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DESCRIPCION
Moduladores de pequefias moléculas de la actividad de TRP-P8
Referencias cruzadas a solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica los derechos de prioridad de la solicitud de patente provisional US n° 60/773.435,
presentada el 15 de febrero de 2006.

Antecedentes de la invencion

La presente invencién se refiere generalmente a los campos de biologia celular, bioquimica, y quimica organica.
Mas particularmente, la presente invencién proporciona moduladores de pequefias moléculas de la actividad de Trp-
p8, que incluye agonistas de Trp-p8 y antagonistas de Trp-p8, asi como a composiciones que comprenden
moduladores de Trp-p8 de pequefias moléculas. También se proporcionan procedimientos para identificar y
caracterizar nuevos moduladores de Trp-p8 de pequefias moléculas, asi como compuestos para su utilizacion en
procedimientos para el tratamiento de enfermedades asociadas con la expresion, activacién y/o sefializacion de Trp-
p8. Las enfermedades ejemplificativas tratadas adecuadamente por las composiciones y compuestos de la presente
invencioén incluyen canceres, tales como canceres de pulmon, de mama, de colon, y/o de prostata.

Antecedentes de la invencion

El carcinoma de prostata es el cancer mas habitual diagnosticado en hombres en los Estados Unidos de América, y
tiene la segunda tasa de mortalidad por cancer mas elevada, cediendo Unicamente ante el adenocarcinoma
pulmonar. Parker et al., CA Cancer J. Clin. 46:5-27 (1996). Aunque es posible tratar eficazmente cancer de préstata
confinado en el 6rgano, existen opciones de tratamiento muy limitadas para la enfermedad metastasica. De este
modo, es de gran importancia encontrar nuevas formas de diagnosticar la enfermedad en la etapa temprana y
monitorizar cuidadosamente tanto la progresién como el tratamiento de la enfermedad, asi como desarrollar nuevos
enfoques terapéuticos. Para lograr esto, es importante comprender los mecanismos moleculares del desarrollo del
cancer de prostata e identificar nuevos marcadores bioquimicos para el diagndéstico y progresion de la enfermedad.

Actualmente se dispone muy pocos marcadores especificos para la préstata. Los marcadores mejor conocidos y
bien caracterizados de valor de diagnéstico probado para el cancer de prostata son las proteinas acido prostatico
fosfatasa (PAP), antigeno especifico de la préstata (PSA), y antigeno de membrana especifico de la prostata
(PSMA). Cada una de estas proteinas también se ha convertido en la diana para nuevos enfoques
inmunoterapéuticos para el tratamiento de la enfermedad. Horoszewicz et al., Anticancer Res. 7:927-935 (1987);
Barren et al., Prostate 30:65-68 (1997); Murphy et al., Prostate 33:281-285 (1997); Murphy et al., Prostate 26:164-
168 (1995); Rochon et al., Prostate 25:219-223 (1995); Correale et al., J. Immunol. 161:3186-3194 (1998); y Murphy
et al., Prostate 38:73-78 (1999).

Se ha dado a conocer que una proteina de canales catiénicos, denominada de forma diversa Trp-p8 (potencial del
receptor transitorio-p8), TRPM8, y CMRL1 (receptor 1 de frio y de mentol), se expresa preferentemente en la préstata.
La clonacion de ADNc de Trp-p8 humano de longitud completa revel6 un transcrito que corresponde a un polipéptido
de 1104 aminoacidos que comparte homologia con la familia trp de canales de calcio. Clapham et al., Nature
Reviews 2: 387-396 (2001) y Clapham et al.,, IUPHAR Compendium, TRP Channels (2002). Trp-p8 muestra
homologia particularmente elevada con el gen TRPC7 humano — una proteina putativa del canal de Ca2+ de la
familia trp que estd muy expresada en el tejido cerebral. Nagamine et al., Genomics 54: 124-131 (1998). Trp-p8
también muestra homologia significativa con melastatina humana, otra proteina relacionada con la familia Trp
expresada en melanocitos y que se cree que es un gen supresor de tumores. Duncan et al., Cancer Res. 58: 1515-
1520 (1998) y Hunter et al., Genomics 54: 116-123 (1998). Quizas el mayor interés es la observacion de que el gen
Trp-p8 parece estar expresado en un gran espectro de lesiones neoplasicas no prostaticas, ademas de prostaticas.
Tsavaler et al., Cancer Res. 61 (9): 3760-9 (2001).

La superfamilia Trp comprende mas de 20 proteinas de canales de calcio relacionadas que se han visto implicadas
en procesos que incluyen fisiologia sensorial a vasorrelajacion y fertilidad masculina. Los defectos en los canales de
Trp se han asociado con cambios en el control del crecimiento y supresion de tumores. Mientras que todas las
proteinas de Trp son canales de calcio, varian significativamente en su selectividad y modo de activacién. Los
miembros de la superfamilia Trp comparten una homologia de secuencia significativa y similitudes estructurales
predichas, tales como tamafio de segmentos transmembranarios predichos.

El Trp-p8 esta sobreexpresado en un abanico de canceres, incluyendo de préstata, de mama, pulmonar y de colon,
mientras que, en tejidos normales, esta expresada predominantemente en la préstata humana [Tsavaler et al., mas
arriba] y ganglios de la raiz dorsal (DRG), (Dendreon, observacién no publicada). Fuessel et al. dio a conocer que
Trp-p8 es un gen muy especifico de la prdstata y asociado con carcinoma de prostata, clasificandolo asi como una
diana potencial para terapias especificas. International J. of Oncology 23: 221-228 (2003). Entre otras especies, se
da a conocer que los ortélogos de Trp-p8 se expresan en un subconjunto de DRG y neuronas de ganglios
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trigeminales (TG) en rata [McKemy et al., Nature 416 (6876): 52-8 (2002)] y raton [Peier et al., Cell 108 (5): 705-15
(2002)] igualmente. De este modo, el Trp-p8 es un marcador expresado en todos los tumores, con uso potencial
significativo en el diagnéstico de la enfermedad y monitorizaciéon de la progresién de la enfermedad durante el
tratamiento, asi como una diana viable para la terapia contra el cancer.

La asociacion de Trp-p8 con los canceres de prostata, pulmonar, de mama, y de colon, y los diversos papeles
importantes que ejerzan los canales i6nicos en funciones celulares vitales sugieren que el canal de Trp-p8 puede
tener una funcion significativa en la sefializacion y/o proliferacion de células cancerosas. La modulacién de la
actividad de Trp-p8, ya sea mediante activacion via un agonista, o mediante inhibicién via un antagonista, a una
temperatura fisiologica, puede ser valiosa como un terapéutico para modular de manera especifica las células que
expresan Trp-p8. Véase, por ejemplo, la solicitud de patente US 10/923.413. El documento WO 2005/020897
describe composiciones y procedimientos para el tratamiento de enfermedades asociadas con la expresion de Trp-
p8.

En consecuencia, continla existiendo la necesidad en la técnica de moduladores de pequefias moléculas de la
actividad de Trp-p8, composiciones que comprendan uno o0 mas moduladores de Trp-p8 de pequefias moléculas, y
métodos para la identificacion y uso de pequefias moléculas para modular la actividad de Trp-p8 en una célula y
para el tratamiento de la enfermedad asociada con la expresion aberrante de Trp-p8.

Breve sumario de la invencién

La presente invencion satisface estas y otras necesidades relacionadas al proporcionar moduladores de pequefias
moléculas de la actividad de Trp-p8, incluyendo agonistas de Trp-p8 y antagonistas de Trp-p8, asi como
composiciones que comprenden tales moduladores de Trp-p8, y procedimientos para identificar y usar moduladores
de Trp-p8. Dentro de ciertas formas de realizacion, los compuestos de la presente invencion se unen a y activan Trp-
p8 y/o estimulan el influjo catiénico, incluyendo, pero sin limitarse a, influjo de calcio, en una célula en la que el
influjo de calcio se correlaciona con la toxicidad inducida por el modulador de Trp-p8. De este modo, en estas y otras
formas de realizacion, los agonistas de Trp-p8 de la presente invencion son eficaces inhibiendo el crecimiento de y/o
induciendo apoptosis y/o necrosis en una célula que expresa Trp-p8. En las formas de realizacion alternativas se
proporcionan antagonistas de Trp-p8 que son eficaces reduciendo la actividad basal de Trp-p8 en una célula,
reduciendo de ese modo la viabilidad de células que expresan Trp-p8. Por lo tanto, ventajosamente, los agonistas y
antagonistas de la presente invencion se pueden usar para tratar enfermedades que comprenden de manera no
limitativa, canceres de mama, pulmon, colon y/o préstata, que estan asociados con la expresién de Trp-p8.

Uno o mas moduladores de Trp-p8 se pueden formular en composiciones, incluyendo composiciones farmacéuticas,
qgue comprenden uno o mas vehiculos o excipientes farmacéuticamente aceptables y/o uno o mas compuestos
terapéuticos adicionales. Tales composiciones encontraran utilidad en procedimientos para el tratamiento de una o
mas enfermedades asociadas con la expresion de Trp-p8.

En un aspecto, la presente invencion proporciona moduladores de Trp-p8 de pequefias moléculas de la siguiente
Formula I-E:

0

enla que A, B, C, y D se seleccionan independientemente de CR; y N; en la que al menos uno de A, B, C,y D es
CR3; en la que R; se selecciona de H, alquilo, heteroalquilo, arilo, arilalquilo y halégeno; en la que, cuando dos
adyacentes de A, B, C, y D son CRy, los dos R; se pueden combinar para formar un Gnico grupo arilo, cicloalquilo
o heterocicloalquilo;

R2 se selecciona de alquilo, heteroalquilo y arilalquilo;

R3 se selecciona de H, alquilo, heteroalquilo, y arilalquilo; y

Rz y Rs, junto con el grupo nitrégeno, forman una amina alifatica.

En ciertos compuestos ejemplificativos de Formula I-E,
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(i) RiesHu -OR! y R' se selecciona de metilo, hidroximetilo, etilo, hidroxietilo, propilo, hidroxipropilo, butilo,
hidroxibutilo, acetonitrilo, fenilo, fenilmetoxi, feniletoxi, fenilpropoxi, fenilbutoxi, y bencilo;

(i) Ry es -SR" y en el que R" se selecciona de metilo, hidroximetilo, etilo, hidroxietilo, propilo, hidroxipropilo,
butilo, hidroxibutilo, acetonitrilo, fenol, fenilmetoxi, feniletoxi, fenilpropoxi, fenilbutoxi, y bencilo;

(i) Ry es -S(O)Riii y en el que R" se selecciona de metilo, hidroximetilo, etilo, hidroxietilo, propilo, hidroxipropilo,
butilo, hidroxibutilo, acetonitrilo, fenilo, fenilmetoxi, feniletoxi, fenilpropoxi, fenilbutoxi, y bencilo;

(iv) Ry es -S(O)ZR“’ y en el que R" se selecciona de metilo, hidroximetilo, etilo, hidroxietilo, propilo, hidroxipropilo,
butilo, hidroxibutilo, acetonitrilo, fenilo, fenilmetoxi, feniletoxi, fenilpropoxi, fenilbutoxi, y bencilo;

(v) R1 es -C(O)NR'R", en el que R' y R" se seleccionan independientemente de H, metilo, hidroximetilo, etilo,
hidroxietilo, propilo, hidroxipropilo, butilo, hidroxibutilo, dietilaminoetilo, fenilo, piridinilo, metoxietilo,
hidroxietoxietilo,  bencilo, metilfenilo, feniletilo, hidroxihidroximetilfeniletilo,  carbamoilmetilo, e
hidroximetilhidroxietilo;

(vi) Ry es -C(O)NR'RY, en el que R" y R" forman juntos morfolina, piperazina, éster etilico de piperazina;
(vii) Rz se selecciona de metileno, etileno, propileno, y butileno;

(viii) Rz es etilenoy Rz es H; y

(ix) R1 es CF3, 0 halégeno o metoxi.

Se ejemplifican en la presente memoria unos compuestos de Férmula I-E que comprenden un grupo seleccionado
de  3-(2-amino-etil)-5-metoxi-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona,  3-(2-amino-etil)-5-(3-hidroxi-propoxi)-1,3-dihidro-
benzoimidazol-2-ona, 3-(2-amino-etil)-5-etoxi-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona, 3-(2-amino-etil)-5-metanosulfonil-1,3-
dihidro-benzoimidazol-2-ona, 3-(2-amino-etil)-5-(2-hidroxi-etoxi)-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona, amida del acido 3-
(2-amino-etil)-2-oxo-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico, 3-(2-amino-etil)-5-etilsulfanil-1,3-dihidro-
benzoimidazol-2-ona, 3-(2-amino-etil)-5-metanosulfinil-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona, (2-dietilamino-etil)-amida del
acido 3-(2-amino-etil)-2-oxo-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico, 3-(2-amino-propil)-2,3-dihidro-
benzoimidazol-2-ona, [3-(2-amino-etil)-2-oxo-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-iloxi]-acetonitrilo, etilamida del acido 3-
(2-amino-etil)-2-oxo-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico, piridin-3-ilamida del acido 3-(2-amino-etil)-2-oxo-2,3-
dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico, (2-metoxi-etil)-amida del acido 3-(2-amino-etil)-2-oxo-2,3-dihidro-1H-
benzoimidazol-5-carboxilico, 1-(2-amino-etil)-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona, 1-(2-amino-etil)-1,3-dihidro-nafto[2,3-
d]imidazol-2-ona, (2-hidroxi-etil)-amida del acido 3-(2-amino-etil)-2-oxo-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico,
3-(2-amino-etil)-5-propoxi-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona,  3-(2-amino-etil)-1,3-dihidro-imidazo[4,5-c]piridin-2-ona,
(2-dietilamino-etil)-amida del &acido 3-(2-amino-etil)-2-ox0-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-4-carboxilico, piridin-4-
ilamida del acido 3-(2-amino-etil)-2-oxo-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico, 3-(2-amino-etil)-1,3-dihidro-
imidazo[4,5-b]piridin-2-ona, 1-(3-amino-propil)-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona, fenilamida del acido 3-(2-amino-etil)-
2-0x0-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico, [2-(2-hidroxi-etoxi)-etil]-amida del acido 3-(2-amino-etil)-2-oxo-2,3-
dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico, 1-(2-amino-etil)-5-trifluorometil-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona, 1-(2-amino-
etil)-1,3-dihidro-imidazo[4,5-c]piridin-2-ona, bencilamida  del acido 3-(2-amino-etil)-2-oxo0-2,3-dihidro-1H-
benzoimidazol-5-carboxilico, 3-(2-amino-etil)-5-(morfolin-4-carbonil)-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona,  3-(2-amino-
etil)-5-(2-oxo-2-fenil-etoxi)-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona, 3-(2-metilamino-etil)-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona, 3-
(2-amino-etil)-5-butoxi-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona, metil-fenil-amida del acido 3-(2-amino-etil)-2-oxo-2,3-dihidro-
1H-benzoimidazol-5-carboxilico, éster etilico del éacido 4-[3-(2-amino-etil)-2-ox0-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-
carbonil]-piperazin-1-carboxilico, dietilamida del acido 3-(2-amino-etil)-2-0x0-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-
carboxilico, fenetil-amida del acido 3-(2-amino-etil)-2-0x0-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico, (2-hidroxi-1-
hidroximetil-2-fenil-etil)-amida del acido 3-(2-amino-etil)-2-ox0-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico,
carbamoilmetil-amida del acido 3-(2-amino-etil)-2-ox0-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico, (2-hidroxi-1-
hidroximetil-etil)-amida del acido 3-(2-amino-etil)-2-oxo0-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico, N-{2-[2-0x0-2,3-
dihidro-benzoimidazol-1-il]-etil}-guanidina, 3-(2-aminoetil)-5-benciloxi-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona, y 1-(4-amino-
butil)-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona. Dentro de una realizacion, se proporciona el compuesto 3-(2-aminoetil)-1-(2-
isopropil-5-metil-ciclohexanocarbonil)-5-metoxi-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona.

Otros aspectos de la presente invencidn proporcionan composiciones, incluyendo composiciones farmacéuticas, que
comprenden uno o mas moduladores de Trp-p8 de pequefias moléculas de Férmula I-E en combinaciéon con un
excipiente, vehiculo y/o diluyente farmacéuticamente aceptable. Se ejemplifican en la presente memoria en los
Ejemplos agonistas y antagonistas de Trp-p8 de Foérmula I-E; procedimientos para sintetizar agonistas y
antagonistas de Trp-p8 ejemplares de Férmula I-E; y datos de EC50 que demuestran la eficacia in vitro y la actividad
especifica de cada uno de los agonistas y antagonistas de Trp-p8 descritos de Férmula I-E.
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Todavia en otros aspectos, las composiciones de la presente invencién comprenden uno o mas compuestos de
Foérmula I-E formulados junto con uno 0 mas agentes terapéuticos del cancer. Alternativamente, las composiciones
de la presente invencion comprenden un compuesto de Férmula I-E formulado independientemente con uno o mas
agentes terapéuticos del cancer. Esto es, uno o0 mas compuestos de Férmula I-E y el agente terapéutico del cancer
se formulan separadamente.

Los agentes terapéuticos del cancer adecuados comprenden de manera no limitativa, agentes antimitéticos, que
comprenden de manera no limitativa, paclitaxel, vincristina, y etopdsido; agentes alquilantes, que comprenden de
manera no limitativa, mecloretamina, ciclofosfamida, y carmustina; antimetabolitos, que comprenden de manera no
limitativa, metotrexato, gemcitabina, lometrexol, 5-fluorouracilo, y 6-mercaptopurina; antibiéticos citotéxicos, que
comprenden de manera no limitativa, doxorrubicina, daunorrubicina, bleomicina, mitomicina C, y estreptozocina;
agentes de platino, que comprenden de manera no limitativa cisplatino y carboplatino; agentes hormonales, que
comprenden de manera no limitativa antiestrégenos tales como tamoxifeno y dietilestilbestrol, asi como
antiandrégenos tales como flutamida; agentes antiangiogénicos; e inhibidores de farnesil transferasa.

