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DESCRIPCION
Productos terapéuticos derivados de éter diglicidilico y métodos para su uso
Campo técnico

La presente invencién se refiere a productos terapéuticos, a sus usos y a métodos para el tratamiento de diversas
indicaciones, incluyendo varios canceres. En particular, la invencion se refiere a terapias y a métodos de tratamiento
para canceres, tales como cancer de proéstata, incluyendo todos los estadios y dependiente de andrégeno, sensible
a andrégenos e independiente de andrégenos (también denominado refractario hormonal, resistente a la castracion,
resistente a la privacion de androgenos, resistente a la ablacién de andrégenos, independiente del empobrecimiento
de andrdgenos, recurrente a la castracion, recurrente a anti-andrégenos).

Antecedentes

Los andrégenos median sus efectos a través del receptor de andrégenos (RA). Los andrégenos desempefian un
papel en una amplio serie de respuestas fisioldgicas y de desarrollo y estan involucrados en la diferenciacién sexual
masculina, en el mantenimiento de la espermatogénesis y en la regulacion de gonadotropina masculina (R. K. Ross,
G. A. Coetzee, C. L. Pearce, J. K. Reichardt, P. Bretsky, L. N. Kolonel, B. E. Henderson, E. Lander, D. Altshuler y G.
Daley, Eur Urol 35, 355-361 (1999); A. A. Thomson, Reproduction 121, 187-195 (2001); N. Taniji, K. Aoki y M.
Yokoyama, Arch Androl 47, 1-7 (2001)). Varias lineas de evidencia demuestran que los andrégenos se asocian con
el desarrollo de la carcinogénesis de prostata. En primer lugar, los andrégenos inducen la carcinogénesis de
prostata en modelos de roedores (R. L. Noble, Cancer Res 37, 1929-1933 (1977); R. L. Noble, Oncology 34, 138-
141 (1977)) y hombres que reciben andrégenos en forma de esteroides anabdlicos tienen una mayor incidencia de
cancer de prostata (J. T. Roberts y D. M. Essenhigh, Lancet 2, 742 (1986); J. A. Jackson, J. Waxman y A. M.
Spiekerman, Arch Intern Med 149, 2365-2366 (1989); P. D. Guinan, W. Sadoughi, H. Alsheik, R. J. Ablin, D. Alrenga
e |l. M. Bush, Am J Surg 131, 599-600 (1976)). En segundo lugar, el cancer de prostata no se desarrolla si los seres
humanos o perros son castrados antes de la pubertad (J. D. Wilson y C. Roehrborn, J Clin Endocrinol Metab 84,
4324-4331 (1999); G. Wilding, Cancer Surv 14, 113-130 (1992)). La castracién de los adultos de sexo masculino
provoca la involucién de la préstata y la apoptosis del epitelio prostatico mientras no se produce efecto alguno en los
genitales externos de otros de sexo masculino (E. M. Bruckheimer y N. Kyprianou, Cell Tissue Res 301, 153-162
(2000); J. T. Isaacs, Prostate 5, 545-557 (1984)). Esta dependencia de andrégenos proporciona el fundamento
subyacente para tratar el cancer de prostata con castracion quimica o quirdrgica (ablaciéon androgénica).

Los andrégenos también desempefian un papel en los canceres femeninos. Un ejemplo es el cancer de ovarios
cuando los niveles elevados de andrégenos se asocian con un mayor riesgo de desarrollar cancer de ovarios (K. J.
Helzlsouer, A. J. Alberg, G. B. Gordon, C. Longcope, T. L. Bush, S. C. Hoffman y G. W. Comstock, JAMA 274,1926-
1930 (1995); R. J. Edmondson, J. M. Monaghan y B. R. Davies, Br J Cancer 86, 879-885 (2002)). El RA se ha
detectado en la mayoria de los canceres de ovario (H. A. Risch, J Nat/ Cancer Inst 90, 1774-1786 (1998); B. R. Rao
y B. J. Slotman, Endocr Rev 12, 14-26 (1991); G. M. Clinton y W. Hua, Crit Rev Oncol Hematol 25, 1-9 (1997)),
mientras que los receptores de estrogenos alfa (REa) y el receptor de progesterona se detectan en menos del 50 %
de los tumores ovaricos.

El unico tratamiento eficaz disponible para el cancer de prostata avanzado, es la retirada de andréogenos que son
esenciales para la supervivencia de las células epiteliales de la préstata. La terapia de ablacién androgénica produce
una reduccién temporal en la carga tumoral concomitante con una disminucion de antigeno especifico de la prdstata
(AEP) en suero. Desafortunadamente, el cancer de prostata, eventualmente, puede reproducirse de nuevo en
ausencia de androgenos (enfermedad independiente de andrégenos) (Huber et al 1987 Scand J Urol Nephrol. 104,
33-39). La enfermedad independiente de andrégenos se caracteriza bioquimicamente antes de la aparicién de los
sintomas por un titulo creciente de AEP en suero (Miller et al 1992 J. Urol. 147, 956-961). Una vez que la
enfermedad se convierte en independiente de andrégenos, la mayoria de los pacientes sucumben a la enfermedad
en un periodo de dos afios.

El RA tiene dominios funcionales distintos, que incluyen el dominio de unién a ligando (DUL) del extremo carboxi-
terminal, un dominio de unién a ADN (DUA) que comprende dos motivos dedo de cinc y un dominio N-terminal
(DNT) que contiene uno o mas dominios de activacion transcripcional. La unién de andrégenos (ligando) a DUL del
RA resulta en su activacion, de manera que el receptor puede unirse eficazmente a su sitio de consenso de ADN
especifico, denominado el elemento de respuesta a andrégenos (ERA), en las regiones promotoras y potenciadoras
de genes regulados "normalmente” por andrégenos, tales como AEP, para iniciar la transcripcion. EI RA se puede
activar en ausencia de andrégenos por estimulacion de la via de la proteina quinasa (PKA) dependiente de AMPc,
con interleucina-6 (IL-6) y por diversos factores de crecimiento (Culig et al 1994 Cancer Res. 54, 5474-5478;
Nazareth et al 1996 J. Biol. Chem. 271, 19900-19907; Sadar 1999 J. Biol. Chem. 274, 7777-7783; Ueda et al 2002 A
J. Biol. Chem. 277, 7076-7085; y Ueda et al 2002 B J. Biol. Chem. 277, 38087-38094). Se ha demostrado que el
mecanismo de transformacion independiente del ligando del RA implica: 1) aumento de la proteina RA nuclear que
sugiere translocacion nuclear; 2) aumento de la formacién de complejos RA/ERA y 3) DNT de RA (Sadar 1999 J.
Biol. Chem. 274, 7777-7783; Ueda et al 2002 A J. Biol. Chem. 277, 7076-7085; y Ueda et al 2002 B J. Biol. Chem.
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277, 38087-38094). El RA puede activarse en ausencia de androgenos testiculares por vias de transduccion de
sefiales alternativas en la enfermedad independiente de andrégenos, que es consistente con el hallazgo de que la
proteina RA nuclear esta presente en los tumores secundarios de cancer de prostata (Kim et al 2002 Am. J. Pathol.
160, 219-226; y van der Kwast et al 1991 Inter. J. Cancer 48, 189-193).

Los inhibidores disponibles de RA incluyen anti-andrégenos no esteroideos, tales como bicalutamida (Casodex™),
nilutamida, flutamida y el anti-andrégeno esteroideo, acetato de ciproterona. Estos anti-andrégenos se dirigen a DUL
del RA vy fallan principalmente debido supuestamente a la afinidad deficiente y mutaciones que conducen a la
activacion del RA por estos mismos anti-andrégenos (Taplin, M.E., Bubley, G.J., Kom Y.J., Small E.J., Uptonm M.,
Rajeshkumarm B., Balkm S.P., Cancer Res., 59, 2511-2515 (1999)). Estos anti-androgenos tampoco tendrian efecto
alguno sobre las variantes de corte y empalme de RA recientemente descubiertas que carecen del dominio de unién
a ligando (DUL) para dar lugar a un receptor constitutivamente activo que promueve la progresion del cancer de
prostata independiente de androgenos (Dehm SM, Schmidt LJ, Heemers HV, Vessella RL, Tindall DJ., Cancer Res
68, 5469-77, 2008; Guo Z, Yang X, Sun F, Jiang R, Linn DE, Chen H, Chen H, Kong X, Melamed J, Tepper CG,
Kung HJ, Brodie AM, Edwards J, Qiu Y., Cancer Res. 69, 2305-13, 2009).

La terapia convencional se ha concentrado en la activacion dependiente de andrégenos del RA a través de su
dominio C-terminal. Estudios recientes que desarrollan antagonistas con respecto a RA se han concentrado en el C-
terminal y especificamente: 1) el bolsillo alostérico y la actividad AF-2 (Estébanez-Perpifia et al 2007, PNAS 104,
16074-16079); 2) procedimiento in silico de "reposicionamiento de farmacos" para la identificacion de antagonistas
no esteroideos (Bisson et al 2007, PNAS 104, 11927-11932); e interacciones con co-activador o co-represor (Chang
et al 2005, Mol Endocrinology 19, 2478-2490; Hur et al 2004, PLoS Biol 2, E274; Estebanez-Perpifia et al 2005, JBC
280, 8060-8068; He et al 2004, Mol Cell 16, 425-438).

El DNT de RA es también una diana para el desarrollo de farmacos (p. €j., documento WO 2000/001813), ya que el
DNT desempefia un papel en la activacién del RA en ausencia de andrégenos (Sadar, M.D. 1999 J. Biol. Chem. 274,
7777-7783; Sadar MD et al 1999 Endocr Relat Cancer. 6, 487-502; Ueda et al 2002 J. Biol. Chem. 277, 7076-7085;
Ueda 2002 J. Biol. Chem. 277, 38087-38094; Blaszczyk et al 2004 Clin Cancer Res. 10, 1860-9; Dehm et al 2006 J
Biol Chem. 28, 27882-93; Gregory et al 2004 J Biol Chem. 279, 7119-30). EI DNT de RA es importante en la
progresion hormonal del cancer de préstata como se muestra mediante la aplicacién de moléculas sefiuelo (Quayle
et al 2007, Proc Natl Acad Sci EE.UU. 104,1331-1336).

Si bien la estructura cristalina se ha resuelto para el DUL del C-terminal del RA, esto no ha sido el caso para DNT
debido a su alta flexibilidad y trastorno intrinseco en solucién (Reid et al 2002 J. Biol. Chem. 277, 20079-20086),
obstaculizando asi los enfoques para el descubrimiento de farmacos de acoplamiento molecular virtual.

Satoh et al (2004 Food and Chemical Toxicology 42, 983-993) desvelan en un estudio en el contexto de seguridad
alimentaria que el éter diglicidilico del bisfenol A (EDGBA) y éter diglicidilico del bisfenol F (EDGBF) pueden tener
efectos anti-androgénicos.

Fehlberg et al (2002 Biochem. J. 362, 573-578) desvelan la actividad apoptética de EDGBA en células tumorales.
Sumario
La invencion se define por las reivindicaciones adjuntas.

La presente invencion se basa en parte en el descubrimiento fortuito de que compuestos descritos en la presente
memoria modulan la actividad del receptor de andrégenos (RA). Especificamente, los compuestos identificados en la
presente memoria, muestran la inhibicién de la transactivacién del dominio N-terminal (DNT) de RA, que puede ser
util para bloquear in vivo el crecimiento tumoral en presencia y ausencia de andrégenos. El descubrimiento fue
particularmente fortuito ya que la identificacion sistematica inicial de extractos de invertebrados marinos estaba
sometiéndose a ensayo para la inhibicién de la transactivacion de DNT de RA en al menos 50 % y se determin6 que
algunos de los compuestos identificados en esa identificacién sistematica inicial tenian un parecido estructural con
EDGBA (éter diglicidilico del bisfenol A). El parecido con EDGBA sugiere que estos compuestos tienen
probablemente un origen industrial y se bioacumulan por la esponja del agua de mar contaminada. Por consiguiente,
debido a las actividades conocidas para los compuestos de Edgba, es muy poco probable que los presentes
derivados de EDGBA se hayan identificado sistematicamente en el ensayo en cualquier otra circunstancia.

Los compuestos descritos en la presente memoria pueden usarse para usos de investigacion in vivo o in vitro (es
decir, no clinicos) para investigar los mecanismos de receptores huérfanos y nucleares (incluyendo los receptores
esteroideos, tales como el receptor de andrégenos). Ademas, estos compuestos se pueden usar individualmente o
como parte de un kit para la investigacion in vivo o in vitro para investigar las vias de transduccion de sefales y/o la
activacién de receptores huérfanos y nucleares que usan proteinas recombinantes, células mantenidas en cultivo y/o
modelos animales.

La presente invencion también se basa en parte en el sorprendente descubrimiento de que los compuestos descritos
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en la presente memoria también puede usarse para modular la actividad del receptor de andrégenos ya sea in vivo o
in vitro para tanto investigacion como para usos terapéuticos. Los compuestos se pueden usar en una cantidad
eficaz para que la actividad del receptor de androgenos pueda modularse. El receptor de andrégenos puede ser de
mamifero. Alternativamente, el receptor de andrégenos puede ser de un ser humano. En particular, los compuestos
pueden usarse para inhibir la transactivacién del dominio N-terminal (DNT) de RA. Los compuestos con actividad
moduladora se pueden usar ya sea en un modelo in vivo o in vitro para el estudio de al menos una de las siguientes
indicaciones: cancer de préstata, cancer de mama, cancer ovarico, cancer endometrial, pérdida de cabello, acné,
hirsutismo, quistes ovaricos, enfermedad del ovario poliquistico, pubertad precoz y degeneracién macular
relacionada con la edad. Ademas, los compuestos con actividad moduladora se pueden usar para el tratamiento de
al menos una de las siguientes indicaciones: cancer de prostata, cancer de mama, cancer ovarico, cancer
endometrial, pérdida de cabello, acné, hirsutismo, quistes ovaricos, enfermedad del ovario poliquistico, pubertad
precoz (testoxicosis) y degeneracién macular relacionada con la edad. La indicacién de tratamiento puede ser
cancer de préstata. El cancer de prostata puede ser un cancer de préstata independiente de andrégenos. El cancer
de prdstata puede ser un cancer de prostata dependiente de andrégenos.

De acuerdo con una realizacion, se proporciona un uso de un compuesto que tiene la siguiente estructura:

en la que:

X es CHyF, CH; Br, CHal, CH,OG o CH,OGOG’;

X' es H, CHs, CHzF, CH2CI, CH, Br, CHazl, CH,0J’, CH,0G o CH,0GOG’;

J, J’ y J”” son cada uno independientemente H;

L y L’ son cada uno independientemente O;

Qy Q' son cada uno independientemente O;

Z%/ Z’ son cada uno independientemente CH;

Ry R? son cada uno independientemente H, o un alquilo C4-C4o ramificado o no ramificado, sustituido o no
sustituido;

cada G y G’ es independientemente un alquilo C4-C4o ramificado, no ramificado o ciclico aromatico o ciclico no
aromatico, sustituido o no sustituido, saturado o no saturado; y

en el que el sustituyente opcional se selecciona entre el grupo que consiste en: oxo, OJ”’, COOH, R, OH, OR, F,
Cl, Br, I, NH2, NHR, NR2, CN, SH, SR, SO3zH, SO3R, SO2R, OSO3R y NO», en el que R es un alquilo C4-C4o no
sustituido;

para su uso como medicamento.

De acuerdo con otras realizaciones, se proporciona un uso de un compuesto seleccionado entre
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para su uso como medicamento.

