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DESCRIPCION
Derivados de tiazolidinediona, su preparacion y su utilizacion en el tratamiento de canceres
Campo técnico

La presente invencion se refiere a derivados de tiazolidinediona, sus procedimientos de preparacion, y su
utilizaciéon en terapéutica. Mas particularmente, la presente invencion se refiere a nuevos compuestos derivados
de tiazolidinediona de uso terapéutico para la prevencion o el tratamiento de canceres, y mas especificamente
los canceres de mama.

Estado de la técnica

Se han utilizado derivados de tiazolidinediona o de glitazonas, tales como la troglitazona (TGZ), la rosiglitazona
(RGZ) y la pioglitazona (PGZ), en terapéutica humana para el tratamiento de la diabetes de tipo 2. Su actividad
estaba descrita como debida a su propiedad activadora de los receptores PPARYy. Estos receptores, de los que
existen 3 subtipos (q, y, ©), estan situados en los nucleos de las células y estan intimamente asociados al ADN.
Su activacion por compuestos endogenos (acidos grasos, prostaglandinas) o sintéticos (moléculas de la familia
de las glitazonas u otros compuestos mas recientes) induce una modulacion compleja de la expresion de algunos
genes que conducen a una bajada de la glicemia y de la insulinorresistencia.

Mas tarde se han descubierto las propiedades antiproliferativas de algunas glitazonas y en particular de la TGZ.
Esta ultima incluso ha sido objeto de ensayos clinicos de fase Il en el marco del cancer de mama. La o las vias
por las que la troglitazona ejerce su actividad antiproliferativa todavia se estan discutiendo, pero cada vez mas
estudios sugieren que serian al menos parcialmente independientes de PPARYy.

Se hace referencia a que las células sanas no parecen reaccionar a estos compuestos de la misma forma que
las células cancerosas, lo que esta a favor de su utilizacion en clinica.

Un punto negativo ha impedido durante mucho tiempo la utilizacién de la TGZ por sus propiedades
anticancerosas: esta molécula induce trastornos hepaticos importantes de forma no previsible en algunas
personas. Este no es el caso en los roedores y es asi como la molécula ha podido pasar el filiro de los ensayos
preclinicos. Esta diferencia entre animales y humanos parece debida a diferencias de metabolismo y los
desarrollos posteriores de moléculas similares se haran a condicién de estudiar bien su toxicidad en células
humanas.

Esta toxicidad hepatica de la TGZ ha llevado a su retirada del mercado en el afio 2000 cuando llevaba
utilizandose desde el afio 1997 por sus propiedades antidiabéticas. La RGZ se ha retirado del mercado en otofio
del afio 2010 por razones de toxicidad cardiaca. De igual manera, la PGZ se ha retirado del mercado francés ya
que induciria un riesgo creciente de desarrollar un cancer de vejiga.

Por lo tanto es necesario optimizar las propiedades antiproliferativas de la TGZ, intentando reducir a la vez la
hepatotoxicidad.

La A2TGZ, molécula andloga pero que comprende un doble enlace complementario, ha sido sefialada en la
bibliografia como desprovista de actividad PPARy pero con propiedades antiproliferativas comparables incluso
ligeramente superiores a la TGZ. Chen et al. (J.-W. Huang, C.-W. Shiau, J. Yang, D.-S. Wang, H.-C. Chiu, C.-Y.
Chen, C.-S. Chen, J. Med. Chem. 49 (2006) 4684-4689) han preparado derivados de esta molécula que de esta
forma han obtenido compuestos cuya actividad antiproliferativa es del orden de micromolar. Se han descrito otros
derivados mas tarde en la bibliografia (J. Yang, S. Wei, D.-S. Wang, Y.-C. Wang, S.K. Kulp, C.-S. Chen, J. Med.
Chem. 51 (2008) 2100-2107; J.-H. Guh, W.-L. Chang, J. Yang, S.-L. Lee, S. Wei, D. Wang, S.K. Kulp, C.-S. Che,
J. Med. Chem. 53 (2010) 2552-2561) y en la solicitud internacional WO 2009/105621. Sin embargo, estos
compuestos presentan una cierta toxicidad hepatica y, por lo tanto, no se pueden utilizar.

Por lo tanto, es necesario proponer nuevas moléculas derivadas de tiazolidinedionas que presenten una baja
toxicidad hepatica, a la vez que tienen una actividad antiproliferatia superior a la de la TGZ.

Divulgacion de la invencion

A tal fin, y en el marco de la presente invencion, se proponen nuevos compuestos de formula (I) segun las
reivindicaciones.

Dichos compuestos presentan, a una concentracion de 100uM, una viabilidad hepatocitaria superior al 60%,
preferentemente superior al 80%.
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Modo(s) de realizacién de la invencién

Segun la invencion, se proponen nuevos compuestos de formula (1)

en los que:

- R3z es un grupo

R4(CH2)ﬂ
CHa

O CHZ_

en el que n es superior a 1 y R4 se elige entre el grupo que comprende los grupos H, OH, COOR, NRR’,
NHCOOR™, NHM, eligiéndose R y R" entre H, un grupo alquilo y un grupo bencilo, siendo R un grupo elegido
entre un grupo alquilo y un grupo bencilo, y siendo M un grupo fluorescente,

- Ry se elige entre el grupo que comprende los grupos H, alquilo, bencilo, -(CH2)n-CH=CH-®,

Rs
CHj
(@) CHo—

donde m es superior o igual a 1, Rs se elige entre el grupo que comprende H, OH, COOR, OCOOR, (CH.),R,
O(CHz)pRe, OCO(CH2),Rq, en el que p es superior o igual a 1, preferentemente superior o igual a 2, siendo
elegido Ry entre el grupo que comprende los grupos H, OH, COOR, NRR’, NHCOOR"’, NHM, siendo elegidos R
y R" entre H, un grupo alquilo y un grupo bencilo, siendo R"" un grupo elegido entre un grupo alquilo y un grupo
bencilo, y siendo M un grupo fluorescente,

- R2 se elige entre el grupo que comprende los grupos hidrogeno, amino, metoxi, etoxi, nitro, ferilo, dialquilo,
hidroxilo, cuando R+ se elige entre los grupos alquilo o bencilo,

- R2 se elige entre el grupo que comprende los grupos hidrégeno, halo, amino, metoxi, etoxi, nitro, fenilo,
dialquilo, dihalo, trifluorometilo, hidroxilo, cuando R; se elige entre el grupo que comprende hidrégeno, -(CH2)m-

Rs
CHa
CH=CH-® y :

Preferentemente, Rz es un hidroégeno.