En ciertos aspectos, los compuestos de Férmula I-E se administran en combinacién con agentes terapéuticos del
cancer que por si mismos son ineficaces para modular la actividad de Trp-p8 en una célula que expresa Trp-p8.
Sorprendentemente, estos tipos de terapias de combinacion dan como resultado una eficacia potenciada con
respecto al uso de un Gnico compuesto de Férmula I-E solo.

En otros aspectos, los compuestos de Férmula I-E se administran en combinacién con uno o mas moduladores de
Trp-p8 adicionales.

Otras formas de realizacion de la presente invencién proporcionan un compuesto de Férmula I-E para su utilizaciéon
en procedimientos para disminuir la viabilidad celular y/o inhibir el crecimiento celular, y procedimientos para inducir
la apoptosis y/o necrosis en una célula que expresa Trp-p8. Los ejemplos de tales procedimientos comprenden la
etapa de poner en contacto una célula con un compuesto de Férmula I-E en una concentracion y durante un tiempo
requerido para disminuir la viabilidad celular y/o inhibir el crecimiento celular, para elevar el calcio intracelular, y/o
para inducir apoptosis y/o necrosis de la célula.

En todavia otras formas de realizacion, la presente invencién proporciona un compuesto y/o composicion de la
presente invencion para su utilizacion en procedimientos para tratar una enfermedad en un mamifero, muy
tipicamente un ser humano. En ciertos aspectos, los métodos incluyen la administracién de una composiciéon que
comprende una combinaciéon de un compuesto de Férmula I-E con uno o mas agentes terapéuticos del cancer
suministrados de manera simultanea, tal como en una Unica formulacion. En otros ciertos aspectos, los
procedimientos incluyen terapia de combinacion, en la que el compuesto de Formula I-E se administra primero en
una formulacion, seguido del agente terapéutico del cancer en una formulacion distinta. Los procedimientos también
incluyen un agente terapéutico del cancer que se suministra primero en una formulacién, seguido de un compuesto
de Férmula I-E en una formulacién distinta.

Los procedimientos terapéuticos descritos en la presente memoria son particularmente eficaces en el tratamiento de
canceres asociados con la expresion de Trp-p8 que comprenden de manera no limitativa ciertos canceres de colon,
de pulmén, de mama, y de préstata.

Las caracteristicas mencionadas anteriormente y caracteristicas adicionales de la presente invencion, y la manera
de obtenerlas, se pondran de manifiesto, y la invencion se entendera mejor haciendo referencia a la siguiente
descripcion con mayor detalle, a partir de las figuras adjuntas.

Breve descripcién de las figuras

Las figuras 1A-1B son graficas que representan un ensayo de viabilidad de ATP ejemplificativo adecuado para
someter a ensayo y caracterizar moduladores de Trp-p8 de pequefias moléculas de la presente invencion. En un
ensayo preliminar (figura 1A), los compuestos se ensayaron a 1 pM, y la muerte especifica de células CHO que
expresan Trp-p8 (CHO/Trp-p8) se midi6 a 37°C. En un ensayo de seguimiento (figura 1B), los compuestos se
sometieron a ensayo a diversas concentraciones, y la destruccion de células CHO que expresan Trp-p8 (CHO/Trp-
p8) se midié6 a 37°C. Se derivo un valor de ECso a partir de una grafica de viabilidad celular en funcién de la
concentracion.

Las figuras 2A-2C son gréficas que representan los incrementos en calcio intracelular inducidos por el modulador de
Trp-p8, segun se determina mediante un ensayo de flujo de calcio realizado a 37°C. La figura 2A es un control
positivo que demuestra que las células CHO y CHO/Trp-p8 responden de forma similar a 2 uM de ionomicina a 37°C
en el ensayo de flujo de calcio. La figura 2B es un control negativo que demuestra que las células CHO progenitoras
gue no expresan Trp-p8 enddgena o exdgena no responden a agonistas de Trp-p8 a una concentracion de 10 uM.
La figura 2C demuestra que un agonista de Trp-p8 indujo una respuesta especifica, dependiente de la
concentracion, en células CHO/Trp-p8 a 37°C.
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La figura 3 son graficas de datos de citometria de flujo que demuestran que un agonista de Trp-p8 es capaz de
inducir especificamente apoptosis en células CHO que expresan Trp-p8 a 37°C, de una manera dependiente de la
dosis.

La figura 4 es una gréafica que representa resultados ejemplificativos de un cribado primario para antagonistas de
Trp-p8 usando el ensayo de viabilidad de ATP, descrito en la presente memoria, con células CHO/Trp-p8 a 37°C.
Las células CHO/Trp-p8 se expusieron a compuestos, a diferentes concentraciones, en 1% de DMSO o 1% de
DMSO en combinacién con una concentracion téxica de un agonista de Trp-p8. La viabilidad de las células se midi6
después de 24-26 horas a 37°C usando el ensayo de ATP. Los compuestos que protegieron a las células del efecto
téxico del agonista de Trp-p8 se clasificaron como antagonistas de Trp-p8 (Compuestos A-B). Un compuesto
inactivo (Compuesto C) no tuvo ningun efecto protector, y se muestra en la presente memoria con el fin de ilustrar el
ensayo.

La figura 5 es una gréafica que representa el cribado y caracterizacién de antagonistas de Trp-p8 mediante el ensayo
de flujo de calcio realizado a 37°C. Se cargaron células CHO/Trp-p8 con el colorante indicador de calcio, Fura-2, y
se determind el incremento en calcio intracelular en respuesta a los compuestos mediante el incremento en la
fluorescencia. Las células CHO/Trp-p8 cargadas con el colorante Fura-2 se expusieron a 1% de DMSO o0 a un
antagonista, a diferentes concentraciones, en 1% de DMSO a 37°C. Tres minutos mas tarde, se afiadidé un agonista
a las células. Cuando las células se expusieron a concentraciones eficaces del antagonista, su capacidad para
responder al agonista se redujo significativamente o se eliminé completamente.

Las figuras 6A-6B son graficas que representan resultados de un modelo animal ejemplificativo adecuado para
someter a ensayo y caracterizar moduladores de Trp-p8 de pequefias moléculas de la presente invencion. Se
inyecté subcutaneamente a ratones con células CHO/Trp-p8, dando como resultado la formacion de tumores
sélidos. La longitud (dimension mas grande) y anchura (dimensién perpendicular a y en el mismo plano que la
longitud) de cada tumor se midieron con calibres Vernier, y el volumen tumoral se aproximé mediante una formula
para el volumen de un elipsoide: 0,52*L*W?. Cuando el volumen tumoral promedio alcanz6 aproximadamente 100
mm?®, los ratones se distribuyeron al azar en grupos. En la figura 6A, a los ratones se les administré una tnica dosis
de un compuesto de estudio como una formulacién acuosa, o vehiculo solo, mediante sonda gasonastrica oral. En la
figura 6B, a los ratones se les dosifico repetidamente un compuesto de estudio como una formulacion acuosa, o
vehiculo solo, mediante sonda nasogastrica oral. Los tumores se midieron subsiguientemente entonces en los dias
indicados. Los datos se presentan como volumenes tumorales medios * error estandar de la media.

La figura 7 es una gréfica que representa las concentraciones plasmaticas de varios compuestos, como una funcion
del tiempo y la dosis, en ratones tras la administracion via una Unica inyeccion intraperitoneal. Los compuestos se
disolvieron todos ellos en una formulacién acuosa, y se administraron a niveles de dosis comparables. La sangre se
recogio en los puntos de tiempo indicados, y se analizé para determinar los niveles de farmaco.

Las figuras 8A-8B son graficas que representan la eficacia demostrada por varios compuestos en un modelo de
xenoinjerto tumoral murino que expresa Trp-p8. A los ratones se les inyectdé subcutaneamente con células CHO/Trp-
p8, dando como resultado la formaciéon de tumores sélidos. La longitud (L; dimensién mas grande) y anchura (W;
dimensién perpendicular a y en el mismo plano que la longitud) de cada tumor se midieron con calibres, y el volumen
tumoral se aproximé mediante una férmula para el volumen de un elipsoide: 0,52*L*W?. Cuando el volumen tumoral
medio alcanzé aproximadamente 100 mm?, los ratones se distribuyeron al azar en grupos, y se les administré un
compuesto como una formulacién acuosa, o vehiculo solo, mediante inyeccién intraperitoneal, en los dias indicados.
Todos los compuestos se administraron a niveles de dosis comparables. Los tumores se midieron repetidamente en
los dias indicados. Los datos se presentan como volimenes tumorales medios + error estandar de la media.

Las figuras 9A y 9B son graficas que representan las concentraciones plasmaticas de varios compuestos, como una
funcién del tiempo y de la dosis, en ratas (figura 9A) y perros (figura 9B), tras una Unica dosis oral. Los compuestos
se disolvieron todos ellos en una formulaciéon acuosa, y se administraron a niveles de dosis comparables mediante
sonda nasogastrica oral. Se recogié sangre en los puntos de tiempo indicados, y se analizdé para determinar los
niveles de farmaco.

Las figuras 10A y 10B son graficas que representan la eficacia demostrada por varios grupos en un modelo de
xenoinjerto tumoral murino que expresa Trp-p8. A los ratones se les inyectd subcutaneamente con células CHO/Trp-
p8, dando como resultado la formacién de tumores sélidos. La longitud (L; dimensién mas grande) y anchura (W;
dimensién perpendicular a y en el mismo plano que la longitud) de cada tumor se midieron con calibres Vernier, y el
volumen tumoral se aproximé mediante una férmula para el volumen de un elipsoide: 0,52*L*W?. Cuando el volumen
tumoral medio alcanz6é aproximadamente 100 mm?, los ratones se distribuyeron al azar en grupos, y se les
administr6 una Unica dosis de un compuesto como una formulacién acuosa, o vehiculo solo, mediante sonda
gasonastrica oral. Los tumores se midieron subsiguientemente entonces en los dias indicados. Los datos se
presentan como volimenes tumorales medios * error estandar de la media.

La figura 11 es una gréafica que representa la falta de eficacia demostrada por un compuesto ejemplificativo en un
modelo de xenoinjerto tumoral murino que carece de expresién de Trp-p8. A los ratones se les inyectaron
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subcutaneamente células CHO-K1 que carecen de Trp-p8, dando como resultado la formacién de tumores solidos.
La longitud (L; dimensién mas grande) y anchura (W; dimension perpendicular a'y en el mismo plano que la longitud)
de cada tumor se midieron con calibres Vernier, y el volumen tumoral se aproximé mediante una formula para el
volumen de un elipsoide: O,52*L*W2. Cuando el volumen tumoral medio alcanzé aproximadamente 50 mms, los
ratones se distribuyeron al azar en grupos, y se les administré una Unica dosis del compuesto como una formulacién
acuosa, o vehiculo, mediante sonda gasonastrica oral. Los tumores se midieron subsiguientemente entonces en los
dias indicados. Los datos se presentan como voliumenes tumorales medios * error estandar de la media.

La figura 12 es una grafica que representa la eficacia demostrada por un compuesto ejemplificativo en un modelo de
xenoinjerto tumoral murino que expresa Trp-p8. El modelo tumoral LuCaP se obtuvo de Robert L. Vassella, Dr.,
profesor de Urologia en la School of Medicine de la University of Washington. La longitud (L; dimensién mas grande)
y anchura (W; dimension perpendicular a y en el mismo plano que la longitud) de cada tumor se midieron con
calibres Vernier, y el volumen tumoral se aproximé mediante una férmula para el volumen de un elipsoide:
0,52*L*W2. Cuando el volumen tumoral promedio alcanzé aproximadamente 150 mms, a los ratones se les
administré el compuesto, como una formulacién acuosa, mediante inyeccion peritoneal, una vez al dia durante 5
dias. Los tumores se midieron subsiguientemente entonces en los dias indicados. Los datos se presentan como
volimenes tumorales medios * error estdndar de la media.

SEC ID NO: 1 es la secuencia nucleotidica de un ADNc de Trp-p8 humano (nimero de acceso GenBank
AY090109).

SEC ID NO: 2 es la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia nucleotidica de SEC ID NO: 1 (nimero de
acceso GenBank NP_076985).

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencidn se basa en el descubrimiento de que ciertos moduladores de Trp-p8 de pequefias moléculas,
incluyendo agonistas de la actividad de Trp-p8, son capaces de inhibir el crecimiento de y/o inducir apoptosis y/o
necrosis en células que expresan Trp-p8. Sin desear estar limitados por ningin modo de accién especifico, se cree
gue la activacion del receptor de Trp-p8 mediada por el agonista de Trp-p8 aumenta sustancialmente el influjo de
cationes, que esta correlacionado con la toxicidad celular. Se cree ademas que los antagonistas de Trp-p8 pueden
inhibir el nivel basal y/o la actividad nativa inducida por ligandos de la activacion de Trp-p8 enddgena, lo que,
consiguientemente, conduce a crecimiento reducido o a muerte de células que expresan esta proteina de los
canales cationicos.

De este modo, la presente invencién proporciona moduladores de Trp-p8 de pequefias moléculas, incluyendo
agonistas y antagonistas de la actividad de Trp-p8, asi como composiciones, incluyendo composiciones
farmacéuticas, que comprenden uno o mas moduladores de Trp-p8 de pequefias moléculas en combinacién con uno
o mas vehiculos y/o excipientes farmacéuticamente aceptables. La presente invencién también proporciona
composiciones de combinacion que comprenden uno 0 mas moduladores de Trp-p8 y uno 0 mas compuestos
terapéuticos adicionales tales como, por ejemplo, un agente terapéutico del cancer. Los moduladores de Trp-p8 y las
composiciones que comprenden moduladores de Trp-p8 encontraran utilidad en procedimientos para activar el
influjo de cationes mediado por Trp-p8 en una célula, en procedimientos para inducir la apoptosis y/o necrosis en
una célula, asi como en procedimientos para el tratamiento de enfermedades asociados con la expresiéon de Trp-p8,
gue comprenden de manera no limitativa canceres, tales como canceres de mama, de colon, de pulmén y de
prostata.

Definiciones

La expresién “moduladores de Trp-p8” se refiere colectivamente a compuestos que son agonistas y antagonistas de
pequefias moléculas que se unen a e incrementan o disminuyen, respectivamente, la actividad de Trp-p8 en una
célula. Los agonistas de Trp-p8 incluyen compuestos de Férmula I-E y sus derivados quimicos. Los antagonistas de
Trp-p8 de Formula I-E se pueden sintetizar faciimente y caracterizar por un experto utilizando la metodologia
proporcionada expresamente en la presente memoria y/o como ya esta disponible en la técnica.

La expresion “activar Trp-p8” significa la activacion, mediada por agonistas, de Trp-p8 expresada sobre la superficie
de una célula. Por ejemplo, en ciertas formas de realizacién, los agonistas de la presente invencién, cuando se
ponen en contacto con una célula y/o se administran in vivo a un sujeto mamifero, activan Trp-p8, facilitando de ese
modo el influjo de cationes, tales como iones calcio, hasta tal nivel intracelular y/o durante tal duracion que es
suficiente para provocar toxicidad a las células segun se evidencia por una disminucion en el crecimiento celular y/o
un comienzo de muerte celular necrética y/o apoptoética.

La expresién “amina alifatica” significa un atomo de nitrégeno sustituido en el que cualquier sustituyente, distinto de
H, esta unido al nitrdgeno mediante un atomo de carbono saturado.
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El término “alquilo”, por si mismo o como parte de otro sustituyente, significa, excepto que se sefale de otro modo,
un grupo hidrocarbonado de cadena lineal o ramificado, o combinaciéon de los mismos, que esta completamente
saturado y puede incluir grupos di- y multivalentes, que tiene el nUmero de atomos de carbono designado (es decir,
C1-C1p significa uno a 10 carbonos). Los ejemplos de grupos hidrocarbonados saturados incluyen grupos tales como
metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, t-butilo, isobutilo, sec-butilo, homoélogos e isémeros de, por ejemplo, n-
pentilo, n-hexilo, n-heptilo, n-octilo, y similares.

El término “alquenilo” representa cadenas hidrocarbonadas ramificadas o no ramificadas que contienen uno o0 mas
dobles enlaces carbono-carbono.

El término “alquinilo” se refiere a cadenas hidrocarbonadas ramificadas o no ramificadas que contienen uno o mas
triples enlaces carbono-carbono.

El término “alquileno”, por si mismo o como parte de otro sustituyente, significa un grupo divalente derivado de un
alcano, como se ejemplifica mediante -CH,CH,CH,CH,-. Tipicamente, un grupo alquileno tendra de 1 a 24 atomos
de carbono, prefiriéndose en la presente invencién que esos grupos tengan 10 o menor nimero de atomos de
carbono. Un “alquilo inferior” o “alquileno inferior” es un grupo alquilo o alquileno de cadena mas corta, que presenta
generalmente ocho atomos de carbono o0 menos.

El término “cicloalquileno”, por si mismo o como parte de otro sustituyente, significa un grupo divalente derivado de
un cicloalcano, como se ejemplifica mediante ciclohexileno. Tipicamente, un grupo cicloalquileno tendra de 5-8
atomos de carbono, prefiriéndose en la presente invencion aquellos grupos que tienen 6 atomos de carbono.

El término “alquenileno”, por si mismo o como parte de otro sustituyente, significa un grupo divalente derivado de un
alquenilo, como se ejemplifica mediante -CH=CHCH,CH,-. Tipicamente, los grupos alquenileno tendran de 2 a 24
atomos de carbono, prefiriéndose en la presente invencion aquellos grupos que tienen 10 atomos de carbono o
menos.

Los términos “alcoxi”, “alquilamino” y “alquiltio” se refieren a aquellos grupos que tienen un grupo alquilo unido al
resto de la molécula a través de un atomo de oxigeno, nitrégeno o azufre, respectivamente. De forma similar, el
término “dialquilamino” se usa en un sentido convencional para referirse a —-NR'R”, en el que los grupos R pueden
ser grupos alquilo iguales o diferentes.

