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DESCRIPCION

Compuestos para el tratamiento del cancer

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a nuevos compuestos que tiene actividad anti-cancerigena, métodos de fabricacion
de estos compuestos, o su uso para tratar el cancer, tratar tumores resistentes a farmacos, cancer resistente a
farmacos, cancer metastatico, melanoma metastatico, melanoma resistente a farmacos, cancer de préstata y cancer
de proéstata resistente a farmacos.

Antecedentes de la invencion

El cancer es la segunda causa mas comun de muerte en los Estados Unidos, superado solo por la enfermedad
cardiaca. En los Estados Unidos, el cancer representa 1 de cada 4 muertes. La tasa de supervivencia a 5 afios para
todos los pacientes de cancer diagnosticados en 1996-2003 es 66%, mas que el 50% en 1975-1977 (Cancer Facts &
Figures American Cancer Society: Atlanta, GA (2008)). Esta mejora en la supervivencia refleja el progreso en el
diagndstico a una etapa mas temprana y las mejoras en el tratamiento. El descubrimiento de agentes anti-
cancerigenos altamente eficaces con baja toxicidad es un objetivo principal de la investigacion del cancer.

Los microtubulos son filamentos citoesqueléticos que consisten en heterodimeros de af-tubulina y estan implicados
en una amplia gama de funciones celulares, que incluyen el mantenimiento de la forma, transporte de vesiculas,
motilidad celular y division. La tubulina es el componente estructural principal de los microtubulos y una diana bien
verificada para una variedad de farmacos anti-cancerigenos altamente exitosos. Los compuestos que son capaces
de interferir con el equilibrio de microtubulo-tubulina en las células son efectivos en el tratamiento de canceres. Los
farmacos anti-cancerigenos como taxol y vinblastina que son capaces de interferir con el equilibrio de microtubulo-
tubulina en las células se usan de forma extensiva en la quimioterapia del cancer. Hay tres clases principales de
agentes antimitoticos. Los agentes estabilizadores del microtibulo, que se unen a microtubulos totalmente formados
y evitan la despolimerizacion de subunidades de tubulina, estan representados por taxanos y epotilones. Las otras
dos clases de agentes son agentes desestabilizantes de microtubulos, que se unen a dimeros de tubulina e inhiben
su polimerizacion en los microtibulos. Los alcaloides de la vinca tal como vinblastina se unen al sitio de la vinca y
representan una de estas clases. La colchicina y los ligantes al sitio de la colchicina interactian en un sitio distinto
en la tubulina y definen la tercera clase de agentes antimitéticos.

Tanto los taxanos como los alcaloides de vinca se usan ampliamente para tratar canceres humanos, mientras que
ningun ligante al sitio de la colchicina esta aprobado actualmente aiun para la quimioterapia del cancer. Sin embargo,
los agentes de union a la colchicina como la combretastatina A-4 (CA-4) y ABT-751 (Figura 19), estan actualmente
bajo investigacion clinica como nuevos agentes quimioterapéuticos potenciales (Luo, Y.; Hradil, V.P.; Frost, D.J,;
Rosenberg, S.H.; Gordon, G.B.; Morgan, S.J.; Gagnem, G.D.; Cox, B.F.; Tahir, S.K.; Fox, G.B.; ABT-751, “A novel
tubulin-binding agent, decreases tumor perfusion and disrupts tumor vasculature”. Anticancer Drugs 2009, 20(6),
483-92; Mauer, A.M.; Cohen, E.E.; Ma, P.C.; Kozloff, M.F.; Schwartzberg, L.; Coates, A.l.; Qian, J.; Hagey, A.E.;
Gordon, G.B., “A phase Il study of ABT-751 in patients with advanced non-small cell lung cancer”. J. Thorac Oncol
2008, 3(6), 631-6; Rustin, G.J.; Shreeves, G.; Nathan, P.D.; Gaya, A.; Ganesan, T.S.; Wang, D.; Boxall, J.; Poupard,
L.; Chaplin, D.J.; Stratford, M.R.; Balkissoon, J.; Zweifel, M., “A Phase Ib trial of CA4P (combretastatin A-4
phosphate), carboplatin, and paclitaxel in patients with advanced cancer” Br J Cancer 2010, 102(9), 1355-60).

Desafortunadamente, los farmacos anti-cancerigenos que interactuan con los microtibulos en uso clinico comparten
dos problemas principales, resistencia y neurotoxicidad. Un mecanismo comun de resistencia multifarmaco (MDR,
por sus siglas en inglés), especificamente el eflujo de farmaco mediado por proteina transportadora de casete de
union a ATP (ABC, por sus siglas en inglés), limita su eficacia (Green, H.; Rosenberg, P.; Soderkvist, P.; Horvath, G.;
Peterson, C.; “beta-Tubulin mutations in ovarian cancer using single strand conformation analysis-risk of false
positive results from paraffin embedded tissues”. Cancer Letters 2006, 236(1), 148-54; Wang, Y.; Cabral, F.,
“Paclitaxel resistance in cells with reduced beta-tubulin”. Biochimica et Biophysica Acta, Molecular Cell Research
2005, 1744(2), 245-255; Leslie, E.M.; Deeley, R.G.; Cole, S.P.C., “Multidrug resistance proteins: role of P-
glycoprotein, MRP1, MRP2 and BCRP (ABCG2) in tissue defense”. Toxicology and Applied Pharmacology 2005,
204(3), 216-237).

Las P-glicoproteinas (P-gp, codificadas por el gen MDR1) son miembros importantes de la superfamilia ABC. P-gp
evita la acumulacion intracelular de muchos farmacos para el cancer aumentando su eflujo fuera de las células
cancerigenas, ademas de contribuir a las rutas de aclaramiento hepatico, renal o intestinal. Los intentos de co-
administrar moduladores o inhibidores de P-gp para aumentar la biodisponibilidad celular bloqueando las acciones
de P-gp han tenido éxito limitado (Gottesman, M.M.; Pastan, ., “The multidrug transporter, a double-edged sword”. J
Biol Chem 1988, 263(25), 12163-6; Fisher, G.A.; Sikic, B.l., “Clinical studies with modulators of multidrug resistance”.
Hematology/Oncology Clinics of North America 1995, 9(2), 363-82).

El otro problema principal con los taxanos, como con muchos productos naturales biolégicamente activos, es su
lipofilicidad y falta de solubilidad en sistemas acuosos. Esto lleva al uso de emulgentes como Cremophor EL y
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Tween 80 en preparados clinicos. Un nimero de efectos bioldgicos relacionados con estos vehiculos de formulacion
de farmaco se han descrito, incluyendo reacciones de hipersensibilidad aguda y neuropatias periféricas
(Hennenfent, K.L.; Govindan, R., “Novel formulations of taxanes: a review. Old wine in a new bottle?” Ann Oncol
2006, 17(5), 735-49; ten Tije, A.J.; Verweij, J.; Loos, W.J.; Sparreboom, A., “Pharmacological effects of formulation
vehicles: implications for cancer chemotherapy”. Clin Pharmacokinet 2003, 42(7), 665-85).

En comparacién con los compuestos que unen el sitio de union de paclitaxel o alcaloide de vinca, los agentes de
union a colchicina normalmente muestran estructuras relativamente sencillas. Por consiguiente proporcionan una
mejor oportunidad para la biodisponibilidad oral por medio de la optimizacion estructural para mejorar los parametros
de solubilidad y farmacocinética (PK). Ademas, muchos de estos farmacos parecen sortear la MDR mediada por P-
gp. Por lo tanto, estos nuevos compuestos dirigidos al sitio de union de colchicina son muy prometedores como
agentes terapéuticos, particularmente porque han mejorado la solubilidad acuosa y superan la MDR mediada por P-

gp.

El cancer de prostata es uno de los canceres no cutaneos diagnosticados mas frecuentemente entre hombres en
EE.UU. y es la segunda causa mas comun de muertes por cancer con mas de 180.000 nuevos casos y casi 29.000
muertes esperadas este afio. Los pacientes con cancer de prostata avanzado experimentan terapia de supresion
androgénica (ADT, por sus siglas en inglés), tipicamente o bien mediante agonistas hormonales de liberacion de
hormona luteinizante (LHRH) o mediante orquiectomia bilateral. La terapia de supresion androgénica no solo reduce
la testosterona, sino que los niveles de estrégeno también son menores ya que el estrogeno se deriva de la
aromatizacion de testosterona, cuyos niveles se disminuyen por ADT. La deficiencia de estrégenos inducida por la
terapia de supresion androgénica provoca significativos efectos secundarios que incluyen sofocos, ginecomastia y
mastalgia, pérdida 6sea, disminuciones en la calidad y resistencia 6sea, osteoporosis y fracturas que ponen en
peligro la vida, cambios lipidicos adversos y mayor enfermedad cardiovascular e infarto de miocardio, y depresion y
otros cambios de humor.

El acetato de leuprolida (Lupron®) es un analogo nonapéptido sintético de la hormona de liberacién de
gonadotropina que se da de forma natural (GnRH o LHRH). El acetato de leuprolida es un superagonista de LHRH
que eventualmente suprime la secrecién de LH por la pituitaria. El acetato de leuprolida actia como un potente
inhibidor de la secrecion de gonadotropina, dando por resultado la supresion de la esteroidogénesis ovarica y
testicular. En los humanos, la administraciéon de acetato de leuprolida da por resultado un aumento inicial en los
niveles circulantes de hormona luteinizante (LH) y hormona estimulante del foliculo (FSH), llevando a un aumento
temporal en los niveles de los esteroides gonadales (testosterona y dihidrotestosterona en hombres, y estrona y
estradiol en mujeres pre-menopausicas). Sin embargo, la administracion continua de acetato de leuprolida da por
resultado niveles disminuidos de LH y FSH. En los hombres, la testosterona se reduce a niveles de castrado (por
debajo de 50 ng/dL). En las mujeres pre-menopausicas, los estrogenos se reducen a niveles post-menopausicos. La
testosterona es un estimulo conocido para las células cancerigenas de la prostata. Suprimir la secrecion de
testosterona o inhibir las acciones de la testosterona es por consiguiente un componente necesario de la terapia
para el cancer de préstata. El acetato de leuprolida puede usarse para la supresion de LH, que es la reduccioén y
disminucion de testosterona en suero a niveles de castrado para tratar el cancer de préstata.

El melanoma maligno es la forma mas peligrosa de cancer de piel, representando aproximadamente el 75% de
muertes por cancer de piel. La incidencia del melanoma esta creciendo constantemente en las poblaciones
occidentales. El niumero de casos se ha doblado en los ultimos 20 afios. Alrededor de 160.000 nuevos casos de
melanoma se diagnostican en el mundo cada afio, y es mas frecuente en hombres y caucasicos. Segun un informe
de la OMS, aproximadamente 48.000 muertes relacionadas con el melanoma se dan en el mundo por afio.

Actualmente no hay una forma efectiva para tratar el melanoma metastatico. Es altamente resistente a la
quimioterapia, radioterapia e inmunoterapia actual. EI melanoma metastatico tiene un pronéstico muy pobre, con una
tasa media de supervivencia de 6 meses y una tasa de supervivencia a los 5 afios de menos del 5%. En los ultimos
30 afios, la dacarbazina (DTIC) es el unico farmaco aprobado con la FDA para el melanoma metastatico. Sin
embargo, proporciona solo menos del 5% de la remision completa en los pacientes. En afos recientes, se han
hecho grandes esfuerzos en la lucha contra el melanoma metastatico. Ni las combinaciones de DTIC con otros
farmacos de quimioterapia (p.gj., cisplatina, vinblastina y carmustina) ni la adicién de interferona-a2b a DTIC han
mostrado una ventaja en la supervivencia sobre el tratamiento de DTIC solo. Mas recientemente, los ensayos
clinicos con anticuerpos y vacunas para tratar el melanoma metastatico también fallaron en demostrar una eficacia
satisfactoria.

Las células de melanoma tienen bajos niveles de apoptosis espontanea in vivo en comparacion con otros tipos de
células tumorales, y son relativamente resistentes a la apoptosis inducida por farmaco in vitro. El papel natural de los
melanocitos es proteger los 6rganos internos de la luz UV, un potente agente de dafio de ADN. Por lo tanto, no es
sorprendente que las células de melanoma puedan tener unos sistemas de reparacion de dafio de ADN especiales y
propiedades de supervivencia mejoradas. Ademas, recientes estudios mostraron que, durante la progresion del
melanoma, adquieren alteraciones genéticas complejas que llevan a la hiperactivacion de bombas de eflujo, enzimas
de desintoxicacion, y una alteracion multifactorial de las rutas de supervivencia y apoptética. Se ha propuesto que
todo esto media en el fenotipo resistente a multifarmaco (MDR) del melanoma. Con la incidencia subiendo
rapidamente de esta enfermedad y la alta resistencia a los agentes terapéuticos actuales, el desarrollo de farmacos
3
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mas efectivos para el melanoma avanzado y otros tipos de canceres que pueden sortear de forma efectiva la MDR
proporcionaran beneficios significativos a los pacientes de cancer.

La Publicacion de Patente de EE.UU. num. 2009/0326020 A1 describe compuestos de férmula VI
(VIII)

Enlos que Qes S, Nu O, y su uso en el tratamiento del cancer.
Compendio de la invencion

En una realizacion, esta invencion se dirige a un compuesto representado por la estructura de formula XI:
( > ,<Q |
X—& O
N

MeO OMe
OMe (XI)

En el que
X es NH;
QesS;y
A es un anillo de fenilo o indolilo sustituido o no sustituido;
En el que dicho anillo A esta opcionalmente sustituido por 1-5 sustituyentes que son independientemente O-alquilo,
O-haloalquilo, F, Cl, Br, I, haloalquilo, CF3, CN, -CH2CN, NH,, hidroxilo, -(CH2)iINHCHs3, -(CH2)iNH2, -(CH2)iN(CH3)2, -
OC(O)CFs3, alquilo C4-Cs lineal o ramificado, haloalquilo, alquilamino, aminoalquilo, -OCH2Ph, -NHCO-alquilo, COOH,
-C(O)Ph, C(0)0O-alquilo, C(O)H, -C(O)NH2 0 NOg; e
i es un numero entero entre 0-5.

En una realizacion, esta invencion se dirige a un compuesto representado por la estructura de formula VIII:
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OMc
O
N OMe
Q\f N OMe
HN
(Ry)y R
Rs
(VI

R4, Rs y Re son independientemente hidrégeno, O-alquilo, O-haloalquilo, F, Cl, Br, |, haloalquilo, CF3, CN, -CH2CN,
NH., hidroxilo, -(CH2)iNHCHs3, -(CH.)iNHa, -(CH-2)iN(CHs),, -OC(O)CF3-, alquilo C+-Cs lineal o ramificado, haloalquilo,
alquilamino, aminoalquilo, -OCH;Ph, -NHCO-alquilo, COOH, -C(O)Ph, C(O)O-alquilo, C(O)H, -C(O)NH2 o0 NOy;

QesS;
i es un numero entero entre 0-5; y
n es un numero entero entre 1-3.

En una realizacion, esta invencion se dirige a un compuesto representado por la estructura de formula Xl(c):

OMe
O
\ OMe
SY N OMe

HN

R;
(_R:I.)n
NH
= XI(c)

En el que R4 y Rs son independientemente hidrégeno, O-alquilo, O-haloalquilo, F, CI, Br, I, haloalquilo, CF3, CN, -
CH2CN, NH2, hidroxilo, -(CH2)iNHCHs, -(CH2)iNH2, -(CH2)N(CHs),, -OC(O)CF3, alquilo C4-Cs lineal o ramificado,
haloalquilo, alquilamino, aminoalquilo, -OCH2Ph, -NHCO-alquilo, COOH, -C(O)Ph, C(O)O-alquilo, C(O)H, -C(O)NH;
o NOy;

i es un numero entero de 0-5; y
n es un numero entero entre 1-4.

En otra realizacion, esta invencion se dirige a los siguientes compuestos: (2-(fenilamino)tiazol-4-il)(3,4,5-
trimetoxifenil)metanona (5a), (2-(p-tolilamino)tiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (5b), 2-(p-
fluorofenilamino)tiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (5¢) y (2-(4-clorofenilamino)tiazol-4-il)(3,4,5-
trimetoxifenil)metanona (5d).

En otra realizacion, el compuesto de esta invencién es su sal farmacéuticamente aceptable, producto farmacéutico,
tautomero, hidrato, N-6xido, o combinaciones de los mismos.

En una realizacion, esta invencion se dirige a una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de esta
invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En una realizacion esta invencion se dirige a un compuesto de esta invencion para usar en (a) tratamiento,
supresion, reduccion de la gravedad, reduccion del riesgo, o inhibicion del cancer; (b) tratar un tumor o tumores
resistentes al farmaco; y (c) destruir una célula cancerigena. En otra realizacion el cancer se selecciona del grupo
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que consiste en cancer de prostata, cancer de mama, cancer de ovario, cancer de piel, melanoma, cancer de
pulmén, cancer de colon, leucemia, cancer renal, cancer del SNC y combinaciones de los mismos.

Breve descripcion de los dibujos

El tema considerado como la invencion esta particularmente apuntado y distintamente reivindicado en la parte final
de la memoria. La invencion, sin embargo, tanto respecto a la organizacién como al método de operacion, junto con
objetos, caracteristicas y ventajas de los mismos, pueden entenderse mejor por referencia a la siguiente descripcion
detallada cuando se lee con los dibujos de acompafiamiento en que:

La Figura 1 representa la sintesis de las distintas plantillas del anillo B: oxazol. Reactivos y condiciones: (a) MeOH,
CH3COCI, 83%; (b) etiléster de acido benzimidico, CH2Cl,, EtsN, 96%; (c) LiOH, MeOH, H,0, 65%; (d) EDCI, HOBt,
NMM, CH3OCH3NH<HCI, 61%; (e) bromuro de 3,4,5-trimetoxifeniimagnesio, THF, 48%-71%; (f) CBrCls, DBU,
CH2Clz, 56%.

La Figura 2 representa la sintesis de las distintas plantillas de anillo B. Reactivos y condiciones: (a) EDCI, HOBt,
NMM, CH3OCH3NH<HCI, CH.Cl,, 51-95%; (b) bromuro de 3,4,5-trimetoxifenil-magnesio, THF, 48-78%; (c) LAH, -
78°C, THF, 85%; (d) reactivo de Dess-Martin, CH2Cl», 81%; (e) EDCI, HOBt, NMM, acido 3,4,5-trimetoxibenzoico,
CH2Clz, 58%.

La Figura 3 representa el esquema sintético de compuestos de referencia. Reactivos y condiciones: (a)
MeOH/tampon fosfato pH=6,4, TA; (b) EDCI, HOBt, NMM, HNCH3OCHs3; (c) CBrCls, DBU, CH2Cly; (d) bromuro de
3,4,5-trimetoxifenilmagnesio, THF; (e) yoduro de isopropiltrifenilfosfonio, n-BuLi, THF; (f) LAH, THF; (g) para 2e-cis y
2e-trans, NH,OH<HCI, C,HsOH, H,O, NaOH; para 2g y 2h, NH,OMe*HCI, piridina; (h) TsCl, NaH, Al,O3 basico; (i)
NH2NH2exH>O, CHCl,, t-BuOH; (j) cianometilfosfonato de dietilo, n-BuLi, THF; (k) bis-trimetilsililcarbodiimida, TiCla,
CH-ClIy; (1) EDCI, HOBt, EtsN, 3,4,5-trimetoxianilina, CHCls.

La Figura 4 representa el esquema sintético de compuestos de referencia. Reactivos y condiciones: (a) bromo,
EtOH; (b) benzotioamida, EtOH, reflujo; (c) EDCI, HOBt, NMM, HNCH3OCH3, CH.Cl,; (d) CBrCls, DBU, CHxCly; (e)
LAH, THF; (f) 5-(bromometil)-1,2,3-trimetoxibenceno, PhsP, THF; (g) n-BuLi, THF; (h) (1) HCI, H20; (2) NaNO,, H»0,
0°C; (i) xantano de etil-potasio; (j) KOH/EtOH; (k) H20, HCI; () 5-yodo-1,2,3-trimetoxibenceno, Cul, {-BuONa; (m) 2
equiv o 1 equiv m-CPBA, CHCly; (n) 3,4,5-trimetoxianilina, NEts, DMF.

La Figura 5 representa el esquema sintético de compuestos de referencia. Reactivos y condiciones: (a) L-cisteina,
EtOH, 65°C; (b) EDCI, HOBt, NMM, HNCH3OCHs;, CHxCl; (c) TBDMSCI, imidazol, THF; (d) bromuro de 3,4,5-
trimetoxifenilo, BuLi, THF; (e) TBAF, THF; (f) SOCIl, Et,0; (g) NHs;, MeOH; (h) POCIs; (i) PhSO.Cl, BusNHSOy,
tolueno, NaOH al 50%; (j) NaOH 1 N, EtOH, reflujo; (k) BocO, NaOH 1 N, 1,4-dioxano; (I) CBrCls, DBU, CH,Cly; (m)
HCI 4 N en 1,4-dioxano; (n) NaH, DMF, Mel; (o) HCHO, NaBH3CN, EtsN.

