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DESCRIPCION
Derivados de etoxi-difeniletano, procesos de preparacion y usos del mismo
Campos técnicos:

La invencién se refiere al campo de la sintesis de farmacos, concretamente a la sintesis de un farmaco contra el cancer
derivado del difeniletano.

Antecedentes:

Un nuevo factor de despolimerizacion de la tubulina descubierto recientemente puede causar oclusién vascular a una
dosis inferior a la DMT (Expert Opin Investig Drugs 2004 Sep; 13(9) 1171-82). En 2005, Loin Vincent et al. descubrieron
un nuevo factor de despolimerizacion de la tubulina con atributos similares que pueden, como agentes diana vasculares
(VTA, por sus siglas en inglés), dafiar la estructura de la tubulina, y los datos documentales demuestran que los agentes
diana vasculares pueden inducir de forma selectiva el deterioro de los vasos tumorales, parcialmente a través de las vias
de la sefial de VE-cadherina. Este factor de despolimerizacion de la tubulina causa dafios selectivos a los vasos
tumorales y previene la angiogénesis del tumor, sin afectar al sistema vascular normal. Por otra parte, puede inhibir la
agregacion de tubulina, causar de forma selectiva la disfuncién de los vasos tumorales y dafios estructurales en los
mismos, asi como inducir la apoptosis de las células endoteliales vasculares, a fin de desempefiar la funcién de destruir
células tumorales o inhibir la metastasis del tumor, en caso de que las células tumorales estén libres del aporte de
nutricion y oxigeno.

En 2005, Gillian M. Tozer et al. publicaron en la prestigiosa revista Nature Rev Cancer que estos compuestos influyen no
solamente en la proliferacion de las células endoteliales vasculares, sino también en la migracién de las células
endoteliales para modificar también rapidamente la morfologia de las células endoteliales vasculares, provocar la
apoptosis de las células endoteliales y romper la conexion de las células endoteliales vasculares, provocando asi
rapidamente la disfuncién y el dafo estructural de los vasos tumorales. Dado que por lo general todos los vasos
normales estan soportados por células de musculo liso, los compuestos que solamente actian sobre los vasos que no
cuentan con el soporte de células de musculo liso no influyen sobre los vasos soportados por musculo liso, a fin de
provocar rapida y selectivamente la disfuncién de los vasos tumorales y dafios musculares en los mismos, para actuar
también selectivamente sobre las células tumorales y reducir en gran medida la toxicidad sobre las células normales
(Natural Rev Cancer, junio de 2005, 5 (6) 423-35, J. Clin Invest, 1 de noviembre, 2005; 115 (11) 2992-3006). Estos se
consideran uno de los farmacos antitumorales mas prometedores en la actualidad.

Actualmente, entre todas las investigaciones que se estan realizando en el territorio nacional y en el extranjero sobre
estos farmacos, solamente los compuestos de difeniletiieno de combretastatina A-4 se encuentran en investigacion
clinica. La patente de la invencion titulada "Etoxicombretastatina y preparacion y usos de su profarmaco" (Publicacion
internacional n® W02008/031333A1) divulga que el grupo alcoxi de la posicion 4' del anillo aromatico B del difeniletileno
de la combretastatina A-4 es un sitio de accion activa. El metilo original de la posicién 4' del anillo aromatico B del
difeniletileno es modificado por etilo que puede formar una diana activa con hidroxi, amino y otros grupos en la posicion
3', por lo que se puede intensificar la actividad seleccionada del mismo para los vasos tumorales. Sin embargo, debido a
una conexién de doble enlace, las unidades de la familia en la configuracion cis de la combretastatina causan el dafio
mas efectivo en los vasos tumorales, mientras que los compuestos de la familia en la configuracion trans no tienen
ningun efecto inhibidor sobre los tumores. La reaccién de isomerizacion cis-trans existe y la configuraciéon trans no
provoca ningun efecto del farmaco, sino determinados efectos secundarios y toxicos, por lo que los requisitos de las
tecnologias de separacién y purificacion son exigentes, se requiere una cromatografia en columna, el consumo de
materias primas es elevado, el coste tecnoldgico considerable, su rendimiento escaso y, al mismo tiempo, los
compuestos de difeniletileno se transforman a la configuracion trans con iluminacion ultravioleta, por lo que deben ser
almacenados alejados de la luz solar y a bajas temperaturas, lo que dificulta enormemente el almacenamiento y la
aplicacion real de los compuestos de difeniletileno.

La patente (Cushman, Mark et al. Synthesis and evaluation of analogs of (Z)-1-(4-methoxyphenyl)-2-(3,4,5-
trimethoxyphenyl)ethane as potential cytotoxic andantimitotic agents, Journal of Medicinal Chemistry, 1992, Vol.35, N°
12, 2293-306) divulga un compuesto, es decir (Z)-1-(3, 4, 5-trimetoxi)fenil-2-(4'-etoxi) feniletileno. Sin embargo, la diana
activa sinérgica no se puede formar, dado que los grupos sustituidos como -OH, -NH2 no estan presentes en la posicion
3' y el efecto del farmaco contra el cancer se reduce gradualmente de 4'-metoxi, etoxi, propoxi en la posicién 4'; y la
Patente estadounidense US6054598 divulga un método sintético para cambiar 2-metoxiestradiol por 2-etoxiestradiol. El
2-etoxiestradiol incluye una actividad anticancerigena in vitro 1000 veces mas potente que el 2-metoxiestradiol y los
investigadores han averiguado que los derivados de etoxidifeniletano, 4'-etoxy y 3'-hidroxi, amino tienen el mismo efecto
sinérgico y pueden obviamente intensificar el efecto anticancerigeno, aunque este efecto anticancerigeno de los mismos
se ve notablemente reducido tras la modificaciéon en la posicion 4' por propoxi.

EP2065358A1 divulga la preparacion y el uso de etoxi combrestatinas y sus profarmacos.
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US5430062A divulga los derivados de estilbeno como agentes anticancerigenos.
CN101139358A divulga etoxi combrestatinas y la preparacion y usos de su profarmaco.

Contenido de la invencién

De acuerdo con la presente invencion, se proporciona un derivado de etoxi-difeniletano, que se caracteriza porque su
estructura se muestra como la férmula (1):

H; H;

esRaty

H;CO OCH; OCH,CH3
donde R es hidroxi, amino, fosfato, sulfato, fosfato de colina o una cadena lateral de los aminoacidos y sales de amonio
solubles en agua de los mismos.

Preferiblemente, donde R es hidroxi, amino, sal de fosfato de disodio, sal de fosfato de amonio, sal de sulfato, sal interna
de fosfato de colina, una cadena lateral natural de aminoacidos y sal de amonio soluble en agua de los mismos, o -NH
(COCHR' NH) m-H (donde R', es hidrégeno, fenilo, y m representa un ndmero entero entre 1 y 3) y sal de amonio
soluble en agua de los mismos.

Mas preferiblemente, donde R es -OH, -NH>, -OPO2Naz, -NHCOCH;NH; 0 -NHCOCHNH>CH,OH.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un método para preparar un compuesto de la
férmula (1), donde el método comprende los pasos siguientes:

(1) Bajo catalisis por transferencia de fase, 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido (II) se somete a etoxilacion con bromometilo
para formar 4-etoxi-3-metoxibenzaldehido (l1l);

CHO CHO

OCH,8 OCH,

OH OC,H;
I I

(2) se retira selectivamente el meta-metilo con difenilfosfuro de litio y se convierte en hidroxi, al objeto de obtener 4-etoxi-
3-hidroxibenzaldehido (IV);

CHO

OH
OC,Hs
v

(3) el 4-etoxi-3-hidroxibenzaldehido (IV) se prepara con cloruro de bencilo para obtener 4-etoxi-3-benciloxibenzaldehido
V)
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CHO
i “OCH;~ :

OC,Hs
v

(4) se somete una solucion de 3,4,5-trimethoxi trifenil bencilideno bromuro fosfonio bromuro tetrahidrofurano y 4-etoxi-3-
benciloxibenzaldehido a vinilacion mediante la adicidén de terc-butdxido de potasio, a fin de sintetizar 3,4,5-trimetoxi-3'-

benciloxi-4'-etoxidifeniletileno (VI);
H H
— OCH
HiCO— ~ | \ 2@

K

TR0 OC_H;s

OCH;
Vi

(5) el 3,4,5-trimetoxi-3'-benciloxi-4'-etoxidifeniletileno (V1) es hidrogenado bajo paladio-carbono para hidrogenar enlaces
olefinicos y se consigue una desbencilacion para obtener 3,4,5-trimetoxi-3'-hidroxi-4'-etoxidifeniletano (VIl) (en adelante
denominado con el cédigo: ECB1);

Ha H:
H;CO OH

H;CO OC;H;

OCH; vil

Preferiblemente, donde el 3, 4, 5-trimetoxi-3'-hidroxi-4'-etoxidifeniletano (V1) se somete a fosforilacion, esterificacion de
fosfato y sulfatacién para formar un derivado de etoxihidroxidifeniletano soluble en agua: sal de fosfato de disodio, sal de
sulfato, sal de fosfato de amonio o sal interna de fosfato de colina.

