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DESCRIPCION
Compuesto para el tratamiento del cancer
Campo de lainvencién

La presente invencién se refiere a un nuevo compuesto que tiene actividad anticancerosa, a métodos para elaborar
estos compuestos y a su uso para tratar diversas formas de cancer.

Antecedentes de lainvencion

El céancer es la segunda causa de muerte mas comun en los Estados Unidos, superada solamente por las
enfermedades cardiacas. En los Estados Unidos, el cancer supone 1 de cada 4 muertes. El grado de supervivencia
relativo de 5 afios para todos los pacientes de cancer diagnosticados en 1996-2003 es 66%, hasta 50% en 1975-
1977 (Cancer Facts & Figures American Cancer Society: Atlanta, GA (2008)). Esta mejora en la supervivencia refleja
un avance en el diagnostico en una fase temprana y mejoras en el tratamiento. El descubrimiento de agentes
anticancerosos altamente eficaces con baja toxicidad es un objetivo principal de la investigacion del cancer.

El documento WO 2008/038955 divulga derivados de benzofenona utiles para inhibir la formaciéon de microtibulos.
Las amidas de acido 2-aril-tiazolidino-4-carboxilico se han descrito como agentes citotoxicos potentes tanto para el
cancer de préstata como para el melanoma (Li et al., "Synthesis and Antiproliferative Activity of Thiazolidine Analogs
for Melanoma," Bioorg. Med. Chem. Lett. 17:4113-7 (2007); Li et al., "Structure-Activity Relationship Studies of
Arylthiazolidine Amides as Selective Cytotoxic Agents for Melanoma," Anticancer Res. 27:883-888 (2007); Lu et al.,
"Synthesis and Biological Evaluation of 2-Arylthiazolidine-4-Caboxylic Acid Amides for Melanoma and Prostate
Cancer," Abstracts of Papers, 234th ACS National Meeting, Boston, MA, Estados Unidos, 19-23 de agosto de 2007,
MEDI-304; Gududuru et al., "SAR Studies of 2-Arylthiazolidine-4-Carboxylic Acid Amides: A Novel Class of Cytotoxic
Agents for Prostate Cancer," Bioorg. Med. Chem. Lett. 15:4010-4013 (2005); Gududuru et al., "Discovery of 2-
Arylthiazolidine-4-Carboxylic Acid Amides as a New Class of Cytotoxic Agents for Prostate Cancer," J. Med. Chem.
48:2584-2588 (2005)). Estas amidas de acido 2-ariltiazolidino-4-carboxilico se disefiaron a partir de la estructura del
acido lisofosfatidico (LPA) con una cadena lipidica. Esta eleccion de disefio se dirigia hacia la inhibiciéon de la
sefializacion de GPCR (receptor acoplado a proteina que se une a guanina), que esta implicado en la proliferacion y
la supervivencia del cancer de prostata (Raj et al., "Guanosine Phosphate Binding Protein Coupled Receptors in
Prostate Cancer: A Review," J. Urol. 167:1458-1463 (2002); Kue et al., "Essential Role for G Proteins in Prostate
Cancer Cell Growth and Signaling,"” J. Urol. 164:2162-7 (2000); Guo et al.,, "Expression and Function of
Lysophosphatidic Acid LPA1 Receptor in Prostate Cancer Cells," Endocrinology 147:4883-4892 (2006); Qi et al.,
"Lysophosphatidic Acid Stimulates Phospholipase D Activity and Cell Proliferation in PC-3 Human Prostate Cancer
Cells," J. Cell. Physiol. 174:261-272 (1998)).

Las mas potentes de las amidas de acido 2-aril-tiazolidino-4-carboxilico podrian inhibir células de cancer de prostata
con una ICsp media en el intervalo de 0,7 a 1,0 uM y los valores de ICso medios contra células de melanoma eran
1,8~2,6 uM (Li et al., "Synthesis and Antiproliferative Activity of Thiazolidine Analogs for Melanoma," Bioorg. Med.
Chem. Lett. 17:4113-7 (2007)). Un compuesto preferido, la hexadecilamida de acido (2RS, 4R)-2-fenil-tiazolidino-4-
carboxilico, se envié al cribado de farmacos anticancerosos para la linea celular humana 60 de the United States
National Cancer Institute (NCI-60). Los resultados del ensayo NCI-60 mostraban que este compuesto podia inhibir el
crecimiento de los nueve tipos de células cancerosas con valores de ICso en el intervalo de 0,124 uM (leucemia,
CCRF-CEM) a 3,81 uyM (cancer de pulmén no microcitico, NCI-H522). Seria deseable una mejora adicional en la
actividad anticancerosa de estos compuestos, en lo relativo a sus valores de ICxsp.

La presente invencion se dirige a vencer estas y otras deficiencias de la técnica anterior.
Resumen de la invencion

Un primer aspecto de la presente invencion se refiere a un compuesto, en donde el compuesto es (2-(1H-indol-3-
ilJimidazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona. El compuesto se puede proporcionar en la forma de sales
farmacéuticamente aceptables, hidratos o profarmacos del mismo.

Un segundo aspecto de la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que incluye un portador
farmacéuticamente aceptable y el compuesto segun el primer aspecto de la presente invencion.

La invencion también proporciona el compuesto segun el primer aspecto de la invencién para el uso como un
medicamento.

La invencion también proporciona el compuesto segun el primer aspecto de la invencion para la preparaciéon de un
medicamento para tratar cancer de prdstata, cancer de mama, cancer ovarico, cancer de piel, cancer de pulmon,
cancer de colon, leucemia, cancer renal o cancer del SNC, o una combinacion de los mismos, en un sujeto.

La invenciéon también proporciona el compuesto segun el primer aspecto de la invencion para el uso en el
tratamiento de cancer de préstata, cancer de mama, cancer ovarico, cancer de piel, cancer de pulmoén, cancer de



10

15

20

25

30

35

40

ES 2629927 T3

colon, leucemia, cancer renal o cancer del SNC, o una combinacién de los mismos, en un sujeto.

En una realizacion, el compuesto se administra sistémicamente. En una realizaciéon adicional, el compuesto se
puede administrar oralmente, topicamente, transdérmicamente, parenteralmente, subcutaneamente,
intravenosamente, intramuscularmente, intraperitonealmente, mediante instalacion intranasal, mediante instilacion
intracavitaria o intravesical, intraocularmente, intraarterialmente, intralesionalmente o mediante la aplicacion a
membranas mucosas.

En una realizacién, el compuesto se administra directamente a una zona en la que estan presentes células
cancerosas.

En una realizacién, el compuesto se administra en un grado de dosificacion de aproximadamente 0,01 a
aproximadamente 100 mg del compuesto por kg de peso corporal.

En una realizacién, el compuesto se administra peridédicamente.
En una realizacioén, el compuesto se administra en combinacion con otra terapia para el cancer.

La presente solicitud divulga una nueva clase de compuestos que poseen potencia y selectividad mejoradas (en
comparacion con las tiazolidinocarboxamidas de acido graso anteriores) durante estudios in vitro contra varias lineas
celulares de cancer diferentes, incluyendo células de cancer de préstata y melanoma. Usando un miembro preferido
de esta clase, también se demuestra en los ejemplos adjuntos que estos compuestos son inhibidores de la
polimerizacion de tubulina. Se demuestra que uno de estos compuestos posee una actividad anticancerosa
significativa durante estudios de xenoinjertos in vivo de melanoma en ratones. Basandose en estos datos, y la
demostracion de su modo de accién, se cree que el compuesto de la presente invencién tiene una actividad
significativa contra un nimero de formas de cancer.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 es un dibujo de ORTEP del compuesto 8f con elipsoides térmicos representados con un nivel de
probabilidad del 50%. El dibujo se gener6 siguiendo estudios de cristalografia de rayos X.

La Figura 2 ilustra estudios de NMR que miden la autodeshidrogenacion de tiazolina hasta el compuesto de tiazol 8f.
El dia 0, la muestra de NMR contenian mezclas de tiazolina y tiazol en CDClIs; la relacion es aproximadamente 3:2.
El 9° dia, el compuesto de tiazolina casi se convertia completamente en el compuesto de tiazol 8f.

Las Figuras 3A-B ilustran el efecto del compuesto 8f sobre la distribucion del ciclo celular de células de cancer de
prostata LNCaP. Las Figuras 3A ilustran el efecto de diversas dosificaciones (10 nM, 50 nM, 200 nM y 500 nM) del
compuesto 8f con relacién al control. Las cantidades por encima del valor de ICs ilustran un cambio significativo en
la distribucion del ciclo celular. La Figura 3B ilustra graficamente el cambio en la distribucién del ciclo celular G2/M
frente a G1.

La Figura 4 es una grafica que ilustra el efecto del compuesto 8f sobre el ensamblaje de tubulina.

Las Figuras 5A-B son gréficas que ilustran la capacidad de los compuestos 8f y 8n para inhibir significativamente la
formacion de colonias de melanoma A375 en un ensayo in vitro. Con 0,3 pM o mas, la formacién de colonias se
inhibe completamente.

La Figura 6 es una grafica que ilustra la capacidad del compuesto 8n (6 mg/kg, inyeccion IP diaria) para inhibir el
crecimiento de tumor de melanoma B16 in vivo.

Descripcion detallada de lainvencién

La presente invencion se refiere a un compuesto, en donde el compuesto es (2-(1H-indol-3-il)imidazol-4-il)(3,4,5-
trimetoxifenil)metanona.
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También se divulgan en la presente compuestos segun la formula (1)

M

en la que
QesS,NuO;
5 X es opcional y puede ser S=, O=, =N-NH3, =N-OH o -OH;
Y es opcional y puede ser -N(H)-, O un hidrocarburo C1 a Cy; y

R1y Rz son cada uno independientemente sistemas anulares arilicos o (hetero)ciclicos de un solo anillo, de anillos
condensados o de multiples anillos, sustituidos o no sustituidos, incluyendo N-heterociclos saturados e insaturados,
S-heterociclos saturados e insaturados y O-heterociclos saturados e insaturados, hidrocarburos ciclicos saturados e

10 insaturados, heterociclos mixtos saturados o insaturados, hidrocarburos alifaticos C; a Csy de cadena lineal o
ramificada.

Segun se divulga en la presente, la clase de compuestos puede tener una estructura segun la formula (11):

(In

donde X es O=, Y seomitey Qy R'-R® se definen como anteriormente para la formula (1).

15 Compuestos ejemplares de formula (1) incluyen (2-(1H-indol-3-il)imidazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona, que es
el compuesto de la presente invencion.
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También se divulgan en la presente memoria clases de compuestos que tienen una estructura segun la férmula (I1l):

(III)

donde X es O=, Y es O y Q y R'-R® se definen como anteriormente para la formula (1), o que tienen una estructura
segun la férmula (1V):

(IV)

donde X es O=, Yes -NH-y Qy R'-R® se definen como anteriormente para la férmula (I), o que tienen una
estructura segun la férmula (V):

(V)
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donde X e Y se omiteny Q y R'-R® se definen como anteriormente para la férmula (l), o que tienen una estructura
segun la férmula (VI):

(VD)

donde X es S=, Y se omite y Q y R-R® se definen como anteriormente para la formula (I), o que tienen una
estructura segun la formula (VII):

R

(VID)

donde X es =N-NH,, Y se omite y Q y R'-R® se definen como anteriormente para la formula (l), o que tienen una
estructura segun la formula (VIII):

R3

(VIII)
donde X es =N-OH, Y se omitey Q y R'-R® se definen como anteriormente para la formula (1).

Ciertos compuestos, particularmente los que poseen grupos acidos o basicos, también pueden estar en forma de
sal, preferiblemente una sal farmacéuticamente aceptable. El término "sal farmacéuticamente aceptable" se refiere a
las sales que retienen la eficacia bioldgica y las propiedades de las bases libres o los acidos libres, que no sean
indeseables biolégicamente o de otro modo. Las sales se forman con acidos inorganicos tales como acido
clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico, acido nitrico, acido fosférico y similares, y acidos organicos tales
como acido acético, acido propiénico, acido glicélico, acido piruvico, acido oxalico, acido maleico, acido maldnico,
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acido succinico, acido fumarico, acido tartarico, acido citrico, acido benzoico, acido cinamico, acido mandélico, acido
metanosulfénico, acido etanosulfénico, acido p-toluenosulfénico, acido salicilico, N-acetilcisteina y similares. Otras
sales son conocidas por los expertos en la técnica y se pueden adaptar faciimente para el uso segun la presente
invencion.

El compuesto de la presente invenciéon también se puede administrar como un profarmaco. Asi, ciertos derivados
que pueden tener poca o ninguna actividad farmacolégica por si mismos, cuando se administran en o sobre el
cuerpo, se pueden convertir en el compuesto de la presente invencién que tiene la actividad deseada, por ejemplo,
mediante escision hidrolitica. Informacién adicional sobre el uso de profarmacos se puede encontrar en Pro-drugs as
Novel Delivery Systems, Vol. 14, ACS Symposium Series (Higuchi y Stella); y Bioreversible Carriers in Drug Design,
Pergamon Press (ed. E B Roche, American Pharmaceutical Association) (1987).

Por ejemplo, se pueden producir profarmacos al reemplazar funcionalidades apropiadas presentes en los
compuestos de la presente invencion por ciertos restos conocidos por los expertos en la técnica como prorrestos.
Ejemplos de estos profarmacos incluyen, sin limitacién, la sustitucion del hidrégeno en una funcionalidad alcohol
(-OH) por un alquilo C1 a C6 para formar un éter; y (ii) la sustitucién de hidrégeno en una funcionalidad amino
secundario por un alcanoilo C1 a C10 para formar una amida.

El compuesto de la presente invencién también puede estar en la forma de un hidrato, lo que significa que el
compuesto incluye ademas una cantidad estequiométrica o no estequiométrica de agua unida por fuerzas
intermoleculares no covalentes.

El compuesto de la presente invencion también puede estar presente en la forma de una mezcla racémica, que
contiene cantidades sustancialmente equivalentes de los esterecisémeros. En otra realizacién, el compuesto de la
presente invencién se puede preparar o aislar de otro modo, usando procedimientos conocidos, para obtener un
estereoisdmero sustancialmente libre de su estereoisémero correspondiente (es decir, sustancialmente puro). Por
sustancialmente puro, se entiende que un estereocisomero es al menos aproximadamente 95% puro, mas
preferiblemente al menos aproximadamente 98% puro, lo mas preferiblemente al menos aproximadamente 99%
puro.

También se divulga en la presente memoria un método para elaborar los compuestos segun la féormula (1). Por otra
parte, la presente invencion divulga metodologias sintéticas para la preparacion de derivados de amida, alcoxiamida,
cetona, hidracina y oxima de tiazolidinas, tiazolinas, tiazoles, imidazolinas, imidazoles, oxazolidinas, oxazolinas y
oxazoles.