La Figura 6 representa el esquema sintético de compuestos de esta invencion. Reactivos y condiciones: (a) EtOH,
65°C; (b) NaOH, C;Hs0H, reflujo; (c) EDCI, HOBt, NMM, HNCH3OCHg3, CHCly; (d) bromuro de 3,4,5-trimetoxifenilo,
BuLi, THF; (e) HCI 2 N en 1,4-dioxano.

La Figura 7 representa un esquema sintético para la preparacion de compuestos de Aril-Benzoil-lmidazol (ABI) como
compuestos de referencia. Reactivos y condiciones: (a) t-BuOH, I», etilendiamina, K;COs, reflujo; (b) Phl (OAc),,
K>CO3, DMSO; (c) DBU, CBrCls, DMF; (d) NaH, PhSO.CI, THF, 0°C —TA,; (e) t-BuLi, cloruro de benzoilo sustituido,
THF, -78°C; (f) BusNF, THF, TA.

La Figura 8 representa un esquema sintético para la preparacion de compuestos de Aril-Benzoil-lmidazol (ABI) como
compuestos de referencia. Reactivos y condiciones: (a) NH4OH, oxalaldehido, etanol, TA; (b) NaH, PhSO,Cl, THF,
0°C — TA; (c) t-BulLi, cloruro de benzoilo sustituido, THF, -78°C; (d) BusNF, THF, TA; (e) BBrs, CH.Cly; (f) c-HClI,
AcOH, reflujo.

La Figura 9 representa un esquema sintético para la preparacion de compuestos Arilo-Benzoil-lmidazol (ABI) como
compuestos de referencia. Reactivos y condiciones: (a) NaH, cloruro de benzoilo sustituido, THF.

La Figura 10 representa el esquema sintético de compuestos 12dc, 12fc, 12daa, 12dab, 12cba, (a) AICIl;, THF,
reflujo; (b) NaH, CHsl para 12dab y 12cba y BnBr para 12daa, THF, reflujo.

La Figura 11 representa el esquema sintético de compuestos 11gaa, 12la. (a) NH4sOH, etanol, glioxal, TA; (b) NaH,
PhSO,CI sustituido, THF, 0°C — TA; (c) t-BuLi (1,7 M en pentano), cloruro de benzoilo sustituido, THF, -78°C; (d)
BusNF, TA.

La Figura 12 representa el esquema sintético del compuesto 15xaa y 12xa. (a) 1. KOH, etanol; 2. PhSO,ClI, acetona;
(b) NH4OH, glioxal, etanol, TA; (c) NaH, PhSO,CI, THF, 0°C — TA; (d) £-BuLi (1,7 M en pentano), cloruro de benzoilo,
THF, -78°C; (e) NaOH, etanol, H2O, reflujo.
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La Figura 13 representa un esquema sintético de 17ya. (a) 1. KOH, etanol, 2. PhSO.CI, acetona, TA; (b) NH4OH,
glioxal, etanol, TA; (c) NaH, PhSO.CI, THF, 0°C — TA; (d) t-BuLi (1,7 M en pentano), cloruro de benzoilo, THF, -78°C;
(e) NaOH, etanol, H2O, reflujo.

La Figura 14 representa el esquema sintético de 12fa. (a) NH4OH, oxalaldehido, etanol, TA; (b) NaH, PhSO,CI, THF,
0°C — TA; (c) +-BulLi, cloruro de 3,4,5-trimetoxibenzoilo, THF, -78°C; (d) BusNF, THF, TA.

La Figura 15 representa un esquema sintético del compuesto 55.

La Figura 16 representa un esquema sintético de compuestos basados en isoquinolina y quinolina. La Figura 16A
representa el esquema sintético de derivados de isoquinolina. Reactivos y condiciones: a) acido arilborénico (1
equiv.), Pd(PPhs)s (0,01 equiv.), K2CO3, H,O, DMF, 5 h; b) acido arilborénico (2,4 equiv.), Pd(PPhs)s (0,04 equiv.),
K>COs, H2O, DMF, 16 h; c) acido arilborénico (1,2 equiv.), Pd(PPhs)s (0,04 equiv.), K2CO3, H.O, DMF, 16 h. La
Figura 16B representa el esquema sintético de compuestos 41 y 44. Reactivos y condiciones: a) cloruro de p-
fluorobencenosulfonilo, piridina, piridina, 80°C, 3 h; b) acido 5-indolbordnico (1,2 equiv.), Pd(PPhs)s (0,02 equiv.),
K>CO3, H2O, DMF, 16 h. La Figura 16C representa el esquema sintético del derivado de isoquinolina 6d. La Figura
16D representa el esquema sintético del derivado de isoquinolina 6¢. La Figura 16E representa el esquema sintético
del derivado de isoquinolina 6b.

La Figura 17 representa una curva de solubilidad estandar para el compuesto ABI 12ga (disuelto en acetonitrilo). El
eje X es la cantidad de compuesto y el eje y es el area del pico m/z.

La Figura 18 representa la solubilidad acuosa medida para los compuestos de anti-tubulina 1h, 1c, 66a, 2r-HCI, 5a 'y
5c.

La Figura 19 representa las estructuras de inhibidores de tubulina del sitio de unién de colchicina.

La Figura 20 representa la capacidad de compuestos de anti-tubulina 1h, 1c, 2j, 66a y 5a para inhibir la
polimerizacion de tubulina in vitro (Figura 20a) y 5¢ (Figura 20b), y la unién de 5Hc al sitio de colchicina (Figura 20c).

La Figura 21 representa curvas de respuesta a la dosis de compuestos de 2-aril-4-benzoil-imidazol (ABI) en
comparacion con otros farmacos anti-cancerigenos y compuestos en la linea celular de melanoma resistente a
multifarmaco (célula MDR) y la linea celular parental sensible correspondiente (célula de melanoma normal). La gran
distancia entre las dos curvas para paclitaxel, vinblastina y colchicina indica que eran sustratos para P-glicoproteina
(P-gp). Las dos curvas que se solapan de cada compuesto ABI indican que los compuestos ABI no eran sustratos
para P-gp y superaron la resistencia a multifarmaco.

La Figura 22 presenta el efecto de los compuestos ABI en la polimerizacion de la tubulina in vitro. La tubulina (0,4
mg/ensayo) se expuso a compuestos ABI 10 uM (vehiculo de control, DMSO al 5%). La absorbancia a 340 nm se
monitorizé a 37°C cada minuto durante 15 min y se demostré que los compuestos ABI 12da, 12db y 12cb inhibieron
la polimerizacién de tubulina in vitro.

La Figura 23 representa el ensayo de formacién de colonia de melanoma B16-F1 en agar blando que mostré que los
compuestos ABI inhibieron la formacion de la colonia en una manera dependiente de la concentracion. La Figura
23A representa dibujos representativos de control y cada compuesto probado (12cb, 12da y 12fb) a 100 nM. El
diametro de cada pocillo era 35 mm. La Figura 23B representa una representacion cuantificada de los resultados del
ensayo para cada compuesto probado (12cb, 12da y 12fb). El valor P se calculdé por comparacion con el control
usando la prueba t de Student mediante el programa GraphPad Prism. Columnas, media de tres réplicas; barras,
DE.

La Figura 24 representa el estudio in vivo de compuestos ABI. La Figura 24A representa la actividad in vivo de 12cb
frente a tumores de melanoma B16-F1 en ratones C57/BL. La Figura 24B representa la actividad in vivo de 12fb
frente al melanoma B16-F1 en ratones C57BL/6 y ratones desnudos SHO. Los resultados mostraron que 12fb inhibié
el crecimiento del tumor de melanoma de una manera dependiente de la dosis. Los ratones C57BL/6 portan
aloinjerto de melanoma B16-F1 (n=5 por grupo). Cada raton recibio 0,5x108 células por inyeccion s.c. en el flanco.
Se comenzaron tratamientos diarios i.p. de 30 pL cuando el tamafio del tumor alcanzé ~100 mm3. La Figura 24C
representa la actividad in vivo de 12fb frente a un xenoinjerto de melanoma humano A375. Los ratones desnudos
SHO portan un xenoinjerto de melanoma humano A375 (n=5 por grupo). Cada raton recibié 2,5x10° células por
inyeccion s.c. en el flanco. Se comenzaron tratamientos diarios i.p. de 30 yL cuando el tamafio del tumor alcanzé
~150 mm3. Control, solo disolucion de vehiculo; puntos, media; barras, DE. DTIC, (5-(3,3-dimetil-1-triacenil)-
imidazol-4-carboxamida, dacarbazina.

La Figura 25 representa un ensayo de unién de colchicina competitivo. La Figura 25A representa un ensayo de
proximidad de centelleo de unién en competicion con [3H]-colchicina que mostré que 12cb se unid de forma
competitiva al sitio de unidn de la colchicina de la tubulina. La Figura 25B representa graficos representativos del
analisis del ciclo celular usando citometria de flujo que mostré que los compuestos ABI (ejemplos mostrados para
12da y 12fb) detuvieron las células A375 en la fase G2/M después de incubacion de 24 h. El efecto y potencia fueron
similares a las de colchicina. La Figura 25C muestra representaciones graficas cuantificadas de analisis de ciclo
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celular. Todos los compuestos probados (ejemplos mostrados para 12cb, 12da y 12fb) detuvieron las células A375
en la fase G2/M de una manera dependiente de la dosis. ABI 12da mostraron mayor potencia que la de la colchicina.
La Figura 25D representa un analisis de ciclo celular usando citometria de flujo de células A375 después de
incubarse con 12cb, 12da y 12fb a concentraciones diferentes durante 24 h. La colchicina detuvo la mayoria de las
células en la fase G2/M partiendo de 50 nM. 12cb, 12da y 12fb también detuvieron la mayoria de las células en la
fase G2/M partiendo de 200, 50 y 200 nM respectivamente.

La Figura 26 representa el efecto de 17ya y 55 en la polimerizacion de la tubulina. Los compuestos 17ya y 55 se
unen al sitio de unién de la colchicina en la tubulina, e inhiben la polimerizacidon de tubulina. Figura 26A, unién de
masa competitiva. La tubulina (1 mg/mL) y la colchicina (1,2 uM) se incubaron con varias concentraciones de
podofiltoxina, vinblastina, compuestos 17ya y 55. N = 3; media + DE. La podofiltoxina y la vinblastina se usaron
como controles positivo y negativo, respectivamente. Figura 26B, efecto en la polimerizacion de tubulina. La tubulina
(0,4 mg) se expuso a compuestos de ensayo (5 uM). Se uso la colchicina como control positivo. Figura 26C y 26D,
capacidad de 17ya y 55 para mejorar la formacion del complejo de ADN-Histona citoplasmatico (apoptosis) a 24 h en
células PC-3 (C) y PC-3/TxR (D) (N = 3); media + DE. Se us6 docetaxel como control positivo.

La Figura 27 representa la eficacia anti-cancerigena in vivo. Figura 27A, los ratones desnudos que portan tumores
PC-3 se trataron con docetaxel (i.v., 10 o 20 mg/kg) en el dia 1 y 9. (N = 5-6). Barras, EE. Figura 27B, ratones
desnudos que portan tumores PC-3/TxR se trataron con docetaxel (i.v., 10 o 20 mg/kg) en el dia 1 y 9, los
tratamientos con compuesto 17ya (p.o., 6,7 mg/kg) una vez al dia, cinco dias a la semana (N = 4-5). Barras, EE.
Figura 27C, ratones desnudos que portan tumores PC-3/TxR se trataron con compuesto 17ya (PO, 3,3 mg/kg) dos
veces al dia durante cuatro dias en la primera semana, y después se dosificaron una vez al dia, cinco dias a la
semana durante 2-4 semanas (N = 7), con tratamientos del compuesto 55 (p.o., 10 o 30 mg/kg) dos veces al dia,
cinco dias a la semana durante cuatro semanas (N = 7). Barras, EE. Figura 27D, ratones desnudos que portan
tumores PC-3/TxR se trataron con compuesto 17ya (PO, 10 mg/kg) tres veces a la semana durante cuatro semanas
(N = 5). Barras, EE.

La Figura 28 representa que los compuestos 1h, 2k y 2l inhiben la polimerizacion de tubulina por medio de la union
al sitio de union de la colchicina en la tubulina. (Figura 28A) Estructuras de 1h (-H), 2k (-F) y 2l (-OH). (Figura 28B)
Efecto de los compuestos en la polimerizacion de la tubulina. La tubulina (0,4 mg) se expuso a los compuestos 1h,
2k y 2| (10 uM). La absorbancia a 340 nm se monitorizd6 cada min durante 15 min. (Figura 28C) Capacidad de 1h
para competir por los sitios de union de colchicina, vinblastina y paclitaxel en tubulina usando el ensayo de union
competitiva por espectrometria de masas (n = 3); barras, DE.

La Figura 29 representa que los compuestos 1h, 2k y 2| detuvieron las células en fase G2/M e indujeron la
apoptosis. (Figura 29A) Graficos representativos de analisis de ciclo celular después del tratamiento con compuestos
durante 24 h en células PC-3 y A375. (Figura 29B) Los cambios en la proporcion de G2/M inducidos por 1h, 2k y 2|
en células PC-3 y A375 después del tratamiento de 24 h. (Figura 29C) Capacidad de 1h, 2k y 2| para mejorar la
formacion del complejo de ADN-Histona citoplasmatico en 24 h (n = 3); barras, DE. Se usaron colchicina y
vinblastina como controles positivos.

La Figura 30 representa estudios farmacocinéticos de 1h, 2k y 2| administrados i.p. en ratones y ratas. (Figura 30A)
Curva de concentracion-tiempo de compuestos SMART en ratones ICR (n = 3); barras, DE. Los compuestos SMART
se administraron 15 mg/kg i.v. mediante inyeccion en la vena de la cola. (Figura 30B) Curva de concentracion-tiempo
de 1h y 2k en ratas SD (n = 4); barras, DE. Las ratas de Spague-Dawley se dosificaron con 2,5 mg/kg i.v. con la
formulacion DMSO/PEG300 (1/4).

La Figura 31 presenta eficacia anti-cancerigena in vivo (administrado i.p.) y neurotoxicidad de compuestos SMART
en ratones. (Figura 31A) Eficacia de los compuestos SMART para tumor de préstata PC-3 xenoinjertado en ratones
desnudos (n = 6-8). (Figura 31B) Eficacia de vinblastina para el tumor de prostata PC-3 xenoinjertado en ratones
desnudos (n = 8). Esto sirvi6 como el control positivo. (Figura 31C) La eficacia in vivo de 1h y 2k en ratones
desnudos que portan xenoinjertos de melanoma A375 (n = 10). Los ratones desnudos se inocularon con 2,5 X108
células de PC-3 o A375 y se dosificaron i.p. diariamente (compuestos SMART) y g2d (vinblastina) después de la
formacion del tumor (150-200 mm3). Cada punto representa el volumen tumoral medio para animales en cada grupo.
(Figura 31D) Neurotoxicidad in vivo (prueba de rotarod) de 1h en ratones ICR (n = 7 u 8). 1h (5 y 15 mg/kg),
vinblastina (0,5 mg/kg) y vehiculo se dieron i.p. diariamente, y se us6 la vinblastina como el control positivo. La
dosificacién se par6 el dia 31. *, p<0,05. Barras, EE.

La Figura 32 representa el modelado molecular de los compuestos ABI que tienen como objetivo la tubulina en el
sitio de unidn de la colchicina. Las Figuras 32A y 32B representan el modelado molecular de compuesto 12cb y
11cb, respectivamente.

La Figura 33 representa imagenes microscopicas de microtubulos marcados con inmunofluorescencia en células de
melanoma WM-164, que mostraron que la modalidad de microtibulo se cambié dramaticamente después del
tratamiento con compuesto durante 18 h. Esto proporciona prueba visual de que los compuestos ABI tienen como
objetivo la tubulina e interrumpen la formacién de microtubulos funcionales.
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La Figura 34 representa la eficacia y la tolerabilidad de 6b y 6¢c en modelos de xenoinjerto después de la inyeccion
i.p. Figura 34A. Los xenoinjertos PC-3 se trataron con vehiculo (qd), 6b (40 mg/kg, qd), o 6¢ (40 mg/kg, qd) durante
3 semanas. Los vehiculos de dosificacion estaban compuestos de Captex200 al 20% en Tween80. Los volumenes
tumorales (mm3) se representaron frente al tiempo y son las medias + DE de ocho animales. Los volimenes
tumorales se mostraron en el panel izquierdo y los pesos corporales se mostraron en el panel derecho. Figura 34B.
El tamafo del higado (g) de cada ratén desnudo se midié después de 3 semanas de tratamiento. Figura 34C. El
numero de glébulos blancos se contd en la sangre completa recogida del animal después de 3 semanas de
tratamiento.

Figura 35 — El compuesto 17ya mostré una potente inhibicion de crecimiento celular endotelial. La inhibicion del
crecimiento celular de doxorubicina (Figura 35A) y compuesto 17ya (Figura 35B) se investigé en varias lineas
celulares mediante el estudio SRB. Las definiciones HUVEC-activo y HUVEC-inactivo representan cultivos celulares
endoteliales suplementados con factor de crecimiento y privados de factor de crecimiento, respectivamente.

Figura 36- Interrupcion de capilar preformado por 17ya. Se dejé que las células HUVEC cargadas en Matrigel
hicieran tubos durante 16 h y el compuesto de prueba se tratd a los tubos preformados. El nimero de tubos (A, By
C) y nodos (D, E y F) se contaron hasta 25 h después del tratamiento de farmaco. Los paneles A y D son
condiciones en presencia de CA4, los paneles B y E son condiciones en presencia de doxorubicina y los paneles C y
F son condiciones en presencia de 17ya.

Figura 37- Inhibicion de la formacion capilar endotelial e interrupcion de capilares preformados. La inhibicion de
formacion capilar (e) y la interrupcion de capilar preformado (o) se compararon en el estudio in vitro usando células
HUVEC después de 15 h de tratamiento de CA4 (A y D), DOX (By E) y 17ya (C y F). La flecha muestra el valor de
Clso de cada compuesto en la inhibicién del crecimiento de células HUVEC.

Figura 38- 17ya y 55 aumentaron la permeabilidad de las monocapas de células endoteliales. Las monocapas
HUVEC confluyentes se expusieron al compuesto de ensayo. La pérdida de dextrano conjugado con FITC a través
de la monocapa se evalué mediante medidas de fluorescencia relativa a A = 485 nm de excitacion y A = 530 nm de
emision en un recibidor para determinar cambios en la permeabilidad de la monocapa después de la exposicion.

Se apreciara que por simplicidad y claridad de ilustracion, los elementos mostrados en las figuras no se han dibujado
necesariamente a escala. Por ejemplo, las dimensiones de algunos de los elementos pueden estar exageradas
respecto a otros elementos por claridad. Ademas, donde se considere apropiado, los nimeros de referencia pueden
repetirse entre las figuras para indicar elementos correspondientes o analogos.

Descripcion detallada de la invencién

Esta descripcion esta dirigida a un compuesto representado mediante la estructura de la férmula XI:
Q
@—-X—<\N o

MeO omMe
Me xn

En el que
X es NH;
QesS;y
A es un anillo fenilo o indolilo sustituido o no sustituido; e
i es un numero entero de 0-5;
o su sal, hidrato o tautémero farmacéuticamente aceptable.

En una realizacién, A del compuesto de Formula Xl es Ph. En otra realizaciéon, A del compuesto de Formula Xl es Ph
sustituido. En otra realizacion, la sustitucién es 4-F. En otra realizacion, la sustitucion es 4-Me. Ejemplos no
limitantes de los compuestos de Foérmula Xl se seleccionan de: (2-(fenilamino)tiazol-4-il)(3,4,5-
triemtoxifenil)metanona (5a), (2-(p-tolilamino)tiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (5b), 2-(p-
fluorofenilamino)tiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (5¢), (2-(4-clorofenilamino)tiazol-4-il)(3,4,5-
trimetoxifenil)metanona (5d), sal de hidrocloruro de (2-(fenilamino)tiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (5Ha), sal
de hidrocloruro de (2-(p-tolilamino)tiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (5Hb), sal de hidrocloruro de (2-(p-
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fluorofenilamino)tiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (5Hc), sal de hidrocloruro de (2-(4-clorofenilamino)tiazol-4-
i)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (5Hd).

En una realizacion, esta invencion esta dirigida a un compuesto representado por la estructura de férmula Xi(c):

OMe
O
\ OMe
SN OMe
HN R;s
(R4)n
NH

XI(c)

En el que R4 y Rs son independientemente hidrégeno, O-alquilo, O-haloalquilo, F, CI, Br, I, haloalquilo, CF3, CN, -
CH2CN, NH2, hidroxilo, -(CH2)iNHCHa3, -(CH2)iNH2, -(CH2)N(CHs),, -OC(O)CF3, alquilo C4-Cs lineal o ramificado,
haloalquilo, alquilamino, aminoalquilo, -OCH2Ph, -NHCO-alquilo, COOH, -C(O)Ph, C(O)O-alquilo, C(O)H, -C(O)NH;
o NOy;

i es un numero entero de 0-5; y
n es un numero entero entre 1-4;
o su sal, hidrato o tautémero farmacéuticamente aceptable.