El término “heteroalquilo”, por si mismo o en combinacién con otro término, significa, excepto que se sefiale de otro
modo, un hidrocarburo de cadena lineal o ramificada, o ciclico, estable, o sus combinaciones, completamente
saturado o que contiene 1 a 3 grados de insaturacion, que consiste en el nimero de atomos de carbono sefialado y
en uno a tres heteroatomos seleccionados del grupo que consiste en O, N, Siy S, y en el que los atomos de
nitrégeno y azufre pueden estar opcionalmente oxidados, y el heteroatomo de nitrégeno puede estar opcionalmente
cuaternizado. El heteroatomo o heteroatomos O, N y S pueden estar colocados en cualquier posicion interior del
grupo heteroalquilo. El heteroatomo Si puede estar colocado en cualquier posicion del grupo heteroalquilo,
incluyendo la posicion en la que el grupo alquilo se une al resto de la molécula. Los ejemplos incluyen include --CH2-
-CH2--OCHgs, --CHz--CH2--NH--CH3, --CH2--CH2--N(CHs-)--CH3, -CH2--S--CH2--CH3s, --CH2-CH,--S(0O)--CH3, --CH2--
CHz--S(O)z--CH3, --CH=CH--O--CH3, --Si(CH3)3, --CH>-CH=N-OCH3-, y-CH=CH--N(CH3)--CH3. Hasta dos
heteroatomos pueden ser consecutivos, tales como, por ejemplo, --CHz--NH--OCHj3 y --CH2--O--Si(CHs)s. También
se incluyen en el término “heteroalquilo” aquellos grupos descritos con mas detalle mas abajo como
“heterocicloalquilo”. El término “heteroalquileno”, por si mismo o como parte de otro sustituyente, significa un grupo
divalente derivado de heteroalquilo, como se ejemplifica mediante --CH,--CH,--CH,CH3-- y -CH2-S-CH2CHz--NH--
CHaz--. Para grupos heteroalquileno, los heteroatomos también pueden ocupar uno cualquiera o ambos de los
términos de la cadena. Aln mas, para grupos enlazantes alquilénicos y heteroalquilénicos, no se insinda ninguna
orientacion del grupo enlazante.

El término “acilo” se refiere a aquellos grupos derivados de un acido organico mediante eliminaciéon de la porcion
hidroxi del acido. En consecuencia, acilo incluye, por ejemplo, acetilo, propionilo, butirilo, decanoilo, pivaloilo,
benzoilo y similar.

Un grupo “carbonilo activado” es un grupo carbonilo cuya electrofilia esta potenciada como resultado de los grupos
unidos a cualquier lado del carbonilo. Los ejemplos de tales grupos carbonilo activados son (polifluoroalquil)cetonas,
(polifluoroalquil)aldehidos, alfa-cetoésteres, alfa-cetoacidos, alfa-cetoamidas, 1,2-dicetonas, 2-aciltiazoles, 2-
acilimidazoles, y similares.

Los términos “cicloalquilo” y “heterocicloalquilo”, por si mismos o en combinacién con otros términos, representan,
excepto que se sefiale de otro modo, versiones ciclicas de “alquilo” y “heteroalquilo”, respectivamente.
Adicionalmente, para heterocicloalquilo, un heteroatomo puede ocupar la posicion en la que el heterociclo esta unido
al resto de la molécula. Los ejemplos de cicloalquilo incluyen ciclopentilo, ciclohexilo, 1-ciclohexenilo, 3-
ciclohexenilo, cicloheptilo, y similares. Los ejemplos de heterocicloalquilo incluyen 1-(1,2,5,6-tetrahidropiridilo), 1-
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piperidinilo, 2-piperidinilo, 3-piperidinilo, 4-morfolinilo, 3-morfolinilo, tetrahidrofuran-2-ilo, tetrahidrofuran-3-ilo,
tetrahidrotien-2-ilo, tetrahidrotien-3-ilo, 1-piperazinilo, 2-piperazinilo, y similares.

Los términos “halo” o “halégeno”, por si mismos o como parte de otro sustituyente, significan, excepto que se
establezca de otro modo, un atomo de fllor, cloro, bromo, o yodo. Adicionalmente, los términos tales como
“fluoroalquilo” incluyen monofluoroalquilo y polifluoroalquilo.

El término “arilo”, utilizado solo o en combinacién con otros términos (por ejemplo, ariloxi, ariltioxi, arilalquilo),
significa, excepto que se sefale de otro modo, un sustituyente aromatico que puede ser un Unico anillo o mdultiples
anillos (hasta tres anillos), que estan condensados juntos o enlazados covalentemente. El término “heteroarilo”
incluye aquellos anillos arilicos que contienen de cero a cuatro heteroatomos seleccionados de N, O y S, en los que
los atomos de nitrégeno y azufre estan opcionalmente oxidados, y el atomo o atomos de nitrébgeno estan
opcionalmente cuaternizados. Los grupos “heteroarilo” pueden estar unidos al resto de la molécula a través de un
heteroatomo. Los ejemplos no limitativos de grupos arilo y heteroarilo incluyen 3-pirazolilo, 2-imidazolilo, 4-
imidazolilo, pirazinilo, 2-oxazolilo, 4-oxazolilo, 2-fenil-4-oxazolilo, 5-oxazolilo, 3-isoxazolilo, 4-isoxazolilo, 5-
isoxazolilo, 2-tiazolilo, 4-tiazolilo, 5-tiazolilo, 2-furilo, 3-furilo, 2-tienilo, 3-tienilo, 2-piridilo, 3-piridilo, 4-piridilo, 2-
pirimidilo, 4-pirimidilo, 5-benzotiazolilo, purinilo, 2-bencimidazolilo, 5-indolilo, 1-isoquinolilo, 5-isoquinolilo, 2-
quinoxalinilo, 5-quinoxalinilo, 3-quinolilo, y 6-quinolilo. Los sustituyentes para cada uno de los sistemas de anillos
arilicos sefialados anteriormente se seleccionan del grupo de sustituyentes aceptables descritos a continuacién. El
término “arilalquilo” incluye aquellos grupos en los que un grupo arilo o heteroarilo esta unido a un grupo alquilo (por
ejemplo, bencilo, fenetilo, piridiimetilo y similar) o a un grupo heteroalquilo (por ejemplo, fenoximetilo, 2-
piridiloximetilo, 3-(1-naftiloxi)propilo, y similares).

Cada uno de los términos anteriores (por ejemplo, “alquilo”, “heteroalquilo” y “arilo”) incluyen formas sustituidas y no
sustituidas del grupo indicado. A continuacion se proporcionan los sustituyentes preferidos para cada tipo de grupo.

Los sustituyentes para los grupos alquilo y heteroalquilo (incluyendo aquellos grupos denominados a menudo como
alquileno, alquenilo, heteroalquileno, heteroalquenilo, alquinilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, cicloalquenilo, y
heterocicloalquenilo) pueden ser una variedad de grupos seleccionados de: --OR’, =0, =NR’, =N--OR’, --NR'R", --
SR’, -halégeno, --SiR'R’R”, --OC(O)R’, --C(O)R’, --CO2R’, CONR'R"”, --OC(O)NR'R”, --NR'"C(O)R’, -NR’--
C(O)NR"R™, --NP"C(0O)2R’, --NH--C(NH2)=NH, --NR'C(NH2)=NH, --NH--C(NH2)=NR’, --S(O)R’, S(O):R’,
--S(0)2NR’'R”, --CN y NO2 en un numero comprendido entre cero y (2N + 1), en el que N es el nimero total de
atomos de carbono en tal grupo. R”, R” y R™ se refieren, cada uno independientemente, a hidrégeno, alquilo y
heteroalquilo (C:-Cg) no sustituido, arilo no sustituido, arilo sustituido con 1-3 halégeno, grupos alquilo, alcoxi o
tioalcoxi no sustituidos, o grupos aril-alquilo (C;-C4). Cuando R’ y R” estan unidos al mismo atomo de nitrégeno, se
pueden combinar con el atomo de nitrégeno para formar un anillo de 5, 6 o 7 miembros. Por ejemplo, -NR’R” incluye
1-pirrolidinilo y 4-morfolinilo. A partir de la discusion anterior de los sustituyentes, el experto en la materia apreciara
que el término “alquilo” incluye grupos tales como haloalquilo (por ejemplo, --CF3 y —CH,CF3) y acilo (por ejemplo, --
C(O)CHgs, --C(O)CFs3, --C(O)CH20CHj3, y similar).

De forma similar, los sustituyentes para los grupos arilo son diversos, y se seleccionan de: --halégeno, --OR’, --
OC(O)R’, NR'R”, --SR’, --R’, --CN, --NO,, --COzR’, --CONR'R”, --C(O)R’, --OC(O)NR'R”, --NR"C(O)R’, --NR"C(O)2R’,
--NR’--C(O)NR"R™, --NH-C(NH2)=NH, --NR’C(NH2)=NH, --NH--C(NH2)=NR’, -S(O)R’, --S(0)2R’, --S(0).NR’'R", --NR"-
-(0)2--R’, --N3, --CH(Ph), y perfluoroalquilo (C1-C4), en un nimero comprendido entre cero y el nimero total de
valencias abiertas en el sistema anular aromatico; y en los que R’, R” y R se seleccionan independientemente de
hidrégeno, alquilo y heteroalquilo (C:-Cg), arilo no sustituido, (arilo no sustituido)-alquilo (C1-Cs), y (arilo no
sustituido)oxi-alquilo (C1-Ca).

Dos de los sustituyentes en atomos adyacentes del anillo arilico pueden estar sustituidos opcionalmente por un
sustituyente de la férmula --T--C(O)--(CHz)4--U--, en la que T y U son independientemente --NH--, --O--, --CHz-- 0 un
enlace sencillo, y el subindice g es un numero entero de 0 a 2. Alternativamente, dos de los sustituyentes en atomos
adyacentes del anillo arilico pueden estar sustituidos opcionalmente por un sustituyente de la formula --A--(CH2),--B-,
en la que A y B son independientemente -CHy--, --O--, --NH--, --S--, --S(O)--, --S(0)2--, --S (O)2NR’-- 0 un enlace
sencillo, y r es un namero entero de 1 a 3. Uno de los enlaces sencillos del nuevo anillo asi formado puede estar
opcionalmente sustituido por un doble enlace. Alternativamente, dos de los sustituyentes en atomos adyacentes del
anillo arilico pueden estar opcionalmente sustituidos por un sustituyente de la formula --(CHz)--X--(CH2):--, en la que
s y t son independientemente niumeros enteros de 0 a 3, y X es --O--, --NR’--, --S-, --§(0)--, --S(0)2--, 0 --S(0O)2NR--.
El sustituyente R’ en —NR’ — y --S(O)2NR’-- se selecciona de hidrégeno o alquilo (C1-Cs) no sustituido.

Como se usa en la presente memoria, el término “heteroatomo” incluye oxigeno (O), nitrégeno (N), y azufre (S).

La expresion “sales farmacéuticamente aceptables” incluye sales de los compuestos activos de Férmula I-E que se
preparan con acidos o bases relativamente no toxicos, dependiendo de los sustituyentes particulares encontrados en
los compuestos descritos en la presente memoria. Los ejemplos de sales de adicion de bases farmacéuticamente
aceptables comprenden de manera no limitativa sal de sodio, potasio, calcio, amonio, amino organico, magnesio, u
otra sal similar. Los ejemplos de sales de adicidon de acidos farmacéuticamente aceptables comprenden de manera
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no limitativa los derivados de acidos inorganicos como &cidos clorhidrico, bromhidrico, nitrico, carbdnico,
monohidrogenocarbdnico, fosférico, monohidrogenofosférico, dihidrogenofosférico, sulfarico,
monohidrogenosulfirico, yodhidrico, o fosforoso, y similares, asi como las sales derivadas de acidos organicos
relativamente no toxicos como acético, propiénico, isobutirico, oxalico, maleico, malénico, benzoico, succinico,
subérico, fumarico, mandélico, ftalico, bencenosulfénico, p-tolilsulfénico, citrico, tartarico, metanosulfénico, y
similares.

Moduladores de pequefias moléculas de la actividad de Trp-p8
Los moduladores de Trp-p8 de pequefias moléculas que se utilizan adecuadamente en las composiciones y los
procedimientos descritos en la presente memoria son los compuestos de Formula I-E descritos en la presente

memoria.

En un aspecto, la presente invencién proporciona moduladores de Trp-p8 de pequefias moléculas de la siguiente
Formula I-E:

o

en la que A, B, C, y D se seleccionan independientemente de CR1 y N; en la que al menos uno de A, B, C,y D es
CRg; en la que R;1 se selecciona de H, alquilo, heteroalquilo, arilo, arilalquilo y halégeno; en la que, cuando dos
adyacentes de A, B, C, y D son CRy, los dos R; se pueden combinar para formar un Gnico grupo arilo, cicloalquilo
o heterocicloalquilo;

R2 se selecciona de alquilo, heteroalquilo y arilalquilo;

R3 se selecciona de H, alquilo, heteroalquilo, y arilalquilo; y

Rz y Rs, junto con el grupo nitrégeno, forman una amina alifatica.

En ciertos compuestos ejemplificativos de Formula I-E,

(i) RiesHu —OR| y R' se selecciona de metilo, hidroximetilo, etilo, hidroxietilo, propilo, hidroxipropilo, butilo,
hidroxibutilo, acetonitrilo, fenilo, fenilmetoxi, feniletoxi, fenilpropoxi, fenilbutoxi, y bencilo;

(i) Ry es -SR" y en el que R" se selecciona de metilo, hidroximetilo, etilo, hidroxietilo, propilo, hidroxipropilo,
butilo, hidroxibutilo, acetonitrilo, fenilo, fenilmetoxi, feniletoxi, fenilpropoxi, fenilbutoxi, y bencilo;

(i) Ry es -S(O)R™ y en el que R se selecciona de metilo, hidroximetilo, etilo, hidroxietilo, propilo, hidroxipropilo,
butilo, hidroxibutilo, acetonitrilo, fenilo, fenilmetoxi, feniletoxi, fenilpropoxi, fenilbutoxi, y bencilo;

(iv) Ry es -S(O)ZR“’ y en el que R" se selecciona de metilo, hidroximetilo, etilo, hidroxietilo, propilo, hidroxipropilo,
butilo, hidroxibutilo, acetonitrilo, fenilo, fenilmetoxi, feniletoxi, fenilpropoxi, fenilbutoxi, y bencilo;

(v) R1 es -C(O)NR'R", en el que R’ y R" se seleccionan independientemente de H, metilo, hidroximetilo, etilo,
hidroxietilo, propilo, hidroxipropilo, butilo, hidroxibutilo, dietilaminoetilo, fenilo, piridinilo, metoxietilo,
hidroxietoxietilo, bencilo, metilfenilo, feniletilo, hidroxihidroximetilfeniletilo, carbamoilmetilo, e
hidroximetilhidroxietilo;

(vi) Ry es -C(O)NR'RY, en el que R' y R" forman juntos morfolina, piperazina, éster etilico de piperazina;

(vii) Rz se selecciona de metileno, etileno, propileno, y butileno;

(viil) Rz es etileno y Rz es H;

(i) R1 es CF3, halégeno o metoxi.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2441249 T3

Se ejemplifican en la presente memoria compuestos de Férmula I-E que comprenden un grupo seleccionado de 3-
(2-amino-etil)-5-metoxi)-5-metoxi-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona, 3-(2-amino-etil)-5-(3-hidroxi-propoxi)-1,3-dihidro-
benzoimidazol-2-ona, 3-(2-amino-etil)-5-etoxi-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona, 3-(2-amino-etil)-5-metanosulfonil-1,3-
dihidro-benzoimidazol-2-ona, 3-(2-amino-etil)-5-(2-hidroxi-etoxi)-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona, amida del acido 3-
(2-amino-etil)-2-oxo-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico, 3-(2-amino-etil)-5-metilsulfanil-1,3-dihidro-
benzoimidazol-2-ona, 3-(2-amino-etil)-5-metanosulfinil-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona, (2-dietilamino-etil)-amida del
acido 3-(2-amino-etil)-2-oxo-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico, 3-(2-amino-propil)-2,3-dihidro-
benzoimidazol-2-ona, [3-(2-amino-etil)-2-oxo-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-iloxi]-acetonitrilo, etilamida del acido 3-
(2-amino-etil)-2-oxo-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico, piridin-3-ilamida del acido 3-(2-amino-etil)-2-oxo-2,3-
dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico, (2-metoxi-etil)-amida del &cido 3-(2-amino-etil)-2-oxo0-2,3-dihidro-1H-
benzoimidazol-5-carboxilico, 1-(2-amino-etil)-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona, 1-(2-amino-etil)-1,3-dihidro-nafto[2,3-
d]imidazol-2-ona, (2-hidroxi-etil)-amida del acido 3-(2-amino-etil)-2-oxo-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico,
3-(2-amino-etil)-5-propoxi-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona,  3-(2-amino-etil)-1,3-dihidro-imidazo[4,5-c]piridin-2-ona,
(2-dietilamino-etil)-amida del acido 3-(2-amino-etil)-2-oxo-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-4-carboxilico, piridin-4-
ilamida del &cido 3-(2-amino-etil)-2-oxo0-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico, 3-(2-amino-etil)-1,3-dihidro-
imidazo[4,5-b]piridin-2-ona, 1-(3-amino-propil)-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona, fenilamida del acido 3-(2-amino-etil)-
2-0x0-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico, [2-(2-hidroxi-etoxi)-etil]-amida del acido 3-(2-amino-etil)-2-oxo-2,3-
dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico, 1-(2-amino-etil)-5-trifluorometil-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona, 1-(2-amino-
etil)-1,3-dihidro-imidazo[4,5-c]piridin-2-ona, bencilamida  del acido 3-(2-amino-etil)-2-ox0-2,3-dihidro-1H-
benzoimidazol-5-carboxilico, 3-(2-amino-etil)-5-(morfolin-4-carbonil)-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona,  3-(2-amino-
etil)-5-(2-oxo-2-fenil-etoxi)-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona, 3-(2-metilamino-etil)-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona, 3-
(2-amino-etil)-5-butoxi-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona, metil-fenil-amida del acido 3-(2-amino-etil)-2-oxo-2,3-dihidro-
1H-benzoimidazol-5-carboxilico, éster etilico del acido 4-[3-(2-amino-etil)-2-ox0-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-
carbonil]-piperazin-1-carboxilico, dietilamida del acido 3-(2-amino-etil)-2-0x0-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-
carboxilico, fenetil-amida del acido 3-(2-amino-etil)-2-0x0-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico, (2-hidroxi-1-
hidroximetil-2-fenil-etil)-amida del acido 3-(2-amino-etil)-2-ox0-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico,
carbamoilmetil-amida del acido 3-(2-amino-etil)-2-oxo-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico, (2-hidroxi-1-
hidroximetil-etil)-amida del acido 3-(2-amino-etil)-2-oxo0-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico, N-{2-[2-0x0-2,3-
dihidro-benzoimidazol-1-il]-etil}-guanidina, 3-(2-aminoetil)-5-benciloxi-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona, y 1-(4-amino-
butil)-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona. En una de tales formas de realizacion, se proporciona el compuesto 3-(2-
aminoetil)-1-(2-isopropil-5-metil-ciclohexanocarbonil)-5-metoxi-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona.