Preferentemente, n estd comprendido entre 2 y 20, y preferentemente comprendido entre 2 y 10 y mas
preferentemente entre 5y 8.

Cuando R4 0 Rg son grupos NRR’, R4 0 Ry pueden ser un grupo NHy, un grupo NHR (siendo R por ejemplo un
grupo butilo), o un grupo NRR’, (formando R y R” por ejemplo con el atomo de nitrégeno un residuo piperidina).

La viabilidad hepatocitaria corresponde al porcentaje de hepatocitos humanos en suspension que sobreviven
después de 90 minutos de incubacion con los compuestos de la invencion presentes a una concentracion de 100
M.

Ventajosamente, los compuestos de la invencidon presentan tamhbién, a una concentracion de 200uM, una
viabilidad hepatocitaria superior al 60%, mas preferentemente superior al 80%.

Compuestos preferidos de la invencion son tales que Ry es H y R4 es por ejemplo un grupo NRR’, eligiéndose R
y R” entre H, un grupo alquilo y un grupo bencilo, estando n comprendido entre 2 y 20, y preferentemente entre 2
y 10, y preferentemente entre 5 y 8, pudiendo ser n igual a 6.
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R4(CH2)n
CHs3

0”7 NCHa-
Asi, el compuesto para el que Rs es el grupo enelquen=1yRy, R2y Rsson
grupos hidrogeno esta excluido de la invencion.

Un compuesto particularmente preferido es el compuesto de férmula E:

O
HeN Q/\(‘(NH
S
A0 <
(E)

Puede estar presente en forma de sal para aumentar su solubilidad sin dificultar su actividad.

Un compuesto de la invencion para el que Rs es un grupo NHR es por ejemplo:

|9)
H
o~ /Q/\S([(NH
Ao ‘ﬁo
(E)

Un compuesto de la invencion para el que Ry es un grupo NRR” es por ejemplo:

o)
CN /Q/\S\/‘(NH
Ao “\<O
(E”)

Dichos compuestos para los que Ry es NHR se obtienen condensando los compuestos para los que Ry es NH;
con aldehidos variados, y luego reduciendo la imina obtenida con borohidruro de sodio, por ejemplo.

De igual manera, compuestos para los que Ry es NRR’ se pueden obtener haciendo reaccionar el intermedio de
sintesis bromado (molécula n°® 4 del esquema de reaccion 1) con aminas secundarias, del tipo morfolina,
piperidina, pirrolidina.

Otros compuestos segun la invencion son tales que Ry es H y R4 es un grupo NHCOOR™, siendo R™" un grupo
alquilo tal como el metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, t-butilo, o un grupo bencilo.

Un compuesto particularmente preferido es el compuesto de formula C:

0
H
XOTN /Q/\g‘(NH
i ot s
(C)

Otros compuestos segun la invencion son tales que Ry es un grupo NHM, siendo M un grupo fluorescente.
Preferentemente, M es un grupo fluorescente resultante de un compuesto fluoréforo elegido entre el grupo que
comprende la fluoresceina, el verde Oregon, la rodamina, el rojo Texas, el bodipyy la cianina.

Otros compuestos segun la invencion son tales que R; se elige entre el grupo que comprende los grupos alquilo,
bencilo, -(CH2)m-CH=CH-®,

Rs
CH3
0" \CH,—

donde m es superior o igual a 1, Rs se elige entre el grupo que comprende H, OH, COOH, COOR, OCOOR,
(CHz2)pRg, O(CH2)pR9e ,0CO(CH.),R9e donde p es superior o igual a 1, preferentemente superior o igual a 2, siendo

4
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elegido Ry entre el grupo que comprende los grupos H, OH, COOR, NRR’, NHCOOR" NHM, siendo elegidos R
y R" entre H, un grupo alquilo y un grupo bencilo, siendo R"" un grupo elegido entre un grupo alquilo y un grupo
bencilo, y siendo M un grupo fluorescente.

Entres estos compuestos, los compuestos preferidos segun la invencion son tales que Ry es un grupo alquilo,
preferentemente metilo o etilo.

Entre estos compuestos, los compuestos preferidos son tales que Ry es un grupo alquilo, por ejemplo metilo, y
Rs es un grupo NRR’, siendo elegidos R y R" entre H, un grupo alquilo y un grupo bencilo, estando n
comprendido entre 2 y 20 y preferentemente entre 2 y 10, y preferentemente entre 5 y 8, pudiendo ser nigual a
6.

Un compuesto particularmente preferido es el compuesto de férmula D:

0
HaN /©/\H<N—CH3
PR

Puede estar presente en forma de sal.
Preferentemente, R es un grupo alquilo, tal como metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutiloy #-butilo.

Queda bien entendido que todos los isdmeros Opticos y geométricos, principalmente bs formas enantiomeras, o
diasteroisémeras y sus mezclas, principalmente las mezclas racémicas, asi como las sales de adicidn con acidos
minerales y organicos o bases minerales u organicas de los compuestos descritos anteriormente pertenecen a la
presente invencion.

Los compuestos segun la invencion no son toxicos en los cultivos primarios de hepatocitos humanos,
contrariamente a la TGZ o a los derivados conocidos. Ademas, presentan una actividad antiproliferativa en las
lineas de células cancerosas humanas muy superior a la TGZ y superior a la de los derivados conocidos.

Mas particularmente, los compuestos para los que Rs es el grupo

R4(CHz2)n
CHj
0" CH,

que no presenta oxigeno unido al grupo cromano en posicion 6 y que presenta en su lugar una cadena alquilo
aparecen de forma sorprendente e inesperada como compuestos que presentan una baja toxicidad hepatica a la
vez que conservan una actividad antiproliferativa.