En una realizacion, esta invencion esta dirigida a un compuesto representado por la estructura de férmula XI(d):

OMe
0
\ OMe
S, N OMe
HN /3 R,
/ R n
NH (Ra)

XI{d)

En el que R4 y Rs son independientemente hidrégeno, O-alquilo, O-haloalquilo, F, CI, Br, I, haloalquilo, CF3, CN, -
CH2CN, NHg2, hidroxilo, -(CH2)iNHCHa3, -(CH2)iNH2, -(CH2)N(CHs),, -OC(O)CF3, alquilo C4-Cs lineal o ramificado,
haloalquilo, alquilamino, aminoalquilo, -OCH2Ph, -NHCO-alquilo, COOH, -C(O)Ph, C(O)O-alquilo, C(O)H, -C(O)NH;
o NOy;

i es un numero entero de 0-5; y
n es un numero entero entre 1-4;
o su sal, hidrato o tautémero farmacéuticamente aceptable.

En otra realizacion, un compuesto de férmula XI se representa por la estructura de compuesto 55:
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OMc
0]
A OMc
S N OMe
HN
NH

(55).

Se entiende bien que en las estructuras presentadas en esta invencion en las que el atomo de nitrégeno tiene
menos de 3 enlaces, los atomos de H estan presentes para completar la valencia del nitrégeno.

En una realizacion, el grupo A es fenilo sustituido o no sustituido. En otra realizacion, el grupo A es fenilo sustituido
por Cl, F o metilo. En una realizacion, el grupo A incluye grupos indolilo sustituidos o no sustituidos; lo mas
preferiblemente, 3-indolilo y 5-indolilo sustituidos y no sustituidos.

En una realizacion, el grupo A de féormula Xl puede estar sustituido o no sustituido. Por consiguiente, aunque los
grupos ejemplares enumerados en el parrafo precedente estan no sustituidos, se apreciaria por los expertos en la
técnica que estos grupos pueden estar sustituidos por uno o mas, dos o mas, tres o mas, e incluso hasta cinco
sustituyentes (distintos de hidrogeno).

En una realizacion, los grupos A mas preferidos estan sustituidos por 3,4,5-trimetoxifenilo. En otra realizacion los
grupos A estan sustituidos por alcoxi. En otra realizacion los grupos A estan sustituidos por metoxi. En otra
realizacion los grupos A estan sustituidos por alquilo. En otra realizacion los grupos A estan sustituidos por metilo.
En ofra realizacion los grupos A estan sustituidos por halégeno. En otra realizacion, los grupos A estan sustituidos
por F. En otra realizacion, los grupos A estan sustituidos por Cl. En otra realizacion, los anillos A estan sustituidos
por Br.

Los sustituyentes de estos grupos A de férmula Xl se seleccionan independientemente del grupo de hidrégeno (p.€j.,
sin sustitucion en una posicién particular), hidroxilo, un hidrocarburo C4 a C4 alifatico, de cadena lineal o ramificada,
alcoxi, haloalcoxi, ariloxi, nitro, ciano, alquil-CN, halo (p.ej., F, Cl, Br, 1), haloalquilo, dihaloalquilo, trihaloalquilo,
COOH, C(O)Ph, C(O)-alquilo, C(O)O-alquilo, C(O)H, C(O)NH,, -OC(O)CFs;, OCHzPh, amino, aminoalquilo,
alquilamino, mesilamino, dialquilamino, arilamino, amido, NHC(O)-alquilo, urea, alquil-urea, alquilamido (p.€j.,
acetamida), haloalquilamido, arilamido, arilo, y cicloalquilo Cs a Cy, arilalquilo y combinaciones de los mismos.
Pueden estar presentes sustituyentes sencillos en las posiciones orfo, meta o para. Cuando estan presentes dos o
mas sustituyentes, uno de ellos esta preferiblemente, aunque no necesariamente, en la posicion para.

En una realizacién, R4, Rs y Res de formula VI, Xl(c) o XI(d) son independientemente hidrégeno. En otra realizacion,
R4, Rs y Rg son independientemente O-alquilo. En otra realizacion, Rs, Rs y Rs son independientemente O-
haloalquilo. En otra realizacion, Rs, Rs y Rs son independientemente F. En otra realizacion, R4, Rs ¥y Rs son
independientemente Cl. En otra realizacion, R4, Rs y Rs son independientemente Br. En otra realizacion, R4, Rs y Re
son independientemente |. En otra realizacion, Rs, Rs y Re son independientemente haloalquilo. En otra realizacion,
R4, Rs y Re son independientemente CF3s. En ofra realizacion, R4, Rs y Res son independientemente CN. En otra
realizacion, Rs, Rs y Rs son independientemente —CH,CN. En otra realizacion, R4, Rs y Re son independientemente
NH.. En otra realizaciéon, R4, Rs y Rs son independientemente hidroxilo. En otra realizacion, R4, Rs y Rs son
independientemente —(CH2)INHCHs. En ofra realizacion, R4, Rs y Rs son independientemente —(CH.)iNH,. En otra
realizacién, R4, Rs y Res son independientemente —(CH2)iN(CHs).. En otra realizacion, Rs, Rs y Rs son
independientemente —OC(O)CF3. En otra realizacion, R4, Rs y Rs son independientemente alquilo C+-Cs lineal o
ramificado. En otra realizacion, R4, Rs y Re son independientemente haloalquilo. En otra realizacion, R4, Rs y Rg son
independientemente alquilamino. En otra realizacion, Rs, Rs y Re son independientemente aminoalquilo. En otra
realizacion, R4, Rs y Rg son independientemente —OCH,Ph. En otra realizacion, R4, Rs y Rs son independientemente
—NHCO-alquilo. En ofra realizacién, Rs, Rs y R son independientemente COOH. En otra realizacion, Rs, Rs y Rg son
independientemente —C(O)Ph. En otra realizacién, R4, Rs y Rs son independientemente C(O)O-alquilo. En otra
realizacion, Rs, Rs y Rs son independientemente C(O)H. En otra realizacion, R4, Rs y Rs son independientemente —
C(O)NHa. En ofra realizacion, R4, Rs y Rs son independientemente NO..

Como se usa en la presente memoria, “sistemas de anillo sencillo, condensado o multiple, arilo o anillo
(hetero)ciclico” puede ser cualquier anillo, que incluye aunque no esta limitado a fenilo, bifenilo, trifenilo, naftilo,
cicloalquilo, cicloalquenilo, ciclodienilo, fluoreno, adamantano, etc.
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“N-Heterociclos saturados o insaturados” puede ser cualquier heterociclo que contiene N, que incluye aunque no
esta limitado a aza- y diaza-cicloalquilos tal como aziridinilo, azetidinilo, diazatidinilo, pirrolidinilo, piperidinilo,
piperazinilo y azocanilo, pirrolilo, pirazolilo, imidazolilo, piridinilo, pirimidinilo, pirazinilo, piridazinilo, triazinilo,
tetrazinilo, pirrolizinilo, indolilo, quinolinilo, isoquinolinilo, benzimidazolilo, indazolilo, quinolizinilo, cinolinilo,
quinololinilo, ftalazinilo, naftiridinilo, quinoxalinilo, etc.

“O-Heterociclos saturados o insaturados” puede ser cualquier heterociclo que contenga O que incluye aunque no
esta limitado a oxiranilo, oxetanilo, tetrahidrofuranilo, tetrahidropiranilo, dioxanilo, furanilo, pirilio, benzofuranilo,
benzodioxolilo, etc.

“S-Heterociclos saturados o insaturados” puede ser cualquier heterociclo que contiene S, que incluye aunque no
esta limitado a tiranilo, tietanilo, tetrahidrotiofenilo, ditiolanilo, tetrahidrotiopiranilo, tiofenilo, tiepinilo, tianaftenilo, etc.

“Heterociclos mixtos saturados o insaturados” puede ser cualquier heterociclo que contenga dos o mas S-, N- u O-
heteroatomos, que incluyen aunque no estan limitados a oxatiolanilo, morfolinilo, tioxanilo, tiazolilo, isotiazolilo,
tiadiazolilo, oxazolilo, isoxazolilo, oxadiaziolilo, etc.

Como se usa en la presente memoria, “hidrocarburo alifatico de cadena lineal o ramificada” se refiere tanto a grupos
alquileno que contienen un carbono sencillo y hasta un limite superior definido, ademas de grupos alquenilo y grupos
alquinilo que contienen dos carbonos hasta el limite superior, tanto estén presentes los carbonos en una cadena
sencilla como una cadena ramificada. A menos que se identifique especificamente, un hidrocarburo puede incluir
hasta aproximadamente 30 carbonos, o hasta aproximadamente 20 hidrocarburos, o hasta aproximadamente 10
hidrocarburos. Los grupos alquenilo y alquinilo pueden estar monoinsaturados o poliinsaturados. En otra realizacion,
un alquilo incluye carbonos C+-Cs. En otra realizacion, un alquilo incluye carbonos C4-Cs. En otra realizacion, un
alquilo incluye carbonos C+-C1o. En otra realizacion, un alquilo es uno de C4-C42 carbonos. En otra realizacion, un
alquilo es uno de C+-Cs carbonos.

Como se usa en la presente memoria, el término “alquilo” puede ser cualquier grupo alquilo de cadena lineal o
ramificada que contiene hasta aproximadamente 30 carbonos a menos que se especifique otra cosa. En otra
realizacion, un alquilo incluye C4-Cs carbonos. En otra realizacion, un alquilo incluye C4-Cg carbonos. En ofra
realizacion, un alquilo incluye C4-C1o carbonos. En ofra realizacién, un alquilo es uno de C4-C42 carbonos. En otra
realizacion, un alquilo es uno de C1-Cy carbonos. En otra realizacion, el grupo alquilo ciclico tiene 3-8 carbonos. En
otra realizacion, el alquilo ramificado es un alquilo sustituido por cadenas laterales alquilo de 1 a 5 carbonos.

Grupos alquilo preferidos son metilo, etilo y propilo.

Como se usa en la presente memoria, el término “arilo” se refiere a cualquier anillo aromatico que esta directamente
unido a otro grupo. Los grupos arilo ejemplares incluyen, sin limitacion, fenilo, tolilo, xililo, furanilo, naftilo, piridinilo,
pirimidinilo, piridazinilo, pirazinilo, triazinilo, tiazolilo, oxazolilo, isoxazolilo, pirazolilo, imidazolilo, tiofenilo, pirrolilo,
fenilmetilo, feniletilo, fenilamino, fenilamido, etc.

Como se usa en la presente memoria, el término “aminoalquilo” se refiere a un grupo amino sustituido por un grupo
alquilo como se define anteriormente. Aminoalquilo se refiere a monoalquilamino, dialquilamino o trialquilamino.
Ejemplos no limitantes de grupos aminoalquilo son —N(Me),, -NHMe, -NHs.

Un grupo “haloalquilo” se refiere, en otra realizacién, a un grupo alquilo como se define anteriormente, que esta
sustituido por uno o mas atomos de halégeno, p.gj., por F, Cl, Br o |. Ejemplos no limitantes de grupos haloalquilo
son CF3, CFzCF3, CHzCF3.

En una realizacién, esta invencidon proporciona un compuesto de esta invencidon o su sal farmacéuticamente
aceptable, producto farmacéutico, tautdmero, hidrato, N-6xido o cristal, o combinaciones de los mismos. En otra
realizacién, esta invencion proporciona una sal farmacéuticamente aceptable del compuesto de esta invencion. En
otra realizacién, esta invenciéon proporciona un producto farmacéutico del compuesto de esta invencién. En otra
realizacién, esta invencion proporciona un tautdmero del compuesto de esta invencién. En otra realizacion, esta
invencion proporciona un hidrato del compuesto de esta invencién. En otra realizacién, esta invencion proporciona
un N-6xido del compuesto de esta invencién. En oftra realizacién, esta invencién proporciona un cristal del
compuesto de esta invencién. En otra realizacion, esta invenciéon proporciona una composiciéon que comprende un
compuesto de esta invencién, como se describe en la presente memoria, o0, en otra realizaciéon, una combinacion de
una sal farmacéuticamente aceptable, producto farmacéutico, tautémero, hidrato, N-éxido o cristal, del compuesto de
esta invencion.

Los compuestos de la presente invencion pueden estar también en la forma de un hidrato, que significa que el
compuesto incluye ademas una cantidad estequiométrica o no estequiométrica de agua unido por fuerzas
intermoleculares no covalentes.

Los compuestos de la presente invencion pueden existir en forma de uno o mas de los tautdmeros posibles y
dependiendo de las condiciones particulares puede ser posible separar alguno o todos los tautdmeros en entidades
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individuales o distintas. Se va a entender que todos los posibles tautdmeros, que incluyen todos los tautdmeros enol
y ceto adicionales. Por ejemplo los siguientes tautémeros, aunque no limitados a estos, estan incluidos.

Tautomerizacion del anillo imidazol
HN’?}& . N/?/E
= \
H
“a)_ E)—

La invencion incluye “sales farmacéuticamente aceptables” de los compuestos de esta invencion, que pueden
producirse por reaccion de un compuesto de esta invencidon con un acido o una base. Ciertos compuestos,
particularmente los que poseen grupos acidos o basicos, pueden también estar en forma de una sal, preferiblemente
una sal farmacéuticamente aceptable. El término “sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a las sales que
retienen la efectividad bioldgica y las propiedades de las bases libres o acidos libres, que no son biolégicamente o
de otra forma indeseables. Las sales se forman con acidos inorganicos tales como acido clorhidrico, acido
bromhidrico, acido sulfdrico, acido nitrico, acido fosférico y similares, y acidos organicos tal como acido acético,
acido propionico, acido glicdlico, acido pirtvico, acido oxilico, acido maleico, acido malénico, acido succinico, acido
fumarico, acido tartarico, acido citrico, acido benzoico, acido cinamico, acido mandélico, acido metanosulfonico,
acido etanosulfénico, acido p-toluensulfonico, acido salicilico, N-acetilcisteina y similares. Otras sales se conocen
por los expertos en la técnica y pueden adaptarse faciimente para el uso de acuerdo con la presente invencion.

Las sales farmacéuticamente aceptables adecuadas de aminas de compuestos de esta invencién puede prepararse
a partir de un acido inorganico o de un acido organico. En una realizacién, ejemplos de sales inorganicas de aminas
son bisulfatos, boratos, bromuros, cloruros, hemisulfatos, hidrobromatos, hidrocloratos, 2-hidroxietilsulfonatos
(hidroxietanosulfonatos), yodatos, yoduros, isotionatos, nitratos, persulfatos, fosfato, sulfatos, sulfamatos,
sulfanilatos, acidos sulfénicos (alquilsulfonatos, arilsulfonatos, alquilsulfonatos sustituidos con haldgeno,
arilsulfonatos sustituidos con halégeno), sulfonatos y tiocianatos.

En una realizacion, ejemplos de sales organicas de aminas pueden seleccionarse de clases alifatica, cicloalifatica,
aromatica, aralifatica, heterociclica, carboxilica y sulfonica de acidos organicos, ejemplos de los cuales son acetatos,
argininas, aspartatos, ascorbatos, adipatos, antranilatos, algenatos, alcano-carboxilatos, alcano-carboxilatos
sustituidos, alginatos, bencenosulfonatos, benzoatos, bisulfatos, butiratos, bicarbonatos, bitartratos, citratos,
canforatos, canforsulfonatos, ciclohexilsulfamatos, ciclopentanopropionatos, edetatos de calcio, camsilatos,
carbonatos, clavulanatos, cinamatos, dicarboxilatos, digluconatos, dodecilsulfonatos, dihidrocloruros, decanoatos,
enantuatos, etanosulfonatos, edetatos, edisilatos, estolatos, esilatos, fumaratos, formiatos, fluoruros, galacturonatos,
gluconatos, glutamantos, glicolatos, glucorato, glucoheptanoatos, glicerofosfatos, gluceptatos, glicolilarsanilatos,
glutaratos, glutamatos, heptanoatos, hexanoatos, hidroximaleatos, acidos hidroxicarboxilicos, hexilresorcinatos,
hidroxibenzoatos, hdiroxinaftoatos, hidrofluoratos, lactatos, lactobionatos, lauratos, malatos, maleatos,
metilenbis(beta-oxinaftoato), malonatos, mandelatos, mesilatos, metanosulfonatos, metilbromuros, metilnitratos,
metilsulfonatos, maleatos de monopotasio, mucatos, monocarboxilatos, naftalenosulfonatos, 2-naftalenosulfonatos,
nicotinatos, nitratos, napsilatos, N-metilglucaminas, oxalatos, octanoatos, oleatos, pamoatos, fenilacetatos, picratos,
fenilbenzoatos, pivalatos, propionatos, ftalatos, fenilacetato, pectinatos, fenilpropionatos, palmitatos, pantotenatos,
poligalacturatos, piruvatos, quinatos, salicilatos, succinatos, estearatos, sulfanilato, subacetatos, tartratos,
teofilinaacetatos, p-toluensulfonatos (tosilatos), trifluoroacetatos, tereftalatos tannatos, teoclates, trihaloacetatos,
trietyoduro, tricarboxilatos, undecanoatos y valeratos.

En una realizacion, los ejemplos de sales inorganicas de acidos carboxilicos o hidroxilos pueden seleccionarse de
amonio, metales alcalinos que incluyen litio, sodio, potasio, cesio; metales alcalinotérreos que incluyen calcio,
magnesio, aluminio; zinc, bario, colinas, amonios cuaternarios.

En ofra realizaciéon, se pueden seleccionar ejemplos de sales organicas de acidos carboxilicos o hidroxilo de
arginina, aminas organicas que incluyen aminas organicas alifaticas, aminas organicas aliciclicas, aminas organicas
aromaticas, benzatinas, t-butilaminas, benetaminas (N-bencilfenetilamina), diciclohexilaminas, dimetilaminas,
dietanolaminas, etaolaminas, etilendiaminas, hidrabaminas, imidazoles, lisinas, metilaminas, meglaminas, N-metil-D-
glucaminas, N,N'-dibenciletilendiaminas, nicotinamidas, aminas organicas, ornitinas, piridinas, picolinas, piperazinas,
procaina, tris(hidroximetil)metilaminas, trietilaminas, trietanolaminas, trimetilaminas, trometaminas y ureas.

En una realizacion, las sales pueden formarse por medios convencionales, tal como haciendo reaccionar la forma de
base libre o acido libre del producto con uno o mas equivalentes del acido o base apropiado en un disolvente o
medio en que la sal es insoluble o en un disolvente tal como agua, que se elimina al vacio o secando por
congelacion o intercambiando los iones de una sal existente por otro i6n o resina de intercambio idnico adecuada.

También se describe en la presente memoria un proceso para la preparacion de los compuestos de esta invencion.
En una realizacién, se prepara el aril-imidazol haciendo reaccionar un benzaldehido sustituido de forma apropiada
con etilendiamina para construir el anillo imidazolina, seguido por oxidacion de la imidazolina mediante un agente
oxidante al imidazol correspondiente. En otra realizacion el agente oxidante es diacetoxiyodobenceno,
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bromotriclorometano y 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jlundec-7-eno (DBU), sistema de carbono-O; o sistema de paladio-
carbono. En otra realizacion, el aril-imidazol se prepara haciendo reaccionar un benzaldehido sustituido de forma
apropiada con etilendiamina en presencia de yodo y carbonato de potasio para construir el anillo de imidazolina,
seguido por oxidacion del anillo de imidazolina catalizado por diacetoxiyodobenceno, bromotriclorometano y 1,8-
diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-eno (DBU), sistema de carbono-O, o sistema de paladio-carbono al imidazol
correspondiente. En otra realizacion, el aril-imidazol se prepara haciendo reaccionar un benzaldehido sustitiuido de
forma apropiada con etilendiamina en presencia de yodo y carbonato de potasio para construir el anillo imidazolina,
seguido por oxidacion del anillo de imidazolina catalizada por diacetoxiyodobenceno al imidazol correspondiente. En
otra realizacién, el aril-imidazol se prepara haciendo reaccionar un benzaldehido sustituido de forma apropiada con
etilendiamina en presencia de yodo y carbonato de potasio para construir el anillo imidazolina, seguido por oxidacion
del anillo de imidazolina catalizada por bromotriclorometano y 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jlundec-7-eno (DBU) al imidazol
correspondiente. En una realizacién, el aril-imidazol se prepara haciendo reaccionar el benzaldehido apropiado en
etanol con oxalaldehido e hidroxido de amonio para construir el sistema anular de imidazol.

Como se describe en la presente memoria puede prepararse un compuesto de aril-benzoil-imidazol protegiendo el
aril-imidazol seguido por acoplamiento con un cloruro de benzoilo sustituido de forma apropiada, seguido por la
eliminacion del grupo protector. En otra realizacion, el grupo protector es un grupo fenilsulfonilo, ftalimida,
dicarbonato de di-terc-butilo (Boc), fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc), benciloxicarbonil (Cbz) o monometoxitritilo
(MMT). En otra realizacion, el aril-imidazol esta protegido con fenilsulfonilo para dar aril-imidazol protegido por N-
sulfonilo. En otra realizacion, el compuesto de aril-imidazol protegido se prepara haciendo reaccionar el aril-imidazol
con cloruro de fenilsulfonilo e hidruro sédico en THF. En otra realizacion, el aril-imidazol protegido se prepara segun
las Figuras 7 y 8.

