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DESCRIPCION
Derivados de estradiol sustituidos en la posicién 6 y métodos de uso
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a composiciones y métodos de preparacién y uso de compuestos de estradiol
sustituidos en la posicion 6 y a sus sales farmacéuticamente aceptables como se sefialan y describen en el presente
documento. La presente invencidon también se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden tales
compuestos, presentes tanto in vitro como in vivo, para tanto aplicaciones de diagnéstico como también el
tratamiento de afecciones proliferativas, tales como cancer.

Antecedentes de la invencion

Los trastornos proliferativos de células tales como tumores y tumores malignos primarios {aqui, cancer(es)} en
particular son problematicos dada su tendencia a invadir los tejidos de alrededor y metastatizar a érganos distantes
en el cuerpo. Hasta la fecha, los métodos mas frecuentemente usados para tratar neoplasia, especialmente formas
de tumor solido de neoplasia, incluyen procedimientos quirdrgicos, radioterapia, quimioterapias con farmacos, y
combinaciones de los anteriores.

Con mas de un millén de casos de cancer que se diagnostican anualmente, y el cancer que se lleva mas de medio
millén de vidas en los Estados Unidos cada afo, hay una elevada necesidad de nuevas modalidades terapéuticas
contra tal afeccion. Los canceres de préstata, pulmén y colorrectal siguen siendo los canceres mas comunes entre
los hombres; mientras que los de mama, colorrectal y de pulmén son los canceres mas comunes entre las mujeres.

En los ultimos afios ha habido un aumento significativo en el tratamiento de estas afecciones. Al menos una de las
historias de éxito en la gestion clinica de un cancer es el diagnéstico temprano y las opciones de tratamiento ahora
disponibles para el cancer de mama primario. La otra es el empleo de agentes antiestrogénicos eficaces y no toxicos
que bloquean las acciones del estrégeno tanto en sus sitios de receptor como en un punto de su sintesis.

Obviamente, la investigacion de la funcion y actividad de los receptores de estrégeno, la estructura y su funciéon ha
sido objeto de muchas investigaciones recientes. Los receptores de estrégeno pertenecen a una gran familia de
factores de transcripcion inducibles por ligando estructuralmente relacionados, que incluyen receptores de
esteroides, receptores de tiroides/retinoides, receptores de vitamina D conocidos como receptores nucleares.
Aunque no se ha descrito el ligando verdadero para los receptores nucleares, hay distintas moléculas pequefnas que
son capaces de unirse a tales receptores y desencadenar una respuesta celular.

Los estrogenos y los moduladores de receptores de estrogeno se unen a receptores de estrogeno, clasificados en
dos tipos; o y B, para formar complejos moleculares discretos que ejercen efectos pleiotrépicos especificos de tejido
que modulan la expresion de genes diana. El receptor de estrégeno unido a ligando actia de factor de transcripcion
clave en diversas vias moleculares, y la modulacion de los niveles de expresion de ER es importante en la
determinacion del potencial de crecimiento celular.

Aunque ambos de estos tipos de receptores se unen a estrogeno, ademas de otros agonistas y antagonistas, los
dos receptores tienen concentracion de localizacion claramente diferente dentro del cuerpo. Aparte de algunas
diferencias estructurales entre los tipos o y B, cuando se complejan con estrégeno, los dos mostraron sefalizar en
forma opuesta, activando el estrégeno la transcripcion en presencia del receptor de estrégeno o (ERa) e inhibiendo
la transcripcion en presencia del receptor de estrogeno 3 (ERB).

El tamoxifeno es principalmente uno de los primeros moduladores selectivos de receptores de estrogeno que se ha
convertido en terapia de primera linea para el tratamiento hormonal de cancer de mama, tanto para el tratamiento
complementario como para la terapia de enfermedad metastasica. El tamoxifeno es un inhibidor competitivo del
estradiol que se une al receptor de estrogeno inhibiendo la unién del estrogeno al elemento de union al estrégeno
sobre el ADN. Se ha sugerido que la unién del tamoxifeno a los receptores de estrégeno altera significativamente la
configuracion estructural de los receptores de estrogeno, convirtiendo los sitios de union en deficientes hacia
cualquier estrégeno enddégeno. Tal deformacion estructural del receptor podria explicar el profundo perfil de efectos
secundarios asociado al uso de tamoxifeno.

Al menos otro defecto del tamoxifeno es su ineficacia contra tumores dependientes no de estrégeno y eficacia en
mujeres pre-menopausicas. Adicionalmente, el tamoxifeno se somete a isomerizacion bajo condiciones fisioldgicas
de un compuesto antiestrogénico terapéuticamente util dando un isémero estrogénico que puede estimular el
crecimiento de células tumorales dependientes de estrogeno proporcionando un desenlace clinico no deseado,
particularmente entre pacientes que padecen tumores dependientes de estrégeno.

La patente de Estados Unidos n.° 4.732.904 desvela otro tipo de antagonistas de receptores de estrégeno
convencionalmente conocidos como compuestos de hidrazona. Se cree que estos compuestos de hidrazona
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antiestrogénicos no se someten a isomerizacion dando compuestos estrogénicos bajo condiciones fisioldgicas y los
efectos secundarios estrogénicos observados para el tamoxifeno estan, por tanto, ausentes. Estos compuestos de
hidrazona se han propuesto como tratamientos alternativos para los canceres de mama dependientes de
estrogenos. Entre éstos, se describen las benzofenona-nitrofenil hidrazonas sustituidas, tales como 4,4'-
dihidroxibenzofenona-2,4-dinitrofenilhidrazona, por ser superiores.

El complejo del receptor y el antiestrégeno tal como los compuestos basados en hidrazona o tamoxifeno puede
entonces unirse a cromatina nuclear de una manera atipica durante un tiempo mas largo que el complejo de
receptor de hormona normal. Los antiestrégenos también pueden ser capaces de agotar el citoplasma de receptor
libre. Cualquiera o ambos de estos efectos alteraria gravemente el crecimiento continuado de un tumor dependiente
de estrégenos.

También ha habido un elevado interés en el uso de inhibidores de la aromatasa para bloquear especificamente la
produccién local de estrégenos que puede contribuir sustancialmente a enfermedad sensible a hormonas tal como
cancer de mama. La aromatasa (CYP19) se describe como la principal enzima que convierte andrégenos en
estrégenos tanto en mujeres pre- como post-menopausicas. La privacion de estrégenos mediante la inhibicion de la
aromatasa se describe como un tratamiento eficaz y selectivo para algunos pacientes post-menopausicos con
cancer de mama dependiente de hormonas.

El exemestano (que se comercializa como Aromasin) se describe quimicamente como 6-metilenandrosta-1,4-dieno-
3,17-diona) y actua de inactivador esteroideo irreversible de la aromatasa. Se cree que actia de falso sustrato para
la enzima aromatasa, y se procesa en un producto intermedio que se une irreversiblemente al sitio activo de la
enzima causando su inactivacion. Las patentes de EE.UU. n.° 4.808.616, y 4.904.650 desvelan derivados de 6-
alquilidenandrosta-1,4-dieno-3,17-diona, tales como exemestano, y métodos de su preparacion. La patente de
Estados Unidos n.° 4.876.045 desvela un método de preparacion de derivados de 6-metileno de androsta-1,4-dieno-
3,17-dionas. La patente de Estados Unidos n.° 4.990.635 desvela un proceso de preparacion de derivados de 6-
metileno de androsta-1,4-dieno-3,17-dionas.

La preparacion de productos intermedios que pueden ser Utiles en preparar exemestano se desvela en la patente de
Estados Unidos n.° 3.274.176. En la patente alemana DD 258820, la 6-hidroximetil-androsta-1,4-dieno-3,17-diona se
prepara a partir de androsta-1,4-dieno-3,17-diona mediante 1,3-dipirrolidinoandrosta-3,5-dien-17-ona.

La solicitud de patente internacional en tramitacion junto con la presente n.° PCT/US2005/001248 presentada el 14
de enero de 2005 (publicacion PCT numero WO 2005/070951) también describe la preparacién de productos
intermedios que son utiles en la preparacion de exemestano. La estructura del exemestano se muestra a
continuacion.

Hz

Schneider et al., en "Course of the reaction of steroidal 3,5-dienamines with formaldehyde", Helvetica Chimica Acta
(1973), 56(7), 2396-2404, desvela los siguientes compuestos:

en los que el simbolo ---- representa un doble enlace, significa un grupo ceto y no esta presente Rs; y en los que el
simbolo representa un enlace sencillo Rg es hidrégeno (es decir, un alcohol grupo). A diferencia de los compuestos
de la presente invencion, los compuestos de Schneider no engloban estradiol, testosterona o variaciones de
dihidrotestosterona.
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Un derivado sustituido con tri-hidroxilo de estranos se desvela en la patente de Estados Unidos n.° 3.377.363 a
Tadanier et Al., y no se desvela el sustituyente de 3-hidroxi sobre el anillo aromatico de los presentes compuestos.

La patente de Estados Unidos n.° 5.914.324 a De Funari et al., desvela derivados de 6-hidroxi y oxiandrostano para
hipertensién e insuficiencia cardiaca. La patente de Estados Unidos 6.384.250 a Gobbini et al. desvela los
sustituyentes de hidroxilo y cetona en la posicion 6 en la preparacién de (E,Z) 3-(2-aminoetoxiimino)-androstano-
6,17-diona. Estos compuestos se dirigieron hacia el tratamiento de insuficiencia cardiaca. No se desvelan los efectos
de la sustitucion de alquilhidroxilo en la posicion 6.

Tanenbaum et al., "Crystallographic comparison of the estrogen and progesterone receptor's ligand binding
domains", Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Biochemical, Vol. 95, pp 5998-6003, desvela el mecanismo de receptores de
ER e indica que el estradiol que contiene un anillo aromatico con un sustituyente de 3-hidroxi se une bien con la
region de unién a ligando de ER. Se desvela que un grupo aromatico plano sin el sustituyente de 19-metilo esta
favorecido.

La patente de Estados Unidos 5.892.069 a D'Amato describe derivados de estradiol que inhiben la polimerizacion de
tubulina durante la mitosis celular. Dado lo anterior, existe todavia la necesidad de identificar agentes nuevos y
eficaces para tratar cancer.

Otra preocupacion en el campo es la eventual conversion de algunos canceres dependientes de estrogenos, es
decir, cancer de mama, a tipos independientes de estrogenos. Esto puede representarse por una pérdida natural de
diferenciacion por las células tumorales. Se ha observado que las células cancerosas dependientes de estrogenos
pierden frecuentemente con el tiempo su capacidad para producir receptores de proteina de unién a estrégenos y
degeneran en canceres potencialmente mortales independientes de estrégenos mucho mas agresivos. De hecho, el
uso de antiestrégenos para tratar tumores dependientes de estrégenos puede conducir a la seleccién clonal de
células tumorales independientes de estrogenos y, por tanto, puede promover la conversién de un cancer
dependiente de estrégenos a un cancer no dependiente de estrégenos.

Los canceres de otros érganos, tales como pulmoén y colon, puede no afectar los receptores de proteina de union a
estrébgenos y asi se consideran independientes de estrogenos para la replicacion celular. Tales tumores
independientes de estrogenos no son tan susceptibles a las propiedades antiestrogénicas de farmacos tales como
tamoxifeno, inhibidores de la aromatasa. Asi, deben usarse otros agentes quimioterapéuticos para tratar tales
tumores. Se han documentado muchos compuestos por ser eficaces a grados variables contra tumores
independientes de estrégenos.

Estos compuestos se revisan en muchas referencias y normalmente se administran en quimioterapia de pauta de
combinacion causando un efecto secundario sustancial a los pacientes. El principio de uso subyacente de agentes
citotéxicos generales en quimioterapia se basa en la observacién de que células tumorales malignas se replican a
una mayor tasa que las células normales del cuerpo y son, por tanto, correspondientemente mas susceptibles a
estos compuestos. Similarmente, los tejidos normales que proliferan rapidamente (por ejemplo, médula 6sea y
epitelio intestinal) se someten a dafo sustancial una vez se exponen a estos potentes farmacos citotoxicos, y tal
toxicidad frecuentemente limita la utilidad.