Segun se divulga en la presente memoria, para sintetizar compuestos de la serie de la tiazolina y el tiazol, L- o D-
cisteina se puede hacer reaccionar con benzonitrilo sustituido o no sustituido en metanol y solucién tamponadora de
fosfato de pH 6,4 a temperatura ambiente durante varios dias (Bergeron et al., "Evaluation of Desferrithiocin and its
Synthetic Analogs as Orally Effective Iron Chelators," J. Med. Chem. 34:2072-8 (1991); Bergeron et al.,
"Desazadesmethyldesferrithiocin Analogues as Orally Effective Iron Chelators," J. Med. Chem. 42:95-108 (1999);
Zamri et al., "An Improved Stereocontrolled Synthesis of Pyochelin, Siderophore of Pseudomonas aeruginosa and
Burkholderia cepacia," Tetrahedron 56:249-256 (2000)). Los productos intermedios de acido carboxilico resultantes
se pueden convertir faciimente en las amidas de Weinreb correspondientes (Nahm et al.,, "N-Methoxy-N-
methylamides as Effective Acylating Agents," Tetrahedron Lett. 22:3815-18 (1981)) usando EDCI/HOBt como
reactivos de acoplamiento. Los productos intermedios de tiazol se pueden obtener a partir de deshidrogenacién con
BrCCls/DBU de las amidas de Weinreb. Los productos intermedios de tiazol se pueden hacer reaccionar con
reactivos de litio o reactivos de Grignard apropiados (es decir, que tienen el anillo "C" correspondiente, véase el
Esquema 3 posteriormente) en THF anhidro para dar los tiazoles finales (Nahm et al., "N-Methoxy-N-methylamides
as Effective Acylating Agents," Tetrahedron Lett. 22:3815-18 (1981)). Alternativamente, las amidas de Weinreb de
tiazolina se pueden hacer reaccionar directamente con reactivos de litio o reactivos de Grignard apropiados,
después de desactivar con solucion saturada de NH4Cl, lo que proporciona mezclas de compuestos de tiazolina y los
compuestos de tiazol correspondientes.

Segun se divulga en la presente memoria, cuando mezclas de tiazolina/tiazol se ponen en el disolvente y se
exponen a aire bajo atmdsfera ambiente durante algun tiempo (de durante la noche a varios dias), el anillo de
tiazolina se deshidrogena espontaneamente hasta tiazoles. Como un ejemplo, en solucion con cloroformo
deuterado, las mezclas de compuestos de tiazolina/tiazol se pueden convertir lentamente en compuestos de tiazol
casi puros después de alrededor de 9 dias (véase, p. €j., la Figura 2).

La formacién de compuestos de tiazolidina se describe en la Patente de EE. UU. N° 7.307.093 de Miller et al. y la
Publ. de Solicitud de Patente de EE. UU. N° 2007/0155807 de Miller et al.

Segun se divulga en la presente memoria, los derivados de oxazolina (acidos carboxilicos, carboxamidas,
metanonas) segun la presente invencion se preparan a través de la condensacion de derivados de imina
(benzonitrilo y 1-fenil-2-metoxi-etanimina) con éster de cisteina o serina enantiomero (L o D) o racémico mientras se
usa trietilamina como una base (Meyer et al., Tetrahedron: Asymmetry 14:2229-2238 (2003))

Los derivados de imidazolina, tales como el compuesto de la presente invencion, se preparan usando acido L-
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tartarico en una reaccion de condensacion con arilaldehido sustituido o no sustituido para formar el sistema anular
de imidazolina (Anderson et al., J. Med. Chem. 32(1),119-127 (1989)).

Las sintesis de tiazol, oxazol e imidazol se pueden llevar a cabo mediante deshidrogenacion de la tiazolina,
oxazolina e imidazolina correspondiente. La deshidrogenacién segun la presente invencion se puede alcanzar
mediante la halogenacion inicial de estos sistemas anulares centrales (tiazolina, imidazolina y oxazolina) seguida por
eliminacion para dar los derivados de tiazol, oxazol e imidazol deseados.

La formacion del grupo conector tiocarbonilo (a partir de carbonilo) se puede llevar a cabo usando el reactivo de
Lawesson (Jesberger et al., Synthesis 1929-1958 (2003)). La estructura de tiocetona con anillos aromaticos
conjugados es estable con relacion a las tiocetonas no impedidas.

El grupo conector carbonilo también se puede reducir con un alcohol usando la reaccién de Grignard de un aldehido
intermedio con reactivos de Grignard adecuados. Alternativamente, el grupo carbonilo se puede retirar
completamente con reduccion de Clemmensen para formar el hidrocarburo correspondiente (p. ej., el grupo
metileno). Cuando el carbonilo se reduce hasta un alcohol o metileno, el aceptor de hidrogeno fuerte C=0 se invierte
al donante de hidrégeno fuerte O-H o hidrocarburo, que pierde totalmente los efectos de enlace de hidrégeno.

Los enlaces éster y carboxamida se pueden preparar a partir de los mismos acidos intermedios usados para formar
el enlace cetona, excepto que los reaccionantes (acido y precursor del anillo "C") se exponen a condiciones
adecuadas para la formacion de los enlaces éster (DCC, NMM) o amida (EDC1, HOBt, EtsN) respectivos. Los
enlaces carboxamida también se ensefian en la Patente de EE. UU. N° 7.307.093 de Miller et al. y la Publ. de
Solicitud de Patente de EE. UU. N° 2007/0155807 de Miller et al.

También se aprecia que los compuestos y los productos intermedios sintéticos divulgados en la presente memoria
se pueden preparar mediante procedimientos sintéticos conocidos por los expertos en la técnica. Puede ser
necesario proteger los grupos funcionales de los productos intermedios y los compuestos de la presente invencion
mediante grupos protectores adecuados. Dichos grupos funcionales incluyen hidroxi, amino, mercapto y acido
carboxilico. Grupos protectores adecuados para hidroxi incluyen trialquilsillo o diarilalquilsililo (p. ej. t-
butildimetilsililo, t-butildifenilsililo o trimetilsililo), tetrahidropiranilo, bencilo y similares. Grupos protectores adecuados
para amino, amidino y guanidino incluyen t-butoxicarbonilo (t-Boc o Boc), benciloxicarbonilo y similares. Grupos
protectores adecuados para mercapto incluyen -C(O)-R (donde R es alquilo, arilo o aralquilo), p-metoxibencilo y
similares. Grupos protectores adecuados para acido carboxilico incluyen ésteres alquilicos, arilicos o aralquilicos.

Los grupos protectores se pueden afiadir o retirar segun técnicas estandar, que son conocidas para un experto en la
especialidad y que se describen en la presente memoria. El uso de grupos protectores se describe con detalle en
Green et al., Protective Groups in Organic Synthesis, 22 Ed., Wiley-Interscience (1991).

Otro aspecto de la presente invencién se refiere a una composicion farmacéutica que incluye un portador
farmacéuticamente aceptable y un compuesto de la presente invencién. Tipicamente, la composicion farmacéutica
de la presente invencion incluirda un compuesto de la presente invencion o su sal farmacéuticamente aceptable, asi
como un portador farmacéuticamente aceptable. El término "portador farmacéuticamente aceptable" se refiere a
cualesquiera adyuvantes, portadores, excipientes o estabilizantes adecuados, y pueden estar en forma sélida o
liquidas, tales como comprimidos, capsulas, polvos, soluciones, suspensiones 0 emulsiones.

Tipicamente, la composicién contendra de aproximadamente 0,01 a 99 por ciento, preferiblemente de
aproximadamente 20 a 75 por ciento del compuesto o los compuestos activos, junto con los adyuvantes, portadores
y/o excipientes. Aunque las necesidades individuales pueden variar, la determinacion de los intervalos 6ptimos de
las cantidades eficaces de cada componente esta dentro de los conocimientos de la técnica. Dosificaciones tipicas
comprenden de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal. Las dosificaciones
preferidas comprenden de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal. Las
dosificaciones mas preferidas comprenden de aproximadamente 1 a aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal.
El régimen de tratamiento para la administracion de los compuestos de la presente invencion también puede ser
determinado facilmente por los expertos normales en la técnica. Esto es, la frecuencia de administracion y el tamafio
de la dosis se pueden establecer mediante optimizacion habitual, preferiblemente mientras se minimiza cualquier
efecto secundario.

Las formas de dosificacion unitaria sélidas pueden ser del tipo convencional. La forma sélida puede ser una capsula
y similares, tales como un tipo de gelatina normal que contiene los compuestos de la presente invencion y un
portador, por ejemplo, lubricantes y cargas inertes tales como lactosa, sacarosa o almidén de maiz. En oftra
realizaciéon, estos compuestos se comprimen con bases de comprimidos convencionales tales como lactosa,
sacarosa 0 almidén de maiz en combinaciéon con aglutinantes como goma arabiga, almidén de maiz o gelatina,
agentes desintegrantes, tales como almidén de maiz, almidén de patata o acido alginico, y un lubricante, como acido
estearico o estearato magnésico.

Los comprimidos, las capsulas y similares también pueden contener un aglutinante tal como goma de tragacanto,
goma arabiga, almidon de maiz o gelatina; excipientes tales como fosfato dicalcico; un agente desintegrante tal
como almidén de maiz, almidon de patata, acido alginico; un lubricante tal como estearato magnésico; y un agente
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edulcorante tal como sacarosa, lactosa o sacarina. Cuando la forma unitaria de dosificacion es una capsula, puede
contener, ademas de los materiales del tipo anterior, un portador liquido tal como un aceite graso.

Varios otros materiales pueden estar presentes como revestimientos o para modificar la forma fisica de una unidad
de dosificacion. A modo de ejemplo, los comprimidos se pueden revestir con goma laca, azdcar o ambos. Un jarabe
puede contener, ademas del ingrediente activo, sacarosa como un agente edulcorante, metil- y propilparabenos
como conservantes, un colorante y un aromatizante, tal como aroma de cereza o naranja.

Para la administracién terapéutica oral, estos compuestos activos se pueden incorporar con excipientes y usar en la
forma de comprimidos, capsulas, elixires, suspensiones, jarabes y similares. Dichas composiciones y preparaciones
deben contener al menos 0,1% del compuesto activo. Por supuesto, el porcentaje del compuesto en estas
composiciones se puede variar y convenientemente puede estar entre aproximadamente 2% y aproximadamente
60% del peso de la unidad. La cantidad del compuesto activo en estas composiciones terapéuticamente utiles es tal
que se obtendra una dosificacion adecuada. Las composiciones preferidas segun la presente invencién se preparan
de modo que una unidad de dosificacién oral contenga entre aproximadamente 1 mg y 800 mg de compuesto activo.

El compuesto activo de la presente invencién se puede administrar oralmente, por ejemplo, con un diluyente inerte, o
con un portador comestible asimilable, o se puede encerrar en capsulas de envuelta dura o blanda, o se puede
incorporar directamente en el alimento de la dieta.

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles y
polvos estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables estériles. En todos los
casos, la forma debe ser estéril y debe ser fluida hasta el grado en el que exista una facil inyectabilidad. Debe ser
estable bajo las condiciones de fabricacidon y almacenamiento y debe conservarse frente a la accién contaminante
de microorganismos, tales como bacterias y hongos. El portador puede ser un disolvente o un medio de dispersion
que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (p. €j., glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido), mezclas
adecuadas de los mismos, y aceites vegetales.

Los compuestos o las composiciones farmacéuticas de la presente invencion también se pueden administrar en
dosificaciones inyectables mediante la disolucion o suspension de estos materiales en un diluyente fisiolégicamente
aceptable con un adyuvante, portador o excipiente farmacéutico. Estos adyuvantes, portadores y/o excipientes
incluyen, pero no se limitan a, liquidos estériles, tales como agua y aceites, con o sin la adiciéon de un tensioactivo y
otros componentes farmacéuticamente y fisioldgicamente aceptables. Son aceites ilustrativos los del petréleo, los de
origen animal, vegetal o sintético, por ejemplo, aceite de cacahuete, aceite de soja o aceite mineral. En general,
agua, solucion salina, dextrosa acuosa y soluciones de azucar relacionadas, y glicoles, tales como propilenglicol o
polietilenglicol, son portadores liquidos preferidos, particularmente para soluciones inyectables.

Estos compuestos activos también se pueden administrar parenteralmente. Las soluciones o suspensiones de estos
compuestos activos se pueden preparar en agua adecuadamente mezclada con un tensioactivo tal como
hidroxipropilcelulosa. Las dispersiones también se pueden preparar en glicerol, polietilenglicoles liquidos y mezclas
de los mismos en aceites. Son aceites ilustrativos los del petréleo, los de origen animal, vegetal o sintético, por
ejemplo, aceite de cacahuete, aceite de soja o aceite mineral. En general, agua, solucion salina, dextrosa acuosa y
soluciones de azucar relacionadas, y glicoles, tales como propilenglicol o polietilenglicol, son portadores liquidos
preferidos, particularmente para soluciones inyectables. En condiciones ordinarias de almacenamiento y uso, estas
preparaciones contienen un conservante para prevenir el crecimiento de microorganismos.

Para el uso como aerosoles, los compuestos de la presente invencion en solucién o suspension se pueden envasar
en un recipiente para aerosol presurizado junto con propelentes adecuados, por ejemplo, propelentes
hidrocarbonados como propano, butano o isobutano con adyuvantes convencionales. Los materiales de la presente
invencién también se pueden administrar en una forma no presurizada tal como en un nebulizador o atomizador.

Otro aspecto mas de la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende el compuesto
de la invencién y un portador farmacéuticamente aceptable para el uso en el tratamiento del cancer de préstata, el
cancer de mama, el cancer ovarico, el cancer de piel, el cancer de pulmon, la leucemia, el cancer renal o el cancer
del SNC, o una combinacién de los mismos, en un sujeto que lo necesite.

Cuando se administran los compuestos de la presente invencién, se pueden administrar sistémicamente o,
alternativamente, se pueden administrar directamente a una zona especifica en la que estan presentes células
cancerosas o células precancerosas. Asi, la administracion se puede efectuar de cualquier modo eficaz para aportar
los compuestos o las composiciones farmacéuticas a las células cancerosas o las células precancerosas. Modelos
ejemplares de administracion incluyen, sin limitaciéon, administrar los compuestos o las composiciones oralmente,
tépicamente, transdérmicamente, parenteralmente, subcutaneamente, intravenosamente, intramuscularmente,
intraperitonealmente, mediante instilacion intranasal, mediante instilacion intracavitaria o intravesical,
intraocularmente, intraarterialmente, intralesionalmente o mediante la aplicacién a membranas mucosas, tales como
las de la nariz, la garganta y los conductos bronquiales.

Los compuestos de la presente invencién son utiles en el tratamiento o la prevencion de diversas formas de cancer,
particularmente cancer de prostata, cancer de mama, ovarico, cancer de piel (p. €j., melanoma), cancer de pulmon,
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cancer de colon, leucemia, cancer renal, cancer del SNC (p. e€j., glioma, glioblastoma). El tratamiento de estos
canceres diferentes esta soportado por los Ejemplos de la presente invencién. Por otra parte, basandose en su
modo de accién pensado como inhibidores de tubulina, se cree que otras formas de cancer puedan asimismo
tratarse o prevenirse con la administracién de los compuestos o las composiciones de la presente invencion a un
paciente. Los compuestos preferidos de la presente invenciéon son perturbadores selectivamente para células
cancerosas, provocando la eliminacion de células cancerosas pero preferiblemente no células normales.
Significativamente, el dafio a las células normales se minimiza debido a que las células cancerosas son sensibles a
la perturbacion a concentraciones muy inferiores de los compuestos de la presente invencion.