Como se describe en la presente memoria, el aril-imidazol protegido puede acoplarse con un cloruro de benzoilo
sustituido de forma apropiada para obtener un aril-benzoilimidazol protegido. En otra realizacion, el aril-imidazol esta
acoplado con un cloruro de benzoilo sustituido de forma apropiada en presencia de terc-butil-litio para obtener aril-
fenilsulfonilo  (2-aril-1-(fenilsulfonil)-1H-imidazol-4-il)metanona. En otra realizaciéon, el (2-aril-1-fenilsulfonil)-1H-
imidazol-4-il)metanona se prepara segun las Figuras 7 y 8 etapas e y c, respectivamente.

Como se describe en la presente memoria, puede prepararse un aril-benzoil-imidazol eliminando el grupo protector
del aril-benzoil-imidazol. En otra realizacion, la eliminacion del grupo protector depende del grupo protector usado y
puede eliminarse en condiciones conocidas que se conocen en la técnica. En otra realizacion, el grupo protector
fenilsulfonilo se elimina por fluoruro de tetrabutilamonio en THF. En otra realizacion, el fenilsulfonilo se elimina segun
las Figuras 7 y 8.

En una realizacion, los compuestos de referencia se preparan segun las Figuras 1, 2y 5.
En otra realizacion, los compuestos de formula XI se preparan segun la Figura 6.

En otra realizacion, los compuestos de referencia se preparan segun la Figura 12. En otra realizacion, los
compuestos de referencia se preparan segun la Figura 13. En ofra realizacion, los compuestos de referencia se
preparan segun la Figura 14. En otra realizacion, los compuestos de formula Xl y Xlc se preparan segun la Figura
15.

Composicion farmacéutica

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que incluye un vehiculo
farmacéuticamente aceptable y un compuesto segun los aspectos de la presente invencion. La composicion
farmacéutica puede contener uno o mas de los compuestos identificados anteriormente de la presente invencion.
Tipicamente, la composicion farmacéutica de la presente invencion incluira un compuesto de la presente invencion o
su sal farmacéuticamente aceptable, ademas de un vehiculo farmacéuticamente aceptable. El término “vehiculo
farmacéuticamente aceptable” se refiere a cualquier adyuvante, vehiculo, excipiente o estabilizador adecuado, y
puede estar en forma sodlida o liquida tal como comprimidos, capsulas, polvos, disoluciones, suspensiones o
emulsiones.

Tipicamente, la composicién contendra de aproximadamente 0,01 a 99 por ciento, preferiblemente de
aproximadamente 20 a 75 por ciento de compuesto(s) activo(s), junto con los adyuvantes, vehiculos y/o excipientes.
Aunque las necesidades individuales pueden variar, la determinacion de intervalos éptimos de cantidades efectivas
de cada componente esta dentro de las capacidades de la técnica. Las dosificaciones tipicas comprenden
aproximadamente 0,01 a aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal. Las dosificaciones preferidas comprenden
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal. Las dosificaciones mas preferidas
comprenden aproximadamente 1 a aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal. El régimen de tratamiento para la
administracion de los compuestos de la presente invencion puede ademas determinarse facilmente por los expertos
en la técnica. Es decir, la frecuencia de administracion y tamafio de la dosis puede establecerse por optimizacion
rutinaria, preferiblemente mientras se minimiza cualquier efecto secundario.
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Las formas de dosificacion unitaria solida pueden ser del tipo convencional. La forma solida puede ser una capsula 'y
similares, tal como un tipo de gelatina ordinaria que contiene los compuestos de la presente invencion y un vehiculo,
por ejemplo, lubricantes y cargas inertes tal como, lactosa, sacarosa o almidén de maiz. En otra realizacién, estos
compuestos se tabulan con bases de comprimido convencionales, tal como lactosa, sacarosa o almidén de maiz en
combinacién con ligantes tipo acacia, almidén de maiz o gelatina, agentes disgregantes, tal como almidén de maiz,
almidon de patata o acido alginico, y un lubricante, tipo acido estearico o estearato de magnesio.

Los comprimidos, capsulas y similares pueden contener también un ligante tal como goma de tragacanto, acacia,
almidon de maiz, o gelatina; excipientes tales como fosfato dicalcico; un agente disgregante tal como almidon de
maiz, almidén de patata acido alginico; un lubricante tal como estearato de magnesio, y un agente edulcorante tal
como una sacarosa, lactosa, o sacarina. Cuando la forma unitaria de dosificcion es una capsula, puede contener,
ademas de materiales del tipo anterior, un vehiculo liquido tal como un acido graso.

Varios materiales distintos pueden estar presentes como recubrimientos o para modificar la forma fisica de la unidad
de dosificacion. Por ejemplo, los comprimidos pueden estar recubiertos con shellac, azicar u ambos. Un jarabe
puede contener, ademas del ingrediente activo, sacarosa como un agente edulcorante, metil y propilparabenos
como conservantes, un tinte, un aromatizante tal como aroma de cereza o naranja.

Para la administracion terapedutica oral, estos compuestos activos pueden incorporarse con excipientes y usarse en
forma de comprimidos, capsulas, elixires, suspensiones, jarabes y similares. Dichas composiciones y preparados
deberian contener al menos 0,1% de compuesto activo. El porcentaje del compuesto en estas composiciones puede,
por supuesto, variarse y puede estar convenientemente entre aproximadamente 2% a aproximadamente 60% del
peso de la unidad. La cantidad de compuesto acrtivo en dichas composiciones Utiles terapéuticamente es tal que se
obtendra una dosificacion adecuada. Las composiciones preferidas segun la presente invencién se preparan de
manera que una unidad de dosificacion oral contiene entre aproximadamente 1 mg y 800 mg de compuesto activo.

Los compuestos activos de la presente invencion pueden administrarse de forma oral, por ejemplo, con un diluyente
inerte, o con un vehiculo comestible asimilable, o pueden encerrarse en capsulas de cubierta dura o blanda, o
pueden comprimirse en comprimidos, o pueden incorporarse directamente con la comida de la dieta.

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen disoluciones o dispersiones acuosas estériles y
polvos estériles para la preparacion extemporanea de disoluciones o dispersiones inyectables estériles. En todos los
casos, la forma seria estéril y seria fluido hasta el punto en que exista jeringabiidad facil. Seria estable en
condiciones de fabricacion y almacenamiento y se conservaria frente a la acciéon contaminante de microorganismos,
tal como bacterias y hongos. El vehiculo puede ser un disolvente o medio de dispersion que contiene, por ejemplo,
agua, etanol, poliol (p.ej., glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido), mezclas adecuadas de los mismos, y
aceites vegetales.

Los compuestos o composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden también administrarse en
dosificaciones inyectables por disolucion o suspension de estos materiales en un diluyente fisiolégicamente
aceptable con un adyuvante, vehiculo o excipiente farmacéutico. Dichos adyuventes, vehiculos y/o excipientes
incluyen, aunque no estan limitados a, liquidos estériles, atl como agua y aceites, con o sin la adiciéon de un
tensioactivo y otros componentes farmaceuticamente y fisioldgicamente aceptables. Los aceites ilustrativos son
aquellos de origen de petréleo, animal, vegetal o sintético, por ejemplo, aceite de cacahuete, aceite de soja o aceite
mineral. En general, agua, solucion salina, dextrosa acuosa y disolucion de azicar relacionada, y glicoles, tal como
propilenglicol o polietilenglicol, son vehiculos liquidos preferidos, particularmente para disoluciones inyectables.

Estos compuestos activos pueden también administrarse de forma parenteral. Las disoluciones o suspensiones de
estos compuestos activos pueden prepararse en agua mezclados de forma adecuada con un tensioactivo tal como
hidroxipropilcelulosa. Las dispersiones pueden ademas prepararse en glicerol, polietilenglicoles liquidos, y mezclas
de los mismos en aceites. Los aceites ilustrativos son los de origen de petréleo, animal, vegetal o sintético, por
ejemplo, aceite de cacahuete, aceite de soja o aceite mineral. En general, agua, solucion salina, dextrosa acuosa y
disolucion de azucar relacionada, y glicoles tal como, propilenglicol o polietilenglicol, son vehiculos liquidos
preferidos, particularmente para disoluciones inyectables. En condiciones normales de almacenamiento y uso, estos
preparados contienen un conservante para prevenir el crecimiento de microorganismos.

Para usar como aerosoles, los compuestos de la presente invencidon en disolucion o suspensiéon pueden
empaquetarse en un recipiente de aerosol presurizado junto con propelentes adecuados, por ejemplo, propelentes
hidrocarbonados tipo propano, butano o isobutano con adyuvantes convencionales. Los materiales de la presente
invencién puede también administrarse en una forma no presurizada tal como en un nebulizador o atomizador.

En una realizacion, los compuestos de esta invenciéon se administran en combinacién con un agente anti-
cancerigeno. En una realizacion, el agente anti-cancerigeno es un anticuerpo monoclonal. En algunas realizaciones,
los anticuerpos monoclonales se usan para el diagndstico, monitorizacion, o tratamiento del cancer. En una
reralizacion, los anticuerpos monoclonales reaccionan frente a antigenos especificos en las células cancerigenas.
En una realizacioén, el anticuerpo monoclonal actia como un antagonista del receptor de la célula cancerigena. En
una realizacion, los anticuerpos monoclonales mejoran la respuesta inmune del paciente. En una realizacion, los
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anticuerpos monoclonales actuan frente a los factores de crecimiento celular, bloqueando asi el crecimiento de la
célula cancerigena. En una realizacion, los anticuerpos monoclonales anti-cancerigenos estan conjugados o unidos
a farmacos anti-cancerigenos, radioisotopos, otros modificadores de respuesta bioldgica, otras toxinas, o una
combinacién de los mismos. En una realizacion, los anticuerpos monoclonales anti-cancerigenos se conjugan o se
unen a un compuesto de esta invencién como se describe anteriormente.

Aun otro aspecto de la presente invencién se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un compuesto
segun la presente invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable para usar en el tratamiento del cancer en un
sujeto que necesita el tratamiento para el cancer.

Cuando se adminstran los compuestos de la presente invenciéon, pueden administrarse sistémicamente o, de forma
alternativa, pueden administrarse directamente a un sitio especifico donde las células cancerigenas o células
precancerigenas estan presentes. Por consiguiente, la administracion puede conseguirse de cualquier manera
efectiva para la distribucion de los compuestos o las composiciones farmacéuticas a las células cancerigenas o
células precancerigenas. Los modos ejemplares de administracion incluyen, sin limitacion, administrar los
compuestos o composiciones de forma oral, tdpica, transdérmica, parenteral, subcutanea, intravenosa,
intramuscular, intraperitoneal, por instilacion intranasal, por instilacién intracavidad o intravesicular, intraocular,
intraarterial, intralesional o por aplicacion a membranas mucosas, tal como, las de la nariz, garganta, y tubos
bronquiales.

Actividad biolégica

En una realizacién, la invencion proporciona compuestos y composiciones, que incluyen cualquier realizacion
descrita en la presente memoria, para usar en cualquiera de los usos médicos de esta invencién. En una realizacién,
el uso de un compuesto de esta invencion o una composicion que comprende al mismo, tendra utilidad en la
inhibicién, supresidon, mejora o estimulacion de una respuesta deseada en un sujeto, como se entendera por un
experto en la técnica. En otra realizacion, las composiciones pueden comprender ademas ingredientes activos
adicionales, cuya actividad es util para la aplicacion particular para la que el compuesto de esta invencion se esta
administrando.

En una realizacién, esta invencion se dirige a un compuesto de esta invencién para usar en el tratamiento,
supresion, reduccion de la gravedad, reduccion del riesgo de desarrollo o inhibicién del cancer en un sujeto que
sufre de cancer.

La resistencia al farmaco es la causa principal del fallo de la quimioterapia para el cancer. Un colaborador principal a
la resistencia multifarmaco es la sobreexpresion de P-glucoproteina (P-gp). Esta proteina es una proteina
transportadora clinicamente importante que pertenece a la familia de casete de unién a ATP de transportadores de
la membrana celular. Puede bombear sustratos que incluyen farmacos anticancerigenos fuera de las células
tumorales a través de un mecanismo dependiente de ATP.

En una realizacion, esta invencion proporciona compuestos de la invencion y/o una sal farmacéuticamente
aceptable, producto farmacéutico, tautémero, hidrato o N-6xido de dicho compuesto, o cualquier combinacién de los
mismos para usar en: a) tratamiento, supresion, reduccion de la gravedad, reduccién del riesgo, o inhibicién de
tumores resistentes a los farmacos; b) tratamiento, supresién, reduccion de la gravedad, reduccion del riesgo, o
inhibicion del cancer metastatico; c) tratamiento, supresion, reduccion de la gravedad, reduccion del riesgo, o
inhibicion del cancer resistente al farmaco; d) tratamiento, supresion, reduccion de la gravedad, reduccion del riesgo
o inhibicion de un cancer resistente al farmaco en el que el cancer es melanoma; e) tratamiento, supresion,
reduccion de la gravedad, reduccion del riesgo, o inhibicion de un cancer resistente al farmaco en el que el cancer
es cancer de prostata; f) tratamiento, supresion, reduccion de la gravedad, reducciéon del riesgo o inhibicién de
melanoma metastatico; g) tratamiento, supresién, reduccion de la gravedad, reduccion del riesgo o inhibicion de
cancer de prostata; h) tratamiento, supresion, reduccion de la gravedad, reduccioén del riesgo o inhibicion del cancer
en un sujeto, en el que el sujeto ha sido tratado anteriormente con quimioterapia, radioterapia o terapia biologica.

Los compuestos de la presente invencion son utiles en el tratamiento, reduccidon de la gravedad, reduccion del
riesgo, o inhibicion del cancer, cancer metastatico, tumores resistentes al farmaco, cancer resistente al farmaco y
diversas formas de cancer. En una realizacion preferida el cancer es cancer de prostata, cancer de mama, cancer de
ovario, cancer de piel (p.ej., melanoma), cancer de pulmén, cancer de colon, leucemia, linfoma, cabeza y cuello,
pancreatico, esofagico, cancer renal o cancer del SNC (p.ej., glioma, glioblastoma). El tratamiento de estos
diferentes canceres esta soportado por los Ejemplos en la presente memoria. Ademas, en base a su modo de accién
considerado como inhibidores de tubulina, se cree que otras formas de cancer seran asimismo tratables o
prevenibles tras la administracion de los compuestos o composiciones de la presente invencién a un paciente. Los
compuestos preferidos de la presente invencidon son selectivamente disruptivos para las células cancerigenas,
provocando la ablacion de células cancerigenas pero no preferiblemente células normales. Significativamente, el
dafio a células normales se minimiza porque las células cancerigenas son susceptibles de alteracion a
concentraciones mucho menores de los compuestos de la presente invencion.
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En algunas realizaciones, esta invencion proporciona un compuesto de la invencidon como se describe en la presente
invencion, o su sal farmacéuticamente aceptable, producto farmacéutico, tautémero, cristal, N-6xido, hidrato o
cualquier combinacion de los mismos, para usar en el tratamiento, supresion, reduccién de la gravedad, reduccion
del riesgo o inhibicion del cancer en un sujeto. En otra realizacion, el cancer es carcinoma adrenocortical, cancer
anal, cancer de vejiga, tumor cerebral, tumor del bulbo raquideo, cancer de mama, glioma, astrocitoma cerebelar,
astrocitoma cerebral, ependimoma, meduloblastoma, neuroectodérmico primitivo supratentorial, tumores pineales,
glioma hipotalamico, cancer de mama, tumor carcinoide, carcinoma, cancer del cuello del Utero, cancer de colon,
cancer del sistema nervioso central (SNC), cancer de endometrio, cancer de esoéfago, cancer del conducto biliar
extrahepatico, familia de tumores de Ewing (Pnet), tumor de célula germinal extracraneal, cancer de ojo, melanoma
intraocular, cancer de vesicula biliar, cancer gastrico, tumor de célula germinal, tumor trofoblastico gestacional,
extragonadal, cancer de cabeza y cuello, cancer hipofaringeo, carcinoma de células de islote, cancer de laringe,
leucemia, leucemia linfoblastica aguda, cancer de cavidad oral, cancer hepatico, cancer de pulmoén, cancer de
pulmén de células no pequefias, linfoma de células pequefas, linfoma relacionado con SIDA, linfoma del sistema
nervioso central (primario), linfoma de células T cutaneo, enfermedad de Hodgkin, enfermedad no de Hodgkin,
mesotelioma maligno, melanoma, carcinoma de células de Merkel, carcinoma escamosa metastatica, mieloma
multiple, neoplasmas de células plasmaticas, micosis fungoide, sindrome mielodisplasico, trastornos
mieloproliferativos, cancer nasofaringeo, neuroblastoma, cancer orofaringeo, osteosarcoma, cancer de ovario,
cancer epitelial del ovario, tumor de células germinales de ovario, tumor de bajo potencial maligno de ovario, cancer
pancreatico, cancer pancreatico exocrino, carcinoma de células de islote, cancer del seno paranasal y cavidad nasal,
cancer paratiroideo, cancer de pene, cancer de feocromocitoma, cancer de pituitaria, neoplasma de célula
plasmatica, cancer de préstata, rabdomiosarcoma, cancer rectal, cancer renal, cancer de células renales, cancer de
glandulas salivares, sindrome de Sezary, cancer de piel, linfoma de células T cutaneo, cancer de piel, sarcoma de
Kaposi, cancer de piel, melanoma, cancer del intestino delgado, sarcoma del tejido blando, sarcoma del tejido
blando, cancer de testiculo, timoma maligno, cancer de tiroides, cancer de uretra, cancer uterino, sarcoma, cancer
inusual de la infancia, cancer vaginal, cancer de la vulva, tumor de Wilms, o cualquier combinacion de los mismos.
En otra realizacion el sujeto ha sido tratado previamente con quimioterapia, radioterapia o terapia biologica.

En algunas realizaciones, esta invencion proporciona un compuesto de la invencién como se describe en la presente
memoria, o su sal farmacéuticamente aceptable, producto farmacéutico, tautémero, cristal, N-6xido, hidrato o
cualquier combinacion de los mismos, para usar en el tratamiento, supresion, reducciéon de gravedad, reduccion del
riesgo o inhibicidon de un cancer metastatico en un sujeto. En otra realizacion, el cancer es carcinoma adrenocortical,
cancer anal, cancer de vejiga, tumor cerebral, tumor del bulbo raquideo, cancer de mama, glioma, astrocitoma
cerebelar, astrocitoma cerebral, ependimoma, meduloblastoma, neuroectodérmico primitivo supratentorial, tumores
pineales, glioma hipotalamico, cancer de mama, tumor carcinoide, carcinoma, cancer del cuello de Utero, cancer de
colon, cancer del sistema nervioso central (SNC), cancer de endometrio, cancer de eséfago, cancer del conducto
biliar extrahepatico, familia de tumores de Ewing (Pnet), tumor de célula germinal extracraneal, cancer de ojo,
melanoma intraocular, cancer de vesicula biliar, cancer gastrico, tumor de células germinales, tumor trofoblastico
gestacional, extragonadal, cancer de cabeza y cuello, cancer hipofaringeo, carcinoma de célula del islote, cancer de
laringe, leucemia, leucemia linfoblastica aguda, cancer de la cavidad oral, cancer de higado, cancer de pulmén,
cancer de pulmon de células no pequeias, linfoma de células pequefias, linfoma relacionado con SIDA, linfoma del
sistema nervioso central (primario), linfoma de células T cuténeo, enfermedad de Hodgkin, enfermedad no de
Hodgkin, mesotelioma maligno, melanoma, carcinoma de células de Merkel, carcinoma escamoso metastatico,
mieloma multiple, neoplasmas de células plasmaticas, micosis fungoide, sindrome mielodisplasico, trastornos
mieloproliferativos, cancer nasofaringeo, neuroblastoma, cancer orofaringeo, osteosarcoma, cancer de ovario,
cancer del epitelio del ovario, tumor de la célula germinal del ovario, tumpor de bajo potencial maligno de ovario,
cancer pancreatico, cancer pancreatico exocrino, carcinoma de células del islote, cancer del seno paranasal y
cavidad nasal, cancer paratiroideo, cancer de pene, cancer de feocromocitoma, cancer de pituitaria, neoplasma de
las células plasmaticas, cancer de prostata, rabdomiosarcoma, cancer rectal, cancer renal, cancer de células
renales, cancer de las glandulas salivares, sindrome de Sezary, cancer de piel, linfoma de células T cutaneo, cancer
de piel, sarcoma de Kaposi, cancer de piel, melanoma, cancer del intestino delgado, sarcoma del tejido blando,
sarcoma del tejido blando, cancer de testiculo, timoma maligno, cancer de tiroides, cancer de uretra, cancer uterino,
sarcoma, cancer inusual de la infancia, cancer vaginal, cancer de la vulva, tumor de Wilms o cualquier combinacién
de los mismos.