Los compuestos descritos en la presente memoria pretenden incluir todas las mezclas racémicas y todos los
enantiomeros individuales o combinaciones de los mismos, estén o no representados en la presente memoria.

La célula de mamifero puede ser una célula humana. La actividad moduladora de RA puede destinarse para inhibir
la actividad del dominio N-terminal de RA. La actividad moduladora de RA puede destinarse para inhibir la actividad
del dominio N-terminal (DNT) de RA. La modulacién puede ser in vivo. La actividad moduladora de RA puede
destinarse para el tratamiento de al menos una indicacién seleccionada entre el grupo que consiste en: cancer de
préstata, cancer de mama, cancer de ovarios, cancer de endometrio, pérdida de cabello, acné, hirsutismo, quistes
ovaricos, enfermedad del ovario poliquistico, pubertad precoz y degeneracion macular relacionada con la edad. La
indicacion puede ser cancer de prostata. El cancer de préstata puede ser un cancer de prostata independiente de
andrégenos. El cancer de prostata puede ser un cancer de préstata dependiente de andrégenos.

De acuerdo con otra realizacion, se proporcionan compuestos que tienen estructuras representadas por la Férmula Il

Z\Z'
DR
-, g Z i ¥ )
X X
L—J L—J

I

en la que

X es CHal, CH2Br, CH2F, CH,OCH3, CH>O (isopropilo) o CH,OC2H4OC4Hoy;
X es CHzF, CH2Cl o CH>O (isopropilo);

cada J, J' y J”” es independientemente H;

cada L y L’ es independientemente O;

cada Qy Q’ es independientemente O;

cada Zy Z’ es independientemente CH;
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R’ y R? son cada uno independientemente H; o alquilo C1-C1o ramificado o no ramificado, sustituido o no

sustituido; y
cada G y G’ es independientemente un alquilo C1-C1o ramificado o no ramificado, ciclico no aromatico, sustituido

0 no sustituido, saturado; y

5 en el que el sustituyente opcional se selecciona entre el grupo que consiste en: oxo, OJ””’, COOH, R, OH, OR, F,
Cl, Br, I, NHz, NHR, NR2, CN, SH, SR, SO3H, SO3R, SO;R, OSO3R y NO,, en el que R es un alquilo C4-C 10 no
sustituido.

De acuerdo con otras realizaciones, se proporcionan los siguientes compuestos:
10

15
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De acuerdo con una realizacién adicional, se proporciona el compuesto

e ?Me

- ‘”“U‘W
- e M*'j\\ -

"OH

Los compuestos descritos en la presente memoria pretenden incluir todas las mezclas racémicas y todos los
enantiomeros individuales o combinaciones de los mismos, estén o no representados en la presente memoria.

De acuerdo con ofra realizacion, se proporciona una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de
acuerdo con uno cualquiera de los compuestos anteriores y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4
Figura 5

Figura 6

muestra que el extracto PNG01-185 bloqued la induccion de la actividad de AEP-luciferasa (AEP-
luc) por forskolina (FSK, 50 uM) y R1881 (1 nM).

es un diagrama de flujos que muestra el fraccionamiento de compuestos de PNG 01-185 para
identificar PNG 01-185-17-9.

muestra los efectos de las fracciones de PNG01-185-17 en la actividad de ARR3-luciferasa (ARR3-
luc). Las fracciones 17-3 y 17-8 causaron una inhibicion del 50 % de la actividad de ARR3-luc.
muestra que la fraccion PNG01-185-17-8 inhibio la actividad de DNT RA-Gal4-luc.

el derivado estructural, PNG01-185-17-9-2 (185-9-2) de PNG01-185-17-8 bloqueé FSK (50 uM)
(izquierda) y la interleucina-6 (IL-6, 50 ng/ml) (derecha) indujo la transactivacién de DNT de RA
mientras que la bicalutamida, anti-andrégeno (BIC 10 yM) no tuvo ningun efecto.

185-9-2 (5 pg/ml) inhibié la actividad transcripcional de RA en respuesta al ligando como se mide
usando la construccién del gen indicador de AEP(6,1kb)-luciferasa que contiene numerosos
elementos de respuesta a androgenos (ERAs) funcionales y bien caracterizados. La bicalutamida
(BIC, 10 yM) se incluyé como control positivo. 185-9-2 NO inhibe la actividad del elemento de
respuesta a progesterona (ERP)-indicador de luciferasa o elemento de respuesta a
glucocorticoides (ERG)-indicador de luciferasa en células LNCaP que fueron transfectadas con
vectores de expresion para el receptor de progesterona (RP) y el receptor de glucocorticoides (RG)

11
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Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18
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y sus construcciones de genes indicadores relevantes (ERP-luc o ERG-luc) y se expusieron a su
respectivo esteroide (10 nM, barras negras). Las barras blancas representan ausencia de
esteroides (control de etanol).

PNGO01-185-17-9-2 (185-9-2, 5 pg/ml) inhibié la expresion del gen de AEP endégeno (ARNm de
AEP) inducida por R1881 (1 nM) como se mide por QRT-PCR. Los niveles de ARNm de AEP se
normalizaron a niveles de ARNm de GADPH. EMN es la expresién media normalizada.

A. El andlisis ChlP mide el reclutamiento de RA con respecto a AEP-ERA en la region
potenciadora en células LNCaP tratadas durante 0, 3 h, 16 h con DHT con o sin 185-9-2 (B2, 10
ug/ml). B. Los niveles de proteina RA no se redujeron en los extractos de células enteras de
células tratadas durante 3 o 16 horas con 185-9-2 (B2). Analisis de membrana Western de los
niveles de RA usando un anticuerpo contra el receptor de andrégenos. Los niveles de proteina b-
actina se incluyen como control de carga.

RA en lisados de células enteras a partir de células LNCaP mantenidas in vitro durante 48 horas
con 185-9-2 (B2) en presencia o ausencia de DHT. Los resultados son de 3 experimentos distintos.
A. Analisis de membrana Western de los niveles de proteina RA en el citosol o en el nucleo en
células LNCaP pretratadas durante 1 hora con 185-9-2 (B2) o DMSO (control) antes de 15, 30, 60,
0 120 minutos de tratamiento con 10 nM de DHT. B. Microscopia de fluorescencia de las células
LNCaP transfectadas con RA-PVF pre-tratadas durante 1 hora con 185-9-2 (B2) o DMSO (control)
antes de la adicion de 10 nM de DHT y se incubaron durante un periodo adicional de 2 horas.
Interacciéon N/C. Las células CV1 se transfectaron con VP16-ARTAD, Gal4-ARLBD vy el indicador
Gal4-luciferasa y se trataron con R1881 mas o menos 185-9-2 (10 pg/ml) o bicalutamida (BIC, 10
UM) durante 24 h.

PNG01-185-17-9-2 (185-9-2) bloqued la proliferacion dependiente de andréogenos de células
LNCaP. Las células LNCaP se trataron con bicalutamida (BIC, 10 uM) o 185-9-2 (5 ug/ml) durante
1 h antes de la adicién de R1881 (0,1 nM). Se recolectaron las células y se midieron para la
incorporacion de BrdU después de 4 dias de tratamiento con andrégenos. p = 0,0001 entre 185-9-2
mas R1881 y tratadas solamente con R1881.

PNGO01-185-17-9-2 (185-9-2) NO bloquea la proliferacién de células PC3 (p <0,05, ensayo de t).
Las células se trataron con un vehiculo (DMSO) o 185-9-2 (5 pg/ml) durante 3 dias antes de la
recoleccién y la medicién de la incorporacion de BrdU. Las barras representan la media £+ EEM (n =
3 experimentos distintos con 5 replicados por experimento).

A. Fotografias de xenoinjertos de LNCaP recolectados representativos del dia 25 tras la 1°
inyeccion intratumoral (1.T.) de DMSO (vehiculo) o 185-9-2 en animales castrados. La barra negra
representa 10 mm. B. Curso temporal que muestra el volumen de xenoinjertos de LNCaP a lo largo
de la duracion del experimento. 185-9-2 redujo el tamafio de los tumores (n = 10) mientras que los
tumores tratados con DMSO continuaron creciendo (n = 9). El volumen tumoral en la primera
inyeccion se fij6 a 100 %. La linea continua representa animales tratados con DMSO vy la linea
discontinua representa tratados con 185-9-2 C. 185-9-2 no redujo el peso corporal. El peso
corporal se midi6 en el dia 0 y al final del experimento en el dia 25 en ratones portadores de
xenoinjertos de LNCaP que reciben un vehiculo o una molécula pequefia.

A. Curso temporal que compara la inyeccion intravenosa (1.V.) de 185-9-2 (B2) frente a la inyeccion
intratumoral (1.T.) de 185-9-2 y EDGBA.2HCI (B3, inyeccion I.T. de 20 mg/kg de peso corporal cada
5 dias, n = 3 para cada grupo) en el volumen de xenoinjertos de LNCaP a lo largo de la duracién
de los experimentos. 185-9-2 (B2) y EDGBA.2HCI (B3) redujeron el tamafio de los tumores
mientras que los tumores tratados con DMSO continuaron creciendo. El volumen tumoral en la
primera inyeccion se fij6 a 100 %. B. Fotografias de xenoinjertos de LNCaP recolectados
representativos de los animales inyectados por via intravenosa con control (vehiculo DMSO) o 185-
9-2 (50 mg/kg de peso corporal cada dos dias) en animales castrados 2 dias después de la ultima
inyeccion. La barra negra representa 10 mm. Tincion de secciones del tumor mostrado con TUNEL
como una indicacién de apoptosis o Ki67 como un marcador de proliferacion. C. La inyeccién
intravenosa (1.V.) de 185-9-2 no redujo el peso corporal.

Histologia de los érganos principales recolectados de animales inyectados 1.V. (véase la Figura 15)
con 185-9-2 (50 mg/kg de peso corporal) cada dos dias para un total de 5 inyecciones. Los
xenoinjertos se recolectaron 2 dias después de la ultima inyeccion |.V. y se tifieron con H y E.
DMSO es el vehiculo de control que también se administrd por 1.V.

In vivo, 185-9-2 no reduce los niveles de la proteina RA. A. Los xenoinjertos se recolectaron de los
animales inyectados 1.V. 185-9-2 o0 DMSO (véase la Figura 15) y las secciones se tifieron para RA
usando un anticuerpo monoclonal contra DNT. B. Analisis de membrana de Western de los niveles
de la proteina RA en lisados de células enteras preparadas a partir de xenoinjertos recolectados en
el dia 25 de animales inyectados I.T. con 185-9-2 (véase la Figura 14). El carril 1 y 2 son
xenoinjertos de 2 animales diferentes tratados con DMSO (control 1 y 2). El carril 3 y 4 son
xenoinjertos de 2 animales diferentes tratados con 185-9-2 (B2-1 y B2-2). Las membranas también
se tifieron para citoqueratina 18, un marcador de células epiteliales.

ilustra que 185-9-2 disminuyd los niveles de la proteina del factor de crecimiento vascular
endotelial (FCVE) en xenoinjertos de LNCaP recolectadas en el dia 25 a partir de huéspedes
castrados. El FCVE es un importante factor de crecimiento implicado en la angiogénesis. La
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columna de la izquierda muestra la tinciéon de un xenoinjerto tratado con un vehiculo de control.

Figura 19 A. Fotografias de xenoinjertos de PC3 recolectados representativos del dia 25 después de la 1°
inyeccion intratumoral (1.T.) de DMSO (vehiculo) o 185-9-2 (20 mg/kg de peso corporal) en los
animales no castrados. La barra negra representa 10 mm. B. PNGO01-185-017-9-2 tuvo un
pequefio efecto sobre el crecimiento del tumor de PC3, pero no redujo la carga tumoral. El curso
temporal muestra el volumen de xenoinjertos de PC3 a lo largo de la duracion del experimento. El
volumen tumoral en la primera inyeccién se fijé a 100 %. La linea continua representa animales
tratados con DMSO vy la linea discontinua representa animales tratados con 185-9-2. C. 185-9-2 no
redujo el peso corporal. El peso corporal se midié en el dia 0 y al final del experimento en el dia 25
en ratones portadores de xenoinjertos de PC3 que reciben un vehiculo o una molécula pequefia.

Figura 20 El éster de glicina de EDGBA.HCL.H20O (A) se someti6 a ensayo en células LNCaP transfectadas
con un vector de expresion para la proteina quimera Gal4DUA-AR1.s5s con un gen indicador que
contiene el sitio de unidon a Gal4d como elementos que actuan en cis (p5xGal4UAS-TATA-
luciferasa) (B). El éster de glicina, Gly-B2-HCI de 185-9-2 (25 uM) bloqued la transactivacion
inducida por IL-6 (50 ng/ml) del DNT de RA.

Descripcion detallada

Como se usa en la presente memoria, la expresion "alquilo Cx-C," se usa como entiende normalmente un experto en
la materia y a menudo se refiere a una entidad quimica que tiene un esqueleto de carbono o cadena principal de
carbono que comprende un numero de x a y (con todos los numeros enteros individuales dentro del intervalo
incluido, incluyendo numeros enteros x e y) de atomos de carbono. Por ejemplo, un "alquilo C4-C1o" es una entidad
quimica que tiene 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9 0 10 atomos de carbono en su esqueleto de carbono o cadena principal.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "alquilo Cx-Cy ciclico" se usa como entiende normalmente un
experto en la materia y a menudo se refiere a un compuesto o a una entidad quimica en el que al menos una porcioén
del esqueleto de carbono o cadena principal de la entidad quimica se une de manera tal a fin de formar un "bucle",
un circulo o un anillo de &tomos que se unen entre si. Los atomos no tienen que unirse todos directamente entre si,
sino mas bien pueden unirse directamente a tan solo otros dos atomos en el "bucle". Los ejemplos no limitantes de
alquilos ciclicos incluyen benceno, tolueno, ciclopentano, bisfenol y 1-cloro-3-etilciclohexano.

Como se usa en la presente memoria, el término "ramificado" se usa como entiende normalmente un experto en la
materia y a menudo se refiere a una entidad quimica que comprende un esqueleto o cadena principal que se separa
en mas de una cadena contigua. Las porciones del esqueleto o cadena principal que se separan en mas de una
direccidén pueden ser lineales, ciclicas o cualquier combinacion de las mismas. Los ejemplos no limitantes de un
alquilo ramificado son terc-butilo e isopropilo.

Como se usa en la presente memoria, la expresiéon "no ramificado" se usa como entiende normalmente un experto
en la materia y a menudo se refiere a una entidad quimica que comprende un esqueleto o cadena principal que no
se separa en mas de una cadena contigua. Los ejemplos no limitantes de alquilos no ramificados son metilo, etilo, n-
propilo, y n-butilo.

Como se usa en la presente memoria, el término "sustituido" se usa como entiende normalmente un experto en la
materia y a menudo se refiere a una entidad quimica que tiene un grupo quimico reemplazado con un grupo quimico
diferente que contiene uno o mas heteroatomos. A menos que se especifique lo contrario, un alquilo sustituido es un
alquilo en el que uno o mas atomos de hidrogenos esté/estan sustituidos con uno o mas atomos que no es/no son
hidrégenos. Por ejemplo, clorometilo es un ejemplo no limitante de un alquilo sustituido, mas particularmente un
ejemplo de un metilo sustituido. Aminoetil es otro ejemplo no limitante de un alquilo sustituido, mas particularmente,
es un etilo sustituido.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "no sustituido" se usa como entiende normalmente un experto en
la materia y a menudo se refiere a una entidad quimica que es un hidrocarburo y/o no contiene un heteroatomo. Los
ejemplos no limitantes de alquilos no sustituidos incluyen metilo, etilo, terc-butilo y pentilo.