Por otra parte, los tumores de crecimiento lento con una pequefia fracciéon de crecimiento, por ejemplo, carcinomas
de colon o pulmén, son frecuentemente insensibles a farmacos citotoxicos. Aparte del tratamiento de tumores
dependientes de estrégenos e independientes de estrogenos, muchos de los farmacos citotdéxicos que estan siendo
usados actualmente para otras enfermedades proliferativas con células que crecen rapidamente implicaron
afecciones hiperproliferativas no cancerosas o no malignas.

También el aumento de importancia del tratamiento terapéutico eficaz de enfermedades virales tales como el SIDA,
herpes, diversos tipos de hepatitis e infecciones bacterianas, especialmente entre pacientes inmunodeprimidos,
exige modos alternativos de terapia con perfil de efectos secundarios favorable.

Por consiguiente, no existe solo una necesidad de quimioterapéuticos para el cancer nuevos y mejorados que
puedan usarse para tratar tanto tumores dependientes de estrégenos como independientes de estrogenos con
riesgo minimo de toxicidad sistémica desafiando la calidad de vida para tal fragil poblacion de pacientes, sino
también de remedios terapéuticos que se dirigen a afecciones hiperproliferativas no cancerosas que pueden
beneficiarse de dosis eficaces de derivados de estradiol. Las células hiperproliferativas pueden ser células normales
o células anormales que crecen rapidamente y pueden incluir tejido que tiene células enddgenas que crecen
rapidamente o su subpoblacién anormal, u otros tejidos generalmente exégenos al paciente.

Ninguna de las ensefianzas del estado de la técnica proporciona un derivado de estradiol terapéutico con perfil de
efectos secundarios favorable que pueda usarse para estos tipos de afecciones.
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Sumario de la invencién

En vista de lo anterior, la presente invencion se dirige hacia compuestos quimioterapéuticos y composiciones,
venciendo asi diversas deficiencias y limitaciones del estado de la técnica, que incluyen aquellas brevemente
expuestas anteriormente. Por consiguiente, es un objetivo de la presente invencion proporcionar compuestos utiles
en el tratamiento de afecciones y tumores dependientes de estrégenos que proporcionen una mejor tolerancia,
pronostico y cumplimiento del paciente.

Otro objetivo de la presente invencion es proporcionar compuestos para el tratamiento de tumores independientes
de estrégenos con compuestos que tienen sustancialmente menos efectos secundarios que aquellos actualmente
disponibles para los pacientes.

Otro objetivo mas de la presente invencidon es proporcionar compuestos y modos alternativos de tratamiento de
tejidos aquejados con afecciones hiperproliferativas, que incluyen infecciones virales y bacterianas.

La presente divulgacion proporciona compuestos segun la férmula IV.

Ejemplos especificos de compuestos de la invencidon se muestran a continuacion:

La presente invencion se refiere a un compuesto de féormula IVe:

H,c  PH
Ry R,
HO Rs
Rz (CH2)mZ(CHZ)nCH3
(IVe)

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2568941 T3

en la que R1, R2, R3 y R4 son hidrégeno; m es un numero entero de 2 - 8; n es un numero enterode 0 -3y Z es -O-
. Ademas de esto, tanto el metilo en C-13 como el hidroxilo en C-17 estan en configuracion (S). En la formula Ve, el
simbolo wwWv representa cualquier tipo de enlace independientemente de la estereoquimica; y los hidratos
respectivos, solvatos y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Los compuestos de la presente invencion pueden usarse para tratar cualquier tumor que pueda ser tanto
directamente como indirectamente afectado por actividad hormonal y/o relacionada con los estrogenos, que incluye,
pero de ningun modo se limita a, tumores sodlidos asociados a mama, canceres pancreaticos, de pulmén, colon,
prostata, de ovarios, ademas de cancer de cerebro, higado, bazo, rifién, ganglios linfaticos, intestino delgado,
glébulos sanguineos, hueso, estdmago, endometrio, testicular, ovario, sistema nervioso central, piel, cabeza y
cuello, esdéfago, o de médula 6sea; ademas de canceres hematoldgicos, tales como leucemia, leucemia
promielocitica aguda, linfoma, mieloma multiple, mielodisplasia, enfermedad mieloproliferativa, o anemia resistente
al tratamiento.

Los compuestos de la presente invencidon también pueden usarse en tratamientos para el cancer terapéuticos
basados en combinacion en un sujeto mamifero. Tales métodos pueden comprender la administracion de un
compuesto de formula (IVe) en combinacién con otras terapias para el cancer complementarias, tales como
quimioterapia, radioterapia, terapia génica, terapia hormonal y otras terapias para el cancer conocidas en la técnica.

Cualquiera de los compuestos de la presente invencidén puede contemplarse para administracion al sujeto mamifero
en forma de un farmaco. En la presente divulgacion, el término "administrar" debe englobar el tratamiento de las
diversas afecciones descritas con el compuesto especificamente desvelado.

Otros objetivos, caracteristicas, beneficios y ventajas de la presente invencion seran evidentes a partir de este
resumen y las siguientes descripciones de ciertas realizaciones, y seran rapidamente evidentes para aquellos
expertos en la materia que tienen conocimiento de diversos compuestos quimioterapéuticos, métodos y/o modos de
operacion.

Descripcion detallada de la invencion

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado que comunmente es entendido por un experto en la materia a la que pertenece la
presente invencion y debe entenderse que tienen los significados descritos a continuacion. A menos que se
especifique de otro modo, una referencia a un compuesto particular incluye todas aquellas formas isoméricas, que
incluyen mezclas racémicas y otras mezclas de las mismas. A menos que se especifique de otro modo, una
referencia a un compuesto particular también incluye idnicos, sal, solvato (por ejemplo, hidrato), por ejemplo, como
se trata en el presente documento.

Puede ser conveniente o deseable preparar, purificar y/o manipular una sal correspondiente del compuesto activo,
por ejemplo, una sal farmacéuticamente aceptable. Ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables se tratan en
Berge et al., 1977, "Pharmaceutically Acceptable Salts", J. Pharm. Sci., Vol. 66, pp. 1-19, y se tratan en el presente
documento.

Los compuestos antiproliferativos de la presente invencién tienen aplicaciéon en el tratamiento de cancer, y asi la
presente invencion proporciona ademas agentes antineoplasicos. El término "agente antineoplasico”, como se usa
en el presente documento, se refiere a un compuesto que trata, retarda la progresién, prolonga el periodo de recaida
de y controla los sintomas de un cancer (es decir, un compuesto que es Util en el tratamiento de un cancer). El
efecto anticancerigeno puede surgir mediante uno o mas mecanismos, que incluyen, pero no se limitan a, la
regulacion de la proliferacién celular, la inhibicion de la angiogénesis (formacién de nuevos vasos sanguineos), la
inhibicion de metastasis (la diseminacion de un tumor desde su origen), la inhibicién de invasion (la diseminacion de
células tumorales en estructuras normales vecinas), o la promocion de apoptosis (muerte celular programada), o
necrosis tumoral o autofagia tumoral o cualquier combinaciones de los mismos.

La invencién proporciona ademas compuestos activos para su uso en un método de tratamiento del cuerpo humano
o animal por terapia. Un método tal puede comprender administrar a un sujeto tal una cantidad terapéuticamente
eficaz de un compuesto activo, preferentemente en forma de una composicién farmacéutica como se trata
adicionalmente en el presente documento.

El término "estrogeno”, como se usa en el presente documento, engloba hormonas similares a esteroides que son
naturalmente producidas y es capaz de cruzar la membrana celular para ejercer su actividad dentro de la célula
uniéndose a los receptores de estrégeno. Ejemplo de tales compuestos incluyen, pero no se limitan a, estradioles,
estroles y esterenos.

El término "tratamiento" o "terapia", como se usa en el presente documento en el contexto de tratar una afeccion, se

refiere generalmente al tratamiento y terapia de un sujeto mamifero, tanto de un ser humano como de un animal no
humano (por ejemplo, en aplicaciones veterinarias), en las que se logra algun efecto terapéutico deseado, por
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ejemplo, la inhibicion del progreso de la afeccion, e incluye una reduccion en la tasa de progreso, una detencion en
la tasa de progreso, mejora de la afeccidon y/o cura de la afeccion. También se incluye tratamiento como medida
profilactica. El tratamiento incluye tratamientos de combinacién y terapias, en el que dos o mas tratamientos o
terapias se combinan, por ejemplo, secuencialmente o simultdneamente. Ejemplos de tratamientos y terapias
incluyen, pero no se limitan a, quimioterapia (la administracion de agentes activos, que incluyen, por ejemplo,
farmacos, anticuerpos (por ejemplo, como en inmunoterapia); cirugia; radioterapia; y terapia génica.

El término "isémero estereoquimico”, como se usa en el presente documento, se refiere a isébmeros que se
diferencian entre si solo en la forma en la que los atomos estan orientados en el espacio. Los dos estereoisémeros
particularmente de importancia en la presente invencion son enantidomeros y diaesteredmeros dependiendo de si los
dos isémeros son o0 no imagenes especulares entre si. En la realizacion preferida, las formulaciones reivindicadas
comprenden tales compuestos que se aislaron, resolvieron y estan "sustancialmente libres de otros isémeros".

El término "cantidad terapéuticamente eficaz", como se usa en el presente documento, se refiere a esa cantidad de
un compuesto activo, o un material, composicion o forma de dosificaciéon, que comprende un compuesto activo, que
es eficaz para producir algun efecto terapéutico deseado, proporcional a una relacion beneficio/riesgo razonable.

El término "paciente” se refiere a animales, que incluyen mamiferos, preferentemente seres humanos.

El término "region de un paciente" se refiere a un area particular o porcién del paciente aquejado con un trastorno
proliferativo, cancer o tumor, y en algunos casos a regiones en todo el paciente entero. A modo de ejemplo de tales
regiones son la region pulmonar, la regiéon gastrointestinal, la regiéon de la mama, la regién renal, ademas de otras
regiones corporales, tejidos, linfocitos, receptores, 6rganos y similares, que incluyen la vasculatura y aparato
circulatorio, y tejido canceroso. "Regién de un paciente" incluye, por ejemplo, regiones que van a tratarse con los
compuestos desvelados y composiciones. La "region de un paciente" es preferentemente interna, aunque puede ser
externa.

El término "tejido" se refiere generalmente a células especializadas que pueden realizar una funcién particular. El
término "tejido" puede referirse a una célula individual o una pluralidad o agregado de células, por ejemplo,
membranas, sangre u 6rganos. El término "tejido" también incluye referencia a una célula anormal o una pluralidad
de células anormales. Tejidos a modo de ejemplo incluyen tejido de mama, que incluye células de mama, tejidos
membranosos, que incluyen endotelio y epitelio, ldminas, tejido conjuntivo, que incluye tejido intersticial, y tumores.

El término "trastornos proliferativos de células", como se usa en el presente documento, se refiere a trastornos tales
como tumores, tumores malignos primarios y otras afecciones hiperproliferativas. Los términos "tumor(es) maligno(s)
primario(s)" y "cancer(es)" se usan indistintamente.

Compuestos

La presente invencién se refiere a derivados de estradiol de formula (IVe) con modificaciones especificas en la
posicion 6 del anillo B del estradiol.