En algunas realizaciones, esta invencion proporciona un compuesto de la invencidon como se describe en la presente
memoria, o su sal farmacéuticamente aceptable, producto farmacéutico, tautémero, cristal, N-6xido, hidrato o
cualquier combinacion de los mismos, para usar en el tratamiento, supresion, reduccién de la gravedad, reduccion
del riesgo, o inhibicidon de un cancer resistente al farmaco o cancer resistente en un sujeto. En otra realizacion, el
cacner es carcinoma adrenocortical, cancer anal, cancer de vejiga, tumor cerebral, tumor del bulbo raquideo, cancer
de mama, glioma, astrocitoma cerebelar, astrocitoma cerebral, ependimoma, meduloblastoma, neuroectodérmica
primitiva supratentorial, tumores pineales, glioma hipotalamico, cancer de mama, tumor carcinoide, carcinoma,
cancer del cuello de utero, cancer de colon, cancer del sistema nervioso central (SNC), cancer de endometrio,
cancer de esofago, cancer del conducto biliar extrahepatica, familia de tumores de Ewing (Pnet), tumor de células
germinales extracraneales, cancer de ojo, melanoma intraocular, cancer de vesicula biliar, cancer gastrico, tumor de
células germinales, tumor trofoblastico gestacional, extragonadal, cancer de cabeza y cuello, cancer hipofaringeo,
carcinoma de células del islote, cancer de laringe, leucemia, leucemia linfoblastica aguda, cancer de la cavidad oral,
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cancer de higado, cancer de pulmoén, cancer de pulmén de células no pequefas, linfoma de células pequenas,
linfoma relacionado con SIDA, linfoma del sistema nervioso central (primario), linfoma de células T cutaneas,
enfermedad de Hodgkin, enfermedad no de Hodgkin, mesotelioma maligno, melanoma, carcinoma de células de
Merkel, carcinoma escamosa metastatica, mieloma multiple, neoplasmas de células plasmaticas, micosis fungoide,
sindrome mielodisplasico, trastornos mieloproliferativos, cancer nasofaringeo, neuroblastoma, cancer orofaringeo,
osteosarcoma, cancer de ovario, cancer del epitelio del ovario, tumor de células germinales de ovario, tumor de bajo
potencial maligno de ovario, cancer pancreatico, cancer pancreatico exocrino, carcinoma de células del islote,
cancer del seno paranasal y cavidad nasal, cancer paratiroideo, cancer de pene, cancer de feocromocitoma, cancer
de pituitaria, neoplasma de células plasmaticas, cancer de prostata, rabdomiosarcoma, cancer rectal, cancer renal,
cancer de células renales, cancer de glandulas salivares, sindrome de Sezary, cancer de piel, linfoma de células T
cutaneo, cancer de piel, sarcoma de Kaposi, cancer de piel, melanoma, cancer de intestino delgado, sarcoma de
tejido blando, sarcoma de tejido blando, cancer de testiculo, timoma, cancer tiroideo maligno, cancer de uretra,
cancer uterino, sarcoma, cancer inusual de la infancia, cancer de vagina, cancer de la vulva, tumor de Wilms o
cualquier combinacién de los mismos.

En una realizacién “cancer metastatico se refiere a un cancer que se extiende (metastatizado) desde su sitio original
a otro area del cuerpo. Virtualmente todos los canceres tienen el potencial de extenderse. Si el desarrollo de la
metastasis depende de la interaccion compleja de muchos factores de células tumorales, que incluyen el tipo de
cancer, el grado de madurez (diferenciacion) de las células tumorales, la situacion y cuanto tiempo ha estado
presente el cancer, ademas de otros factores entendidos de forma incompleta. Las metastasis se extienden de tres
formas — por extension local desde el tumor a los tejidos circundantes, a través de la corriente sanguinea a sitios
distantes o a través del sistema linfatico a nédulos linfaticos vecinos o distantes. Cada clase de cancer puede tener
una ruta tipica de difusion. Al tumor se le nombra por el sitio primario (gj., el cancer de mama que se ha extendido al
cerebro se llama cancer de mama metastatico al cerebro).

En una realizacion “cancer resistente al farmaco” se refiere a células cancerigenas que adquieren resistencia a la
quimioterapia. Las células cancerigenas pueden adquirir resistencia a la quimioterapia mediante una gama de
mecanismos, que incluyen la mutacion o sobreexpresion de la diana del farmaco, inactivacion del farmaco, o
eliminacién del farmaco de la célula. Los tumores que se repiten después de una respuesta inicial a la quimioterapia
pueden ser resistentes a multiples farmacos (que son resistentes a multifarmacos). En una vista convencional de la
resistencia al farmaco, una o varias células en la poblacion tumoral alquieren cambios genéticos que dan resistencia
al farmaco. Por consiguiente, las razones para la resistencia al farmaco, entre otros, son: a) algunas de las células
que no se matan por quimioterapia mutan (cambian) y se vuelven resistentes al farmaco. Una vez que se multiplican,
puede haber mas células resistentes que células que son sensibles a la quimioterapia; b) amplificacion génica. Una
célula cancerigena puede producir cientos de copias de un gen particular. Este gen desencadena una
sobreproduccion de proteina que deja al farmaco anticancerigeno ineficaz; c) las células cancerigenas pueden
bombear el farmaco fuera de las células tan rapido como entran usando una molécula denominada p-glucoproteina;
d) las células cancerigenas pueden dejar de meter los farmacos porque la proteina que transporta el farmaco a
través de la pared celular para de funcionar; €) las células cancerigenas pueden aprender como reparar las roturas
de ADN provocadas por algunos farmacos anticancerigenos; f) las células cancerigenas pueden desarrollar un
mecanismo que inactiva el farmaco. Un colaborador principal a la resistencia multifarmaco es la sobreexpresion de
P-glucoproteina (P-gp). Esta proteina es una proteina transportadora clinicamente importante que pertenece a la
familia de casete de union a ATP de transportadores de la membrana celular. Puede bombear sustratos que
incluyen farmacos anticancerigenos fuera de las células tumorales a través de un mecanismo dependiente de ATP.
Por consiguiente, la resistencia a los agentes anticancerigenos usados en quimioterapia es la causa principal de
fallo de tratamiento en los trastornos malignos, provocando que los tumores se vuelvan resistentes. La resistencia a
los farmacos es la causa principal de fallo de la quimioterapia para el cancer.

En una realizacion “cancer resistente” se refiere a cancer resistente a farmacos como se describe antes en la
presente memoria. En otra realizacion “cancer resistente” se refiere a células cancerigenas que adquieren
resistencia a cualquier tratamiento tal como quimioterapia, radioterapia o terapia biolégica.

En una realizacion, esta descripcion esta dirigida al tratamiento, supresion, reduccion de la gravedad, reduccion del
riesgo o inhibicién del cancer en un sujeto, en el que el sujeto se ha tratado previamente con quimioterapia,
radioterapia o terapia bioldgica.

En una realizacion “quimioterapia” se refiere al tratamiento quimico para el cancer tal como farmacos que matan
células cancerigenas directamente. Dichos farmacos se denominan farmacos “anti-cancerigenos” o
“antineoplasicos”. La terapia actual usa mas de 100 farmacos para tratar el cancer. Para curar un cancer especifico.
La quimioterapia se usa para controlar el crecimiento tumoral cuando la cura no es posible; reducir los tumores antes
de la cirugia o terapia de radiacion; aliviar los sintomas (tal como dolor); y destruir células cancerigenas
microscopicas que pueden estar presentes después de que se elimina el tumor conocido por cirugia (denominada
terapia adyuvante). La terapia adyuvante se da para prevenir una posible reaparicion del cancer.

En una realizacion, “radioterapia” se refiere a rayos X de alta energia y rayos similares (tal como electrones) para

tratar la enfermedad. Mucha gente con cancer tendra radioterapia como parte de su tratamiento. Este puede darse o

bien como radioterapia externa desde el exterior del cuerpo usando rayos X o desde dentro del cuerpo como
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radioterapia interna. La radioterapia funciona destruyendo las células cancerigenas en el area tratada. Aunque las
células normales pueden dafiarse también por la radioterapia, pueden normalmente repararse a si mismas. El
tratamiento de radioterapia puede curar algunos canceres y puede también reducir la posibilidad de que un cancer
vuelva después de la cirugia. Puede usarse para reducir los sintomas del cancer.

En una realizacion “terapia biologica” se refiere a sustancias que se dan de forma natural en el cuerpo para destruir
células cancerigenas. Hay varios tipos de tratamiento que incluye: anticuerpos monoclonales, inhibidores del
crecimiento del cancer, vacunas y terapia génica. La terapia biolégica se conoce también como inmunoterapia.

En una realizacion, esta invencion proporciona un compuesto de la invencion o su sal farmacéuticamente aceptable,
producto farmacéutico, tautdmero, hidrato, N-6xido o cualquier combinacién de los mismos, 0 una composicién que
comprende lo mismo, para usar en el tratamiento de un sujeto que sufre de cancer de prostata, cancer de prostata
metastatico, cancer de prostata resistente o cancer de préstata resistente a farmacos. En otra realizacion, el
compuesto es el compuesto 55.

En una realizacion, esta invencion proporciona un compuesto de la invencion o su sal farmacéuticamente aceptable,
producto farmacéutico, tautdmero, hidrato, N-6xido o cualquier combinacién de los mismos, 0 una composicién que
comprende lo mismo, para usar en la supresion, reduccion de la gravedad, reduccion del riesgo, retraso de la
progresion o inhibicién de cancer de prostata, cancer de prostata metastatico, cancer de prostata resistente o cancer
de proéstata resistente al farmaco en un sujeto. En otra realizacion, el compuesto es compuesto 55.

En una realizacion, esta invencion proporciona un compuesto de la invencién o su sal farmacéuticamente aceptable,
producto farmacéutico, tautdmero, hidrato, N-6xido o cualquier combinacién de los mismos, 0 una composicién que
comprende el mismo, para usar en el tratamiento de un sujeto que sufre de cancer de mama, cancer de mama
metastatica, cancer de mama resistente o cancer de mama resistente al farmaco. En otra realizacion, el sujeto es un
hombre o una mujer. En otra realizacion, el compuesto es compuesto 55.

En una realizacion, esta invencion proporciona un compuesto de la invencion o su sal farmacéuticamente aceptable,
producto farmacéutico, tautdmero, hidrato, N-6xido o cualquier combinacién de los mismos, 0 una composicién que
comprende el mismo, para usar en la supresion, reduccion de la gravedad, reduccion del riesgo, retraso de la
progresion, o inhibicion del cancer de mama, cancer de mama metastatico, cancer de mama resistente o cancer de
mama resistente al farmaco en un sujeto. En otra realizacion, el compuesto es compuesto 55.

En otra realizacion, esta invencién proporciona un compuesto de la invencién como se describe en la presente
memoria, o su sal farmaceulticamente aceptable, producto farmacéutico, tautémero, hidrato, N-6xido, cristal o
cualquier combinacion de los mismos, para usar en el tratamiento, supresion, reduccién de la gravedad, reduccion
del riesgo, retraso de la progresion o inhibicion de cancer de ovario, cancer de ovario metastatico, cancer de ovario
resistente o cancer de ovario resistente al farmaco en un sujeto. En otra realizacion, el compuesto es el compuesto
55.

En una realizacion, esta invencion proporciona un compuesto de la invencién o su sal farmaceuticamente aceptable,
producto farmacéutico, tautdmero, hidrato, N-6xido o cualquier combinacién de los mismos, 0 una composicién que
comprende al mismo, para usar en el tratamiento, supresion, reduccion de la gravedad, reduccion del riesgo o
inhibicion de melanoma, melanoma metastatico, melanoma resistente o melanoma resistente al farmaco en un
sujeto. En otra realizacion, el compuesto es el compuesto 55.

En otra realizacion, esta invencién proporciona un compuesto de la invencién como se describe en la presente
memoria, o sal farmaceulticamente aceptable, producto farmacéutico, tautémero, hidrato, N-éxido, cristal o cualquier
combinacion de los mismos, para usar en el tratamiento, supresion, reduccion de la gravedad, reduccién del riesgo,
retraso de la progresion o inhibicion de cancer de pulmodn, cancer de pulmén metastatico, cancer de pulmoén
resistente o cancer de pulmén resistente al farmaco. En otra realizacion, el compuesto es el compuesto 55.

En otra realizacion, esta invencién proporciona un compuesto de la invencién como se describe en la presente
memoria, o sal farmaceulticamente aceptable, producto farmacéutico, tautémero, hidrato, N-6xido, cristal o cualquier
combinacién del mismo, para usar en el tratamiento, supresion, reducciéon de la gravedad, reduccion del riesgo,
retraso de la progresion o inhibicién de cancer de pulmén de células no pequefias, cancer de pulmon de celulas
pequefias metastatico, cancer de pulmoén de células pequefias resistente o cancer de pulmoén de células pequefias
resistente al farmaco. En otra realizacion, el compuesto es el compuesto 55.

En otra realizacion, esta invencién proporciona un compuesto de la invencién como se describe en la presente
memoria, o sal farmaceulticamente aceptable, producto farmacéutico, tautémero, hidrato, N-6xido, cristal o cualquier
combinacion de los mismos, para usar en el tratamiento, supresion, reduccion de la gravedad, reduccién del riesgo,
retraso de la progresion o inhibicion de cancer de colon, cancer de colon metastatico, cancer de colon resistente o
cancer de colon resistente al farmaco. En otra realizacion, el compuesto es el compuesto 55.

En otra realizacion, esta invencién proporciona un compuesto de la invencién como se describe en la presente
memoria, o sal farmaceulticamente aceptable, producto farmacéutico, tautémero, hidrato, N-éxido, cristal o cualquier

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2718 637 T3

combinacion de los mismos, para usar en el tratamiento, supresion, reduccion de la gravedad, reduccién del riesgo,
retraso de la progresion o inhibicion de leucemia, leucemia metastatica, leucemia resistente o leucemia resistente al
farmaco. En otra realizacion, el compuesto es el compuesto 55.

En otra realizacion, esta invencién proporciona un compuesto de la invencién como se describe en la presente
memoria, o sal farmaceulticamente aceptable, producto farmacéutico, tautémero, hidrato, N-éxido, cristal o cualquier
combinacion de los mismos, para usar en el tratamiento, supresion, reduccion de la gravedad, reduccién del riesgo,
retraso de la progresion o inhibicion de linfoma, linfoma metastatico, linfoma o linfoma resistente al farmaco. En otra
realizacion, el compuesto es el compuesto 55.

En otra realizacion, esta invencién proporciona un compuesto de la invencién como se describe en la presente
memoria, o sal farmaceulticamente aceptable, producto farmacéutico, tautémero, hidrato, N-éxido, cristal o cualquier
combinacion de los mismos, para usar en el tratamiento, supresion, reduccion de la gravedad, reduccion del riesgo,
retraso de la progresion o inhibicion de cancer de cabeza y cuello, cancer de cabeza y cuello metastatico, cancer de
cabeza y cuello resistente o cancer de cabeza y cuello resistente al farmaco. En otra realizacion, el compuesto es el
compuesto 55.

En otra realizacion, esta invencién proporciona un compuesto de la invencién como se describe en la presente
memoria, o sal farmaceulticamente aceptable, producto farmacéutico, tautémero, hidrato, N-6xido, cristal o cualquier
combinacion de los mismos, para usar en el tratamiento, supresion, reduccion de la gravedad, reduccién del riesgo,
retraso de la progresion o inhibicion de cancer de pancreas, cancer de pancreas metastatico, cancer de pancreas
resistente o cancer de pancreas resistente al farmaco. En otra realizacion, el compuesto es el compuesto 55.

En otra realizacion, esta invencién proporciona un compuesto de la invencién como se describe en la presente
memoria, o sal farmaceulticamente aceptable, producto farmacéutico, tautémero, hidrato, N-6xido, cristal o cualquier
combinacion de los mismos, para usar en el tratamiento, supresion, reduccion de la gravedad, reduccién del riesgo,
retraso de la progresion o inhibicion de cancer de eséfago, cancer de eséfago metastatico, cancer de esoéfago
resistente o cancer de eséfago resistente al farmaco. En otra realizacion, el compuesto es el compuesto 55.

En otra realizacion, esta invencién proporciona un compuesto de la invencién como se describe en la presente
memoria, o sal farmaceuticamente aceptable, producto farmacéutico, tautémero, hidrato, N-6xido, cristal, , o
cualquier combinacion de los mismos, para usar en el tratamiento, supresion, reduccién de la gravedad, reduccion
del riesgo, retraso de la progresion o inhibicion de cancer renal, cancer renal metastatico, cancer renal resistente o
cancer renal resistente al farmaco. En otra realizacion, el compuesto es el compuesto 55.

En otra realizacion, esta invencién proporciona un compuesto de la invencién como se describe en la presente
memoria, o sal, producto farmacéutico, tautébmero, hidrato, N-6xido, cristal, , o cualquier combinacién del mismo,
para usar en el tratamiento, supresion, reduccion de la gravedad, reduccion del riesgo farmaceuticamente aceptable
retraso de la progresion o inhibicion de cancer de SNC, cancer de SNC metastatico, cancer de SNC resistente o
cancer de SNC resistente al farmaco. En otra realizacion, el compuesto es el compuesto 55.

En algunas realizaciones, esta invencion proporciona un compuesto de la invencion como se describe en la presente
memoria, o sal farmaceulticamente aceptable, producto farmacéutico, tautémero, cristal, N-6xido, hidrato o cualquier
combinacién del mismo, para usar en el tratamiento, supresion, reduccion de la gravedad, reduccion del riesgo o
inhibicion de tumor o tumores cancerigeno(s) resistente(s) al farmaco en un sujeto. En otra realizacion, el cancer es
carcinoma adrenocortical, cancer anal, cancer de vejiga, tumor cerebral, tumor del bulbo raquideo, cancer de mama,
glioma, astrocitoma cerebelar, astrocitoma cerebral, ependimoma, meduloblastoma, neuroectodérmico primitivo
supratentorial, tumores pineales, glioma hipotalamico, cancer de mama, tumor carcinoide, carcinoma, cancer de
cuello de utero, cancer de colon, cancer del sistema nervioso central (SNC), cancer de endometrio, cancer de
esofago, cancer del conducto biliar extrahepatico, familia de tumores de Ewing (Pnet), tumor de células germinales
extracraneales, cancer de ojo, melanoma intraocular, cancer de vesicula biliar, cancer gastrico, tumor de células
germinales, tumor trofoblastico gestacional, extragonadal, cancer de cabeza y cuello, cancer hipofaringeo,
carcinoma de células de islote, cancer de laringe, leucemia, leucemia linfoblastica aguda, cancer de la cavidad oral,
cancer de higado, cancer de pulmén, cancer de pulmén de células no pequefas, linfoma de células pequenias,
linfoma relacionado con SIDA, linfoma del sistema nervioso central (primaria), linfoma de célula T cutanea,
enfermedad de Hodgkin, enfermedad no de Hodgkin, mesotelioma maligno, melanoma, carcinoma de células de
Merkel, carcinoma escamosa metastatica, mieloma multiple, neoplasmas de células plasmaticas, micosis fungoide,
sindrome mielodisplasico, trastornos mieloproliferativos, cancer nasofaringeo, neuroblastoma, cancer orofaringeo,
osteosarcoma, cancer de ovario, cancer de epitelio de ovario, tumor de célula germinal de ovario, tumor de bajo
potencial maligno de ovario, cancer de pancreas, cancer pancreatico exocrino, carcinoma de las células del islote,
cancer del seno paranasal y cavidad nasal, cancer paratiroideo, cancer de pene, cancer de feocromocitoma, cancer
de pituitaria, neoplasma de células plasmaticas, cancer de prostata, rabdomiosarcoma, cancer rectal, cancer renal,
cancer de células renales, cancer de glandulas salivares, sindrome de Sezary, cancer de piel, linfoma de células T
cutaneo, cancer de piel, sarcoma de Kaposi, cancer de piel, melanoma, cancer de intestino delgado, sarcoma de
tejido blando, sarcoma de tejido blando, cancer de testiculos, timoma maligna, cancer de tiroides maligno, cancer de
uretra, cancer uterino, sarcoma, cancer inusual de infancia, cancer vaginal, cancer de vulva, tumor de Wilms o
cualquier combinacion de los mismos. En otra realziacion el compuesto es compuesto 55.
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En ofra realizacioén, el tumor es tumor de cancer de prostata. En otra realizacién, el tumor es tumor de cancer de
ovario. En otra realizacion, el tumor es un tumor de melanoma. En otra realizacion, el tumor es un tumor melanoma
resistente a multifarmaco (MDR).

En una realizacion, esta invencion esta dirigida a un método de destruccion de una célula cancerigena ex vivo que
comprende: proporcionar un compuesto de esta invencidon y poner en contacto la célula cancerigena con el
compuesto bajo condiciones efectivas para destruir la célula cancerigena contactada. Segun varias realizaciones de
destruccion de las células cancerigenas, las células a destruir estan situadas ex vivo (es decir, en cultivo). En otra
realizacioén, el compuesto es compuesto 55.

En ofra realizacion, el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de préstata, cancer de mama, cancer
de ovario, cancer de piel, melanoma, cancer de pulmén, cancer de colon, leucemia, cancer renal, cancer de SNC y
combinaciones de los mismos.