Mas preferiblemente, donde:

el 3, 4, 5-trimetoxi-3'-hidroxi-4'-etoxidifeniletano (VII) forma 3, 4, 5-trimetoxi-4'-etoxidifeniletano-3'-0-sal de fosfato de
disodio (VIII) (en adelante denominado por el codigo: ECB1P) bajo la accidon del agente de fosforilacion oxicloruro de
fésforo y 2mol/l de NaOH;

H; H;
Q00
HsCO O O OP(ONa),
H3CO OC,Hs
OCH; '

ylo

el 3,4,5-trimetoxi-3'-hidroxi-4'-etoxidifeniletano (VIl) se hace reaccionar con fosfato de dibencilo para formar fosfato de
bencilo, y se afiade metdxido de sodio/metanol absoluto bajo trimetilbromosilano (TMBS) para obtener 3,4,5-trimetoxi-4'-
etoxidifeniletano-3'-o0-sal de fosfato de disodio (en adelante denominado con el cédigo: ECB1P).

Ventajosamente, donde el método comprende también los pasos siguientes:
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(1) Bajo catalisis por transferencia de fase, se somete 4-hidroxi-3-nitrobenzaldehido (IX) a etoxilacion mediante
bromometilo para formar 4-etoxi-3-nitrobenzaldehido (X);

CHO CHO
C,HsBr
NO, PTC NO,
OH OC,Hs
IX X

(2) se somete trimetoxifenil bromuro trifenilfosfonio metiluro y el 4-etoxi-3-nitrobenzaldehido (X) a reaccion de Wittig para
generar 3,4,5-trimetoxi-3'-nitril-4'-etoxidifeniletileno (XI);

H H
e NO,

H;CO
H;CO OC2H;s
OCH;,
(3) el 3,4,5-trimetoxi-3'-nitril-4'-etoxydifeniletileno (XI) se somete a reduccion por hidrogenaciéon bajo el catalizador

paladio-carbono/borohidruro de sodio para reducir el nitrilo a amino y los enlaces olefinicos a enlaces simples de etano,
a fin de obtener 3,4,5-trimetoxi-3'-amino-4'-etoxidifeniletano (XII) (en adelante denominado por el cédigo: ECB1N).

Xl

Preferiblemente, donde el 3,4,5-trimetoxi-3'-amino-4'-etoxidifeniletano (XIl) y derivados de aminoacidos se someten a
reaccion para formar el derivado de la amida de aminoacidos de etoxiaminodifeniletano que tiene la cadena lateral del
aminodcido siguiente: cadena lateral del aminoacido natural, o -NH (COCHR' NH) m-H (donde R' es hidrégeno, fenilo y
m representa un numero entero entre 1y 3).

Mas preferiblemente, donde bajo catalisis de diciclohexilcarbo-diimida (DCC) y 1-hidroxibenzotrizol (HOBt) o
hexafluorofosfatobenzotrizol-1-il-oxo-tri(dimetilamino)fosfor(agente BOP), el 3,4,5-trimetoxi-3'-amino-4'-etoxidifeniletano
(XIl) se hace reaccionar con el derivado del aminoacido de N-a-9-fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc AA), el amino de la
posicion 3' se convierte en amida del aminoacido-Fmoc, Fmoc se retira para generar los derivados de la amida del
aminoacido de etoxidifeniletano, que respectivamente son 3.4,5-trimetoxi-3'-glicilamino-4'-etoxidifeniletano (XIII) (en
adelante denominado por el cddigo: ECB1GN) y 3,4,5-trimetoxi-3'-serilamino-4'-etoxidifeniletano (XIV) (en adelante
denominado por el cédigo: ECB1SN).
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H2 Hz 0 ’ H2 Hz
H u H
H3CO N—CCH,NH, HsCO NHCCHCH;OH
NH,
HsCO OCaHs H3CO OC;H;
OCH; OCHs
Xl X\v

Ventajosamente, donde los derivados de los aminoacidos se disuelven en metanol, etanol o isopropanol, y se afiade la
cantidad equivalente de acido hidroclérico, acido sulfurico o acido fosférico, asi como éter de petréleo o n-hexano, para
diluir los derivados a fin de formar sal de amonio soluble en agua.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, el compuesto de la férmula (1) esta formulado en una preparacion
farmacéutica, donde la preparaciéon farmacéutica se puede seleccionar del grupo compuesto por las formas siguientes:
polvo liofilizado, polvo, inyeccion, liposoma, emulsién, microcapsula, suspensidon o solucién, adecuados para la
administracion en forma de inyeccién intravenosa, granulo, tableta, capsula o jarabe adecuado para la administracion
oral o supositorio.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, el compuesto de la formula (l) esta disefiado para su uso como
medicamento.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, el compuesto de la formula (i) esta disefiado para su utilizacion
en el tratamiento de: cancer de pulmén, cancer de pulmén no microcitico, cancer de higado, cancer de pancreas, cancer
de estdmago, cancer de huesos, cancer de es6fago, cancer de mama, cancer de prostata, cancer de testiculos, cancer
colorrectal, cancer de ovario, cancer de vejiga, cancer cervical, melanoma, carcinoma de células escamosas, carcinoma
de células basales, adenocarcinoma, carcinoma de glandulas sudoriparas, carcinoma de glandulas sebaceas, carcinoma
papilar, adenocarcinoma papilar, carcinoma adenoide quistico, cistocarcinoma, cancer de médula, carcinoma bronquial,
carcinoma de células éseas, carcinoma epitelial, cancer de conductos biliares, coriocarcinoma, embriocarcinoma,
espermatocitoma, adenomiosarcoma embrionario, espongiocitoma, astrocitoma, meduloblastoma, craneofaringioma,
ependimocitoma, pinealoma, hemocitoblastoma, neuroma de cuerdas vocales, meningioma, neuroblastoma,
neuroblastoma optico, retinoblastoma, neurofibroma, fibrosarcoma, fibroblastoma, fibroma, fibroadenoma, fibrocondroma,
fibrocistoma, fibromixoma, fibroosteoma, fibromixosarcoma, fibropapiloma, mixosarcoma, mixocistoma, mixocondroma,
mixocondrosarcoma, mixocondrofibrosarcoma, mixadenoma, mixoblastoma, liposarcoma, lipoma, lipoadenoma,
lipoblastoma, lipocondroma, lipofibroma, lipoangioma, mixolioma, condrosarcoma, condroma, condromioma,
notocordoma, corioadenoma, corionepitelioma, epitelioma corionico, osteosarcoma, osteoblastoma, osteocondrofibroma,
osteocondrosarcoma, osteocondroma, osteocistoma, osteodentinoma, fibroosteoma, fibrosarcoma de huesos,
angiosarcoma, hemangioma, angiolipoma, angiocondroma, angioblastoma, angioqueratoma, angioglioma,
hemangiosarcoma, angiofiboroma, angiomioma, angiolipoma, hematolinfagioma, angiolipoleiomioma, angiomiolipoma,
angiomioneuroma, angiomixoma, angiorreticuloendotelioma, linfangiosarcoma, linfogranuloma, linfagioma, linfadenoma,
linfomixoma, linfosarcoma, linfangiofibroma, linfocitoma, linfoepitelioma, linfoblastoma, endotelioma, endoblastoma,
sinovioma, sinoviosarcoma, mesolepidoma, mesocitoma, tumor de Ewing, leiomioma, leiomiosarcoma, leiomioblastoma,
leiomiofibroma, rabdomioma, rabdomiosarcoma, rabdomiomixoma, leucemia linfoblastica aguda, leucemia mielocitica
aguda, eritrocitosis y citosis cronica, linfoma, mieloma multiple, artritis reumatica, retinopatia diabética, retinopatia de la
prematuridad, obstruccién de las venas de la retina, psoriasis, rosacea, sarcoma de Kaposi, queratitis de reaccion
especifica, queratoconjuntivitis epidémica, glaucoma neovascular, Ulcera bacteriana, ulcera micética, infeccion por
herpesvirus simple, infeccion por herpesvirus zoster, infeccién por protozoos, infeccién por micobacterias, poliartritis
sarcoide, esclerotitis, rubeosis, sindrome de artritis con sintomas de sequedad de boca y ojos, lupus eritematoso
sistémico, sindrome de inmunodeficiencia adquirida y/o sifilis.

