3sNOs: C 69,26, H 6,23, N 2,28. Encontrado:
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C,H,N %.
3-Hidroxi-1N-(3,3,3-trifluoropropil)-6,17-seco-estra-1,3,5(10)-trieno-16,17-imida (CMS01181, STX1937)

C21H24F3NO3 PM 395,42

Una solucion de 3-benciloxi-N-(3,3,3-trifluoropropil)-16,17-seco-estra-1,3,5(10)-trieno-16,17-imida (1,10 g, 2,27
mmol) con Pd al 10 %/C (0,10 g) en metanol (40 ml) y tetrahidrofurano (40 ml) se agit6 en atmdsfera de hidrégeno
durante 3 horas. Después de la eliminacion del catalizador por filiracion a través de un lecho de celite, la
evaporacién del disolvente dio un sélido blanco. La recristalizacion (dietiléter/hexano) dio el compuesto del titulo
como un sélido cristalino blanco (0,870 g, 97 %); pf 194-196 °C; R:: 0,41 (acetato de etilo al 20 %/hexanos); RMN de
'H (270 MHz, CDCls) § 1,16 (3H, s, 18-CHg); 1,20-1,60 (3H, m), 1,65-2,00 (3H, m), 2,20-2,50 (6H, m), 2,80-2,90 (2H,
m), 2,96 (1H, dd, J = 4,7 y 8,3 Hz) 3,90-4,20 (2H, m, CH~>CFs), 6,57 (1 H, d, J = 2,5 Hz, 4-CH), 6,64 (1 H,dd, J = 2,5
y 8,4 Hz, 2-CH) y 7,15 (1 H, d, J = 8,4 Hz, 7-CH); RMN de '°C (67,9 MHz, CDCls) & 16,3 (CHs), 25,5, 25,7 y 29,5
(todos CHy), 31,9 (c, J = 28,7 Hz, CH:CF3), 33,2 (c, J = 3,1 Hz, CH-CH>CF3), 33,5 y 33,7 (ambos CHy), 38,6 y 40,2
(ambos CH), 41,6 (C), 42,4 (CH), 113,1 y 115,0 (ambos CH), esperado 126,0 (c, J = 276,8 Hz, CF3) pero ausente,
126,5 (CH), 131,4, 137,4, 153,6, 171,6 y 178,4 (todos C); RMN de '°F (376 MHz, CDCls) & -65,341 (3F, t, J = 10,52
Hz, CF3); HPLC (CH3CN al 70 % en H20) &= 2,58 min (95,15 %); CLEM (AP"), m/z 394,26 (M’, 100 %). Anal. calcd
para C21H24F3sNOs: C 63,79, H 6,12, N 3,52. Encontrado: C , H, N % HRMS (ES+) Hallado 396,1765; C21H25F3NO3
(M+H)* requiere 396,1781.

3-Sulfomoiloxi-1N-(3,3,3-trifluoropropil)-6,17-seco-estra-1,3,5(10)-trieno-16,17-imida (CMS01188, STX1938)

C21H25F3N205S PM 474,49

/\)<F
N F

(0]
(o)