Por otra parte, también ha aparecido de forma sorprendente e inesperada que los compuestos para los que el
nitrégeno de la tiazolidinediona esta sustituido con un grupo tal como se ha definido anteriormente, presentan
una baja toxicidad hepatica a la vez que conservan una actividad antiproliferativa.

Un procedimiento de sintesis de los compuestos de formula (1) en los que R3 es el grupo

R4(CHz)n
CHa
O CHo—

]

comprende la preparacion de una molécula intermedia de férmula (ll)

CHs

0" “CcooRyq m

en la que Rqo es un grupo alquilo, tal como el metilo y el etilo.



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 609 486 T3

Un procedimiento de sintesis de la molécula intermedia de formula 1l definida anteriormente, comprende:

- una etapa de esterificacion del compuesto de férmula Ill con un alcohol RicOH

HO
CHs
COOH
()

- una etapa de funcionalizacién de la funcién OH del compuesto Il esterificado por un grupo saliente,

- una etapa de hidrogenacion a presiéon en presencia de una base organica, que permite obtener la molécula
intermedia de formula (11).

Las dos Ultimas etapas se basan en un protocolo descrito en la bibliografia (E. Mahdavian, S. Sangsurg G.
Landry, J. Eytina, B.A. Salvatore, Tetrahedron Lett. 50 (2009) 19-21).

Preferentemente, el grupo saliente utilizado durante la etapa de funcionalizacion de la funcion OH es por ejemplo
0OS02CF3, OSO2PhCH3 o OSO.CHs3, desarrollandose la etapa en presencia de TH,0 (anhidrido triflico) o de
TosCl (cloruro de tosilo) o de MesCl (cloruro de mesilo) y de piridina.

La base organica utilizada durante la etapa de hidrogenacion es por ejemplo la trietilamina.

Se puede proponer otro procedimiento de sintesis de la molécula intermedia de férmula Il definida anteriormente
en una sola etapa:

5 0
+ H)J\H + HLORWO
OH | 0" “COORy,

Los reactivos estan disponibles comercialmente.

Este procedimiento estd basado en un protocolo descrito por E.A. Couladouros et al. Journal of Organic
Chemistry 2007, 72, 6735-6741.

La presente invencion se refiere también a una composicion farmacéutica, que contiene como principio activo
una dosis eficaz de un compuesto de férmula (1) definido anteriormente, o una de sus sales de adicién con acidos
minerales y organicos o con bases minerales u organicas farmacéuticamente aceptables.

El principio activo se puede mezclar con al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable y/o al menos otro
principio activo.

Estos excipientes son conocidos por el experto de la técnica y se adaptaran a la forma farmacéutica y al modo de
administracion deseado. Las composiciones farmacéuticas segun la invencion se presentan en todas las formas
conocidas por el experto de la técnica, adaptadas principalmente a una administracion por via oral, sublingual,
intramuscular, intravenosa, tépica, local, intranasal, transdérmica o rectal. Las composiciones farmacéuticas se
pueden presentar asi en forma de capsulas, comprimidos, granulos, supositorios, preparaciones inyectables o
cremas, preparados segun los métodos habituales.

La presente invencion también se refiere a un compuesto o una composicion farmacéutica tales como se han
definido anteriormente, para utilizacion como medicamento.

La presente invencion también se refiere a un compuesto o una composicion farmacéutica tales como se han
definido anteriormente, para utilizacion como medicamento para la prevencion o el tratamiento de un cancer, y
mas particularmente el cancer de mama.

Los ejemplos siguientes ilustran la presente invencion sin no obstante limitar su alcance.
Preparaciones
Observaciones generales:

Los disolventes y los reactivos liquidos se han purificado y secado segun los procedimientos recomendados. El
agua empleada para el lavado de las disoluciones organicas es agua destilada. Los analisis por cromatografia de
capa fina se han realizado siguiendo los procedimientos estandar en placas Kieselgel 60 F254 (Merck). Los
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compuestos se han visualizado utilizando una lampara UV (254 nm) y una disolucion de sulfato de cerio
tetrahidratado y de acido fosfomolibdico en acido sulfurico acuoso al 10% como agente de revelado. A veces se
utiliza una disolucion etandlica de ninhidrina (0,3%) y de acido acético (3%). Las columnas de cromatografia se
han realizado con silice Silica Gel SI 60 (63-200 um) (Merck). Algunas (si procede) cromatografias se han
realizado con silice Silica Gel 60H (540 ym) (Merck) con un dispositivo "Axial® Modul Prep", trabajando a 8
bares, con una columna de 20 mm de diametro.

Se han registrado los espectros RMN "H en un espectrometro Bruker DPX250 (250 MHz). Los desplazamientos
quimicos (6) se dan en ppm respecto al pico residual del disolvente. Los espectros de masas se han obtenido en
un espectrometro VG-Platform Micromass-Waters (ESI+/- quad). Los analisis elementales se han realizado en un
aparato Thermofinnigan FlashEA 1112.

Sintesis de los compuestos de formula C, D y E:

La sintesis de estos derivados se efectia segun el siguiente esquema 1 de reaccion:

HO. i, i Y Br(C

_ - ——» Br(CHz)s

o OH 0~ “COOEt
1 o 2
BocHN(CH. ) Vil N3(CH,)e Vi Br(CHy)
l OH 5 OH
VI, 11X
6 5
0

BocHN(CH.)s H , BocHN(CHy)s
o) ’
7
il
BocHN(CHz)s
o)
HzN(CHz)s \" NH
CF3COOH o S
o] HoN(CH,)s
11(E) CF4COOH

Esquema 1. Sintesis de los compuestos C, D y E. Reactivos y condiciones: i EtOH, cat. p-TSA, reflujo 95%; ii
Tf20, pyr., 99%; iii TEA, H> 70 psi (482,6 KPa), (10% Pd/C, 96%; iv Br(CHz)sCOCI, AICl3 70%; v LiAlH4, AICI3
98%; vi NaN3 98%; vii Hz 1 atm., Pd/C, Boc,O 70%; viii Tf,0, Pyr. quant.; ix 4-hidroxibenzaldehido, K2CO3 67%; x
2,4-tiazolidinediona, piperidina, acido benzoico, 81%; xi CHsl, K:CO3 65%; xii acido trifluoroacético 54% (10,
compuesto D), 53% (11, compuesto E).