Sintesis de moduladores de Trp-p8 de pequefias moléculas

Como se menciona anteriormente, los compuestos de la presente invencidon son compuestos de Férmula I-E. En
ciertos aspectos, los compuestos se pueden obtener usando materiales de partida comercialmente disponibles
empleando metodologia sintética facilmente disponible en la técnica. Los compuestos de Férmula I-E se pueden
aislar usando técnicas tipicas de aislamiento y purificacion conocidas en la técnica, incluyendo, por ejemplo,
métodos cromatograficos y de recristalizacion.

Los expertos en la materia apreciaran facilmente que los compuestos incluidos adecuadamente en las
composiciones y los procedimientos descritos en la presente memoria pueden existir en un nimero de isémeros cis
y trans, formas E/Z, diasteredbmeros, asi como también isdmeros épticos. De este modo, los compuestos usados en
las composiciones y los procedimientos descritos en la presente memoria incluyen todas las mencionadas
combinaciones y variaciones.

En compuestos de Férmula I-E, los atomos de carbono a los que estan enlazados cuatro sustituyentes no idénticos
son asimétricos. En consecuencia, los compuestos de Formula I-E pueden existir como enantibmeros,
diasteredbmeros o0 una mezcla de los mismos. Los enantiomeros y diasteredmeros se pueden separar mediante
métodos cromatograficos o de cristalizacion, o mediante otros métodos conocidos en la técnica. El atomo de
carbono asimétrico puede estar en una de dos configuraciones, R 0 S, las cuales estan dentro del alcance de la
presente invencion. La presencia de pequefas cantidades del enantiomero o diasteredmero opuesto en el producto
purificado final no afecta a la aplicacion terapéutica de tales compuestos.

Los compuestos de Formula I-E se pueden tratar adicionalmente para formar sales farmacéuticamente aceptables.
El tratamiento de un compuesto de la invenciéon con un acido o base puede formar, respectivamente, una sal de
adicion de acidos farmacéuticamente aceptable o una sal de adicion de bases farmacéuticamente aceptable, cada
una como se define anteriormente. Para efectuar la conversion a la sal, se pueden usar diversos acidos y bases
inorganicos y organicos conocidos en la técnica, incluyendo los descritos en la presente memoria anteriormente.

La presente invencion también se refiere a isémeros farmacéuticamente aceptables, hidratos, y solvatos de
compuestos de Férmula I-E. Los compuestos de esta formula también pueden existir en diversas formas isémeras y
tautdmeras, incluyendo sales farmacéuticamente aceptables, hidratos y solvatos de tales isdbmeros y tautdmeros.

Se describen derivados profarmacos de los compuestos de Férmula I-E. El término “profarmaco” se refiere a un
derivado de una molécula de farmaco progenitora que requiere biotransformacién, ya sea espontanea o enzimatica,
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en el organismo para liberar el farmaco progenitor. Los profarmacos son variaciones o derivados de los compuestos
de Férmula I-E que tienen grupos escindibles en condiciones metabdlicas. Los profarmacos se convierten en los
compuestos de la invencion que son farmacéuticamente activos in vivo cuando sufren solvolisis en condiciones
fisiolégicas o sufren degradacién enzimatica. Una tecnologia de profarmaco ejemplificativo que se puede utilizar
adecuadamente con los compuestos de la presente invencion es la tecnologia de terapia del cancer activada por
proteasas (PACT), descrita con detalle en la solicitud de patente US n° 0/156.214 y en la publicacion de solicitud
PCT n°® WO 02/095007.

La sintesis de compuestos de Formula I-E se puede lograr haciendo reaccionar un cloruro de acido, obtenido
haciendo reaccionar acido p-mentano-3-carboxilico con cloruro de tionilo, con la amina apropiada. Como se sefiala a
continuacion, tipicamente, la reaccion se lleva a cabo en disoluciéon a temperatura ambiente en presencia de un
receptor de cloruro de hidrégeno (por ejemplo, hidréxido de sodio).

La estructura de p-mentano basica es una molécula con forma de silla que puede existir en forma cis o trans. La
sustitucion del grupo carboxilo o amida en la posicion 3 da lugar a cuatro isémeros configuracionales o geométricos,
dependiendo de si la sustitucién es axial o ecuatorialmente en el isémero cis o trans, denominandose los cuatro
isbmeros mentol, neomentol, isomentol, y neoisomentol.

En las formas de realizacion ejemplificativas, los compuestos de Formula I-E se sintetizan con una estereoquimica
particular, en la que la estereoquimica relativa alrededor del anillo de mentano es la de mentilo, y/o en la que la
estereoquimica absoluta alrededor del anillo de mentano es la de (-)-mentol.

En los Ejemplos 1-4 se presentan en la presente memoria procedimientos sintéticos para la preparacion de
moduladores ejemplificativos de Trp-p8 de pequefias moléculas de Férmula I-E de la presente invencion.

Composiciones que comprenden moduladores de Trp-p8 de pequefias moléculas

Como se explica anteriormente, la presente invencion se refiere a moduladores de Trp-p8 de pequefias moléculas,
incluyendo agonistas de Trp-p8 y antagonistas de Trp-p8 que se unen a y alteran la actividad de Trp-p8. En ciertas
formas de realizacién, los moduladores de Trp-p8 son agonistas que, en ciertos casos, son capaces de estimular el
influjo de cationes en, y la toxicidad de, una célula que expresa la proteina de los canales de Trp-p8. En las formas
de realizacion alternativas, los moduladores de Trp-p8 son antagonistas de la actividad de Trp-p8 que son capaces
de reducir la actividad de Trp-p8 expresada en una célula. De este modo, los moduladores de Trp-p8 de la presente
invencién encontraran utilidad en composiciones, incluyendo composiciones farmacéuticas, que son utiles en el
tratamiento de enfermedades asociadas con la expresion de Trp-p8. Las composiciones adecuadas, segun la
presente invencion, comprenden uno o mas agonistas de Trp-p8 de Férmula I-E y/o uno o mas antagonistas de Trp-
p8 de Formula I-E, como se describen anteriormente, en combinacion con uno o mas vehiculos o excipientes
farmacéuticamente aceptables.

En una forma de realizacion, la presente invencion proporciona moduladores de Trp-p8 de pequefias moléculas en
combinacién con un excipiente farmacéuticamente aceptable tal como disolucién salina estéril u otro medio, agua,
gelatina, aceite, etc., para formar composiciones farmacéuticamente aceptables. Las composiciones y/o agonistas
se pueden administrar solos 0 en combinaciéon con cualquier vehiculo, diluyente, etc., conveniente, y tal
administracion se puede proporcionar en dosis individuales o multiples. Los vehiculos Utiles comprenden de manera
no limitativa medio sélido, semisélido o liquido, incluyendo agua y disolventes organicos no toxicos.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion se pueden preparar mezclando uno o mas agonistas de
Trp-p8 de Férmula I-E con un vehiculo o agente farmacéuticamente aceptable. Alternativamente, las composiciones
farmacéuticas se pueden preparar mezclando uno o mas antagonistas de Trp-p8 de Foérmula I-E con un vehiculo o
agente farmacéuticamente aceptable. Ademas, las composiciones farmacéuticas pueden incluir ademas excipientes,
estabilizantes, diluyentes, y similares, y se pueden proporcionar en formulaciones de liberaciéon sostenida o de
liberacion en el tiempo. Los vehiculos, agentes, excipientes, estabilizantes, diluyentes, y similares adecuados para
uso terapéutico son bien conocidos en el campo farmacéutico, y se describen, por ejemplo, en “Remington’s
Pharmaceutical Sciences”, (Mack Publishing Co., ed. A.R Gennaro, 1985). Tales materiales son no toxicos para los
receptores a las dosis y concentraciones utilizadas, e incluyen tampones tales como fosfato, citrato, acetato, y otras
sales de acidos organicos, antioxidantes tales como &cido ascorbico, péptidos de bajo peso molecular tales como
poliarginina, proteinas, tales como seroalbumina, gelatina, o inmunoglobulina, polimeros hidréfilos tales como
seroalbumina, gelatina, o inmunoglobulina, polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidinona, aminoacidos tales
como glicina, acido glutamico, acido aspartico, o arginina, monosacaridos, disacaridos, y otros hidratos de carbono,
incluyendo celulosa o sus derivados, glucosa, manosa o dextrinas, agentes quelantes tales como EDTA, alcoholes
de azlcares tales como manitol o sorbitol, contraiones tales como sodio, y/o tensioactivos no iénicos tales como
TWEEN, o polietilenglicol.

Todavia en aspectos adicionales, las composiciones de la presente invencion comprenden un compuesto de

Formula I-E formulado junto con uno o mas agentes terapéuticos del cancer. Alternativamente, las composiciones de
la presente invencion comprenden un compuesto de Férmula I-E formulado independientemente con uno o0 mas
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agentes terapéuticos del cancer. Esto es, el compuesto de Férmula I-E y el agente terapéutico del cancer se
formulan separadamente.

Los agentes terapéuticos del cancer adecuados comprenden de manera no limitativa, agentes antimitéticos, que
comprenden de manera no limitativa paclitaxel, vincristina, y etopésido; agentes alquilantes que comprenden de
manera no limitativa mecloretamina, ciclofosfamida, y carmustina; antimetabolitos, que comprenden de manera no
limitativa metotrexato, gemcitabina, lometrexol, 5-fluorouracilo, y 6-mercaptopurina; antibiéticos citotoxicos, que
comprenden de manera no limitativa doxorrubicina, daunorrubicina, bleomicina, mitomicina C, y estreptozocina;
agentes de platino, que comprenden de manera no limitativa cisplatino y carboplatino; agentes hormonales, que
comprenden de manera no limitativa antiestrégenos tales como tamoxifeno y dietilestilbestrol, asi como
antiandrégenos tales como flutamida; agentes antiangiogénicos; e inhibidores de farnesil transferasa.

En ciertos aspectos, los compuestos de Férmula I-E se administran en combinacién con un agente terapéutico del
cancer que es ineficaz en la estimulacion del influjo de cationes mediado por Trp-p8.

En otros aspectos, los compuestos de Férmula I-E se administran en combinaciéon con uno o mas moduladores de
Trp-p8 adicionales.

Dependiendo del régimen de tratamiento particular contemplado, las composiciones farmacéuticas de la presente
invencion se pueden administrar parenteralmente, topicamente, oralmente, o localmente. En ciertos aspectos, las
composiciones farmacéuticas se administran parenteralmente, por ejemplo intravenosamente, subcutaneamente,
intradérmicamente, o intramuscularmente. En una forma de realizacién, la presente invencion proporciona
composiciones para la administracion parenteral que comprenden un compuesto de la presente invencion, disuelto o
suspendido en un vehiculo tal como un vehiculo acuoso.

Para formulaciones solidas, los compuestos se pueden mezclar con vehiculos sélidos no toxicos convencionales,
tales como, por ejemplo, grados farmacéuticos de manitol, lactosa, almidon, estearato de magnesio, sacarina sédica,
talco, celulosa, glucosa, sacarosa, carbonato de magnesio, y similar.

Para la administracion en aerosol, los compuestos de la presente invencion se pueden suministrar en una forma
finamente dividida junto con un tensioactivo no toxico y un propelente. Los ejemplos de tales agentes son los ésteres
0 ésteres parciales de acidos grasos que contienen de 6 a 22 atomos de carbono, tales como acidos caproico,
octanoico, laurico, palmitico, estearico, linoleico, olestérico y oleico.

Las composiciones de la presente invencion se pueden administrar mediante inyeccion, es decir, intravenosamente,
intramuscularmente, intracutdneamente, subcutaneamente, intraduodenalmente, o intraperitonealmente.
Alternativamente, las composiciones se pueden administrar mediante inhalacion, tal como intranasalmente, y se
pueden administrar transdérmicamente, tal como a través de un parche o similar.

Se apreciara que la formulacion real de las composiciones, incluyendo composiciones farmacéuticas, variaran segun
el modo de administracién asi como de la enfermedad particular que se esté tratando. Las formulaciones y modos
de administracién éptimos se determinaran de forma habitual en una base de enfermedad por enfermedad y de
paciente por paciente por los expertos en la materia.

Procedimientos para identificar y caracterizar la eficacia in vitro e in vivo de moduladores de Trp-p8 de pequefas
moléculas

Como se expone anteriormente, la presente invencion se refiere a moduladores de Trp-p8 de pequefias moléculas,
incluyendo agonistas y antagonistas de la actividad de Trp-p8. Se describen en la presente memoria moduladores
de Trp-p8 de féormula I-E descritos en la presente memoria anteriormente. La presente invencion contempla ademas
que también se pueden emplear adecuadamente moduladores de Trp-p8 adicionales en las composiciones y
procedimientos descritos en la presente memoria.

Los agonistas y antagonistas de Trp-p8 adicionales o alternativos se pueden identificar mediante la metodologia
descrita en los ejemplos adjuntos. Por ejemplo, los agonistas de Trp-p8 que tienen eficacia en el tratamiento de
enfermedad o enfermedades asociadas con la expresion de Trp-p8 incluyen pequefias moléculas que dan como
resultado uno o mas de los siguientes (1) inhiben el crecimiento o disminucion de la viabilidad de una célula que
expresa Trp-p8; (2) estimulan el influjo de calcio y/u otro catién en una célula que expresa Trp-p8; (3) inducen
apoptosis y/o necrosis en una célula que expresa Trp-p8; y/o (4) tienen eficacia en uno o mas sistemas de modelos
animales de enfermedad humana. Los antagonistas de Trp-p8 que tienen eficacia en el tratamiento de enfermedad o
enfermedades asociadas con la expresién de Trp-p8 incluyen pequefias moléculas que dan como resultado uno o
mas de los siguientes: (1) protegen a células que expresan Trp-p8 del efecto citotoxico de agonistas en sistemas
modelo in vitro; (2) inhiben el crecimiento de y/o exterminan estirpes celulares cancerosas con expresion de Trp-p8
enddgena; (3) son eficaces en uno o mas sistemas de modelos de animales de enfermedad humana.
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De este modo, en ciertas formas de realizacion, los procedimientos para identificar agonistas de Trp-p8 comprenden
la etapa de poner en contacto una célula que expresa Trp-p8 con un agonista de Trp-p8 candidato durante un
tiempo y en una cantidad suficiente para inhibir el crecimiento y/o disminuir la viabilidad de una célula que expresa
Trp-p8, en el que el crecimiento inhibido y/o la viabilidad reducida indican que el agonista de Trp-p8 candidato es
capaz de activar Trp-p8 expresada por la célula.

En otras formas de realizacién, los procedimientos para identificar agonistas de Trp-p8 comprenden la etapa de
poner en contacto una célula que expresa Trp-p8 con un agonista de Trp-p8 candidato durante un tiempo y en una
cantidad suficiente para inducir influjo de calcio y/u otros cationes en la célula, en el que el influjo incrementado de
cationes se correlaciona con una mayor toxicidad celular.

En todavia otras formas de realizacion, los procedimientos para identificar agonistas de Trp-p8 comprenden la etapa
de administrar un agonista de Trp-p8 candidato a un animal que tiene una o mas células neoplasicas que expresan
Trp-p8 durante un tiempo y en una cantidad suficiente para inhibir el crecimiento de y/o inducir apoptosis y/o
necrosis en la célula, incrementando de ese modo la supervivencia del animal, en el que uno cualquiera o mas de la
inhibicion del crecimiento celular, la induccién de apoptosis, la induccién de necrosis, y/o el aumento de
supervivencia del animal indican eficacia del agonista de Trp-p8.

Se describen en la presente memoria unos procedimientos para la identificacion de antagonistas de Trp-p8 ademas
de los antagonistas de Trp-p8. Tales procedimientos incluyen (1) sistemas de ensayos in vitro para detectar la
proteccion de células que expresan Trp-p8 frente a la toxicidad inducida por agonistas de Trp-p8; (2) sistemas de
ensayos in vitro e in vivo para detectar la inhibicién del crecimiento de una célula cancerosa y/o estirpe celular
cancerosa que expresa endégenamente Trp-p8; (3) sistemas de modelos animales in vivo mediante los cuales se
administra uno o mas antagonistas de Trp-p8 candidatos a un animal que tiene una 0 mas células neoplasicas que
expresan Trp-p8, durante un tiempo y en una cantidad suficiente para inhibir el crecimiento de y/o inducir apoptosis
y/o necrosis en la célula, incrementando de ese modo la supervivencia del animal.

Procedimientos para la utilizaciéon de moduladores de Trp-p8

Los moduladores de Trp-p8 de pequefias moléculas de la presente invencion se pueden utilizar adecuadamente en
procedimientos para modificar (es decir, activar o reducir) el influjo de calcio mediado por Trp-p8 en una célula, y en
procedimientos terapéuticos para el tratamiento de una o mas enfermedades asociadas con la expresion de Trp-p8.
Por ejemplo, y como se menciona anteriormente, se ha apreciado que la expresion anormal de Trp-p8 esta asociada
con un fenotipo neoplasico en una variedad de tejidos cancerosos, incluyendo tejidos de mama, de colon, de
pulmén, y de préstata. Tsavaler et al., Cancer Research, mas arriba.

De este modo, en ciertas formas de realizacion, un agonista de Trp-p8 puede ser para la utilizaciébn en
procedimientos para activar el influjp de calcio mediado por Trp-p8 en una célula, comprendiendo tales
procedimientos la etapa de poner en contacto la célula que expresa Trp-p8 con una cantidad del agonista de Trp-p8
durante un tiempo suficiente para inhibir el crecimiento de la célula y/o para inducir necrosis y/o apoptosis en la
célula. En los ejemplos presentados en la presente memoria se proporcionan procedimientos ejemplificativos para
activar Trp-p8.