I
HZN-—ﬁ—O

Se evapor6 cloruro de sulamoilo 0,6 M en tolueno (5,80 ml, 3,50 mmol, 2,5 eq.) a presion reducida a temperatura
ambiente. El solido blanco resultante se disolvio en N,N-dimetilacetamida anhidra (2,5 ml) y se enfri6 a 0 °C en
atmdsfera de nitr6geno. A esta solucion agitada se anadié gota a gota una solucion de 3-hidroxi-N-(3,3,3-
trifluoropropil)-16,17-seco-estra-1,3,5(10)-trieno-16,17-imida (0,55 g, 1,39 mmol) en N,N-dimetilacetamida (2,5 ml),
después se retird el enfriamientno externo y la reaccion se dejo calentar a temperatura ambiente durante la noche.
La suspension marrén clara obtenida se diluyd con acetato de etilo (50 ml) y se lavd con soluciéon acuosa saturada
de cloruro de amonio (3 x 50 ml) y salmuera (50 ml), después se sec6 sobre sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 y
se evapord a presion reducida. La goma resultante se disolvié en la cantidad minima de diclorometano (5 ml), se
anadio dietiléter (25 ml), después se afiadié hexano (100 ml) en cantidades pequefias para iniciar la precipitacion. La
recristalizacion (diclorometano/hexano) dio el compuesto del titulo como un sélido cristalino blanco (0,584 g, 88 %);
pf 192-194 °C; R: 0,18 (acetato de etilo al 20 %/hexanos); RMN de H (270 MHz, CDCl3) 61,16 (3H, s, 18-CHj3),
1,20-2,00 (6H, m), 2,20-2,50 (6H, m), 2,85-2,95 (2H, m), 2,96 (1H, dd, J = 4,7 y 8,3 Hz) 3,92-4,15 (2H, m, CH>-CFs3),
4,97 (2H, s, NHp), 7,05 (1 H, d, = 2,5 Hz, 4-CH), 6,64 (1 H,dd, J=2,5y 8,5 Hz, 2-CH) y 7,15 (1 H, d, J = 8,5 Hz, 1-
CH); RMN de "*C (67,9 MHz, CDCls) & 16,3 (CHs), 25,3, 25,4 y 29,3 (todos CHz), 31,9 (¢, J = 29,1 Hz, CH.CFs3), 33,2
(c, J = 3,8 Hz, CH-CH>CF3), 33,4 y 33,5 (ambos CH>), 38,0 y 40,2 (ambos CH), 41,4 (C), 42,6 (CH), 119,3 y 121,8
(ambos CH), 126,0 (c, J = 276,8 Hz, CFs), 126,8 (CH), 138,2, 138,25, 148,1, 171,3 y 178,1 (todos C); RMN de '°F
(376 MHz, CDCls) $-65,317 (3F, t, J = 10,52 Hz, CF3); HPLC (CH3CN al 90 % en H20) &= 1,070 s (1,45 %) t= 1,921
s (98,55 %); CLEM (ES-) m/z 473,16 [(M-H)’, 100 %] HRMS (ES+) hallada 497,1325; C21H25F3N2NaOsS (M+Na)*
requiere 497,1334HRMS (FAB") calculada para XXX (M), hallada; Anal. calculada para Cz1H25F3sN2OsS. C 53,16, H
5,13, N 5,90. Encontrado: C, H, N %.

Comparacién de valores de Clsg del compuesto de la invencion con inhibidor de sulfatasa esteroidea conocida.

Los valores de Clsp de STX1938 se midieron en células JEG-3. La Clsp para STX 1938 es 35 pM, que se compara
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con un valor de 180 pM para STX213 medido en el mismo ensayo. Se muestran las estructuras de STX1938 y
STX213 con fines comparativos:

0
N/\/CFa NN
' (o] o]
H2NO2-S0 : HaNO,SO’

STX1938 : STX213
La figura 2 muestra la inhibicion de la actividad de STS en higados de ratas 15 dias después de la administracion
por via oral de una dosis Unica de STX1938. Con fines comparativos, para STX213 la actividad de STS habia
recuperado el 69 %, es decir, todavia solo el 31 % de inhibicion.
Eficacia in vivo de STX1938

Procedimiento de ensayo

Células MCF-7sts (Células que sobreexpresan STS)

Se cultivaron de forma rutinaria células MCF-7 en RPMI con FCS al 10 %. Se clonaron los ADNc para el STS en el
vector pCl-Neo que contiene el gen resistente a neomicina y se transferon a células MCF-7. Se seleccionaron los
clones estables usando G418 y se establecieron lineas celulares y se evaluaron para determinar la expresién y la
actividad.