Asi, un aspecto adicional de la presente invencion se refiere a un método ex vivo para destruir una célula cancerosa
que incluye: proporcionar un compuesto de la presente invencién y a continuaciéon poner en contacto una célula
cancerosa con el compuesto bajo condiciones para destruir la célula cancerosa puesta en contacto ex vivo (es decir,
en cultivo).

Segun una realizacion, el paciente que se va a tratar se caracteriza por la presencia de una afeccidn precancerosa,
y la administracién del compuesto es eficaz para prevenir el desarrollo de la afecciéon precancerosa en la afeccién
cancerosa. Esto se puede producir al destruir la célula precancerosa antes de o simultdneamente con su desarrollo
adicional en un estado canceroso.

Segun otra realizacion, el paciente que se va a tratar se caracteriza por la presencia de una afeccién cancerosa, y la
administracion del compuesto es eficaz bien para provocar la regresion de la afeccién cancerosa o bien para inhibir
el crecimiento de la afeccion cancerosa, es decir, detener su crecimiento totalmente o reducir su velocidad de
crecimiento. Preferiblemente, esto se produce al destruir células cancerosas, independientemente de su localizacion
en el cuerpo del paciente, esto es, ya estén las células cancerosas situadas en una zona de tumor primario o ya se
hayan metastasizado las células cancerosas y creado tumores secundarios dentro del cuerpo del paciente.

Segun se usa en la presente memoria, sujeto o paciente se refiera a cualquier paciente mamifero, incluyendo sin
limitacion seres humanos y otros primates, perros, gatos, caballos, vacas, ovejas, cerdos, ratas, ratones y otros
roedores.

Cuando los compuestos o las composiciones farmacéuticas de la presente invenciéon se administran para tratar o
prevenir una afeccidn cancerosa, la composicion farmacéutica también puede contener, o se puede administrar junto
con, otros agentes terapéuticos o un régimen de tratamiento actualmente conocidos o desarrollados posteriormente
en la presente memoria para el tratamiento de diversos tipos de cancer. Ejemplos de otros agentes terapéuticos o
régimen de tratamiento incluyen, sin limitacién, radioterapia, inmunoterapia, quimioterapia, un intervencion quirurgica
y combinaciones de las mismas.

Ejemplos

En la medida en que los siguientes ejemplos no se refieran al compuesto (2-(1H-indol-3-il)imidazol-4-il)(3,4,5-
trimetoxifenil)metanona, son ejemplos comparativos.

Todos los reactivos se adquirieron de Sigma-Aldrich Chemical Co., Fisher Scientific (Pittsburgh, PA), AK Scientific
(Mountain View, CA), Oakwood Products (West Columbia, SC), etc. y se usaron sin purificaciéon adicional. Las
reacciones sensibles a la humedad se llevaron a cabo bajo una atmésfera de argén. La cromatografia en capa fina
(TLC) habitual se realizé sobre Uniplates revestidas de aluminio (Analtech, Newark, DE). Los puntos de fusion se
midieron con un aparato para determinar el punto de fusion de Fisher-Johns (sin corregir). Los espectros de NMR se
obtuvieron en un espectrémetro Bruker ARX 300 (Billerica, MA) o un espectrometro Varian Inova-500. Los
desplazamientos quimicos se presentan como partes por millon (ppm) relativas a TMS en CDCls. Los datos
espectrales de masas se recogieron en un instrumento de electropulverizacién/trampa de iones Bruker ESQUIRE en
modos idnicos positivo y negativo. Los analisis elementales fueron realizados por Atlantic Microlab Inc., (Norcross,
GA).

Ejemplo 1 - Sintesis de tiazol-, tiazolino- y tiazolidinocarboxamidas

La sintesis de tiazol- y tiazolidinocarboxamidas se divulga generalmente en la Patente de EE. UU. N° 7.307.093 de
Miller et al. y la Publ. de Solicitud de Patente de EE. UU. N° 2007/0155807 de Miller et al. La sintesis de diversos
compuestos de tiazol-, dihidrotiazol- y tiazolidinocarboxamida también se ilustra en el Esquema 1 posteriormente.
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Esquema 1
O_
COOH O\\CNH 0
CHO / < 'l ( \
0O S _NH S. _NH 0—
Qe L e X
’\R NH; | |
f\/ ,\/
R R
Benzaldehido L-Cisteina 1a: R=H 2a-b
sustituido 1b: R= 3,4,5- trimetoxilo

Reactivos y condiciones: (a) CoHsOH, H20, t. a.; (b) Boc;O, NaOH 1 N, 1,4-dioxano, H2O; (c) EDCI, HOBt, 3,4,5-
trimetoxianilina; (TFA, CH2Cl,

Procedimiento general para la preparacion de acido (2RS,4R)-2-aril-tiazolidino-4-carboxilico 1: Una mezcla de L-
cisteina (3,16 g, 26,11 mmol) y el aldehido apropiado (26,15 mmol) en etanol (300 ml) y agua (30 ml) se agité a
temperatura ambiente durante 6-15 h y el sélido que precipitaba se recogio, se lavé con éter dietilico y se secd para
proporcionar el acido (2RS,4R)-2-aril-tiazolidino-4-carboxilico 1 pertinente con rendimientos de 70-99%. A 0°C, 1
(5,95 mmol) se disolvié en NaOH 1 N (6 ml) y 1,4-dioxano (15 ml), a continuacién se afiadié lentamente dicarbonato
de di-terc-butilo (2,80 g, 12,80 mmol) y se agité6 a temperatura ambiente durante 1 h. La mezcla de reaccion se
concentré a vacio y se lavo con acetato de etilo (20 ml). La fase acuosa se ajusté hasta pH=4 al afiadir HCI 1 N o
KHSO4 al 5%, a continuacion se extrajo con acetato de etilo, se secé con sulfato magnésico, se filtré y se concentrd
a vacio para dar los acidos protegidos con BOC correspondientes como sélidos espumosos blancos, que se usaron
para la siguiente etapa sin purificacion adicional.

Procedimiento general para la preparacion de (2RS, 4R)-2-aril-N-(3,4,5-trimetoxifenil)tiazolidino-4-carboxamidas 2a,
2b: Una mezcla de los acido carboxilicos protegidos con BOC apropiados (0,3-0,5 g), EDCI (1,2 equiv) y HOBT
(1,05 equiv) en CHxCI, (20 ml) se agitdé a temperatura ambiente durante 10 min. Se afiadieron a esta solucion 3,4,5-
trimetoxianilina (1,05 equiv) y EtsN (1,2 equiv) y la agitacion continué a temperatura ambiente durante 6-8 h. La
mezcla de reaccion se diluyé con CHzCl, (30 ml) y se lavé secuencialmente con agua, NaHCO3 saturado, salmuera
y se seco sobre MgSO.. El disolvente se retird bajo presion reducida para dar un aceite en bruto, que se agité con
TFA (0,6-1 ml) en 20 ml de CHxCl, a t. a. durante 1-8 h para escindir el grupo BOC. La mezcla de reacciéon se
concentro, se lavé con NaHCO3 saturado y se secd sobre MgSOs. El disolvente se retiré para dar un sélido en bruto,
y los compuestos 2a-2b se purificaron mediante cromatografia en columna. El rendimiento se presenté como
rendimiento en dos etapas.

(2RS,4R)-2-Fenil-N-(3,4,5-trimetoxifenil)tiazolidino-4-carboxamida (compuesto 2a): Rendimiento: 69,5%. p. f. 158-
159°C. "H NMR (300 MHz, CDCl3) & 9,14 (s, 0,8 H), 8,61 (s, 0,2 H), 7,58-7,32 (m, 5 H), 6,90 (s, 1,6 H), 6,71 (s,
0,4H), 5,71 (dd, 0,2 H, J = 9,0 Hz), 5,42 (dd, 0,8 H, J = 11,7 Hz), 4,53 (dt, 0,8 H), 4,19 (m, 0,2 H), 3,87, 3,80 (s, s, 6
H), 3,82, 3,78 (s, s, 3 H), 3,80-3,78 (m, 0,4 H), 3,62-3,42 (m, 1,6 H), 2,96 (t, 0,2 H, J = 9,0 Hz), 2,74 (dd, 0,8 H, J =
11,7 Hz). MS (ESI) m/z 375,1 [M + H]*, 397,1 [M + Na]". Anal. (C1gH22N204S) C, H, N.

(2RS,4R)-N,2-bis(3,4,5-trimetoxifenil)tiazolidino-4-carboxamida (compuesto 2b): Rendimiento: 34,5%. p. f. 147-
149°C. "H NMR (300 MHz, CDCl3) & 9,10 (s, 0,7 H), 8,59 (s, 0,3 H), 6,90 (s, 1,4 H), 6,80 (s, 0,6 H), 6,74 (s, 1,4H),
6,71 (s, 0,6 H), 5,66 (an, 0,3 H), 5,35 (d, br, 0,7 H, J = 7,5 Hz), 4,52 (an, 0,7 H), 4,21 (an, 0,3 H), 3,90, 3,87, 3,86,
3,84, 3,82, 3,81, 3,79, 3,78 (todos s, 18 H), 3,66-3,61, 3,54-3,38 (m, 1,6 H), 2,98, 2,72 (an, 1 H), MS (ESI) m/z 465,1
[M + H]", 487,1 [M + NaJ". Anal. (C22H2sN207S) C, H, N.

Para potenciar la actividad y desarrollar agentes mas selectivos, esta sintesis se extendi6 y, como se analiza en los

ejemplos posteriores, se realizaron estudios biolégicos para examinar la naturaleza de los sustituyentes ligados al
carbonilo en la posicion 4. La sintesis de estos compuestos adicionales se muestra en el Esquema 2 posteriormente.
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Esquema 2
o— o o
COOH “ O,
o
/—( /_?_ = \
. f S o— SN /o
+ Hs’\I/N\OH _a o —C
NH,
Benzonitrilo L- o D-Cisteina 3a-b 4a-b 5

a: isomero R
b: isomero S

Reactivos y condiciones: (a) MeOH / tampodn de fosfato pH=6,4, t. a.; (b) EDCI, HOBt, TEA, 3,4,5-trimetoxianilina; (c)
CBrClz, DBU.

Sintesis de 2-fenil-N-(3,4,5-trimetoxifenil)-4,5-dihidrotiazol-4-carboxamidas 4a-4b, 5: Se combiné benzonitrilo
sustituido (40 mmol) con L- o D-cisteina (45 mmol) en 100 ml de MeOH/tampdn de fosfato pH 6,4 1:1. La reaccién se
agitd a 40°C durante 3 dias (Bergeron et al., "Evaluation of Desferrithiocin and its Synthetic Analogs as Orally
Effective Iron Chelators," J. Med. Chem. 34:2072-8 (1991)). El precipitado se retiré a través de filtracion y el MeOH
se retird6 usando evaporacion giratoria. Se afiadio a la solucion restante HCI 1 M para ajustar el pH=4 bajo 0°C. El
precipitado resultante se extrajo en CH,Cly, se seco y se concentrd (Esquema 2). Los acidos carboxilicos 3a, 3b se
hicieron reaccionar con 3,4,5-trimetoxianilina usando los mismos procedimientos que se describieron para la
preparacion de los compuestos 2a, 2b, formando de ese modo los compuestos 4a, 4b. La conversidon de los
dihidrotiazoles 4a, 4b en la tiazolidina 5 se llevd a cabo mediante oxidacién con BrCCls/DBU (Williams et al.,
"Studies of Mild Dehydrogenations in Heterocyclic Systems," Tetrahedron Lett. 38:331-334 (1997)).

Acido (4R)-2-fenil-4,5-dihidrotiazol-4-carboxilico (compuesto 3a): Rendimiento: 58,3 %. 'H NMR (300 MHz, CDCls)
69,31 (an, 1 H), 7,88-7,85 (m, 2 H), 7,55-7,41 (m, 3 H), 5,38 (t, 1 H, J = 9,6 Hz), 3,75 (dt, 2 H, J = 9,6 Hz, 2,7 Hz).
MS (ESI) m/z 162,0 [M - COOH].

Acido (4S)-2-fenil-4,5-dihidrotiazol-4-carboxilico (compuesto 3b): Rendimiento: 53,9 %. 'H NMR (300 MHz, CDCls)
5 7,89-7,85 (m, 2 H), 7,55-7,41 (m, 3 H), 5,38 (t, 1 H, J = 9,3 Hz), 3,75 (dt, 2 H, J = 9,3 Hz, 2,7 Hz). MS (ESI) m/z
162,0 [M - COOHT.

(4R)-2- Fenll N-(3,4,5-trimetoxifenil)-4,5-dihidrotiazol-4-carboxamida (compuesto 4a): Rendimiento: 98,7 %. p. f. 121-
122°C. "H NMR (300 MHz, CDCl3) & 8,98 (s, 1 H), 8,02-7,94, 7,62-7,48 (m, 5H) 6,93 (s,2H),538(t,1H,J=9,6
Hz), 3,92-3,85 (m, 2 H), 3,87 (s, 6 H), 3,82 (s, 3 H). MS (ESI) m/z 373,1 [M + H]". Anal. (C19H20N204S) C, H, N.

(4R)-2-Fenil- N -(3,4,5-trimetoxifenil)-4,5-dihidrotiazol-4-carboxamida (compuesto 4b): Rendimiento: 70,7 %. p. f.
122-123°C. "H NMR (300 MHz, CDCl3) & 8,62 (s, 1 H), 7,93-7,90 (m, 2 H), 7,55-7,45 (m, 3 H), 6,88 (s, 2 H), 5,31 (t, 1
H, J = 9,6 Hz), 3,86 (s, 6 H), 3,79 (s, 3 H), 3,83-3,70 (m, 2 H). MS (ESI) m/z 395,1 [M + Na]", 370,9 [M - 1]". Anal.
(C19H20N204S) C, H, N.

2-Fenil-N-(3,4,5-trimetoxifenil)tiazol-4-carboxamida (compuesto 5): Rendimiento: 89,7 %. p. f. 157-158°C. 'H NMR
(300 MHz, CDCl3) 8 9,30 (s, 1 H), 8,20 (s, 1 H), 8,04-8,01 (m, 2 H), 7,53-7,51 (m, 3 H), 7,08 (s, 2 H), 3,92 (s, 6 H),
3,86 (s, 3 H). MS (ESI) m/z 393,1 [M + Na]". Anal. (C19H1sN204S) C, H, N.