Pueden usarse compuestos de la realizacion de la presente invencidn en una composicion farmacéutica. Una
composicion tal puede comprender uno o mas compuestos seleccionados de aquellos tratados anteriormente,
ilustrados mas adelante o citados de otro modo en el presente documento, y combinaciones de los mismos. En
ciertas realizaciones, una composicién tal puede comprender un componente de vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Sin limitacién, una composicién tal puede comprender una mezcla racémica de compuestos. En ciertas
realizaciones, un compuesto tal puede estar presente como el enantiomero S y R, preferentemente su forma aislada
y purificada que esta sustancialmente libre de otros isémeros

Los compuestos desvelados en el presente documento pueden tener centros asimétricos y pueden producirse como
un racemato, una mezcla racémica o como diaesteredmeros o enantidmeros individuales y purificados tales como
(nombrados mediante ChemDraw Ultra, version 11,0(3) o 12,0) (6S,8R,9S,13S,14S)-6-(metoximetil)-13-metil-
7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-decahidro-6H-ciclopenta[a]fenantreno-3,17-diol (compuesto comparativo 3);
(6R,8R,9S,13S,14S)-6-(metoximetil)-13-metil-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-decahidro-6H-ciclopenta[a]fenantreno-3,17-
diol (compuesto comparativo 4); (6R,8R,9S,13S,14S)-6-((aminooxi)metil)-13-metil-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-
decahidro-6H-ciclopenta[alfenantreno-3,17-diol (compuesto comparativo 10); (6S,8R,9S,13S,14S)-6-
((@aminooxi)metil)-13-metil-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-decahidro-6H-ciclopenta[a]fenantreno-3,17-diol (compuesto
comparativo 11); (6R,8R,9S,13S,14S)-6-((aminooxi)metil)-17-hidroxi-13-metil-6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-
dodecahidro-3H-ciclopenta[a]fenantren-3-ona (compuesto comparativo 12); (6S,8R,9S,13S,14S)-6-((aminooxi)metil)-
17-hidroxi-13-metil-6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-dodecahidro-3H-ciclopenta[a]fenantren-3-ona (compuesto
comparativo 13); (6R,8R,9S,13S,14S)-6-(((metoximetil)amino)metil)-13-metil-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-decahidro-
6H-ciclopenta[a]fenantreno-3,17-diol (compuesto comparativo 14); (6S,8R,9S,13S,14S)-6-
(((metoximetil)amino)metil)-13-metil-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-decahidro-6H-ciclopenta[a]fenantreno-3,17-diol

(compuesto comparativo 15); 1-((((6R,8R,9S,13S,14S)-3,17-dihidroxi-13-metil-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-decahidro-
6H-ciclopenta[a]fenantren-6-il)metil)amino)propan-2-ona (compuesto comparativo 16); 1-((((6S,8R,9S,13S,14S)-
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3,17-dihidroxi-13-metil-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-decahidro-6H-ciclopenta[a]fenantren-6-il)metil)Jamino)propan-2-
ona (compuesto comparativo 17); (6R,8R,9S,13S,14S)-6-metoxi-13-metil-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-decahidro-6H-
ciclopenta[a]fenantreno-3,17-diol (compuesto comparativo 18); (6S,8R,9S,13S,14S)-6-(2-metoxietil)-13-metil-
7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-decahidro-6H-ciclopenta[a]fenantreno-3,17-diol (compuesto 19); (6R,8R,9S,13S,14S)-6-
(4-metoxibutil)-13-metil-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-decahidro-6H-ciclopenta[a]fenantreno-3,17-diol (compuesto 20);
(6R,8R,9S,13S,14S)-6-(6-metoxihexil)-13-metil-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-decahidro-6H-ciclopenta[a]fenantreno-
3,17-diol (compuesto 21); (6R,8R,9S,13S,14S)-6-(6-metoxioctil)-13-metil-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-decahidro-6H-
ciclopentalalfenantreno-3,17-diol (compuesto 22); estearato de (6R,8R,9S,13S,14S)-3-hidroxi-6-(metoximetil)-13-
metil-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-decahidro-6H-ciclopenta[a]fenantren-17-ilo (compuesto comparativo 23);
(6R,8R,9S,13S,14S)-13-metil-6-(4-propoxibutil)-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-decahidro-6H-ciclopenta[a]fenantreno-
3,17-diol (compuesto 30); y (6R,8R,9S,13S,14S)-13-metil-6-(5-etoxipentil)-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-decahidro-6H-
ciclopenta[a]fenantreno-3,17-diol (compuesto 31).

La presente divulgaciéon se refiere a la preparacion de los enantidmeros R o S, y/o diaestereébmeros R o S de
estradioles sustituidos en la posicién 6. Métodos para la preparacion (por ejemplo, sintesis asimétrica) y separacion
(por ejemplo, cristalizacion fraccionada y medios cromatograficos) de tales formas isoméricas son tanto
generalmente conocidos en la técnica como se obtienen facilmente adaptando los métodos ensefiados en el
presente documento. Tales metodologias se describen, por ejemplo, en la solicitud de EE.UU. en tramitacion junto
con la presente USSN 11/541, 987.

A modo de ilustracion, un método de preparacion de derivados de 6-hidroximetilo, 6-alcoxialquilo, 6-alquiltioalquilo,
6-aminometoxi, 6-metilaminometoxi o de 6-metoxiamina de estradiol se desvela en el presente documento. Los
esquemas de reaccion para preparar derivados de estradiol se facilitan a continuacién, Esquemas 1-3. Tales
métodos pueden comprender reaccion de un derivado de t-butildimetilsillo de estradiol con
LIDAKOR/THF/formaldehido para obtener un compuesto 6-hidroxilado, seguido de etapas tales como: (i) hidrdlisis
para obtener el derivado de 6-hidroximetilo de estradiol; y/o (ii) tratamiento con sulfato de dimetilo, seguido de
hidrélisis para obtener el derivado de 6-metiloximetilo de estradiol. NDC-1088 puede obtenerse por oxidacion
adicional de NDC-1033 en la posicion de hidroxilo C-17.

En un enfoque alternativo, los esteroides aromaticos sustituidos en la posiciéon 6 relacionados con aquellos de la
presente invenciéon también pueden prepararse por un método que comprende etapas tales como: (i) proteger un
compuesto de estradiol, (ii) acilar el compuesto de estradiol protegido en la posicién 6 bencilica con LIDAKOR/butil-
litio/diisopropilamina/terc-amilato de potasio, (iii) reducir el aldehido en la posicién 6 con hidruro de litio y aluminio,
(iv) desproteger las regiones protegidas del compuesto de estradiol. Un esquema de reaccion para preparar
derivados de estradiol se facilita a continuacion en el Esquema 2.
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Esquema 1
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Esquema 2
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Diversos derivados de alquiloxialquilo, segun la presente divulgacion, implican la seleccién de agentes alquilantes.
Tales derivados serian entendidos por aquellos expertos en la materia avisados de la presente divulgacion, y esta
disponible mediante procedimientos de sintesis del tipo descrito en el presente documento. Por consiguiente, sin
limitacion, pueden usarse diversos reactivos de alquilo C1 a Cs y de alquilo sustituido, como se describen en el
presente documento para preparar los derivados de alquiloxialquilo correspondientes.

En otro aspecto de la presente divulgacion, los métodos de preparacion de derivados de 6-amino del estradiol se

desvelan en los esquemas de reaccién a continuacion. Por consiguiente, los estradioles 6-metoxilados descritos en
los Esquemas 1-2 se emplean y se convierten en sus derivados de amino respectivos.
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Esquema 3
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Masa exacta: 401,22 Masa exacta: 359,21
Peso mol.: 401,50 Peso mol.: 359,46 Peso mol.: 31742

Masa exacta: 317.20

Entre otras cosas, la invencién ofrece un nuevo modo de accién para tratar tumores dependientes o independientes
de estrégenos. El enfoque tradicional empled farmacos que una vez unidos a los ER modificaron la configuracion de
los ER hasta el punto que en efecto los destruyeron. Por consiguiente, la destruccion de tales ER unidos cesaria la
transmision de todas las sefiales externas e internas esenciales para la vitalidad de las células, creando una parada
en el crecimiento celular.

Se cree que los compuestos presentemente desvelados son capaces de unirse a varios receptores que incluyen los
receptores de estrégeno, testosterona y andrégeno. El inventor ha observado inesperadamente que tras la union, los
compuestos de la presente invencion son capaces de modular las vias de sefializacion del primer o segundo
mensajero celular y adicionalmente potenciar sus efectos clinicos mediante mecanismos dependientes de genes o
independientes de genes, por ejemplo, la actividad de estrégeno dependiente de genes se ha descrito bien en la
materia y aquellos expertos habituales en la materia son capaces de determinar las vias implicadas en la
inactivacion de un gen dependiente de estrégenos.

Sin embargo, en la presente invencion, los compuestos reivindicados son capaces de modular la actividad celular a
un nivel independiente de los mecanismos regulados por genes tradicionales. En este aspecto de la invencion, los
compuestos de la presente invencién son capaces de unirse directamente a multiples receptores de esteroide en la
membrana plasmatica y desencadenar mecanismos de estrés mediados por células internos que implican la
respuesta a proteinas desplegadas ("UPR") en el reticulo endoplasmico. La respuesta al estrés UPR posteriormente
conduce a la inhibicion del crecimiento, y muerte celular mediante la modulacion de genes de respuesta al estrés
tales como CHOP, también conocidos como GADD153, TRIB3, etc.

Ademas, la administracion de los compuestos desvelados en el presente documento para el tratamiento de diversos
estados de cancer puede comprender la administracion de un compuesto de férmula IVe en combinacién con otras
terapias para el cancer complementarias, tales como quimioterapia, radioterapia, terapia génica, terapia hormonal y
otras terapias para el cancer conocidas en la técnica. Las combinaciones de los compuestos presentemente
desvelados con otros agentes anticancerigenos o quimioterapéuticos estan dentro del alcance de la invencion.
Ejemplos de tales agentes pueden encontrarse en Cancer Principles and Practice of Oncology por V. T. Devita y S.
Hellman (editors), 62 edicion (15 de Feb. de 2001), Lippincott Williams & Wilkins Publishers. Un médico, veterinario o
profesional clinico de experiencia habitual en la materia seria capaz de distinguir qué combinaciones de agentes
serian utiles basandose en las caracteristicas particulares de los farmacos y el cancer en cuestion. Tales agentes
antineoplasicos incluyen los siguientes: moduladores de receptores de estrégeno, moduladores de receptores de
andrégeno, moduladores de receptores de retinoide, agentes citotdxicos, agentes antiproliferativos, inhibidores de la
proteina-prenil transferasa, inhibidores de la HMG-CoA reductasa, inhibidores de la EHV proteasa, inhibidores de la
transcriptasa inversa, inhibidores de la aromatasa e inhibidores de la angiogénesis.

Compuestos ejemplificados

Los compuestos de la presente divulgacion se ilustran en la Tabla Il a continuacién:
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Tabla llI
R1, Rz, Rs, R4: independientemente H, alquilo C+-Cs, alquilo sustituido, o halégeno y --- es un enlace simple
o doble; no presente.

Entrada X z Y |C6| C8 | C9 |C13| C14 | C-17
Compuesto OMe OH OH| R R S S S S
comparativo

18
Compuesto CH2NHCH,0OCH3 OH OH| R R S S S S
comparativo
14
Compuesto CH2NHCH,OCH; OH OH | S R S S S S
comparativo
15
Compuesto CH2NHC(O)-OCHj3 OH OH| R R S S S S
comparativo
16
Compuesto CH2NHC(O)-OCHj5 OH OH | S R S S S S
comparativo
17
Compuesto (CH2).OMe OH OH | S R S S S S
19
Compuesto (CH2)sOMe OH OH| R R S S S S
20
Compuesto (CH2)sOMe OH OH| R R S S S S
21
Compuesto (CH2)sOMe OH OH | R R S S S S
22
Compuesto Me C(O)-(CH2)16CH3 | H R R S S S S
comparativo
23
Compuesto | (CH2)4O(CH2).-CHj3 OH OH| R R S S S S
30
Compuesto (CH2)s0(CH2)-CH3 OH OH| R R S S S S
31

Los compuestos preferidos en la Tabla Ill incluyen los compuestos 19, 20, 21, 22 y 31. Al menos un aspecto de la
presente invencion se refiere a estos compuestos preferidos, su método de uso y preparacion.