Ratones

Se obtuvieron ratones hembra MF-1 sin peol ovariectomizados atimicos (nu/nu) (edad 6-8 semanas) de Harlan Olac.
Veinticuatro horas antes de la inoculacién de células MCF-7sts se inyectd a los animales s.c. sulfato de estradiol
(E2S). El dia de la inoculacion se inyectaron 5 x 10° células MCF-7sts (50ul en Matrigel) s.c. en el costado derecho
de los ratones. Después de la inoculacion de células, se inyecté a los ratones E2S (100 pg/50 pl) y recibieron otra
inyeccion de estos esteroides 24 h mas tarde. Después, los ratones recibieron EZS 3 veces por semana hasta
finalizar el estudio. Cuando los tumores hubieron alcanzado aproximadamente 80 mm? se inici6 la dosificacion con
compuestos que se administraron oralmente (100ul; vehiculo THF al 10 %: propilenglicol al 90 %) a 1 mg/kg. Las
mediciones de los tumores y el peso de los animales se registraron semanalmente. Las muestras de tejidos de
tumores y del higado junto con sangre se recogieron en varios puntos temporales después de suspender la
dosificacion.

Estudio 1

Se dosificd 5/7 dias por semana a los ratones STX1938 a 0,1mg/kg, 1 mg/kg y 10 mg/kg p.o. durante la duracién del
estudio.

Estudio 2

Para comparar la eficacia de STX1938 frente a STX64 (667 coumate) se dosificd a los ratones una vez a la semana
durante 7 semanas cualquier compuesto a 1 mg/kg, p.o.

Tumores
Los tumores se midieron semanalmente y se calcularon sus voliimenes usando la ecuacion longitud x anchura®/2.

Mediciones de la actividad STS

Se homogeneizaron muestras de tejidos de tumores o de higado en solucién salina tamponada con fosfatos (pH 7,4
que contenia sacarosa 250 mM). Se incubaron partes alicuotas por duplicado durante 4 h con [ H -E1S] (53
Ci/mmol, 2-3 nM, Perkin Elmer, Boston MA) ajustadas a una concentracién final de 20 uM con sustrato no marcado
(Sigma. Poole, Dorset, Reino Unido). Se incluyd [4 C] estrona en la mezcla de reaccion para realizar un
seguimiento de las perdidas del procedimiento. Al finalizar el periodo de incubacion, el producto estrona se aislé de
la mezcla de reacmon medlante particién con tolueno. Se retir6 una parte alicuota del tolueno y se midi6 la
radioactividad de °H y "C medlante espectrosmetria de centelleo. La masa de sulfato de estrona hidrolizado se
calculd a partir de los recuentos de *H detectados, corregidos para pérdidas del procedimiento.

Concentraciones de estradiol en plasma
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Las concentraciones de estradiol en plasma se midieron mediante un procedimiento de inmunoensayo especifico.

Andlisis de los datos

Se uso el ensayo t de Student para evaluar la importancia de las diferencias en volimenes de tumores para los
distintos grupos.

Resultados

Estudio 1

La dosificacion con STX1938 a 1mg/kg y 10 mg/kg redujo significativamente el crecimiento de tumores estimulados
por E2S en ratones sin pelo (figura 3). La actividad de STS tumoral a las dosis de 1 mg/kg y 10 mg/kg se inhibié casi
completamente (figura 4).

Estudio 2

Aunque la dosificacion una vez por semana con STX1938 redujo significativamente el crecimiento de tumores a este
régimen de dosificacién, STX64 fue ineficaz (figura 5). La dosificacion semanal con STX1938 tuvo como
consecuencia una inhibicion casi completa de STS en tumores (figura 7) e higado (figura 6). La actividad de esta
enzima continu6 inhibiéndose durante un periodo prolongado después de finalizar la dosificacion. Por el contrario,
STX64 a este régimen de dosificacion, solo redujo la actividad de STS en tumores o higado en el 25 — 50 %. Los
niveles de estradiol en plasma se redujeron significativamente durante un periodo prolongado después de suspender
la dosificacion con STX1938 (figura 8).

Resumen

El STX1938 es un inhibidor de STS potente que, a dosis de 1 mg/kg y 10 mg/kg, inhibe significativamente el
crecimiento de xenoinjertos estimulados por E2S derivados de células de cancer de mama MCF-7 que
sobreexpresan STS. La actividad de STS en tumores esta casi completamente inhibida por el STX1938.