El efecto del farmaco, la evaluacion de la seguridad y los controles positivos del compuesto de la formula (l) son los
siguientes:

(2)-3, 4, 5-trimetoxi-3'-hidroxi-4'-metoxidifeniletileno XV (en adelante denominado por el cédigo: CA4);

(2)-3, 4, 5-trimetoxi-4'-metoxidifeniletileno-3'-0-sal de fosfato de disodio XVI (en adelante denominado por el cédigo:
CA4P);
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H H H H
|
— _ (o)
1 © @
R Eamar
_.___.H3_C.O-_.,__ - O_GH3T 771'__06}"3" S "H:s,(: ‘O'"V*""—*Q..GH"'-——"M“__ .QeHs,.._m_.“._,_. T
Xxv XvI

(2)-3, 4, 5-trimetoxi-3'-amino-4’'metoxidifeniletileno XVII (en adelante denominado por el cédigo: CA4N);

H;
s
OCH;

3,4, 5-trimetoxi-3'-hidroxi-4'-metoxidifeniletano XVIII (en adelante denominado por el codigo: CB1)

OCH3 XVIiI

5 3,4 5-trimetoxi-4'-metoxidifeniletano3'-0-sal de fosfato de disodio XIV (en adelante denominado por el cédigo: CB1P);

H2 Hj H, Hz
000
H,CO Q Q OP(ONa), H3CO O O NH;
H3CO OCH; OCH, H3CO OCH3 OCHj3
XIvV _ XX

3,4, 5-trimetoxi-3'-amino-4'-metoxidifeniletano XX (en adelante denominado por el c6digo:CB1N)

3, 4, 5-trimetoxi-3'-glicilamino-4'-etoxidifeniletano XXl (en adelante denominado por el codigo: CB1GN)

H H
(5 Oyo
OCH3 OC,Hs
OCH3 xx XXH

10 (2)-3,4, 5-trimetoxi-3'-hidroxi-4'-etoxidifeniletileno XXII (en adelante denominado por el cédigo: ECA4);

(2)-3, 4, 5-trimetoxi-4'-etoxidifeniletileno-3'-0-sal de fosfato de disodio XXIll (en adelante denominado por el cédigo:
ECA4P);
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(2)-3, 4, 5-trimetoxi-3'-amino-4'-etoxidifeniletilieno XXIV (en adelante denominado por el cédigo: ECA4N);

(2)-3,4, 5-trimetoxi-3'-glicilamino-4'-etoxidifeniletano XXV (en adelante denominado por el codigo: ECA4GN)

H H
— o)
H I
H;CO Q Q N—CCH,NH;
H;CO OCH; OC,H;
XXV

El efecto del farmaco y los resultados de la evaluacion de la seguridad del compuesto de la formula (I) son los siguientes:

(1) el resultado de la evaluacion de la actividad antitumoral para células tumorales cultivadas in vitro demuestra que,
en comparacion, los compuestos con etoxidifeniletano en la posicion 4' ECB1 y ECB1N, asi como los compuestos de
control positivo con etoxidifeniletileno en la posicion 4' ECA4 y ECA4N presentan actividades antitumorales obvias y
basicamente equivalentes para multiples células tumorales cultivadas in vitro, cuyas actividades antitumorales son
notablemente mas potentes que las de los compuestos de control positivo con el grupo metoxi en la posicion 4' CA4,
CB1 y CB1N (entre 10 y 200 mas potentes), y que para el cancer colorrectal HT-29, ECB1N es aproximadamente 200
veces mas potente que el control positivo con el grupo metoxi en la posicion 4' CB1 y ECB1 es unas 100 veces mas
potente que el control positivo CB1.

(2) el crecimiento de tumores sélidos depende del sistema vascular, una parte de las células endoteliales vasculares del
tumor sujetas a una rapida proliferacion dependen mas de los microtubulos para mantener una estructura intacta, debido
a la carencia de estructuras con los miofilamentos intactos, la rapida proliferacién de células endoteliales de la vena
umbilical humana (HUVEC) depende mas del microtubulo para mantener la estructura intacta, por lo que el microtubulo
se utiliza habitualmente como modelo in vitro para las células endoteliales vasculares de tumor y las células endoteliales
de la vena umbilical humana (HUVEC) se utilizan como objetos de accién, a fin de evaluar las propiedades antitumorales
sobre los vasos de los derivados de etoxidifeniletano. El derivado de etixodifenil etano ECB1N con el IC5¢ de 6,8x10°
4pmol/L y el derivado de etoxidifeniletano ECB1 con el ICsy de 7 5X10™ pmol/L tienen un efecto inhibidor de la
proliferacion para las células endoteliales de la vena umbilical humana, por lo que se muestra un inhibidor de la
agregacion de la tubulina, que es obviamente mas potente que los compuestos de control positivo con metoxi en la
posicion 4' CA4, CB1 y CB1N (con el ICsq entre 4,8 x 10° y 77X 10'3), lo que indica que el derivado de etoxidifeniletano
es un potencial farmaco diana vascular tumoral bastante potente.

(3) el resultado del experimento de la tasa de inhibicion tumoral de los fArmacos testados por inyeccion intravenosa in
vivo para tumor trasplantado de sarcoma S180 en ratones demuestra que, de acuerdo con la propuesta de
administracion, todos los compuestos testados pueden obviamente inhibir el crecimiento del tumor trasplantado de
sarcoma S180 en ratones, y se puede observar que aproximadamente al octavo dia tras la administracion del farmaco,
por comparacion, los derivados con etoxidifeniletano en la posicion 4' ECB1P, ECB1GN hidrocloruro y ECB1SN
hidrocloruro, asi como los compuestos de control positivo con etoxidifeniletileno en la posicion 4' ECA4P y ECA4GN
hidrocloruro consiguen la tendencia de reducir el tumor en el grupo al que se le administré el farmaco, alcanzan una tasa
de inhibicién tumoral superior al 60% en el caso de la dosis de 50 mg/kg y tienen fundamentalmente unos efectos
terapéuticos equivalentes, que son obviamente superiores a los efectos terapéuticos (es decir, aproximadamente una
tasa de inhibicion tumoral del 40%) de los controles positivos de metoxi CB1GN hidrocloruro, CB1P y CA4P en el caso
de la dosis de 100 mg/kg.

(4) en el test de toxicidad aguda de una Unica administracion de inyeccion intraperitoneal a ratones, la administracion de
una inyeccion de alta dosis causa la muerte del ratén 40 minutos y una hora después, no se encuentra liquido residual
evidente tras la diseccién, lo que indica la rapida absorcion de los farmacos, y el resto de los ratones mueren
principalmente entre uno y dos dias después de la administracion, sin que se observe ninguna muerte de ratones a partir
del quinto dia. No se encuentra ninguna anomalia en el corazén, pulmodn, higado, bazo, rifidn ni otros 6rganos de los
ratones muertos durante la diseccion y los ratones supervivientes padecen diarrea no severa, lo que indica que los
farmacos testados provocan principalmente una respuesta toxica aguda sin una toxicidad retardada evidente. Por tanto,
el resultado del test demuestra que los compuestos de etoxidifeniletano ECB1P, ECB1GN hidrocloruro tienen una
toxicidad inferior que los compuestos de control positivo de etixodifeniletieno ECA4P y ECA4GN en el grupo de
administracion.

La investigacion de la invencion ha averiguado que los compuestos de etoxidifeniletano, es decir los compuestos de la
férmula (1), pueden formar una diana activa con hidroxi y amino en la posiciéon 3', modificando el metoxi original de la
posicion 4' del anillo aromatico B de difeniletano por etoxi, y pueden potenciar notablemente la actividad diana vascular
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tumoral de los mismos en comparacion con los compuestos de metoxidifeniletano con metoxi original en la posicién 4'
del anillo aromatico B e hidroxi y amino en la posicion 3'. El experimento demuestra que los compuestos con
etixodifeniletano en la posicion 4' ECB1 y ECB1N presentan una clara actividad antitumoral para multiples células
tumorales cultivadas in vitro y son notablemente mas potentes que los compuestos de control positivo con etoxi en la
posicion 4' CA4, CB1y CB1N (entre 10 y 200 veces), y que en el caso del cancer colorrectal HT-29, ECB1N es unas 200
veces mas potente que el control positivo CB1y ECB1 es unas 100 veces mas potente que el control positivo CB1.

Dos anillos de benceno estan conectados a través de enlaces simples, de forma que el compuesto tiene la estructura,
conformacion, fuerza de unidn y efecto inverso diferentes del compuesto de difeniletileno combretastatina A-4. Por otra
parte, no existe diferencia en la configuracion cis-trans, la estabilidad del farmaco se puede aumentar notablemente,
mientras que la toxicidad se puede reducir, la tecnologia de preparacion se puede simplificar, no es necesaria la
separacion por cromatografia en columna, el rendimiento tecnolégico se incrementa de forma notable, el consumo de
materias primas se reduce de forma considerable, el coste tecnoldgico de la sintesis de la unidad también disminuye de
forma extraordinaria, se mejora la estabilidad del farmaco, no es necesario el almacenamiento alejado de la luz, lo que
permite gran comodidad de almacenamiento y una aplicacion real, y se obtienen efectos inesperados.

Breve descripcion de las ilustraciones:
Figura 1: una via sintética del compuesto de hidroxietoxidifeniletano y su profarmaco soluble en agua.

Figura 2: una via sintética del compuesto de aminoetoxidifeniletano y el derivado de la amida de su aminoacido.