() (6-{2-[4-(2,4-Dioxo-tiazolidin-5-ilidenmetil)-fenoximetil]-2,5,7,8-tetrametil-croman-6-il}-hexil)-carbamato de terc-

butilo (compuesto C)
O
BocHN /©/\(I<NH
S
O © «O

Etapa i: a una disolucion de acido () (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox®) 1 (4,46 g; 18,82
mmol) en EtOH (175 mL) se afade acido p-toluenosulfénico (361 mg; 1,90 mmol), y la mezcla se calienta a
reflujo durante 96 h. La disolucion se concentra a vacio, y el residuo se disuelve en AcOEt (150 mL). La
disolucion resultante se lava con una disolucion acuosa de NaHCO3 5% (2x50 mL) y una disolucion de NaCl
saturada (2x50 mL). La fase organica se seca (MgSQO.) y el disolvente se evapora. El producto se seca
cuidadosamente para dar 4,98 g de éster etilico en forma de cristales blancos (17,90 mmoles; rendimiento 95%).
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Etapa ii: a una disolucién de 500 mg (1, 80 mmol) del éster anterior en CH2Cl, seco (10 mL) en argén se afiade
piridina (872 pL, 10,78 mmol) y la disolucion se enfria a 0°C. A continuacion, se afiade anhidrido triflico (453 pL,
2,69 mmol) gota a gota y la disolucion se agita 1 hora a temperatura ambiente. La disolucion se diluye con
CHxCI; (20 mL) y se lava con agua (2 x 30 mL), se seca (MgSO.) y se concentra a sequedad. El residuo liquido
se purifica por cromatografia en columna de silice (hexano/AcOEt), 85:15) para dar 735 mg (1,79 mmol;
rendimiento 99%) de triflato en forma de liquido incoloro.

Etapa iii: en primer lugar se introduce en el recipiente de un hidrogenador Parr carbén paladiado al 10% (3,00 g),
para evitar cualquier inflamacién del disolvente. El carbon paladiado utilizado se obtiene en Fisher/ACROS (n° de
catalogo: 19503-0500). Se afiade al recipiente una disolucion del triflato anterior (4,96 g; 12,09 mmol) en THF (40
mL), seguido por MeOH (80 mL), y TEA (7,4 mL; 53,22 mmol). La suspension se agita a una presion de 70 psi
(482,6 KPa) de hidrégeno durante 20 horas a temperatura ambiente, y luego se filtra sobre celita® y la disolucion
resultante se concentra a vacio. Una cromatografia en columna de silice (Hexano/AcOEt, 90:10) da 3,03 g (11,55
mmol; rendimiento 96%) de compuesto 2 ((z) 2,5,7,8-tetrametil-croman-2-carboxilato de etilo) en forma de liquido
incoloro que durante su almacenamiento a 4°C da cristales blancos de bajo punto de fusion (aproximadamente
30°C). RMN H (CDCl3) 6: 1,19 (t, J = 7,1 Hz, 3H, COOCH,CHj3); 1,62 (s, 3H, CHs); 1,82-1,95 (m, 1H, cromano 3-
HaHb); 2,13 (s, 3H, ArCHs3); 2,16 (s, 3H, ArCHs); 2,21 (s, 3H, ArCHs); 2,38-2,69 (m, 3H, cromano 3 HaHb y 4-H);
4,14 (q, J = 7,1 Hz, 2H, COOCH,CHa); 6,58 (s, 1H, Harom). ESI-MS (modo positivo): m/z = 285,21 [M+Na]+.
Anal. Calc. para C16H2203 (262,4): C, 73,25; H, 8,45. Encontrado: C, 73,63; H, 8,20.

Etapa iv: preparacion del cloruro de acido intermedio: una disolucion de acido 1-bromohexanoico (2,02 g; 10,3
mmol) y de cloruro de tionilo (2,2 ml; 30,8 mmol) en CH2Cl, seco (10 mL) se lleva a reflujo en argdn durante 4 h.
El disolvente se elimina a vacio durante varias horas para quitar todo el exceso de cloruro de tionilo. El aceite
incoloro obtenido se utiliza directamente en la siguiente etapa sin purificacion suplementaria.

Reaccion de Fidel-Craft: una suspension del cloruro del acido anterior y de AICI3 (1,44 g; 10,8 mmol) a 0°C en
CHCI; seco (3 mL) se afiade lentamente a una disolucién del compuesto 2 en CH,Cl, seco (4 mL). La reaccion
se agita con argén a 0°C durante 1 hora y luego a temperatura ambiente toda la noche. El reactor se purga
regularmente con argén para eliminar el HCI. La reaccion se detiene cuidadosamente con agua destilada fria (6
mL) y una disolucion acuosa de acido clorhidrico (2 mL). La fase organica se separa y se lava con una disolucion
acuosa de NaHCO3; 5% (10 mL), se seca con MgSOQs., se filtra y se elimina el disolvente a vacio para dar un
liguido amarillo purificado después por cromatografia en columna de silice (Hex:AcOEt 95:5) para dar el
compuesto 3 ((£) 6-(6-bromo-hexanoil)-2,5,7,8-tetrametil-croman-2-carboxilato de etilo) en forma de un liquido
incoloro (690 mg; 1,57 mmol, rendimiento 70%).