El STX1938, cuando se administré en un esquema de dosificacion de una vez por semana es capaz de bloquear el
crecimiento estimulado por E2S de tumores de xenoinjertos derivados de células MCF-7 que sobreexpresan STS. La
actividad de STS en tumores e higado también se inhibi6 completamente. La eficacia superior del STX1938 con
respecto al STX64 cuando se administra semanalmente se piensa que es resultado de la duracién de su accién mas
prolongada que tiene in vivo en comparacion con la del STX64. Esto sugiere que el STX1938 serd adecuado para
desarrollarlo como agente terapéutico para administrar una vez a la semana.

Abreviaturas

A Angstrom

Ac acetilo

EM prec. espectrometria de masas de precision

Adiol androstenediol

Adiona androstenediona

AG aminoglutetimida

ac acuosa

Ar arilo

arom aromatico

BMA &cido 3-bencil-marriandlico

Bn bencilo

a. ancho

°C grados Celsius
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'3C RMN RMN de carbono

aprox. aproximadamente

cm centimetros

COUMATE 4-metilcumarina-7-O-sulfamato
& desplazamiento quimico en ppm

d doblete

dd doblete de dobletes

DHEA deshidroepiandrosterona

DMF N,N-dimetilformamida

DMSO dimetilsulféxido

E1 estrona

E2 estradiol

EMATE 3-O-sulfamato de estrona

ER receptor de estr6geno

eq equivalente

FAB bombardeo atémico rapido

g gramo(s)

h hora(s)

hER receptor de estrégeno humano

'H RMN RMN de protones

HPLC cromatografia liquida de alta presién
17B-HSD 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa
Hz hercios

Clso concentracion que produce el 50 % de inhibicién
IR infrarrojo

J acoplamiento constante en Hz

Amax longitud de onda de absorcion maxima
lit. referencia bibliografica

M micro

m multiplete

M mol por litro

m-NBA alcohol meta-nitrobencilico

ARN-m acido ribonucleico mensajero
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MHz megahercio

min minuto

mmol milimol

mol mol

p.f. punto de fusion

EM espectrometria de masas

m/z relaciébn masa a carga

NADPH fosfato de nicotinamida adenina dinucleétido
nM nanomol

RMN resonancia magnética nuclear
ppm partes por millén

Rsfactor de retencion

t.a. temperatura ambiente

S. D. desviacién tipica

Pd-C paladio-carbon

TBAF fluoruro de tetrabutilamonio
TBDMS terc-butil-dimetilsililo

THF tetrahidrofurano

TLC cromatografia en capa fina
TMS tetrametilsilano

v frecuencia de una sefal en hercios
vs frente a.

Referencias

(1) Saunders, C. M.; Baum, M. Management of early breast cancer. Oncol. in Pract 1994, 3, 4-8
(2) Nicholls P. J. Breast cancer management: science and care together. Pharm. J. 1997, 259, 459-470

(3) Miller, B. A.; Kolonel, L. N.; Bernstein, L.; Young, Jr. J. L.; Swanson, G. M.; West, D.; Key, C. R.; Liff, J. M;
Glover, C. S.; Alexander, G. A.; y col. (eds). Raciat/Ethnic patterns of cancer in the united states 1988-1992. National

Cancer Institute 1996

(4) (a) Kaae, S. y Johansen, H. Does simple mastectomy followed by irradiation offer the survival comparable to
radical procedures? International Journal of Radiation Oncology, Biology, Physics. 1977, 2, 1163-1166 (b) Holli, K;
Saaristo, R.; Isola, J.; Joensuu, H. y Hakama, M. Lumpectomy with or without postoperative radiotherapy for breast
cancer with favourable prognostic features: results of a randomised study. Br. J. Cancer 2001, 84(2), 164-169

(5) Early Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group. Effects of adjuvant Tamoxifen and of cytotoxic therapy on

mortality in early breast cancer. N. Eng. J. Med. 1988, 319, 1681-1692

(6) Gorski, J.; Toft, D.; Shyamala, G.; Smith, D.; Notides, A. Hormones receptors: studies on the interaction of

estrogens with the uterus. Recent Prog. Horm. Res. 1968, 24, 45-80

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2439947 T3

(7) Gorski, J. y Gannon F. Current models of steroid hormone action: a critique. Ann. Rev. Physiol. 1976, 38, 425-
450