Descripcion detallada de las realizaciones:
Realizacion 1
Preparacién de 4-etoxi-3-metoxibenzaldehido:

se afiaden 76 gramos de 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido (0,5 mol) y 500 ml of isopropanol a un matraz de cuatro bocas
y se agita durante 20 minutos. Se utiliza un embudo de goteo a presion constante para afiadir lentamente 150 mililitros
de solucién acuosa de 6,5 gramos de éter 18-corona-6 y 133 gramos de hidroxido de sodio y se agita durante 30
minutos. El sistema de reaccion se calienta hasta 60°C y, a continuacién, se afiaden 85 gramos de brometilo y se deja
reaccionar entre 5 y 6 horas mientras se realiza el seguimiento por TLC. Una vez que concluye la reaccion, el sistema de
reaccion se enfria (hasta 15°C) y se le afiaden 500 ml de agua a la reaccion detenida. Se extrae el producto con éter (3 x
300 ml). La fase organica se lava con agua para que sea neutra, se seca el MgSQO4 anhidroso, el éter se destila
parcialmente y se afiade una gran cantidad de éter de petrdleo para precipitar el producto crudo. A continuacion, el
producto crudo se somete a recristalizacién con éter/éter de petrdleo para obtener 83 gramos de 4-etoxi-3-
metoxibenzaldehido y el rendimiento es del 92%.

Realizacion 2
Preparacién de 4-etoxi-3-hidroxibenzaldehido

Paso 1: bajo la proteccion de argén, se afiaden 54 gramos de 4-etoxi-3-metoxibenzaldehido (0,3 mol) a un matraz de
tres bocas y, a continuacion, se afiaden 130 gramos de glicol de etileno (2,1 mol) y 133 gramos de ortoformiato de dietilo
(0,9 mol) para el refllujo a unos 100°C y se afiade 1 ml de solucion de éter de trifluoruro de boro como catalizador. La
reaccion se realiza durante 24 mientras se efectua el seguimiento por TLC. A continuacion, el producto de la reaccion se
enfria hasta alcanzar la temperatura ambiente y se afiaden 200 ml de una solucién acuosa de hidréxido de sodio al 15%,
seguida de extraccion con 300 ml de éter, lavado con solucion salina saturada y secado con sulfato de magnesio
anhidroso. Se obtiene una sustancia oleaginosa amarilla por medio de destilacion a presion reducida de glicol de etileno
y ortoformiato de trietilo.

Paso 2: se afiaden 56 gramos de acetal (0,25 mol) en lotes a 200 ml de 1.28 M solucién de tetrahidrofurano de
difenilfosfuro de litio, agitando a temperatura ambiente durante tres o cuatro horas, mientras se realiza un seguimiento
por TLC. Se aflade agua para detener la reaccién y al producto de la reaccion se le afiaden 200 ml de solucién de
hidréxido de sodio al 30% y, a continuacion, se extrae con 300 ml de éter, acidificado con &cido hidroclérico, con un pH
ajustado de entre 3 y 4, y finalmente se extrae con 500 ml de éter. Los liquidos del producto extraido con éter se
sumergen, se lavan con agua y solucion salina saturada, se secan con sulfato de magnesio anhidroso y se filtran. Se
obtiene un producto sélido amarillo mediante extraccién a presién reducida del solvente y, a continuacion, se somete a
recristalizacion con benceno/éter de petréleo para obtener 38,1 gramos de cristales amarillentos. El rendimiento es del
76%.

Realizacion 3

Preparacién de 4-etoxi-3-benciloxibenzaldehido:
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se afiaden 16,6 gramos de 4-etoxi-3-hidroxibenzaldehido (100 mmol) y 200 ml de alcohol etilico absoluto a un matraz de
tres bocas y, a continuacion, se calientan hasta 40°C para su disolucion. Se afiaden 9 gramos de carbonato de potasio
(65,07mmol.) y 15 ml de cloruro de bencilo (130,13 mmol.) bajo agitacion. Se calienta el reflujo durante una hora, se
enfria el producto de la reaccion hasta 50°C una vez que se detecta por TLC que se ha completado la reaccién y, a
continuacion, se filtra mientras esta caliente. El producto del filtrado se pone en el frigorifico hasta el dia siguiente. A
continuacioén, se separan los cristales y se filtran con una bomba. El producto del filtrado se lava con 30 ml de alcohol
etilico absoluto y se seca al vacio para obtener 21,5 gramos de cristales de aguja. El rendimiento es del 83,9%.

Realizacion 4
Preparacion de 3, 4, 5-trimetoxi-3-benciloxi-4-etoxidifeniletileno

A una botella de tres bocas se afiaden 20 gramos de 3, 4, 5-trimetoxi trimetoxi trifenil bencilideno bromuro fosfonio
bromuro y 150 ml de tetrahidrofurano. La suspensién se agita para disolver 10,5 g de 4-etoxi-3-benciloxibenzaldehido
(41.0 mmol.) en 70 ml de tetrahidrofurano, y el tetrahidrofurano se pone en un embudo de goteo con capacidad para 100
ml. A un matraz de reaccién se afiaden 7,5 gramos de terc-butoxido de potasio soélido (66.5mmol.). El sistema de
reaccion se wvuelve sanguino. Se agita a temperatura ambiente durante 5 minutos. La solucién de 4-etoxi-3-
benciloxibenzaldehido se deja caer lentamente. Se agita a temperatura ambiente durante otros 20 minutos y el producto
de la reaccion se vierte en un embudo de separacién con capacidad para 500 ml una vez que se detecta por TLC que se
ha completado la reaccion. La solucién se separa en capas una vez que se han afiadido 140 ml de agua desionizada.
Tras afiadir 300 ml x 2 de éter para la extraccion, la fusion de las capas de éter, el secado con sulfato de magnesio
anhidroso y el filtrado, el producto del filtrado se lava con 50 ml de éter y se seca con un evaporador giratorio mediante
concentracion para obtener 25 gramos de sustancia oleaginosa. A esta sustancia oleaginosa se le afiaden 20 ml de
alcohol etilico absoluto y, a continuacion, se filtra con una bomba para obtener 14,1 gramos de un producto sélido
amarillento. Este producto sélido amarillento se coloca en un matraz de fondo redondo y se le afiaden 25 ml de alcohol
etilico absoluto, seguido de disolucion de solidos parciales mediante calentamiento. Se agita a temperatura ambiente y
se realiza un filtrado con bomba. El producto del filtrado se lava con 10 ml de alcohol etilico absoluto y, a continuacion,
se seca con una lampara de infrarrojos para obtener 10,6 gramos de 3.4, 5-trimetoxi-3-benciloxi-4-etoxidifeniletileno
puro, es decir solidos en polvo de color amarillento. El rendimiento es del 61,6%.

Realizacion 5
Preparacién de 3, 4, 5-trimetoxi-3'-hidroxi-4'-etoxidifeniletano (en adelante denominado por el cédigo ECB1)

Paso 1: se afiaden 10,6 gramos de 3, 4, 5-trimetoxi-3'-benciloxi-4'-etoxidifeniletileno puro (25,8 mmol.) a un matraz de
tres bocas y se disuelven en 200 ml de acetato de etilo y 120 ml de alcohol etilico absoluto. A la solucién amarillenta
resultante se le afiade 1,0 gramo de carbono de paladio al 5% y se afiade hidrégeno bajo agitacion. La solucién se agita
a temperatura ambiente durante una hora y se filtra para obtener una solucién anhidrosa. Esta solucion anhidrosa se
seca en un evaporador giratorio mediante concentracién para obtener 8,06 gramos de sustancia oleaginosa, es decir, el
producto crudo de 3, 4, 5-trimetoxi-3'-hidroxi-4'-etoxidifeniletano. El rendimiento es del 96,8%.

Paso 2: se afiaden 8,06 gramos del producto crudo o 3, 4, 5-trimetoxi-3'-hidroxi-4'-etoxidifeniletano a un matraz de fondo
redondo y se disuelven en 40 ml de alcohol etilico absoluto. Las sustancias insolubles se retiran mediante filtrado, en
caso de que existan. La solucidon se mantiene a temperatura ambiente mientras los cristales se separan y se deja
reposar hasta el dia siguiente para que el solvente se volatilice por completo. Entonces se separan los cristales blancos
en grandes cantidades. Los cristales blancos se filtran y el producto del filtrado se lava con etanol para obtener 6,7
gramos de cristales blancos. El rendimiento es del 83%.