Ejemplo 2 - Sintesis de derivados de tiazol- y tiazolidinometanona

Productos intermedios de metoximetilamida de acido 2-(fenil sustituido)-4,5-dihidrotiazol-4-carboxilico: Como se
muestra en el Esquema 3 posterior, se prepararon acidos 2-(fenil sustituido)- y 2-fenil-4,5-dihidrotiazol-4-carboxilicos
no sustituidos 3 a partir de nitrilos apropiados (p. €j., benzonitrilo, piridinil-nitrilo, pirimidinil-nitrilo, tiofenil-nitrilo) y L-
cisteina segun se describe anteriormente. Los acidos carboxilicos obtenidos se usaron a continuaciéon para la
sintesis de los productos intermedios de metoximetilamida. Una mezcla del acido carboxilico 3 apropiado (5 mmol),
EDCI (6 mmol) y HOBt (5 mmol) en CH,Cl; (50 ml) se agité6 durante 10 min. Se afiadieron a esta solucion NMM (5
mmol) y HNCH3OCH3 (5 mmol) y la agitacion continué a temperatura ambiente durante 6-8 horas. La mezcla de
reaccion se diluyé con CH,Cl, (100 ml) y se lavé secuencialmente con agua, NaHCO; saturado, salmuera y se seco
sobre MgSOs.. El disolvente se retird bajo presion reducida para dar un producto 2 en bruto, que se purific6 mediante
cromatografia en columna.
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Esquema 3
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* El compuesto 8] contiene un lipido en la posicién “C”

** R = 3,4,5-trimetoxifenilo

5 Reactivos y condiciones: (a) MeOH/tampoén de fosfato pH = 6,4, t. a.; (b) EDCI, HOBt, NMM, HNCH3OCHj3; (c)
CBrClsz, DBU; (d) ArBr/BuLi o ArMgBr, THF; (e) HCI/HOAc; (f) MeOH/CH3COCI; (g) Fe/HOAc; (h) BBr3, CHxCl,.

(R)-N-Metoxi-N-metil-2-fenil-4,5-dihidrotiazol-4-carboxamida (compuesto 6a). Rendimiento: 92,0%. 'H NMR (300
MHz, CDCls) 6 7,85-7,83 (m, 2 H), 7,48-7,36 (m, 3 H), 5,66 (t, 1 H, J = 9,0 Hz), 3,90 (s, 3 H), 3,88-3,80 (an, 1 H),

3,55-3,47 (dd, 1 H, J = 10,8 Hz, 9,0 Hz), 3,30 (s, 3 H). MS (ESI) m/z 251,0 [M + H], 273,0 [M + Na]".

10 (R)-N-Metoxi-N-metil-2-p-tolil-4,5-dihidrotiazol-4-carboxamida (compuesto 6b). Rendimiento: 55,8%. "H NMR (300
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MHz, CDCls) 5 7,79 (d, 2 H, J = 7,8 Hz), 7,22 (d, 2 H, J = 7,8 Hz), 5,68 (t, 1 H, J = 8,7 Hz), 3,91 (s, 3 H), 3,80 (t, 1 H,
J=9,3Hz),3,55(t, 1 H,J=9,3Hz),3,30 (s, 3 H), 2,93 (s, 3 H). MS (ESI) m/z 265,0 [M + H]", 287,0 [M + Na[".

(R)-2-(2-Fluorofenil)-N-metoxi-N-metil-4,5-dihidrotiazol-4-carboxamida (compuesto 6c). Rendimiento: 39,6%. 'H
NMR (300 MHz, CDCls) 8 7,91 (dt, 1 H, J = 7,5 Hz, 1,8 Hz), 7,43 (m, 1 H), 7,19-7,09 (m, 2 H), 5,63 (t, 1 H), 3,88 (s, 3
H), 3,83 (an, 1 H), 3,48 (dd, 1 H, J = 11,1 Hz, 9,6 Hz), 3,30 (s, 3 H). MS (ESI) m/z 291,0 [M + Na]".

(R)-2-(3-Fluorofenil)-N-metoxi-N-metil-4,5-dihidrotiazol-4-carboxamida (compuesto 6d). Rendimiento: 84,3%. 'H
NMR (300 MHz, CDCls) & 7,60-7,56 (m, 2 H), 7,38 (dt, 1 H, J = 8,1 Hz, 6,0 Hz), 7,16 (dt, 1 H, J = 8,1 Hz, 2,4 Hz),
5,67 (t, 1 H), 3,90 (s, 3 H), 3,86-3,83 (an, 1 H), 3,52 (dd, 1 H, J = 10,8 Hz, 9,3 Hz), 3,30 (s, 3 H). MS (ESI) m/z 291,0
[M + Nal".

(R)-2-(4-Fluorofenil)-N-metoxi-N-metil-4,5-dihidrotiazol-4-carboxamida (compuesto 6e). Rendimiento: 66,0%. 'H
NMR (300 MHz, CDCls) & 7,90 (d, 2 H), 7,13 (d, 2 H), 5,63 (t, 1 H), 3,88 (s, 3 H), 3,83 (an, 1 H), 3,46 (dd, 1 H), 3,31
(s, 3 H). MS (ESI) m/z 269,0 [M + H]".

(R)-2-(3,4-Dimetoxifenil)-N-metoxi-N-metil-4,5-dihidrotiazol-4-carboxamida (compuesto 6f). Rendimiento: 36,7%. 'H
NMR (300 MHz, CDCl3) & 8,11 (d, 1 H), 7,93 (s, 1 H), 7,19-7,09 (d, 1H), 5,41 (t, 1 H), 3,97 (s, 6H), 3,89 (s, 3 H), 3,73
(an, 1 H), 3,39 (dd, 1 H), 3,31 (s, 3 H). MS (ESI) m/z 333,1 [M + Na]".

(R)-N-Metoxi-N-metil-2-(4-nitrofenil)-4,5-dihidrotiazol-4-carboxamida (compuesto 6g). Rendimiento: 53,7%. 'H NMR
(300 MHz, CDCls) & 8,25(d, 2 H, J = 9,0 Hz), 8,01 (d, 2 H, J = 9,0 Hz), 5,73 (t, 1 H), 3,90 (s, 3 H), 3,87 (an, 1 H), 3,59
(dd, 1 H, J = 11,1 Hz, 9,3 Hz), 3,31 (s, 3 H). MS (ESI) m/z 318,1 [M + Na]".

(R)-2-(4-Cianofenil)-N-metoxi-N-metil-4,5-dihidrotiazol-4-carboxamida (compuesto 6h). Rendimiento: 26,7%. 'H
NMR (300 MHz, CDCls3) & 7,94(d, 2 H, J = 8,1 Hz), 7,69 (d, 2 H, J = 8,1 Hz), 5,71 (t, 1 H, J = 9,3 Hz), 3,89 (s, 3 H),
3,87 (an, 1 H), 3,56 (dd, 1 H, J = 10,8 Hz, 9,3 Hz), 3,30 (s, 3 H). MS (ESI) m/z 298,0 [M + Na]".

SR)-N-Metoxi-N-metil-2-(4-trif|uorometilfeniI)-4,5-dihidrotiazol-4—carboxamida (compuesto 6i). Rendimiento: 62,0%.
H NMR (300 MHz, CDCI3) 6 7,95 (d, 2 H, J = 8,1 Hz), 7,65 (d, 2 H, J = 8,1 Hz), 5,70 (t, 1 H, J = 9,6 Hz), 3,89 (s, 3
H), 3,85 (an, 1 H), 3,55 (dd, 1 H, J = 10,8 Hz, 9,6 Hz), 3,30 (s, 3 H). MS (ESI) m/z 341,0 [M + Na]J".

(R)-2-(4-Bromofenil)-N-metoxi-N-metil-4,5-dihidrotiazol-4-carboxamida (compuesto 6j). Rendimiento: 20,0%. H
NMR (300 MHz, CDCl3) 6 7,71, 7,53 (d, d, 4 H, J = 8,4 Hz), 563 ({, 1 H, J = 9,6 Hz), 3,88 (s, 3H), 3,84 (t, 1 H, J =
9,6 Hz), 3,52 (dd, 1 H, J = 10,8 Hz, 9,6 Hz), 3,30 (s, 3 H). MS (ESI) m/z 351,0 [M + Na[".

(R)-N-Metoxi-N-metil-2-(4-etil)-4,5-dihidrotiazol-4-carboxamida (compuesto 6k). Rendimiento: 77,7%. 'H NMR (300
MHz, CDCls) 8 7,75(d, 2 H, J = 8,4 Hz), 7,21 (d, 2 H, J = 8,4 Hz), 5,64 (t, 1 H), 3,89 (s, 3 H), 3,81 (m, 1 H), 3,48 (dd,
1H,J=10,8 Hz, 9,3 Hz), 3,29 (s, 3 H), 2,67 (q, 2 H), 1,24 (t, 3 H). MS (ESI) m/z 301,0 [M + NaJ".

(R)-N-Metoxi-N-metil-2-(piridin-4-il)-4,5-dihidrotiazol-4-carboxamida (compuesto 61). Rendimiento: 66,6%. 'H NMR
(300 MHz, CDCl3) 6 8,70 (d, 2 H, J = 9,0 Hz), 7,67 (d, 2 H, J = 9,0 Hz), 5,71 (t, 1 H, J = 9,6 Hz), 3,90 (s, 3 H), 3,73 (t,
1 H), 3,55 (dd, 1 H, J = 10,8 Hz, 9,6 Hz), 3,30 (s, 3 H). MS (ESI) m/z 252,1 [M + HJ", 274,0 [M + Na]".

(R)-N-Metoxi-N-metil-2-(pirimidin-2-il)-4,5-dihidrotiazol-4-carboxamida (compuesto 6m). Rendimiento: 32,5 %. 'H
NMR (300 MHz, CDCIs) 6 8,88 (d, 2 H, J=4,8 Hz), 7,38 (t, 1 H, J = 4,8 Hz), 5,83 (, 1 H, J = 9,0 Hz), 3,87 (s, 3 H),
3,56 (dd, 2 H, J = 9,0 Hz), 3,30 (s, 3 H). MS (ESI) m/z 275,0 [M + NaJ".

(R)-N-Metoxi-N-metil-2-(tiofen-2-il)-4,5-dihidrotiazol-4-carboxamida (compuesto 6p). Rendimiento: 58,5%. H NMR
(300 MHz, CDCl3) 8 7,57 (an, 1 H), 7,49 (d, 1 H, J = 4,8 Hz), 7,09 (dd, 1 H, J = 3,6 Hz, 4,8 Hz), 5,64 (t, 1 H, J =9,0
Hz), 3,90 (s, 3 H), 3,85 (an, 1 H), 3,57 (dd, 1 H, J = 9,9, 9,0Hz), 3,29 (s, 3 H). MS (ESI) m/z 279,0 [M + Nal".

N-Metoxi-N-metiltiazol-4-carboxamida (compuesto 9a): Rendimiento: 58,7%. 'H NMR (300 MHz, CDCl3) & 8,82 (d, 1
H,J=2,1Hz),8,10(d, 1 H,J =2,1Hz), 3,79 (s, 3 H), 3,45 (s, 3 H). MS (ESI) m/z 194,9 [M + Na]".

Metoximetilamidas de acido 2-(fenil sustituido)-tiazol-4-carboxilico 7a-p: Una solucion de las metoximetilamidas de
acido dihidrotiazol-4-carboxilico 6a-6p resultantes (1 equiv) en CHxCl;, se enfrié hasta 0°C y se afiadié DBU destilado
(2 equiv). A continuacidn, se introdujo gota a gota bromotriclorometano (1,7 equiv) a través de una jeringa a lo largo
de 10 min. Las mezclas de reaccion se dejaron calentar hasta temperatura ambiente y se agitaron durante la noche.
Después del lavado con NH4ClI acuoso saturado (2 x 50 ml), la fase acuosa se extrajo con EtOAc (3x 50 ml). Las
capas organicas combinadas se secaron sobre MgSOQu, se filtraron y se concentraron a vacio. El residuo se purifico
mediante cromatografia de desarrollo rapido segun fuera necesario proporcionando los compuestos 7a-p.

Metoximetilamida de &cido 2-fenil-tiazol-4-carboxilico (compuesto 7a): Rendimiento: 73,6%. 'H NMR (300 MHz,
CDCl3) 6 8,01 (s, 1 H), 7,99-7,96 (m, 2 H), 7,47-7,44 (m, 3 H), 3,88 (s, 3 H), 3,49 (s, 3 H). MS (ESI) m/z 271,0 [M +
NaJ™.

(2-(Fenil sustituido)-tiazol-4-il)-(fenil sustituido)-metanonas: Segun se muestra en el Esquema 3 anterior, se utilizaron
tres métodos diferentes para la sintesis de las metanonas 8a-8z.
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Método 1: Se afiadié una solucion de 3,4,5-trimetoxibromobenceno (1,09 mmol) en 3 ml de THF bajo -78°C a una
solucion de n-BulLi (1,6 M, 0,713 ml) en 8 ml de THF. La mezcla se agité durante 2 h y se cargé una solucién de las
amidas 6 o 7 (1,14 mmol) en 3 ml de THF. La mezcla se dejo calentar hasta temperatura ambiente y se agité
durante la noche. La mezcla de reaccion se desactivé con NH4Cl saturado, se extrajo con éter etilico, se seco con
MgSO, y se expuso a atmdsfera de aire durante la noche. El disolvente se retiré bajo presion reducida para dar un
producto en bruto, que se purificé mediante cromatografia en columna para obtener los compuestos 8a-8z puros.

Método 2: Se cargd una solucién de las amidas 6 o 7 (1 mmol) en 3 ml de THF a 0°C a una solucién de los reactivos
de Grignard correspondientes (0,5 M, 3 ml) en 2 ml de THF. Las mezclas se agitaron durante de 30 min a 2 horas
hasta que las amidas desaparecian de las placas de TLC. La mezcla de reaccion se desactivd con NH4Cl saturado,
se extrajo con éter etilico, se secé con MgSO4 se dejo reposar en atmésfera de aire durante la noche para dar 6
como materia prima. El disolvente se retird bajo presion reducida para dar un producto en bruto, que se purificé
mediante cromatografia en columna para obtener el compuesto 8a-8z puro.

También se prepararon sales de hidrocloruro de los compuestos 8i, 8x y 8w. A 0°C, se afadié 8i, 8x o 8w (100 mg)
en 5 ml de CHxCI; (5 ml) a una solucién de 10 ml de HCI en solucién de éter etilico (2 M) y se agité durante la noche.
El precipitado de hidrocloruro se filtré6 y se lavd con éter etilico. El secado bajo alto vacio daba las sales
correspondientes.

Fenil-(2-feniltiazol-4-il)-metanona (compuesto 8a): Rendimiento: 76,3%. p. f. 65-66°C. 'H NMR (300 MHz, CDCls)
8,32-8,29 (m, 2 H), 8,24 (s, 1 H), 8,04-8,00 (m, 2 H), 7,64-7,52 (m, 3 H), 7,50-7,46 (m, 3 H). MS (ESI) m/z 288,0 [M +
Nal’. Anal. (C1H11NOS) C, H, N.