Como se usa en la presente memoria, el término "saturado", cuando se refiere a una entidad quimica, se usa como
entiende normalmente un experto en la materia y a menudo se refiere a una entidad quimica que comprende solo
enlaces simples. Ejemplos no limitantes de entidades quimicas saturadas incluyen etano, terc-butilo, y N*Ha.

Como se usa en la presente memoria, alquilo C4-C1o puede incluir, por ejemplo, y sin limitacion, alquilo C4-C1o
saturado, alquenilo C2-C1o y alquinilo C2-C+o. Los ejemplos no limitantes de alquilo C4-C1g saturado pueden incluir
metilo, etilo, n-propilo, i-propilo, sec-propilo, n-butilo, i-butilo, sec-butilo, t-butilo, n-pentilo, i-pentilo, sec-pentilo, t-
pentilo, n-hexilo, i-hexilo, 1,2-dimetilpropilo, 2-etilpropilo, 1-metil-2-etilpropilo, 1-etil-2-metilpropilo, 1,1,2-
trimetilpropilo, 1,1,2-trietilpropilo, 1,1-dimetilbutilo, 2,2-dimetilbutilo, 2-etilbutilo, 1,3-dimetilbutilo, 2-metilpentilo, 3-
metilpentilo, sec-hexilo, t-hexilo, n-heptilo, i-heptilo, sec-heptilo, t-heptilo, n-octilo, i-octilo, sec-octilo, t-octilo, n-nonilo,
i-nonilo, sec-nonilo, t-nonilo, n-decilo, i-decilo, sec-decilo y t-decilo. Los ejemplos no limitantes de alquenilo C,-C1o
pueden incluir vinilo, alilo, isopropenilo, 1-propeno-2-ilo, 1-buteno-1-ilo, 1-buteno-2-ilo, 1-buteno-3-il, 2-buteno-1-ilo,
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2-buteno-2-ilo, octenilo y decenilo. Los ejemplos no limitantes de alquinilo C,-C1o pueden incluir etinilo, propinilo,
butinilo, pentinilo, hexinilo, heptinilo, octinilo, noninilo y decinilo. Alquilo C1-C1o saturado, alquenilo C»-C+ 0 alquinilo
C,-C10 puede ser, por ejemplo, y sin limitacién, interrumpido por uno o mas heteroatomos que son
independientemente nitrégeno, azufre u oxigeno.

Como se usa en la presente memoria, alquilo C3-C1q ciclico puede incluir, por ejemplo, y sin limitacion, cicloalquilo
C3-C1o saturado, cicloalquenilo C3-C1g, cicloalquinilo C3-C1o, arilo Ce.1o, arilo Ce.g-alquilo C1.4, arilo Ceg-alquenilo Cs.4,
arilo Ces-alquinilo Cz4, un grupo heterociclico no aromatico de 4 a 10 miembros que contiene uno o mas
heteroatomos que son independientemente nitrégeno, azufre u oxigeno, y un grupo heterociclico aromatico de 5 a
10 miembros que contiene uno o mas heteroatomos que son independientemente nitrégeno, azufre u oxigeno. Los
ejemplos no limitantes del grupo cicloalquilo C3-Cio saturado pueden incluir ciclopropanilo, ciclobutanilo,
ciclopentanilo, ciclohexanilo, cicloheptanilo, ciclooctanilo, ciclononanilo y ciclodecanilo. Los ejemplos no limitantes
del grupo cicloalquenilo Cs-Cio pueden incluir ciclopropenilo, ciclobutenilo, ciclopentenilo, ciclohexenilo,
cicloheptenilo, ciclooctenilo, ciclononanenilo y ciclodecanenilo. Los ejemplos no limitantes del grupo arilo Cs-C1o
pueden incluir fenilo (Ph), pentalenilo, indenilo, naftilo y azulenilo. El grupo arilo Cs.g-alquilo C1.4 puede ser, por
ejemplo, y sin limitacién, un grupo alquilo C1.4 como se define en cualquier parte de arriba que tiene un grupo arilo
Ce9 como se define en cualquier parte de arriba como un sustituyente. El grupo arilo Cs.g-alquenilo C,.4 puede ser,
por ejemplo, y sin limitacion, un alquenilo C>4 como se define en cualquier parte de arriba que tiene un grupo arilo
Ce.s como se define en cualquier parte de arriba como un sustituyente. El grupo arilo Cs.s-alquinilo C».4 puede ser,
por ejemplo, y sin limitacién, un grupo alquinilo C>.4 como se define en cualquier parte de arriba que tiene un grupo
arilo Ce.s como se define en cualquier parte de arriba como un sustituyente. Los ejemplos no limitantes del grupo
heterociclico no aromatico de 4 a 10 miembros que contiene uno o mas heteroatomos que son independientemente
nitrégeno, azufre u oxigeno pueden incluir pirrolidinilo, pirrolinilo, piperidinilo, piperazinilo, imidazolinilo, pirazolidinilo,
imidazolidinilo, morfolinilo, tetrahidropiranilo, azetidinilo, oxetanilo, oxatiolanilo, ftalimida y succinimida. Los ejemplos
no limitantes del grupo heterociclico aromatico de 5 a 10 miembros que contiene uno o mas heteroatomos que son
independientemente nitrégeno, azufre u oxigeno pueden incluir pirrolilo, piridinilo, piridazinilo, pirimidinilo, pirazinilo,
imidazolilo, tiazolilo y oxazolilo.

Cada uno de alquilo C4-Cqo y alquilo Cs-Cqo ciclico puede estar no sustituido o sustituido con uno o mas
sustituyentes seleccionados independientemente entre el grupo que consiste en: oxo (=0), OJ”, COOH, R, OH, O,
F, Cl, Br, I, NH2, NHR, NR2, CN, SH, SR, SO3H, SO3R, SO2R, OSO3R y NO2, en el que R es un alquilo C1-C1 no
sustituido Ademas, uno o mas sustituyentes pueden seleccionarse independientemente entre el grupo que consiste
en: oxo (=0), OJ”, COOH, OH, F, CI, Br, I, NHz, SH, SOsH y NO,. Ademas, uno o mas sustituyentes pueden
seleccionarse independientemente entre el grupo que consiste en: oxo (=0), OJ””, COOH, OH, F, CI, Br e I. Ademas,
uno o mas sustituyentes pueden seleccionarse independientemente entre el grupo que consiste en: oxo (=0), OH, F,
Cl, Br e I. Ademas, uno o mas sustituyentes pueden seleccionarse independientemente entre el grupo que consiste
en: oxo (=0) y OH. Ademés, R puede ser un alquilo C+4-Cs no sustituido. Cada uno de alquilo C1-C1g y alquilo Cs-C1o
ciclico puede estar sustituido con, por ejemplo, y sin limitacion, 1, 2, 3, 4, 5, o 6 sustituyentes.

13 g 22

(en lo sucesivo puede referirse como "un punto de enlace de fijacion") significa un enlace que es un punto de fijacion
entre dos entidades quimicas, una de las cuales se representa por estar unida al punto de enlace de fijacion y la otra
de las cuales no se representa por estar unida al punto de enlace de fijacion. Por ejemplo,

i

indica que la entidad quimica "XY" se une a otra entidad quimica por medio del punto de enlace de fijacion. Ademas,
el punto especifico de fijacion a la entidad quimica no representada puede especificarse por inferencia. Por ejemplo,

el Cor pUeStO CI I}-I{ ,en el que R es I I (o]
(13 é 2

Como se usa en la presente memoria, el simbolo
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infiere que cuando R® es "XY", el punto de enlace de fijacion es el mismo enlace que el enlace mediante el cual R?
se representa como que esta unido a CHs.

Como se usa en la presente memoria, el término "resto" se refiere a un resto que se presenta en la siguiente Tabla
1.
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Los restos pueden ser, por ejemplo, y sin limitacidn, subdivididos en tres grupos: 1) restos basados en aminoacidos;
2) restos basados en polietilenglicol; y 3) restos basados en fosfato. En Restos de la Tabla 1 anterior, los cuatro
primeros restos son restos basados en aminoacidos, el quinto y sexto son restos basados en polietilenglicol y los
restos restantes son restos basados en fosfato.

Las cadenas laterales de aminoacidos de aminoacidos de origen natural (como a menudo se indican en la presente
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memoria usando "(aa)") son bien conocidas por un experto en la materia y se pueden encontrar en varios libros de
texto, tales como "Molecular Cell Biology" de James Darnell et al. Tercera Edicién, publicado por Scientific American
Books en 1995. A menudo, los aminoacidos de origen natural se representan por la formula (NH2)C(COOH)(H)(R),
en la que los grupos quimicos entre paréntesis estan cada uno unidos al carbono que no esta entre paréntesis. R
representa las cadenas laterales de esta férmula particular.

Los expertos en la materia apreciaran que el punto de fijacion covalente del resto a los compuestos como se
describe en la presente memoria pueda, por ejemplo, y sin limitacién, escindirse en condiciones especificadas. Las
condiciones especificadas pueden incluir, por ejemplo, y sin limitacién, medios enzimaticos o no enzimaticos in vivo.
Puede producirse una escisién del resto, por ejemplo, y sin limitacién, de manera espontanea, o puede ser
catalizada, inducida por otro agente, o un cambio en un parametro fisico o pardmetro ambiental, por ejemplo, una
enzima, luz, acido, temperatura o pH. El resto puede ser, por ejemplo, y sin limitaciéon, un grupo protector que actua
para enmascarar un grupo funcional, un grupo que actia como un sustrato para uno o mas mecanismos de
transporte activo o pasivo, o un grupo que actua para impartir o potenciar una propiedad del compuesto, por
ejemplo, solubilidad, biodisponibilidad o localizacién.

Los siguientes compuestos de la Tabla 2 se desvelan adicionalmente:
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Los métodos de preparacion o sintetizacion de compuestos de la presente invencion también pueden ser entendidos
por un experto en la materia teniendo como referencia los principios de sintesis quimica conocidos. Por ejemplo,
Auzou et al 1974 European Journal of Medicinal Chemistry 9(5), 548-554 describen los procedimientos sintéticos
adecuados que pueden ser considerados y adaptados adecuadamente para preparar compuestos de Foérmula | o
Formula Il. Otras referencias que pueden ser Utiles en la preparaciéon de compuestos de Férmula | o Férmula |l
incluyen: Debasish Das, Jyh-Fu Lee y Soofin Cheng "Sulfonic acid functionalized mesoporous MCM-41 silica as a
convenient catalyst for Bisphenol-A synthesis" Chemical Communications, (2001) 2178-2179; patente de Estados
Unidos n.° 2571217 Davis, Orris L.; Knight, Horace S.; Skinner, John R. (Shell Development Co.) "Halohydrin ethers
of phenols". (1951); y Rokicki, G.; Pawlicki, J.; Kuran, W. "Reactions of 4-chloromethyl-1,3- dioxolan-2-one with
phenols as a new route to polyols and cyclic carbonates." Journal fuer Praktische Chemie (Leipzig) (1985) 327, 718-
722.
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La preparacion quimica de los compuestos de Formula | y Férmula Il se describe a continuaciéon en los Ejemplos y
por el siguiente esquema sintético a modo de ejemplo no limitante.
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En el esquema anterior, R y R' puede ser, por ejemplo, y sin limitacion, independientemente seleccionado entre el
grupo que consiste en H, Me o alquilo.

Los compuestos que caen dentro del alcance de las reivindicaciones se pueden preparar mediante la siguiente
10  reaccién a modo de ejemplo.
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Un experto en la materia sera capaz de modificar los enfoques sintéticos descritos en la presente memoria, en
combinacién o no en combinacién con las técnicas de aislamiento descritas en la presente memoria para preparar
los compuestos de Férmula | y Férmula 1.

En algunas realizaciones, los compuestos de Férmula | o Formula Il anteriores se pueden usar para el tratamiento
sistémico de al menos una indicacion seleccionada entre el grupo que consiste en: cancer de préstata, cancer de
mama, cancer de ovarios, cancer de endometrio, pérdida de cabello, acné, hirsutismo, quistes ovaricos, enfermedad
del ovario poliquistico, pubertad precoz y degeneracion macular relacionada con la edad. En algunas realizaciones,
los compuestos de Formula | o Férmula Il se pueden usar en la preparacion de un medicamento o una composicion
para el tratamiento sistémico de una indicacion descrita en la presente memoria. En algunas realizaciones, también
se proporcionan métodos de tratamiento sistematico de cualquiera de las indicaciones descritas en la presente
memoria.

Los compuestos descritos en la presente memoria pueden estar en forma libre o en forma de una sal de los mismos.
En alguna realizacién, los compuestos descritos en la presente memoria pueden estar en forma de una sal
farmacéuticamente aceptable, que es conocida en la materia (Berge et al., J. Pharm. Sci. 1977, 66, 1). La sal
farmacéuticamente aceptable como se usa en la presente memoria incluye, por ejemplo, sales que tienen la
actividad farmacoldgica deseada del compuesto original (sales que retienen la eficacia y/o propiedades bioldgicas
del compuesto original y que no son biolégicamente y/o indeseables). Los compuestos descritos en la presente
memoria que tienen uno o mas grupos funcionales capaces de formar una sal pueden ser, por ejemplo, formados
como una sal farmacéuticamente aceptable. Los compuestos que contienen uno o mas grupos funcionales basicos
pueden ser capaces de formar una sal farmacéuticamente aceptable con, por ejemplo, un acido organico o
inorganico farmacéuticamente aceptable. Las sales farmacéuticamente aceptables se pueden derivar de, por
ejemplo, y sin limitacién, acido acético, acido adipico, acido alginico, acido aspartico, acido ascoérbico, acido
benzoico, acido bencenosulfénico, &acido butirico, &acido cinamico, acido citrico, acido canférico, acido
canforsulfonico, acido ciclopentanopropionico, acido dietilacético, acido digluconico, acido dodecilsulfénico, acido
etanosulfonico, acido férmico, acido fumarico, acido glucoheptanoico, acido glucénico, acido glicerofosforico, acido
glicdlico, acido hemisulfonico, acido heptanoico, acido hexanoico, acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido
yodhidrico, acido 2-hidroxietanosulfénico, acido isonicotinico, acido lactico, acido malico, acido maleico, acido
malonico, acido mandélico, acido metanosulfénico, acido 2-naftalenosulfonico, acido naftalenodisulfonico, acido p-
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toluensulfénico, acido nicotinico, acido nitrico, acido oxalico, acido pamoico, acido pectinico, acido 3-fenilpropidnico,
acido fosférico, acido picrico, acido pimélico, acido pivalico, acido propidnico, acido pirdvico, acido salicilico, acido
succinico, acido sulfurico, acido sulfamico, acido tartarico, acido tiocianico o acido undecanoico. Los compuestos
que contienen uno o mas grupos funcionales acidos pueden ser capaces de formar sales farmacéuticamente
aceptables con una base farmacéuticamente aceptable, por ejemplo, y sin limitacion, bases inorganicas basadas en
metales alcalinos o metales alcalinotérreos o bases organicas, tales como compuestos de amina primaria,
compuestos de amina secundaria, compuestos de amina terciaria, compuestos de amina cuaternaria, aminas
sustituidas, aminas sustituidas de origen natural, aminas ciclicas o resinas basicas de intercambio i6nico. Las sales
farmacéuticamente aceptables se pueden derivar de, por ejemplo, y sin limitacion, un hidréxido, carbonato o
bicarbonato de un catién metdlico farmacéuticamente aceptable, tal como amonio, sodio, potasio, litio, calcio,
magnesio, hierro, cinc, cobre, manganeso o aluminio, amoniaco, benzatina, meglumina, metilamina, dimetilamina,
trimetilamina, etilamina, dietilamina, trietlamina, isopropilamina, tripropilamina, tributilamina, etanolamina,
dietanolamina, 2-dimetilaminoetanol, 2-dietilaminoetanol, diciclohexilamina, lisina, arginina, histidina, cafeina,
hidrabamina, colina, betaina, etilendiamina, glucosamina, glucamina, metilglucamina, teobromina, purinas,
piperazina, piperidina, procaina, N-etilpiperidina, teobromina, compuestos de tetrametilamonio, compuestos de
tetraetilamonio, piridina, N,N-dimetilanilina, N-metilpiperidina, morfolina, N-metilmorfolina, N-etilmorfolina,
diciclohexilamina, dibencilamina, N,N-dibencilfenetilamina, 1-efenamina, N,N'-dibenciletilendiamina o resinas de
poliamina. En algunas realizaciones, los compuestos descritos en la presente memoria pueden contener grupos
tanto acidos como basicos y pueden estar en forma de sales internas o iones bipolares, por ejemplo, y sin limitacion,
betainas. Las sales descritas en la presente memoria pueden prepararse por procesos convencionales conocidos
por un experto en la materia, por ejemplo, y sin limitacién, por reaccion de la forma libre con un acido organico o un
acido inorganico o base, o mediante intercambio aniénico o intercambio catiénico de otras sales. Los expertos en la
técnica apreciaran que la preparacion de las sales puede producirse in situ durante el aislamiento y purificacién de
los compuestos o la preparacion de sales puede ocurrir haciendo reaccionar por separado un compuesto aislado y
purificado.