En otras formas de realizacion de la presente invencién, una composicién que comprende un agonista de Trp-p8
puede ser para la utilizacién en procedimientos terapéuticos para el tratamiento de enfermedades asociadas con la
expresion de Trp-p8, comprendiendo tales procedimientos la etapa de administrar a un mamifero, tipicamente un ser
humano, una cantidad terapéuticamente eficaz de la composicion que comprende un agonista de Trp-p8, durante un
tiempo suficiente para inhibir el crecimiento de la célula y/o para inducir necrosis y/o apoptosis en la célula. Como se
usa en la presente memoria, la frase “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a la cantidad de un compuesto
que, cuando se administra a un mamifero para tratar una enfermedad, es suficiente para efectuar tal tratamiento
para la enfermedad. La “cantidad terapéuticamente eficaz” variara dependiendo del compuesto, de la enfermedad, y
su gravedad, y de la edad, peso, etc., del mamifero a tratar.

Como se usan en la presente memoria, los términos “tratar”, “tratando”, y “tratamiento” incluyen: (1) prevenir la
enfermedad, es decir, hacer que los sintomas clinicos de la enfermedad no se desarrollen en un mamifero que
puede estar predispuesto a la enfermedad pero que adn no ha experimentado ninglin sintoma de la enfermedad; (2)
inhibir la enfermedad, es decir, detener o reducir el desarrollo de la enfermedad o sus sintomas clinicos; o (3) aliviar
la enfermedad, es decir, provocar regresion de la enfermedad o sus sintomas clinicos.

Aunque la frecuencia y la dosis de los regimenes de tratamiento variaran dependiendo de factores tales como la
enfermedad y el paciente tratado, las composiciones que comprenden uno o mas compuestos de Férmula I-E se
administran tipicamente en el intervalo de aproximadamente 0,001 mg de compuesto/kg de masa corporal a
aproximadamente 1000 mg/kg. Tipicamente, el tratamiento se inicia con dosis mas pequefias, que son menores que
la dosis 6ptima del compuesto. Después, la dosis se puede incrementar hasta que se logra una eficacia 6ptima.
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En la mayoria de los casos, la administracién de una composicién o composiciones de la presente invencion se logra
mediante cualquier procedimiento que asegure la exposicion sistémica al compuesto de Férmula I-E. De este modo,
las composiciones se pueden administrar oralmente, parenteralmente, intraduodenalmente, e intranasalmente.
Tipicamente, tales composiciones comprenden uno o mas de tales compuestos en combinacion con uno o mas
vehiculos o diluyentes farmacéuticamente aceptables, como se describe con mayor detalle en la presente memoria
anteriormente.

Otras formas de realizacién son terapias de combinacion en las que se administran uno 0 mas compuestos de
Formula I-E conjuntamente con uno o mas agentes terapéuticos del cancer, como se describe con mayor detalle en
la presente memoria anteriormente, tal como un agente antimitético, un agente alquilante, un antimetabolito, un
antibidtico citotoxico, un agente de platino, un agente hormonal, y/o un antiandrégeno. Todavia otras formas de
realizacién son terapias de combinacién en las que se administran dos o mas compuestos de Formula I-E
simultanea o secuencialmente para lograr el resultado terapéutico deseado.

De este modo, como se usa en la presente memoria, el término “combinacion” significa que se pueden suministrar al
menos dos compuestos de manera simultanea, en terapia de combinacién, en la que el primer compuesto se
administra en primer lugar, seguido del segundo compuesto, asi como también en la que el segundo compuesto se
administra en primer lugar, seguido del primer compuesto. El resultado deseado puede ser un alivio subjetivo de un
sintoma o sintomas, 0 una mejora objetivamente identificable en el receptor de las dosis.

Los siguientes ejemplos son proporcionados a titulo ilustrativo y no limitativo.

Ejemplos

Ejemplo 1

Sintesis de compuestos de mentano-3-carboxamida

Este ejemplo describe la metodologia para la sintesis de compuestos de mentano-3-carboxamida.

Acido mentano-3-carboxilico

Se colocé agua (300 ml) en un matraz Erlenmeyer de 2 | con una barra agitadora grande. Se afiadié
cuidadosamente, con agitacién, acido sulfarico (500 ml). La disolucién se dej6 enfriar hasta 75°C, y se afiadié N-etil-
p-mentano-3-carboxamida (62,5 g). La temperatura se mantuvo a 75°C con una placa caliente, y se afiadio
cuidadosamente nitrito de sodio (31 g). Se afiadieron dos porciones mas de 31 gramos de NaNO; a intervalos de 1
hora, y la mezcla se agit6 toda la noche a 75°C.

La mezcla se enfrio hasta la temperatura ambiente, se diluy6 con ~1 | de agua con hielo, y se extrajo con ~500 ml de
éter. La capa etérea se separd, se lavé con agua, y se extrajo con 2 x 350 ml de NaOH 1M. La capa acuosa se
acidificé6 con HCI concentrado y se extrajo con éter. La capa etérea se secdé con MgSO, y se evapor6 para
proporcionar acido mentano-3-carboxilico (33,2 g, 61%) como un sdélido cristalino, 50,3 grados (c = 1, CHCls, 25°C).
Cloruro de mentano-3-carbonilo

Se puso a reflujo acido mentano-3-carboxilico (54,35 g) con 80 ml de cloruro de tionilo durante 3 horas. El SOCI, se
eliminé mediante destilacion, y el cloruro de acido se destilo a 114-115°C (8 Torr). (Lit. p.e. 84-85°C a 3,5 Torr).
Rendimiento: 50 g (84%).

Procedimiento general para la preparacion de mentano-3-carboxamidas

A una disolucién agitada de 0,2 mmoles de la amina en 1 ml de acetonitriio o NMP y 0,4 mmoles de DIPEA se le
afnadieron 0,022 ml de cloruro de mentano-3-carbonilo. La mezcla de reaccion se agité durante 3 horas. Para aminas
menos reactivas, la mezcla se calenté (60°C) y se agitd durante 24 horas. El producto se purificé a partir de la
mezcla de reaccion bruta mediante HPLC (40-95% de gradiente durante 10 minutos usando 0,05% de TFA en
CH3CN y 0,05% de TFA en H;0) y se evapor6 hasta sequedad.

Ejemplo 2

Sintesis de compuestos de dihidrobenzoimidazol de Férmula 1-E

Este ejemplo describe metodologia para la sintesis de moduladores dihidrobenzoimidazoélicos de Trp-p8 de Férmula
1-E.
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4-Metoxi-2-fluoro-1-nitrobenzona

Un matraz de 2 | de fondo redondo provisto de una barra agitadora y un condensador de reflujo se cargé con
acetonitrilo (1 I), K.CO3 (263 g, 1,9 moles) y 4-hidroxi-2-fluoro-nitrobenceno 100 g, 0,64 moles). Se afadié yoduro de
metilo (271 g, 1,9 moles) a la mezcla de reaccién y se calenté a temperaturas de reflujo con agitacion vigorosa
durante 5 h. El acetonitrilo se eliminé, y se afiadieron acetato de etilo (1 I) y H.O (700 ml). La mezcla heterogénea se
transfirio a un embudo de separacién en el que la fase acuosa se separ6 y se volvié a extraer con acetato de etilo (2
x 200 ml). Las fases organicas se combinaron y se lavaron con H,O (2 x 500 ml), salmuera (500 ml), se secaron
sobre MgSOQs, se filtraron y se concentraron a presion reducida para dar el producto deseado como un sdlido
ligeramente amarillo (107 g, 98%).

“”H’"Y

Ester terc-butilico del acido [2-(5-metoxi-2-nitrofenilamino)-etil]-carbamico

>
O“NQO

Un matraz de 2 | provisto de una barra agitadora se cargé con DMSO (800 ml), K.CO3 (161 g, 1,6 moles) y 4-metoxi-
2-fluoro-nitrobenceno 100 g, 0,58 moles). Se afiadi6 mono-N-Boc-1,2-diaminoetano (94 g, 0,55 moles) a la mezcla
de reaccion y se agité durante 12 h a 60°C. La mezcla de reaccién se tritur6 con agua enfriada con hielo (1,2 1), y el
precipitado amarillo resultante se recogié mediante filtracién a vacio. El precipitado se lav varias veces con agua (5
x 1 1) y se seco a alto vacio durante 48 h para dar el producto deseado como un sélido amarillo brillante (178 g,
98%).
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Ester terc-butilico del acido [2-(5-metoxi-2-amino-fenilamino)-etil]

Un matraz de 2 litros de fondo redondo equipado con una barra agitadora se cargd con una suspension de Pd(OH),
al 20% (5 g) y 1,4-dioxano (800 ml). Se afadid a la suspensién éster terc-butilico del acido [2-(5-metoxi-2-
nitrofenilamino)-etil]-carbamico (100 g, 0,32 moles). La mezcla de reaccion se hidrogend (balén) durante 48 h (hasta
qgue el material de partida se habia consumido) seguido de la adicion de K,COj3 (100 g) a la mezcla, y se agitd
durante 12 h adicionales para eliminar trazas de agua. La suspension se filtré para eliminar el Pd(OH), y el K,COs.
El filtrado se us6 en la etapa siguiente sin purificacion adicional (rendimiento no determinado).

S o

HN, N~_"~
Q
Ester terc-butilico del acido [2-(6-metoxi-2-0x0-2,3-dihidrobenzoimidazol-1-il)-etil]-carbamico
La disolucién anterior se tratdé con un exceso de carbonildiimidazol (104 g, 0,64 moles) y se calentd a 90°C durante 4
h. El 1,4-dioxano se elimind, y el residuo se trituré con agua (1,5 I). El precipitado resultante se recogié mediante

filtracion a vacio y se lavo varias veces con agua (5 x 500 ml). El producto bruto se secé a 70°C a alto vacio durante
12 h y se uso sin purificacion adicional (66 g, 67% de rendimiento para 2 etapas).

g;;%:ﬂ&o%

A0 o

TN

Ester terc-butilico del &cido {2-[3-(2-isopropil-5-metilciclohexanocarbonil)-6-metoxi-2-oxo-2-3-dihidrobenzoimidazol-1-
il]-etil}-carbamico

Un matraz de 2 | provisto de una barra agitadora se cargé con éster terc-butilico del acido [2-(2-oxo0-2,3-
dihidrobenzoimidazol-1-il)-etil]-carbamico (40 g, 0,20 moles), DMAP (48 g, 0,39 moles) y CH2Cl, (500 ml). Se afiadié
gota a gota durante un periodo de 15 minutos cloruro de mentoilo (40 g, 0,20 moles), y se agitdé a temperatura
ambiente durante 4 h. La mezcla de reaccion se paralizé con HCI 1N y se agité durante 20 min. adicionales. La
mezcla heterogénea se transfiri6 a un embudo de separacion en el que la fase acuosa se separ6, y se volvidé a
extraer con CH2Cl, (2 x 200 ml). Las fases organicas se combinaron y se lavaron con HCI 1N (2 x 300 ml), H>O (300
ml), NaHCOj; saturado (ac.) (2 x 300 ml), salmuera (300 ml), se secaron sobre MgSO4, se filtraron y se concentraron
a presion reducida. El producto bruto se disolvié en una cantidad minima de CHxCl, y se eluy6 a través de un tapon
de gel de silice (10% de hexano/acetato de etilo para elucién) para producir el producto deseado como un sélido
incoloro (93 g, 96%).
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Sal de TFA de 3-(2-aminoetil)-1-(2-isopropil-5-metilciclohexanocarbonil)-5-metoxi-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona
(Compuesto # 36).

Un matraz de 500 ml de fondo redondo se cargé con éster terc-butilico del acido {2-[3-(2-isopropil-5-
metilciclohexanocarbonil)-2-oxo-2,3-dihidrobenzoimidazol-1-il]-etil}-carbamico (90 g, 0,19 moles) y 95% de TFA/H,O
(200 ml). La reaccién se agité durante 2 h, y el TFA se elimin6 a presion reducida para proporcionar el producto
bruto como un aceite espeso (que solidificé para formar una espuma fragil al dejar reposar a vacio). El producto
bruto se disolvié en 30% de acetonitrilo/H,O y se purificé mediante HPLC preparativa (Ultro 120 (10 um) C18Q)
usando un gradiente de 40-60% de acetonitrilo/H,O (con 1% de TFA). Las fracciones puras se combinaron, se
concentraron y se liofilizaron para proporcionar un sélido incoloro ligeramente esponjoso (79 g, 94%). MS (ESI) m/z
374 (M" + 1).

Sal de TFA de 3-(2-aminoetil)-5-etoxi-1-(2-isopropil-5-metilciclohexanocarbonil)-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona
(Compuesto # 38)

En un procedimiento similar a la sintesis del Compuesto # 36, se prepar6 el Compuesto # 38 a partir de 4-etoxi-1-2-
fluoro-1-nitrobenceno (preparado a partir de bromuro de etilo y 4-hidroxi-2-fluoro-1-nitrobenceno. MS (ESI) m/z 387
(M" +1).

,/é\\o o .

Sal de TFA de 1-(2-aminoetil)-3-(2-isopropil-5-metilciclohexanocarbonil)-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona
(Compuesto # 50)

En un procedimiento similar a la sintesis del Compuesto # 36, se prepar6 el Compuesto # 50 a partir de 2-fluoro-1-
nitrobenceno. MS (ESI) m/z 344 (M" + 1).
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Sal de TFA de  3-(2-aminoetil)-5-(3-hidroxipropoxi)-1-(2-isopropil-5-metilciclohexanocarbonil)-1,3-dihidro-
benzoimidazol-2-ona (Compuesto # 37)

En un procedimiento similar a la sintesis del Compuesto # 36, se prepard el Compuesto # 37 a partir de 4-(2-terc-

butoxipropoxi)-2-fluoro-1-nitrobenceno (preparado a partir de 1-bromo-3-terc-butoxipropano y 4-hidroxi-2-fluoro-1-
nitrobenceno). MS (ESI) m/z 418 (M* + 1).

o o

Sal de TFA de 3-(2-aminoetil)-5-(2-hidroxietoxi)-1-(2-isopropil-5-metilciclohexanocarbonil)-1,3-dihidro-benzoimidazol-
2-ona (Compuesto # 40)

En un procedimiento similar a la sintesis del Compuesto # 36, se preparé el Compuesto # 40 a partir de 4-(2-terc-
butoxietoxi)-2-fluoro-1-nitrobenceno (preparado a partir de 1-bromo-3-terc-butoxietano y 4-hidroxi-2-fluoro-1-
nitrobenceno). MS (ESI) m/z 404 (M* + 1).

Sal de TFA de 1-(2-amino-2-(R)-metiletil)-3-(2-isopropil-5-metilciclohexanocarbonil)-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona
(Compuesto # 45)

En un procedimiento similar a la sintesis del Compuesto #36, se preparé el Compuesto # 45 a partir de 2-fluoro-1-
nitrobenceno y éster terc-butilico del acido (2-amino-1-(R)-etil)carbamico. MS (ESI) m/z 358 (M" + 1).

Ejemplo 3
Sintesis de Compuestos de dihidrobenzoimidazol adicionales de Férmula I-E

Este ejemplo describe la metodologia para la sintesis de moduladores dihidrobenzoimidazélicos de Trp-p8 de
Formula I-E.
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10
Ester metilico del acido 3-fluoro-4-nitrobenzoico.

Un matraz de 1 | de fondo redondo provisto de una barra agitadora y un condensador de reflujo se cargé con H,SO4
(4 ml), metanol (400 ml) y &cido 3-fluoro-4-nitrobenzoico (10 g). La mezcla de reaccion se calentd a temperaturas de

15 reflujo con agitacion vigorosa durante 18 h. El metanol se elimino, y el residuo bruto se tritur6 con hexano y se
concentrd para proporcionar un solido incoloro (9,79 g), que se us6 sin purificacién adicional.

0x
( &I Ao
o"N‘:‘o \Lr \\/

20 Ester metilico del acido 3-(2-terc-butoxicarbonilaminoetilamino)-4-nitrobenzoico
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Un matraz de 2 | equipado con una barra agitadora se cargé con 1,4-dioxano (300 ml), DMF (40 ml), K.CO3 (10 g) y
acido 3-fluoro-4-nitrobenzoico (9,7 g). Se afiadi6 mono-N-Boc-1,2-diaminoetano (8,6 g) a la mezcla de reaccion, y se
agitoé durante 12 h a 60°C. La mezcla de reaccién se concentrd, y el residuo se disolvido en CH2Cl> (400 ml) y H,O
(500 ml). La mezcla heterogénea se transfirio a un embudo de separacion en el que la fase acuosa se separ6 y se
volvio a extraer con CH,Cl, (2 x 100 ml). Las fases organicas se combinaron y se lavaron con H>O (5 x 100 ml), se
secaron sobre NaySOg, se filtraron y se concentraron a presion reducida para proporcionar el compuesto del titulo
como un sélido naranja (14 g, 84%).

NH, o)
Ester metilico del acido 4-amino-3-(2-terc-butoxicarbonilamino-etilamino)-benzoico

Un matraz de 2 litros de fondo redondo provisto de una barra agitadora se carg6 con una suspensién de Pd(OH); al
20% y 1,4-dioxano (400 ml). Se afadi6 a la suspensién éster metilico del acido 4-amino-3-(2-terc-
butoxicarbonilamino-etilamino)-benzoico (14 g). La mezcla de reaccién se hidrogené (balén) durante 48 h (hasta que
el material de partida se habia consumido), seguido de la adicion de K.CO3 (100 g) a la mezcla, y se agit6 durante
12 h adicionales para eliminar trazas de agua. La suspension se filtrd para eliminar el Pd(OH), y K,COs. El filtrado se
uso en la etapa siguiente sin purificacion adicional.

/\/u\ .u-o-.\ -’

N~ d

[»]

Ester metilico del 4cido 3-(2-terc-butoxicarbonilaminoetil)-2-oxo-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico

La disolucién anterior se traté con un exceso de carbonildiimidazol (26,8 g, 4 eq.) y se calenté a 90°C durante 4 h. El
1,4-dioxano se elimind, y el residuo se triturd con agua (1,5 I). El precipitado resultante se recogié mediante filtracion
a vacio y se lavo varias veces con agua (5 x 500 ml). El producto bruto se disolvié en una cantidad minima de
CHCl; y se purific6 mediante cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice (10% de metanol/CH,Cl, para elucion)
para producir el producto deseado como un sélido blancuzco (11,8 g, 85%).