Un ejemplo no limitante especifico para el tratamiento de un estado de cancer identificado como se describe en el
presente documento incluye el uso de un compuesto de férmula IVe tal como:

21 30

Los compuestos activos anteriores también pueden usarse como parte de un ensayo in vitro, por ejemplo, con el fin
de determinar si es probable que un huésped candidato se beneficie de tratamiento con el compuesto en cuestion.
Cualquier compuesto activo de la presente invencién también puede usarse como patrén, por ejemplo, en un
ensayo, con el fin de identificar otros compuestos activos, otros agentes antiproliferativos, otros agentes
antiinflamatorios, etc.
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Al menos en un aspecto de la presente invencion, los compuestos candidatos se evaluaron para su actividad
antagonista de receptores de estrogeno. La evaluacién en cuanto a si un compuesto es un antagonista de
receptores de estrogeno puede llevarse a cabo por diversas metodologias conocidas en la técnica. En la presente
solicitud, tal capacidad se determind realizando el ensayo de unién a luciferasa segin los métodos de cribado
descritos en el presente documento.

En una realizacion mas preferida de este aspecto de la invencion, la capacidad de unién del receptor de estrégeno
se evaluo transfectando transitoriamente células CV-1 con construcciones de expresién para tanto ER (o) como ER
(B) mas una construccion indicadora de ERE-tk-luciferasa. Las células se dividieron entonces en controles y grupos
de candidatos en los que los controles no recibieron tratamiento, o se trataron con estradiol solo (1 nM) y los grupos
de candidatos recibieron estradiol mas un compuesto de la invencion a concentraciones variables. Después de 16-
24 horas las células se recogieron y se ensayaron para actividad de luciferasa usando un kit de ensayo
comercialmente disponible.

En otro aspecto mas de la presente invencion se determind la Clso 0 la concentracion de inhibicién al 50 % de los
compuestos candidatos para evaluar la potencia del farmaco y posibles pautas de dosificacion para uso in vivo. Un
experto habitual en la materia es facilmente capaz de determinar tal informacién usando metodologias comunmente
conocidas. Como se ha descrito bien en la materia, la Clsp representa y mide cuanto se necesita de una
sustancia/molécula particular para inhibir algun proceso bioldgico el 50 %. En el presente caso, la Clsp de los
compuestos candidatos se determind como la concentracion que condujo a una respuesta del 50 % en comparacion
con las células de control de vehiculo.

Como se indica en el presente documento, las sales de los compuestos de la presente invencién se refieren a "sales
farmacéuticamente aceptables" no téxicas. Otras sales pueden, sin embargo, ser Utiles en la preparacion de los
compuestos segun la invencién o de sus sales farmacéuticamente aceptables. Cuando los compuestos de la
presente invencién contienen un grupo basico, las sales englobadas dentro del término "sales farmacéuticamente
aceptables" se refiere a sales no téxicas que se preparan generalmente haciendo reaccionar la base libre con un
acido organico o inorganico adecuado. Sales representativas incluyen cualquiera de tales sales conocidas en la
técnica. Si los compuestos de la presente invencion llevan un resto acido, sales farmacéuticamente aceptables
adecuadas de los mismos pueden incluir sales de metales alcalinos, por ejemplo, sales de sodio o potasio; sales de
metales alcalinotérreos, por ejemplo, de calcio 0 magnesio; y sales formadas con ligandos organicos adecuados, por
ejemplo, sales de amonio cuaternario.

Para tratar un sujeto mamifero, tal como un paciente humano, una cantidad eficaz de uno o mas compuestos de la
presente invencidn, o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, se administra al sujeto mamifero para
promover la exposiciéon a o contacto de las células cancerosas o el crecimiento tumoral elegido como diana. Pueden
determinarse formas de dosificacion eficaces, modos de administracion y cantidades de dosificacion empiricamente,
y el hacer tales determinaciones esta dentro de la experiencia de la materia. Se entiende por el médico, veterinario o
profesional clinico de experiencia habitual en la materia que la cantidad de dosificacion variara con la actividad del
compuesto particular empleado, transcurso y/o progresion del estado de enfermedad, la via de administracion, la
tasa de eliminacion del compuesto, funcion renal y hepatica del paciente, la duracién del tratamiento, la identidad de
cualquier otro farmaco que se administre al sujeto, edad, tamafo y factores similares muy conocidos en las ciencias
médicas. Como se trata en el presente documento, los compuestos de la presente invencion pueden administrarse
en formas de dosificacion oral tales como comprimidos, capsulas (incluyendo cada una formulaciones de liberacion
sostenida o de liberacion controlada), pildoras, polvos, composiciones micronizadas, granulos, elixires, tinturas,
suspensiones, jarabes y emulsiones. Asimismo, también pueden administrarse en forma intravenosa (bolo o
infusidn), intraperitoneal, topica (por ejemplo, colirio ocular), subcutanea, intramuscular o transdérmica (por ejemplo,
parche), todas usando formas muy conocidas para aquellos expertos en las técnicas farmacéuticas. De nuevo, el
médico generalmente experto, veterinario o profesional clinico puede determinar facilmente y recetar la cantidad
eficaz del farmaco requerida para prevenir, contrarrestar o detener el progreso de la afeccion.

Las dosificaciones orales de la presente invencion, cuando se usan para los efectos indicados, oscilaran entre
aproximadamente 0,01 mg por kg de peso corporal por dia (mg/kg/dia) y aproximadamente 100 mg/kg/dia,
preferentemente 0,01 a 10 mg/kg/dia, y lo mas preferentemente 0,1 a 5,0 mg/kg/dia. Para administracion por via
oral, las composiciones se proporcionan preferentemente en forma de comprimidos que contienen 0,01, 0,05, 0,1,
0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 10,0, 15,0, 25,0, 50,0, 100 y 500 miligramos del principio activo para el ajuste sintomatico de la
dosificacion al paciente que va a tratarse. Un medicamento normalmente contiene de aproximadamente 0,01 mg a
aproximadamente 500 mg de principio activo, preferentemente de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 100
mg de principio activo. Intravenosamente, la dosis mas preferida oscilara de aproximadamente 0,1 a
aproximadamente 10 mg/kg/minuto durante una infusién de tasa constante. Los compuestos de la presente
invencion pueden administrarse en una Unica dosis diaria, o la dosificacion diaria total puede administrarse en dosis
divididas de dos, tres o cuatro veces al dia.

Como se indica en el presente documento, los compuestos de la presente invencion pueden usarse en combinacion
con otros agentes antineoplasicos u otros agentes que potenciaran la pauta de tratamiento para el sujeto mamifero.
Los componentes individuales de tales combinaciones pueden administrarse por separado en momentos diferentes
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durante el transcurso de la terapia o simultdaneamente en formas de combinacion divididas o individuales a pacientes
o regiones de tales pacientes en necesidad de tal terapia. La presente invencion debe entenderse, por tanto, como
que engloba todas aquellas pautas de tratamiento simultaneo o alterno y el término "administrar" debe interpretarse
consecuentemente. Se entendera que el alcance de las combinaciones de los compuestos de la presente invencién
con otros agentes Utiles para tratar la afeccion de cancer dirigida incluye en principio cualquier combinacién con
cualquier composicion farmacéutica util para tratar trastornos relacionados con el funcionamiento de estrégenos.

Los compuestos de la presente invencion pueden ser profarmacos para potentes agentes antiproliferativos. Los
compuestos que presentan actividad intrinseca baja o moderada pueden actuar de profarmacos, y ser
metabodlicamente activados (por ejemplo, in vivo) para generar compuestos mas potentes. Esto es especialmente util
en la terapia del cancer en la que la activacion metabdlica puede lograrse por una enzima que se expresa en
tumores. Los profarmacos, que actuan de sustrato, pueden ser metabolizados por CYP19, 173-HSD, HS-
desmetilasa u otra enzima asociada a esteroidea para generar un potente agente antineoplasico. Los derivados de
(R) o (S)-6-metiloxoalquilo de exemestano sugieren que puede ser activo contra numerosas formas de cancer mas
alla del cancer de mama. La actividad en inhibir el crecimiento de células tumorales en lineas de células derivadas
de canceres de mama, pulmén, colon, prostata, endometrio y de ovario se observo para el enantidmero NDC-1011.
Por ejemplo, estudios in vitro de crecimiento de células tumorales es la mayor en lineas celulares que son positivas
para CYP19 (MDA-MB-213 y SK-OV-3) y se reduce en aquellas lineas celulares que son negativas para CYP19
(MCF-7 y NIH:OVCAR-3) indica que el compuesto comparativo 24 puede actuar de pro-farmaco.

Aunque no se esta ligado a teoria alguna, por ejemplo, si el compuesto comparativo 24 es un profarmaco, entonces
cualquier numero de enzimas esteroidogénicas normales del cuerpo deben ser activas hacia el compuesto
comparativo 24, convirtiendo asi el compuesto comparativo 24 en el (los) metabolito(s) activo(s). Este aspecto de la
invencion puede aplicarse del mismo modo a tanto los diaestereémeros S como R.

Composiciones

Como se usa en el presente documento, el término "composicion" pretende englobar un producto que comprende los
componentes especificados en las cantidades especificadas, ademas de cualquier producto que resulte,
directamente o indirectamente, de la combinacion de los componentes especificados en las cantidades
especificadas.

Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencién incluyen aquellas adecuadas para administracion oral,
nasal, topica (incluyendo bucal y sublingual), rectal, vaginal y/o parenteral. Independientemente de la via de
administracion seleccionada, el (los) principio(s) activo(s) se formula(n) en formas de dosificacion farmacéuticamente
aceptables por métodos convencionales conocidos para aquellos expertos en la materia.

La cantidad del (de los) principio(s) activo(s) que se combinara con un material de vehiculo para producir una forma
de dosificacién Unica variara dependiendo del huésped que esta tratandose, el modo particular de administracion y
todos los otros factores descritos anteriormente. La cantidad del (de los) principio(s) activo(s) que se combinara con
un material de vehiculo para producir una forma de dosificacién Unica generalmente sera aquella cantidad del (de
los) principio(s) activo(s) que sera la dosis eficaz mas baja para producir un efecto terapéutico.

Los métodos de preparacion de formulaciones farmacéuticas o composiciones incluyen la etapa de poner el (los)
principio(s) activo(s) en asociacién con el vehiculo y, opcionalmente, uno 0 mas componentes accesorios. En
general, las formulaciones se preparan poniendo uniformemente e intimamente el (los) principio(s) activo(s) en
asociacion con vehiculos liquidos, o vehiculos sélidos finamente dividido, o ambos, y luego, si fuera necesario,
moldeando el producto.

Las formulaciones de la invencion adecuadas para administracion por via oral pueden estar en forma de capsulas,
sellos, pildoras, comprimidos, pastillas para chupar (usando una base aromatizada, normalmente sacarosa y goma
arabiga o tragacanto), polvos, granulos, o como una disolucidon o una suspension en un liquido acuoso o no acuoso,
0 como una emulsion liquida de aceite en agua o agua en aceite, 0 como un elixir o jarabe, o como pastillas (usando
una base inerte, tal como gelatina y glicerina, o sacarosa y goma arabiga) y/o como enjuagues bucales y similares,
conteniendo cada uno una cantidad predeterminada del (de los) principio(s) activo(s). El (Los) principio(s) activo(s)
también puede(n) administrarse como un bolo, electuario o pasta.