En algunas realizaciones, los compuestos y todas las formas diferentes de los mismos (p. €j., formas libres, sales,
polimorfos, formas isoméricas) descritos en la presente memoria pueden estar en la forma de adicion de disolvente,
por ejemplo, solvatos. Los solvatos contienen cantidades estequiométricas o no estequiométricas de un disolvente,
en asociacion fisica del compuesto o sal del mismo. El disolvente puede ser, por ejemplo, y sin limitacion, un
disolvente farmacéuticamente aceptable. Por ejemplo, se forman hidratos cuando el disolvente es agua o se forman
alcoholatos cuando el disolvente es un alcohol.

En algunas realizaciones, los compuestos y todas las formas diferentes de los mismos (p. €j., formas libres, sales,
solvatos, formas isoméricas) descritos en la presente memoria pueden incluir formas cristalinas y amorfas, por
ejemplo, polimorfos, pseudopolimorfos, polimorfos conformacionales, formas amorfas, o una combinacién de los
mismos. Los polimorfos incluyen las diferentes disposiciones de empaquetamiento cristalino de la misma
composicion elemental de un compuesto. Los polimorfos tienen normalmente diferentes patrones de difraccion de
rayos X, espectros infrarrojos, puntos de fusion, densidad, dureza, forma cristalina, propiedades opticas y eléctricas,
estabilidad y/o solubilidad. Los expertos en la materia apreciaran que varios factores, incluyendo disolvente de
recristalizacion, velocidad de cristalizacion y temperatura de almacenamiento pueden causar una forma de cristal
Unica a dominar.

En algunas realizaciones, los compuestos y todas las formas diferentes de los mismos (p. ej., formas libres, sales,
solvatos, polimorfos) descritos en la presente memoria incluyen los isémeros, tales como isémeros geométricos,
isbmeros O6pticos basados en carbono asimétrico, estereoisomeros, tautdmeros, enantidmeros individuales,
diasteredmeros individuales, racematos, mezclas diastereoméricas y combinaciones de los mismos, y no estan
limitados por la descripcion de la formula ilustrada en aras de la conveniencia.

En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invencion pueden
comprender una sal de tal compuesto, preferentemente una sal farmacéutica o fisiolégicamente aceptable. Las
preparaciones farmacéuticas comprenderan normalmente uno o mas portadores, excipientes o diluyentes
aceptables para el modo de administracion de la preparacion, ya sea por inyeccién, inhalacion, administracion
tépica, lavado u otros modos adecuados para el tratamiento seleccionado. Los portadores, excipientes o diluyentes
adecuados son los conocidos en la materia para su uso en tales modos de administracion.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas se pueden formular por medios conocidos en la materia y su modo de
administracion y dosis se determina por el profesional capacitado. Para la administracion parenteral, un compuesto
se puede disolver en agua estéril o solucion salina o un vehiculo farmacéuticamente aceptable usado para la
administracion de compuestos no solubles en agua, tales como los usados para la vitamina K. Para la administracion
enteral, el compuesto puede administrarse en un comprimido, capsula o disolverse en forma liquida. El comprimido o
capsula puede ser un recubrimiento entérico, o en una formulaciéon para la liberacion sostenida. Muchas
formulaciones adecuadas son conocidas, incluyendo, microparticulas poliméricas o de proteinas que encapsulan un
compuesto para ser liberado, pomadas, pastas, geles, hidrogeles o soluciones que se pueden usar por via topica o
localmente para administrar un compuesto. Un parche de liberacidon sostenida o implante se puede emplear para
proporcionar una liberacién durante un periodo prolongado de tiempo. Muchas técnicas conocidas por un experto en
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la materia se describen en Remington: the Science & Practice of Pharmacy por Alfonso Gennaro, 202 ed, Lippencott
Williams & Wilkins, (2000). Las formulaciones para administracion parenteral pueden, por ejemplo, contener
excipientes, polialquilenglicoles, tales como polietilenglicol, aceites de origen vegetal o naftalenos hidrogenados. El
polimero lactida biocompatible biodegradable, copolimero lactida/glicdlido o copolimeros de polioxietileno-
polioxipropileno pueden usarse para controlar la liberacién de los compuestos. Otros sistemas de administracion
parenteral potencialmente utiles para compuestos moduladores incluyen particulas de copolimero de
etilenvinilacetato, bombas osmdticas, sistemas de infusiéon implantables y liposomas. Las formulaciones para
inhalacién pueden contener excipientes, por ejemplo, lactosa o pueden ser soluciones acuosas que contienen, por
ejemplo, éter de polioxietileno-9-laurilo, glicocolato y desoxicolato o pueden ser soluciones oleosas para la
administracion en forma de gotas nasales o como un gel.

Los compuestos o composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invencion o para su uso en la presente
invencion se pueden administrar por medio de un dispositivo médico o un aparato, tal como un implante, injerto,
prétesis, protesis endovascular (stent), etc. Asimismo, los implantes se pueden disefiar para tener por objeto
contener y liberar tales compuestos o composiciones. Un ejemplo podria ser un implante fabricado de un material
polimérico adaptado para liberar el compuesto durante un periodo de tiempo.

Una "cantidad eficaz" de una composicion farmacéutica de acuerdo con la invencién incluye una cantidad
terapéuticamente eficaz o una cantidad profilacticamente eficaz. Una "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a
una cantidad eficaz en dosificaciones y durante periodos de tiempo necesarios para conseguir el resultado
terapéutico deseado, tal como la reduccion del tamafio del tumor, aumento de la esperanza de vida o aumento de la
expectativa de vida. Una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto puede variar de acuerdo con factores,
tales como el estado patolégico, edad, sexo, y peso del sujeto, y la capacidad del compuesto para provocar una
respuesta deseada en el sujeto. Los regimenes de dosificacion pueden ajustarse para proporcionar la respuesta
terapéutica optima. Una cantidad terapéuticamente eficaz también es una en la que cualquier efecto téxico o
perjudicial del compuesto es superado por los efectos terapéuticamente beneficiosos. Una "cantidad
profilacticamente eficaz" se refiere a una cantidad eficaz en dosificaciones y durante periodos de tiempo necesarios
para lograr el resultado profilactico deseado, tal como tumores mas pequefios, aumento de la esperanza de vida,
aumento de la expectativa de vida o prevencion de la progresion del cancer de prostata a una forma independiente
de androgenos. Normalmente, una dosis profilactica se usa en sujetos antes o en un estadio anterior de la
enfermedad, de modo que una cantidad profilacticamente eficaz pueda ser menor que una cantidad
terapéuticamente eficaz.

Cabe destacar que los valores de dosificacion pueden variar con la gravedad de la afeccion a aliviar. Para cualquier
sujeto particular, los regimenes de dosificacion especificos pueden ser ajustados en el tiempo de acuerdo con la
necesidad individual y el juicio profesional de la persona que administra o supervisa la administracion de las
composiciones. Los intervalos de dosificacion expuestos en la presente memoria son solamente a modo de ejemplo
y no limitan los intervalos de dosificacion que pueden seleccionarse por los profesionales sanitarios. La cantidad de
compuesto activo o compuestos activos en la composicion puede variar de acuerdo con factores, tales como el
estado patoldgico, edad, sexo y peso del sujeto. Los regimenes de dosificacion pueden ajustarse para proporcionar
la respuesta terapéutica dptima. Por ejemplo, se puede administrar un unico bolo, se puede administrar varias dosis
divididas con el tiempo o la dosis puede reducirse 0 aumentarse proporcionalmente segun lo indiquen las exigencias
de la situacion terapéutica. Puede ser ventajoso formular composiciones parenterales en forma de dosificacion
unitaria para facilidad de administracion y uniformidad de dosificacion.

En algunas realizaciones, los compuestos y todas las formas diferentes de los mismos como se describe en la
presente memoria pueden usarse, por ejemplo, y sin limitaciéon, en combinaciéon con otros métodos de tratamiento
para al menos una indicacién seleccionada entre el grupo que consiste en: cancer de prostata, cancer de mama,
cancer de ovarios, cancer de endometrio, pérdida de cabello, acné, hirsutismo, quistes ovaricos, enfermedad del
ovario poliquistico, pubertad precoz y degeneraciéon macular relacionada con la edad. Por ejemplo, los compuestos y
todas sus formas diferentes como se describe en la presente memoria se pueden usar como neoadyuvante (antes),
auxiliar (durante) y/o adyuvante (después) de la terapia con cirugia, radiacién (braquiterapia o haz externo) u otras
terapias (p. €j., HIFU).

En general, los compuestos de la invencion deben ser usados sin causar toxicidad sustancial. La toxicidad de los
compuestos de la invencion se puede determinar usando técnicas convencionales, por ejemplo, mediante el ensayo
en cultivos celulares o animales de experimentacion y determinacion del indice terapéutico, es decir, la relacién
entre la DL50 (la dosis letal para el 50 % de la poblacién) y la DL100 (la dosis letal para el 100 % de la poblacion).
No obstante, en algunas circunstancias, tales como en condiciones de enfermedad graves, puede ser necesario
administrar excesos sustanciales de las composiciones. Algunos compuestos de la presente invencidon pueden ser
téxicos en algunas concentraciones. Los estudios de titulacion se pueden usar para determinar las concentraciones
téxicas y no toxicas. La toxicidad puede evaluarse examinando la especificidad de una composicién o compuesto
particular a través de las estirpes celulares usando células PC3 como control negativo que no expresa RA. Los
estudios en animales se pueden usar para proporcionar una indicacion de si el compuesto tiene cualquier efecto en
otros tejidos. La terapia sistémica que se dirige a RA es probable que no cause grandes problemas a otros tejidos ya
que los anti-andrégenos y el sindrome de insensibilidad a los andrégenos no son fatales.
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Los compuestos descritos en la presente memoria se pueden administrar a un sujeto. Como se usa en la presente
memoria, un "sujeto” puede ser un ser humano, primate no humano, rata, ratén, vaca, caballo, cerdo, oveja, cabra,
perro, gato, etc. El sujeto puede ser sospechoso de tener o corre el riesgo de tener un céncer, tal como cancer de
préstata, cancer de mama, cancer de ovarios o cancer de endometrio, o se sospecha que tiene o corre el riesgo de
tener acné, hirsutismo, alopecia, hiperplasia prostatica benigna, quistes ovaricos, enfermedad del ovario poliquistico,
pubertad precoz o degeneracion macular relacionada con la edad. Métodos de diagnoéstico para varios tipos de
cancer, como el cancer de préstata, cancer de mama, cancer de ovarios o cancer de endometrio y métodos de
diagnostico para el acné, hirsutismo, alopecia, hiperplasia prostatica benigna, quistes ovaricos, enfermedad del
ovario poliquistico, pubertad precoz o degeneracion macular relacionada con la edad y la delineaciéon clinica de
cancer, como el cancer de préstata, cancer de mama, cancer de ovario o cancer de endometrio, los diagndsticos y la
delineacion clinica de acné, hirsutismo, alopecia, hiperplasia prostatica benigna, quistes ovaricos, enfermedad del
ovario poliquistico, pubertad precoz o degeneracion macular relacionada con la edad son conocidos por los expertos
en la materia.

Definiciones usadas incluyen la activacion dependiente del ligando del receptor de andrégenos (RA) por los
andrégenos, tales como dihidrotestosterona (DHT) o andrégeno sintético (R1881) usado para fines de investigacion.
La activacion independiente del ligando del RA se refiere a la transactivacion del RA en ausencia de andrégenos
(ligando), por ejemplo, por estimulacién de la via dependiente de la proteina quinasa (PKA) de AMPc con forskolina
(FSK). Algunos compuestos y composiciones de la presente invencidon pueden inhibir la induccién de tanto FSK
como R1881 de ERA-luciferasa (ERA-luc) (véase el Ejemplo 1). Tales compuestos pueden bloquear un mecanismo
que es comun tanto para la activacion dependiente del ligando como independiente del ligando del RA. Esto podria
implicar cualquier etapa en la activacion de RA incluyendo la disociacién de las proteinas de choque térmico,
modificaciones post-traduccionales esenciales (p. ej., acetilacion, fosforilacién), translocacion nuclear, interacciones
proteina-proteina, formacion del complejo transcripcional, liberacion de co-represores y/o aumento de la
degradacion.

Algunos compuestos y composiciones de la presente invencién pueden inhibir solamente R1881 y pueden interferir
con un mecanismo especifico para la activacion dependiente del ligando (p. ej., accesibilidad del dominio de unién
de ligando (DUL) a androgenos). Numerosos trastornos ademas del cancer de prostata implican el eje de
andrégenos (p. €j., acné, hirsutismo, alopecia, hiperplasia prostatica benigna) y compuestos que interfieren con este
mecanismo pueden usarse para tratar tales afecciones.

Algunos compuestos y composiciones de la presente invencion pueden inhibir solamente la induccién de FSK y
pueden ser inhibidores especificos para la activacion independiente del ligando de RA. Estos compuestos y
composiciones pueden interferir con la cascada de eventos que ocurren normalmente con la actividad de FSK y/o
PKA o cualquier efecto aguas abajo que puede desempefiar un papel en el RA (p. ej. FSK aumenta la actividad de
MAPK que tiene un potente efecto sobre la actividad de RA). Los ejemplos pueden incluir un inhibidor de AMPc y o
PKA u otras quinasas.

Algunos compuestos y composiciones de la presente invencion pueden inducir niveles basales de la actividad de RA
(sin androgenos o estimulacion de la via de PKA).

Algunos compuestos y composiciones de la presente invenciéon pueden aumentar la induccién por R1881 o FSK.
Tales compuestos y composiciones pueden estimular la transcripcién o la transactivacion de RA.

Algunos compuestos y composiciones de la presente invencién pueden inhibir la actividad del dominio N-terminal del
receptor de andrégenos (DNT de RA). La interleucina-6 (IL-6) también provoca la activacion independiente del
ligando de RA en las células LNCaP y se puede usar ademas de FSK.