Etapa v: a una suspension de LiAlH4 (176 mg; 4,64 mmol) en Et,O seco (6 mL) en argdn se le afiade lentamente
una disolucién de AICI3 (413 mg; 3,10 mmol). Cinco minutos mas tarde, se afiade una disolucion del compuesto 3
(680 mg; 1,55 mmoles) y AICI3 (206 mg; 1,55 mmoles) en Et;O seco (12 ml). La mezcla se agita en atmédsfera de
argon a temperatura ambiente durante 2 horas y luego se afiaden cuidadosamente agua fria (24 mL) y una
disolucién acuosa de H».SO4 6M. La fase organica se separa y la fase acuosa se extrae con AcOEt (2 x 15 mL).
Las fases organicas se recogen y luego se lavan con una disolucién acuosa de Na,CO3; 2M (10 mL), se secan
(MgSO.), se filtran y el disolvente se extrae a vacio para dar el compuesto 4 (() [6-(6-bromo-hexil)-2,5,7,8-
tetrametil-croman-2-ill-metanol) en forma de liquido incoloro (592 mg; 1,54 mmol; rendimiento 98%) que se utiliza
directamente para la siguiente etapa sin purificacion suplementaria.

Etapa vi: una suspension del compuesto 4 (592 mg; 1,54 mmol) y NaNs (1,00 mg; 15,4 mmol) en DMF seco (15
mL) se seca a 80°C durante 6 horas. La mezcla se enfria a temperatura ambiente, se diluye con AcOEt (60 mL) y
se lava con una disoluciéon saturada de NaCl (2 x 50 mL) y con agua (50 mL), se seca (MgSO,), se filtra y el
disolvente se evapora a vacio para dar el compuesto 5 ([6-(6-azido-hexil)-2,5,7,8-tetrametil-croman-2-il]-metanol
en forma de liquido incoloro (532 mg; 1,54 mmol; rendimiento 98%), que se utiliza directamente para la siguiente
etapa sin purificacion suplementaria.

Etapa vii: una suspension del compuesto 5 (532 mg; 1,54 mmol), Pd/C (53 mg) y Boc,O (403 mg; 1,85 mmol) en
MeOH seco (10 mL) se agita a temperatura ambiente en atmdsfera de hidrogeno durante 12 horas. La mezcla se
filtra sobre celita® y se evapora el MeOH a vacio. El residuo se disuelve en AcOEt (20 mL) y la disolucién se lava
con una disolucion acuosa de acido citrico 5% (2 x 15 mL), una disolucién acuosa de NaHCO3 5% (5 x 15 mL) y
agua (20 mL), se seca (MgSO.), se filtra y el disolvente se evapora a vacio para dar un liquido amarillo claro que
se purifica por cromatografia en columna de silice (Hex:EtOAc 8:2) para dar el compuesto 6 ((x) [6-(2-
hidroximetil-2,5,7,8-tetrametil-croman-6-il)-hexil]-carbamato de terc-butilo) en forma de liquido incoloro (452 mg;
1,08 mmol, rendimiento 70%).

Etapa viii: una disolucién de piridina anhidra (430 uL; 5,39 mmol) en CH2Cl, seco (5 mL) se enfria a 0°C, y luego
se afiade gota a gota anhidrido trifluorometanosulfénico (210 uL; 1,26 mmol) en atmdsfera de argon. Se afiade a
la mezcla una disolucién del compuesto 6 (377 mg; 0,90 mmol) en CHxCI; seco (5 mL). La disolucion se agita a
0°C durante 20 minutos y el disolvente se evapora. El exceso de piridina se coevapora dos veces con tolueno y
el residuo se disuelve en AcOEt (25 mL). Se lava la fase organica con una disolucién acuosa de NaHCO3 5% (2
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x 15 mL) y una disolucion saturada de NaCl (20 mL), se seca (MgSQs), se filtra y el disolvente se evapora para
dar el triflato deseado en forma de un liquido pardo directamente utilizado en la siguiente etapa.

Etapa ix: a una disolucion del triflato anterior en DMF seco (3 mL) se le afiaden 4-hidroxibenzaldehido (164 mg;
1,35 mmol) y KoCO3 (232 mg; 1,68 mmol). La mezcla se agita en atmdsfera de argén a temperatura ambiente
durante dos dias, y luego se afiade agua (8 mL). La suspension se extrae con AcOEt (2 x 20 mL). La fase
organica se lava con una disolucién acuosa de NaHCOs 5% (2 x 15 mL) y una disolucion saturada de NaCl (20
mL), se seca (MgSQs), se filtra y el disolvente se evapora para dar un liquido amarillo y luego se purifica por
cromatografia en columna de silice (hexano:AcOEt 9:1) para dar el compuesto 7 ((x) {6-[2-(4-formil-fenoximetil)-
2,5,7,8-tetrametil-croman-6-il]-hexil}-carbamato de terc-butilo) en forma de solido blanco (316 mg; 0,60 mmol;
rendimiento 67%).

Etapa x: una disolucion del compuesto 7 (68 mg; 0,13 mmol), 2,4-tiazolidinediona (31 mg; 0,26 mmol), piperidina
(70 pL; 0,07 mmol) y acido benzoico (80 mg; 0,07 mmol) en tolueno seco (3 mL) se lleva a reflujo durante una
noche en atmdsfera de argon. La mezcla se enfria a temperatura ambiente, se diluye con AcOEt (10 mL), se lava
con una disolucion de HCI 1N (5 mL), una disolucion de NaHCOs 5% (5 mL) y una disolucién saturada de NaCl
(5 mL), se seca (MgSQ,), se filtra y luego el disolvente se evapora para dar un liquido amarillo que se purifica por
precipitacion en MeOH frio para dar el compuesto de formula C (66 mg; 0,10 mmol, rendimiento 81%) en forma
de solido ligeramente amarillo. RMN H (CDCl3) 6: 1,43 (s, 3H, CHg); 1,36-1,44 (m, 4H, linker-CHy); 1,45 (s, 9H, -
tBu); 1,55-1,69 (m, 4H, linker-CH); 1,82-1,98 (m, 1H, 3-HaHb cromano); 2,10-2,14 (m, 1H, 3-HaHb cromano);
2,09 (s, 3H, ArCHs); 2,15 (s, 3H, ArCHs); 2,19 (s, 3H, ArCH3); 2,52-2,74 (m, 4H, 4-H, cromano, CHz linker); 3,06-
3,18 (m, 2H, CH; linker); 3,96; 4,06 (sistema AB, J = 9,4 Hz, 2H, CH.0); 4,50 (sl, 1H, NHBoc); 7,01 (d, J = 9,0
Hz, 2H, Haom); 7,43 (d, J = 9,0 Hz, 2H, Harom); 7,80 (s, 1H, ArCH=); 8,41 (sl, 1H, NH). ESI-MS (modo positivo):
m/z = 645,29 [M+Na]+. Anal. Calc. para C3sH4sN206S, 1/3 H20 (628,8): C, 66,85; H, 7,48; N, 4,45. Encontrado: C,
66,83; H, 7,27; N, 4,47.