En las formas de dosificacién sélidas de la invencion para administracion por via oral (capsulas, comprimidos,
pildoras, comprimidos recubiertos de azucar, polvos, granulos y similares), el (los) profarmaco(s), principio(s)
activo(s) (en la forma micronizada) se mezcla/mezclan con uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables,
tales como citrato de sodio o fosfato de dicalcio, y/o cualquiera de los siguientes: (i) cargas o sustancias de relleno,
tales como almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol y/o acido silicico; (2) aglutinantes, tales como, por
ejemplo, carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidona, sacarosa y/o goma arabiga; (3) humectantes,
tales como glicerol; (4) agentes disgregantes, tales como, agar-agar, carbonato calcico, almidon de patata o tapioca,
acido alginico, ciertos silicatos, y carbonato sédico; (5) agentes retardantes de la disolucion, tales como parafina; (6)
aceleradores de la absorcion, tales como compuestos de amonio cuaternario; (7) agentes humectantes, tales como,
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por ejemplo, alcohol cetilico y monoestearato de glicerol; (8) absorbentes, tales como caolin y arcilla de bentonita;
(9) lubricantes, tales como talco, estearato de calcio, estearato de magnesio, polietilenglicoles sélidos, laurilsulfato
sédico y mezclas de los mismos; y (10) agentes colorantes. En el caso de capsulas, comprimidos y pildoras, las
composiciones farmacéuticas también pueden comprender agentes de tamponamiento. Pueden emplearse como
cargas composiciones soélidas de tipo similar en capsulas de gelatina rellenas blandas y duras usando excipientes
tales como lactosa o azucares de la leche, ademas de polietilenglicoles de peso molecular alto y similares.

Puede prepararse un comprimido por compresion o moldeo, opcionalmente con uno o mas componentes accesorios.
Los comprimidos pueden prepararse usando aglutinante (por ejemplo, gelatina o hidroxipropilmetilcelulosa),
lubricante, diluyente inerte, conservante, disgregante (por ejemplo, glicolato sédico de almidén o
carboximetilcelulosa sddica reticulada), tensioactivo o dispersante. Los comprimidos pueden prepararse moldeando
en una maquina adecuada una mezcla del (de los) principio(s) activo(s) en polvo humedecido(s) con un diluyente
liquido inerte.

Los comprimidos, y otras formas de dosificacion soélidas de las composiciones farmacéuticas de la presente
invencion, tales como comprimidos recubiertos de azucar, capsulas, pildoras y granulos, pueden opcionalmente
ranurarse o prepararse con recubrimientos y vainas, tales como recubrimientos entéricos y otros recubrimientos muy
conocidos en la técnica de la formulacion farmacéutica. También pueden formularse de manera que proporcionen
liberacion lenta o controlada del (de los) principio(s) activo(s) en su interior usando, por ejemplo,
hidroxipropilmetilcelulosa en proporciones variables para proporcionar el perfil de liberacion deseado, otras matrices
poliméricas, liposomas y/o microesferas. Pueden esterilizarse, por ejemplo, por filtracion a través de un filtro de
retencion de bacterias. Estas composiciones también pueden contener opcionalmente agentes opacificantes y
pueden ser de una composicion tal que liberen el principio activo sdlo, o preferentemente, en una cierta porcién del
tubo gastrointestinal, opcionalmente de manera retardada. Ejemplos de composiciones de inclusién que pueden
usarse incluyen sustancias poliméricas y ceras. El principio activo también puede estar en forma microencapsulada.

Las formas de dosificacion liquidas para administracion por via oral del (de los) principio(s) activo(s) incluyen
emulsiones, microemulsiones, disoluciones, suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables.
Ademas del (de los) principio(s) activo(s), las formas de dosificacién liquidas pueden contener diluyentes inertes
comunmente usados en la técnica, tales como, por ejemplo, agua u otros disolventes, agentes solubilizantes y
emulsionantes, tales como alcohol etilico, alcohol isopropilico, acetato de etilo, alcohol butilico, benzoato de bencilo,
propilenglicol, glicol, aceites (en particular, aceites de semilla de algodon, de cacahuete, de maiz, de germen, de
oliva, de ricino y de sésamo), glicerol, alcohol amilico, alcohol tetrahidrofurilico, polietilenglicoles y ésteres de acidos
grasos de sorbitano, y mezclas de los mismos.

Ademas de los diluyentes inertes, las composiciones orales también pueden incluir adyuvantes tales como
humectantes, emulsionantes y agentes de suspension, edulcorantes, aromatizantes, colorantes, perfumantes y
conservantes. Las suspensiones, ademas del (de los) principio(s) activo(s), pueden contener agentes de suspension
como, por ejemplo, alcoholes etoxilados, ésteres de polioxietilensorbitol y de sorbitano, celulosa microcristalina,
metahidréxido de aluminio, bentonita, agar-agar y tragacanto, y mezclas de los mismos.

Las formulaciones de las composiciones farmacéuticas de la invenciéon para administracion rectal o vaginal pueden
presentarse como un supositorio, que puede prepararse mezclando el (los) principio(s) activo(s) con uno o mas
excipientes o vehiculos no irritantes adecuados que comprenden, por ejemplo, manteca de cacao, polietilenglicol,
cera o salicilato y que es solido a temperatura ambiente, pero liquido a temperatura corporal y, por tanto, se fundira
en el recto o cavidad vaginal y liberara el (los) principio(s) activo(s). Las formulaciones de la presente invencion que
son adecuadas para administracion vaginal también incluyen pesarios, tampones, cremas, geles, pastas, espumas o
formulaciones en espray que contienen vehiculos tales que son conocidos en la técnica por ser apropiados.

Las formas de dosificacion para la administracion topica o transdérmica del (de los) principio(s) activo(s) incluyen
polvos, esprays, pomadas, pastas, cremas, lociones, geles, disoluciones, parches e inhaladores. El (los) principio(s)
activo(s) puede(n) mezclarse en condiciones estériles con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, y con cualquier
tampodn, o propulsor que pueda requerirse.

Las pomadas, pastas, cremas y geles pueden contener, ademas del (de los) principio(s) activo(s), excipientes, tales
como grasas animales y vegetales, aceites, ceras, parafinas, almidén, tragacanto, derivados de celulosa,
polietilenglicoles, siliconas, bentonitas, acido silicico, talco y 6xido de cinc, o mezclas de los mismos. Los polvos y
esprays pueden contener, ademas del (de los) principio(s) activo(s), excipientes tales como lactosa, talco, acido
silicico, hidroxido de aluminio, silicatos de calcio y polvo de poliamida o mezclas de estas sustancias. Los esprays
pueden contener adicionalmente propulsores habituales tales como clorofluorohidrocarburos e hidrocarburos
volatiles no sustituidos, tales como butano y propano.

Los compuestos de la presente invencién pueden administrarse en forma intranasal mediante uso topico de
vehiculos intranasales adecuados, o mediante vias transdérmicas, usando aquellas formas de parches
transdérmicos para la piel muy conocidos para aquellos expertos habituales en la materia. Un sistema de
administracion transdérmica proporciona administracion continua mediante la pauta de dosificacion. Los parches
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transdérmicos tienen la ventaja afadida de proporcionar la liberacion controlada del (de los) principio(s) activo(s) al
cuerpo. Tales formas de dosificacion pueden prepararse disolviendo, dispersando o incorporando de otro modo el
(los) principio(s) activo(s) en un medio apropiado, tal como un material de matriz elastomérica. También pueden
usarse potenciadores de la absorcion para aumentar el flujo del (de los) principio(s) activo(s) a través de la piel. La
tasa de tal flujo puede controlarse tanto proporcionando una membrana de control de la tasa como dispersando el
(los) principio(s) activo(s) en una matriz de polimero o gel.

Los compuestos de la presente invencién también pueden administrarse en forma de sistemas de administracion de
liposomas, tales como vesiculas unilaminares pequefias, vesiculas unilaminares grandes y vesiculas multilaminares.
Los liposomas pueden formarse a partir de una variedad de fosfolipidos, tales como colesterol, estearilamina o
fosfatidilcolinas.

Otro modo de administracion para los compuestos de la presente invencion puede ser la administracién mediante el
uso de anticuerpos monoclonales como vehiculos individuales a los que se acoplan las moléculas de compuesto.
Los compuestos de la presente invencion también pueden acoplarse con polimeros solubles como vehiculos de
farmaco direccionables. Tales polimeros pueden incluir polivinilpirrolidona, copolimero de pirano,
polihidroxipropilmetacrilamida-fenol, polihidroxi-etilaspartamidafenol, o poli(6xido de etilo)-polilisina sustituido con
residuos de palmitoilo. Ademas, los compuestos de la presente invencion pueden acoplarse a una clase de
polimeros biodegradables utiles en lograr la liberacion controlada de un farmaco, por ejemplo, acido polilactico, acido
poliglicélico, copolimeros de acido polilactico y poliglicélico, poli-épsilon-caprolactona, acido polihidroxibutirico,
poliortoésteres, poliacetales, polidihidropiranos, policianoacrilatos y copolimeros de bloque reticulados o anfipaticos
de hidrogeles.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién adecuadas para administracion parenteral comprenden
el (los) principio(s) activo(s) en combinacion con una o mas disoluciones, suspensiones o emulsiones acuosas 0 no
acuosas isotonicas estériles, o polvos estériles farmacéuticamente aceptables, que pueden reconstituirse en
disoluciones o dispersiones inyectables estériles justo antes de su uso, que pueden contener antioxidantes,
tampones, solutos que hacen la formulacién isoténica con la sangre del receptor previsto o agentes de suspension o
espesantes.

Ejemplos de vehiculos acuosos y no acuosos adecuados que pueden emplearse en las composiciones
farmacéuticas de la invencidn incluyen agua, etanol, polioles (tales como glicerol, propilenglicol, polietilenglicol y
similares), y mezclas adecuadas de los mismos, aceites vegetales, tales como aceite de oliva, y ésteres organicos
inyectables, tales como oleato de etilo. La fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de
materiales de recubrimiento, tales como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido y
mediante el uso de tensioactivos.

Estas composiciones también pueden contener adyuvantes, tales como humectantes, emulsionantes y dispersantes.
También puede desearse incluir en las composiciones agentes isotonicos, tales como azucares, cloruro sédico y
similares. Ademas, la absorcion prolongada de la forma farmacéutica inyectable puede provocarse mediante la
inclusion de agentes que retardan la absorcion, tales como monoestearato de aluminio y gelatina.

En algunos casos, con el fin de prolongar el efecto del (de los) principio(s) activo(s), se desea ralentizar la absorcion
del farmaco de la inyeccidon subcutanea o intramuscular. Esto puede llevarse a cabo mediante el uso de una
suspension liquida de material cristalino o amorfo que tiene poca solubilidad en agua. La velocidad de absorcion del
(de los) principio(s) activo(s) depende entonces de su velocidad de disolucién que, a su vez, puede depender del
tamafio del cristal y la forma cristalina. Alternativamente, la absorcién retardada del (de los) principio(s) activo(s)
parenteralmente administrado(s) se lleva a cabo disolviendo o suspendiendo el (los) principio(s) activo(s) en un
vehiculo de aceite.

Las formas de liberacion prolongada inyectables se preparan formando matrices microencapsuladas del (de los)
principio(s) activo(s) en polimeros biodegradables tales como polilactida-poliglicolida. Dependiendo de la relacion del
(de los) principio(s) activo(s) con respecto al polimero y la naturaleza del polimero particular empleado, puede
controlarse la velocidad de liberacion del (de los) principio(s) activo(s). Ejemplos de otros polimeros biodegradables
incluyen poli(ortoésteres) y poli(anhidridos). Las formulaciones de liberacion prolongada inyectables también se
preparan atrapando el (los) principio(s) activo(s) en liposomas o microemulsiones que son compatibles con el tejido
corporal. Los materiales inyectables pueden esterilizarse, por ejemplo, por filtracion a través de un filtro de retencion
de bacterias.