(8) Coulson, C. J. Steroid biosynthesis and action, 22 edicion. Molecular Mechanism of Drug Action. 1994, 95- 122

(9) (a) Horwitz, K. B. y McGuire, W. L. Nuclear mechanism of estrogen action: effects of oestradiol and antiestrogens
on estrogens receptors and nuclear receptor processing. J. Biol. Chem. 1978, 253, 8185-8191 (b) Horwitz, K. B.;
Koseki, Y. y McGuire,W. L. Oestrogen control of progesterone receptor in human breat cancer: role of oestradiol and
antiestrogen. Endocrinology 1978, 103, 1742-1751

(10) (a) Jordan, V. C. The strategic use of antiestrogens to control the development and growth of breast cancer.
Cancer. 1992, 70, 977-982 (b) Powles, T. J. Breast cancer prevention Breast Cancer Res. 2000, 2, 10-12

(11)Wakeling, A. E.; Bowler, J. Steroidal pure antiestrogens. J. Endocrinol. 1987, 112, R7-R10

(12) Sexton, M. J.; Gherman, R. B. Selective estrogen receptor modulators: the ideal estrogen replacement? Prim.
Care. Update Ob/Gyns 2001, 8(1), 25-30

(13) Agnusdei, D.; Liu-Leage, S.; Augendre-Ferrante, B. Ann. Endocrinol. 1999, 60 (3), 242-246

(14) John Smith, H.; Nicholls, P. J.; Simons, C.; Le Lain, R. Inhibitors of steroidogenesis as agents for the treatment
of hormone-dependent breast cancer. Exp. Opin. Ther. Patents 2001, 11, 789-824

(15) (a) Castiglione-Gertsch, M. New aromatase inhibitors: more selectivity, less toxicity, unfortunately, the same
activity. Eur. J. Cancer 1996, 32A, 393-395 (b) Miller,W. R. Aromatase inhibitors - where are we now? Br. J. Cancer
1996, 73, 415-417

(16) Santner, S. J.; Feil, P. D y Santen, R. J. In situ estrogen production via the oestrone sulphatase pathway in
breast tumour: relative importance vs the aromatase pathway. J. Clin. Endocrin. Metab. 1984, 59, 29-33

(17) Purohit, A.Williams, G. J.; Howarth, N. M.; Potter, B. V. L. y Reed, M. J. Inactivation of steroid sulphatase by an
active site-directed inhibitor, estrone-3-O-sulfamate. Biochem. 1995, 34, 11508-11514

(18) Purohit, A.; Williams, G. J.; Roberts, C. J.; Potter, B. V. L.; Reed, M. J. In vivo inhibition of oestrone sulphatase
and dehydroepiandrosterone sulphatase by estrone-3-O-sulfamate. Int. J. Cancer 1995, 62, 106-111

(19) Woo, L. W. L.; Howarth, N. M.; Purohit, A.; Hejaz, H. A. M.; Reed, M. J. y Potter, B. V. L. Steroidal and
nonsteroidal sulfamates as potent inhibitors of steroid sulphatase. J. Med. Chem. 1998, 41, 1068-1083.

(20) Purohit, A.; Woo, L. W. L.; Singh, A.; Winterborn, C. J.; Potter, B. V. L. y Reed, M. J. In vivo activity of 4-
methylcoumarin-7-O-sulfamate, a non steroidal, non estrogenic steroid sulphatase inhibitor. Cancer Res. 1996, 56,
4950-4955

(21) (a)Woo, L.W. L.; Purohit, A.; Malini, B.; Reed, M. J. y Potter, B. V. L. Potent active site-directed inhibition of
steroid sulphatase by tricyclic coumarin-based sulfamates. Chemistry & Biology 2000, 7, 773-791 (b) Malini, B.;
Purohit, A.; Ganeshapillai, D.; Woo, L. W. L.; Potter, B. V. L.; Reed, M. J. Inhibition of steroid sulphatase activity by
tricyclic coumarin sulfamates. J. Steroid Biochem. molec. Biol. 2000, 75, 253-25 (c) Purohit, A.; Woo, L. W. L.;
Barrow, D.; Hejaz, H. A. M.; Nicholson, R. |.; Potter, B. V. L.; Reed, M. J. Non-steroidal and steroidal sulfamates: new
drugs for cancer therapy. mol. Cell. Endocrinol. 2001, 171, 129-135