Realizacion 6

Preparacion (esterificacion de fosfato 1) de 3,4,5-trimetoxi-4'-etoxidifeniletano-3'-o-sal de fosfato de disodio (en adelante
denominado por el codigo: ECB1P)

A un matraz de fondo redondo se le afiaden 4,4 ml de oxicloruro de fésforo (47,4mmol.) y 25ml de diclorometano. La
solucién resultante de 5 gramos de 3, 4, 5-trimetoxi-3-hidroxi-4-etoxidifeniletano (15,1mmol.) en 10ml de diclorometano
se vierte y se agita durante 5 minutos. La solucién resultante de 3,3 ml de trietilamina (23,8 mmol) en 50 ml de
diclorometano se vierte y se agita a temperatura ambiente durante tres horas y se somete a deteccion por TLC. Se
afiaden 100 ml de agua fria para su posterior enfriamiento, a fin de completar la reaccién. La fase organica se separa
mediante oscilacion suficiente y se lava con 50 ml x 2 de agua. Las capas organicas se fusionan tras extraer la capa
acuosa con diclorometano. Se dejan secar hasta el dia siguiente con una cantidad adecuada de sulfato de sodio
anhidroso y se filtran con una bomba. El resultante del filtrado se somete a destilacién a presién reducida para eliminar el
liquido denso del solvente y bajo refrigeracion con bafio de hielo se afiaden 2 mol/l de solucién de NaOH bajo agitacion
hasta que el pH de la solucion mezclada se situe entre 8 y 10. Se agita a 65 °C durante ocho horas y se retiran las
sustancias insolubles mediante filirado. La mayoria de la solucion se somete a destilacion a presion reducida. Los
cristales se separan mediante refrigeracion, para obtener sélidos de color blanco, es decir el producto crudo de 3,4,5-
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trimetoxi-4'-etoxidifeniletano-3'-0-sal de fosfato de disodio. El producto crudo se disuelve en etanol mediante
calentamiento. El producto disuelto en etanol se filtra mientras esta caliente para retirar los solidos insolubles y el
producto del filtrado se enfria para separar los cristales, a fin de obtener unos 5,6 gramos de producto cristalizado de
color blanco, es decir el producto puro. El rendimiento es del 81,6%.

"H-NMR (ppm) &: 7.33 (d, 1H, 2' -H); 6.89 (d, 1H, 6' -H ); 6.67 (d, 1H, 5'-H); 6.58 (s,
2H, 2, 6-H); 4.18 (2H, q; -OCH2); 3.80(s, 3H, 4-OCHs); 3.76(s, 6H, 3, 5-OCH,): 2.82(d,
1H, J=13.2Hz, la-H); 2.79 (d, 1H, J=13.3Hz, la"-H); 1.52 (3H, t-CHa)
- BCNMR(ppm) 8: 14.9,37.8, 38.2, 56.1, 56.3, 64.7, 105.3, 114.3, 115.2, 138.4, 1216,
132.2, 133.8, 145.0, 150.1, 136.7

Realizacion 7

Preparacion (esterificacion de fosfato 2) de 3,4 5-trimetoxi-4'-etoxidifeniletano-3'-0-sal de fosfato de disodio (en
adelante denominado por el codigo: ECB1P)

Paso 1: bajo atmdsfera de argén, se afiaden 4,2 gramos de 3,4,5-trimetoxi-3-hidroxi-4-etoxidifeniletano (12,6 mmol.) a un
matraz de cuatro bocas y, a continuacién, se disuelven con 40 ml de acetonitrilo seco y se enfrian hasta -2,5°C. Se
afiaden 6 ml de tetracloruro de carbono, 4,7 ml de diisopropiletilamina y 0,15 gramos de 4-dimetilaminopiridina y se agita
de forma constante durante 5 minutos. Un minuto después se afiaden 4 ml de fosfato de dibencilo (80%) lentamente. La
temperatura se mantiene por debajo de -10°C y la reaccion se realiza de forma continua durante 3,5 horas mientras se
realiza el seguimiento por TLC. Una vez que se ha completado la reaccion se afiaden 10 ml de 10,5M KH2P04, seguido
de una elevacion natural de la temperatura hasta la temperatura ambiente. Se realiza la extraccién con acetato de etilo,
la fusién de las capas organicas, el levado secuencial con agua destilada y agua salina saturada, el secado con sulfato
de magnesio anhidroso y la destilacién a presion reducida del solvente para obtener una sustancia oleaginosa turbia.
Esta sustancia oleaginosa se somete a recristalizacion con etil acetato-n-hexano para obtener 6,6 gramos de cristales de
aguja incoloros. El rendimiento es del 88%.

Paso 2: se afiaden 6,5 gramos del fosfato de bencilo seco resultante (10,8 mmol) a un matraz de cuatro bocas y se
disuelven con 25 ml de acetonitrilo anhidroso seco. Se agita a 15°C bajo atmdsfera de argén y se vierten rapidamente
4.5 ml de trimetilbromosilano (TMBS). Se afiaden 7 ml de solucion de metanol absoluto que contiene 1,8 gramos de
metoxido de sodio, 5 y 10 minutos mas tarde, para que el sistema de la reaccion se convierta inmediatamente en una
suspension de color blanco lechoso. Se afiaden 3,6 ml de metanol absoluto y 3,6 ml de acetona media hora después. La
suspension se deja hasta el dia siguiente bajo agitacion y, a continuacion, se filtra con una bomba para obtener sélidos
de color blanco. Estos soélidos de color blanco se lavan con metanol absoluto y acetona, y se secan al vacio. Se obtienen
4,1 gramos de polvo blanco mediante recristalizacién con agua/metanol/acetona y el rendimiento es del 83,6%.

1H-NMR (ppm) 5: 7.34 (d, 1H, 2' -H); 6.88 (d, 1H, 6'-H ); 6.68 (d, 1H, 5'-H); 6.60 (s,
2H, 2, 6-H); 4.20 (2H, g; -OCH,); 3.76(s, 3H, 4-OCH); 3. 75(s, 6H, 3, 5-OCH); 2.81(d, 1H,
J=13.6Hz, la-H); 2.79 (d, 1H, J=13.6Hz, la"-H); 1.54 (3H, t.-CHs)

3C NMR(ppm) 5: 14.8, 37.8, 38.3, 56.1, 56.3, 64.6, 105.5, 114.6, 115.3, 138.3, 121.7,
132.4, 133.8, 145.1, 150.1, 136.7

Realizacion 8
Preparacién de 4-etoxi-3-nitrobenzaldehido

Se afiaden 83,5 gramos de 4-hidroxi-3-nitrobenzaldehido (0,5 mol), 668 ml de N, N-dimetil formamida, 167 gramos de
carbonato de potasio y 8,35 gramos de éter 18-corona-6 a un matraz de cuatro bocas y se agitan a una temperatura de
entre 55 a 65 °C. A continuacion, se afiaden unos 80 gramos de brometilo para realizar una reaccion durante 5 o 6
horas, mientras se efectia el seguimiento por TLC. El producto de la reaccion se enfria hasta 40°C una vez que ha
concluido la reaccién y se le afladen 600 ml de agua purificada para detener la reacciéon. El producto de esta reaccién se
extrae con éter (3 x 300 ml), se lava la fase organica con agua para que sea neutra, seguida de secado con MgSO4
anhidroso, destilacién del éter parcial y adicién de éter de petréleo en cantidades mayores para precipitar la produccion
del crudo. El producto crudo se somete a recristalizacion con éter/éter de petréleo para obtener 80,9 gramos de 4-etoxi-
3-nitrobenzaldehido y el rendimiento es del 83%.
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Realizacion 9

Preparacioén de 3, 4, 5-trimetoxifenil-3'-nitril-4'-etoxidifeniletileno

Bajo proteccion de argén, se suspenden 15 gramos de trimetoxifenil bromuro trifenilfosfonio metiluro (28,7 mmol) en 300
ml de THF con la temperatura enfriada hasta -15 °C aproximadamente. Se vierten 22 ml de solucién de ciclohexano de
n-butilitio (1,6 mol/l) para realizar una reaccion durante una hora. Se vierten lentamente 24 ml de soluciéon de THF que
contiene 5,7 gramos de 4-etoxi-3-nitrobenzaldehido (29 mmol.) en la reaccidon mientras se realiza el seguimiento por
TLC. A continuacion, se agita hasta el dia siguiente y se sube la temperatura de la reaccion hasta la temperatura
ambiente. Se baja la temperatura de la solucién hasta -5 °C, se afiade agua salina saturada para detener la reaccion y
se separan las capas organicas. Se retiran tres cuartas partes del solvente y se afiade alcohol etilico absoluto en una
cantidad cuatro veces mayor que el resto de la solucién madre para la recristalizacién a una temperatura de entre O y -
5°C. Se obtienen 6,8 gramos de una sustancia amarillenta mediante filtrado y el rendimiento es del 65%.

Realizacion 10
Preparacioén de 3, 4, 5-trimetoxi-3'-amino-4'-etoxidifeniletano (en adelante denominado por el codigo: ECB1N)

Se afiaden 100 ml de agua, 0,5 gramos de catalizador de carbono de paladio al 10% vy la solucion resultante de 8
gramos de borohidruro de sodio disueltos en 150 ml de agua a un matraz de reaccion. Se suministra nitrégeno al matraz
de reaccion, se vierten 6,8 gramos de 3, 4, 5-trimetoxi-3-nitril-4-etoxidifeniletileno (16,6 mmol) bajo agitacion para
disolverlos en 2 mol/l de una solucion resultante de 250 ml de NaOH. El proceso de vertido se prolonga unos 20 minutos.
A continuacién se filtra la solucién. El producto del filtrado se acidifica con 2 mol/l de HCL para descomponer el exceso
de borohidruro de sodio y, a continuacién, se neutraliza con NaOH diluido y por ultimo se extrae con éter (100 ml x 4).
Los productos liquidos extraidos con éter se fusionan y secan con sulfato de magnesio anhidroso para destilar el éter. Se
obtienen 4,8 gramos de cristales incoloros mediante recristalizacion con acetato de etilo/n-hexano, en un ratio
aproximado de 9:1. El rendimiento es del 83%.