Un aspecto aun adicional de la presente invencion se refiere a un compuesto de la invencién para usar en el
tratamiento o prevencion de una condicién cancerigena administrando una cantidad efectiva del compuesto a un
paciente de una manera efectiva para tratar o prevenir una condicién cancerigena.

Segun una realizacion, el paciente a tratar se caracteriza por la presencia de una condicion precancerigena, y la
administracion del compuesto es efectiva para prevenir el desarrollo de la condicién precancerigena en la condicion
cancerigena. Esto puede darse destruyendo la célula precancerigena ante de o de forma simultanea con su
desarrollo adicional en un estado cancerigeno.

Segun otra realizacion, el paciente a tratar se caracteriza por la presencia de una condiciéon cancerigena, y la
administracion del compuesto es efectiva o para provocar la regresion de la condicién cancerigena o para inhibir el
crecimiento de la condicién cancerigena, es decir, parando su crecimiento completamente o reduciendo su velocidad
de crecimiento. Esto preferiblemente se da destruyendo las células cancerigenas, a pesar de su posicion en el
cuerpo del paciente. Es decir, si las células cancerigenas se sitian en un sitio de tumor primario o si las células
cancerigenas han metastatizado y creado tumores secundarios en el cuerpo del paciente.

Como se usa en la presente memoria, sujeto o paciente se refiere a cualquier paciente mamifero, que incluye sin
limitacion, humanos y otros primates, perros, gatos, caballos, vacas, ovejas, cerdos, ratas, ratones y otros roedores.
En una realizacion, el sujeto es macho. En otra realizacion, el sujeto es hembra. En algunas realizaciones, los
compuestos como se describen en la presente invencion pueden ser Utiles para el tratamiento o bien machos o
hembras.

Cuando se administran los compuestos de la presente invencion, pueden administrarse sistémicamente o, de forma
alternativa, pueden administrarse directamente a un sitio especifico donde las células cancerigenas o células
precancerigenas estan presentes. Por consiguiente, la administracion pueden conseguirse de cualquier manera
efectiva para la distribucion de los compuestos o las composiciones farmacéuticas a las células cancerigenas o
células precancerigenas. Modos ejemplares de administracion incluyen, sin limitaciéon, administrar los compuestos o
composiciones de forma oral, tdpica, transdérmica, parenteral, subcutanea, intravenosa, intramuscular,
intraperitoneal, por instilaciéon intranasal, por instilacion intracavitaria o intravesicular, intraocular, intraarterial,
intralesional, o mediante aplicacion a membranas mucosas, tal como, las de nariz, garganta y tubos bronquiales.

Los compuestos de la presente invencion son Utiles en el tratamiento o prevencién de varias formas de cancer,
particularmente cancer de prostata, cancer de mama, ovario, cancer de piel (p.ej., melanoma), cancer de pulmén,
cancer de colon, leucemia, cancer renal, y cancer de SNC (p.ej., glioma, glioblastoma). Tratamiento de estos
diferentes canceres esta soportado por los ejemplos en la presente memoria. Ademas, en base a su modo pensado
de accién como inhbidores de tubulina, se cree que otras formas de cancer seran tratables asimismo o previsibles
tras la administracion de los compuestos o composiciones de la presente invencion a un paciente. Los compuestos
preferidos de la presente invencion son selectivamente disruptivos para las células cancerigenas, provocando la
ablacion de las células cancerigenas aunque preferiblemente no de las células normales. De forma significativa, el
dafo a las células normales se minimiza porque las células cancerigenas son susceptibles de alteracion a
concentraciones mucho menores de los compuestos de la presente invencion.

Los compuestos de la presente invencion son utiles en el tratamiento, reduccidon de la gravedad, reduccion del
riesgo, o inhibicién de cancer, cancer metastatico, cancer resistente o cancer resistente a farmacos. En otra
realizacion, el cancer es cancer de préstata, cancer de mama, ovario, cancer de piel (p.ej., melanoma), cancer de
pulmén, cancer de colon, leucemia, linfoma, cabeza y cuello, pancreatico, esofagico, cancer renal o cancer del SNC.
El tratamiento de estos diferentes canceres esta soportado por los Ejemplos en la presente memoria. Ademas, en
base a su modo creido de accién como inhibidores de tubulina, se cree que otras formas de cancer seran asimismo
tratables o previsibles tras la administracion de los compuestos o composiciones de la presente invencién a un
paciente. Los compuestos preferidos de la presente invencion son selectivamente disruptivos para las células
cancerigenas, provocando la ablacion de células cancerigenas aunque preferiblemente no de células normales. De
forma significativa, se minimiza el dafio a células normales porque las células cancerigenas son susceptibles de
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inrterrupcién a concentraciones mucho menores de los compuestos de la presente invencion. En otra realizacion, el
compuesto es compuesto 55.

En una realizacion, el compuesto se administra en combinacién con otro agente anti-cancerigeno.

Cuando los compuestos o composiciones farmacéuticas de la presente invencién se administran para ftratar,
suprimir, reducir la gravedad, reducir el riesgo o inhibir una condicién cancerigena, la composiciéon farmacéutica
puede contener también, o puede administrarse en conjunto con, otros agentes terapéuticos o régimen de
tratamiento actualmente conocido o desarrollado en adelante para el tratamiento de varios tipos de cancer. Ejemplos
de otros agentes terapéuticos o régimen de tratamiento incluyen, sin limitacion, terapia de radiacion, inmunoterapia,
quimioterapia, intervencion quirdrgica y combinaciones de los mismos.

Los siguientes ejemplos se presentan para ilustrar mas completamente las realizaciones preferidas de la invencion.
En el grado de que los siguientes ejemplos no se relacionan con un compuesto de férmula XI como se reivindica,
son ejemplos comparativos.

Ejemplos

Los ejemplos presentados a continuacion son por propésitos ilustrativos y no pretenden limitar, de ninguna forma, el
alcance de la presente invencion.

Materiales y métodos:

General. Todos los reactivos se compraron de Sigma-Aldrich Chemical Co., Fisher Scientific (Pittsburgh, PA), AK
Scientific (Mountain View, CA), Oakwood Products (West Columbia, SC), etc. y se usaron sin purificacion adicional.
Las reacciones sensibles a la humeadd se realizaron en una atmoésfera de argén. ABT-751 se prepard segun los
métodos presentados por Yoshino et al.?® Se realizé una cromatografia de capa fina (TLC) rutinaria en Uniplatos con
dorso de aluminio (Analtech, Newark, DE). Se midieron puntos de fusiéon con el aparato de punto de fusion Fisher-
Johns (no corregido). Los espectros RMN se obtuvieron en un espectrometro Bruker AX 300 (Billerica, MA) o
espectrometro Varian Inova-500 (Vernon Hills, lllinois). Los desplazamiento quimico se presentan como partes por
millén (ppm) respecto a TMS en CDCIs;. El dato espectral de masas se recogid en un instrumento de
electropulverizacion/trampa de iones Bruker ESQUIRE en modos ibénicos positivo y negativo. Los analisis
elementales se realizaron por Atlantic Microlab Inc.

Cultivo celular y ensayo de citotoxicidad de cancer de prdstata y melanoma. Todas las lineas celulares se obtuvieron
de ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, VA, EE.UU.), mientras que los suministros de cultivo celular
se compraron de Cellgro Mediatech (Herndon, VA, EE.UU.). Se examinoé la actividad antiproliferativa de nuestros
compuestos anti-tubulina en cuatro lineas celulares del cancer de prostata humana (LNCaP, DU 145, PC-3, y PPC-
1) y dos lineas celulares de melanoma humano (A375 y WM-164). La linea celular de ovario humano OVCAR-8 y su
linea celular resistente que sobre-expresa P-gp (NCI/ADR-RES)se usaron como modelos MDR. Ambas lineas
celulares de ovario se obtuvieron de los Institutos Nacionales del Cancer (NCI). Todas las lineas celulares de cancer
de préstata y cancer de ovario se cultivaron en RPMI 1640, suplementado con suero bovino fetal (FBS) al 10%. Las
células de melanoma se cultivaron en DMEM, suplementadas con FBS al 5%, mezcla de antibiético/antimicético al
1% (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, EE.UU.) e insulina bovina (5 pg/mL; Sigma-Aldrich). El potencial citotoxico de
los compuestos de anti-tubulina se evalu6é usando el ensayo de sulforodamina B (SRB) después de 96 h de
tratamiento.

Solubilidad acuosa. La solubilidad de farmacos se determiné por Placa de filtro de solubilidad Multiscreen (Millipore
Corporate, Billerica, MA) acoplado con LC-MS/MS. Brevemente, se cargaron 198 uL de tampdn de solucion salina
tamponada con fosfato (PBS) (pH 7,4) en una placa de 96 pocillos, y se dispensaron 2 uL de compuestos de prueba
10 mM (en DMSO) y se mezclaron con agitacion suave (200-300 rpm) durante 1,5 h a TA (N = 3). La placa se
centrifugd a 800g durante 5 min, y el filtrado se usé para determinar su concentracion y solubilidad del compuesto de
prueba por LC-MS/MS como se describe a continuacion.

Estudio farmacocinético. Se compraron ratas de Sprague-Dawley hembras (n = 3 0 4; 254 + 4 g) de Harlan Inc.
(Indianapolis, IN). Se compraron catéteres de vena yugular toracica de rata de Braintree Scientific Inc. (Braintree,
MA). A la llegada a las instalaciones para animales, los animales se aclimataron durante 3 dias en una habitacion
controlada por temperatura (20-22°C) con un ciclo luz/oscuridad de 12 h antes de cualquier tratamiento. El
compuesto 1h se administré de forma intravenosa (i.v.) en los catéteres de la vena yugular a una dosis de 2,5 mg/kg
(en DMSO/PEG300, 2/8), mientras que 5Ha y 5Hc se dosificaron a 5 mg/kg (en DMSO/PEG300, 1/9). Un volumen
igual de solucion salina heparinizada se inyecto6 para sustituir la sangre eliminada, y las muestras de sangre (250 pL)
se recogieron por medio de los catéteres de la vena yugular a 10, 20, 30 miny 1, 2, 4, 8, 12, 24 h. Los compuestos
1h, 5Ha y 5Hc se dieron (p.o.) por alimentacion forzada oral a 10 mg/kg (en Tween80/DMSO/H20, 2/1/7). Todas las
muestras de sangre (250 pL) después de la administracion oral se recogieron por medio de catéteres en la vena
yugural a 30, 60, 90 min, 120 min, 150 min, 180 min, 210 min, 240 min y 8, 12, 24 h. Las jeringas y viales
heparinizados se prepararon antes de la recogida de sangre. Las muestras de plasma se prepararon centrifugando
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las muestras de sangre a 8.000 g durante 5 min. Todas las muestras de plasma se almacenaron inmediatamente a -
80°C hasta que se analizaron.

Los analitos se extrajeron de 100 yL de plasma con 200 uL de acetonitrilo que contenian 200 nM de patrén interno
((3,5-dimetoxifenil)(2-fenil-1H-imidazol-4-il)metanona). Las muestras se mezclaron cuidadosamente, se centrifugrron
y el extracto organico se transfirié al automuestreador para el analisis de LC-MS/MS. El modo de monitorizacion de
reaccion multiple (MRM), barrido m/z 356 — 188 (compuesto 1h), m/z 371 — 203 (compuesto 5Ha), m/z 389 — 221
(compuesto 5Hc) y m/z 309 — 171 ( el patron interno), se us6 para obtener las sefiales mas sensibles. Los
parametros farmacocinéticos se determinaron usando analisis no compartimental (WinNonlin, Pharsight Corporation,
Mountain View, CA).

Método analitico. Se inyectd la disolucién de muestra (10 pL) en un sistema HPLC serie Agilent (Agilent 1100 Series
Agilent 1100 Chemstation, Agilent Technology Co, Ltd). Todos los analitos se separaron en una columna C18 de
diametro estrecho (Alltech Alltima HP, 2,1x100 mm, 3 pm, Fisher, Fair Lawn, NJ). Se usaron dos modos de
gradiente. El modo gradiente se us6 para alcanzar la separacion de los analitos usando mezclas de fase moévil A
[ACN/H20 (5%/95%, v/v) que contiene 0,1% de acido férmico] y fase movil B [ACN/H20 (95%/5%, v/v) que contiene
0,1% de acido formico] a un caudal de 300 pL/min. La fase mévil A se uso al 15% de 0 a 1 minuto seguido por un
gradiente programado de forma lineal a 100% de fase movil B en 6 min, 100% de fase movil B se mantuvo durante
0,5 min antes de una rapida rampa a 15% de fase movil A. La fase mévil A se continué duratne otros 12 min hacia el
final del analisis.

Ensayo de polimerizacién de tubulina in vitro. Se mezcld tubulina de cerebro bovino (0,4 mg, >97% puro)
(Cytoskeleton, Denver, CO) con 10 uM de los compuestos de prueba y se incubaron en 100 yL de tampoén de
tubulina general (PIPES 80 mM, MgCl, 2,0 mM, EGTA 0,5 mM y GTP 1 mM) a pH 6,9. La absorbancia de longitud
de onda a 340 nm se monitorizd cada 1 min durante 20 min por el Lector de Microplacas SYNERGY 4 (Bio-Tek
Instruments, Winooski, VT). El espectrofotdmetro se ajustd a 37°C durante la polimerizacién de tubulina.

Un espectrometro de masas triple-cuadrupolo, API Qtrap 4000™ (Applied Biosystems/MDS SCIEX, Concord,
Ontario, Canada), que operaba con una fuente de TurbolonSpray se usé. El voltaje de la aguja de pulverizacion se
ajusto a 5 kV durante el modo positivo. El gas de cortina se ajusté a 10; el Gas 1 y gas 2 se ajustaron a 50. El gas de
Disociacion asistida por colision (CAD) en el medio y la temperatura de la sonda calentadora de la fuente a 500°C.
La adquisicién de datos y el procesado cuantitativo se consiguieron usando el programa Analyst™, Ver. 1.4.1
(Applied biosystems).

La pureza de los compuestos finales se probd por medio de RP-HPLC en un sistema de HPLC Waters 2695
instalado co un Detector de la serie de fotodiodos. Se realizaron dos métodos de RP-HPLC usando una columna
C18 5 uM Supelco Ascentis™ (250 x 4,6 mm) a temperatura ambiente, y un caudal de 0,7 mL/min. HPLC1:
Gradiente: Disolvente A (agua) y Disolvente B (metanol): 0-20 min 40-100% de B (gradiente lineal), 20-27 min 100%
de B. HPLC2: Gradiente: Disolvente A (agua) y Disolvente B (metanol): 0-15 min 40-100% de B (gradiente lineal),
15-25 min 100% de B. Deteccion UV a 254 nm.

Los compuestos de esta invencion y otros compuestos de referencia se prepararon segun las Figuras 1-17.
Ejemplo de referencia 1

Sintesis de compuestos variantes de a

Anillo B

Los compuestos variantes de anillo B se sintetizaron segun las Figuras 1y 2.

Anillo B oxazol:

Sintesis de (2-fenil-oxazol-4-il)-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-metanona (36a) (Figura 1):
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Metiléster de acido (2R)-2-fenil-4,5-dihidro-oxazol-4-carboxilico (32a). Se afiadié cloruro de acetilo (6,8 mL) en gotas
a metanol enfriado con hielo (30 mL). Después de la adicion de L-serina (0,48 mmoles), la mezcla de reaccion se
calento a temperatura ambiente (TA) y se agit6 toda la noche. La evaporacion del disolvente dio sélido blanco de sal
de HCI de metil éster de acido (2R)-3-hidroxi-2-metil-propionico, que se usé sin purificacion en la siguiente etapa. Se
afadio trietilamina (11 mL, 72,3 mmoles) lentamente a una disolucién de hidrocloruro de benzimidato de etilo (11,6
g, 62,8 mmoles) en CH2Cl; (150 mL). La mezcla de reaccion se agitdé a TA durante 30 min y se afadi6 la sal de HCI
de metiléster de acido (2R)-3-hidroxi-2-metil-propionico (13,5 g, 79,6 mmoles) por porcion. La mezcla resultante se
agité durante 48 h y se concentré a presion reducida. El compuesto 32a se separé de la columna rapida como un
aceite amarillo (12,3 g, 95,9%). '"H RMN (CDCls) & 7,99-7,38 (m, 5H), 4,97 (dd, 1H, J = 7,8 Hz, J = 10,5 Hz), 4,70 (t,
1H, J = 8.7 Hz), 4,62 (dd, 1H, J = 8,7 Hz, J = 10,5 Hz), 3,82 (s, 3H); MS (ESI) m/z 206,1 (M+H)".

Acido (2R)-2-fenil-4,5-dihidro-oxazol-4-carboxilico (33a). A una disolucién enfriada con hielo de 32a en MeOH/H,0O
se afiadioé LiOH (2,5 equiv.) con agitacion. La mezcla se dejo calentar a TA en 1 h, se concentré al vacio, y el solido
blanco se disolvié en H>O y se acidulé con HCI 1 N a pH 2,0 y se extrajo con MgSOQ., se filtr6 y se concentrd en
vacio para proporcionar el acido 33a como un sélido blanco (95,8%). '"H RMN (CDCls) & 7,98 (d, 2H), 7,57-7,42 (m,
3H), 5,04 (dd, 1H, J =7,8 Hz, J = 10,8 Hz), 4,80 (t, 1H, J = 8,7 Hz), 4,70 (dd, 1H, J = 9,0 Hz, J = 10,8 Hz); MS (ESI)
m/z 191,9 (M+H)*, 189,7 (M-H); 145,8 (M-COOH).

Metoximetilamida de acido (2R)-2-fenil-4,5-dihidro-oxazol-4-carboxilico (34a). A una mezcla de 33a (5 mmoles),
EDCI (6 mmoles), HOBt (5 mmoles) y EtsN (5 mmoles) en CH,Cl, (50 mL) se afiadi6 HNCH3OCHs3 (5 mmoles) y la
agitacion continu6 a TA durante 6-8 h. La mezcla de reaccion se diluyd con CH.Cl, (100 mL) y se lavd
secuencialmente con agua, NaHCO3 saturado, salmuera y se seco sobre MgSO,. El disolvente se elimind a presion
reducida para dar un producto en bruto 34a, que se purificd por cromatografia de columna como un sélido blanco
(61,0%). '"H RMN (CDCl3) & 7,98-7,36 (m, 5H), 7,57-7,42 (m, 3H), 5,35 (br, t, 1H), 4,81 (br, t, 1H), 4,52 (dd, 1H, J =
8,7 Hz, J = 10,2 Hz), 3,90 (s, 3H), 3,27 (s, 3H); MS (ESI) m/z 257,0 (M+H)".

(2R)-(2-Fenil-4,5-dihidro-oxazol-4-il)-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-metanona (35a). A una disolucion de n-BuLi (1,6 M, 0,713
mL) en 8 mL de THF se afadié una disolucion de 3,4,5-trimetoxibromobenceno (1,09 mmoles) en 3 mL de THF a -
78°C. La mezcla se dejo agitar durante 2 h y se cargé una disolucion de amida de Weinreb 34a (1,14 mmoles) en 3
mL de THF. La temperatura se dejé aumentar a TA y se agité toda la noche. La mezcla de reaccion se desactivd con
NH4ClI saturado, se extrajo con etiléter, se secé con MgSOs. El disolvente se elimind a presion reducida para dar un
producto en bruto, que se purificd por cromatografia de columna para obtener el compuesto puro 35a como un sélido
blanco (47,9%). '"H RMN (CDCls) & 7,97-7,94 (m, 2H), 7,62 (s, 2H), 7,54-7,37 (m, 3H), 5,61 (g, 1H, J = 7,5 Hz, 9,9
Hz), 5,12 (t, 1H, J = 7,5 Hz), 4,57 (q, 1H, J = 7,8 Hz, 9,9 Hz), 3,96 (s, 6H), 3,95 (s, 3H); MS (ESI) m/z 364,1 (M+Na)*,
340,1 (M-H).

(2-Fenil-oxazol-4-il)-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-metanona (36a). Se agité una mezcla de 35a (1,48 mmoles), CBrCls (2,59
mmoles) y DBU (2,97 mmoles) en CH,Cl, (20 mL) toda la noche. La mezcla de reaccién se absorbid en gel de silice
y se purificé por cromatografia de columna para dar 36a puro como se deseaba (61,6%). '"H RMN (CDCls) & 8,37 (s,
1H), 8,14-8,12 (m, 2H), 7,74 (s, 2H), 7,52-7,49 (m, 3H), 3,97 (s, 9H); MS (ESI) m/z 362,1 (M+Na)*.