‘(/\/H\Lroﬁ/

Acido 3-(2-terc-butoxicarbonilaminoetil)-2-oxo-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico

Un matraz de 2 | provisto de una barra agitadora se cargé con 1,4-dioxano (70 ml), éster metilico del acido 3-(2-terc-
butoxicarbonilaminoetil)-2-oxo-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico (10,4 g) y LIOH (3,7 g) disuelto en H,O
(300 ml). La disolucion de la reaccién se agité durante 6 h a 65°C. La mezcla se concentrd, y el residuo bruto se
disolvié en H>O. La disolucién se neutralizd6 con HCI conc. (ac.), y el precipitado resultante se recogié mediante
filtracion a vacio. El sélido se lavé varias veces con H,O y se secé a alto vacio toda la noche para proporcionar el
producto deseado como un soélido blanco (8,66 g, 87%).
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Sal de TFA del acido 3-(2-amino-etil)-(2-isopropil-5-metilciclohexanocarbonil)-2-oxo-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-
carboxilico

Una vasija de reaccién de 100 ml provista de una barra agitadora se cargé con THF (20 ml), DMAP (1,8 g) y acido 3-
(2-terc-butoxicarbonilaminoetil)-2-oxo-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico (4 g). La mezcla de reaccion se
enfri6 hasta 0°C y se tratd6 con cloruro de mentoilo (2,9 g). La mezcla de reacciéon se dejo calentar hasta la
temperatura ambiente y se concentré. Se afiadieron HCI 1N (ac.) (50 ml) y CH,Cl, (50 ml). La mezcla heterogénea
se transfirié6 a un embudo de separacion en el que la fase acuosa se separ6 y se volvio a extraer con acetato de etilo
(2 x 100 ml). Las fases organicas se combinaron y se lavaron con HCI 1N (2 x 50 ml), H,O (50 ml), salmuera (100
ml), se secaron sobre MgSOQ., se filtraron y se concentraron a presiéon reducida. El residuo se purificé mediante
cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice (4:1 CHxCI,/THF para elucién) para proporcionar el compuesto del
titulo como un sélido incoloro (3,2 g, 52%).

O NH,

N \\(""\/NH,

o (o]

Sal de TFA de la amida del acido 3-(2-amino-etil)-1-(2-isopropil-5-metil-ciclohexanocarbonil)-2-oxo-2,3-dihidro-1H-
benzoimidazol-5-carboxilico (Compuesto # 41)

Una vasija de reacciéon de 10 ml equipada con una barra agitadora se cargé con DMF (5 ml), acido 3-(2-amino-etil)-
1-(2-isopropil-5-metilciclohexanocarbonil)-2-oxo-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico (1,5 g, 3,9 mmoles),
EDC (824 mg, 4,3 mmoles), HOBt (581 mg, 4,3 mmoles), DIEA (1,11 g, 8,6 mmoles) y NH4ClI (230 mg, 4,3 mmoles).
La mezcla de reaccion se calent6 via microondas a 60°C durante 10 min. y se vertié6 en una mezcla de acetato de
etilo (50 ml) y HCI 1N (50 ml). La mezcla heterogénea se transfiri6 a un embudo de separacién en el que la fase
acuosa se separd y se volvio a extraer con acetato de etilo (2 x 50 ml). Las fases organicas se combinaron y se
lavaron con HCI 1N (100 ml), H,O (2 x 100 ml), NaHCO3; sat. (3 x 100 ml), salmuera (100 ml), se secaron sobre
MgSO., se filtraron y se concentraron a presion reducida. El residuo se disolvio en 95% de TFA/H,O y se agité
durante 2 h y se concentrd. El producto bruto se disolvié en 30% de acetonitrilo/H2O y se purific6 mediante HPLC
preparativa (Ultro 120 (10 um) C18Q) usando un gradiente de 10-60% de acetonitrilo/H,O (con 0,1% de TFA). Las
fracciones puras se combinaron, se concentraron y se liofilizaron para proporcionar un sélido incoloro ligeramente
esponjoso (910 mg, 61%). MS (ESI) m/z 387 (M" + 1).

(.
o 1~

b

N\/\ NH,
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Sal de TFA del acido 3-(2-amino-etil)-1-(2-isopropil-5-metilciclohexanocarbonil)-2-oxo-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-
5-carboxilico (2-dietilamino-etil)amida (Compuesto # 44)

En un procedimiento similar a la sintesis del Compuesto # 41, el Compuesto # 44 se prepar6 a partir de N”,N"-dietil-
etan-1,2-diamina. MS (ESI) m/z 486 (M* + 1).

Sal de TFA de etilamida del acido 3-(2-amino-etil)-1-(2-isopropil-5-metilciclohexanocarbonil)-2-oxo-2,3-dihidro-1H-
benzoimidazol-5-carboxilico (Compuesto # 47)

En un procedimiento similar a la sintesis del Compuesto # 41, el Compuesto # 47 se preparo a partir de etilamina.
MS (ESI) m/z 415 (M" + 1).

Sal de TFA de piridin-3-ilamida del acido 3-(2-amino-etil)-1-(2-isopropil-5-metilciclohexanocarbonil)-2-oxo-2,3-dihidro-
1H-benzoimidazol-5-carboxilico (Compuesto # 48)

En un procedimiento similar a la sintesis del Compuesto # 41, el Compuesto # 48 se prepar6 a partir de piridin-3-
ilamina. MS (ESI) m/z 464 (M" + 1).

Ejemplo 4
Sintesis de compuestos adicionales de dihidrobenzoimidazol de Férmula I-E

Este ejemplo describe la metodologia para la sintesis de moduladores dihidrobenzoimidazélicos de Trp-p8 de
Férmula I-E.

23



10

15

20

25

ES 2441249 T3

95% TFA

NHg qﬂ- H1

d
L Y

Ester terc-butilico del acido [2-(5-metil-sulfanil-2-nitro-fenilamino)-etil]-carbamico

0

Un matraz de 1 litro de fondo redondo provisto de una barra agitadora se cargé con DMSO (200 ml), K2COs3 (13 g,
0,10 moles) y 2,4-difluoro-1-nitrobenceno (5 g, 0,03 moles). La mezcla de reaccién se trat6 con mono-N-Boc-1,2-
diaminoetano (5 g, 0,32 moles) y se agitd a temperatura ambiente durante 18 h. Se afiadié tiometoxido de sodio
(2,24 g, 0,03 moles) a la mezcla de reaccién y se agité durante 12 h a 60°C. La mezcla de reaccién se enfrié hasta
0°C y se tritur6 con agua (800 ml), y el precipitado amarillo que se form6 se recogié mediante filtracién a vacio. El
precipitado se lavé varias veces con agua (5 x 500 ml) y se sec6 a alto vacio durante 48 h para proporcionar el
producto deseado como un solido amarillo brillante (8,7 g, 71%).

@n’\’“r’ﬁ/

Ester terc-butilico del acido [2-(2-amino-5-metil-sulfanil-fenilamino)-etil]-carbamico

Un matraz de 500 ml de fondo redondo provisto de una barra agitadora se cargé con MeOH (200 ml), éster terc-
butilico del acido [2-(5-metil-sulfanil-2-nitro-fenilamino)-etil]-carbamico (5 g, 0,02 moles) y NiCl, (19 g, 0,05 moles), y
se enfrid hasta 0°C. Se afiadi6 NaBH4 (1,7 g, 0,05 moles) (en cuatro porciones iguales) a la mezcla de reaccion
durante un periodo de 1 h. Una vez que la adicién estaba terminada, la mezcla de reaccion se agitd durante 2 h
adicionales. Se afiadieron a la mezcla de reaccidon salmuera (100 ml) y acetato de etilo (200 ml). La mezcla
heterogénea se transfirié a un embudo de separacion en el que la fase acuosa se separd y se volvié a extraer con
acetato de etilo (2 x 100 ml). Las fases organicas se combinaron y se lavaron con H,O (3 x 100 ml), salmuera (100
ml), se secaron sobre MgSOQ., se filtraron y se concentraron a presion reducida para dar un residuo negro. El
producto bruto se disolvié en 100 ml de CHxCI, y se separd en dos rondas de 100 ml (50 ml en cada una), y ambas
se concentraron a presion reducida y se usaron sin purificacién adicional.
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3-(2-Amino-etil)-1-(2-isopropil-5-metil-ciclohexanocarbonil)-5-metilsulfanil-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona
(Compuesto # 42)

En un procedimiento similar a la sintesis del Compuesto # 36, el Compuesto # 42 se prepar6 a partir del éster terc-
butilico del &cido [2-(2-amino-5-metil-sulfanil-fenilamino)-etil]-carbamico bruto, MS (ESI) m/z 390,1 (M* + 1).

/Er\o 0

3-(2-Amino-etil)-1-(2-isopropil-5-metil-ciclohexanocarbonil)-5-metilsulfinil-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona
(Compuesto # 43)

Un matraz de reacciébn de 10 ml se cargd con 3-(2-amino-etil)-1-(2-isopropil-5-metil-ciclohexanocarbonil)-5-
metilsulfanil-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona (Compuesto # 42, 300 mg) y 1% de TFA/DMSO (1 ml). Se burbujed
oxigeno a través de la mezcla de reaccion durante 20 min. y se cerr6 herméticamente. La mezcla de reaccion se
agito durante 18 h, y el producto bruto se purific6 mediante HPLC preparativa (Utro 120 (10 pum) C18Q) usando un
gradiente de 40-60% de acetonitrilo/H>O (con 0,1% de TFA). Las fracciones puras se combinaron, se concentraron y
se liofilizaron para proporcionar un sélido incoloro ligeramente esponjoso (296 mg 94%). MS (ESI) m/z 406 (M" + 1).

3-(2-Amino-etil)-1-(2-isopropil-5-metil-ciclohexanocarbonil)-5-metilsulfonil-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona
(Compuesto # 39)

Una vasija de reaccion de 10 ml provista de una barra agitadora se cargd con 3-(2-amino-etil)-1-(2-isopropil-5-metil-
ciclohexanocarbonil)-5-metilsulfanil-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona (Compuesto # 42), oxona (1 g) y metanol
acuoso al 20% (5 ml). La mezcla de reaccion se valoré con NaHCO3 sat. (ac) a un pH de ~5. La mezcla de reaccién
se agité durante 1 h. La mezcla de reaccién se filtr6 y se concentr6. El producto bruto se disolvié en 30% de
acetonitrilo/H20 y se purificé mediante HPLC preparativa (Ultro 120 (10 um) C18Q) usando un gradiente de 15-50%
de acetonitrilo/H,0 (con 0,1% de TFA). Las fracciones puras se combinaron, se concentraron y se liofilizaron para
proporcionar un sélido incoloro esponjoso (79 g, 94%). MS (ESI) m/z 422 (M* + 1).

Ejemplo 5 (ejemplo comparativo)
Sintesis del Compuesto #16

Este ejemplo describe la metodologia para la sintesis de un modulador dihidrobenzoimidazélico de Trp-p8
comparativo.
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2-(5-Amino-3-fenil-pirazol-1-il)-etanol

Se suspendié benzoilacetonitrilo (25 g, 0,17 moles) en una mezcla de 125 ml de alcohol anhidro de grado reactivo y
20 ml de acido acético glacial. Se afiadié de una vez 2-hidroxietilhidrazina (14,4 g, 1,1 equiv.) disuelta en 35 ml de
alcohol. La mezcla se calent6 a reflujo durante 4 h, se enfrio, se afiadié agua para obtener un volumen total de 500
ml, y la disolucién se enfrié en un frigorifico toda la noche. Los cristales se filtraron frios en un embudo Buchner, se
lavaron con agua fria y se secaron a alto vacio para proporcionar el producto deseado (27,2 g, 79%).

[2-(2-Hidroxi-etil)-5-fenil-2H-pirazol-3-Jamida del acido 2-isopropil-5-metil-ciclohexanocarboxilico
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El 2-(5-amino-3-fenil-pirazol-il)-etanol (87,3 g, 0,43 moles) se suspendié en una mezcla de diclorometano (500 ml) y
piridina (40 ml) y se enfrié en un bafio de hielo. Se disolvié cloruro de mentoilo (,00 g, 1,15 equiv.) en diclorometano
(200 ml) y se afiadi6 gota a gota desde el embudo de adiciéon protegido mediante un tubo de secado de CaCls.
Después de los 45 min. requeridos para terminar la adicion, el bafio de hielo se retird, y la agitacion continué durante
3 h. Se afadié HCI 1M (ac., 200 ml)), y las fases se separaron. Las fases organicas se volvieron a extraer con HCI
1M (ac., 100 ml). Se afiadi6 HCI 1M de nuevo, y el diclorometano se elimind a presion reducida, dando como
resultado una precipitacion abundante. El precipitado se recogié mediante filtracion a vacio, y el sélido se lavé con
agua varias veces. El residuo soélido se tritur6 con 400 ml de éter/hexanos 1:1 (agitacién rapida durante 2 h). El
sélido se filtr6 en un embudo Buchner y se lavé con hexanos. Tras secar con aire toda la noche, se efectué un
secado adicional a alto vacio durante 24 h para proporcionar un sélido incoloro (144,4 g).

Ms

H
N N‘
o Ly

Ester 2-{5-[2-isopropil-5-metil-ciclohexanocarbonil)-amino]-3-fenil-pirazol-1-il}etilico del acido metanosulfénico

Se suspendié [2-(2-hidroxi-etil)-5-fenil-2H-pirazol-3-]-amida del acido 2-isopropil-5-metil-ciclohexanocarboxilico (140
g, 0,38 moles) en CH.Cl, (500 ml), y se afiadié piridina (47 ml, 15 equiv.) seguido de cloruro de metanosulfonilo (44
ml, 15 equiv.) a temperatura del bafio de hielo. La disolucién se dej6 calentar hasta la temperatura ambiente, y se
agité durante 12 h adicionales. Se afiadié agua (500 ml), y la mezcla se agité durante 0,5 h. El diclorometano se
elimind mediante evaporacion, dejando un precipitado de trozos granulares amarillos claros. La decantacién se
siguio de tratamiento con 500 ml adicionales de agua y decantacion de nuevo. Se usé una cantidad final de 500 ml
de agua para transferir el sélido a un embudo Buchner, en el que se secd por succién (rendimiento no determinado).

e

[2-Azido-etil)-5-fenil-2H-pirazol-3-il]-amida del acido 2-isopropil-5-metil-ciclohexanocarboxilico

El mesilato bruto (0,38 moles) se disolvi6 en DMSO (500 ml) con azida sodica (37 g, 15 equiv.). La mezcla se
calenté a 70°C durante 6 h. Después de enfriar, se afiadieron agua (1 I) y acetato de etilo (500 ml), y la mezcla se
agitdé en un embudo de separacion. Las capas se separaron, y la capa organica se lavd secuencialmente con
cantidades de 200 ml de agua, NaHCO;3 saturado, y salmuera. La capa organica se sec6 con NaxSO., se decantd, y
el disolvente se elimind en un evaporador giratorio. El rendimiento no se determiné debido a que el producto no
estaba totalmente libre de disolvente antes de pasarlo a la etapa siguiente.

[2-Amino-etil)-5-fenil-2H-pirazol-3-il]-amida del acido 2-isopropil-5-metil-ciclohexanocarboxilico

El compuesto azidico bruto se disolvié en 500 ml de alcohol absoluto de grado reactivo y se traté con 5 g carbon
activado. Esto se agitdé durante varias horas y se filtr6 a través de Celite. Se eliminaron aproximadamente 300 ml de
disolvente en el evaporador giratorio, y se sustituyeron con disolvente reciente. Se afiadié Pd al 10%-C (4,8 g, ~50%
en peso de H;0), y se mantuvo una corriente constante de hidrogeno sobre la mezcla de reaccion con agitacién
rapida durante 24 h. El hidrégeno se desconectd y se afiadio lentamente HCI conc. (32 ml). Después de filtrar a
través de Celite, el filtrado se concentr6 en el evaporador giratorio, dando como resultado una precipitacion
abundante. Se afiadié éter diisopropilico todavia himedo al residuo, y la suspension se agitd rapidamente durante
0,5 h. El sélido se filtré en un embudo Buchner y se lavéd con éter dietilico. Se produjo un polvo blanco secado por
aire. Rendimiento: 108,6 g (71% durante tres etapas).
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Sal de TFA de [2-amino-etil)-5-fenil-2H-pirrol-3-il]-amida del acido 2-isopropil-5-metil-ciclohexanocarboxilico
(Compuesto # 16)

Conversion a la sal del trifluoroacetato: el sélido se neutralizé y se repartié en un embudo de separacion mediante
reparto con 500 ml de éter y 150 ml de NaOH 2 N. Cuando el solido estaba completamente disuelto, las capas se
separaron, y la fase organica se seco con Na;COs. La decantacion y el mezclamiento con 23 ml de &cido
trifluoroacético fueron seguidas de la evaporacion del disolvente y el secado a alto vacio. La espuma se machaco6 y
se trituré con 300 ml de hexanos (agitacion rapida durante 3 h), que, después de filtrar, produjo un polvo blanco que
contiene mucho menos éter. El disolvente se elimin6 finalmente por completo calentandolo en un matraz de fondo
redondo a 80°C durante 6 h.

Ejemplo 6 (ejemplo comparativo)
Sintesis del Compuesto #28

Este ejemplo describe la metodologia para la sintesis de un modulador de Trp-p8 comparativo

H
HpN
H Cro,
t

CH;Cly, DIEA AcOH, H;0

" NH3, Na(CN)BH, 5 Ne Boc-D-Als
EDC, HOBY, TEA

AL 9 THF
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Esquema 7.