'H-NMR (ppm) 8: 7.14 (d, 1H, 2' -H); 6.88 (d, 1H, 6' -H ); 6. 68 (d, 1H, 5'-H); 6.60 (s,
2H, 2, 6-H); 4.48(brs, 2H, NHy); 4:08(q, 2H,-CHy); 3.77(s, 3H, 4-OCHj3); 3.75(s, 6H, 3,
5-OCHjz); 2.85(d, 1H , J=12.5Hz, 1a-H); 2.78 (d, 1H, J=12.5Hz, la'-H); 1.56 (3H, t; -CHa).

MS (m/Z):331 (M+); espectrometria de masa de alta resolucion, valor calculado: 331,1784, valor medido: 331,1753.
Realizacion 11
Preparacién de 3, 4, 5-trimetoxi-3'-glicilamino-4'-etoxidifeniletano XlII (en adelante denominado por el codigo: ECB1GN)

Paso 1: Se disuelven 4,8 gramos de 3, 4, 5-trimetoxi-3'-amino-4'-etoxifenil-difeniletano (14,5 mmol), 5,27 gramos de
glicina-Fmoc (17,8 mmol) y 25 gramos de reactivo BOP en 100 ml de DMF. La mezcla de la reaccion se calienta hasta
60 °C bajo agitacion y se somete a reaccion durante dos horas, mientras se realiza el seguimiento por TLC. El producto
de la reaccion se enfria tras completarse la reaccion y se afiaden 100 ml de solucién de bicarbonato sédico saturado
para que se mezcle de forma uniforme. La mezcla se extrae con 120 ml x 3 de diclorometano. Las capas organicas se
secan con sulfato de magnesio anhidroso y se obtienen 6,6 gramos de sustancia blanca por concentracion de presion
reducida. El rendimiento es del 75%.

Paso 2: Se disuelven 6,6 gramos de la 3, 4, 5-trimetoxifenil-3'-amino-4'-etoxidifeniletano-Fmoc-glicinamida resultante
(10,8 mmol) en 120 ml de metanol. A continuacion, al metanol se le afiaden 6 ml de 2N solucién de hidroxido de sodio
bajo agitacion, para realizar una reaccion durante tres horas, mientras se efectuia el seguimiento por TLC. El producto de
la reaccién se enfria al terminar la reaccion y se afiaden 60 ml de solucién de bicarbonato sédico saturado para que se
mezcle de forma uniforme. La mezcla se extrae con 150 ml x 3 de diclorometano. Las capas organicas se secan con
sulfato de magnesio anhidroso y se obtienen 3,2 gramos de sustancia en polvo de color blanco, por filtrado seguido de
concentracion de presién reducida. El rendimiento es del 77%.

1H-NMR (CDCls, 500M)5: 9.54 (brs, TH, -NH): 7.04 (d, TH, 2-H): 6.92 (d, 1H, 6"-H);
6.78 (d, 1H, 5-H); 6.65 (s, 2H, 2, 6-H); 4.77 (brs, 2H, Cly-NHy); 4.20 (brs, 2H, G1
y-CH,); 4.02 (q, 2H,-CHy); 3.76 (s, 3H, 4-OCHy); 3.75 (s, 6H, 3, 5-OCHs); 2.88 (d, 1H,
J=12.8Hz, la-H); 2.78 (d, 1H, J=12.8Hz, la™-H); 1.55 (3H, t; -CHa).

MS (m/Z): 338 (M+); espectrometria de masas de alta resolucion, valor calculado: 338,1998, valor medido: 338,1945.
12
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Realizacion 12

Preparacion de 3,4 ,5-trimetoxi-3'-serilamino-4’-etoxydifeniletano (en adelante denominado por el codigo: ECB1SN)

Paso 1: Se disuelven 4,8 gramos de 3,4,5-trimetoxi-3'-amino-4'-etoxifenil-difeniletano (14,5 mmol), 6,5 gramos de serina-
Fmoc (17,8 mmol), 3,7 gramos de DCC (diciclohexilcarbo-diimida) (17,8 mmol) y 2,7 gramos de HOBt (1-hidroxi-benzo-
triazol) en 90 ml de DMF. La mezcla de la reaccion se somete a reaccién bajo agitacion a temperatura ambiente durante
cinco horas, mientras se efectua el seguimiento por TLC. El producto de la reaccién se enfria al concluir la reaccién y se
afiaden 60 ml de acetato de etilo para que se mezcle de forma uniforme. La mezcla se filtra y se seca con sulfato de
magnesio anhidroso. Se obtienen 6,5 gramos de sustancia blanca mediante concentracion de presion reducida y el
rendimiento es del 74%.

Paso 2: Se disuelven 6,5 gramos de la materia resultante del paso anterior en el solvente combinado de 70 ml de
metanol y 70 ml de diclorometano. Al solvente combinado se le afiaden 12 ml de 2N solucién de hidréxido de sodio bajo
agitacion para conseguir la reaccion a temperatura ambiente durante 24 horas, mientras se efectua el seguimiento por
TLC. El producto de la reaccion se enfria al concluir la reaccion y se afiaden 670 ml de solucidn saturada de bicarbonato
sodico para que se mezcle de forma uniforme. La mezcla se extrae con 150 ml x 3 de diclorometano. Las capas
organicas se secan con sulfato de magnesio anhidroso y se obtienen 3,3 gramos de sustancia en polvo de color blanco
mediante filtrado en primer lugar y concentracion de presién reducida a continuacion. El rendimiento es del 79%.

'H-NMR (CDCls, 500M)3: 9.65 (brs, 1H, -NH); 7.06 (d, 1H, 2-H); 6.90 (d, 1H, 6' -H );
6.76 (d, 1H, 5"-H); 6.66 (s, 2H, 2,7'65-H); 5.27 (brs, 2H, Ser-NH,); 4.50 (brs, 2H, Ser-OH);
4.19 (q, 2H,-CH,); 3.93 (m,1H,Ser-CH); 3.86(s, 3H, 4-OCH3); 3.80 (s, 6H, 3, 5-OCH);
2.92 (d, 1H, J=13.2Hz, la-H); 2.85 (d, 1H, J=13.2Hz, la-H); 2.67 (m, 2H, Ser-CH,): 1.54
(3H, t;-CHa).

MS (m/Z): 418 (M+); espectrometria de masa de alta resolucién, valor calculado: 418,2104, valor medido:
418,2114.

Realizacion 13
(Evaluacion de la actividad antitumoral para células tumorales cultivadas in vitro)
1. Método de ensayo

Las células se cultivan con una solucion de cultivo RPMI 1640 que contiene 200 ml/l de suero bovino fetal para que se
encuentre constantemente en fase logaritmica y se inoculan en una placa de 96 pocillos a una densidad de 4 a 8 x
10%ml (densidad HUVEC de 3 x 104/ml). La administracién con los farmacos que tienen 6 concentraciones se efectia
constantemente a 37 °C durante 48 horas en caso de 3 pocillos dobles para cada farmaco. 24 horas después del
precultivo, la solucion de cultivo se separa y se seca al aire. A cada pocillo se le afiaden 50 ul de acido tricloroacético frio
con una concentracién de 500 g/l (cuya concentracién final es de 100 g/l), seguido de fijacion durante 60 minutos. A
continuacion, se procede al lavado con agua desionizada en cuatro o cinco ocasiones, y finalmente al secado. A cada
pocillo se le afiaden 100ul de SRB con una concentracion de 4 g/l para que reaccione durante 30 minutos. Después se
realiza un lavado suave con 10 ml/l de acido acético en cuatro ocasiones y se procede al secado. A cada pocillo se le
afiaden 200ul de base Tris (10 mmol) para una agitacion y mezclado uniformes y se someten a oscilacion durante 5
minutos en un oscilador plano. El valor A se determina a través de un lector de ensayos inmunoabsorbentes ligados a
enzimas y esta fijado a cero mediante control en blanco a una longitud de onda de 490 nm. La tasa de inhibicién tumoral
(%) = (valor medio del valor A del pocillo de control de células libres de farmaco - valor medio del valor A del pocillo con
el farmaco aplicado)/(valor medio del valor A del pocillo de control de células libres de farmaco x 100%). Los controles
positivos son CA4, CB1 yCB1N, y basandose en el método Logit, el intervalo de confianza (ICso) se calcula en funcién de
las tasas de inhibicién del crecimiento celular de los farmacos a diferentes concentraciones.