(¥) Trifluoroacetato de 5-{4-[6-(6-amino-hexil)-2,5,7,8-tetrametil-croman-2-ilmetoxi]-benciliden}-3-metil-
tiazolidin-2,4-diona (compuesto D)

CFaCOsH HoN /@MNCHa
S -
0 >~

Etapa xi: a una disolucion del compuesto C (230 mg; 0,37 mmol) en DMF seco (3 mL) se afiaden K,CO3 (66 mg;
0,48 mmol) y yoduro de metilo (28 uL; 0,44 mmol). La mezcla se agita en atmésfera de argon a 80°C durante 3
horas. Entonces se diluye con AcOEt (30 mL) y se lava la disolucion con una disolucion saturada de NaCl (20
mL) y agua (20 mL), se seca (MgSQ.), se filtra y el disolvente se evapora a vacio para dar un liquido amarillo que
se purifica por precipitacion en MeOH frio para dar el compuesto 9 (1) ((6-{2,5,7,8-tetrametil-2-[4-(3-metil-2,4-
dioxo-tiazolidin-5-ilidenmetil)-fenoximetil]-croman-6-il}-hexil)-carbamato de terc-butilo) en forma de sélido incoloro
(154 mg; 024 mmol, rendimiento 65%).

Etapa xii: una disolucion del compuesto 9 (30 mg; 48,2 umol) en CH;Cl» seco (2 mL) se enfria a 0°C, y luego se
afiade acido trifluoroacético (1 mL). La reaccion se lleva a temperatura ambiente y se agita durante 3 horas. El
disolvente se evapora y el exceso de acido se coevapora con MeOH (5 veces). El solido obtenido se lava con
Et20 para dar el compuesto de formula D (17 mg; 26,1 pmol, rendimiento 54%) en forma de un sdlido incoloro.
RMN "H (CDCl) &: 1,42 (s, 3H, CHa); 1,28-1,57 (m, 6H, CHalinker); 1,57-1,80 (m, 2H, CH linker); 1,82-1,98 (m,
1H, 3-HaHb cromano); 2,08-2,17 (m, 1H, 3-HaHb cromano); 2,08 (s, 3H, ArCH3); 2,13 (s, 3H, ArCHz3); 2,17 (s, 3H,
ArCHs); 2,44-2,75 (m, 4H, 4-H, cromano, CH linker); 2,80-3,10 (m, 2H, CH; linker); 3,23 (s, 3H, NCHz); 3,95,
4,05 (sistema AB, J = 9,4 Hz, 2H, CH.0); 6,99 (d, J = 8,0 Hz, 2H, Hawom); 7,43 (d, J = 8,0 Hz, 2H, Harom); 7,85 (s,
1H, ArCH=); 7,85-8,02 (sl, 2H, NH,). ESI-MS (modo positivo): m/z = 537,29 [M+H]+. Anal. Calc. para
Ca3H41F3N206S (536,2): C, 60,91; H, 6,35; N, 4,30. Encontrado: C, 60,44; H, 6,31; N, 4,20.

(¥) Trifluoracetato de 5-{4-[6-(6-amino-hexil)-2,5,7,8-tetrametil-croman-2-ilmetoxi]-benciliden}-tiazolidin-
2,4-diona (compuesto E)

CFaCOH HyN N\

<O S~

Etapa xii: de igual modo que anteriormente, una disolucioén del compuesto C (44 mg, 70,6 umol) en CH,Cl» seco
(2 mL) se enfria a 0°C, y luego se afiade acido trifluoroacético (1 mL). La reaccion se lleva a temperatura
ambiente y se agita durante 3 horas. El disolvente se evapora y el exceso de acido se coevapora con MeOH (5
veces). El sélido amarillo obtenido se lava con Et;O para dar el compuesto de formula E (24 mg; 37,7 umol,
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rendimiento 53%) en forma de un soélido amarillo claro. RMN H (MeOD) &: 1,43 (s, 3H, CHa); 1,44-1,57 (m, 6H,
CHzlinker); 1,60-1,79 (m, 2H, CH linker); 1,85-2,00 (m, 1H, 3-HaHb cromano); 1,90 (s, 3H, ArCHj3); 2,06-2,18 (m,
1H, 3-HaHb cromano); 2,18 (s, 3H, ArCHs); 2,19 (s, 3H, ArCHs); 2,59-2,76 (m, 4H, 4-H, cromano, CH: linker);
2,95 (t, J = 7,3 Hz, 2H, CH: linker); 4,09 (s, 2H, CH20); 7,08 (d, J = 8,8 Hz, 2H, Harom); 7,50 (d, J = 8,8 Hz, 2H,
Harom); 7,76 (s, 1H, ArCH=). ESI-MS (modo positivo): m/z = 523,26 [M+H]+. Anal. Calc. para Cs2H3z9F3N206S, H20O
(654,74): C, 58,70; H, 6,31; N, 4,28. Encontrado: C, 59,08; H, 6,18; N, 4,18.

Ejemplos
Toxicidad hepatica

La viabilidad hepatocitaria se ha medido para diferentes compuestos segun la invencién con hepatocitos
humanos (cultivo primario) criopreservados puestos en suspension y repartidos en placas de 96 pozoscon una
densidad de 0,1 x 10° células por pozo, en un medio de cultivo de 50 pL por pozo (DMEM+gentamicina (50 mg/L)
+ insulina (4 mg/L) + dexametasona (1 uM) en atmosfera humidificada COy/aire (5%/95%) a 37°C. Después de
30 minutos para alcanzar el equilibrio, se han afiadido 50 yL de medio de cultivo que contiene los compuestos
ensayados (disueltos en DMSO) o de medio que contiene unicamente DMSO (0,1% concentracién final) con
agitacion a 900 vueltas/minuto.