P
(2-Oxo-2-fenil-etil)-amida del acido 2-isopropil-5-metil-ciclohexanocarboxilico

Un matraz de 20 ml de fondo redondo provisto de una barra agitadora se cargd con (2-hidroxi-2-fenil-etil)-amida del
acido 2-isopropil-5-metil-ciclohexano-carboxilico (100 mg, 0,33 mmoles) y acido acético (1 ml). Se afiadié lentamente
a la mezcla de reaccion una disolucién de CrOs (36 mg, 0,363 mmoles, 1,1 eq) en acético acido (500 pl) y agua (100
pl). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 15 min. y se diluyé con acetato de etilo (30 ml) y
NaHCOj; saturado (ac.) (30 ml). La mezcla heterogénea se transfiri6 a un embudo de separacion en el que la fase
acuosa se separd y se volvié a extraer con acetato de etilo (2 x 10 ml). Las fases organicas se combinaron y se
lavaron con NaHCOj; sat. (3 x 10 ml), H,O (10 ml), salmuera (10 ml), se secaron sobre Na,SOs, se filtraron y se
concentraron a presion reducida. El residuo se purific6 mediante cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice (30%
hasta 50% de acetato de etilo/hexano para elucién) para proporcionar el compuesto del titulo como un sélido blanco
(92 mg, 93%).

NH,

ZI

/%\0

(2-Amino-2-fenil-etil)-amida del acido 2-isopropil-5-metil-ciclohexanocarboxilico

Una vasija de reaccién de 25 ml de microondas provista de una barra agitadora se cargd con (2-oxo-2-fenil-etil)-
amida del acido 2-isopropil-5-metil-ciclohexanocarboxilico (80 mg) y amoniaco (1,5 ml, 7 M en metanol). Se
afiadieron a la mezcla de reaccién una gota de acido acético y NaCNBHj3; (20 mg), y se sometié a microondas a 80°C
durante 80 min. El residuo se recogié en acetato de etilo (30 ml) y NaHCOs3 saturado (ac.) (30 ml). La mezcla
heterogénea se transfirio a un embudo de separacion en el que la fase acuosa se separd y se volvié a extraer con
acetato de etilo (2 x 10 ml). Las fases organicas se combinaron y se lavaron con NaHCOj3 sat. (3 x 10 ml), H,O (10
ml), salmuera (10 ml), se secaron sobre Na,SOy4, se filtraron y se concentraron a presion reducida para proporcionar
un sélido (75 mg).
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Ester terc-butilico del &cido (1-{2-[(2-isopropil-5-metil-ciclohexanocarbonil)-amino]-1-fenil-etilcarbamoil}-etil)-
carbamico

Una vasija de reaccién de 15 ml provista de una barra agitadora se cargé con THF (15 ml), Boc-(R)-alanina (52 mg,
0,273 mmoles), HOBt (37,87 mg, 0,273 mmoles), EDCI (53 mg, 0,273 mmoles) y TEA (37 ul, 0,273 mmoles). La
mezcla de reaccion se agité durante 15 min., con lo que después se afiadié (2-amino-2-fenil-etil)-amida del acido 2-
isopropil-5-metil-ciclohexanocarboxilico (75 mg, 0,248 mmoles) y se agité durante 3 h adicionales. Se afadieron a la
mezcla de reaccién acetato de etilo (10 ml) y H,O (10 ml). La mezcla heterogénea se transfiri6 a un embudo de
separacion en el que la fase acuosa se separd y se volvid a extraer con acetato de etilo (2 x 10 ml). Las fases
organicas se combinaron y se lavaron con HCI 1N (2 x 10 ml), H2O (1 x 10 ml), NaHCO3 sat. (3 x 10 ml), salmuera
(10 ml), se secaron sobre MgSQy, se filtraron y se concentraron a presion reducida. El residuo se purificé mediante
cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice (20% de acetato de etilo/hexano para elucién) para proporcionar el
compuesto del titulo como un sélido incoloro (30 mg).

NH,

Sal de TFA de [2-(2-amino-propionilamino)-2-fenil-etil]-amida del acido 2-isopropil-5-metil-ciclohexanocarboxilico
(Compuesto # 28).

Un matraz de 5 ml de fondo redondo provisto de una barra agitadora se cargé con 10% de TFA/CH,CI, y éster terc-
butilico del acido (1-{2-[(2-isopropil-5-metil-ciclohexanocarbonil)-amino]-1-fenil-etilcarbamoil}-etil)-carbamico (30 mg)
y se agito durante 1 h. El TFA se eliminé a presion reducida, y el residuo se disolvié en 30% de acetonitrilo/H,O (con
0,1% de TFA) y se purifico mediante HPLC preparativa (Ultro 120 (10 um) C18Q) usando un gradiente de 10-40% de
acetonitrilo/H>O (con 0,1% de TFA). Las fracciones puras se combinaron, se concentraron y se liofilizaron para
proporcionar un sélido incoloro (17,7 mg) (MS (ESI) m/z 374 (M" + 1).

Ejemplo 7
Expresion de Trp-p8 en células CHO

Se generaron células CHO transfectadas con Trp-p8 humana (denominadas en la presente memoria CHO/Trp-p8)
para uso en experimentos de la presente invencion. La expresion del polipéptido Trp-p8 en este transfectante, y la
ausencia de cualquier expresion endogena en la célula CHO no transfectada, se confirmé mediante transferencia
western e inmunofluorescencia usando un anticuerpo especifico para Trp-p8 (GS2.20), asi como el ensayo de flujo
de calcio con Icilina (1-[2-hidroxifenil]-4-[3-nitrofenil]-1,2,3,6-tetrahidropirimidin-2-ona) y mentol (2-isopropil-5-metil-
ciclohexanol). Las células CHO no transfectadas se usaron para establecer la especificidad de los efectos de los
compuestos observados con CHO/Trp-p8.

Ejemplo 8

Disminucion mediada por Trp-p8 en la viabilidad celular tras la exposicion de células CHO/Trp-p8 con compuestos
agonistas de Trp-p8 candidatos a 37°C
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Este Ejemplo describe un ensayo de viabilidad de ATP adecuado para el cribado de agonistas de Trp-p8 eficaces. El
ensayo de viabilidad de ATP descrito emplea células CHO que expresan un ADN de Trp-p8 exdgeno. Este ejemplo
establece ademas que los agonistas de Trp-p8 de la presente invencion son eficaces disminuyendo la viabilidad de
células que expresan Trp-p8.

La concentracion de ATP intracelular disminuye muy rapidamente cuando las células metabdlicamente activas
sufren necrosis y/o apoptosis. La concentracion de ATP, y consiguientemente la viabilidad celular relativa, se puede
medir por métodos establecidos usando reactivos comercialmente disponibles. En la metodologia de cribado de
agonistas descrita en la presente memoria, un compuesto que disminuye especificamente la viabilidad de células
CHO/Trp-p8 se denomina agonista.

Como un cribado primario para la eficacia y especificidad para agonistas, se expusieron tanto las células CHO no
transfectadas como las células CHO/Trp-p8 a 1 6 10 pM de compuestos de ensayo en 1% de dimetilsulféxido
(DMSO) o 1% de DMSO (control) en una placa tratada de cultivo celular, de fondo negro, de paredes negras, de 96
pocillos. DMSO fue el disolvente para todos los compuestos ensayados. Después de 24-26 horas a 37°C, las células
se lisaron, y se determind la concentracién de ATP via un ensayo de quimioluminiscencia usando un kit de reactivos
comercialmente disponible - Cell Titer-Glo (Promega; Madison, WI). La viabilidad relativa (%), expresada como el
nivel de ATP en células tratadas con compuestos expresada como un porcentaje de niveles de ATP en células
tratadas con el DMSO solo, fue una medida de la actividad agonista del compuesto candidato - cuanto menor es el
% de la viabilidad, méas potente es el agonista de Trp-p8. Se determinaron valores de ECso para los agonistas de
Trp-p8 candidatos mas activos a 37°C midiendo la viabilidad a 8-10 concentraciones de agonistas. (ECso se define
en la presente memoria como la concentracion de agonista a la que existe una reduccién del 50% en la viabilidad
celular relativa).

Los agonistas de Trp-p8 ejemplificativos de Férmula I-E, que fueron eficaces en el ensayo de viabilidad de ATP, se
presentan en la presente memoria en la Tabla 1. Los datos de EC50 se designan segun lo siguiente: A = < 0,020
uM; B = 0,021 - 0,050 pM; C=0,051 - 0,10 puM.

En la Tabla 1, las estructuras proporcionadas presentan la forma:

en la que se proporcionan nombres quimicos para X y/o Y. Cuando se proporcionan nombres para “X/Y”, los
nombres son inclusivos del grupo nitrégeno.

En la Figura 1 se presenta la viabilidad de células CHO/Trp-p8 tras el tratamiento con agonistas de Trp-p8
ejemplificativos.

Tabla 1

Compuestos Ejemplares de Férmula I-E

Compuesto # Estructura EC50 XY

36 A 3-(2-Amino-etil)-5-metoxi-1,3-dihidro-benzolmidazol-2-ona
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dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico

37 3-(2-Amino-etil)-5-(3-hidroxi-propoxi)-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-
ona
38 i 3-(2-Amino-etil)-5-etoxi-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona
39 3-(2-Amino-etil)-5-metanesulfonil-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona
A °
40 3-(2-Amino-etil)-5-(2-hidroxi-etoxi)-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-
ona
41 Amida del acido 3-(2-Amino-etil)-2-ox0-2,3-dihidro-1H-
benzoimidazol-5-carboxilico
42 E 3-(2-Amino-etil)-5-metilsulfonil-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona
IAI ’Yo;—/_.
43 3-(2-Amino-etil)-5-metanesulfinil-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona
o
44 f ' (2-dietilamino-etil)-amida del &acido 3-(2-Amino-etil)-2-0x0-2,3-
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45 Q 3-(2-Amino-propil)-2,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona
E:}f@‘

46 [3-(2-Amino-etil)-2-o0x0-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-iloxi]-
acetonitrilo

47 etilamida del 4&cido  3-(2-amino-etil)-2-oxo0-2,3-dihidro-1H-
benzoimidazol-5-carboxilico

48 . piridin-3-ilamida del acido 3-(2-amino-etil)-2-0x0-2,3-dihidro-1H-
benzoimidazol-5-carboxilico

49 (2-metoxi-etil)-amida del acido 3-(2-amino-etil)-2-0x0-2,3-dihidro-
1H-benzoimidazol-5-carboxilico

50 ; gi 1-(2-Amino-etil)-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona

51 ; 1-(2-Amino-etil)-1,3-dihidro-naphto[2,3-d]imidazol-2-ona

52 (2-hidroxi-etil)-amida del acido 3-(2-amino-etil)-2-0x0-2,3-dihidro-
1H-benzoimidazol-5-carboxilico

53 : 3-(2-Amino-etil)-5-propoxi-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona

54 3-(2-Amino-etil)-1,3-dihidro-imidazo[4,5-c]piridin-2-ona
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benzoimidazol-5-carboxilico

55 (2-dietilamino-etil)-amida del acido 3-(2-amino-etil)-2-0x0-2,3-
dihidro-1H-benzoimidazol-4-carboxilico
56 piridin-4-ilamida del acido 3-(2-amino-etil)-2-ox0-2,3-dihidro-1H-
benzoimidazol-5-carboxilico
57 3-(2-Amino-etil)-1,3-dihidro-imidazo[4,5-b]piridin-2-ona
»
68 ; i z 1-(3-Amino-propil)-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona
59 fenilamida del &cido 3-(2-amino-etil)-2-ox0-2,3-dihidro-1H-
benzoimidazol-5-carboxilico
60 i [2-(2-hidroxi-etoxi)-etil]-amida del &cido 3-(2-amino-etil)-2-0xo-
d E;g 2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico
61 E ; 1-(2-Amino-etil)-5-trifluorometil-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona
62 : 5 3 1-(2-Amino-etil)-1,3-dihidro-imidazo[4,5-c]piridin-2-ona
N
63 -;‘O bencilamida del acido 3-(2-amino-etil)-2-ox0-2,3-dihidro-1H-
”
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etil)-2-ox0-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico

64 3-(2-Amino-etil)-5-(morfolin-4-carbonil)-1,3-dihidro-benzoimidazol-
2-ona
65 3-(2-Amino-etil)-5-(2-oxo-2-fenil-etoxi)-1,3-dihidro-benzoimidazol-
2-ona
66 ' ; 3-(2-metilamino-etil)-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona
D
67 i 3-(2-Amino-etil)-5-butoxi-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona
68 metil-fenil-amida del acido 3-(2-amino-etil)-2-ox0-2,3-dihidro-1H-
benzoimidazol-5-carboxilico
69 Ester etilico del acido 4-[3-(2-amino-etil)-2-ox0-2,3-dihidro-1H-
benzoimidazol-5-carbonil]-piperazin-1-carboxilico
70 dietlamina del acido 3-(2-amino-etil)-2-ox0-2,3-dihidro-1H-
benzoimidazol-5-carboxilico
71 fenetil-amida del &cido 3-(2-amino-etil)-2-ox0-2,3-dihidro-1H-|
benzoimidazol-6-carboxilico
72 _ (2-hidroxi-1-hidroximetil-2-fenil-etil)-amida del acido 3-(2-amino-
F .
™ [‘
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73 C carbamoilmetil-amida del acido 3-(2-amino-etil)-2-oxo0-2,3-dihidro-
1H-benzoimidazol-5-carboxilico

74 C (2-hidroxi-1-hidroximetil-etil)-amida del acido 3-(2-amino-etil)-2-
ox0-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico

75 ? C 3-(2-Amino-etil)-5-benziloxi-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona

76 C 1-(4-Amino-butil)-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona

-]
Ejemplo 9

Cribado y caracterizaciéon de compuestos agonistas de Trp-p8 midiendo el influjo de calcio en células CHO/Trp-p8 a
37°C

Este ejemplo describe un ensayo de influjo de calcio a base de CHO/Trp-p8 usado para evaluar adicionalmente la
actividad de agonistas de Trp-p8 candidatos de la presente invencién.

El influjo de calcio se midié usando un lector de placas de fluorescencia Flexstation Microplate (Molecular Devices;
Sunnyvale, CA). Un ensayo tipico para el flujo de calcio se realiz6é segun lo siguiente. Se cultivaron células en medio
a base de DMEM/F-12 de Ham, tipicamente a una densidad de 30.000 células/pocillo/100 pl, en una placa de cultivo
tisular de fondo transparente y de paredes negras de 96 pocillos (Greiner Bio-one), y se incubaron durante 16-20
horas a 37°C. Las células en cada pocillo se incubaron durante una hora a 37°C con una mezcla de colorante
fluorescente (Fura2-AM/Pluronic F-27 (Molecular Probes; Eugene, Oregon), y se disolvieron en el medio que
contiene probenecida. Las concentraciones finales tipicas fueron: 5-8 uM de Fura2-AM, 0,01% de Pluronic F-27, y
2,5 mM de probenecida (un inhibidor del intercambio anionico que reduce el transporte del colorante hidrolizado
desde el interior de la célula, minimizando de ese modo la pérdida de colorante durante el experimento. Después de
una hora, las células se lavaron en una disolucion tamponada (20 mM de HEPES y disolucién salina balanceada de
Hank con 1,26 mM de CaCly), pH 7,4, que contiene probenecida a una concentracion final de 2,5 mM, y se
preincubaron durante al menos 30 minutos a la temperatura de ensayo de 37°C.

Tipicamente, el tamp6n a base de HEPES/HBSS descrito anteriormente, que o no contiene calcio adicional o que
contiene calcio para incrementar la concentracion hasta 2 mM y diversas concentraciones de compuestos (a 5 veces
las concentraciones finales), se afiadi6 a cada pocillo usando el pipeteador de multiples canales robdtico. Los
compuestos se preincubaron a 37°C durante al menos 30 minutos antes de llevar a cabo el ensayo (a 37°C). Las
sefiales se leyeron con longitudes de onda de excitacion duales de 340 y 380 nm y una longitud de onda de emisién
de 510 nm, con un filtro de corte a 495 nm. La sefial se dio como la relaciéon de emisién cuando se excita a 340 nm a
la emisién cuando se excita a 380 nm [Unidades de Fluorescencia Relativas (RFU)]. Como control positivo, se uso
normalmente ionomicina.

En el caso del ensayo de agonistas, los compuestos a diferentes concentraciones se afiadieron a las células
cargadas con colorante (como se describe anteriormente). El incremento en RFU fue una medida de la potencia del
compuesto como agonista. En la Figura 2 se presentan los resultados ejemplificativos.

Ejemplo 10
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Incremento en la apoptosis tras la exposicién de células CHO/Trp-p8 con compuestos agonistas de Trp-p8 a 37°C.

Este ejemplo describe la eficacia de los compuestos agonistas de Trp-p8 induciendo apoptosis en células que
expresan Trp-p8.

Se usé un ensayo de citometria de flujo con anexina V/yoduro de propidio (PI) para proporcionar conocimiento en el
mecanismo de la muerte celular inducida por compuestos agonistas de Trp-p8. La tincidon con anexina V detecta
translocacion de fosfatidilserina hacia la capa externa de la membrana plasmatica, un suceso caracteristico de la
apoptosis, mientras que la tincion con Pl indica células muertas con membranas comprometidas.

Las células se trataron con compuestos en 1% de DMSO o con un 1% de DMSO (control) durante 24-26 horas a
37°C. Las células se tripsinizaron brevemente en condiciones controladas y se tifieron con un kit de reactivo de
anexina V/PI siguiendo la metodologia proporcionada por el proveedor (por ejemplo, Southern Biotech; Birmingham,
Alabama). En la figura 3 se presentan resultados ejemplificativos.

Ejemplo 11

Cribado in vitro usando un ensayo de viabilidad celular para compuestos antagonistas de Trp-p8 basado en la
proteccion de células que expresan Trp-p8 de compuestos agonistas téxicos

Este ejemplo describe un sistema de ensayo para identificar y caracterizar compuestos antagonistas de Trp-p8
candidatos.

Los antagonistas de Trp-p8 se identificaron utilizando un ensayo de viabilidad celular con células CHO/Trp-p8 a 37°C
(véase el Ejemplo 8), con la siguiente modificacion. En el contexto de la presente invencion, los compuestos que
protegen a las células CHO/Trp-p8 del efecto téxico de un agonista de control, manteniendo de ese modo la
viabilidad de la célula CHO/Trp-p8 expuesta a un agonista de Trp-p8, se definen como antagonistas. Como un
cribado primario para antagonistas, las células CHO/Trp-p8 se expusieron a 10 uM de compuestos de ensayo en 1%
de dimetilsulfoxido (DMSO) o 1% de DMSO mas una concentracion toxica de un agonista de control. La viabilidad
relativa a 10 yuM, determinada como se describe en el Ejemplo 8, fue una medida del potencial del compuesto como
un antagonista de Trp-p8 - cuanta mayor es la viabilidad, mas potente es el antagonista. En la figura 4 se presentan
los resultados ejemplificativos.