(22) Purohit, A.; Woo, L. W. L.; Potter, B. V. L.; Reed, M. J. In vivo inhibition of oestrone sulphatase activity and
growth of nitrosomethylurea-induced mammary tumours by 667 COUMATE. Cancer Res. 2000, 60, 3394- 3396

(23) Claussner, A.; Nédelec, L.; Nique, F.; Philibert, D.; Teush, G.; Van de Velde, P. 11b-Amidoalkylestradiols as new
series of pure anti-estrogens. J. Steroid. Biochem. 1992, 41, 609-614

(24) Li, P-K.; Chu, G-C.; Guo, J. P.; Selcer, K. W. Development of potent non-estrogenic oestrone sulphatase
inhibitors. Steroids 1998, 63, 425-432

(25) (a) Jin, J-Z.; Lin, S-X. Human estrogenic 17b-hydroxysteroid dehydrogenase: predominance of oestrone
reduction and its induction by NADPH. Biochem. Biophys. Res. 1999, 259, 489-493 (b) Penning, T. M. molecular
endocrinology of hydroxysteroid dehydrogenases. Endocrine Reviews 1997, 18, 281-305

(26) (a) Labrie, F. At the cutting edge. Intracrinology. mol. Cell. Endocrinol. 1991, 78, C113-C118 (b) Poulin, R;

Labrie, F. Stimulation of cell proliferation and estrogenic response by adrenal C19-?5-steroids in the ZR-75-1 Human
Breast Cancer Cell Line. Cancer Res. 1986, 46, 4933-4937

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2439947 T3

(27) (a) Peltoketo, H.; Luu-The, V.; Simard, J.; Adamski, J. 17b-hydroxysteroid dehydrogenase (HSD)/17-ketosteroid
reductase (KSR) family; nomenclature and main characteristics of the 17 HSD/KSR enzymes. J. mol. Endocrinol.
1999, 23, 1-11 (b) Peltoketo, H.; Isomaa, V.; Maentausta, O.; Vihko, R. Complete amino acid sequence of human
placental 17b-hydroxysteroid dehydrogenase deduced from cDNA. FEBS Lett. 1988, 239, 73-77 (c) Wu, L.; Einstein,
M.; Geissler, W. M.; Chan, H. K_; Elliston, K. O.; Andersson, S. Expression cloning and characterization of human
17b-hydroxysteroid dehydrogenase type 2, a microsomal enzyme possessing 20a-hydroxysteroid dehydrogenase
activity. J. Biol. Chem. 1993, 268, 12964-12969 (d) Geissler, W. M.; Davis, D. L.; Wu, L.; Bradshaw, K. D.; Patel, S;
Mendonca, B. B.; Elliston, K. O.; Wilston, J. D.; Russell, D. W.; Andersson, S. Male pseudohermaphroditism caused
by mutation of testicular 17b-hydroxysteroid dehydrogenase 3. Nat. Genet. 1994, 7, 34-39 (e) Adamski, J.; Normand,
T.; Leenders F.; Monte, D.; Begue, A.; Stehelin, D.; Jungblut, P. W.; de Launoit, Y. molecular cloning of a novel
widely expressed human 80 kDa 17B-hydroxysteroid dehydrogenase IV. Biochem. J. 1995, 311, 437-443 (f)
Deyashiki, Y.; Ohshima, K.; Nakanishi, M.; Sato, K.; Matsuura, K.; Hara, A. molecular cloning and characterization of
mouse oestradiol 173-dehydrogenase (A-specific), a member of the aldoketoreductase family. J. Biol. Chem. 1995,
270, 10461-10467

(28) Tremblay, M. R.; Auger, S. y Poirier, D. Synthesis of 16-(bromoalkyl)-estradiols having inhibitory effect on human
placental oestradiol 17b-hydroxysteroid dehydrogenase (17b-HSD type 1). Bioorg. Med. Chem. 1995, 3, 505- 523