Los compuestos y composiciones de la presente invencion pueden interactuar con el DNT de RA o con otra proteina
requerida para la transactivacion de DNT de RA.

Diversas realizaciones alternativas y ejemplos de la invencion se describen en la presente memoria. Estas
realizaciones y ejemplos son ilustrativos y no deben interpretarse como limitantes del alcance de la invencion.

Ejemplos

Los ejemplos que no caen dentro del alcance de las reivindicaciones tienen un fin meramente ilustrativo.
METODOLOGIAS GENERALES

Estirpes celulares, andrégenos e indicadores

Se emplearon inicialmente células LNCaP para todos los experimentos ya que son células de cancer de prostata

humano bien diferenciadas en las que se ha caracterizado la activacion independiente del ligando de RA por FSK
(Nazaret et al 1996 J. Biol. Chem. 271, 19900-19907; y Sadar 1999 J Biol. Chem. 274, 7777-7783). Las células
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LNCaP expresan RA enddgeno y secretan el antigeno especifico de prostata (AEP) (Horoszewicz et al 1983 Cancer
Res. 43, 1809-1818). Las células LNCaP se pueden cultivar como monocapas en cultivo celular o como tumores en
el modelo de xenoinjerto bien caracterizado que progresa a independencia de andrégenos en huéspedes castrados
(Sato et al 1996 J Steroid Biochem. Mol. Biol 58, 139-146; Gleave et al 1991 Cancer Res. 51, 3753-3761; Sato et al
1997 Cancer Res. 57, 1584-1589; y Sadar et al 2002 Mol. Cancer Ther. 1(8), 629-637). Las células de cancer de
préstata humano PC3 no expresan RA funcional (Kaighn et al 1978 Natl. Cancer Inst. Monogr. 49, 17-21) y se
usaron para someter a ensayo la especificidad del compuesto para RA. Las moléculas pequefias que se dirigen
especificamente a DNT de RA no deben tener ningun efecto sobre las células PC3. Esto significa que no deben
alterar la proliferacion de células PC3 si bloquean especificamente el RA para mediar sus efectos inhibidores. R1881
se empled ya que es estable y evita los problemas asociados con el ligando fisiolégico labil dihidrotestosterona
(DHT). La especificidad del indicador puede determinarse usando varias construcciones de gen indicador alternativo.
Algunas construcciones de genes indicadores estimulados por ERA bien caracterizadas que se han usado
ampliamente son el potenciador/promotor de AEP (6,1 kb) que contiene varios ERAs y es altamente inducible por
andrégenos asi como por FSK (Ueda et al 2002 A J. Biol. Chem. 277, 7076-7085) y ARR3-timidina quinasa (tk)-
luciferasa), que es una construccion indicadora artificial que contiene tres repeticiones en tandem de las regiones
ERA1 y ERA2 de probasina de rata aguas arriba de un indicador de luciferasa (Snoek et al 1996 J. Steroid Biochem.
Mol. Biol. 59, 243-250). Se emple6 CMV-luc (sin ERAs y es constitutivamente activa) para determinar que un
compuesto no tiene un efecto inhibidor general sobre la transcripcion.

Modelos animales

Algunos experimentos implicaban el uso de ratones SCID. Los ratones SCID se eligieron debido a que las estirpes
celulares humanas y los tumores trasplantables sobreviven en animales inmunocomprometidos y los ratones SCID
muestran las mejores tasas de crecimiento. Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité de Etica
Animal de la Universidad de Columbia Britanica y se revisan anualmente. En caso de una emergencia en la que no
se puede proporcionar el cuidado adecuado a los animales, a los animales se les aplica la eutanasia a discrecion de
los veterinarios o equipo de cuidado animal. Los veterinarios son responsables de las inspecciones y consulta. El
Certificado de Cuidado de Animales firmado establece especificamente, "el Comité de Cuidado de Animales ha
examinado y aprobado el uso de animales para el proyecto experimental anterior o curso de ensefianza, y se ha
dado una garantia de que los animales involucrados seran atendidos de acuerdo con los principios contenidos en el
Cuidado de Animales Experimentales - Una guia para Canadd, publicado por el Consejo Canadiense sobre el
Cuidado de Animales".

Xenoinjertos subcutaneos

A ratones SCID atimicos macho de seis a ocho semanas se les inoculd por via subcutédnea en el costado a través de
una aguja de calibre 27 una suspension de 150 pl de células LNCaP o de cancer de préstata humano PC3 (1 x 10°
células). Las inoculaciones tuvieron lugar mientras el animal estaba bajo anestesia con |sofluorano La tasa de
crecimiento tumoral es de aproximadamente 75 %. Los ratones que portaban tumores de 100 mm? fueron asignados
aleatoriamente a grupos de tratamiento. La castracion se realiz6 como se describe a continuacién. El volumen
tumoral (formula: L x A x A x 0,5236) se midi6 en ratones portadores de tumores subcutaneos LNCaP que se
volvieron palpables o visibles y al menos con 40 mm?°. Los animales se controlaron diariamente y los tumores se
midieron cada 5 dias.

Duracion de los experimentos

La evaluacién del volumen tumoral (que no excede 1.000 mma) fue el criterio para determinar la terminacion de los
experimentos de xenoinjertos subcutaneos.

Histologia e inmunohistoquimica

Para la histologia rutinaria, los érganos principales y los xenoinjertos se recolectaron tras la compleciéon del
experimento y se fijaron en formalina tamponada neutra al 10 % y luego se embebieron en parafina. Las secciones
fijas se cortaron vy tifieron con H y E. Para determinar los posibles efectos de los compuestos sobre las tasas de
proliferacién y la apoptosis en xenoinjertos, se realizé inmunotincién por Ki-67 y el ensayo TUNEL. La inmunotincion
por Ki-67 usa el anticuerpo monoclonal MIB-1 a una concentracion de IgG de 0,5 pg/ml (1:50) en secciones de tejido
procesadas. Los niveles de RA se determinaron por inmunohistoquimica o un analisis de membrana Western.

Retirada de andrégenos para inducir la progresion

La retirada de andrégenos se completdé por castraciéon. Bajo anestesia con isoflurano, se utilizé una incisién vertical
de 5 mm para retirar con cuidado la almohadilla de grasa del epididimo, a la que se une el testiculo, y para extirpar
los testiculos del cuerpo. El cordon que conecta los testiculos al suministro sanguineo se ligd con una sutura, luego
se cortd. A continuacion, el cordén se regresd a la cavidad abdominal. La sutura quirdrgica se us6 para cerrar la
incisién. Para aliviar el dolor, se inyectdé buprenorfina (0,05 mg/kg) antes de la cirugia.
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Xenoinjerto y recuperacion de érganos

Todos los xenoinjertos y los érganos principales fueron recuperados para su andlisis. La recuperacion se realizd
después del sacrificio por paro cardiaco por gas CO; y los xenoinjertos u érganos se extirparon para el analisis de
inmunohistoquimica.

Eutanasia

Los animales se sacrificaron por paro cardiaco por gas CO.. Este método es la politica establecida por el Comité de
Cuidado de Animales y es sensible al medio ambiente, eficaz, econdmico y aprobado éticamente.

Sintesis quimica

Todas las reacciones se realizaron en matraces de fondo redondo secado a fuego. Los matraces se equiparon con
septa de caucho y las reacciones se llevaron a cabo bajo una presién positiva de argén a menos que se especifique
lo contrario. Jeringas de acero inoxidable se usaron para transferir liquidos sensibles a aire y a la humedad. Se
realizé cromatografia en columna ultrarrapida como se ha descrito por Still et al. (Still, W. C, Kahn, M., Mitra, A., J.
Org. Chem. 1978, 43, 2923) usando gel de silice de malla de 230-400. Se realiz6 cromatografia en capa fina usando
placas de aluminio recubiertas previamente con 0,25 mm de gel de silice de malla de 230-400 impregnado con un
indicador fluorescente (254 nm). Las placas de cromatografia en capa fina se visualizaron por exposicion a la luz
ultravioleta y una solucién de p-anisaldehido (p-anisaldehido al 1 %, H2SO4 al 2 %, acido acético al 20 % y etanol al
77 %), seguido por calentamiento (~1 min) con una pistola de calentamiento (~250 °C). Las soluciones organicas se
concentraron en evaporadores rotatorios Bichi B-114 a ~33 hPa (~25 torr) a 25-30 °C.

Los reactivos y disolventes comerciales se usaron como se recibieron. Todos los disolventes usados para la
extraccion y la cromatografia fueron de calidad HPLC. Gel de Si en fase normal de Sep paks™ se adquirieron de
Waters, Inc. Las placas de cromatografia en capa fina eran Kieselgel 60F2s4. Todos los reactivos sintéticos se
adquirieron de Sigma Aldrich Canada.

Los espectros de resonancia magnética nuclear protonica (1H RMN) se registraron a 25 °C usando un espectrémetro
Bruker 400 con sonda inversa y Bruker 400, se notificaron en partes por millén en la escala &, y se hace referencia a
partir de un protio residual en el disolvente de RMN (CDCls: & 7,24 (CHCI3), DMSO-ds: 8 2,50 (DMSO-ds)). Los datos
se notificaron segun se indica: desplazamiento quimico [multiplicidad (s = singlete, d = doblete, dd = doblete de
dobletes, ddd = doble doblete de dobletes, dm = doble multiplete, t = triplete, m = multiplete), constantes de
acoplamiento en hercios, integracion]. Los espectros de resonancia magnética nuclear de carbono 13 (13C RMN) se
registraron con un espectrémetro Bruker 400, se notifican en partes por millén en la escala d, y se hace referencia a
partir de las resonancias de carbono del disolvente (CDCls: & 77,23, DMSO-ds: & 39,51). Los datos se notifican
segun se indica: desplazamiento quimico. Los espectros de resonancia magnética nuclear de fluor (19F RMN) se
registraron a 25 °C usando un espectrometro Bruker 300, se notifican en partes por millén en la escala . Los datos
se notifican segun se indica: desplazamiento quimico [multiplicidad (td = triplete de dobletes), constantes de
acoplamiento en hercios].

Ejemplo 1

Se utilizé una aplicacion de una serie de identificaciones sistematicas para identificar compuestos activos que
inhiben la actividad de DNT de RA. La identificacion sistematica inicial era un ensayo basado en células que
comprende células LNCaP mantenidas en cultivo. El ensayo consiste en la activacion de RA usando tanto
andrégenos (dependiente de ligando) como forskolina (independiente de ligando) y la medicion de los niveles de
AEP secretados por células LNCaP en presencia y ausencia de extractos crudos. AEP es un gen regulado por
andrégenos que contiene varios ERAs bien caracterizados. Los aumentos independientes de andrdégenos en la
expresion génica de AEP se producen en células de cancer de préstata mediante un mecanismo dependiente de
RA. Se observé que el extracto PNG 01-185 bloquea la secrecion de AEP inducida tanto por andrégenos como por
forskolina.

Para asegurar que los efectos inhibidores del extracto PNG 01-185 sobre la proteina AEP enddgena estaban en el
nivel transcripcional, también se examinaron las construcciones de genes indicadores. La activacion de RA
enddgeno se midid en células de cancer de préstata humano LNCaP mediante la medicion de los indicadores
sensibles a andrégenos que contienen elementos de respuesta a androgenos (ERAs), tales como la construccién del
gen indicador AEP-luciferasa o el indicador ARR3-luciferasa. Las células LNCaP mantenidas como monocapas se
transfectaron con AEP-luciferasa y se usaron para identificar sistematicamente los extractos crudos preparados a
partir de esponjas marinas, asi como algunos compuestos comerciales seleccionados. La medicion de ambos AEP-
luc y ARR3-luc se llevé a cabo puesto que AEP-luc esta altamente inducido por andrégenos y en ausencia de
andrégenos inducidos por FSK. R1881 (1 nM) se us6 para mediar la activacion dependiente del ligando de RA y las
concentraciones de FSK (50 uM) se usaron para mediar la activaciéon independiente del ligando de RA. Se observo
que PNG 01-185 bloquea la actividad de AEP-luciferasa inducida tanto por R1881 como por FSK (Figura 1). Los
controles incluyeron experimentos paralelos con estirpes celulares que no expresan RA y otros indicadores que no
contienen ERAs.
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El extracto PNG 01-185 se fracciona de acuerdo con el esquema mostrado en la Figura 2 para producir PNG 01-
185-17. Cada fraccion de PNG 01-185-17 se volvio a someter a ensayo sobre la actividad de ARR3-luc y las
fracciones 3 y 8 mostraron una inhibicién de al menos el 50 % (Figura 3). Estas fracciones se sometieron a ensayo a
continuacién para determinar su capacidad para inhibir DNT de RA. Las células LNCaP se co-transfectaron con el
vector de expresion para GaldDUA-AR1.sss y el indicador de 5XGal4UAS-luciferasa complementario como se
muestra en la Figura 4. La induccion de este indicador por FSK es una medida de la transactivacion de la proteina
de fusién Gal4dDUA-AR1.s53 (Sadar 1999 J. Biol. Chem. 274, 7777-7783). Los extractos identificados anteriormente
se identificaron sistematicamente mediante tales ensayos, asi como algunos compuestos adquiridos de proveedores
comerciales. R1881 no induce tales ensayos (se une al dominio de unién a ligando (DUL) del RA que no esta
presente en la quimera Gal4DUA-AR1.s58) y por lo tanto no se us6 excepto como un control negativo. Estos estudios
mostraron que PNG 01-185-17-8 inhibid la activacion de DNT de RA.

Lo siguiente en la Tabla 3 son estructuras quimicas para los compuestos a partir de extractos de esponja o
compuestos disponibles comercialmente que mostraron actividad usando los ensayos descritos anteriormente:
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Las CI50 se determinaron para cada intento que mostré una respuesta a la dosis. Los extractos identificados se
usaron para aislar una forma purificada del compuesto de la biblioteca de compuestos naturales que median el
efecto inhibidor sobre la transactivacion de RA como se describe en el Ejemplo 2, seguido por identificaciones
sistematicas secundarias descritas en el Ejemplo 3.

Los siguientes compuestos de la Tabla 4 no mostraron actividad alguna en los ensayos descritos anteriormente.

TABLA 4

O O O O Br Br
‘07/— ‘\%7 :/—o | o—\:

Br l l Br
(0]
Br Br ‘>_\
Br Br

O
Brf Br

La semejanza estructural de algunos de los compuestos activos con respecto a EDGBA (éter diglicidilico del bisfenol
A) indica que tienen probablemente un origen industrial. La esponja recogida presumiblemente bioacumuld los
compuestos del agua de mar contaminada. Este fue un caso fortuito, ya que es poco probable que estos
compuestos se identificaran sistematicamente en los bioensayos en cualquier otra circunstancia.

Ejemplo 2

Se aislé el compuesto activo purificado a partir de los extractos descritos en el Ejemplo 1. Los especimenes de
Geodia lindgreni (Lendenfeld, 1903) se recogieron a mano usando SCUBA a una profundidad de 5 m bajo las rocas
en un arrecife protegido cerca de la isla Loloata, Papua Nueva Guinea. La esponja congelada (890 g) se extrajo
posteriormente de forma exhaustiva con MeOH y se observaron los extractos crudos a activarse en los ensayos
descritos anteriormente en el Ejemplo 1. El fraccionamiento guiado por bioensayo del extracto por aplicacion
secuencial de Sephadex LH20, cromatografia en columna ultrarrapida en fase inversa y HPLC de gradiente en fase
inversa dio muestras purificadas de PNG01-185-017-2, -5, -6, -7 y -8 (Figura 2). Las estructuras se aclararon por
analisis de RMN y MS y se muestran anteriormente en el Ejemplo 1.