2. Resultados del ensayo:

En comparacion, los compuestos con etoxidifeniletano en la posicién 4' ECB1 y ECB1N, asi como los compuestos de
control positivo con etoxidifeniletileno en la posicion 4' ECA4 y ECA4N presentan actividades antitumorales obvias y
basicamente equivalentes para multiples células tumorales cultivadas in vitro. Las actividades antitumorales de estos
compuestos son notablemente mas potentes que las de los compuestos de control positivo con metoxi en la posicién 4'
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CA4, CB1 y CB1N (entre 10 y 200 veces superior), y, en el caso del cancer colorrectal HT-29, ECB1N es
aproximadamente 200 veces mas potente que CB1y ECB1 es aproximadamente 100 mas potente que CB1.

El crecimiento de tumores sélidos depende del sistema vascular, una parte de las células endoteliales vasculares del
tumor sujetas a una rapida proliferacion dependen mas de los microtubulos para mantener una estructura intacta, debido
a la carencia de estructuras con los miofilamentos intactos, la rapida proliferacion de las células endoteliales de la vena
umbilical humana (HUVEC) depende mas del microtubulo para mantener la estructura intacta, por lo que el microtibulo
se utiliza habitualmente como modelo in vitro para las células endoteliales vasculares de tumor y las células endoteliales
de la vena umbilical humana (HUVEC) se utilizan como objetos de accién, a fin de evaluar las propiedades antitumorales
sobre los vasos de los derivados de etoxidifeniletano. El derivado de etixodifeniletano ECB1N con el IC5o de 6,8x10'4
umol/L y el derivado de etoxidifeniletano ECB1 con el IC5 de 7,5X10* pmol/L tienen un efecto inhibidor de la
proliferacion para las células endoteliales de la vena umbilical humana que es obviamente mas potente que los
compuestos de control positivo con metoxi en la posicién 4' CA4, CB1y CB1N (con el ICsp entre 4,8 x 107 y7,7X 10'3),
lo que indica que el derivado de etoxidifeniletano es un potencial farmaco diana vascular tumoral bastante potente.

Resultado de la evaluacioén de la actividad antitumoral para células tumorales cultivadas in vitro

ICso (umol/L)|CA4 CB1 CB1N ECA4 ECA4N |ECB1 ECB1N
Tumor
Célula de cancer 2,1x107 [3,5x107 [3,9x107 [2,8x10” [1,5x10™* [3,4x10” [1,8x10™
colorrectal humano HT-29
Célula de cancer de 2.4 2,8 3,0 0,16 0,10 0,17 0,12
pulmon no microcitico HCI-
H292,

Cancer de estémago SGC-[3,6 x10°  [4,2x10° [4,8x10° [2,5X10* [1,9x10* [2,8x10* [1,5x10™
7901

Cancer de higado 0,83 1,7 2,5 6,3x107 [3,9x107 [5,7x10% |[3,4x10™

Célula endotelial de vena [4,8x10°  [5,6x10° [7,7x10° [8,0x10* [7,6x10* [7,5x10* [6,8x10™
umbilical humana

(HUVEC)

Realizacion 14

(Experimento de la tasa de inhibicion tumoral de inyeccién intravenosa in vivo de los farmacos testados para el tumor
trasplantado de sarcoma S180 en ratones)

1. Método experimental

Tras una semana de adaptacion, a los ratones se les inocularon bajo la piel tejidos de sarcoma S180 y se agruparon
aleatoriamente después de que el tumor hubiera adquirido una superficie de entre 100 y 300 mm?®, Cada compuesto se
utilizdé para 6 ratones del grupo de administracion del farmaco y para 12 ratones del grupo de control. Las dosis de
administracion fueron las siguientes: 25, 50mg/kg de ECB1P, ECB1GN hidrocloruro, ECB1SN hidrocloruro y controles
positivos ECA4P, ECA4GN hidrocloruro, asi como 50, 100mg/kg de controles positivos CB1GA hidrocloruro, CB1P y
CA4P. La administracion se realiz6 por via intravenosa el dia 0, 2, 4, 6, 8, 10 y 12, un total de siete veces. La medicion
del volumen del tumor, el pesado de los ratones y el registro de datos se realizaron tres veces por semana. Los ratones
se sacrificaron 14 dias después de la inoculacion. Se pesaron los tejidos tumorales para calcular la tasa de inhibicion
tumoral. La tasa (%) de inhibicién del peso tumoral = (1-peso del tumor medio en el grupo de tratamiento/peso del tumor
medio en el grupo de control) x 100%.

2. Resultado del experimento:

De acuerdo con la propuesta de administracion, todos los compuestos anteriores pueden inhibir obviamente el
crecimiento del tumor de sarcoma S180 trasplantado a ratones y se puede observar aproximadamente ocho dias
después de la administracion del farmaco que, en comparacion, los derivados con etoxidifeniletano en la posicién 4'
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ECB1P, ECB1GN hidrocloruro y ECB1SN hidrocloruro, asi como los compuestos de control positivo con
etoxidifeniletileno en la posicién 4' ECA4P y ECA4GN hidrocloruro consiguen la tendencia de reducir el tumor en el grupo
al que se le administré el farmaco, alcanzan una tasa de inhibiciéon tumoral superior al 60% en el caso de la dosis de 50
mg/kg y tienen fundamentalmente unos efectos terapéuticos equivalentes, que son obviamente superiores a los efectos
terapéuticos (es decir, aproximadamente una tasa de inhibicion tumoral del 40%) de los controles positivos de metoxi
CB1GN hidrocloruro, CB1P y CA4P en el caso de la dosis de 100 mg/kg.

Tasa de inhibicion del tumor (%) de los farmacos testados por inyeccion intravenosa para el tumor de sarcoma S180
trasplantado en ratones
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Realizacion 15
(Prueba de toxicidad aguda en ratones de una unica inyeccion intraperitoneal de los farmacos testados)
1. Método de ensayo

Se agruparon aleatoriamente ratones Kunming (mitad machos y mitad hembras de entre 17 y 22 gramos de peso) en
funcién de su peso y, durante el ensayo, los ratones se dividieron, basandose en una proporcion de 0,9, en 10 grupos de
dosis, compuesto cada uno por 10 ratones y con una dosis maxima de 1500 mg/kg. Los farmacos testados se
administraron a las respectivas dosis de 1500, 1350, 1215, 1093, 984, 885, 797, 717, 645 y 581 mg/kg, a través de una
Unica inyeccion intraperitoneal. La observacion de los ratones y el registro del indice de muertes se realizaron
respectivamente una vez a las 0,25 horas, 0,5 horas, 1 hora, 2 horas, 4 horas y 24 horas después de la administracién
del farmaco. Posteriormente la observacién de los ratones se realizd diariamente y se llevd un registro de las muertes
durante 14 dias. Los ratones supervivientes fueron sacrificados a los 15 dias y se sometieron a anatomia patoldgica.

2. Resultado del ensayo

La administracion de una unica inyeccion intraperitoneal a alta dosis causa la muerte del ratén 40 minutos y una hora
después. No se encuentra liquido residual evidente tras la diseccion, lo que indica la rapida absorcion de los farmacos, y
el resto de los ratones mueren principalmente entre uno y dos dias después de la administracion, sin que se observe
ninguna muerte de ratones a partir del quinto dia. No se encuentra ninguna anomalia en el corazén, pulmén, higado,
bazo, rifidn ni otros érganos de los ratones muertos durante la diseccion y los ratones supervivientes padecen diarrea no
severa, lo que indica que los farmacos testados provocan principalmente una respuesta toxica aguda sin una toxicidad
retardada evidente. Por tanto, el resultado del ensayo demuestra que los compuestos de etoxidifeniletano ECB1P,
ECB1GN hidrocloruro y ECB1SN hidrocloruro tienen una toxicidad inferior que los compuestos de control positivo de
etixodifeniletilieno ECA4P y ECA4GN hidrocloruro en el grupo de administracion.

Resultado del ensayo de toxicidad aguda en ratones de una Unica inyeccion intraperitoneal de los farmacos testados
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REIVINDICACIONES

1. Un derivado de etoxi-difeniletano que se caracteriza porque su estructura se muestra como la férmula (KI):

H; Ha

H;CO R (1)

H;CO OCH,4 OCH,CH,4

donde R es hidroxi, amino, fosfato, sulfato, fosfato de colina o una cadena lateral de aminoacidos y sales de amonio
solubles en agua de los mismos.

2. El compuesto conforme a la reivindicaciéon 1, donde R es hidroxi, amino, sal de fosfato de disodio, sal de fosfato de
amonio, sal de sulfato, sal interna de fosfato de colina, una cadena lateral natural de aminoacidos y sal de amonio
soluble en agua de los mismos, o -NH (COCHR' NH) m-H (donde R', es hidrégeno, fenilo, y m representa un nimero
entero entre 1y 3) y sal de amonio soluble en agua de los mismos.