La citotoxicidad se evalia mediante un ensayo MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide). Los compuestos
ensayados o el DMSO se dejan incubar 90 minutos, y luego se afaden 10 yL de MTT a 10 mg/mL por pozo
durante 30 minutos. A continuacion, las placas se centrifugan durante 10 minutos a 2.000 g, se elimina el MTT y
se afiade DMSO a razén de 100 pL por pozo. Las placas se sacuden suavemente y luego se mide la
absorbancia a 595 nm con un espectrofotometro lector de microplacas. La viabilidad hepatocitaria medida aqui
corresponde al porcentaje de hepatocitos supervivientes después de 90 minutos de incubacién con los
compuestos ensayados a una concentracion de 100 uM, respecto a células no tratadas.

Se han realizado los mismos ensayos para una concentracion de los compuestos de 200uM.

A modo comparativo, la viabilidad hepatocitaria también se mide parala troglitazona (compuesto K)

O
i, @/Y“
(@) O vﬂo
(K)

y un compuesto de formula L descrito por Chen et coll. en la solicitud de patente WO 2009/105621:
0O

H%N CHa
o
' (L)

Los ensayos se han realizado en dos campanas diferentes. En los dos casos, la troglitazona (K) se ha utilizado
como molécula de referencia.

Los resultados de las dos campanas se indican en la Tabla | siguiente:

Tabla |
Compuesto Viabilidad hepatocitaria % (100uM) Viabilidad hepatocitaria % (200uM)
C 85 80
D 83 83
E 83 80
K (comp.) 79 30
L (comp.) 42 30
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Los resultados anteriores muestran que los compuestos segun la invencion presentan a 100uM y a 200uM una
viabilidad hepatocitaria superior a 80%, e incluso para C igual a 85%, mientras que el compuesto comparativo
descrito por Chen et coll. presenta una viabilidad hepatocitaria de 42% solamente para 100uM y de 30% para
200uM, y la troglitazona presenta una viabilidad hepatocitaria de 30% solamente para 200uM.

Ensayos en ratones

Se ha realizado un ensayo de toxicidad en ratones para las moléculas D y E. Estas moléculas no difieren por lo
tanto mas que por el grupo metilo sustituido en la tiazolidinediona. A modo comparativo, el ensayo también se ha
realizado utilizando la A2TGZ. Estos analisis se han medido en ratones hembra NMRI de 20-25 g. Se han
formado grupos de 3 ratones: un lote testigo no inyectado, un lote que recibe el disolvente de las moléculas que
se van a ensayar (mezcla agua PPI, polietilenglicol 400, etanol absoluto en las proporciones 5/3/2), otros tres
lotes que reciben las moléculas que se van a ensayar. Los compuestos se han inyectado en la vena caudal de
los ratones previamente anestesiados. Los animales se han pesado primero y después de 24 horas y 48 horas
después de la inyeccion intravenosa de los productos en las diferentes dosis ensayadas y después también se
han pesado 3 veces por semana durante 2 semanas. El comportamiento del conjunto de los ratones se ha
observado antes, y después de 1 hora, 2 horas y 3 horas después de la inyeccion intravenosa y después
diariamente durante 2 semanas. Los compuestos se han ensayado en primer lugar al limite de su solubilidad. En
funcién de los resultados obtenidos (mortalidad, pérdida de peso, cambio de comportamiento), se han utilizado
dosis mas bajas para determinar de forma precisa la dosis maxima tolerada. Cuando se ha observado una
mortalidad de menos del 50% o menos del 50% de animales presentaban una pérdida de peso superior al 25% o
menos del 50% de animales presentaban modificaciones comportamentales, la dosis de compuesto se ha
considerado como no toxica (DMT).

La dosis maxima tolerada de D es de 65,5 mg/kg, y de 34 mg/kg para E. El resultado para la A2TGZ es inferior a
34 mg/kg.

Esto muestra el efecto protector ligado a la presencia del grupo metilo en la tiazolidinediona ya que D y E no
difieren mas que por este grupo.

Actividad antiproliferativa

La actividad antiproliferativa se ha medido para diferentes compuestos segun la invencion mediante analisis de la
citotoxicidad a 10°M en diferentes lineas celulares cancerosas en DMSO por triplicado. Para algunas moléculas
y para algunas lineas, se ha utilizado el mismo protocolo para determinar los valores de IC50 (concentracion en
MM necesaria para inhibir la mitad de la proliferacion de las células), efectuando los ensayos de citotoxicidad a
concentraciones de 0,005uM y a 100uM por duplicado. El protocolo es el siguiente. Las células de la linea
propuesta se siembran en el medio apropiado (ver tabla Il) a la que se afiade L-Glutamina, 10% (v/v) de suero de
ternera fetal, 100 Ul de penicilina, 100 pyg/mL de estreptomicina y 1,5 pg/mL de fungizone, y se mantienen a 5%
de CO, a 37°C. Se siembran placas de 96 pozos con el numero requerido de células por pozo (ver tabla Il) en
200 pL de medio. Veinticuatro horas mas tarde, se afaden los compuestos quimicos que se van a estudiar
disueltos en DMSO y los medios se mantienen durante 72 horas en estas condiciones con una concentracion
final de DMSO fija (1%). Los controles han recibido un volumen igual de DMSO. El nimero de células viables se
mide a 490 nm con el reactivo MTS (Promega, Madison, WI). Las IC50 se calculan como las concentraciones de
compuestos que inducen una inhibicién de la proliferacion celular del 50%.

Tabla Il

Linea celular Numero de células por pozo Medio de cultivo

MCF7 1900 RPMI

HCT116 1800 RPMI

MDA231 1300 RPMI

MDA435 1000 RPMI

Mia-PaCa 1200 DMEM

HepG2 8000 DMEM

PC3 2500 RPMI

LNCaP 5000 RPMI
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A modo comparativo, los ensayos se han realizado también con la troglitazona (compuesto K) y el compuesto de
férmula L descrito por Chen et coll. en la solicitud de patente WO 2009/105621 definido anteriormente.