(29) Tremblay, M. R.; Poirier, D. Overview of a rational approach to design type | 17b-hydroxysteroid dehydrogenase
inhibitors without estrogenic activity: chemical synthesis and biological evaluation. J. Steroid. Biochem. 1998, 66,
179-191

(30) Collins, B. M.; Mac Lachlan, J. A.; Arnold, S. F. The estrogenic and anti-oestrogenic activities of phytochemicals
with the human estrogen receptor expressed in yeast. Steroids 1997, 62, 365-372

(31) (a) Makela, S.; Poutanen, M.; Kostian, M. L.; Lehtimaki, N.; Strauss, L.; Santti, R.; Vihko, R. Inhibition of 17 beta-
hydroxysteroid oxidoreductase by flavonoids in breast and prostate cancer cells. Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 1998,
217,310-316

(32) LeBail, J. C.; Laroche, T.; Marre-Foumier, F.; Habrioux, G. Aromatase and 17p-hydroxysteroid dehydrogenase
inhibition by flavonoids. Cancer Lett. 1998, 133, 101-106

(33) Coldham, N. G.; James, V. H. T. A possible mechanism for increased breast cell proliferation by progestins
through increased reductive 17p3-hydroxysteroid dehydrogenase activity. Int. J. Cancer 1990, 45, 174-178

(34) Purohit, A.; Hejaz, H. A. M.; Walden, J.; MacCarthy-Marrogh, L.; Packam, G.; Potter, B. V. L.; Reed, M. J. The
effect of 2-methoxyestrone-3- O-sulphamate on the growth of breast cancer cells and induced mammary tumours.
Int. J. Cancer 2000, 85, 584-589

(35) Heer, J.; Miescher, K. Uber Steroide. Marrianol- und Doisynoisciure. Uber oestrogene carbonsauren Il. Helv.
Chim. Acta 1945, 28, 156-165

(36) (a) Matkovics, B.; Tarodi, B.; Balaspiri, L. Rearangement of steroids, VIl. Schmidt reaction and Beckmann
rearrangement of oestrone and its derivatives. Acta Chim. Acad. Scien. Hung. 1974, 80, 79-87 (b) Regan, B. M,;
Newton Hayes, F. 17- and 17-Aza-D-homosteroids. J. Am. Chem. Soc. 1956, 78, 639-643

(37) Gupta, R. y Jindal, D. P. Synthesis and biological activity of some D-ring modified oestrone derivatives. Ind. J.
Chem. 1999, 38B, 563-571

(38) Love, B. y Dawson, C. R. Alkylphenols related to the poison ivy principle. An improved method of synthesis
involving the Na-Butanol cleavage of benzyl ethers. J. Am. Chem. Soc. 1956, 78, 6095-6101

(39) Okada, M.; lwashita, S.; Koizumi, N. Efficient general method for suffamoylation of a hydroxyl group. Tet. Lett.
2000, 41, 7047-7051.

(40) C. A. Hioruchi y J. Y. Satoh, Regioselective 2-lodination of Estradiol, Estriol & Oestrone, J. Chem. Soc., Chem.
Commun., 1982, 671-672.

(41) M. Numazawa y Y. Ogura, J. Chem Soc., Chem, Commun. 1983, 9, 533.

(42) Williams, G. J.; Woo, L. W. L.; Mahon, M. F.; Purohit, A.; Reed, M. J.; Potter, B. V. L. X-ray crystal structure and
mechanism of action of oestrone 3-O-sulphamate, a synthetic active site-directed inhbitor of oestrone sulphatase.
Pharm. Sci. 1996, 2, 11-16

(43) Ghosh, D.; Pletnev, V. Z.; Zhu, D-W. y col. Structure of the human estrogenic 17 beta-hydroxysteroid