Preferentemente, la composicién administrada en forma de una forma de dosificacion inyectable comprende un
polimero biocompatible, una forma compatible de los compuestos presentemente desvelados y un disolvente
biocompatible que solubiliza el polimero biocompatible, en el que los porcentajes en peso del polimero
biocompatible, el presente y el disolvente biocompatible se basan en el peso total de la composicion completa;
adicionalmente en el que cantidades suficientes de dicho polimero se emplean en dicha composicién de forma que,
tras la administracion a un sitio vascular, el polimero sea capaz de precipitar y permitir la liberacion del compuesto
activo en dosis suficientes para detener el crecimiento tumoral.
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Todavia otro aspecto de esta realizacion observaria la apropiada viscosidad de dicha composicion, preferentemente
en el intervalo de aproximadamente 10 a 200 ¢St a 40 °C.

Mas preferentemente, la composiciéon administrada localmente al tumor sélido comprende un polimero biocompatible
a una concentracion de aproximadamente el 1 al 95 por ciento en peso de compuesto activo a una concentracion de
aproximadamente el 5 a aproximadamente el 75 por ciento en peso, y un disolvente biocompatible de
aproximadamente el 5 a aproximadamente el 95 por ciento en peso, en el que el porcentaje en peso de todos los
componentes se basa en el peso total de la composicion completa y adicionalmente en el que la composicion tiene
una viscosidad de al menos 10 a aproximadamente 200 y mas preferentemente al menos aproximadamente 200 cSt
a 40 °C.

Polimeros biodegradables se desvelan en la materia. Por ejemplo, Dunn et al. en la patente de Estados Unidos
4.938.763 desvela los siguientes ejemplos de polimeros biodegradables: polimeros de cadena lineal tales como
polilactidas, poliglicolidas, policaprolactonas, polianhidridos, poliamidas, poliuretanos, poliesteramidas,
poliortoésteres, polidioxanonas, poliacetales, policetales, policarbonatos, poliortocarbonatos, polifosfazenos,
polihidroxibutiratos, polihidroxivaleratos, poli(oxalatos de alquileno), poli(succinatos de alquileno), poli(acido malico),
poli(aminoacidos), polivinilpirrolidona, polietilenglicol, polihidroxicelulosa, quitina, quitosano, y copolimeros,
terpolimeros y combinaciones de los mismos. Otros polimeros biodegradables incluyen, por ejemplo, gelatina,
colageno, etc.

Polimeros biocompatibles no biodegradables adecuados incluyen, a modo de ejemplo, acetatos de celulosa,
copolimeros de etileno-alcohol vinilico, hidrogeles (por ejemplo, acrilicos), poliacrilonitrilo, poli(acetato de vinilo),
acetato-butirato de celulosa, nitrocelulosa, copolimeros de uretano/carbonato, copolimeros de estireno/acido
maleico, y mezclas de los mismos.

Los polimeros biocompatibles preferidos pueden incluir polimeros acrilicos, diacetato de celulosa y copolimero de
etileno-alcohol vinilico, polietilenglicol, quitosano, colageno y gelatina. Tales polimeros estan tanto comercialmente
disponibles como pueden prepararse por procedimientos reconocidos en la técnica. En una realizacion preferida, el
peso molecular promedio en nimero, como se ha determinado por la composicién por cromatografia de exclusion
molecular, es de aproximadamente 5.000 a aproximadamente 200.000, mas preferentemente de aproximadamente
25.000 a aproximadamente 180.000, y todavia mas preferentemente de aproximadamente 50.000 a 100.000.

Puede emplearse un agente de contraste biocompatible dentro de la composicién proporcionada en el presente
documento para observar y monitorizar el progreso clinico del sitio local de interés. Estos agentes de contraste
incluyen agentes de contraste solubles en agua y agentes de contraste insolubles en agua. Preferentemente, el
agente de contraste insoluble en agua es un material biocompatible seleccionado del grupo que consiste en sulfato
de bario, polvo de tantalo y 6xido de tantalo. En todavia otra realizaciéon preferida, el disolvente biocompatible es
agua, sulféxido de dimetilo (DMSO), etanol, lactato de etilo o acetona.

Las formulaciones pueden presentarse en envases sellados de dosis unitaria o multi-dosis, por ejemplo, ampollas y
viales, y pueden almacenarse en una condicion liofilizada que requiere solo la adicion del vehiculo liquido estéril, por
ejemplo agua para inyeccion, inmediatamente antes de uso. Pueden prepararse disoluciones y suspensiones de
inyeccion extemporanea a partir de polvos estériles, granulos, nanoparticulas y comprimidos del tipo descrito
anteriormente.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invenciéon también pueden usarse en forma de formulaciones
veterinarias, que incluyen aquellas adaptadas para lo siguiente: (1) administracién por via oral, por ejemplo, rociados
(disoluciones o suspensiones acuosas 0 no acuosas), comprimidos, bolos, polvos, granulos o pellas para mezcla
con piensos, pastas para aplicacion a la lengua; (2) administracion parenteral, para "ampolla, por inyeccién
subcutanea, intramuscular o intravenosa como, por ejemplo, una disoluciéon o suspensién estéril o, cuando
convenga, por inyeccion intramamaria en la que una suspension o disolucion se introduce en la ubre del animal
mediante su pezon; (3) administracién tépica, por ejemplo, como una crema, pomada o espray aplicado a la piel; o
(4) intravaginalmente, por ejemplo, como un pesario, crema o espuma o cualquier otro métodos adecuado para
aquellos expertos habituales en la materia para administracion a una region de interés.

Los métodos generales dados en los Esquemas 1, 2 y 3 para la preparacion de compuestos ejemplificados en la
férmula IV y en la Tabla Ill anteriores se ilustran adicionalmente por los siguientes ejemplos. Especificamente, los
métodos dados en el Esquemas 1y 2 para la preparacion de compuestos de 6-alcoxialquilo de estradiol se ilustran
por los Ejemplos comparativos 1, 2, 4 y 5 mostrados a continuacion, y el Esquema 3 es para la preparacion de
derivados de 6-amino de estradiol. Un ejemplo de evaluacién de la capacidad de union del receptor de estrégeno se
expresa en el Ejemplo comparativo 4, y finalmente de evaluacion de Clsy de los compuestos preferidos de la
presente divulgacion y su eficacia comparativa se facilita en el Ejemplo comparativo 5. A menos que se especifique
de otro modo, todos los materiales de partida y reactivos son de calidad comercial estandar, y se usan sin mas
purificacidon, o se preparan facilmente a partir de tales materiales por métodos rutinarios. Aquellos expertos en la
materia de la sintesis organica reconoceran que los materiales de partida y condiciones de reaccion pueden variarse
para lograr el producto final deseado.
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Ejemplo comparativo 1
Métodos de preparacion de 6-hidroximetil-androsta-1,4-dieno-3,17-diona.

En un sistema de reaccion, se calientan cantidades suficientes de (+)androsta-1,4-dieno-3,17-diona (ADD), 12,2
equivalentes de pirrolidina, acido acético catalitico, etanol desnaturalizado (95/5 de etanol/metanol) y 6-7 % de
tetrahidrofurano (THF) a 30 a 40 °C durante un minimo de 16 horas para formar 1,3-dipirrolidinoandrosta-3,5-dien-
17-ona. Una vez el contenido de ADD alcanza menos del 3 % por area de HPLC, o se vuelve estatico o el
dipirrolidinoandrostadieno resultante empieza a revertir a ADD, la mezcla de reaccion se enfria a 5 + 5°C. El
compuesto resultante se recoge entonces y se lava con etanol desnaturalizado frio. Los rendimientos son
normalmente del 70-80 % en una base seca con purezas normalmente del 90-95 % por porcentaje de area de
HPLC.

La 1,3-dipirrolidinoandrosta-3,5-dien-17-ona resultante se mezcla entonces en la cantidad de 1 equivalente con 2,6
equivalentes de formalina (formaldehido) en 10 ml de diclorometano/g a temperatura ambiente. La mezcla de
reaccion se acidifica entonces a un pH de aproximadamente 2 con 2 % de disoluciéon de acido sulfurico. Por
consiguiente, se forma una fase organica, que se lava con 2 % de acido sulfurico y 1:1 de agua/salmuera. Entonces
se lleva a cabo intercambio del disolvente en tolueno (aproximadamente 10 ml/g) en el que el producto cristaliza a
medida que transpira el intercambio de tolueno. Dicho producto se recoge, se lava y se seca para proporcionar 6-
hidroximetil-androsta-1,4-dieno-3,17-diona. Un experto habitual en la materia puede modificar adicionalmente la
estereoquimica en la posicion 6, si asi se desea, empleando técnicas conocidas en la materia.

Ejemplo comparativo 2
Métodos de preparacion de los compuestos comparativos 3 y 4.

Como se ha expuesto brevemente en el Esquema 2, los compuestos comparativos 3 y 4 de estradiol se sintetizan
del siguiente modo. El estradiol protegido se prepara haciendo reaccionar B-estradiol con dihidropirano en THF,
usando acido toluenosulfénico o acido canforsulfénico como catalizador. Como puede apreciar un experto habitual
en la materia, esta reaccién es una reaccion de equilibrio y no se completaria bajo tales condiciones. Asi, ambos
estradioles mono-protegidos pueden encontrarse en la mezcla de reaccién. Tal mezcla de reaccién en bruto se
someteria a una etapa de trituracién con acetonitrilo causando que el bis-THP estradiol deseado cristalizara con
aproximadamente el 70 % de rendimiento.

Como se muestra en el Esquema 2, el aldehido intermedio se obtiene mediante acilacion en la posicion 6 bencilica
con una mezcla de base fuerte denominada LiDAKOR: butil-litio, diisopropilamina y terc-amilato de potasio. Bajo
tales condiciones a -70 °C, un experto habitual en la materia puede apreciar la eliminacién de un protén en una
posicion bencilica. El aldehido intermedio se purifica entonces por cromatografia en columna para dar un jarabe con
aproximadamente el 50 % de rendimiento. La reduccién del aldehido con un exceso de hidruro de litio y aluminio
produce altos rendimientos del compuesto de hidroximetil estradiol racémico como una espuma cristalina.

Para los fines de preparacién de los compuestos comparativos 3 y 4, el compuesto intermedio de metoximetilo se
prepara por metilacion del compuesto de hidroximetil estradiol racémico con hidruro de sodio y yoduro de metilo. El
producto intermedio de metoximetilo se purifica por cromatografia en columna dando una espuma cristalina. La
desproteccion de los grupos protectores da 6-metoximetil estradiol racémico desprotegido. La separacioén de los
enantiomeros se realiza usando HPLC preparativa quiral dando los compuestos comparativos 3 y 4. Para el
compuesto comparativo 4 se realiza una pureza quiral de >95:5 de R:S. Para el compuesto comparativo 3 se realiza
una pureza quiral de 86:14 de S:R. Esta perfectamente dentro del nivel de un experto habitual en la materia emplear
RMN para la determinacion de la estereoquimica absoluta de la posiciéon 6, en la que los protones 4 y 6 son
diagnosticos.

Ejemplo comparativo 4
Métodos de preparacion del compuesto comparativo 10.

Usando las mismas metodologias que en los Ejemplos comparativos 1-2, se prepara el compuesto comparativo 4. A
una disolucion del compuesto comparativo 4 (0,32 g, 1 mmol) en DCM (30 ml) se afiade anhidrido acético (0,6 ml, 6
mmoles, 3 eq), TEA (0,5 ml, 3,6 mmoles, 1,8 eq) y DMAP (50 mg). La disolucion de reaccién se agita a temperatura
ambiente durante 3 h. La cromatografia en capa fina ("CCF") sigue la reaccién hasta el fin.

La disolucién de reaccién se lava con HCI 1 M (20 ml), NaHCO; saturado (20 ml) y salmuera (20 ml),
respectivamente. La fase de DCM se seca sobre MgSQ, y se filtra. El filtrado se evapora y se seca a alto vacio a
60 °C durante 3 h y a temperatura ambiente durante la noche para proporcionar el compuesto de metoxi protegido
deseado puro del Esquema 3 (0,4 g, blanco, cuantitativo).
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A una disolucion del compuesto de metoxi protegido del Esquema 3 (0,35 g, 0,87 mmoles) en DCM se afhade
yodotrimetilsilano (6 ml, 44 mmoles, 50 eq) a temperatura ambiente. La disolucién amarilla se agita a 38 °C durante
la noche bajo argon.