Las tablas Il y IV anteriores indican el porcentaje de inhibicién del crecimiento celular, es decir el porcentaje de
células muertas después de tratamiento con el compuesto dosificado a 10"°M. Los ensayos se han realizado por

triplicado.

Tabla lll
Compuesto MCF7 HCT116 MDA231 MDA435
C 24 55 51 39
D 101 101 101 101
E 97 93 92 65
K (comp.) 3 9 12 12
L (comp.) 76 87 53 69
Tabla IV
Compuesto Mia-PaCa HepG2 PC3 LNCaP
C 30 77 26 68
D 103 100 92 88
E 94 87 40 53
K (comp.) 2 14 14 17
L (comp.) 65 74 47 81
Las tablas Ill y IV anteriores muestran que los compuestos segun la invencidon tienen una actividad

antiproliferativa muy superior a la de la troglitazona. Ademas, los resultados permiten confirmar que el compuesto
L descrito por Chen et coll. es bastante activo en todas las lineas, pero un poco menos que los mas activos de
los compuestos segun la invencion.

A modo indicativo, las IC50 (uM) medidas de algunos de los compuestos anteriores en algunas lineas
cancerosas se indican en la tabla V.

Tabla V
Compuesto MCF7 MDA231 Mia-PaCa HepG2 LNCaP
C 9,6 2,1 8,8 24 6,4
D 6,9 4,6 3,2 7,9 6,5
E 6,4 4,7 3,9 3,1 5,1
L (comp.) 9,3 5,7 8,1 8,8 1,8

Los valores indicados son las medias de dos valores independientes.

Asi, estos resultados muestran que, contrariamente a los compuestos desarrollados en la técnica anterior, los
nuevos compuestos segun la presente invencidon no son téxicos en los hepatocitos, a la vez que conservan
buenas propiedades de actividad antiproliferativa.

12
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REIVINDICACIONES
1. Compuesto de formula (1)
)
SRS
I N—-R,

// S
R3O \R,’ W
- o (N

caracterizado por que presenta, a una concentracion de 100 uM, una viabilidad hepatocitaria superior al 60%, y

por que:

- R3z es un grupo

Ra(CHa)n
CHa
Q" “CH,—

en el que n es superior a 1 y R4 se elige entre el grupo que comprende los grupos H, OH, COOR, NRR’,
NHCOOR™, NHM, siendo elegidos R y R" entre H, un grupo alquilo y un grupo bencilo, siendo R™* un grupo
elegido entre un grupo alquilo y un grupo bencilo, y siendo M un grupo fluorescente,

- Ry se elige entre el grupo que comprende los grupos H, alquilo, bencilo, -(CH2)n-CH=CH-®,
Rs
CHj
O CHQ,

donde m es superior o igual a 1, Rs se elige entre el grupo que comprende H, OH, COOR, OCOOR, (CH:)Ro,
O(CHy)pRe, OCO(CH2),Rg, donde p es superior o igual a 1, siendo elegido Re entre el grupo que comprende los
grupos H, OH, COOR, NRR’, NHCOOR", NHM, siendo elegidos R y R" entre H, un grupo alquilo y un grupo
bencilo, siendo R"" un grupo elegido entre un grupo alquilo y un grupo bencilo, y siendo M un grupo fluorescente,

- R2 se elige entre el grupo que comprende los grupos hidrogeno, amino, metoxi, etoxi, nitro, fenilo, dialquilo,
hidroxilo, cuando Rs se elige entre los grupos alquilo o bencilo,

- R2 se elige entre el grupo que comprende los grupos hidrégeno, halo, amino, metoxi, etoxi, nitro, fenilo,
dialquilo, dihalo, trifluorometilo, hidroxilo, cuando R; se elige entre el grupo que comprende hidrégeno, -(CH2)m-
CH=CH-®y

Rs
CH3y
O CHs—

2. Compuesto segun la reivindicacion 1, caracterizado por que Ry es H'y R4 es un grupo NRR’, siendo elegidos R
y R’entre H, un grupo alquilo y un grupo bencilo.

3. Compuesto segun la reivindicacion 2, de férmula E:

HoN MNH
0 S~

4. Compuesto segun la reivindicacion 1, caracterizado por que Ry es H y R4 es un grupo NHCOOR™, siendo R™”
un grupo elegido entre un grupo alquilo y un grupo bencilo.
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5. Compuesto segun la reivindicacion 4, de férmula C:

Cr
H
XDYNMm MNH
0 0 S~
0 0
(C)

6. Compuesto segun la reivindicacion 1, caracterizado por que R1 es un grupo alquilo.

7. Compuesto segun la reivindicacion 6, caracterizado por que R1 es un grupo alquilo y Rg es un grupo NRR’,
siendo elegidos R y R" entre H, un grupo alquilo y un grupo bencilo.

8. Compuesto segun la reivindicacion 7, de férmula D:

0
HoN m(rv—c%
Ao “\<O
(D)

9. Composicion farmacéutica caracterizada por que contiene como principio activo al menos un compuesto de
férmula (I) segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, o una de sus sales de adicidon con acidos
minerales y organicos o con bases minerales u organicas farmacéuticamente aceptables.

10. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 9, caracterizada por que el principio activo esta mezclado
con al menos uno de los compuestos elegidos entre al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable y d
menos otro principio activo.

11. Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, para utilizacion como medicamento.
12. Compuesto para utilizaciéon segun la reivindicacion 11, para la prevencion o el tratamiento de un cancer.

13. Compuesto para utilizacion segun la reivindicacion 12, para la prevencion o el tratamiento de un cancer de
mama.

14. Composicion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 9y 10, para utilizacion para la
prevencion o el tratamiento de un cancer.

15. Composicion farmacéutica para utilizacion segun la reivindicacion 14, para la prevencion o el tratamiento de
un cancer de mama.
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