3. El compuesto conforme a la reivindicaciéon 1, donde R es -OH, -NHz -OPOjNaz, -NHCOCH:NH, o -
NHCOCHNH2CH>0H.

4. Un método para preparar un compuesto conforme a la reivindicacion reivindicacion 1, donde el método comprende los
pasos siguientes:

(1) Bajo catalisis por transferencia de fase, 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido (II) se somete a etoxilacion con bromometilo
para formar 4-etoxi-3-metoxibenzaldehido (lll);

(2) se retira selectivamente el meta-metilo con difenilfosfuro de litio y se convierte en hidroxi, al objeto de obtener 4-etoxi-
3-hidroxibenzaldehido (IV);

(3) el 4-etoxi-3-hidroxibenzaldehido (IV) se prepara con cloruro de bencilo para obtener 4-etoxi-3-benciloxibenzaldehido
V)

(4) se somete una solucion de 3,4,5-trimethoxi trifenil bencilideno bromuro fosfonio bromuro tetrahidrofurano y 4-etoxi-3-
benciloxibenzaldehido a vinilacion mediante la adicidén de terc-butdxido de potasio, a fin de sintetizar 3,4,5-trimetoxi-3'-
benciloxi-4'-etoxidifeniletileno (VI);

(5) el 3,4,5-trimetoxi-3'-benciloxi-4'-etoxidifeniletileno (V1) es hidrogenado bajo paladio-carbono para hidrogenar enlaces
olefinicos y se realiza una desbencilacion para obtener 3,4,5-trimetoxi-3'-hidroxi-4'-etoxidifeniletano (VII).

5. El método conforme a la reivindicacion 4, donde el 3, 4, 5-trimetoxi-3'-hidroxi-4'-etoxidifeniletano (VII) se somete a
fosforilacion, esterificacién de fosfato y sulfatacion para formar un derivado de etoxihidroxidifeniletano soluble en agua:
sal de fosfato de disodio, sal de sulfato, sal de fosfato de amonio o sal interna de fosfato de colina.

6. El método conforme a la reivindicacion 5, donde:

el 3, 4, 5-trimetoxi-3'-hidroxi-4'-etoxidifeniletano (VII) forma 3, 4, 5-trimetoxi-4'-etoxidifeniletano-3'-0-sal de fosfato de
disodio (VIII) bajo la accién del agente de fosforilacion oxicloruro de fésforo y 2mol/l de NaOH; y/o,

el 3,4,5-trimetoxi-3'-hidroxi-4'-etoxidifeniletano (VIl) se hace reaccionar con fosfato de dibencilo para formar fosfato de
bencilo, y se afiade metdxido de sodio/metanol absoluto bajo trimetilbromosilano (TMBS) para obtener 3,4,5-trimetoxi-4'-
etoxidifeniletano-3'-o-sal de fosfato de disodio.

7. Un método conforme a cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, donde el método comprende ademas los siguientes
pasos:

(1) Bajo catalisis por transferencia de fase, se somete 4-hidroxi-3-nitrobenzaldehido (IX) a etoxilacion mediante
bromometilo para formar 4-etoxi-3-nitrobenzaldehido (X);
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(2) se somete trimetoxifenil bromuro trifenilfosfonio metiluro y el 4-etoxi-3-nitrobenzaldehido (X) a reaccién de Wittig para
generar 3,4,5-trimetoxi-3'-nitril-4'-etoxidifeniletileno (XI);

(3) el 3,4,5-trimetoxi-3'-nitril-4'-etoxydifeniletileno (XI) se somete a reduccion por hidrogenaciéon bajo el catalizador
paladio-carbono/borohidruro de sodio para reducir el nitrilo a amino y los enlaces olefinicos a enlaces simples de etano,
a fin de obtener 3,4,5-trimetoxi-3'-amino-4'-etoxidifeniletano (XII).

8. El método de la reivindicacion 7, donde el 3,4,5-trimetoxi-3'-amino-4'-etoxidifeniletano (XIlI) y derivados de
aminoacidos se someten a reaccion para formar el derivado de la amida de los aminoacidos de etoxiaminodifeniletano
que tiene la cadena lateral del aminoacido siguiente: cadena lateral del aminoacido natural, o -NH (COCHR' NH) m-H
(donde R' es hidrégeno, fenilo y m representa un numero entero entre 1y 3).

9. El método de la reivindicacion 8, donde bajo catalisis de diciclohexilcarbo-diimida (DCC) y 1-hidroxibenzotrizol (HOB)
o hexafluorofosfatobenzotrizol-1-il-oxo-tri(dimetilamino)fosfor(agente BOP), el 3,4,5-trimetoxi-3'-amino-4'-etoxidifeniletano
(XIl) se hace reaccionar con el derivado del aminoacido de N-a-9-fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc AA), el amino de la
posicion 3' se convierte en amida del aminoacido-Fmoc, Fmoc se retira para generar los derivados de la amida del
aminoacido de etoxidifeniletano, que respectivamente son 3,4,5-trimetoxi-3'-glicilamino-4'-etoxidifeniletano (XIll) y 3,4,5-
trimetoxi-3'-serilamino-4'-etoxidifeniletano (XIV).

10. El método de preparacion del compuesto conforme a cualquiera de las reivindicaciones 8 o 9, donde los derivados de
los aminoacidos se disuelven en metanol, etanol o isopropanol, y se afiade la cantidad equivalente de acido hidroclérico,
acido sulfurico o acido fosférico, asi como éter de petréleo o n-hexano, para diluir los derivados a fin de formar sal de
amonio soluble en agua.

11. Un compuesto conforme a la reivindicacion 1, donde la preparacion farmacéutica del mismo se puede seleccionar del
grupo compuesto por las formas siguientes: polvo liofilizado, polvo, inyeccion, liposoma, emulsion, microcapsula,
suspensién o solucion, adecuados para la administracion en forma de inyeccion intravenosa, granulo, tableta, capsula o
jarabe adecuado para la administracion oral o supositorio.

12. Un compuesto conforme a cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para su uso como medicamento.

13. Un compuesto conforme a cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para su uso en el tratamiento de: cancer de
pulmén, cancer de pulmén no microcitico, cancer de higado, cancer de pancreas, cancer de estébmago, cancer de
huesos, cancer de esofago, cancer de mama, cancer de préstata, cancer de testiculos, cancer colorrectal, cancer de
ovario, cancer de vejiga, cancer cervical, melanoma, carcinoma de células escamosas, carcinoma de células basales,
adenocarcinoma, carcinoma de glandulas sudoriparas, carcinoma de glandulas sebaceas, carcinoma papilar,
adenocarcinoma papilar, carcinoma adenoide quistico, cistocarcinoma, cancer de médula, carcinoma bronquial,
carcinoma de células éseas, carcinoma epitelial, cancer de conductos biliares, coriocarcinoma, embriocarcinoma,
espermatocitoma, adenomiosarcoma embrionario, espongiocitoma, astrocitoma, meduloblastoma, craneofaringioma,
ependimocitoma, pinealoma, hemocitoblastoma, neuroma de cuerdas vocales, meningioma, neuroblastoma,
neuroblastoma optico, retinoblastoma, neurofibroma, fibrosarcoma, fibroblastoma, fibroma, fibroadenoma, fibrocondroma,
fibrocistoma, fibromixoma, fibroosteoma, fibromixosarcoma, fibropapiloma, mixosarcoma, mixocistoma, mixocondroma,
mixocondrosarcoma, mixocondrofibrosarcoma, mixadenoma, mixoblastoma, liposarcoma, lipoma, lipoadenoma,
lipoblastoma, lipocondroma, lipofibroma, lipoangioma, mixolioma, condrosarcoma, condroma, condromioma,
notocordoma, corioadenoma, corionepitelioma, epitelioma corionico, osteosarcoma, osteoblastoma, osteocondrofibroma,
osteocondrosarcoma, osteocondroma, osteocistoma, osteodentinoma, fibroosteoma, fibrosarcoma de huesos,
angiosarcoma, hemangioma, angiolipoma, angiocondroma, angioblastoma, angioqueratoma, angioglioma,
hemangiosarcoma, angiofibroma, angiomioma, angiolipoma, hematolinfagioma, angiolipoleiomioma, angiomiolipoma,
angiomioneuroma, angiomixoma, angiorreticuloendotelioma, linfangiosarcoma, linfogranuloma, linfagioma, linfadenoma,
linfomixoma, linfosarcoma, linfangiofibroma, linfocitoma, linfoepitelioma, linfoblastoma, endotelioma, endoblastoma,
sinovioma, sinoviosarcoma, mesolepidoma, mesocitoma, tumor de Ewing, leiomioma, leiomiosarcoma, leiomioblastoma,
leiomiofibroma, rabdomioma, rabdomiosarcoma, rabdomiomixoma, leucemia linfoblastica aguda, leucemia mielocitica
aguda, eritrocitosis y citosis crénica, linfoma, mieloma multiple, artritis reumatica, retinopatia diabética, retinopatia de la
prematuridad, obstruccién de las venas de la retina, psoriasis, rosacea, sarcoma de Kaposi, queratitis de reaccion
especifica, queratoconjuntivitis epidémica, glaucoma neovascular, Ulcera bacteriana, ulcera micética, infeccién por
herpesvirus simple, infeccion por herpesvirus zoster, infeccién por protozoos, infeccién por micobacterias, poliartritis
sarcoide, esclerotitis, rubeosis, sindrome de artritis con sintomas de sequedad de boca y ojos, lupus eritematoso
sistémico, sindrome de inmunodeficiencia adquirida y/o sifilis.
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