(4-Metoxifenil)(2-feniltiazol-4-il)-metanona (compuesto 8b): Rendimiento: 74,8 %. p. f. 105-106°C. 'H NMR (300
MHz, CDCls) & 8,41 (d, 2 H), 8,22 (s, 1 H), 8,02 (dd, 2 H), 7,47 (m, 3 H), 7,01 (d, 2 H), 3,80 (s, 3 H). MS (ESI) m/z
318,1 [M + Na]". Anal. (C17H13NO,S) C, H, N.

(3-Metoxifenil)(2-feniltiazol-4-il)-metanona (compuesto 8c): Rendimiento: 58,8 %. p. f. 43-44°C. "H NMR (300 MHz,
CDCls) 6 8,23 (s, 1 H), 8,05-8,01 (m, 2 H), 7,93 (d, 1 H), 7,84 (m, 1 H), 7,49-7,40 (m, 4 H), 7,16-7,15 (m, 1 H), 3,89
(s, 3 H). MS (ESI) m/z 318,1 [M + Na]". Anal. (C17H13NO,S) C, H, N.

(2-Metoxifenil)(2-feniltiazol-4-il)-metanona (compuesto 8d): Rendimiento: 57,4%. Aceite incoloro. 'H NMR (300
MHz, CDCl3) & 8,03 (s, 1 H), 7,98-7,95 (m, 2 H), 7,57-7,47 (m, 2 H), 7,47-7,42 (m, 3 H), 7,08-7,01 (m, 2 H), 3,78 (s, 3
H). MS (ESI) miz 318,1 [M + Na]". Anal. (C17H13NO2S) C, H, N.

(3,4-Dimetoxifenil)(2-feniltiazol-4-il)-metanona (compuesto 8e): Rendimiento: 15,3 %. p. f. 89-91°C. 'H NMR (500
MHz, CDCIs3) 8,24 (s, 1 H), 8,22 (dd, 1 H, J = 8,5 Hz, 2,0 Hz), 8,04-8,02 (m, 2 H), 7,99 (d, 1 H, J = 2,0 Hz), 7,49-
7,47 (m, 3 H), 6,98 (d, 1 H, J = 8,5 Hz), 3,99 (s, 6 H). MS (ESI) m/z 348,0 [M + Na]". Anal. (C1gH1sNO3S) C, H, N.

(2-Fenil-tiazol-4-il)-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-metanona (compuesto 8f): Rendimiento: 27,3 %. p. f. 133-135°C. '"H NMR
(300 MHz, CDCI3) & 8,29 (s, 1 H), 8,03 (q, 2 H), 7,80 (s, 2 H), 7,49-7,47 (m, 3 H), 3,96 (s, 6 H), 3,97 (s, 3 H). MS
(ESI) m/z 378,1 [M + Na]". Anal. (C1gH17NO4S) C, H, N.

(3,5-Dimetoxifenil)(2-feniltiazol-4-il)-metanona (compuesto 8g): Rendimiento: 41,5%. p. f. 84-85°C. "H NMR (300
MHz, CDCls) & 8,23 (s, 1 H), 8,04-8,01 (m, 2 H), 7,99 (d, 2 H, J = 2,4 Hz), 7,49-7,43 (m, 3 H), 6,72 (t, 1 H,J = 2,4
Hz), 3,87 (s, 6 H). MS (ESI) m/z 348,3 [M + NaJ". Anal. (C1gH1sNOsS) C, H, N.

(2-Fluorofenil)(2-feniltiazol-4-il)-metanona (compuesto 8h): Rendimiento: 66,4%. p. f. 77-79°C. H NMR (300 MHz,
CDCI3) 6 8,48-8,41 (m, 2 H), 8,28 (s, 2 H), 8,04-7,98 (m, 2 H), 7,50-7,46 (m, 3 H), 7,26-7,16 (m, 2 H). MS (ESI) m/z
306,0 [M + Na]’, 283,9 [M - HJ'. Anal. (C1H1oFNOS) C, H, N.

(2-Feniltiazol-4-il)-(piridin-2-il)-metanona (compuesto 8i): Rendimiento: 20,7%. p. f. 95-97°C. 'H NMR (300 MHz,
CDClI3) 6 9,01 (s, 1 H), 8,77 (d, 1 H, J = 4,8 Hz), 8,28 (d, 1 H, J = 7,8 Hz), 8,08-8,05 (m, 2 H), 7,92 (dt, 1 H, J = 7,8
Hz, 1,2 Hz), 7,52 (ddd, 1 H, J = 7,8 Hz, 4,8 Hz, 1,2 Hz), 7,48-7,46 (m, 3 H). (sal de HCI del compuesto 8i):
Rendimiento: 70,6%. p. f. 105-107°C. 'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 9,03 (s, 1 H), 8,79 (d, 1 H, J = 4,8 Hz), 8,10
(an, 1 H), 8,08 (an, 1 H), 8,03-8,00 (m, 2 H), 7,73-7,69 (m, 1 H), 7,56-7,54 (m, 3 H). MS (ESI) m/z 267,0 [M + H]".
Anal. (C15H10N208, C15H10N208'HC|) C, H, N.

1-(2-Feniltiazol-4-il)-heptadecan-1-ona (compuesto 8j): Rendimiento: 66,4%. p. f. 63-64°C. 'H NMR (300 MHz,
CDCI3) 6 8,12 (s, 1 H), 8,02-7,99 (m, 2 H), 7,49-7,47 (m, 3 H), 3,16 (t, 2 H, J = 7,5 Hz), 1,82-1,72 (m, 2 H), 1,26 (s, 26
H), 0,88 (t, 3 H, J = 6,9 Hz). MS (ESI) m/z 414,4 [M + H]". Anal. (C26H3sNOS) C, H, N.

(2-p-Toliltiazol-4-il)-(3,4,5-trimetoxifenil)-metanona (compuesto 8k): Rendimiento: 53,2 %. p. f. 116-119°C. 'H NMR
(300 MHz, CDClz) 6 8,25 (s, 1 H), 7,91 (d, 2 H, J = 8,1 Hz), 7,80 (s, 2 H), 7,28 (d, 2 H, J= 8,1 Hz), 3,96 (s, 3 H), 3,95
(s, 6 H). MS (ESI) m/z 392,1 [M + Na]". Anal. (C20H1sNO4S) C, H, N.

[2-(2-Fluorofenil)-tiazol-4-il]-(3,4,5-trimetoxifenil)-metanona (compuesto 81): Rendimiento: 39,6%. p. f. 90-102°C. 'H
NMR (500 MHz, CDCls) 5 8,40 (s, 1 H), 8,33 (dt, 1 H, J = 1,5 Hz, 8,0 Hz), 7,78 (s, 2 H), 7,49-7,44 (m, 1 H), 7,30-7,23
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(m, 2 H), 3,97 (s, 3 H), 3,95 (s, 6 H). MS (ESI) m/z 396,1 [M + Na]". Anal. (C1sH1sFNO4S) C, H, N.

;2-(3-FIuorofeniI)-tiazol-4-iI](3,4,5-trimetoxifenil)-metanona (compuesto 8m): Rendimiento: 14,1%. p. f. 122-124°C.
H NMR (300 MHz, CDCls) 6 8,31 (s, 1 H), 7,79 (s, 2 H), 7,76-7,74 (m, 2 H), 7,45 (dt, 1 H, J = 6,0 Hz, 8,4 Hz), 7,18
(dt, 1H, J = 1,8 Hz, 8,4 Hz), 3,97 (s, 3 H), 3,96 (s, 6 H). MS (ESI) m/z 396,1 [M + Na]". Anal. (C19H1sFNO4S) C, H, N.

LZ-(4-FIuorofeniI)-tiazoI-4-i|]-(3,4,5-trimetoxifeniI)-metanona (compuesto 8n): Rendimiento: 40,2%. p. f. 153-155°C.
H NMR (300 MHz, CDCls) 5 8,27 (s, 1 H), 8,04-8,00 (dd, 2 H, J = 8,4 Hz, 5,7 Hz), 7,75 (s, 2 H), 7,21-7,15 (t, 3H, J =
8,4 Hz), 3,97 (s, 3 H), 3,95 (s, 6 H). MS (ESI) m/z 396,1 [M + Na]". Anal. (C1¢H1sFNO4S) C, H, N.

[2-(3,4- DlmetOX|fen|I) -tiazol-4-il]-(3,4,5-trimetoxifenil)-metanona (compuesto 80): Rendimiento: 46,6%. p. f. 145-
147°C. "H NMR (300 MHz, CDCl3) & 8,20 (s, 1 H), 776(s 2 H), 7,58-7,54 (m, 2 H), 6,94 (d, 2 H, J = 8,1 Hz), 3,96 (s,
6 H), 3,95 (s, s, 9H). MS (ESI) m/z 438,1 [M + Na]". Anal. (C21H21NOgS-1/4H,0) C, H, N.

[2-(4-Nitrofenil)-tiazol-4-il]-(3,4,5-trimetoxifenil)-metanona (compuesto 8p): Rendimiento: 46,4%. p. f. 199-200°C. 'H
NMR (300 MHz, CDCls) 6 8,38 (d, 2 H, J = 8,7 Hz), 8,34 (s, 1 H), 8,20 (d, 2 H, J = 8,7 Hz), 7,73 (s, 2 H), 3,98 (s, 3 H),
3,95 (s, 6 H). MS (ESI) m/z 423,1 [M + Na]". Anal. (C19H16N206S) C, H, N.

4-[4-(3,4,5-Trimetoxibenzoil)-tiazol-2-il]-benzonitrilo (compuesto 8q): Rendimiento: 45,9 %. p. f. 181-182°C. H NMR
(300 MHz, CDCI3) 6 8,37 (s, 1 H), 8,13 (d, 2 H,J=8,4 Hz), 7,78 (d, 2 H, J = 8,4 Hz), 7,72 (s, 2 H), 3,97 (s, 3 H), 3,94
(s, 6 H). MS (ESI) m/z 403,1 [M + Na]". Anal. (C20H16N204S) C, H, N.

Acido 4-[4-(3,4,5-trimetoxibenzoil)-tiazol-2-il]-benzoico (compuesto 8r): Rendimiento: 61,9 %. p. f. >220 °C (desc.).
'H NMR (300 MHz, CDCls) & 8,65 (s, 1 H), 8,00 (d, d, 4 H), 7,65 (s, 2 H), 3,88 (s, 6 H), 3,80 (s, 3 H). MS (ESI) m/z
397,9 [M - HJ, 353,9 [M - COOHT,. Anal. (C2H17NOeS) C, H, N.

4 [4-(3,4,5-Trimetoxibenzoil)-tiazol-2-il]-benzoato de metilo (compuesto 8s): Rendimiento: 72,5 %. p. f. 172-174°C.
'H NMR (300 MHz, CDCl3) & 8,35 (s, 1 H), 8,12 (dd, 4 H, J = 8,4 Hz), 7,78 (s, 2 H), 3,97 (s, 3 H), 3,96 (s, 3H), 3,95
(s, 6 H). MS (ESI) m/z 436,1 [M + Na]". Anal. (C21H1sNOgS) C, H, N.

(2-(4- (Trlfluorometll) fenil)-tiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)-metanona (compuesto 8t): Rendimiento: 45,5%. p. f. 144-
145°C. "H NMR (300 MHz, CDCI3)6835(s 1H),8,14,7,65(d, d, 4 H, J = 8,1 Hz), 7,76 (s, 2 H), 3,97 (s, 3 H), 3,95
(s, 6 H). MS (ESI) m/z 446,1 [M + Na]*. Anal. (CaH16F3NO4S) C, H, N.

;2-(4-8romofeniI)-tiazol-4-iI]-(3,4,5-trimetoxifenil)-metanona (compuesto 8u): Rendimiento: 51,8%. p. f. 149-150°C.
H NMR (300 MHz, CDCls) 6 8,28 (s, 1 H), 7,89, 7,62 (d, d, 4 H, J = 8,1 Hz), 7,75 (s, 2 H), 3,97 (s, 3 H), 3,94 (s, 6 H).
MS (ESI) m/z 456,0, 458,0 [M + Na]". Anal. (C19H16BrNO4S) C, H, N.

[2-(4-Etil-fenil)-tiazol-4-il]-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-metanona (compuesto 8v): Rendimiento: 40,0%. p. f. 86-87°C. 'H
NMR (300 MHz, CDCl3) & 8,25 (s, 1 H), 7,93, 7,31 (d, d, 4 H, J = 8,4 Hz), 7,81 (s, 2 H), 3,97 (s, 3 H), 3,95 (s, 6 H).
MS (ESI) m/z 406,1 [M + Na]". Anal. (C21H21NO4S) C, H, N.

LZ (4-Amino-fenil)-tiazol-4-il]-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-metanona (compuesto 8w): Rendimiento: 61,8%. p. f. 177-179°C.

H NMR (300 MHz, CDCls) 6 8,14 (s, 1 H), 7,82, 7,65 (d,d, 4 H, J = 84Hz) 7,78 (s, 2 H), 3,96 (s, 3 H), 3,94 (s, 6 H).
(sal de HCI del compuesto 8w): Rendimiento: 50,1%. p. f. 166-169°C. 'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 6 849 (s, 1
H), 7,84, 6,94 (d, d, 4 H, J = 8,4 Hz), 7,62 (s, 2 H), 3,86 (s, 3 H), 3,79 (s, 6 H). MS (ESI) m/z 393,1 [M + Na]". Anal.
(C19H18N204S, C19H18N204S'HC|) C, H, N.

[2-(Piridin-4-il)-tiazol-4-il]-(3,4,5-trimetoxifenil)-metanona (compuesto 8x): Rendimiento: 29,3%. p. f. 178-180°C. 'H
NMR (300 MHz, CDCls3) & 8,77 (dd, 2 H, J = 6,0 Hz, 1,5 Hz), 8,40 (s, 1 H), 7,87 (dd, 2 H, J = 6,0 Hz, 1,8 Hz), 775(
2 H), 3,98 (s, 3 H), 3,95 (s, 6 H). (sal de HCI del compuesto 8x): Rendimiento: 92,7%. p. f. 182-184°C. 'H NMR
(300 MHz, CDCIs) & 8,85 (an, 2 H), 8,52 (s, 1 H), 8,22 (an, 2 H), 7,66 (s, 2 H), 3,98 (s, 3 H), 3,94 (s, 6 H). MS (ESI)
m/z 379,1 [M + Na]". Anal. (C1gH1N204S, C1sH16N204S-HCI) C, H, N.

;2-(Pirimidin-2-iI)-tiazol-4-iI]-(3,4,5-trimetoxifenil)-metanona (compuesto 8y): Rendimiento: 51,9%. p. f. 190-191°C.
H NMR (300 MHz, CDCl3) & 8,88 (d, 2 H, J = 4,8 Hz), 8,44 (s, 1 H), 7,73 (s, 2 H), 7,37 (t, 1 H, J = 4,8 Hz), 3,95 (s, 3
H), 3,94 (s, 6 H). MS (ESI) m/z 380,1 [M + Na]". Anal. (C17H1sN304S) C, H, N.