El fraccionamiento guiado por bioensayo de extractos activos siguié un protocolo convencional. Inicialmente, el
extracto crudo se suspendié en agua y se extrajo secuencialmente con hexanos, CH.Cl, y EtOAc para generar
cuatro sub-fracciones de diferente polaridad. La primera cromatografia llevada a cabo en la fraccién activa de esta
particion inicial fue cromatografia Sephadex LH20 que usa metanol puro o un sistema de disolvente mixtos como el
eluyente. Fraccionamientos posteriores se llevaron a cabo por una columna abierta ultrarrapida sobre gel de silice o
cromatografia ultrarrapida en fase inversa, HPLC (fase normal y/o fase inversa), o cromatografia centrifuga en
contracorriente (en un aparato Ito Coil), etc., cuando la situacion lo justifique. El esclarecimiento estructural de
metabolitos innovadores se consiguié mediante analisis espectroscopico, usando técnicas de RMN 1D y 2D y
espectrometria de masas, incluyendo un espectrometro RMN Bruker AV600 equipado con una criosonda vy el
espectrometro RMN de 800 MHz de NANUC Varian en Edmonton, Alberta, Canada. Los compuestos purificados se
sometieron a ensayo para la actividad usando las identificaciones sistematicas descritas anteriormente en el Ejemplo
1 (actividades de ERA-luciferasa y transactivacion de DNT) y luego se usaron para identificaciones sistematicas
secundarias descritas en el Ejemplo 3.

Ejemplo 3

Los compuestos se validaron mediante la aplicacion de identificaciones sistematicas secundarias. Los compuestos
purificados se sometieron a ensayo para determinar su capacidad para inhibir: transactivacion del dominio N-
terminal del receptor de andrégenos (DNT de RA); otros receptores esteroideos (especificidad); expresion endégena
de ARNm de AEP; interaccion RA sobre ERAs; interaccion N/C y proliferacion de células de cancer de prdstata en
respuesta a androgenos.
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Transactivacion del DNT de RA

En ausencia de suero y de andrégenos, tanto la forskolina (FSK), que estimula la actividad de PKA, como la IL-6
aumentan la expresiéon del gen de AEP en células de cancer de prostata mediante un mecanismo que implica la
transactivacion de DNT de RA (Sadar, MD, J. Biol. Chem. 274, 7777-7783 (1999); Ueda, T., Bruchovsky, N., Sadar,
M.D., J. Biol. Chem. 277, 7076-7085 (2002); Ueda, T., Mawiji, N.R., Bruchovsky, N., Sadar, M.D., J. Biol. Chem. 277,
38087-38094 (2002 B); Quayle SN, Mawji NR, Wang J, Sadar M.D., Proc Natl Acad Sci EE.UU. 23 de enero de
2007; 104(4):1331-6). La capacidad de 185-9-2 para inhibir la transactivacion de DNT de RA se sometié a ensayo
mediante la clonacién de los aminoacidos 1-558 de DNT de RA humano en el C-terminal de Gal4DUA. Los vectores
de expresion de estas proteinas quiméricas se co-transfectaron en células LNCaP con un gen indicador que
contiene el sitio de uniéon a Gal4 como elementos que actian en cis (p5xGal4UAS-TATA-luciferasa). Las células se
trataron previamente con bicalutamida (BIC, 10 uM) o 185-9-2 (5 ug/ml = 12 yM)) antes de la adiciéon de FSK o IL-6.
Los controles incluyeron bicalutamida que no afecta a tales ensayos, ya que se une a DUL de RA que no esta
presente en la quimera Gal4DUA-AR1.s58. Se observé que 185-9-2 reduce tanto la transactivacion inducida por FSK
como la inducida por IL-6 de DNT de RA a los niveles de valor basal (Figura 5). Se observé que 185-9-2 tiene una
Clso de ~6,6 uM para la inhibicién de la transactivacion de DNT de RA.

Especificidad del receptor esteroideo

Las similitudes de secuencia de aminoacidos en el RA con los receptores RP esteroideos humanos relacionados y el
receptor de glucocorticoides (RG) son significativas en algunos dominios tales como el DUA. EI DNT de RA
comparte menos del 15 % de homologia con RP y RG, pero estos receptores interactian con algunas de las mismas
proteinas (p. ej., SRC-1 y CBP). Por lo tanto, se usaron ensayos de gen indicador para determinar si los compuestos
candidatos que bloquean la actividad de RA tienen algun efecto sobre la actividad transcripcional de RG y RP. Las
células se co-transfectaron con plasmidos de expresion para hGR de longitud completa, PR y el indicador relativo
(es decir, pGR-Luc o indicadores PRE-E1b-Luc). Las células se trataron entonces con un vehiculo de etanol,
dexametasona (RG), 4-pregneno-3,20 diona (progesterona) (RP) seguido de la medicién de la actividad de
luciferasa. 185-9-2 inhibié la actividad transcripcional de RA, pero no inhibié las actividades de PRE-luciferasa o
GRE-luciferasa en respuesta al ligando (Figura 6). En cambio, bicalutamida (10 pM) inhibié la actividad
transcripcional de RP. Algunos anti-andrégenos actualmente usados en la clinica tienen actividades
progestacionales y glucocorticoidales. En los machos adultos, el papel de la actividad de RP no esta claro. 185-9-2
no inhibe la transactivacion de otros receptores esteroideos. Estos estudios también proporcionan pruebas de que
185-9-2 no tiene efectos no especificos y generales sobre la transcripcion o traduccién, ya que no inhibié la
induccién de estos indicadores de luciferasa en respuesta a sus ligandos cognados. Dado que 185-9-2 bloquea la
actividad del gen indicador de AEP-luciferasa que contiene varios ERAs y es inducible por andréogenos y FSK
soporta que sus efectos inhibidores se encuentran en el nivel de la transcripcién. Estos estudios sugieren que 185-9-
2 es especifico de RA que implica que debe haber menos efectos secundarios a partir de la administracion sistémica
a diferencia de si otros receptores de esteroides se ven afectados.

Expresion de genes endégenos

La induccion de ARNm de AEP tanto por R1881 (dependiente de ligando) como FSK (independiente de ligando) en
células LNCaP depende de RA (Sadar, MD, J. Biol. Chem. 274, 7777-7783 (1999); Wang G, Jones SJ, Marra MA,
Sadar MD, Oncogene 2006; 25:7311-23). Para ensayar si los compuestos tienen un efecto sobre la expresion de
genes endogenos, se midieron los niveles de ARNm de AEP en células LNCaP expuestas a R1881. Las células
LNCaP (en medio libre de suero y libre de rojo fenol) se incubaron con compuestos durante 1 hora antes de la
adicion de R1881 (1 nM) durante 16 horas adicionales antes de la recoleccién y el aislamiento de ARN total. Los
niveles de ARNm se midieron usando QPCR. Los niveles de ARNm de AEP se normalizaron a niveles de ARNm de
GAPDH. Se observd que 185-9-2 bloquea la induccion de ARNm de AEP enddgeno por R1881 a niveles casi de
valor basal (Figura 7).

Interaccion de RA con ERAs en el ADN

Se usé la inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP) para evaluar si 185-9-2 impidi6 la unién de RA a los ERAs
endogenos en la region potenciadora del gen de AEP en el contexto fisioldgico de la estructura de la cromatina. El
RA muestra la ocupacion constitutiva en el promotor de AEP ERA, mientras que el potenciador ERA tiene una
ocupacioén inducible en la respuesta a andrégenos (Jia L, Coetzee GA, Cancer Res. 1 de septiembre de 2005;
65(17):8003-8). Ocupacion de RA en estas regiones picos reguladoras en 16 h de tratamiento con andrégenos (Jia
L, Choong CS, Ricciardelli C, Kim J, Tilley WD, Coetzee GA., Cancer Res. 1 de abril de 2004; 64(7):2619-26; Louie
MC, Yang HQ, Ma AH, Xu W, Zou JX, Kung HJ, Chen HW, Proc Natl Acad Sci EE.UU. 4 de marzo de 2003; 100(5):
2226-30; Wang Q, Carroll JS, Brown M., Mol Cell. 2 de septiembre de 2005; 19(5):631-42). Las células LNCaP se
trataron durante un periodo de tiempo corto (3 h) u 6ptimo (16 h) con DHT més o menos 185-9-2, antes de la
reticulacién con formaldehido al 1 % y la recoleccion de células. Se lisaron las células, se sometieron a ultrasonidos,
y los extractos se usaron para la inmunoprecipitacion con el anticuerpo anti-RA. 185-9-2 inhibié la interaccién de RA
con ERA en el potenciador de AEP en células LNCaP en respuesta a andrégenos (Figura 8A). La disminucion en la
interaccion de RA con ERA no era debido a la disminucidn de los niveles de la proteina RA. El analisis de membrana
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Western de la proteina RA a partir de lisados enteros preparados de células LNCaP recolectadas en estos mismos
puntos temporales, reveld que 185-9-2 TAMPOCO disminuye los niveles de proteina RA (Figura 8B). La incubacion
a largo plazo de las células LNCaP con 185-9-2 tampoco redujo los niveles de proteina RA (Figura 9). De este
modo, se cree que 185-9-2 no inhibe la actividad transcripcional de RA mediante la reduccion de los niveles de
proteina RA. Esto sugiere que el mecanismo de accion de 185-9-2 es unico de otros compuestos, tales como
ribozima cabeza de martillo de ARNm de RA, ARNip de RA, piranocumarina, calpaina, isotiocianato de fenetilo,
fulvestrant, decursin, LAQ824, y baicaleina que disminuyen los niveles de proteina de RA y se estan explorando en
otros laboratorios.

185-9-2 no impide la translocacion nuclear de RA

Otro posible mecanismo por el cual cualquiera de estos inhibidores puede disminuir la transactivacién de RA podria
implicar la prevencién de la translocacion nuclear de la proteina RA. En ausencia de ambos andrdgenos o la
estimulacion por vias alternativas, RA es principalmente citoplasmatico. El fraccionamiento celular y microscopia
fluorescente (Figura 10A, B) revelaron que 185-9-2 no causo6 la translocacion nuclear de RA por si solo en la
ausencia de andrégenos, ni impidio la translocacion nuclear de la proteina RA en respuesta a los andrégenos
(dihidrotestosterona, DHT).

Interaccion N/C

La actividad dependiente del ligando de RA requiere la interaccién entre los extremos amino terminales (N) y carboxi
terminales (C) para la formacién del dimero anti-paralelo (He B, Kemppainen JA, Voegel JJ, Gronemeyer H, Wilson
EM., J Biol Chem. 1999, 274(52):37219-25). Los anti-andrégenos tales como bicalutamida, flutamida y acetato de
ciproterona no estimulan esta interaccién por su propia cuenta, y cada uno inhibe la interaccion N/C inducida por
andrégenos (Wong, Cl, Zhou, ZX, Sar, M., y Wilson, E. M. (1993) J. Biol. Chem. 268, 19004-19012; Langley, E.,
Zhou, Z. X., y Wilson, E. M. (1995) J. Biol. Chem. 270, 29983-29990; Kemppainen, J. A., Langley, E., Wong, C. |,
Bobseine, K., Kelce, W. R., y Wilson, E. M. (1999) Mol. Endocrinol. 13, 440-454; Masiello D, Cheng S, Bubley GJ, Lu
ML, Balk SP. (2002) J. Biol. Chem., 277, 29, 26321-26326). El sistema de dos hibridos de mamifero se usé para
medir esta interaccion. Las células CV1 se co-transfectaron con el vector de expresion para una proteina de fusion
de los aminoacidos 1-565 de DNT de RA fusionado a VP16 en el extremo N-terminal (VP16-ARTAD, el extremo N-
terminal), el vector de expresion para el DUA de Gal4 fusionado a DUL de RA (aminoéacidos 628-919; Gal4-ARLBD;
el extremo C-terminal), y el indicador Gal4-luciferasa (Masiello D, Cheng S, Bubley GJ, Lu ML, Balk SP. (2002) J.
Biol. Chem., 277, 29, 26321-26326). No hubo interaccion detectable entre VP16-ARTAD y Gal4-ARLBD en ausencia
de andrégenos (Figura 11). Los andrégenos estimularon esta interaccion como se mide por el aumento de la
actividad de luciferasa que se bloqued por la bicalutamida (véase también, por ejemplo, Masiello D, Cheng S, Bubley
GJ, Lu ML, Balk SP. (2002) J. Biol. Chem., 277, 29, 26321-26326). Es importante destacar que, se observé que 185-
9-2 inhibe la interaccion N/C estimulada por andrégenos (comparense las columnas 6 y 2). Por consiguiente, se cree
que 185-9-2 inhibe la actividad transcripcional del RA mediante la prevencion de la interaccion N/C.

Ensayo de proliferacion

La glandula prostatica es un érgano dependiente de androgenos, en el que los andréogenos son el estimulo
mitogénico predominante (Isaacs JT, Scott WW, Coffey DS., Prog Clin Biol Res. 1979;33:133-44). Esta dependencia
de los andrégenos proporciona los fundamentos subyacentes para el tratamiento del cancer de préstata con la
castraciéon quimica o quirdrgica. Los andrégenos (0,1 nM) estimulan la proliferacion de células LNCaP. Para ensayar
si 185-9-2 interfiere con RA, la funcion de AF-1 reduce la proliferacion dependiente de andrégenos de las células
LNCaP, similar a lo que se observa para los anti-andrégenos usados clinicamente, las células LNCaP se pre-
trataron durante 1 h con bicalutamida (10 pM, control positivo) o 185-9-2 (5 pug/ml) antes de la adicién de 0,1 nM de
R1881. La incorporacién de BrdU se midi6é 4 dias mas tarde para indicar cambios en la proliferacién en respuesta a
los andrégenos (Figura 12). R1881 (0,1 nM) aumentd la proliferacion sobre el control (vehiculo para R1881 y
moléculas pequefas). Se observd que 185-9-2 era tan eficaz como la bicalutamida en el bloqueo de la proliferacion
inducida por andrégenos. Se observd que 185-9-2 no bloquea la proliferacién de células de cancer de prostata
humano PC3 (Figura 13, p>0,05) que no expresan RA funcional y por lo tanto no se basan en el RA para el
crecimiento y la supervivencia (Kaighn et al 1978 Natl. Cancer Inst. Monogr. 49, 17-21).