Variantes del anillo B de benceno, pirimidina, piridina, furano, tiofeno, tiazol, pirazol y piperidina (Figura 2): se
obtuvieron variantes del anillo B (1a-1d, 1k) de sus correspondientes acidos (37a-37d, 37k). El compuesto 1f con
tiofeno en la posicion del anillo B no puede separarse de la mezcla de 1f y un sub-producto de acoplamiento al
reactivo de Grignard 3,4,5,3',4’,5'-hexametoxibifenilo usando columna rapida. Asi que se usd un método alternativo
para preparar 1f: la amida Weinreb 38f se convirtié en su correspondiente aldehido que se hizo reaccionar después
con bromuro de 3,4,5-trimetoxifenilmagnesio para proporcionar el alcoho 40f, que puede separarse facilmente de
3,4,5,3',4’,5'-hexametoxibifenilo usando cromatografia de columna rapida. La oxidacion con dicromato de piridinio
(PDC) o DMSO no proporciono6 1f a partir del alcohol secundario 40f con buenos rendimientos. Pero usando reactivo
de peryodinano de Dess-Martin como oxidante se formd con éxito el compuesto cetona deseado 1f. 1e y 1i se
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prepararon a partir de alcoholes 40e y 40i usando un método similar. El compuesto 1g se obtuvo por medio de una
reaccion de acoplamiento a partir de piperidina 41g y acido 3,4,5-trimetoxibenzoico.

Anillo B de benceno:

Sintesis de bifenil-3-il(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (1a) (Figura 2)
' OMe
0
Co-ome
O OMe
O (1a)

N-Metoxi-N-metilbifenil-3-carboxamida (38a). A una mezcla de 37a (5 mmoles), EDCI (6 mmoles), HOBt (5 mmoles)
y NMM (11 mmoles) en CH,Cl, (50 mL) se afadié sal HNCH3OCH3HCI (5 mmoles) y la agitacion continu6é a TA
durante 2 h. La mezcla de reaccién se diluyé con CH,Cl; (100 mL) y se lavd secuencialmente con agua, NaHCO3
saturado, salmuera y se seco sobre MgSO.. El disolvente se eliminé a presion reducida para dar un aceite incoloro,
que se uso para la siguiente etapa (58,4%). MS (ESI) m/z 264,0 (M+Na)"*.

Bifenil-3-il(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (1a). A una disolucion de 38a (Figura 2) (0,174 g, 0,72 mmoles) en 5 mL de
THF se afiadié una disolucion de THF de bromuro de 3,4,5-trimetoxifenilmagnesio (0,5 N, 1,08 mmoles) a 0°C. La
mezcla se dejo agitar durante 30 min y se desactivdé con NH4Cl saturado, se extrajo con etiléter, se sec6é con MgSOa..
El disolente se elimind a presiéon reducida para ar un producto en bruto, que se purific6 por cromatografia de
columna para obtener el compuesto puro 1a como solido blanco (43,8%). '"H RMN (CDCls) & 8,02 (t, 1H), 7,84-7,74
(m, 2H), 7,64-7,38 (m, 6H), 7,11 (s, 2H), 3,95 (s, 3H), 3,88 (s, 6H); MS (ESI) m/z 371,1 (M+Na)*.

Anillo B de pirimidina:

Sintesis de (6-fenilpirimidin-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)/metanona (1b) (Figura 2)

(ab)

N-Metoxi-N-metil-6-fenilpirimidina-4-carboxamida (38b). A una mezcla de 37b (5 mmoles), EDCI (6 mmoles), HOBt
(5 mmoles) y NMM (11 mmoles) en CH,Cl; (50 mL) se afiadié sal de HNCH3OCH3HCI y la agitacion continué a TA
durante toda la noche. La mezcla de reaccion se diluyé con CH2Cl, (100 mL) y secuencialmente se lavé con agua,
NaHCO3; saturado, salmuera y se secod sobre MgSO,. El disolvente se elimind a presion reducida para dar un
producto en bruto, que se purificd por cromatografia de columna para obtener el compuesto puro 38b como un sélido
amarillo (62,3%). '"H RMN (CDCls) & 9,28 (s, 1H), 8,14-8,06 (m, 2H), 7,96 (br, s, 1H), 7,54-7,50 (m, 3H), 5,35 (br, t,
1H), 4,81 (br, t, 1H), 4,52 (dd, 1H, J = 8,7 Hz, J = 10,2 Hz), 3,79 (s, 3H), 3,42 (s, 3H); MS (ESI) m/z 266,0 (M+Na)*.

(6-Fenilpirimidin-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (1b). A una disolucion de 38b (0,243 g, 1 mmoles) en 5 mL de
THF se afadio una disolucion de THF de bromuro de 3,4,5-trimetoxifenilmagnesio (0,5 N , 5,6 mL, 1,4 mmoles) a
0°C. La mezcla se dejo agitar durante 30 min y se desactivdé con NH4Cl saturado, se extrajo con etiléter, se secé con
MgSO.. El disolvente se eliminé a presion reducida para dar un producto en bruto, que se purificé por cromatografia
de columna para obtener el compuesto puro 1b (52,3%). '"H RMN (CDCl3) & 9,40 (d, 1H, J = 1,5 Hz), 8,29 (d, 1H, J =
1,5 Hz), 8,22-8,18, 7,57-7,54 (m, 5H), 7,46 (s, 2H), 3,96 (s, 3H), 3,91 (s, 6H); MS (ESI) m/z 351,1 (M+H)*.

Anillo B de piridina:

Sintesis de (6-fenilpiridin-2-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (1c) (Figura 2)
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(1c)

N-Metoxi-N-metil-6-fenilpicolinamida (38c). A una mezcla de 37c (1,77 mmoles), EDCI (2,12 mmoles) HOBt (1,86
mmoles) y NMM (3,54 mmoles) en CHxCl, (20 mL) se afadié sal de HNCH3OCHsCI (1,86 mmoles) y la agitacion
continué a TA durante la noche. La mezla de reaccion se diluyd con CH,Cl, (40 mL) y se lavd secuencialmente con
agua, NaHCOs3; saturado, salmuera y se secd sobre MgSO,. El disolvente se eliminé a presion reducida para
proporcionar un producto en bruto, que se purificd por cromatografia de columna para obtener el compuesto 38c
puro como un aceite incolor (51,2%). '"H RMN (CDCl;) & 8,02 (d, 1H, J = 7,0 Hz), 7,86-7,81 (m, 2H), 7,55 (br, 1H),
7,48 (t, 2H), 7,44-7,41 (m, 1H), 3,82 (s, 3H), 3,44 (s, br, 3H); MS (ESI) m/z 265,0 (M+Na)"*.

(6-Fenilpiridin-2-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (1c). A una disolucion de 38c (0,210 g, 0,86 mmoles) en 5 mL de
THF se anadié a disolucion de THF de bromuro de 3,4,5-trimetoxifenilmagnesio (0,5 N, 3,5 mL, 1,73 mmoles) a 0°C.
La mezcla se dejo agitar durante 30 min y se desactivd con agua, se extrajo con acetato de etilo y se secd con
MgSO.. El disolvente se elimind a presién reducida para dar un producto en bruto, que se purificé por cromatografia
de columna para obtener 1c puro como cristales de aguja blancos (78%). '"H RMN (CDCls) & 8,10 (d, br, 2H), 8,02-
8,00 (m, 1H), 7,97-7,96 (m, 2H), 7,66 (s, 2H), 7,49-7,43 (m, 3H), 3,97 (s, 3H), 3,89 (s, 6H); MS (ESI) m/z 372,6
(M+Na)*.

Anillo B de furano:

Sintesis de (5-fenilfuran-2-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (1d) (Figura 2)

(1d)

N-Metoxi-N-metil-5-fenilfuran-2-carboxamida (38d). A una mezcla de 37d (10 mmoles), EDCI (12 mmoles), HOBt (11
mmoles) y NMM (21 mmoles) en CH2Cl> (200 mL) se afadié sal HNCH3;OCH3HCI (10,5 mmoles) y la agitacion
continué a TA durante toda la noche. La mezcla de reaccion se diluyd6 con CH2Cl, (200 mL) y se lavd
secuencialmente con agua, NaHCO3 saturado, salmuera y se seco sobre MgSO,. El disolvente se elimind a presion
reducida para dar un producto en bruto, que se purificé por cromatografia de columna para obtener el compuesto
puro 38d. (95,2%). 'H RMN (CDCl3) 8 7,82 (d, 1H, J = 7,0 Hz), 7,46-7,43 (t, 2H), 7,37-7,34 (m, 1H), 7,25 (d, 1H, J =
4,0 Hz), 6,78 (d, 1H, J = 4,0 Hz), 3,86 (s, 3H), 3,41 (s, 3H); MS (ESI) m/z 254,1 (M+Na)*.

(5-Fenilfuran-2-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (1d). A una disolucion de 38d (0,231 g, 1 mmoles) en 5 mL de THF
se afadio una disolucién de THF de bromuro de 3,4,5-trimetoxifenilmagnesio (0,5 N, 4,0 mL, 2 mmoles) a 0°C. La
mezcla se dej6 agitar durante 30 min y se desactivé con agua, se extrajo con acetato de etilo y se secé con MgSOs,.
El disolvente se elimind a presion reducida para dar un producto en bruto, que se purificé por cromatografia de
columna para obtener el compuesto 1d puro como cristales blancos (35,5%). '"H RMN (CDClz) & 7,85-7,82 (m, 1H),
7,48-7,36 (m, 4H), 7,35 (s, 2H), 7,25 (d, 1H, J = 4,0 Hz), 6,86 (d, 1H, J = 4,2 Hz), 3,96 (s, 3H), 3,95 (s, 6H); MS (ESI)
m/z 339,1 (M+H)*.

Anillo B de tiazol:

Sintesis de (2-feniltiazol-5-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (1e) (Figura 2)
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OMe
O
OMe
NS OMe

(1e)

(2-Feniltiazol-5-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanol (40e). A una disolucién de 2-feniltiazol-5-carbaldehido 38e (0,567 g, 3
mmoles) en 15 mL de THF se afiadio una disolucién de THF de bromuro de 3,4,5-trimetoxifenilmagnesio (0,5 N, 6,5
mL, 3,25 mmoles) a 0°C. La mezcla se dejo6 agitar durante 30 min y se desactivdé con NH4Cl saturado, se extrajo con
etiléter, se secd con MgSO.. El disolvente se elimino a presiéon reducida para dar un producto en bruto, que se
purifico por cromatografia de columna para obtener el compuesto 40e puro (72,9%). '"H RMN (CDCl3) & 7,90 (m, 2H),
7,64 (s, 1H), 7,41 (m, 3H), 6,69 (s, br, 2H), 6,04 (s, 1H), 3,86 (s, 6H), 3,85 (s, 3H), 1,57 (d, 1H, J = 5,5 Hz); MS (ESI)
m/z 358,1 (M+Na)"*.

(2-Feniltiazol-5-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (1e). A una disolucién de 40e (0,357 g, 1 mmoles) en 40 mL de
CH.CI; anhidro se afiadio reactivo de Dess-Martin (0,848 g, 2 mmoles). La mezcla se dejé agitar durante 30 min y se
desactivo con disolucion de Na,S,03 saturado, se extrajo con acetato de etilo y se secéd con MgSO.. El disolvente se
eliminé a presion reducida para dar un producto en bruto, que se purificd por cromatografia de columna para dar
compuesto 1e puro (80,1%). '"H RMN (CDCl3) & 8,33 (s, 1H), 8,04 (m ,2H), 7,51 (m, 3H), 7,18 (s, 2H), 3,96 (s, 3H),
3,93 (s, 6H); MS (ESI) m/z 378,1 (M+H)".

Anillo B de tiofeno:

Sintesis de(5-feniltiofen-3-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (1f) (Figura 2)

(1f)

N-Metoxi-N-metil-5-feniltiofeno-3-carboxamida (38f). A una mezcla de 37f (2,5 mmoles), EDCI (2,9 mmoles), HOBt
(2,6 mmoles) y NMM (5,3 mmoles) en CH,Cl, (30 mL) se afiadioé sal de HNCH3OCH3HCI (2,6 mmoles) y la agitacion
continué a TA durante toda la noche. La mezcla de reaccion se diluyé con CH2Cl, (20 mL) y se lavd secuencialmente
con agua, NaHCOj3 saturado, salmuera y se seco sobre MgSO.. El disolvente se elimind a presion reducida para dar
un producto en bruto, que se purificé por cromatografia de columna para obtener el compuesto 38f puro. (90,8%). 'H
RMN (CDCls) & 8,28 (d, 1H, J = 1,5 Hz), 7,69 (d, 1H, J = 1,5 Hz), 7,64 (d, 2H, J = 7,0 Hz), 7,44 (t, 2H, J = 7,0 Hz),
7,35-7,32 (m, 1H), 6,78 (d, 1H, J = 4,0 Hz), 3,86 (s, 3H), 3,41 (s, 3H); MS (ESI) m/z 270,0 (M+Na)*.

(5-Feniltiofen-3-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanol (40f). A -78°C, a una disolucién de 38f (2,5 mmoles) en 5 mL de THF
bajo la proteccion de argdn se afiadié una disolucion de LiAlHs en THF (1N, 1,42 mL) y la agitaciéon continuba 1 ha -
20°C. La mezcla de reaccion se puso en un bafio de hielo y se desactivdo mediante disolucion de H.SO4 al 20%, se
extrajo con acetato de etilo y se secd sobre MgSO,. El disolvente se eliminé a presién reducido y se purificé por
cromatografia de columna para dar 5-feniltiofeno-3-carbaldehido (no se muestra) (84,8%). 'H RMN (CDCl3) & 9,98
(s, 1H), 8,04 (d, 1H, J = 1,5 Hz), 7,86 (br, 1H), 7,61-7,58 (br, 2H), 7,47-7,33 (m, 3H), 7,35-7,32 (m, 1H), 6,78 (d, 1H, J
= 4,0 Hz); MS (ESI) m/z 210,9 (M+Na)*. A una disolucion de 5-feniltiofeno-3-carbaldehido (0,195 g, 1,04 mmoles) en
5 mL de THF se afiadié una disolucion de THF de bromuro de 3,4,5-trimetoxifenilmagnesio (0,5 N, 2,3 mL, 1,14
mmoles) a 0°C. La mezcla se dej6 agitar durante 30 min y se desactivd con NH4Cl saturado, se extrajo con etiléter,
se seco con MgSO.. El disolvente se elimind a presion reducida para dar un producto en bruto, que se purificd por
cromatografia de columna para obtener el compuesto puro 40f. (70,5%). '"H RMN (CDCls) & 7,55-7,52 (m, 2H), 7,40-
7,35 (m, 3H), 7,30 (br, 1H), 7,20 (br, 1H), 6,72 (s, 2H), 6,01 (d, 1H, J = 3,9 Hz), 3,86 (s, 6H), 3,85 (s, 3H), 2,42 (d, 1H,
J = 3,9 Hz); MS (ESI) m/z 339,1 (M-OH)-.

(5-Feniltiofen-3-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (1f). A una disolucion de 40f (0,260 g, 0,73 mmoles) en 20 mL de
CH.CI; anhidro se afiadio reactivo de Dess-Martin (0,465 g, 1,36 mmoles). La mezcla se dejé agitar durante 30 min y
se desactivo con disolucion de Na,S,03 saturada, se extrajo con acetato de etilo y se secé con MgSO,. El disolvente
se elimind a presion reducida para dar un producto en bruto, que se purificé por cromatografia de columna para dar
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compuesto 1f puro como cristales amarillos claros (60,9%). "H RMN (CDCls) & 7,97 (d, 1H, J = 1,5 Hz), 7,82 (d, 1H, J
=1,5Hz), 7,59-7,57 (m, 2H), 7,45-7,34 (m, 3H), 7,19 (s, 2H), 3,95 (s, 3H), 3,93 (s, 6H); MS (ESI) m/z 355,1 (M+H)*.

Anillo B de piperidina
Sintesis de (4-fenilpiperidin-1-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (1g) (Figura 2)

OMe
0O
OMe

OMe

(1g)

(4-Fenilpiperidin-1-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (1g). A una mezcla de 4-fenilpiperidina 41g (5 mmoles), EDCI (6
mmoles), HOBt (5,5 mmoles) y NMM (6 mmoles) en CH,Cl» (50 mL) se afadié acido 3,4,5-trimetoxibenzoico (5,3
mmoles) y la agitacion continué a TA durante toda la noche. La mezcla de reaccion se diluyé con CH2Cl, (100 mL) y
se lavo secuencialmente con agua, NaHCO3 saturado, salmuera y se secé sobr MgSOs. El disolvente se eliminé a
presién reducida para dar un producto en bruto, que se purificd por cromatografia de columna para obtener el
compuesto puro 1g. (57,9%). 'H RMN (CDCls3) & 7,35-7,21 (m, 5H), 6,66 (s, 2H), 4,84 (br, 1H), 3,95 (br, 1H), 3,88 (s,
6H), 3,86 (s, 3H), 3,20-2,87 (br, 2H), 2,85-2,74 (it, 1H, J = 3,6 Hz, J = 15,6 Hz), 1,92 (br, 2H), 1,70 (br, 2H), MS (ESI)
m/z 378,1 (M+Na)".

Anillo B de isoxazol:

Sintesis de (5-fenilisoxazol-3-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (1i) (Figura 2)

OMe

(1i)

(5-Fenilisoxazol-3-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanol (40i). A una disolucion de 5-fenilisoxazol-3-carbaldehido 38i (0,365
g, 2,1 mmoles) en 15 mL de THF se afiadi6 a disolucion de THF de bromuro de 3,4,5-trimetoxifeniimagnesio (0,5 N,
5,5 mL, 2,74 mmoles) a 0°C. La mezcla se dejé agitar durante 30 min y se desactivo con NH4Cl saturado, se extrajo
con etiléter, se secé con MgSOs. El disolvente se eliminé a presion reducida para dar un producto en bruto, que se
purifico por cromatografia de columna para obtener el compuesto 40i puro como un solido blanco. (48,8%). '"H RMN
(CDCl3) 6 7,78-7,77 (m, 2H), 7,48-7,46 (m, 3H), 6,74 (s, 2H), 6,45 (s, 1H), 5,98 (d, 1H, J = 3,5 Hz), 3,89 (s, 6H), 3,86
(s, 3H), 2,77 (d, 1H, J = 3,5 Hz); MS (ESI) m/z 364,1 (M+Na)*.

(5-Fenilisoxazol-3-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (1i). A una disolucién de 40i (0,110 g, 0,73 mmoles) en 8 mL de
CH.CI; anhidro se afiadio reactivo de Dess-Martin (0,274 g, 0,645 mmoles). La mezcla se dejo agitar durante 30 min
y se desactivd con disolucion de Na,S;0s; saturado, se extrajo con acetato de etilo y se secé con MgSO,. El
disolvente se elimind a presion reducida para dar un producto en bruto, que se purific6 por cromatografia de
columna para ar el compuesto puro 1i (70,1%). '"H RMN (CDCl;) & 7,87-7,85 (m, 2H), 7,72 (s, 2H), 7,53-7,49 (m, 3H),
7,05 (s, 1H), 7,82 (d, 1H, J = 1,5 Hz), 3,97 (s, 3H), 3,96 (s, 6H); MS (ESI ) m/z 362,1 (M+H)*.

Anillo B de pirazol:

Sintesis de (3-fenil-1H-pirazol-5-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (1k) (Figura 2)
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1k

(3-Fenil-1H-pirazol-5-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (1k) se preparé usando el mismo método que se usé para el
compuesto 1c a partir de acido 3-fenil-1H-pirazol-5-carboxilico. '"H RMN (500 MHz, CDCls, & 10,97 (br, 1H), 7,77 (s,
br, 2H), 7,48-7,38 (m, 5H), 7,14 (s, br, 1H), 3,96 (s, 3H), 3,94 (s, 6H), MS (ESI) m/z 361,1 (M+Na)*, 337,0 (M-H).

Ejemplo de referencia 2
Sintesis de compuestos que tienen diferentes conectores Y

Los compuestos relacionados poseen diferentes conectores Y. Dichos compuestos, con diferentes conectores Y, se
sintetizaron segun las Figuras 3 y 4.

El compuesto 1h se sintetizd a partir de acido 2-fenil-4,5-dihidro-tiazol-4-carboxilico 42a a traves de tres etaoas
descritas antes (Lu, Y.; Wang, Z; Li, C.M.; Chen, J.; Dalton, J.T.; Li, W.; Miller, D.D., Synthesis, in vitro structure-
activity relationship, and in vivo studies of 2-arylthiazolidine-4-carboxylic acid amides as anticancer agents. Bioorg
Med Chem 2010, 18 (2), 477-95). 1h se convirtié a isdmeros de oxima 2e-cis,trans y 2f-cis,trans tras la reaccion con
hidroxilaminas, NH>OH o NH>OCHs. Las asignaciones se hicieron en la base de datos quimicos y espectrales como
se describe debajo. Una reorganizacion de Beckmann mejorada produjo faciimente las amidas reorganizadas 2g y
2h a partir de los dos estereoisdmeros geométricos 2e-cis y 2e-trans por medio de su reaccion con cloruro de tosilo y
posteriormente columna de 6xido de aluminio basico. Los derivados de hidrazida 2d-cis y 2d-trans se prepararon
mezclando 1h con hidrato de hidrazina en etanol y poniendo en reflujo durante 24 h. Los acrilonitrilos 2c-trans,cis se
obtuvieron a partir de la reaccion Wittig de 1h con cianometilfosfonato de dietilo. Se prepard cianoimina 2j usando el
procedimiento como se describe en Cuccia (Cuccia, S.J.; Fleming, L.B.; France, D.J., A novel and efficient synthesis
of 4-phenyl-2-chloropyrimidines from acetophenone cyanoimines. Synthetic Communications 2002, 32, (19), 3011-
3018). El grupo carbonilo en el compuesto 1h se redujo también a un alcohol secundario 2b o se convirti6 a un
alqueno (2a) como se ilustra en la Figura 3.