[2-(Tiofen-2-il)-tiazol-4-il]-(3,4,5-trimetoxifenil)-metanona (compuesto 8z): Rendimiento: 30,5%. p. f. 111-113°C. 'H
NMR (300 MHz, CDCls) 6 8,25 (s, 1 H), 7,90 (s, 2 H), 7,58 (dd, 1 H, J = 3,6, 0,9 Hz), 7,46 (dd, 1 H, J = 5,4, 0,9 Hz),
7,12 (dd, 1 H, J = 5,4, 3,6 Hz), 3,98 (s, 6 H), 3,97 (s, 3 H). MS (ESI) m/z 384,1 [M + Na]". Anal. (C17H1sNO,S>) C, H,
N.

Tiazol-4-il-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-metanona (compuesto 10a): Rendimiento: 49,4 %. p. f. 106-108°C. '"H NMR (300
MHz, CDCl3) 8 8,92 (d, 1 H, J = 2,1 Hz), 8,34 (d, 1 H, J = 2,1 Hz), 7,61 (s, 2 H), 3,94 (s, 3 H), 3,93 (s, 6 H). MS (ESI)
m/z 302,0 [M + Na]". Anal. (C13H13NO4S) C, H, N.

Método 3: Se sintetizd (2-fenil-tiazol-4-il)-(3,4,5-trihidroxi-fenil)-metanona (11f) empezando con el compuesto 8f. Se
afadio BBr; (solucion 1 M en CHCl», 1,75 ml, 5 mmol) bajo -78°C a una solucién del compuesto 8f (123 mg, 0,35
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mmol) en 5 ml de CHCl, anh. La mezcla se agité durante 2 h y se cargé una solucion de la amida 7 (1,14 mmol) en
3 ml de THF. La mezcla se dej6 calentar hasta temperatura ambiente lentamente y se agité durante la noche. La
mezcla de reaccién se desactivd con NH4Cl saturado, se extrajo con acetato de etilo, se secé con MgSQs. El
disolvente se retiré bajo presién reducida para dar un producto en bruto, que se purific6 mediante cromatografia en
columna para obtener el compuesto puro como un sélido cristalino rojo. Rendimiento: 50,9%. p. f. 175-176°C. 'H
NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 8,44 (d, 1 H), 8,07-8,04 (m, 2 H), 7,57-7,55 (m, 3 H), 7,33 (s, 2 H). MS (ESI) m/z 336,1
[M + Na]". Anal. (C16H11NO4S) C, H, N.

Ejemplo 3 - Determinacion de la estructura por cristalografia de rayos X para el compuesto 8f

El compuesto 8f se recristalizé en hexano y acetato de etilo, y se obtuvieron cristales incoloros individuales
adecuados para difraccion de rayos X. Se recogieron los datos cristalograficos de rayos X para 8f a partir de un solo
cristal montado con aceite de paratona en un criocircuito de nailon. Los datos se recogieron a 100 K en un detector
de area Bruker Proteum CCD, controlado por el software Proteum2 (Proteum2, Bruker AXS Inc., Madison,
Wisconsin, EE. UU. de A. (2005)), usando un generador de anodo giratorio y espejos Osmic para generar radiacion
de Cu (A=1,54178A). Los datos se redujeron usando SAINT (SAINT, Bruker AXS Inc., Madison, Wisconsin, EE. UU.
de A. (1998)), con una correccion de la absorcion aplicada usando SADABS (SADABS, Bruker AXS Inc., Madison,
Wisconsin, EE. UU. de A. (2000)) basandose en reflexiones redundantes; esta correccion incluia un componente
esférico. Las estructuras se resolvieron usando métodos directos (SHELXS”), que revelaban la totalidad de los
atomos pesados. Se llevd a cabo un refinado de la estructura con SHELXL (SHELXL-97, G.M. Sheldrick, University
of Goéttingen, Alemania (1997)) usando métodos de matriz completa basados en F?, y se avanzd suavemente. Se
afadieron atomos de hidrégeno al modelo estructural suponiendo distancias C-H ideales y ADP iso6tropos
restringidos para ser similares a los del atomo de carbono unido. En el modelo final, los ADP anisétropos se
refinaron para todos los atomos pesados, y los ADP is6tropos para hidrogenos quimicamente similares (p. ej. H de
metilo) se restringieron para ser idénticos. Los parametros de refinado finales son: wR2=0,084 para 228 parametros
y 3066 observaciones independientes, R1=0,031, S (bondad de ajuste)=1,057.

Un dibujo ORTEP de 8f con el esquema de marcaje del atomo se muestra en la Figura 1. La estructura de rayos X
mostraba que la molécula de 8f contenia un sistema conjugado compuesto por tres anillos aromaticos y un conector
de grupo carbonilo entre el anillo "B" y el "C" segun se espera (anillo "A" = fenilo; anillo "B" = tiazol; anillo "C" = 3,4,5-
trimetoxifenilo). Como resultado, dos enlaces C-C adyacentes al enlace C=0 y C-C- entre el fenilo "A" y el anillo de
tiazol "B" presentan (C1-C7 = 1,496(2) A; C7-C8 = 1,492(2) A; C10-C11 = 1,471(2) A) longitudes de enlace mas
cortas que el enlaces sencillo C-C normal (1,54 A) y mas largas que el doble enlace C=C normal (1,34 A) (véase la
Tabla 1 posteriormente). Asi, la conjugacion del sistema 1 es posible para los anillos "A", "B", "C" y el grupo
carbonilo. El grupo carbonilo es casi coplanar con el anillo de tiazol "B" adyacente (O-C7-C1-C6 16,2(2)°, O-C7-C8-
C99,7(2)°).

Tabla 1: Parametros geométricos seleccionados del compuesto 8f (A, °)

c1-Cc7 1,496(2) 0-C7-C1 120,1(2)
C7-0 1,224(2) C8-C7-C1 121,9(2)
1,492(2) C9-C8-N 115,1(2)
1,371(2) C9-C8-C7 121,7(2)
C8-N 1,380(2) N-C8-C7 123,0(2)
co-s 1,711(2) C8-C9-S 110,0(1)
S-C10 1,747(2) C9-S-C10 89,6(1)
C10-N 1,303(2) N-C10-C11 123,5(2)
C10-C11 1,471(2) N-C10-S 113,9(1)
C2-C1-C6 121,2(2) C11-C10-S 122,6(1)
C2-C1-C7 122,3(2) C10-N-C8 111,4(2)
C6-C1-C7 116,4(2) C12-C11-C10 122,3(2)
0-C7-C8 118,0(2) C16-C11-C10 118,5(2)
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Ejemplo 4 - Ensayos in vitro para citotoxicidad anticancerosa

Se probaron ensayos in vitro tanto contra lineas celulares de melanoma como contra lineas celulares de cancer de
prostata. En cada caso, se usé un ensayo de sulforrodamina B estandar. Las células se sembraron en placas de 96
pocillos a de 1.000 a 5.000 células/pocillo dependiendo de las velocidades de crecimiento. Después de 12 horas, los
medios se cambiaron y se afiadieron diluciones en serie de los compuestos. Las células se incubaron con cada
compuesto durante 48 horas. Medios recientes que contenian el compuesto de prueba se cargaron cada 24 horas.
Posteriormente, la proteina celular total correspondiente a los numeros de células (tanto células viables como no
viables) se midié usando el ensayo de sulforrodamina B estandar (SRB) segun el protocolo del fabricante (Sigma-
Aldrich, Inc.) (Rubinstein et al., "Comparison of in vitro Anticancer Drug-screening Data Generated with a Tetrazolium
Assay Versus a Protein Assay Against a Diverse Panel of Human Tumor Cell Lines," J. Natl. Cancer Inst. 82:1113-
1118 (1990); Dothager et al., "Synthesis and Identification of Small Molecules that Potently Induce Apoptosis in
Melanoma Cells Through G1 Cell Cycle Arrest," J. Am. Chem. Soc. 127:8686-8696 (2005)).

Para ensayos de melanoma, se usaron una linea celular de melanoma humano (A375) y una linea celular de
melanoma de ratén (B16-F1). Las células A375 y las células B16-F1 se adquirieron del ATCC (American Type
Culture Collection, Manassas, VA, EE. UU. de A.). Se usaron fibroblastos como un control para determinar la
selectividad de estos compuestos contra el melanoma. Los fibroblastos dérmicos humanos se adquirieron de
Cascade Biologics, Inc., Portland, OR, EE. UU. de A.. Todas las lineas celulares se cultivaron en DMEM (Cellgro
Mediatech, Inc., Herndon, VA, EE. UU. de A.), complementado con 5% de FBS (Cellgro Mediatech), 1% de mezcla
de antibidticos/antimicéticos (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, EE. UU. de A.) e insulina bovina (5 pg/ml; Sigma-
Aldrich). Los cultivos se mantuvieron a 37°C en una atmésfera humidificada que contenia 5% de CO.. Las células se
expusieron a un amplio intervalo de concentraciones durante 48 h en placas de 96 pocillos de fondo redondo. Las
células se fijaron con acido tricloroacético al 10% y se lavaron cinco veces con agua. Después de que las células se
secaran al aire durante la noche y se tifieran con soluciéon de SRB, las proteinas totales se midieron a 560 nm con
un lector de placas. Los valores de ICso (es decir, la concentracion que inhibia el crecimiento celular en 50% de
controles sin tratamiento) se obtuvieron mediante anadlisis de regresion no lineal con GraphPad Prism (GraphPad
Software, San Diego, CA).

Para ensayos de cancer de préstata, se seleccionaron cuatro lineas celulares de cancer de préstata humano
(LNCaP, DU 145, PC-3 y PPC-1). Las células LNCaP, PC-3 y DU 145 se adquirieron de ATCC (American Type
Culture Collection, Manassas, VA, EE. UU. de A.). El Dr. Mitchell Steiner de la University of Tennessee Health
Science Center proporcioné amablemente células PPC-1. Todas las lineas celulares de cancer de prostata se
cultivaron en RPMI 1640 (Cellgro Mediatech, Inc., Herndon, VA, EE. UU. de A.), complementado con 10% de FBS
(Cellgro Mediatech). Los cultivos se mantuvieron a 37°C en una atmdsfera humidificada que contenia 5% de CO..
De 1.000 a 5.000 células se dispusieron en cada pocillo de placas de 96 pocillos dependiendo de la velocidad de
crecimiento y se expusieron a diferentes concentraciones de un compuesto de prueba durante 96 h en de tres a
cinco réplicas. Los numeros de células al final del tratamiento farmacolégico se midieron mediante el ensayo de
SRB. Brevemente, las células se fijaron con 10% de &acido tricloroacético y se tifieron con SRB al 0,4% y las
absorbancias a 540 nm se midieron usando un lector de placas (DYNEX Technologies, Chantilly, VA). Los
porcentajes de supervivencia celular frente a concentraciones de farmaco se representaron y los valores de ICs
(concentracién que inhibia el crecimiento celular en 50% del control no tratado) se obtuvieron mediante andlisis de
regresion no lineal usando WinNonlin (Pharsight Corporation, Mountain View, CA).

Los resultados de estos ensayos se proporcionan en las Tablas 2-4 posteriormente.

Modificaciones del anillo "B" desde un sistema de tiazolidina hasta uno de tiazol y el conector desde una amida
hasta una cetona. En los compuestos ATCAA anteriores, se observaba que el anillo de tiazolidina, que contenia un
NH libre en su posicidon 3, era importante para la citotoxicidad. Una vez que el resto de tiazolidina del anillo "B" se
reemplazaba por un anillo de tiazolina, la actividad antiproliferativa disminuia bruscamente desde 0,6 uM hasta mas
de 50 uM en lineas celulares WM-164 (Li et al., "Synthesis and Antiproliferative Activity of Thiazolidine Analogs for
Melanoma," Bioorg. Med. Chem. Lett. 17:4113-7 (2007)). El derivado de amida grasa ATCAA-1 que era el mas
eficaz contra lineas celulares de melanoma y céncer de prostata se examind y se observé que tenia una 1Csq 0,4-2,2
UM (véase la Tabla 2). La sustitucion de la cadena grasa larga con un cierto sustituyente voluminoso aromatico tal
como fluoreno (ATCAA-2) mostraba una actividad inhibidora sobre ambas células cancerosas (ICso = 1,6 - 3,9 pM).
El grupo fluoreno en la posicién de la amida carboxilica en 4 también se reemplazé por un grupo 3,4,5-
trimetoxilfenilo (2a y 2b), pero se perdia la potencia contra ambas lineas celulares cancerosas. La posterior
modificacién del anillo "B" desde el compuesto de tiazolidina saturado 2a hasta el tiazol insaturado 5 no mostraba
ninguna citotoxicidad contra ninguna linea celular cancerosa probada. Pero los enantidmeros de tiazolina 4a y 4b
(isdbmero R e isdmero S, con actividades antiproliferativas similares) mostraban una actividad mejorada (ICso = 3,4 -
38,3 yM) en comparacién con 2a, 2b y 5. Cuando el enlace CONH de amida entre el anillo "B" y el anillo "C" se
reemplazaba por un conector carbonilo, se obtenian mezclas de tiazolin/tiazol-cetona 8f en lugar de la tiazolino-
cetona deseada, debido a que se producia la autodeshidrogenacion entre tiazolina y tiazol (la conversién se
mostraba en la Figura 2). Sorprendentemente, la introduccion del conector de grupo carbonilo y el anillo de tiazol "B"
conducia a una potenciacién significativa de la inhibicion del crecimiento de las lineas celulares cancerosas
examinadas con un nivel nanomolar bajo (8f, ICsp = 0,021 - 0,071 uM) que es comparable con el agente
anticanceroso natural colchicina. Por consiguiente, una serie de los compuestos relacionados con "B" como un anillo
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de tiazol se disefio y se sintetizé6 basdndose en el descubrimiento de 8f. Su actividad anticancerosa también se
evalud contra melanoma y cancer de prostata.

Las modificaciones del anillo "C" también tenian efectos significativos. La variacion de los sustituyentes fenilo tiene
un cambio notable en el efecto sobre la potencia. Los resultados de ensayos in vitro mostrados en la Tabla 3
proporcionan resultados interesantes, pero solo el anillo "C" de 3,4,5-trimetoxilfenilo (8f) mostraba una excelente
inhibicion contra todas las células cancerosas (ICso= 21 -71 nM, ICso media = 41 nM). El compuesto 8g, con un grupo
3,5-dimetoxifenilo, mostraba una citotoxicidad media 6 veces menor que 8f contra seis lineas celulares diferentes
(ICs0 = 170-424 nM, ICso media calculada = 261 nM). Las modificaciones de 8f mediante la retirada de un metoxi en
la posicién meta (8e) o dos grupos metoxi (8b, 8c y 8d) de 8f conducia a una pérdida drastica en la actividad (ICso
>20 uM). Aunque el compuesto de monometoxi sustituido en orto 8d exhibia una actividad débil contra ciertas lineas
celulares en comparacion con los 8c/8b y el compuesto de dimetoxifenilo 8e, ninguno de ellos mostraba una
potencia significativa en la inhibicién en comparacién con 8f. También se observaron tendencias similares en 8h y 8j
con 2-fluorofenilo y hexadecilo en las modificaciones del anillo "C".