Ejemplo 4

Los modelos de xenoinjertos subcutaneos se usaron para ensayar si las moléculas pequefas que inhiben la
activaciéon del receptor de andrégenos in vitro tienen algun efecto sobre estos tumores. PNG01-185-017-9-2 se
ensayo in vivo usando los modelos de xenoinjertos subcutdaneos LNCaP y PC3. Los experimentos in vivo se
realizaron para proporcionar la informacion pertinente a la toxicidad, el requisito para la expresién enddégena de RA,
y si PNGO01-185-017-9-2 tuvo un efecto sobre el crecimiento tumoral y la progresién a la independencia de
andrégenos. El volumen tumoral se controlé en ambos modelos de xenoinjertos.
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PNG01-185-017-9-2 redujo el volumen tumoral de los xenoinjertos de LNCaP

Las células de cancer de préstata humano LNCaP expresan el receptor endégeno de andrégenos (RA) y el antigeno
especifico de prostata (AEP), y el progreso a la independencia de andrégenos en huéspedes castrados. Las células
LNCaP (10 /ml) se implantaron por via subcutanea en ratones macho NOD-SCID que tenian al menos 8 semanas
de vida. Las células se suspendieron en 75 pl de medio RPMI 1640 (SFB al 5 %) con 75 ul de Matrigel y se
inyectaron en el costado del huésped bajo anesteS|a Los animales se castraron cuando los tumores tenian
aproximadamente 100 mm® (media = 131,1 £ 24,9 mm® n = 19) y se asignaron al azar en dos grupos. Una semana
después de la castracion, los animales fueron tratados cada 5 dias con una dosis intratumoral (I.T.) de 20 mg/kg de
peso corporal de 185-9-2 o volumen equivalente de vehiculo (control, DMSO). A los animales se les inyecté 185-9-2
durante un periodo de 25 dias y se recolectaron 5 dias después de la ultima inyeccion. Se administré un total de
cinco dosis al animal. El volumen tumoral y el peso corporal se midieron cada 5 dias. Se observé 185-9-2 para
reducir significativamente los tumores, incluso después de la primera myecc:lon (Figura 14). En la duracién del
experimento, los tumores tratados con 185-9-2 fueron 354 15,7 mm°, mientras que los tumores tratados con
vehiculo continuaron creciendo y fueron 435,6 + 334,9 mm?. Por lo tanto, se observé que 185-9-2 reducia el volumen
tumoral y no simplemente ralentizaba el crecimiento. Esto sugiere que 185-9-2 puede ser curativo para el cancer de
prostata independiente de andrégenos. La administracion por |.T. del compuesto relamonado EDGBA. 2HCI
racémico (B3), también se observé que reducia el volumen tumoral a partir de 109,6 + 17,4 mm® a 79,0 + 63,6 mm
en comparacion con Ia administracion por I.T. de DMSO que continué creciendo (comenzando en 105,2 + 15,1 mm®
a 256,6 £ 73,4 mm ) siguiendo el mismo régimen de tratamiento al igual que para 185-9-2 (Figura 15A). Las
mediciones de AEP en suero correlacionan con los datos de volumen tumoral (datos de AEP en suero no
mostrados).

Es importante destacar que, la administraciéon |.V. mediante inyecciones en la vena de la cola cada dos dias (50
mg/kg de peso corporal), mostré una tasa similar de citorreducciéon de los tumores (Flgura 15A). En tan solo 2
semanas, se observd que la inyeccion L.V. de 185- 9 2 reducia tumores de 105,6 + 12,0 mm® a 64,3 + 29,6 mm°,
mientras que los tumores eran de 187,9 + 42,8 mm? en animales que recibieron una inyeccion 1.V. de DMSO. Estos
datos prometedores hacen hincapié en que la administracion sistémica es eficaz en la reducciéon del cancer de
prostata independiente de andrégenos. La inmunohistoquimica (IHQ) que usa un marcador de apoptosis (TUNEL) y
la proliferacion (Ki67) muestra que la administracion intravenosa de 185-9-2 aumenta la apoptosis y reduce la
proliferacién (Figura 15 B) acorde con la citorreduccion de los tumores. Los datos de IHQ se prepararon por un
laboratorio comercial que fue cegado a los tratamientos. Se observd que 185-9-2 no causa toxicidad general a los
animales indicados por ningun cambio en el comportamiento animal o peso corporal (Figura. 14C y 15C). El examen
patolégico de las secciones de pulmén, corazén, higado, bazo, y rifidn recolectadas de los ratones que recibieron
185-9-2 0 DMSO mediante la administracion 1.V. no mostraron signos de toxicidad (Figura 16).

Niveles de proteina RA en xenoinjertos recolectados

IHQ (Figura 17A) y el analisis de membrana Western (Figura 17B) proporcionan evidencia de que la administracion
por I.V. o I.T. de 185-9-2 no disminuy¢ los niveles de proteina RA en xenoinjertos en comparacién con los niveles de
proteina RA en xenoinjertos tratados con vehiculo. Los niveles de citoqueratina 18 se midieron como una indicacion
de la cantidad de células epiteliales en las muestras de xenoinjerto.

Efectos sobre la angiogénesis

La angiogénesis en el cancer de prostata es predominantemente dependiente sobre el factor de crecimiento
endotelial vascular (FCVE). La testosterona es un potente inductor de FCVE en la préstata (Haggstrom et al 1999 J
Urol. 161, 1620-1625) y la re-expresion de FCVE en tumores independientes de andrégenos es consistente con la
re-expresion de genes regulados por andrégenos (Gregory et al 1998 Cancer Res. 58, 5718-5724). La expresion de
FCVE se asocia con la independencia de androgenos (Mitsiades et al 2001 Expert Opin Investig Drugs. 10, 1099-
1115) y la enfermedad metastasica agresiva (Harper et al 1998 J Pathol. 186, 169-177; Balbay et al 1999 Clin
Cancer Res. 5, 783-789; Melnyk et al 1999 J Urol. 161, 960-963). La tincion de los tumores recolectados para FCVE
revela que PNG01-185-017-9-2 inhibi6 la expresion de FCVE (Figura 18).

Modelos de xenoinjertos de PC3 subcutaneos en huéspedes no castrados

Se empled el modelo de xenoinjerto de PC3 para dar una indicacién de si RA endégeno ha de expresarse para los
compuestos para reducir la carga tumoral. PC3 son células de cancer de prostata humano que no expresan RA
funcional y por lo tanto no debe responder a la terapia con estas pequefias moléculas que se han seleccionado por
su especificidad en el bloqueo de la transactivacion de DNT de RA. Las células PC3 se implantaron por via
subcuténea en ratones macho NOD SCID. Los animales se asignaron al azar en dos grupos cuando los tumores
tenian aproximadamente 100 mm?® (n = 9y 10, media del volumen tumoral = 112,1 £ 19,7 mm ) Los animales se
trataron cada 5 dias con una dosis subcutanea de 20 mg/kg de peso corporal de PNG01-185-017-9-2 o un volumen
equivalente de vehiculo (control, DMSO). El volumen tumoral y el peso corporal se midieron cada 5 dias. En
contraste con los xenoinjertos de LNCaP, PNG01-185-017-9-2 no redujo los tumores, pero redujo ligeramente el
crecimiento de xenoinjertos de PC3 (Figura 19A, B). De acuerdo con los experimentos anteriores mostrados en este
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caso, no se observo toxicidad alguna como se indica por el comportamiento animal y se mide por el peso corporal en
el curso de los tratamientos (Figura 19C).

Ejemplo 5

Para mejorar la administracion de 185-9-2, se fabric un derivado de éster de glicina de EDGBA.HCL.H20 (Figura
20A). Es facilmente soluble en agua. Este compuesto se sometié al ensayo basado en células y se observé que
inhibe la transactivacion de DNT de RA inducido por interleucina-6 (IL-6) (Figura 20B, comparense el carril 2 con el
carril 4).

La siguiente Tabla 5 incluye los datos experimentales relativos a los compuestos que se muestran.

TABLA 5
COMPUESTO DATOS EXPERIMENTALES
Me Me 7 % de inhibicién de la activacion de Fsk de Gal4ARN a
: 20 uM
33 % de inhibicion de la activacion de R1881 de p6.1luc
a20 My 20 % a 12,5 uyM
0 0]
R _OH
OH
OH I
(R)- EDGBA x HI x H20
(2-R) EDGBA x HI x H20
Me Me 79 % de inhibicién de la activacion de Fsk de gal4ARN a
12,5 uM
69 % de inhibicion de la activacion de R1881 de p6.1luc
‘ a12,5uM
O O
OH KEOH
Cl Cl
EDGBA racémico x 2HCI
63 % de inhibicion de activacion de R1881 de p6.1luc a
12,5 yM
Me, Me 88 % de inhibicion de la activacion de Fsk de Gal4ARN a
12,5 uM
34,8 % de inhibicion de la activacion de R1881 de
p6.1luc
O 0
OH OH
R R
Cl Cl
(R)- EDGBA x 2HCI
(2-R) isémeros EDGBA x 2HCI
55 % de inhibicién de 12,5 yM activacion de R1881 de
p6.1luca 12,5 uyM
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Me Me 33 % de inhibicién de la activacion de Fsk de Gal4ARN a
20 uM
S 35 % de inhibicion de la activacion de R1881 de p6.1luc
| a 12,5 uM
0" NF 0
K/OH OH
> I

EDGBA racémico x 2 Hl

33 % de inhibicion de activacion de R1881 de p6.1luc a

12,5 yM
Me Me 42 % de inhibicion de la activacion de R1881 de p6.1luc
a12,5uM
29 % de inhibicion de la activacion de R1881 de p6.1luc
a12,5uM
0 0
OH OH
R R
I 1

(R)-EDGBA x 2HI
(2-R) Isdbmeros EDGBA x 2HI

Me, Me

0] I 0]

HO OH

HO OH
Compuesto adquirido comercialmente (Aldrich)

PNG01-185-017-9-1
PNG01-185-17-9-1

10 % de inhibicion de la activacion de R1881 de
ARR3luc a 50 yM

185-9-1
Ejemplo 6
(R)-EGBA (1)
TCL -y w0
HO OH o DMF HO o

R()

0°C,7h
R
22 % 1 K[:O

NaH como una dispersién al 60 % en aceite mineral (96 mg, 2,40 mmol, 2,2 equiv) se suspendié en
dimetilformamida anhidro (5 ml) bajo atmdsfera de argén. La mezcla se enfrié a 0 °C y se afadio bisfenol A (250 mg,
1,09 mmol, 1 equiv). Después de 15 min, (R)-epiclorohidrina (214 ul, 2,73 mmol, 2,5 equiv, 99 % ee) se anadiod
mediante una jeringa y la mezcla se dejo reaccionar a temperatura ambiente durante 7 h. Después, la solucién se
inactivd con agua desionizada (~3 ml) y la mezcla se extrajo con acetato de etilo (3 x 3 ml). La capa organica se lavo
con agua desionizada (2 ml), se sec6 sobre sulfato de magnesio anhidro, se filtrd, y se concentrdé bajo presion
reducida. El residuo resultante se purificd por cromatografia en columna ultrarrapida sobre gel de silice (eluyente:
diclorometano y 2 % de metanol en diclorometano) para proporcionar (R)-EGBA) (67 mg, 22 %) como un residuo
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espumoso blanco.

'"H RMN (400 MHz, DMSO-ds): 8 9,13 (s, 1H), 7,09 (d, J = 8,8, 2H), 6,97 (d, J = 8,4, 2H), 6,83 (d, J = 8,8, 2H), 6,63
(d, J=8,8, 2H), 4,25 (dd, J = 11,2, 2,8, 1H), 3,78 (dd, J = 11,2, 6,4, 1H), 3,29 (m, 1H), 2,82 (t, J =4,8, 1 H), 2,68 (dd,
J=4._8, 24, 1H), 1,54 (s, 6H). C RMN (100 MHz, DMSO-ds): & 156,5, 155,6, 143,8, 141,3, 128,0, 127,9, 115,2,
114,4, 69,5, 50,4, 44,4, 41,7, 31,4. CCF (5 % de metanol en diclorometano), Rf: 0,45 (UV, p anisaldehido).

(R)-EDGBA x H0 (5)

O KgCOg
(U, e o g
HO 0 ] 60°C, 6 h 9 0
R
o DA

OH
5

A una solucién agitada de (R-EGBA) (13 mg, 0,045 mmol, 1 equiv) en dimetilformamida anhidra (0,3 ml) a ta se
afiadio K2COs3 (6 mg, 0,045 mmol, 1 equiv) y glicidol racémico (9 ul, 0,135 mmol, 3 equiv). Después de agitar durante
6 h a 60 °C, se afiadié agua desionizada (0,2 ml) a la solucién de color marrén anaranjado resultante. La mezcla se
extrajo con acetato de etilo (3 x 1 ml). La capa orgéanica se lavd con agua desionizada (2 ml), se secé sobre sulfato
de magnesio anhidro, se filtrd, y se concentr6 bajo presién reducida. El residuo resultante se purificd por
cromatografia en columna ultrarrapida sobre gel de silice Sep pak 2 g (eluyente: diclorometano y 5 % de metanol en
diclorometano) para proporcionar (R)-EDGBA x H20 (10,3 mg, 63 %) como un aceite incoloro. 'H RMN (400 MHz,
DMSO-ds): & 7,08 (dd, J = 8,0, 5,2, 4H), 6,83 (dd, J = 10,8, 8, 4H), 4,89 (d, J = 5,2, 1H), 4,62 (t, J = 5,6, 1H), 4,26
(dd, J = 11,6, 2,8, 1H), 3,93 (dd, J = 9,6, 4,0, 1H), 3,78 (m, 3H), 3,42 (t, J = 5,6, 2H), 3,29 (m, 1H), 2,82 (t, J = 4,8,
1H), 2,68 (dd, J = 4,8,2.4 J = 11,6, 2,8, 1H), 1,57 (s, 6H). CCF (5 % de metanol en diclorometano), Rf: 0,36 (UV, p-
anisaldehido).

(R)-EDGBA x HI x H,O (6)

O O CeClyx7H,0 [ Nal O O
MeCN
o 0 6 h, 67 % o ? .
R OH
o L~
\\(\ l\DO OH KE
OH

6 [

OH

A una solucion de (R-EDGBA x H20 (10 mg, 0,029 mmol, 1 equiv) en acetonitrilo (0,5 ml) se afiadié CeCls 7H,0 (21
mg, 0,057 mmol, 2 equiv) y Nal (9 mg, 0,057 mmol, 2 equiv). Después de agitar durante 6 h a ta, la suspension
amarilla resultante se concentrd bajo presion reducida. La mezcla de reaccion se disolvié con diclorometano (2 ml) y
se lavo con H20O (3 x 0,5 ml), la capa organica se seco sobre MgSO4 anhidro y el disolvente se elimind bajo presion
reducida. El residuo resultante se purificd por cromatografia en columna ultrarrapida sobre gel de silice Sep pak 2 g
(eluyente: diclorometano y 10 % de metanol en diclorometano) para proporcionar (R)-EDGBA x HI x H.O (9 mg,
67 %) como una espuma incolora.

'H RMN (400 MHz, DMSO-dg): & 7,09 (m, 4H), 6,81 (m, 4H), 5,52 (d, J = 4,8, 1H), 4,86 (d, J = 4,8, 1H), 4,59 (t, J =
5,6, 1H), 3,88 (m, 3H), 3,75 (m, 3H), 3,40 (m, 3H), 3,31 (m, 1H), 1,57 (s, 6H). °C RMN (100 MHz, DMSO-ds): &
157,1, 156,7, 143,4, 143,0, 128,0, 127,9, 114,5, 114,4, 71,4, 70,6, 70,1, 68,6, 63,4, 41,8, 31,3, 12,7. CCF (5 % de
metanol en diclorometano), Rf. 0,30 (UV, p-anisaldehido).