Ejemplo 12

Cribado in vitro usando un ensayo de flujo de calcio para compuestos antagonistas de Trp-p8 basado en sus
capacidades para suprimir el influjo de calcio inducido por agonistas de Trp-p8 en células CHO/Trp-p8

Este ejemplo describe un sistema de ensayo in vitro utilizado para cribar y caracterizar adicionalmente antagonistas
de Trp-p8 candidatos.

Los antagonistas de Trp-p8 también se cribaron y caracterizaron usando un ensayo de flujo de calcio a 37°C como
se describe en el Ejemplo 9, con las siguientes dos distinciones: (1) el compuesto se premezclé con el agonista de
control o s6lo se afiade el agonista de control a las células, y la supresién de la respuesta al agonista es una medida
de la potencia del compuesto como antagonista, y (2) el compuesto, a diferentes concentraciones, se afiadio a las
células, seguido de la adicion del agonista de control tras 2-3 minutos, y la supresion de respuesta inducida por el
agonista fue una medida de la potencia del compuesto como un antagonista. En la figura 5 se presentan unos
resultados ejemplificativos.

Ejemplo 13

Un sistema de modelo animal para ensayar la eficacia in vivo de agonistas y antagonistas de Trp-p8 candidatos para
el tratamiento de cancer

Este ejemplo proporciona un sistema de modelo animal adecuado para determinar la eficacia in vivo de moduladores
de Trp-p8 candidatos - incluyendo tanto agonistas como antagonistas.

Para establecer modelos de tumores en ratones, se usaron xenoinjertos de cancer de prostata humano que
expresan Trp-p8 (LuCaP, del laboratorio del Dr. Robert Vessella en la University of Washington - segin se evalla
mediante hibridacion in situ, reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa, e inmunohistoquimica usando un
anticuerpo policlonal de conejo especifico para la proteina, T-904), asi como estirpes celulares manipuladas para
expresar Trp-p8, incluyendo estirpes celulares CHO (ovario de hamster chino) y EL-4 (timoma de ratén). La
expresion de Trp-p8 en los transfectantes se confirmé mediante transferencias western e inmunofluorescencia
usando un anticuerpo especifico de Trp-p8 (GS 2.20) asi como mediante la respuesta a agonistas conocidos en un
ensayo funcional de influjo de calcio. Ademas, las estirpes celulares transfectadas fueron susceptibles a la
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destruccién por agonistas de Trp-p8, como resulta evidente a partir de los ensayos de viabilidad de ATP y de
apoptosis (como se describen en la presente memoria en los ejemplos 8 y 10).

Un modelo de tumor en ratones se estableci6 inyectando subcutdneamente células CHO/Trp-p8 en ratones SCID.
La expresion de Trp-p8 en tumores cortados de estos ratones se confirmé mediante RT-PCR, inmunohistoquimica y
analisis de transferencia western. Otro desarrollo del modelo de tumores se lleva a cabo usando los xenoinjertos de
cancer de prostata humano descritos anteriormente en ratones atimicos o ratones SCID y usando un transfectante
de EL4/Trp-p8 en ratones normales. Los xenoinjertos de préstata procedentes de otras fuentes y de otras estirpes
celulares que se pueden manipular para expresar Trp-p8 son también candidatos potenciales para construir mas
sistemas de modelos.

Basandose en resultados de evaluaciones in vitro e in vivo, se escogera un conjunto de agonistas de Trp-p8 para
determinar la eficacia en ratones. Las evaluaciones in vitro incluirian la potencia en el ensayo de exterminio celular,
solubilidad acuosa, estudio de unién plasmatica y estabilidad metabdlica (el potencial de un compuesto para ser
metabolizado por el higado, segun se determina usando hepatocitos y/o microsomas de ratén). Las evaluaciones in
vivo incluirian estudios farmacocinéticos y de toxicidad. Los compuestos seleccionados se administraran a ratones
con tumores que expresan Trp-p8 mediante diferentes vias [oral, intravenosa, intraperitoneal, subcutanea,
intramuscular]. La reduccién tumoral y la supervivencia de estos ratones se evaluaran a diferentes dosis de estos
compuestos. El compuesto mas eficaz a la hora de luchar contra el tumor se seleccionard para investigaciones
posteriores.

Ejemplo 14

Caracterizacion experimental de varios compuestos ejemplificativos

Este ejemplo describe la caracterizacion experimental y los resultados de varios moduladores ejemplificativos de
Trp-p8 de pequefias moléculas, denominados compuesto |, Il, 1l y IV (compuesto comparativo). En la Tabla 2 se

resumen sus férmulas quimicas y pesos moleculares.

Tabla 2

Foérmulas quimicas y pesos moleculares
Compuesto | 1] [ Iv*

Foérmula quimica C21H31N303 C20H29N302 C22H32N40 C21H3aN202

Peso molecular 373 343 368 346

* compuesto comparativo

Actividad in vitro

Como se resume en la Tabla 3, los compuestos demostraron un grado elevado de potencia y especificidad para
exterminar células que expresan Trp-p8. Tipicamente, se necesitaron concentraciones mayores de >1000x del
compuesto para exterminar células que carecen de Trp-p8, en comparacion con células que expresan Trp-p8. Los
Compuestos I, lll, y IV (compuesto comparativo) mostraron actividad similar en este ensayo, mientras que el
Compuesto | fue aproximadamente 3 veces mas potente.

Tabla 3

Resultados del ensayo de viabilidad de ATP para varios compuestos preferidos

Compuesto | Il m 1V*
CHO/Trp-p8 ECso (MM) 0,003 0,01 0,01 0,01
CHO Progenitora ECso (mM) >10 >10 >10 >10

* compuesto comparativo

Actividad in vivo

Como se ilustra en las figuras 9A y 9B, los Compuestos |, Il y Il produjeron exposicion prolongada después de una
Unica administracion oral en ambos roedores (figura 9A) y perros Beagle (figura 9B). Comparadas con los ratones,
las ratas necesitaron aproximadamente el doble de la dosis oral (basado en el peso corporal) para lograr una
exposicion comparable, y los perros necesitaron menos de un tercio. Consistente con los niveles plasmaticos
sostenidos (t 1/2 0O 9 h), una Unica dosis oral produce una respuesta duradera prolongada en el modelo de
xenoinjerto de CHO/Trp-p8.
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Como se ilustra en las figuras 10A y 10B, la dosificacion oral de estos compuestos produjo respuestas duraderas en
el modelo de xenoinjerto de CHO/Trp-p8. La inhibicion sustancial del crecimiento tumoral se observé tras una Unica
dosis tan baja como 10 mg/kg, y no hubo toxicidad significativa a 100 mg/kg; una ventana terapéutica de > 10x.

Como se ilustra en la figura 7, los compuestos generaron una exposicion sustancialmente mas breve via una Unica
inyeccion intraperitoneal en comparacion con la administracién oral. Como se ilustra en las figuras 8A y 8B, la
inyeccion intraperitoneal de estos compuestos en ratones da como resultado respuestas mas breves en el modelo
de xenoinjerto de CHO/Trp-p8, y parece ser menos duradera tras el cese de la dosificacion IP.

Para demostrar que la eficacia estd mediada por Trp-p8, la figura 11 ilustra la evaluacion del Compuesto | en el
modelo de CHO(Trp-p8-) emparejado. Consistente con el mecanismo de accion propuesto, el Compuesto | no
mostré eficacia significativa a 100 mg/kg en este modelo, una dosis 10 veces mayor que una dosis eficaz en el
modelo de CHO/Trp-p8 anéalogo.

Como se ilustra en la figura 12, el modelo de LuCaP parecié responder comparable o cuestionablemente mejor que
el modelo de CHO/Trp-p8. CHO/Trp-p8 es un tumor que crece rapidamente; el tratamiento con el Compuesto |
atenué el crecimiento, pero no provocé regresion. Por el contrario, LuCaP es un tumor que crece mas lentamente; el
tratamiento provoco una regresion estadisticamente significativa, asi como inhibicidon del crecimiento. En este caso,
el modelo de xenoinjerto de LUCAP mostré niveles de Trp-p8 comparables al modelo de CHO/Trp-p8, segln se mide
mediante inmunohistoquimica de tejidos tumorales cortados de los ratones.

La dosis mas elevada administrada oralmente a ratones, 100 mg/kg, no dio como resultado toxicidad significativa
para ninguno de los compuestos. Puesto que una Unica dosis oral de 10 mg/kg de Compuesto | produjo eficacia
significativa en el modelo de xenoinjerto de CHO/Trp-p8, se puede lograr una ventana terapéutica de > 10 con los
compuestos de la invencion. Esto se ha expandido mediante experimentos toxicolégicos en ratas, en los que los
compuestos se pudieron administrar a mayores niveles de dosis. En estudios de toxicologia realizados en ratas, las
dosis orales de 250 mg/kg no indujeron efectos téxicos observables. Las dosis de 500 mg/kg y 1000 mg/kg dieron
como resultado una toxicidad leve a moderada, pero no se alcanz6 la MTD. Estos datos, que representan las
ventanas terapéuticas minimas logrables con los compuestos de la invencién, se resumen en la Tabla 4.

Tabla 4
Dosis oral de rata  |Grado de toxicidad observado| Dosis oral comparable de |Mdltiple de la dosis oral eficaz
(mg/kg) ratén (mg/kg) mas baja en ratones
250 Ninguno 125 12,5
500 Leve 250 25
1000 Moderado 500 50
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto de formula I-E:

B'—-‘f'c\
/ /D H\
"
y; Ra

A
N\( R
fo) Q

en la que A, B, C, y D se seleccionan independientemente de entre CR1 y N; en la que al menos uno de A, B, C,

y D es CRy; en la que R; se selecciona de entre H, alquilo, heteroalquilo, arilo, arilalquilo, halégeno; y en la que,

cuando dos adyacentes de A, B, C, y D son CR3, los dos R; se pueden combinar para formar un Gnico grupo

arilo, cicloalquilo o heterocicloalquilo;

R2 se selecciona de entre alquilo, heteroalquilo y arilalquilo;

R3 se selecciona de entre H, alquilo, heteroalquilo, y arilalquilo; y

Rz y Rs, junto con el grupo nitrégeno, forman una amina alifatica.
2. Compuesto segun la reivindicacién 1, en el que R; es —OR', —SR", -S(O)R", -S(0);R", -C(O)NR'R", CFs,
haldgeno, o metoxi, en el que R', R", R", y R" se seleccionan independientemente de entre metilo, hidroximetilo,
etilo, hidroxietilo, propilo, hidroxipropilo, butilo, hidroxibutilo, acetonitrilo, fenilo, fenilmetoxi, feniletoxi, fenilpropoxi,
fenilbutoxi, y bencilo, en el que R’ y R" se seleccionan independientemente de entre H, metilo, hidroximetilo, etilo,
hidroxietilo, propilo, hidroxipropilo, butilo, hidroxibutilo, dietilaminoetilo, fenilo, piridinilo, metoxietilo, hidroxietoxietilo,
bencilo, metilfenilo, feniletilo, hidroxihidroximetilfeniletilo, carbamoilmetilo, e hidroximetilhidroxietilo, o R’ y R" forman

juntos morfolina, piperazina, éster etilico de piperazina.

3. Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que dicho compuesto es 3-(2-aminoetil)-1-(2-isopropil-5-metil-
ciclohexano-carbonil)-5-metoxi-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona.

4. Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R; es H.
5. Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R; es metoxi.

6. Compuesto segln la reivindicacion 1, en el que R es seleccionado de entre metileno, etileno, propileno, o
butileno.

7. Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que Rz es H.

8. Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que el resto:
_=C
B=—" \

AN

se selecciona de entre el grupo que consiste en 3-(2-amino-etil)-5-metoxi-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona, 3-(2-
amino-etil)-5-(3-hidroxi-propoxi)-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona, 3-(2-amino-etil)-5-etoxi-1,3-dihidro-
benzoimidazol-2-ona, 3-(2-amino-etil)-5-metanosulfonil-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona, 3-(2-amino-etil)-5-(2-
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hidroxi-etoxi)-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona, amida del acido  3-(2-amino-etil)-2-ox0-2,3-dihidro-1H-
benzoimidazol-5-carboxilico, 3-(2-amino-etil)-5-metilsulfanil-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona, 3-(2-amino-etil)-5-
metanosulfinil-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona, (2-dietilamino-etil)-amida del acido 3-(2-amino-etil)-2-oxo-2,3-
dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico, 3-(2-amino-propil)-2,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona, [3-(2-amino-etil)-2-
oxo-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-iloxi]-acetonitrilo, etilamida del acido 3-(2-amino-etil)-2-oxo0-2,3-dihidro-1H-
benzoimidazol-5-carboxilico, piridin-3-ilamida del acido 3-(2-amino-etil)-2-oxo0-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-
carboxilico, (2-metoxi-etil)-amida del acido 3-(2-amino-etil)-2-oxo0-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico, 1-
(2-amino-etil)-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona, 1-(2-amino-etil)-1,3-dihidro-nafto[2,3-d]imidazol-2-ona, (2-hidroxi-
etil)-amida del &cido 3-(2-amino-etil)-2-ox0-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico, 3-(2-amino-etil)-5-
propoxi-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona, 3-(2-amino-etil)-1,3-dihidro-imidazo[4,5-c]piridin-2-ona, (2-dietilamino-
etil)-amida del acido 3-(2-amino-etil)-2-oxo-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-4-carboxilico, piridin-4-ilamida del acido
3-(2-amino-etil)-2-oxo-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico, 3-(2-amino-etil)-1,3-dihidro-imidazo[4,5-
b]piridin-2-ona, 1-(3-amino-propil)-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona, fenilamida del acido 3-(2-amino-etil)-2-oxo-
2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico, [2-(2-hidroxi-etoxi)-etil]-amida del acido 3-(2-amino-etil)-2-oxo-2,3-
dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico, 1-(2-amino-etil)-5-trifluorometil-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona, 1-(2-
amino-etil)-1,3-dihidro-imidazo[4,5-c]piridin-2-ona, bencilamida del acido 3-(2-amino-etil)-2-oxo-2,3-dihidro-1H-
benzoimidazol-5-carboxilico, 3-(2-amino-etil)-5-(morfolin-4-carbonil)-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona, 3-(2-amino-
etil)-5-(2-oxo-2-fenil-etoxi)-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona, 3-(2-metilamino-etil)-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-
ona, 3-(2-amino-etil)-5-butoxi-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona, metil-fenil-amida del acido 3-(2-amino-etil)-2-oxo-
2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-carboxilico, éster etilico del &acido 4-[3-(2-amino-etil)-2-ox0-2,3-dihidro-1H-
benzoimidazol-5-carbonil]-piperazin-1-carboxilico, dietilamida del acido 3-(2-amino-etil)-2-oxo0-2,3-dihidro-1H-
benzoimidazol-5-carboxilico, fenetil-amida del acido 3-(2-amino-etil)-2-ox0-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-5-
carboxilico,  (2-hidroxi-1-hidroximetil-2-fenil-etil)-amida  del  &cido  3-(2-amino-etil)-2-ox0-2,3-dihidro-1H-
benzoimidazol-5-carboxilico, carbamoilmetil-amida del acido 3-(2-amino-etil)-2-oxo-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-
5-carboxilico, (2-hidroxi-1-hidroximetil-etil)-amida del acido 3-(2-amino-etil)-2-ox0-2,3-dihidro-1H-benzoimidazol-
5-carboxilico, N-{2-[2-ox0-2,3-dihidro-benzoimidazol-1-il]-etil}-guanidina, 3-(2-aminoetil)-5-benciloxi-1,3-dihidro-
benzoimidazol-2-ona, y 1-(4-amino-butil)-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona.

9. Compuesto segln la reivindicacién 1, en el que dicho compuesto es la 1-(2-aminoetil)-3-(2-isopropil-5-metil-
ciclohexanocarbonil)-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona.

10. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en forma aislada y purificada.

11. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
para su utilizacién para disminuir la viabilidad celular y/o inhibir el crecimiento celular, inducir apoptosis y/o necrosis
en una célula que expresa Trp-p8, modular la funcién del receptor de Trp-p8, o el diagndstico o terapia médicos.

12. Compuesto para su utilizaciéon segun la reivindicaciéon 11, en el que la terapia médica se selecciona de entre el
grupo que consiste en tratar una enfermedad o afeccién en un mamifero en la que esta indicado un receptor de Trp-
p8 y se desea la modulacion de la funcion del receptor, tratar una enfermedad asociada con la expresién de Trp-p8,
y tratar cancer.

13. Compuesto para su utilizaciéon segun la reivindicacion 12, en el que dicho mamifero es un ser humano.

14. Compuesto para su utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, en el que la terapia médica es
tratar el cancer.

15. Compuesto para su utilizacién segun la reivindicacién 14, en el que el cancer es cancer de préstata, pulmon,
mama y colon.

16. Composicion farmacéutica que comprende un compuesto segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, o sus
combinaciones, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

17. Composicién farmacéutica segun la reivindicacion 16, que comprende ademdas un vehiculo o agente
farmacéuticamente aceptable.

18. Procedimiento para identificar un agonista de Trp-p8, comprendiendo dicho procedimiento la etapa de poner en
contacto una célula que expresa Trp-p8 y una célula que no expresa Trp-p8 con un compuesto seguin cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 10 in vitro durante un tiempo y en una cantidad suficiente para disminuir la viabilidad de
dicha célula que expresa Trp-p8 pero no de dicha célula que no expresa Trp-p8.
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Figura 1A
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Figura 1B
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Figura 2A
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Figura 2B
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Figura 2C
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6A
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Figura 6B
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Figura 7
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Figura 8A
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Figura 8B
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Figura 9A
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Figura 9B
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Figura 10A
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Figura 10B
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Figura 11
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Figura 12
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