32



10

15

ES 2439947 T3

dehydrogenase at 2.20 A resolution. Structure, 1995, 3, 503-513

(44) (a) Lin, S. X.; Han, Q.; Azzi, A.; Zhu, D-W.; Gongloff, A.; Campbell, R. L. 3D structure of human estrogenic 17b-
HSD: binding with various steroids. J. Steroid Biochem. mol. Biol. 1999, 69, 425-429 (b) Puranen, T.; Poutanen, M.;
Ghosh, D.; Vihko, R. y Vihko, P. Origin of substrate specificity of human and rat 17b-hydroxysteroid dehydrogenase
Type 1, using chimeric enzymes and site-directed substitutions. Endocrinology 1997, 138, 3532-3539

(45) Breton, R.; Housset, D.; Mazza, C.; Fontecilla-Camps, J. C. The structure of a complex of human
17bhydroxysteroid dehydrogenase with oestradiol and NADP+ identifies two principal targets for the design of
inhibitors. Structure (Lond) 1996, 4, 905-915

(46) Apel, R.; Berger, G. Uber das hydrazidosulfamid Chem. Ber. 1958, 91, 1339-1341

(47)Woo, LW.W.; Lightowler, M.; Purohit, A.; Reed, M. J.; Potter, B. V. L. Heteroatom-substituted analogues of the
active-site directed inhibitor estra-1,3,5(10)-trien-17-one-3-sulphamate inhibit oestrone sulphatase by different
mechanism. J. Steroid Biochem mol. Biol. 1996, 57, 79-88

(48) Duncan, L.; Purohit, A.; Howarth, N. M.; Potter, B. V. L.; Reed, M. J. Inhibition of oestrone sulphatase activity by
estrone-3-methyl-thiophosphonate: a potential therapeutic agent in breast cancer Cancer Res. 1993, 53, 298-303.

33



10

15

20

25

30

35

40

ES 2439947 T3

REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que tiene la formula XIlI

R
Férmula XIlI

en la que G es un grupo de la férmula -A-B en la que A es grupo alquileno lineal, ramificado o ciclico de 1 a 9
atomos de carbono y B es un grupo de la formula -(CF2)mCF3 en la que m es 0 o un nimero enterode 1 a9

y en la que R' es un grupo de la férmula

R* 1
N

N—S—0——
N
o

en la que R* y R® se seleccionan independientemente de entre H, alquilo que contiene un maximo de 10 atomos de
carbono, cicloalquilo que comprende un maximo de 10 atomos de carbono, alquenilo que contiene un maximo de 10
atomos de carbono y arilo que contiene un maxido de 10 atomos de carbono, o combinaciones de los mismos, en la
que el, o cada, alquilo o cicloalquilo o alquenilo contienen opcionalmente uno o mas heteroatomos y en la que al
menos uno de R*y R® es H

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
2. Un compuesto segun la reivindicacién 1 en el que cada uno de R* y R®es H.

3. Un compuesto segun la reivindicacion 1 en el que el grupo G tiene la férmula -(CH2)n(CF2)mCF3 en la que n es un
namero entero de 1 a9, m es 0 o un nimero entero de 1 a 9 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

4. Un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que el grupo G es 3,3,3-trifluoropropilo (-
CH>CH>CF3) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

5. Un compuesto segun la reivindicacién 1 que tiene la férmula

H,NO,SO

o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

6. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5
mezclado opcionalmente con un vehiculo, diluyente, excipiente o coadyuvante farmacéuticamente aceptable.

7. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para su uso en medicina.

8. Uso de un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en la fabricacion de un medicamento
para su uso en el tratamiento de una afeccién o enfermedad asociada con sulfatasa esteroidea (STS).
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9. Uso de un compuesto segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en la fabricacion de un producto
farmacéutico para inhibir la actividad de sulfatasa esteroidea (STS).

10. Uso de un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en la fabricacién de un producto
farmacéutico para el tratamiento de cancer.

11. Uso de un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en la fabricacion de un producto
farmacéutico para tratar una afeccién o enfermedad asociada con la sulfatasa esteroidea en un mamifero con
necesidad de dicho tratamiento que comprende administrar a dicho mamifero una cantidad farmacéuticamente
eficaz de un compuesto de la invencion segun un esquema que tiene un intervalo de dosificacion superior a diario.

12. Uso segun la reivindicacion 11 en el que el intervalo de dosificacion es de una dosificacién una vez a la semana.
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