La disolucién de reaccion se enfria en un bafio de hielo. Se afiade lentamente NaHCO3 sat. en exceso (10 ml) para
extinguir la reaccion. Después de la separacién de la mezcla, la fase organica se lava con salmuera y se concentra
para la purificacion en gel de silice usando 3 % de MeOH en DCM como fase mdvil. Se obtiene un rendimiento
(80 %) de 270 mg de compuesto de hidroxilo puro del Esquema 3.

Una disolucion de compuesto de hidroxilo del Esquema 3 (250 mg, 0,65 mmoles), trifenilfosfina (222 mg, 0,85
mmoles, 1,3 eq) y N-hidroxiftalimida (140 mg, 0,85 mmoles, 1,3 eq) en THF (20 ml) se enfria en un bafo de hielo. A
la disolucion enfriada se afiade azodicarboxilato de dietilo (0,6 ml, 1 mmol, 1,5 eq). La mezcla de reacciéon se
calienta a temperatura ambiente y se agita durante la noche.

La mezcla de reaccion se evapora entonces, y el residuo resultante se diluye con DCM (50 ml), se lava con
salmuera y se concentra para la purificacion en gel de silice usando 3 % de MeOH/DCM como fase mévil dando 260
mg (75 %) del compuesto de ftalimida blanco deseado del Esquema 3.

Una disolucién del compuesto de ftalimida del Esquema 3 (580 mg, 1,1 mmoles) en DCM anhidro (30 ml) se enfria
en un bafio de hielo. Se anade metilhidracina (0,22 ml, 2,2 mmoles, 4 eq). La mezcla se calienta a temperatura
ambiente y se agita durante 3 h. La CL-EM sigue la reaccién hasta el fin.

La disolucidon de reaccion se lava con una disolucion de salmuera y NaHCOs3 sat. (1:1, 10 ml). La fase acuosa se
lava con DCM (10 ml). Las fases de DCM combinadas se evaporan a sequedad bajo alto vacio. La CL-EM confirma
que el producto en bruto contiene dos productos de aminooxi principales del Esquema 3.

La mezcla en bruto (~ 0,7 mmoles) de compuestos de aminooxi del Esquema 3 en MeOH (60 ml) se enfria en un
bafio de hielo. Posteriormente se afade una disolucién de carbonato sédico (0,5 g, 4,7 mmoles) en agua (10 ml) y
una disolucion de NaOH (0,8 g, 20 mmoles) en agua (10 ml). La reaccién se calienta a temperatura ambiente y se
agita durante la noche.

El pH de la disolucion de reaccion final es aproximadamente 14. Se afiade una disolucion de bicarbonato sédico sat.
(~10 ml) para ajustar el pH a 10. La mezcla se evapora entonces para eliminar la mayoria del metanol. A la mezcla
resultante se afiade DCM (100 ml) y bicarbonato sédico sat. (30 ml) para la extraccion. La fase acuosa se lava con
DCM (2x50 ml). Las fases de DCM combinadas se evaporan a sequedad dando la mezcla en bruto 400 mg.

La mezcla en bruto se purifica por columna de gel de silice usando 5 % de MeOH/DCM como fase movil para
proporcionar el compuesto comparativo del producto final deseado 10 (135 mg, blanquecino, 60 % de rendimiento,
98 % de pureza por HPLC, RMN y CL-EM confirmada).

Ejemplo comparativo 5
Métodos de preparacion del compuesto comparativo 21

a) (8R,9S,13S,14S,17S)-3,17-bis(metoximetoxi)-13-metil-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-decahidro-6H-
ciclopentalalfenantreno - Se afade éter clorometilmetilico (7,0 ml, 92,0 mmoles) a una disolucion de B-estradiol
(5 g, 18,4 mmoles) y diisopropiletilamina (16,0 ml 92 mmoles) en 100 ml de THF. La mezcla de reaccion se
calienta a reflujo y se agita durante 18 horas. El THF se elimina a vacio, y el aceite amarillo/marrén se reparte
entre agua y CH,Cl,. La fase organica se separa, se lava con salmuera, se seca (Na;S0Q,), se filtra y se evapora
a vacio dando un aceite dorado. La purificacion por cromatografia en columna de gel de silice (10 % de
EtOAc/Hex) proporciona el compuesto del titulo como un aceite transparente viscoso (5,7 g, 86 %).

b) (8R,9S,13S,14S,17S)-3,17-bis(metoximetoxi)-13-metil-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-decahidro-6H-
ciclopenta[a]fenantren-6-ol - A una disolucion de terc-butdxido de potasio (8,87 g, 79,0 mmoles) y
diisopropilamina (11,2 ml, 79,0 mmoles) en 80 ml de THF anhidro enfriado a -78 °C bajo argén se ahade n-butil-
litio (49,4 ml, 79,0 mmoles, 1,6 M en hexano) gota a gota. La mezcla de reaccion se agita a -78 °C durante 30-45
minutos. Entonces se afiade gota a gota una disolucion del compuesto de a) (5,7 g, 15,8 mmoles) en 45 ml de
THF y la mezcla de reaccidon se agita durante 3 horas a -78 °C. Durante la adicién del compuesto de a), la
reaccion vira a un color rojo oscuro. Entonces se afiade lentamente borato de trimetilo (10,6 ml, 94,8 mmoles) y
la mezcla se calienta a 0 °C y se agita durante 2 horas. A continuacion se afiade peréxido de hidrégeno (24 ml de
una disolucion ac. al 30 %), y la mezcla de reaccién se calienta a temperatura ambiente y se agita durante otra 1
hora. La reaccion se enfria de nuevo a 0 °C y se extingue cuidadosamente con una disolucion ac. al 10 % de
NazS203 (70 ml). La mezcla resultante se extrae con EtOAc (2x), y los extractos organicos combinados se secan
(Na2S0.), se filtran y se evaporan a vacio dando un aceite amarillo/marrén. La purificacion por cromatografia en
columna de gel de silice (25 % de EtOAc/Hex) proporciona el compuesto del titulo como un sdélido blanco (3,5 g,
59 %).

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2568941 T3

c) (8R,9S,13S,14S,17S)-3,17-bis(metoximetoxi)-13-metil-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-decahidro-6H-
ciclopenta[a]fenantren-6-ona - Se afiade peryodinano de Dess-Martin (9,46 g, 22,3 mmoles) en porciones a una
disolucion del compuesto de b) (7,0 g, 18,6 mmoles) en 300 ml de CHCl,. La mezcla de reaccion resultante se
agita a temperatura ambiente durante 3 horas. La mezcla se vierte en agua y se separan las fases. La fase
acuosa se extrae con CHxCly, y los extractos organicos combinados se lavan con salmuera, se secan (Na;SO,),
se filtran y se evaporan a vacio dando un sdélido marrén pegajoso. La purificacién por cromatografia en columna
de gel de silice (15 % de EtOAc/Hex) proporciona el compuesto del titulo como un aceite viscoso amarillo palido
(6,0 g, 86 %).

d) 2-(((8R,9S,13S,14S,17S)-3,17-bis(metoximetoxi)-13-metil-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-decahidro-6H-
ciclopenta[a]fenantren-6-iliden)acetato de etilo - Se afade fosfonoacetato de trietilo (4,1 ml, 20,8 mmoles) a una
mezcla de hidruro de sodio (832 mg, 20,8 mmoles) en 25 ml de THF a temperatura ambiente. Después de
aproximadamente 10 minutos, se afiade gota a gota una disolucién del compuesto de c) (3,9 g, 10,4 mmoles) en
10 ml de THF. La mezcla de reaccion resultante se calienta a reflujo en un tubo cerrado durante 72 horas. La
mezcla se concentra a vacio y se purifica por cromatografia en columna de gel de silice (gradiente de 5 % de
EtOAc/Hex a 40 % de EtOAc/Hex) dando el compuesto del titulo como un aceite viscoso claro (3,4 g, 74 %).

e) 2-((8R,9S,13S,14S,17S)-3,17-bis(metoximetoxi)-13-metil-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-decahidro-6H-
ciclopenta[a]fenantren-6-iliden)etanol - Una disolucién del compuesto de d) (3,1 g, 6,97 mmoles) en 65 ml de
THF se trata con hidruro de litio y aluminio (5,2 ml, 10,46 mmoles, 2 M en THF) gota a gota a 0 °C. Se retira el
bafio frio, y la mezcla de reaccion se agita a temperatura ambiente durante 15 minutos. La reaccién se enfria de
nuevo a 0 °C y se extingue por la cuidadosa adicion de 1,3 ml de agua, seguido de 2,6 ml de NaOH 2 N, y luego
1,3 ml de agua. La mezcla se agita vigorosamente hasta que se forma un sélido blanco. La mezcla se filtra, y el
filtrado se concentra a vacio dando el compuesto del titulo como un aceite transparente (2,8 g, 99 %).

f) 2-((6S,8R,9S,13S,14S,17S)-3,17-bis(metoximetoxi)-13-metil-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-decahidro-6H-
ciclopentalalfenantren-6-il)acetaldehido - Una mezcla del compuesto de e) (3,09 g, 7,68 mmoles) y 10 % de Pd/C
(500 mg) en 100 ml de acetato de etilo se agita bajo 40 psi de Hz (g) durante 5 horas a temperatura ambiente. La
mezcla se filtra a través de Celite, y el Celite se lava bien con acetato de etilo. El filtrado se concentra a vacio
dando un aceite amarillo palido (3,1 g). El aceite se disuelve en 100 ml de diclorometano, y se afiade
peryodinano de Dess-Martin (3,9 g, 9,22 mmoles) en porciones. La mezcla de reaccién resultante se agita a
temperatura ambiente durante 30 minutos. La mezcla se vierte en agua y se extrae con CH,Cl,. Los extractos
organicos combinados se lavan con salmuera, se secan (Na;SQ,), se filiran y se evaporan a vacio dando un
soélido marrén. La purificacion por cromatografia en columna de gel de silice (15 % de EtOAc/Hex) proporciona el
compuesto del titulo como un aceite transparente (2,0 g, 65 %).