Las modificaciones del anillo "A" usando diferentes grupos avidos de electrones (EWG) y grupos donantes de
electrones (EDG) sustituidos en para no mostraban una influencia clara sobre la actividad antiproliferativa. La
introduccién de un EWG débil (4-F en 8n, valores de ICso: 6 - 43 nM) o EDG débil (4-CH3 en 8Kk, ICses: 5 - 21 nM),
incrementaba la potencia en comparacion con 8f (véase la Tabla 4). La sustitucion de la posicion para con un EWG
fuerte tal como NO3 (8p), CN (8q), CF3 (8t) o la introduccion de un EDG fuerte (3,4-dimetoxi) en un anillo fenilico "A"
(80) exhibian una actividad antiproliferativa comparable.

Para comparar los efectos de las sustituciones en orto, meta y para, un atomo de fluoro se introdujo en diferentes
posiciones del anillo fenilico "A" (81, 8m y 8n). Los diversos sustituyentes o, m, p no exhibian actividades iguales. El
8n sustituido con fluoro en p tiene la mejor actividad para células de cancer de préstata examinadas (6-13 nM)
mientras que 8l sustituido con fluoro en o mostraba los valores de ICsg mas bajos (27 - 30 nM) contra células de
melanoma. 8n tiene valores de ICsy medios similares (33 - 43 nM) contra melanoma en comparacién con 8l. Pero 8l
sustituido con fluoro en o tiene la menor potencia (valores de I1Cso: 52-114 nM) entre los tres compuestos sustituidos
sobre células de cancer de prostata. El compuesto 8m sustituido en meta mostraba la menor actividad sobre células
de melanoma (valores de I1Cso: 287-304 nM) pero mostraba una inhibicion moderada sobre células de cancer de
prostata (valores de ICsq: 23-46 nM).

Volviendo a los efectos del grupo de impedimento estérico sobre los sustituyentes del anillo fenilico "A", se encontré
que el bromo en p (8u, valores de ICsy: 18-44 nM) provocaba una disminucién en la actividad antiproliferativa con
relacién a la posicion fluoro en p (8n, valores de ICsp: 6-12 nM) pero solo contra células de cancer de préstata. Se
producia una actividad reducida contra ambas lineas celulares cancerosas cuando el metilo en p (8k, valores de
ICs0: 5-21 nM) se reemplazaba por un grupo etilo en p (8v, valores de ICsp: 17-70 nM).

Para investigar si el anillo fenilico representaba un papel esencial en el sitio del anillo "A", el fenilo en la posicién 2
del tiazol se retiraba y se obtenia el compuesto 10. Esta modificacion provocaba una pérdida total de actividad en
comparacion con 8f. La sustitucion del anillo "A" por piridina (compuesto 8x) tenia el mismo efecto. Por otra parte,
sustituir la 2-pirimidina en el anillo "A" (compuesto 8y) también provocaba una pérdida de actividad significativa
(ICs0s: 11,8 - 41,0 yM). Sin embargo, introducir la sustitucion de tiofeno del fenilo (8z) en la posicion "A" mejoraba la
potencia calculada 1-3 veces en todas las lineas celulares examinadas (ICsps: 9-38 nM) en comparaciéon con 8f
(ICsps: 21-71 nM).

Debido a que muchos de los compuestos muestran una escasa hidrosolubilidad, se prepararon tres sales
hidrosolubles después de introducir un grupo hidréfilo tal como NH2 (8w) y COOH (8r) en el anillo "A" para formar
sales de HCI o sddicas. Otra modificacion es reemplazar los anillos "A" / "C" en 8a por anillos de piridina (8i, 8x, 8y)
o pirimidina, que también se podrian convertir en sales de HCI. Estas modificaciones reducian los valores de LogP
calculados (LogP = 2,74 - 3,90) en comparacion con 8a y 8f (LogP = 4,46 y 4,08; véase la tabla 5). Introducir amino
en p en el fenilo "A" (8w) es el Unico caso de incremento de la actividad antiproliferativa (sal de HCI, valores de ICso:
11-29 nM) en comparacion con 8f contra todas las lineas celulares. Aunque reemplazar el fenilo por pirimidina (8y)
mantiene la actividad parcial contra ambas células cancerosas, el intervalo de potencia se reducia notablemente de
nM a pM en comparacion con 8f. Desgraciadamente, introducir COOH en el anillo "A" fenilico en para y la piridina en
los anillos "A" o "C" (8i, 8r, 8x) daban todos como resultado una pérdida total de actividad anticancerosa. Se
observaba una pérdida de potencia total en el éster metilico 8s del acido 8r contra ambos tipos de lineas celulares
cancerosas. La desmetilacion del compuesto 8f proporcionaba 3,4,5-trihidroxifenilo hidrosoluble en el compuesto del
anillo "C" 11f, pero esta desmetilacion da como resultado la pérdida completa de actividad antiproliferativa contra
todas las células cancerosas probadas, lo que apunta a la importancia del 3,4,5-trimetoxifenilo en la posicién "C" de
las metanonas.

Dados estos resultados, el compuesto 8f también se sometié a una prueba in vitro en un ensayo de cribado NCI-60,
que mide la capacidad del compuesto para actuar contra seis lineas celulares de leucemia, ocho lineas celulares de
cancer pulmonar no microcitico, siete lineas celulares de cancer de colon, seis lineas celulares de cancer del SNC
(p. €j., gliomal/glioblastoma), ocho lineas celulares de melanoma, seis lineas celulares de cancer ovarico, siete lineas
celulares de cancer renal, dos lineas celulares de cancer de préstata y ocho lineas celulares de cancer de mama.
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Los resultados del ensayo NCI-60 mostraban una amplia actividad contra todos estos canceres, con valores de Glsp
en el intervalo nanomolar (< 1,0 x 10'8) contra la mayoria de las lineas celulares y valores de TGI en el intervalo
micromolar contra la mayoria de las lineas celulares. Se obtuvieron valores de TGI en el intervalo nanomolar contra
varias lineas celulares de leucemia, una linea celular de cancer de pulmoén, varias lineas celulares de cancer de
colon, varias lineas celulares de cancer ovérico y varias lineas celulares de cancer de mama.
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Ejemplo 5 - Sintesis y citotoxicidad in vitro de compuestos de metanona adicionales

El indol del anillo A de los compuestos 31 y 32 se sintetizd usando el mismo enfoque que 8f descrito en el Esquema
3 anteriormente a partir de 1H-indol-5-carbonitrilo o 1H-indol-2-carbonitrilo como materia prima. El producto en bruto
se purific6 mediante cromatografia en columna.

(2-(1H-Indol-5-iltiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (compuesto 31): Rendimiento: 36,3%. 'H NMR (300 MHz,
CDCI3) 6 8,36 (an, 1H), 8,31 (an, 1H), 8,21 (s, 1H), 7,92-7,89 (dd, 1H), 7,83 (s, 2H), 7,47 (d, 1H), 7,29 (t, 1H), 6,64 (t,
an, 1H), 3,98 (s, 3 H), 3,97 (m, 6 H). MS (ESI) m/z 417,1 [M + Na]*, 392,9 [M - HJ..

(2-(1H-Indol-2-iltiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (compuesto 32): Rendimiento: 45,8%. 'H NMR (500 MHz,
CDCI3) 6 9,26 (an, 1H), 8,11 (s, 1H), 7,67 (d, 2H), 7,46 (s, 2H), 7,42 (d, 1H), 7,29 (t, 1H), 7,16 (t, 1H), 7,10 (s, 1H),
3,97 (s, 3 H), 3,93 (m, 6 H). MS (ESI) m/z 417,1 [M + Na[", 392,9 [M - HT.

La actividad del compuesto 31 se determind mediante un ensayo de citotoxicidad in vitro segun se describe en el
Ejemplo 4 anteriormente. Se determiné que el compuesto 31 exhibia una actividad potenciada cintra las lineas
celulares PC-3, A375 y B16.

Tabla 5: Efectos inhibidores del crecimiento in vitro de los compuestos 31-32 contra la proliferacion de células de
cancer de préstata y melanoma

|C50 (nM)
Compuesto Estructura

RH7777 DU145 PC-3 LNCaP PPC-1 A375 B16

31 ND ND 7,6 ND ND 25,0 8,3
C21H1gN204S

Peso Mol.: 394,44

C, 63,94; H, 4,60; N, 7,10; O, 16,22; S, 8,13

OMe

= ONe
s’jN owme
Hi L_
32 ND ND ND ND ND ND ND
C21H1gN204S

Peso Mol.: 394,44

C, 63,94; H, 4,60; N, 7,10; O, 16,22; S, 8,13

ND = no determinado.

E6 - Determinacion del mecanismo de accion para el compuesto 8f

Para entender el objetivo para estos compuestos muy potentes, el analisis del ciclo celular se realizé6 usando el
compuesto 8f. Las células de cancer de prdostata LNCaP eran extremadamente sensibles al compuesto 8f (ICs0= 29
nM). Las células LNCaP se trataron con el compuesto 8f (de 10 a 500 nM) durante 24 h antes de la tincion con
yoduro de propidio y la realizacion del analisis del ciclo celular. Aunque el compuesto 8f no tenia efecto sobre la
distribucién del ciclo celular a 10 nM (por debajo de la ICs), la proporcion de células en fase G2/M se incrementaba
en proporcion a la concentracion del compuesto 8f a concentraciones superiores. Aproximadamente 10% de células
no tratadas se observaban en la fase G2/M, mientras que las células tratadas con mas de 50 nM mostraban una
mayor proporcién de células en fase G2/M (57, 63 y 49%, respectivamente, para 50, 200 y 500 nM). Los resultados
se muestran en las Figuras 3A-B. El incremento en células en fase G2/M estaba acompafado por una disminucion
en las poblaciones G1, con relacién al control. Estos datos indican que el compuesto 8f puede inhibir la accion de la
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tubulina de un modo similar al paclitaxel, los alcaloides de las vincas y la cochicina (Margolis et al., "Addition of
Colchicine--Tubulin Complex to Microtubule Ends: The Mechanism of Substoichiometric Colchicine Poisoning," Proc.
Nat'l Acad. Sci. USA 74:3466-70 (1977)).

Basandose en estos resultados, se realizé un ensayo de polimerizacion de microtubulos in vitro. Tubulina cerebral
bovina (0,4 mg) (Cytoskeleton, Denver, CO) se mezclé con diversas concentraciones (0,625-20 uM) de compuesto
8f y se incub6 en 120 pl de tampdn para tubulina general (80 mM de PIPES, 2,0 mM de MgCly, 0,5 mM de EGTA,
pH 6,9 y 1 mM de GTP). La absorbancia de la longitud de onda a 340 nm se verific6 cada 60 s durante 20 min
mediante el lector de microplacas SYNERGY 4 (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT). El espectrofotometro se gradud
a 37°C para la polimerizacion de tubulina. El valor de ICsp se definid como la concentracion que puede inhibir 50%
de la polimerizacién de los microtibulos. Se muestran los resultados en la Figura 4. En comparacién con el control
no tratado, el compuesto 8f inhibe la polimerizacion de tubulina. El efecto de 8f sobre el ensamblaje de tubulina se
examind a concentraciones de 0,625 uM a 20 pM. Los resultados observados demuestran que el compuesto 8f
inhibia la polimerizacion de tubulina de un modo dependiente de la dosis con un valor de la ICso de 4,23 pM.

Ejemplo 7 - Citotoxicidad in vitro de los compuestos 8f y 8n contra la linea celular de melanoma A375

Células de melanoma maligno A375 humano se sembraron a una densidad de formacion de colonias (200 células
por pocillo en placas de seis pocillos). Las células se hicieron crecer en medio DMEM (GIBCO, Invitrogen Corp.,
Carlsbad, CA) complementado con suero bovino fetal separado con carbdn vegetal (HyClone, Logan, UT) y una
solucion antibiética-antimicética (Sigma, St. Louis, MO) a 37°C en una atmodsfera de 95% de aire y 5% de CO.. Las
células se trataron con los compuestos 8f y 8n a diferentes concentraciones (0, 0,03, 0,3 y 3 uM). Las células se
hicieron crecer durante 10 dias y las colonias se fijaron con paraformaldehido al 4% en PBS a 4°C. Las colonias
fijadas se lavaron con agua destilada, se tifieron con azul cristal al 0,1% durante 30 min y se enjuagaron con agua
destilada para retirar el exceso del colorante. Las placas se fotografiaron y las formaciones de colonias se
examinaron a simple vista y bajo el microscopio. Ambos compuestos 8f y 8n inhiben significativamente la formacion
de colonias de melanoma a 0,03 uM. A las dos concentraciones més altas probadas (0,3 y 3 uM), las formaciones
de colonias se inhibian completamente, sin colonias visibles bajo el microscopio (Figuras 5A-B).

Ejemplo 8 - Citotoxicidad in vivo del compuesto 8n contra tumor de xenoinjerto de melanoma

La eficacia del compuesto 8n se determind usando células de melanoma de ratén B16-F1 inyectadas en ratones
negros C57. Los tumores B16 creceran en un hospedador completamente inmunocompetente, en cuyo caso el
avance del tumor puede replicar mas exactamente el crecimiento del melanoma. Células B16-F1 en fase de
crecimiento logaritmico (3,8x10°) se inyectaron s.c. en el flanco dorsal derecho de ratones C57BL/6. Cuando los
tumores eran palpables, los ratones se aleatorizaron en un grupo de control y un grupo de tratamiento (n = 9). Los
ratones fueron dosificados mediante una inyeccion i. p. diaria con 30 yl de vehiculo (grupo de control) o solucién de
8n (grupo de tratamiento, 6 mg/kg). El volumen de tumor se midié una vez al dia con un calibre digital electrénico
Traceable® y se calculd usando la férmula axb?x0,5, donde a y b representaban los didametros mayor y menor,
respectivamente. También se registraron los pesos corporales. El volumen del tumor se expresé como milimetros
cubicos. Los datos se expresaron como media + EE para cada grupo y se representaron como una funcién del
tiempo. Al final del tratamiento, todos los ratones se sometieron a eutanasia mediante inhalacién de CO, seguida por
dislocacion cervical. EI compuesto 8n mostraba una inhibicion del crecimiento del tumor significativa a esta dosis
relativamente baja (6 mg/kg) como se muestra en la Figura 6. No habia una pérdida de peso corporal significativa
(<5%) y todos los ratones tenian actividades normales durante los experimentos.

Ejemplo 9 - Sintesis de derivados del compuesto 8f con hidracina u oxima

Los conectores de grupo carbonilo se modificaron en conectores de oxima e hidracina (compuestos 33-36) segun se
ilustra en el Esquema 4. El compuesto 8f se usé como materia prima.
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Esquema 4
o— OH o—
HO—N N/\
N 0
— \ R
—2 . SN 0=  §__N o—
+
O~ b
0 \ ;
Q
— N 34 35
S N o
O_
o_
HaN—N N'NH2
A\ o) \Y a
= N \
8 - s N o= 4N o—
36 a7

Reactivos (a) NHzOH. HC|, CszOH, HQO, NaOH, 51%; (b) NHQNHQ XHQO, CHQC|2, C2H5OH, 57%.