Ejemplo 7

EDGBA racémico (9)
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O O v =2 O O
HO OH 0 DMFP o o

23°C, 24 h
2%
) 0

Un matraz de fondo redondo se cargd secuencialmente con NaH (200 mg, 4,80 mmol, 2,2 equiv) y bisfenol A (500
mg, 2,18 mmol, 1 equiv), y el contenido se colocé en una atmoésfera de argon. Dimetilformamida anhidra (5 ml) se
introdujo mediante una jeringa y la mezcla resultante se agitdé a temperatura ambiente. Después de 15 min, se
afiadio epiclorhidrina racémica (700 pl, 8,96 mmol, 4,1 equiv) mediante una jeringa y la mezcla se dejo6 reaccionar a
temperatura ambiente durante 18 h. Después, la solucién se inactivd con agua desionizada (~1 ml) y la mezcla se
extrajo con acetato de etilo (3 x 4 ml). La capa organica se lavd con agua desionizada (2 ml), se secé sobre sulfato
de magnesio anhidro, se filtrd, y se concentr6 bajo presién reducida. El residuo resultante se purificd por
cromatografia en columna ultrarrapida sobre gel de silice geluyente: diclorometano) para proporcionar EDGBA
racémico (536 mg, 72 %) como un residuo espumoso blanco. 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds): 6 7,10 (d, J = 8,8, 4H),
6,84 (d, J = 8,8, 4H), 4,25 (dd, J = 11,6, 2,8, 2H), 3,78 (dd, J = 11,2, 6,4, 2H), 3,29 (m, 2H), 2,81 (i, J = 4,8, 2H), 2,68
(m, 2H), 1,60 (s, 6H). *C RMN (100 MHz, DMSO-ds): & 156,6, 143,5, 128,0, 114,5, 69,5, 50,3, 44,4, 41,8, 31,3. CCF
(5 % de metanol en diclorometano), Rf: 0,77 (UV, p anisaldehido).

(R)-EDGBA (10)
SO,y e O
o DMF
HO OH R{) 23°C. 24 h 0 | 0
48 % R R
0 0

10
El mismo procedimiento que se ha descrito previamente para EDGBA racémico, pero usando (R)-epiclorohidrina.

EDGBA racémico x 2HCI (11

O O CeCl3x7H,0
o 0 MeCN :
reflujo,6 h ' O o
o) o) 61 % OH OH_
Cl Cl
1"

A una solucion de EDGBA racémico (95 mg, 0,279 mmol, 1 equiv) en acetonitrilo (1,0 ml) se afiadié CeClz 7H>0
(208 mg, 0,558 mmol, 2 equiv) y la mezcla se calento a reflujo durante 6 h. La pasta blanca resultante se filtré con
diclorometano y la suspensién transparente se concentrd a presiéon reducida. El residuo resultante se purificé por
cromatografia en columna ultrarrapida sobre gel de silice Sep pak 2 g (eluyente: diclorometano y 10 % de metanol
en diclorometano) para proporcionar EDGBA racémico x 2HCI (70 mg, 61 %) como una espuma incolora.

'H RMN (400 MHz, DMSO-de): & 7,09 (d, J = 8,8, 4H), 6,83 (d, J = 8,4, 4H), 5,50 (d, J = 5,2, 2H), 3,99 (m, 2H), 3,92
(d, J = 5,6, 4H), 3,73 (dd, J = 11,2, 4,4, 2H), 3,65 (dd, J = 11,2, 5,6, 2H), 1,57 (s, 6H). °C RMN (100 MHz, DMSO-
de): 6 156,7, 143,4, 128,0, 114,5, 69,5, 69,3, 47,4, 41,8, 31,3. CCF (5 % de metanol en diclorometano), Rf: 0,31 (UV,
p-anisaldehido).
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Ejemplo 8

(R)-EDGBA x 2HCI (12)

O O _ CeClzx7H,0
o} 0O

MeCN

ﬁ) KIE reflujo, 5 h 0 o
o OH OH
o) 0 66 % R R

Cl Cl
12

El mismo procedimiento que se describe previamente para EDGBA racémico x 2HCI, pero usando (R)-EDGBA como
material de partida.

EJEMPLO 9
EDGBA racémico x 2HI (13)

CeC13x7H20/NaI
MeCN 0 0
3h,52% OH OH
O 0
I 13 1

A una solucién de EDGBA racémico (60 mg, 0,176 mmol, 1 equiv) en acetonitrilo (1,0 ml) se afadié CeCl; 7H,O
(131 mg, 0,352 mmol, 2 equiv) y Nal (53 mg, 0,352 mmol, 2 equiv). Después de agitar durante 3 h a ta, la
suspension amarilla resultante se concentré bajo presion reducida. La mezcla de reaccion se disolvié con
diclorometano (3 ml) y se lavé con H2O (3 x 1 ml), la capa organica se seco sobre sulfato de magnesio anhidro y el
disolvente se elimind a presion reducida. El residuo resultante se purificé por cromatografia en columna ultrarrapida
sobre gel de silice Sep pak 2 g (eluyente: diclorometano y 10 % de metanol en diclorometano) para proporcionar
EDGBA racémico x 2HI (65 mg, 52 %) como una espuma marron.

'H RMN (400 MHz, DMSO-de): & 7,09 (d, J = 8,8, 4H), 6,82 (d, J = 8,8, 4H), 5,53 (d, J = 5,2, 2H), 3,87 (m, 4H), 3,71
(m, 2H), 3,40 (dd, J = 10,4, 4,8, 2H), 3,31 (m, 2H), 1,57 (s, 6H). 13C RMN (100 MHz, DMSO-ds): & 156,7, 143,5,
128,1,114,5, 71,4, 68,6, 41,8, 31,3, 12,7.

CCF (5 % de metanol en diclorometano), Rf. 0,43 (UV, p-anisaldehido).

Ejemplo 10

(R)-EDGBA x 2HI (14)

CeCl3x7H,0O/Nal
_— >
MeCN 9] O
(@) 0 :
O 241,19 % OH OH
R R R R
0 O
I 14 I

El mismo procedimiento que se describe previamente para EDGBA racémico x 2HI, pero usando (R)-EDGBA como
material de partida.
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Ejemplo 11

EDGBA racémico x 2HBr (15)

O O CeCl3x7H,0 / NaBr O O
MeCN
o 0 12 h, 58 % 9 9

OH O
0 (9]

Br Br
15

A una solucion de EDGBA racémico (60 mg, 0,176 mmol, 1 equiv) en acetonitrilo (1,0 ml) se afiadié CeClz 7H>0
(131 mg, 0,352 mmol, 2 equiv) y NaBr (36 mg, 0,352 mmol, 2 equiv). Después de agitar durante la noche a ta, se
filtrd la suspensién con diclorometano (6 ml) y se lavé con H2O (3 x 2 ml), la capa organica se secé sobre sulfato de
magnesio anhidro y el disolvente se elimind a presion reducida. El residuo resultante se purificd por cromatografia en
columna ultrarrapida sobre gel de silice Sep pak 2 g (eluyente: diclorometano y 5 a 10 % de metanol en
diclorometano) para proporcionar EDGBA racémico x 2HBr (33 mg, 58 %) como una espuma incolora.

'H RMN (400 MHz, DMSO-ds): 5 7,09 (d, J = 8,4, 4H), 6,83 (d, J = 8,8, 4H), 5,54 (d, J = 5,2, 2H), 3,98 (m, 2H), 3,93
(d, J = 5,6, 4H), 3,62 (dd, J = 10,0, 4,4, 2H), 3,53 (dd, J = 10,4, 5,2, 2H), 1,57 (s, 6H). °C RMN (100 MHz, DMSO-
ds): 6 156,7, 143,5, 128,1, 114,5, 70,2, 68,8, 41,8, 37,2, 31,3. CCF (5 % de metanol en diclorometano), Rf: 0,53 (UV,
p-anisaldehido).

H

Ejemplo 12

EDGBA racémico x 2HF (16)

(¢ T T
o o tolueno o o

80°C,12h

22 9 OH OH
0 : : (@] _

16

A una solucién de EDGBA racémico (60 mg, 0,176 mmol, 1 equiv) en tolueno anhidro (1,0 ml) se afiadié solucion 1
M de TBAF en THF (0,88 ml, 0,88 mmol, 5 equiv), y la mezcla se dej6 en agitaciéon a 80 °C durante 12 h. La mezcla
se sometid a una cromatografia en columna de trayectoria corta (eluyente: diclorometano y 5 % de metanol en
diclorometano) para eliminar TBAF. El residuo resultante se purificd por cromatografia en columna ultrarrapida sobre
gel de silice Sep pak 2 g (eluyente: acetato de etilo al 30 % en hexano) para proporcionar EDGBA racémico x 2HF
g14 mg, 22 %) como una espuma incolora.

H RMN (400 MHz, DMSO-ds): 6 7,09 (d, J = 8,4, 4H), 6,82 (d, J = 8,8, 4H), 5,40 (d, J = 5,2, 2H), 4,50 (ddd, J = 47,6,
9,6, 3,6, 2H), 4,39 (ddd, J = 47,6, 9,6, 3,6, 2H), 3,99 (dm, J = 20,8, 2H), 3,90 (m, 4H), 1,56 (s, 6H ). "°F RMN (282,4
MHz, DMSO-dg): 6-230,4 (td, J = 50,4, 22,2). CCF (5 % de metanol en diclorometano), Rf. 0,38 (UV, p-anisaldehido).
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Ejemplo 13

Sintesis del éster de triglicina 3 de EDGBA.HCI,H,0

Boc. OH
oc ﬂ/\g

‘ O CH,Cl, o ‘ O o
0 (0]
—®  Bgg Q 0] Boc
HO OH N N~
DIPC

Cl OH DMAP Cl o]

ta, 2h OA\/N"L

TFA

Boc

T

0 0
@
HaN" Of - K[‘:’\n/\rwu-s)
o\ 0O
s e

Parte experimental para la sintesis de la sal de TFA 3 de Tri-Gly-Edgba,HCL.H20O (1): A una soluciéon de
EDGBA.HCL.H0 (1) (8,80 mg, 0,02 mmol) en 1 ml de CH2ClI; se afiadié BOC-Gly-OH (30,8 mg, 0,18 mmol), DMAP
(cantidad catalitica) y DIPC (0,03 ml, 0,18 mmol). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante dos horas y
después se filtr6. El filtrado se afadié a 2 ml de TFA, se agité a temperatura ambiente durante 2 horas, y después se
10  concentr6 al vacio. El residuo se dividié entre EtOAc y agua y la capa acuosa se concentrd, se seco, y después se
paso a través de una columna LH-20 (eluida con MeOH al 100 %) para dar un producto puro 3. Después de que el
producto de sal de TFA se concentrase, se disolvid en 2 ml de MeOH, después se afadieron 2 ml de HCI 2N. La
mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 5 min, se concentré bajo una corriente de N», y luego se seco al

vacio durante la noche para dar las sales de HCI.
15
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que tiene la siguiente estructura:

RL R?
775N 7y
/‘t\ ’ )\
-, Z Z _— ¥ t
Q7 Nz” AN
X X
L—1] L=

en la que:

X es CH2F, CH2Br, CHzl, CH,OG o CH,O0GOG’;

X' es H, CHs, CHzF, CH2CI, CH2Br, CHazl, CH,0J”’, CH20G o CH,0GOG’;

J, J’y J”” son cada uno independientemente H;

L y L’ son cada uno independientemente O;

Qy Q’ son cada uno independientemente O;

Zy Z’ son cada uno independientemente CH;

Ry R? son cada uno independientemente H o un alquilo C4-C+o ramificado o no ramificado, sustituido o no
sustituido;

cada G y G’ es independientemente un alquilo C1-C 1o ramificado, no ramificado o ciclico aromatico o ciclico no
aromatico, sustituido o no sustituido, saturado o no saturado; y

en el que el sustituyente opcional se selecciona entre el grupo que consiste en: oxo, OJ”’, COOH, R, OH, OR, F,
Cl, Br, I, NH2, NHR, NR2, CN, SH, SR, SO3zH, SO3R, SO2R, OSO3R y NO,, en donde R es un alquilo C4-C1o no
sustituido;

para su uso como medicamento.

2. El compuesto para el uso de la reivindicacién 1, en donde el compuesto modula la actividad del receptor de
andrégenos (RA) en una célula de mamifero.

3. El compuesto para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que cada R’ y R? es CHs.

4. El compuesto para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que X es CHyF, CHal, CH2Br,
CH>0OCHj3, CH0 (isopropilo) o CH20C2H40C4Ho, preferentemente en el que X es CHzF, CH2Br o CHal.

5. El compuesto para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que X es CHCl, CHzF, CHal,
CH2Br, CH>OH, CH20CH3;, CH20 (isopropilo) o CH,OC,;H4OC4Ho.

6. El compuesto para el uso de las reivindicaciones 1 0 2, en el que el compuesto se selecciona entre uno o mas de
los siguientes:

Me, Me Ne, Me

Me_ O /k , : {GE]
Y ‘ L% 8]

{3 9] Ml 5 KD
O G
‘? ?
Me Me
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5
7. Un compuesto para su uso como medicamento, en donde el compuesto se selecciona entre uno o mas de los
siguientes:
Me
o s o
NT Y ¢ o EL
£ {W By
3 4
L¥
cr
(€}
xtir
10
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GH

*“%“‘ oH 1

8. El compuesto para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el compuesto modula la
actividad del receptor de andrégenos en una célula de mamifero y la célula de mamifero es una célula humana.

9. El compuesto para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde el compuesto inhibe la
actividad del dominio N-terminal de RA.

10. El compuesto para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde el compuesto modula in vivo
la actividad del receptor de andrégenos.

11. El compuesto para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde el compuesto es para el
tratamiento de al menos una indicacion seleccionada entre el grupo que consiste en: cancer de prdstata, cancer de
mama, cancer de ovario, cancer de endometrio, pérdida de cabello, acné, hirsutismo, quistes ovaricos, enfermedad
del ovario poliquistico, pubertad precoz y degeneracion macular relacionada con la edad.

12. El compuesto para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que la actividad moduladora de
RA es para el tratamiento del cancer de prostata.

13. El compuesto para el uso de la reivindicacion 12, en el que el cancer de préstata es un cancer de prostata
independiente de andrégenos o en el que el cancer de préstata es un cancer de préstata dependiente de
andrégenos.

14. Un compuesto que tiene una estructura de Férmula Il
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rRL  R2
77 /Z“"“f;;'
L,
. - Z L s §
Q" g7 SN0
X X
L—]J Li—J

en la que

X es CHal, CH2Br, CH2F, CH,OCH3, CH>O (isopropilo) o CH,OC2H4OC4Hoy;

X es CHzF, CH2Cl o CH>O (isopropilo);

cada J, J' y J””’ es independientemente H;

cada L y L’ es independientemente O;

cada Qy Q’ es independientemente O;

cada Z%/ Z’ es independientemente CH;

R’ y R® son cada uno independientemente H o un alquilo C4-C4o ramificado o no ramificado, sustituido o no
sustituido; y

cada G y G’ es independientemente un alquilo C+4-C+o ramificado o no ramificado, ciclico no aromatico, sustituido
0 no sustituido, saturado; y

en el que el sustituyente opcional se selecciona entre el grupo que consiste en: oxo, OJ””’, COOH, R, OH, OR, F,
Cl, Br, I, NH2, NHR, NR2, CN, SH, SR, SO3zH, SO3R, SO2R, OSO3R y NO,, en donde R es un alquilo C4-Co no
sustituido.

15. El compuesto de la reivindicacién 14, en el que cada R’ y R? es CHa.

16. Un compuesto seleccionado entre uno o mas de los siguientes:
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17. El compuesto
10

18. El compuesto

59



ES 2 640 003 T3

19. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 18 y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

20. Un método para modular la actividad de RA in vitro, comprendiendo el método la administracion a una célula de
mamifero de un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18.
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FIGURA o
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FIGURA &
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FIGURA 9
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FIGURA 12
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FIGURA 14

185-9-2

B C

o 250 35

& a DMSO 185-9-2

~ 2001 £ 3¢ -

B T 25

g 1507 2 20

ERRTL S T 15

T - UL 3 10

z % el S 5 5

- (=]

=] o o

— T ¥ L L] ¥ &

o 0 5 10 e ] ] ] ]

> , 18 2025 30 2 a0 Dia 25 Dia 0 Dia 25
Dias tras la 12 inyeccion o

67



ES 2 640 003 T3

FIGURA 15
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Figura 19
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