9) 4-((6R,8R,9S5,13S,14S,17S)-3,17-bis(metoximetoxi)-13-metil-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-decahidro-6H-
ciclopentalalfenantren-6-il)but-2-en-1-ol - Se afiade gota a gota bis(trimetilsilil)amida de litio (18,4 ml, 18,4
mmoles, 1,0 M en THF) a una suspensiéon de bromuro de (2-hidroxietil)trifenilfosfonio (3,37 g, 8,70 mmoles) en
60 ml de THF a 0 °C. Después de 1 hora, la disolucion marrén dorada se trata con una disolucion del compuesto
de f) (1,4 g, 3,48 mmoles) en 10 ml de THF gota a gota. La mezcla de reaccion resultante se agita a 0 °C durante
40 minutos y luego se extingue con NH4Cl acuoso saturado. La mezcla resultante se extrae con EtOAc (2x), y los
extractos organicos combinados se secan (Na;SQ.), se filiran y se evaporan dando un aceite marrén. La
purificacion por cromatografia en columna de gel de silice (gradiente de 20 % de EtOAc/Hex a 75 % de
EtOAc/Hex) proporciona el compuesto del titulo como un aceite viscoso amarillo (680 mg, 45 %).

h) 4-((6R,8R,9S,13S,14S,17S)-3,17-bis(metoximetoxi)-13-metil-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-decahidro-6H-
ciclopentalalfenantren-6-il)but-2-enal - Se afiade peryodinano de Dess-Martin (437 mg, 1,03 mmoles) a una
disolucién del compuesto de g) (370 mg, 0,86 mmoles) en 15 ml de CH,Cl, a temperatura ambiente. La mezcla
de reaccion resultante se agita durante 10 minutos y entonces se vierte en agua. Las fases se separan y la fase
acuosa se extrae con CHyCl, (2x). Los extractos organicos combinados se lavan con salmuera, se secan
(Na2S0.), se filtran y se evaporan a vacio dando un aceite marrén. La purificacion por cromatografia en columna
de gel de silice (gradiente de 5 % de EtOAc/CH,Cl, a 10 % de EtOAc/CHCI,) proporciona el compuesto del titulo
como un aceite viscoso amarillo palido (358 mg, 86 %).

i) 6-((6R,8R,9S,13S,14S,17S)-3,17-bis(metoximetoxi)-13-metil-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-decahidro-6H-
ciclopentalalfenantren-6-il)hexa-2,4-dien-1-ol - Se afiade gota a gota bis(trimetilsilil)amida de litio (4,3 ml, 4,29
mmoles, 1,0 M en THF) a una suspension de bromuro de (2-hidroxietil)trifenilfosfonio (786 mg, 2,03 mmoles) en
14 ml de THF a 0°C. Después de 30 minutos, la disolucion marron dorada se trata con una disolucion del
compuesto de h) (345 mg, 0,81 mmoles) en 2 ml de THF gota a gota. La mezcla de reaccion resultante se agita a
0 °C durante 20 minutos y se extingue con NH4Cl acuoso saturado. La mezcla resultante se extrae con EtOAc
(2x), y los extractos organicos combinados se secan (Na;SO,), se filtran y se evaporan dando un aceite marron.
La purificacion por cromatografia en columna de gel de silice (gradiente de 5 % de EtOAc/CH2Cl, a 40 % de
EtOACc/CH.CI,) proporciona el compuesto del titulo como un aceite viscoso amarillo (140 mg, 38 %).
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(6R,8R,9S,13S,14S,17S)-6-(6-metoxihexa-2,4-dien-1-il)-3,17-bis(metoximetoxi)-13-metil-

J
7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-decahidro-6H-ciclopenta[a]fenantreno - Una disolucién del compuesto en i) (135 mg,

0,3 mmoles) se enfria a 0 °C, y se afiade hidruro de sodio (120 mg, 3,0 mmoles) en porciones. Después de 5-10
minutos se afiade gota a gota yodometano (0,19 ml, 3,0 mmoles), y la mezcla de reaccion resultante se calienta
a temperatura ambiente y se agita durante 4 horas. Se afiade EtOAc y la reaccion se extingue cuidadosamente
con agua. Las fases se separan y la fase organica se seca (Na;SO,), se filtra y se evapora dando un residuo
aceitoso marron. La purificacion por cromatografia en columna de gel de silice (gradiente de 5 % de EtOAc/Hex a
20 % de EtOAc/Hex) proporciona el compuesto del titulo como un aceite transparente (92 mg, 65 %).

k) (6R,8R,9S,13S,145S,17S)-6-(6-metoxihexil)-3,17-bis(metoximetoxi)-13-metil-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-
decahidro-6H-ciclopenta[alfenantreno - Una mezcla del compuesto en j) (90 mg, 0,19 mmoles) y 10 % de Pd/C
(100 mg) en 5-10 ml de acetato de etilo se agita bajo un balén de H; (g) durante 16 horas a temperatura
ambiente. La mezcla se filtra a través de Celite, y el Celite se lava bien con acetato de etilo. El filirado se
concentra a vacio dando el compuesto del titulo como un aceite transparente (90 mg, 99 %).

) (6R,8R,9S,13S,14S)-6-(6-metoxihexil)-13-metil-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-decahidro-6H-
ciclopenta[a]fenantreno-3,17-diol (compuesto comparativo 21) - Una disolucion del compuesto de k) (90 mg, 0,19
mmoles) en 1,5 ml de cada uno de HCI 6 N y THF se agita durante 5 horas a temperatura ambiente. La mezcla
de reaccion se diluye con agua y se extrae con EtOAc (2x). Los extractos organicos combinados se secan
(Na2S0.), se filtran y se evaporan a vacio dando un residuo aceitoso claro. La purificacion por cromatografia en
columna de gel de silice (gradiente de CH.Cl» a 30 % de EtOAc/CH2CI2) proporcion6 el compuesto comparativo
21 como una espuma sdlida blanca (38 mg, 52 %).

Ejemplo 6
Métodos de preparacion de los compuestos 30 y 31

Los compuestos 30 y 31 se preparan segun el Esquema 4 (se proporcionan los rendimientos reales).
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Ejemplo 7
Métodos de determinacién de la capacidad de union de receptores de estrégeno usando actividad de luciferasa.

Se mantienen células de rifidn CV-1 negativas para el receptor de estrogeno en medio Eagle modificado por
Dulbecco con 4,5 g/l de glucosa complementada con 10 % de suero bovino fetal y 100 unidades/ml de penicilina-
estreptomicina a 37 °C en una atmodsfera humidificada con 5 % de CO.. Las células se siembran entonces en placa
de 6 pocillos a una densidad de 2 x 10° células por pocillo en medio Eagle modificado por Dulbecco libre de rojo de
fenol que contiene 10 % de suero bovino fetal tratado con carbon vegetal-dextrano. Las células CV-1 se transfectan
usando el reactivo LipofectAMINE segun el protocolo del fabricante. Transfecciones que contenian 1,5 ug de
plasmido indicador (que contiene ERE-tk-luciferasa que contiene un uUnico ERE clonado en la direcciéon 5' del
promotor de timidina cinasa y el gen de luciferasa) y 0,5 ug de tanto el vector de expresion ERa como ERp (que
contienen la secuencia codificante de longitud completa de CMV-ERa o CMV-ERB, respectivamente). Al dia
siguiente, las células no reciben tratamiento (controles) o se tratan con estradiol solo (1 nM) o estradiol mas un
compuesto de la invencion (a concentraciones variables). Después de 16-24 horas, las células se recogen y se
ensayan para actividad de luciferasa.

Al comienzo, monocapas de células se lavan dos veces con solucion salina tamponada con fosfato fria en hielo y se
incuban durante 15 minutos en 250 pl de 1X reactivo de lisis de cultivo celular (Promega, Madison, WI). Los
extractos de células se transfieren a un tubo nuevo y se ensayan usando el sistema de ensayo de luciferasa
(Promega). Para cada ensayo, se diluyen 10 pl de extracto con 90 pl de 1X reactivo de lisis de cultivo celular. La
luminiscencia se lee usando un luminédmetro AutoLumat LB953.

Un compuesto o una sal del mismo, que se identifica por el ensayo de union descrito en el presente documento, es
un compuesto que inhibe la unién de estradiol en el sitio de unién del ligando de los receptores de estrégeno.
Especificamente, es un compuesto o una sal del mismo que se prevé que produzca la estasis de la proliferacion
celular y, por consiguiente, ejerce su actividad farmacolégica.

Las células CV-1 se transfectan con dos construcciones de plasmido, la construccién indicadora ERE-tk-luciferasa y
una construccién de CMV-ER-B. Las células de control (Ctrl) transfectadas CV-1 no reciben tratamiento mientras que
las células tratadas con estradiol reciben estradiol E2) afiadido solo a 10° M (1 nM). En el caso de los compuestos
de la invencion, cada compuesto es respectivamente cualquiera afiadido solo a 10% M (10 nM) 0 a 10® M mas
estradiol 10° M (E2).

Ejemplo 8
Método de determinacioén de los valores de Clso de los compuestos candidatos.

Las lineas celulares enumeradas se mantienen a aproximadamente 5 % de CO,, 37 °C, 95 % de humedad relativa
en los medios apropiados para esa linea celular. Las células se subcultivan cada dos a tres dias y se siembran en
placas de 96 pocillos de fondo claro a una densidad de 1 x 10* células/pocillo y se incuban a aprox. 5 % de CO,,
37 °C, durante la noche antes del inicio del ensayo. Para empezar los ensayos de viabilidad celular, el medio en la
placa de células (100 pl) se sustituye por medio nuevo (100 pl). Los articulos de prueba se diluyen sucesivamente
1:2 en medio nuevo por duplicado y se afiaden a las células (100 pl) a concentraciones de muestra final de 0,46,
1,37, 4,12, 12,35, 37,04, 111,1, 333,3 y 1000 uM (£ 1 % de DMSO) en un volumen total de 200 pl. Se usan pocillos
que no contienen células y pocillos que contienen células lisadas con 0,1 % de Triton-X para los controles de
referencia. Se usa tamoxifeno como control conocido para cada ensayo y el DMSO solo se ejecutara como control
de vehiculo. Las muestras se incuban a aprox. 37 °C en atmdsfera humidificada de 5 % de CO; durante 72 horas. La
placa se monitoriza una vez al dia durante el periodo de incubacion, prestando especial atencion al nivel de
confluencia. Si las células se aproximan a la confluencia antes del final del periodo de incubacién de 72 horas, el
experimento se termina y se mide la viabilidad celular como se describe a continuacion.

La viabilidad celular se determina usando un kit comercialmente disponible para determinar niveles de ATP por
luminiscencia. Brevemente, la placa de células tiene los medios eliminados y sustituidos con 100 pl de medio fresco,
y el tampodn y el sustrato liofilizado se equilibran a temperatura ambiente. El tampdn se usa para reconstituir el
sustrato justo antes de la adicién a los pocillos de la placa de células (100 ul por pocillo). La placa se dispone en el
lector de placas Infinite M200, se deja con agitacion durante 10 minutos, seguido de un periodo de espera de 10
minutos. La placa se lee entonces usando un tiempo de integracion de 0,5 s sin atenuacion.

Se restan los controles de referencia medios (pocillos con Triton X-100 o sin células) de la luminiscencia total para
dar la luminiscencia neta para ese pocillo. Este total se compara con el control de DMSO solo. Se calcula una Clso
como la concentraciéon que condujo a una respuesta del 50 % en comparacion con las células de control de vehiculo.
Por consiguiente, aquellos expertos habituales en la materia pueden apreciar que la configuracién R (en C-6) de la
composicion presentemente reivindicada es superior a la de otros estereoisémeros.

La Tabla IV da la Clsg en diversas lineas celulares para los compuestos desvelados en el presente documento.
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Los resultados para los compuestos 3, 4, 10, 18 y 23 se proporcionan a continuacion para fines de comparacion.

Compuesto
18
4
3
19
20
21
22
10
23
30
31

ES 2568941 T3

CI50 pulmoén (A549)

139 uM (91 %)
70 uM (97 %)
84 uM (95 %)
80 uM (98 %)
34 uM (99 %)
17 uM (100 %)
13 uM (100 %)
170 uM (87 %)
1000 uM (7 %)
5 uM (100 %)
7 uM (100 %)

Tabla IV

CI50 ovario (Ovcar-3)

207 uM (89 %)
100 uM (95 %)
94 uM (90 %)
96 UM (98 %)
60 uM (99 %)
24 uM (100 %)
20 uM (100 %)
317 uM (52 %)
1000 uM (35 %)
29 uM (100 %)
28 uM (100 %)

23

CI50 Pancreas (Capan-1)

192 uM (85 %)
32 uM (93 %)
168 uM (80 %)
32 uM (90 %)
16 uM (99 %)
23 uM (100 %)
22 uM (100 %)
277 uM (66 %)
775 uM (65 %)
10 uM (100 %)
15 uM (100 %)
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ES 2568941 T3

REIVINDICACIONES
1. Un compuesto de féormula:
H,c PH
R,
HO Rj
Rz (CH2)mZ(CHR)nCHs

en la que

R1, Rz, Rz y R4 son hidrégeno

m es un numero entero de 2-8;

n es un numero entero de 0-3;

Z es -0O-;
en el que tanto el metilo en C-13 como el hidroxilo en C-17 estan en configuracion (S);

el simbolo vwwwwv representa cualquier tipo de enlace independientemente de la estereoquimica; y los respectivos
hidratos, solvatos y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

2. Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de la reivindicacion 1 y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.
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