Se afiadio una solucién acuosa de 0,5 ml de 34 mg de hidrocloruro de hidroxilamina a una suspensién de 50 mg de
8f en 2 ml de alcohol etilico. A continuacion, se afiadieron 13 mg de hidréxido sédico en 0,5 ml de H,O y se agité a
temperatura ambiente durante 10 min. A continuacién, se calent6 hasta 60°C y se agité durante 3 h. Los isébmeros
de oxima 33 y 34 se separaron de las mezclas de reaccién mediante cromatografia de desarrollo rapido como
cristales blancos con un rendimiento global de 50%.

Oxima de (Z)-(2-feniltiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (compuesto 33): P. f. 150-153°C. 'H NMR (300 MHz,
CDCI3) 6 11,94 (an, 1H), 8,35 (an, 1H), 7,91-7,89 (m, 2H), 7,81-7,75 (d, 1H), 7,50-7,49 (m, 3H), 6,85 (s, 2H), 3,73 (s,
6 H), 3,71 (s, 3 H). MS (ESI) m/z 393,3 [M + NaJ", 368,9 [M - HT.

Oxima de (E)-(2-feniltiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (compuesto 34): P. f. 176-177°C. 'H NMR (500 MHz,
DMSO-ds) & 11,48 (an, 1H), 7,92-7,90 (m, 2H), 7,64 (an, 1H), 7,52-7,48 (d, 1H), 7,52-7,48 (m, 3H), 6,75 (s, 2H), 3,75
(s, 6 H), 3,72 (s, 3 H). MS (ESI) m/z 393,1 [M + Na]", 368,9 [M-H]J".

Se afiadié una solucion de 230 mg de 8f en 2 ml de cloruro de metileno a una solucién de 2 ml de hidracina en 6 ml
de alcohol etilico. Las mezclas se sometieron a reflujo durante la noche y se absorbieron sobre gel de silice. Los
isémeros de hidrazona 35 y 36 se separaron de la cromatografia de desarrollo rapido como cristales blancos con un
rendimiento global de 56,9%.

(2)-4-(Hidrazono(3,4,5-trimetoxifenil)metil)-2-feniltiazol (compuesto 35): P. f. 117-119°C. 'H NMR (300 MHz, CDCls)
0 8,01-7,98 (m, 2H), 7,49-7,46 (m, 5H), 7,33 (s, 1H), 6,82 (s, 2H), 3,87 (s, 3 H), 3,85 (s, 6 H). MS (ESI) m/z 370,1 [M
+ HJ".

(E)-4-(Hidrazono(3,4,5-trimetoxifenil)metil)-2-feniltiazol (compuesto 36): P. f. 65-66°C. "H NMR (300 MHz, CDCI3) &
8,04-8,00 (m, 2H), 7,44-7,40 (m, 3H), 6,95 (s, 1H), 6,62 (s, 2H), 5,62 (s, 2H), 3,93 (s, 3 H), 3,87 (s, 6 H). MS (ESI)
m/z 370,1 [M + HJ".

Tabla 6: Efectos antiproliferativos de los compuestos 33-36

Clso (LM)
Compuesto

B16 A375 Fibroblasto DU145 PC-3 LNCaP PPC-1

HO-y S
33 sk ' 0,32 0,18 0,36 0,10 0,12 0,19 0,16

34 11,4 7,8 10,1 >1 >1 >1 >1
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Clso (UM)
Compuesto

B16 A375 Fibroblasto DU145 PC-3 LNCaP PPC-1

J =
Wt
35 S/_\:Qo:\ 2,0 0,9 1,9 1,21 1,12 1,80 0,87

36 LN - 1,8 0,6 1,0 1,21 1,04 1,30 0,97

Ejemplo 10 - Disefio de derivados adicionales

El compuesto 8f se modificara adicionalmente hasta los analogos de tiocetona 41 y 42 (Esquema 5 posterior). Los
compuestos 8a-z se modificaran de forma similar. El grupo carbonilo se puede convertir en un grupo tiocarbonilo
mediante la accion del reactivo de Lawesson (Jesberger et al., Synthesis 1929-1958 (2003)). La estructura de
tiocetona con anillos aromaticos conjugados es estable con relacion a las tiocetonas no impedidas. El compuesto de
tiazol se puede obtener después de la deshidronacién. (Riedrich et al., Angewandte Chemie, International Edition,
46(15):2701-2703 (2007)). Esta conversion disminuira la capacidad del aceptor de enlace de hidrégeno desde O---H
en la cetona hasta S--- H en la tiona. Sera util examinar la importancia de la posicién del aceptor de hidrogeno en
estas moléculas.

Esquema 5
b OCH3 s s
OCH, OCH3
5, OCH3 T
N reactivo de SO _n OCHs _ cBrcly , S\ |\ OCGH,
OCH4 Lawesson CH,Cl,
OCH; QOCH3
41 42

Se sintetizardn nuevos analogos en los que el carbonilo se ha reducido hasta un alcohol (43 y 44, Esquema 6A
posterior) o se ha reducido hasta metileno (45 y 46, Esquema 6B posterior). El alcohol 43 y 44 se puede obtener
usando una reaccién de Grignard del aldehido intermedio con reactivos de Grignard adecuados. Los analogos 45 y
46 se pueden preparar con reduccion de Clemmensen del grupo funcional cetona para producir el hidrocarburo
correspondiente. Cuando el carbonilo se reduce hasta un alcohol o metileno, el aceptor de hidrogeno fuerte C=0 se
invierte al donante de hidrégeno fuerte O-H o hidrocarburo, que pierde totalmente los efectos de enlace de
hidrégeno. Esta modificacion proporcionara una nueva percepcion de la importancia del grupo carbonilo y si tiene
una funcién especifica en la actividad anticancerosa.
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Esquema 6A
O
o
CH
L0 ~
= T~ LAl NN BiMg3d5-uiMeO-Ph ! OCH;
. Sda s e S
' 43
= A i OCH,
o
\\l 6a-6p /
R \ \ CBrCly
R D CH,Cla
HQ OCH,
—
‘OCH.
5 N 3
OCH,
/
\\/ 4
R
Esquema 6B
OCH;
a OCH,
Zn-Hg, HCI1 g OCHj
— =N
s o OCH; OCH,
OCH; =
- \/ 45
N\ / R CBrCly
CHCl,

Q OCH,
Z0o-11g, TIC]
—
g OCH,
o OCH
=N N 3

OCH,
=
[N

R

8t, #k-8z

5 Para examinar la importancia de la cetona sobre la antiproliferacion en células cancerosas, este conector se
convertira en los analogos de amida y éster (47-50, Esquema 7 posterior). Encontrando la actividad en cualquiera de
estas series de analogos, los diferentes enlaces entre los anillos se optimizaran para potenciar la actividad y la
estabilidad metabdlica. Como muestra el Esquema 7 posterior, de acuerdo con los resultados mostrados en los
ejemplos precedentes, se obtendran anillos de tiazolina y tiazol a partir de la reaccion de benzonitrilo (incluyendo

10 benzonitrilo sustituido) y cisteina (Bergeron et al., J. Med. Chem. 48:821-831 (2005)). Los productos intermedios
acidos resultantes se usaran para preparar los enlaces éster y amida. Estos analogos se compararan con respecto a
la actividad antiproliferativa sobre células de cancer de prostata y/o células de melanoma y células de control y se

comparan con los compuestos 8f y 8n.

OCH;

o=

OCH;

\/ 46

R

o

28



10

15

ES 2629927 T3

Esquema 7
OCHy
Q OCH,
/\(COOH
SN DCC, NMM o OCH,
=N
34,5-triMeO-I’h
= . v
s L ) = i CBr(l;, DBU
\ N \/
= OCH;
OGH,
LDCL, TTOBRt, Tit;N /\)\
3,4,5-triMe(-Ph OCH, OCH;
=N
/Q)\ OCH3
48 o
= CBrCly, DBU
OCH
AN \/ °
0
R OCH,
N
o OCH;4
N
7 50
=
SV
R

Los compuestos también se prepararan con el grupo trimetoxilfenilo reemplazado por diferentes anillos aromaticos
sustituidos, alquilos saturados o insaturados y diversos grupos heterociclicos como los definidos en la presente
memoria. Esto se puede efectuar al usar diferentes reactivos de Grignard. Estos analogos permitiran la optimizacién
del anillo "C" con las mejores actividades, la menor toxicidad y la mejor estabilidad metabdlica para el cancer de
prostata, el melanoma y otros canceres.

También se realizd la sustitucion de los anillos centrales de tiazolina y tiazol por los correspondientes sistemas
anulares de imidazolina (51), imidazol (52), oxazolina (53) y oxazol (54). La sal de hidrocloruro de bencimidato de
etilo se hizo reaccionar con acido 2,3-diaminopropanoico para dar el sistema anular de imidazolina (véase el
Esquema 8A posterior). (Hsu et al., J. Med. Chem. 23(11), 1232-1235 (1980)). La deshidrogenacion de imidazolinas
proporcionara los compuestos de imidazol deseados. Las oxazolinas se pueden preparar segun la condensacion
clasica de feniliminoéter con éster de serina usando trietlamina como una base (véase el Esquema 8B posterior)
(Meyer et al.,, Tetrahedron: Asymmetry 14:2229-2238 (2003)). La deshidrogenacién de oxazolinas dara los
compuestos de oxazol deseados.
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Esquema 8A

OCH;
HCI COOH COOH e

3C=N
NH —~ — /_8‘0
EtO0 H.N_ COOH HN.__N Boc—N_ N
ke j’__, (Boc),0 EDCI, HOBt, NMM Boc—N.___N
HN— EtoN NaOH HNCH,OCH, ~ I

H:CQ  oCH, HsCQ  ocH, HsCO

OCHs
HsCO HeGO HsCO
R'MgBro RLi o)
Lo 90 B TFA O el 0
THF CH,Cly P

_ CH.CI
R'=345-riMeO-Ph  BOC NE/N HNE/EN i HN /;N
51 52

COOH /
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También se prepararan isomeros opticamente puros de los compuestos 8a-8z para investigar la importancia de la
quiralidad en la posicién 4 de la tiazolina. Esto se llevara a cabo usando D- o L-cisteina para sintetizar las cetonas
intermedias quirales a partir de D- o L-cisteina protegida. La condensacion de las cetonas intermedias con
benzonitrilo proporcionaria isomeros de R- o S-tiazolina. Los tiazoles se pueden preparar mediante
deshidrogenacion.

A partir de estudios previos sobre la relacion estructural de las amidas de acido tiazolidinocarboxilico, los efectos
electrénicos invertidos de los sustituyentes sobre el fenilo en la posicion C-2 de la tiazolidina daban como resultado
una actividad significativamente diferente sobre lineas celulares de cancer de prostata. También se prepararan
derivados con diferentes sustituciones del anillo aromatico a partir de diversos reaccionantes de benzonitrilo
sustituidos (p. ej., 4-dimetilamino-benzonitrilo, 3-hidroxibenzonitrilo, 4-metoxibenzonitrilo, 3,4-dimetoxibenzonitrilo,
3,4,5-trimetoxibenzonitrilo, 4-acetamidobenzonitrilo, 4-fluorobenzonitrilo, 4-bromobenzonitrilo, 4-nitrobenzonitrilo, 4-
cianobenzonitrilo, 3,5-difluorobenzonitrilo, 4-metilbenzonitrilo, 3-bromo-4-fluorobenzonitrilo, 2,6-diclorobenzonitrilo,
fenilbenzonitrilo, indolnitrilo e indolilnitrilos sustituidos, piridino-nitrilo y piridinilnitrilos sustituidos, furano-nitrilo y
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furanilnitrilos sustituidos) para inducir tanto sustituyentes avidos de electrones como donantes de electrones en el
sustituyente de anillo de la posicion C-2 en el anillo de tiazolina. Se cree que los mejores sustituyentes de grupos
fenilo, indolilo, furanilo, tiofenilo y piridinilo en C2-2 se pueden encontrar después de cribar los analogos resultantes.
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REIVINDICACIONES
1. Un compuesto, en donde el compuesto es (2-(1H-indol-3-il)imidazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona.

2. Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto segun la reivindicacion 1 y un portador
farmacéuticamente aceptable.

3. Un compuesto segun la reivindicacién 1, para el uso como un medicamento.

4. Uso de un compuesto segun la reivindicacién 1, para la preparacion de un medicamento para tratar cancer de
prostata, cancer de mama, cancer ovarico, cancer de piel, cancer de pulmoén, cancer de colon, leucemia, cancer
renal o cancer del SNC, o una combinacién de los mismos.

5. El uso segun la reivindicacion 4, en el que el medicamento se administra sistémicamente.

6. El uso segun la reivindicaciéon 4, en el que el medicamento se administra oralmente, tdpicamente,
transdérmicamente, parenteralmente, subcutaneamente, intravenosamente, intramuscularmente,
intraperitonealmente, mediante instilacion intranasal, mediante instilacién intracavitaria o intravesical,
intraocularmente, intraarterialmente, intralesionalmente o mediante la aplicacion a membranas mucosas.

7. El uso segun la reivindicacién 4, en el que el medicamento se administra directamente a una zona en la que estan
presentes células cancerosas.

8. El uso segun la reivindicacion 4, en el que el medicamento se administra en un grado de dosificacion de
aproximadamente 0,01 a aproximadamente 100 mg del compuesto por kg de peso corporal.

9. El uso segun la reivindicacion 4, en el que el medicamento se administra periédicamente.

10. El uso segun la reivindicacién 4, en el que el medicamento se administra en combinacion con otra terapia para el
cancer.

11. El compuesto segun la reivindicacién 1, para el uso en el tratamiento de cancer de prostata, cdncer de mama,
cancer ovarico, cancer de piel, cancer de pulmén, cancer de colon, leucemia, cancer renal o cancer del SNC, o una
combinacion de los mismos.

12. El compuesto para el uso segun la reivindicacion 11, en donde el compuesto se administra sistémicamente.

13. El compuesto para el uso segun la reivindicacion 11, en donde el compuesto se administra oralmente,
tépicamente, transdérmicamente, parenteralmente, subcutaneamente, intravenosamente, intramuscularmente,
intraperitonealmente, mediante instilacion intranasal, mediante instilacién intracavitaria o intravesical,
intraocularmente, intraarterialmente, intralesionalmente o mediante la aplicacién a membranas mucosas.

14. El compuesto para el uso segun la reivindicacién 11, en donde el compuesto se administra directamente a una
zona en la que estan presentes células cancerosas.

15. El compuesto para el uso segun la reivindicaciéon 11, en el que el compuesto se administra en un grado de
dosificacion de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal.

16. El compuesto para el uso segun la reivindicacion 11, en donde el compuesto se administra peridédicamente.

17. El compuesto para el uso segun la reivindicacion 11, en donde el compuesto se administra en combinacion con
otra terapia para el cancer.
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