Los intentos por eliminar el grupo carbonilo entre anillos B y C en 1h, dieron por resultado la formacion de
compuesto 2i como se muestra en la Figura 4. La introduccion de dobles enlaces cis- y frans- en la posicion
carbonilo formaron compuestos (3a y 3b), que se sintetizaron a partir de la reaccion Wittig con 2-feniltiazol-4-
carbaldehido. El compuesto sulfuro 4a, sulfona 4b y sulféxido 4c se prepararon usando 3-aminobifenilo como
material de partida a través de una reaccién de Sandmeyer inicial para dar carbonoditioato 52a, seguido por
reaccion de acoplamiento catalizado por Cul y oxidacién de m-CPBA. El compuesto 4d unido a sulfonamida se
prepard a partir de la reaccion de cloruro de 3-bifenilsulfonilo con 3,4,5-trimetoxianilina en presencia de Net; en
DMF.

Sintesis de (2-fenil-tiazol-4-il)-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-metanona (1h) [Figura 3]

QOMe
o
OomMe
— v
Z

(1h)

(2-Fenil-tiazol-4-il)-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-metanona (1h). Una mezcla de acido 2-fenil-4,5-dihidrotiazol-4-carboxilico (5
mmoles), EDCI (6 mmoles) y HOBt (5 mmoles) en CH2Cl, (50 mL) se agité durante 10 min. A esta disolucion, se
afadieron NMM (5 mmoles) y HNCH3OCH3; (5 mmoles) y la agitaciéon continué a TA durante 6-8 h. La mezcla de
reaccion se diluyé con CH,Cl; (100 mL) y se lavé secuencialmente con agua, NaHCO3 saturado, salmuera y se seco
sobre MgSO,. El disolvente se elimind a presidon reducida para dar un producto en bruto, que se purificé por
cromatografia de columna para obtener metoximetilamida de acido 2-fenil-4,5-dihidrotiazol-4-carboxilico. Una
disolucién de metoximetilamida de acido 2-fenil-4,5-dihidrotiazol-4-carboxilico (1 equiv) en CH2Cl, se enfrié a 0°C, y
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se afiadié DBU destilado (2 equiv). Después se introdujo en gotas bromotriclorometano (1,7 equiv) por medio de
jeringa durante 10 min. Las mezclas de reaccion se dejaron calentar a TA y se agitaron toda la noche. Tras lavar con
NH4ClI acuoso saturado (2x50 mL), la fase acuosa se extrajo con EtOAc (3x50 mL). Las fases organicas combinadas
se secaron en MgSO., se filtraron y se concentraron al vacio. El residuo se purificd por cromatografia rapida como
se necesite proporcionando metoximetilamida de acido 2-fenil-tiazol-4-carboxilico (73,6%). 'H RMN (300 MHz,
CDCl3) 6 8,01 (s, 1H), 7,99-7,96 (m, 2H), 7,47-7,44 (m, 3H), 3,88 (s, 3H), 3,49 (s, 3H). MS (ESI) m/z271,0 (M+Na)".
A una disolucién de bromuro de 3,4,5-trimetoxifenilmagnesio (0,5 N, 3 mL) en 2 mL de THF se cargd una disolucion
de metoximetilamida de acido 2-fenil-tiazol-4-carboxilico (1 mmol) en 3 mL de THF a 0°C. Las mezclas se agitaron
durante 30 min hasta que las amidas desaparecieron en las placas de TLC. La mezcla de reaccion se desactivé con
NH4ClI saturado, se extrajo con etiléter, se secé con MgSOs. El disolvente se elimind a presion reducida para dar un
producto en bruto, que se purificé por cromatografia de columna para obtener el compuesto 1h puro. Rendimiento:
27,3%. 'H RMN (300 MHz, CDCls) & 8,29 (s, 1H), 8,03 (q, 2H), 7,80 (s, 2H), 7,49-7,47 (m, 3H), 3,96 (s, 6H), 3,97 (s,
3H). MS (ESI) m/z 378,1 (M+Na)"*.

Sintesis de 4-(2-metil-1-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-1-enil)-2-feniltiazol (2a) [Figura 3]
OMe

OMe

OMe

(2a)

4-(2-Metil-1-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-1-enil)-2-feniltiazol (2a) [Figura 3]. A -78°C, a una disolucion de 223 mg de
yoduro de isopropiltrifenilfosfonio (0,52 mmoles) en 5 mL de THF se afiadieron en gotas 0,4 mL de n-BuLi 1,6 N en
hexano bajo proteccion de Ar.. Y la mezcla se agité a 0°C durante 40 min. Una disolucién de 140 mg (0,39 mmoles)
de 1h en 5 mL de THF se afiadi6é en gotas a 0°C, y la mezcla se agit6é durante 1 h a TA. La mezcla de reaccion se
traté con disolucién de NH4Cl saturado. Después de un tratamiento convencional, la cromatografia de columna (gel
de silice, éter de petroleo/acetato de etilo) dio el compuesto 2a (86 mg, 57,3%). 'H RMN (300 MHz, CDCl3) & 7,98-
7,97 (m, 2H), 7,45-7,40 (m, 3H), 6,77 (s, 1H), 6,48 (s, 2H), 3,86 (s, 3H), 3,82 (s, 6H), 2,15 (s, 3H), 1,81 (s, 3H). MS
(ESI) m/z 404,1 (M+Na)*.

Sintesis de (2-feniltiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanol (2b) [Figura 3]

OMe
HO
OMe
s N OMe

(2b}:

Acido 2-fenil-4,5-dihidrotiazol-4-carboxilico (42a). Se combind benzonitrilo (40 mmoles) con L-cisteina (45 mmoles)
en 100 mL de 1:1 de MeOH/disolucion de tampén fosfato pH 6,4. La reaccion se agité a 40°C durante 3 dias. El
precipitado se eliminé por filtracion, y se elimin6 MeOH usando evaporacion rotatoria. A la disolucion restante se
afnadié HCI 1M para ajustar a pH = 2 a 0°C. El precipitado resultante se filtré para proporcionar un sélido blanco de
acido 2-fenil-4,5-dihidrotiazol-4-carboxilico 42a, que se usé directamente en la siguiente etapa sin purificacion.

2-Feniltiazol-4-carbaldehido (42b). A -78°C, a una disolucion de metoximetilamida de acido 2-fenil-tiazol-4-
carboxilico (1 equiv) en THF se afadio LiAlH4 (1 equiv, 1 N en THF) y se agitdé durante 1 h a -20°C. La mezcla de
reaccion se puso en un bafio de hielo y se desactivd mediante disolucion de H>SO4 al 20%, se extrajo con acetato
de etilo y se secod sobre MgSOQO,. El disolvente se elimind a presion reducida y se purificd por cromatografia de
columna para proporcionar 42h (45,8%). '"H RMN (300 MHz, CDCl3) & 10,1 (s, 1H), 8,17 (s, 1H), 8,02-8,00 (m, 2H),
7,50-7,48 (m, 3H). MS (ESI) m/z 244,1 (M+Na+MeOH)*.

(2-Feniltiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanol (2b) [Figura 3]. A 0°C, a unas disolucion de 104 mg de 42b (0,55
mmoles, 1 eq.) en 6 mL de THF se afiadié bromuro de 3,4,5-triemtoxifenilmagnesio (0,5N en THF, 2,9 mL). Las
mezclas se agitaron durante 30 min hasta que el aldehido desaparecié en las placas de TLC. La mezcla de reaccion
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se desactivdo con NH4Cl saturado, se extrajo con etiléter, se secé con MgSQ,. El disolvente se elimind a presion
reducida para dar un producto en bruto, que se purificé por cromatografia de columna para obtener compuesto (2b)
puro. '"H RMN (300 MHz, CDCl3) & 7,95-7,92 (m, 2H), 7,44-7,43 (m, 4H), 6,97 (s, 1H), 6,76 (s, 2H), 5,93 (d, 1H, J =
3,6 Hz), 3,86 (s, 9H). MS (ESI) m/z 402,1 (M+Na)*.

Sintesis de (Z)-3-(2-feniltiazol-4-il)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)acrilonitrilo (2c-trans) y (E)-3-(2-feniltiazol-4-il)-3-(3,4,5-
trimetoxifenil)acrilonitrilo (2c-cis) [Figura 3]

OMe CN OMe
NC \ \ :
OMe OCMe
SN OMe S N OMe
(2e-cis) (2c-trans)

(2)-3-(2-Feniltiazol-4-il)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)acrilonitrilo (2c-trans). A una disoluciéon de 0,4 mL de n-BuLi 2,5 N en
hexano y 10 mL de THF se afiadié en gotas una disolucién de 177 mg (1 mmol) de cianometilfosfonato de dietilo en
5 mL de THF a 0°C en Ar.. El bafio de hielo se eliming, y la mezcla se agité a 25°C durante 40 min. Una disolucion
de 200 mg (0,56 mmoles) de 1h en 10 mL de THF se afiadio en gotas a 0°C, y la mezcla se agité durante 1 h a TA.
La mezcla de reaccion se tratdé con disolucién de NH4Cl saturado. Después de un tratamiento convencional, la
cromatografia de columna (gel de silice, éter de petréleo/acetato de etilo) dio compuestos 2c-trans (83 mg) y 2c-cis
(76 mg). "H RMN (300 MHz, CDCl3) & 8,01-7,99 (m, 2H), 7,44-7,40 (m, 3H), 7,21 (s, 1H), 6,74 (s, 2H), 6,67 (s, 1H),
3,93 (s, 3H), 3,89 (s, 6H). MS (ESI) m/z 401,1 (M+Na)*.

(E)-3-(2-Feniltiazol-4-il)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)acrilonitrilo (2c-cis). '"H RMN (300 MHz, CDCl3) & 8,07-8,05 (m, 2H),
7,49-7,46 (m, 4H), 6,66 (s, 2H), 5,64 (s, 1H), 3,91 (s, 3H), 3,86 (s, 6H). MS (ESI) m/z 401,1 (M+Na)*.

Sintesis de (Z)-4-(hidrazono(3,4,5-trimetoxifenil)metil)-2-feniltiazol (2d-cis) vy (E)-4-(hidrazono(3,4,5-
trimetoxifenil)metil)-2-feniltiazol (2d-trans) [Figura 3]

OMe N"N H, OMe
HZN-..N \ on
OMe €
S _N ’ OME’ S N OMe

(2d-cis) (2d-trans)

(Z)-4-(hidrazono(3,4,5-trimetoxifenil)metil)-2-feniltiazol (2d-cis). A una mezcla de 1h (230 mg, 0,65 mmoles) en 3 mL
de CH,Cl; y 3 mL de etanol se afiadié hidrato de hidrazina (2 mL). Después la mezcla se puso a reflujo durante toda
la noche. Después de completar la reaccion, el residuo se absorbié en gel de silice y se purificé por cromatografia de
columna para dar compuestos 2d-cis (80 mg) y 2d-trans (56 mg). "H RMN (300 MHz, CDCl3) & 8,01-7,98 (m, 2H),
7,49-7,46 (m, 5H), 7,33 (s, 1H), 6,82 (s, 2H), 3,87 (s, 3H), 3,85 (s, 6H). MS (ESI) m/z 370,1 (M+H)*.

(E)-4-(hidrazono(3,4,5-trimetoxifenil)metil)-2-feniltiazol (2d-trans). '"H RMN (300 MHz, CDCl;) & 8,04-8,01 (m, 2H),
7,44-7,40 (m, 3H), 6,95 (s, 1H), 6,65 (s, 2H), 5,62 (s, 2H), 3,93 (s, 3H), 3,87 (s, 6H). MS (ESI) m/z 370,1 (M+H)*.

Sintesis de oxima de (Z)-(2-feniltiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (2e-cis) y oxima de (E)-(2-feniltiazol-4-
il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (2e-trans) [Figura 3]
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OMe
HO- N NpH OMe
Y OMe » OMe
S__N OMe s __nN OMe
(2e-cis) (Ze-trans)

Oxima de (Z)-(2-feniltiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (2e-cis). A una suspension de 1h (210 mg, 0,59
mmoles) en 10 mL de etanol se afiadié una disolucién acuosa (2 mL) de hidrocloruro de hidroxilamina (127 mg, 1,83
mmoles). Después 2 mL de NaOH 1N se afiadieron en gotas a la mezcla de reaccion y la mezcla se agité a 55°C
durante 3 h. Después de completar la reaccion, el residuo se absorbié en gel de silice y se purificé en cromatografia
de columna para dar compuestos 2e-cis (85 mg) y 2e-trans (50 mg). '"H RMN (300 MHz, DMSO-dg) & 11,95 (s, 1H),
8,35 (s, 1H), 7,91-7,89 (m, 2H), 7,50-7,44 (br, 3H), 6,85 (s, 2H), 3,73 (s, 6H), 3,70 (s, 3H). MS (ESI) m/z 393,1
(M+Na)*; 368,9 (M-H)-.

Oxima de (E)-(2-feniltiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (2e-trans). '"H RMN (300 MHz, DMSO-ds) & 11,49 (s,
1H), 7,92-7,89 (m, 2H), 7,64 (s, 1H), 7,51-7,49 (m, 3H), 7,34 (s, 1H), 6,75 (s, 2H), 3,75 (s, 6H), 3,72 (s, 3H). MS (ESI)
m/z 393,1 (M+Na)*; 368,9 (M-H)-.

Sintesis de O-metiloxima de (2)-(2-feniltiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (2f-cis) y O-metiloxima de (E)-(2-
feniltiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (2f-trans) [Figura 3]

OMe
OMe OMe
MeO..N NI
A\
OMe N OMe
S __N OMe S.__N OMe
(2f-cis) (2f-trans)

O-metiloxima de (Z)-(2-feniltiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (2f-cis). A una suspension de 1h (110 mg, 0,59
mmoles) en 10 mL de piridina se afiadié hidrocloruro de O-metilhidroxilamina (52 mg, 0,63 mmoles) y la mezcla se
agité a 60°C durante la noche. La reaccion se desactivd con disolucion de HCI 1N, se extrajo con acetato de etilo y
se secO con MgSOs. El disolvente se eliminé a presion reducida para proporcionar un producto en bruto, que se
purificé por cromatografia de columna para dar compuestos puros 2f-cis (41 mg) y 2f-trans (33 mg). '"H RMN (500
MHz, CDCls) & 8,13 (s, 1H), 7,96-7,94 (m, 2H), 7,45-7,44 (m, 3H), 6,94 (s, 2H), 4,13 (s, 3H), 3,91 (s, 6H), 3,88 (s,
3H). MS (ESI) m/z 407,2 (M+Na)"*.

O-metiloxima de (E)-(2-feniltiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (2f-trans). '"H RMN (500 MHz, CDCls) & 8,00-
7,98 (m, 2H), 7,44-7,43 (m, 3H), 7,28 (s, 1H), 6,70 (s, 2H), 4,08 (s, 3H), 3,91 (s, 6H), 3,85 (s, 3H). MS (ESI) m/z
407,0 (M+Na)*.

Sintesis de 2-fenil-N-(3,4,5-trimetoxifenil)tiazol-4-carboxamida (2g) [Figura 3]
8]

/’?; h

5. N OMe

MeO OMe

(2g)

2-Fenil-N-(3,4,5-trimetoxifenil)tiazol-4-carboxamida (2g). A una disolucién de 2e-cis (21 mg, 0,06 mmoles) en 5 mL
de CH2CI2 se afadio cloruro de p-toluensulfonilo (23 mg, 0,12 mmoles) y NaH (5 mg, 60% en aceite mineral ligero).
Después la mezcla de reaccion se agitdé durante 20 min. Después de completar la reaccion, el residuo se absorbio

32



10

15

20

25

ES 2718 637 T3

en gel de silice y se purifico por cromatografia de columna de Al,O3 para dar compuesto 2g (15 mg). '"H RMN (300
MHz, CDCl3) 6 9,22 (s, 1H), 8,19 (s, 1H), 8,02-7,99 (m, 2H), 7,52-7,50 (m, 3H), 7,07 (s, 2H), 3,92 (s, 6H), 3,85 (s,
3H). MS (ESI) m/z 371,1 (M+H)".

Sintesis de 3,4,5-trimetoxi-N-(2-feniltiazol-4-il)benzamida (2h) [Figura 3]
HN
Sz N

MeO OMe

0

OMe

(2h) |

3,4,5-Trimetoxi-N-(2-feniltiazol-4-il)benzamida (2h). A una disolucién de 2e-trans (26 mg, 0,07 mmoles) en 5 mL de
CHCl, se afadié cloruro de p-toluensulfonilo (27 mg, 0,14 mmoles) y NaH (5 mg, 60% en aceite mineral ligero).
Después la mezcla de reaccion se agitdé durante 20 min. Después de completar la reaccion, el residuo se absorbio
en gel de silice y se purificé por cromatografia de columna Al,O3 para dar el compuesto 2h (15 mg). '"H RMN (300
MHz, CDCls) & 8,88 (s, 1H), 7,94-7,91 (m, 2H), 7,83 (s, 1H), 7,48-7,46 (m, 3H), 7,18 (s, 2H), 3,97 (s, 6H), 3,94 (s,
3H). MS (ESI) m/z 393,1 (M+Na)*.

Sintesis de N-((2-feniltiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metilen)cianamida (2j) [Figura 3]

NC
<2, OMe
N
OMe
SN  OMe
(2

N-((2-feniltiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metilen)cianamida (2j). Se disolvieron 100 mg de 1h (0,28 mmoles, 1 eq.) en
10 mL de cloruro de metileno. Se afiadié tetracloruro de titanio en cloruro de metileno (1,0 N, 0,7 mL, 2,5 eq.) en
gotas a 0°C y se agit6é durante 30 min. Se afiadio bis-trimetilsililcarbodiimida (2,4 eq.) en 2 mL de cloruro de metileno
y la reaccioén se agitd toda la noche protegida del aire y la humedad. La reaccién se tratd con mezcla de hielo-agua
seguido por la extraccion con cloruro de metileno. La fase organica se seco sobre sulfato de magnesio, se filtré a
través de celite y se concentrd para dar las cianoiminas de acetofenona en bruto que se purificaron por columna
rapida como isdmeros con una relacion de 3:7. '"H RMN (300 MHz, CDCls) & 8,72 (br, 0,3H), 8,63 (s, 0,7 H), 8,09-
8,07 (m, 1,4H), 7,99 (br, 0,6H), 7,58-7,56 (br, 3H), 7,26 (s, 1,4H), 7,18 (s, 0,6H), 3,84, 3,83 (s, s, 6H), 3,82 (s, 3H).
MS (ESI) m/z 402,1 (M+Na)*.

Sintesis de N-((4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)(2-feniltiazol-4-il)metilen)cianiamida (32).

NC'-,_‘ OMe
N
OH
S, N OMe
(32)

N-((4-Hidroxi-3,5-dimetoxifenil)(2-feniltiazol-4-il)metileno)cianamida (32) se obtuvo como un subproducto de la
sintesis de 2j. "H RMN (500 MHz, CDCl3) & 8,23 (s, 1H), 8,02 (m, 2H), 7,92 (s, 2H). 7,55 (m, 3H), 6,02 (s, 1H), 3,99
(s, 6H). MS (ESI) m/z 364,1 (M+H)*.

Sintesis de (Z)-2-fenil-4-(3,4,5-trimetoxiestiril)tiazol (3a) y (E)-2-fenil-4-(3,4,5-trimetoxiestiril)tiazol (3b) [Figura 4]
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OMe MeQ OMe
MeQ.
OMe
MeO —_—
~
S s Y7 N

(3a) (3b)

(Z)-2-Fenil-4-(3,4,5-trimetoxiestiril)tiazol (3a). Se anadio trifenilfosfina (3,41 g, 13 mmoles) a una disolucion de 5-
(bromometil)-1,2,3-trimetoxibenceno (2,61 g, 10 mmoles) en THF seco (30 mL). La mezcla se puso a reflujo con
agitacion durante 6 h. El sélido blanco resultante se filtré y se lavd con éter/hexano para proporcionar el producto
bromuro de 3,4,5-trimetoxibenciltrifenilfosfonio en 96,4% de rendimiento. '"H RMN (500 MHz, CDClz) & 7,77-7,73,
7,65-7,61 (m, 15H), 6,44 (d, 2H, J = 1,5 Hz), 5,37 (d, 2H, J = 14 Hz), 3,76 (s, 3H), 3,51 (d, 6H); MS (ESI) m/z 443,1
(M-Br)*. A -78°C, se afadio n-BuLi (0,42 mL, 2,5 N en hexano) a una disolucion de bromuro de 3,4,5-
trimetoxibenciltrifenilfosfonio (500 mg, 0,96 mmoles) en 10 mL de THF. Después de agitar a TA durante 2 h, se
cargo aldehido 42b (109 mg, 0,58 mmoles) en 3 mL de THF y se agité durante 30 min. La mezcla de reaccion se
traté con disolucion de NH4Cl saturado. Después de un tratamiento convencional, la cromatografia de columna (gel
de silice, éter de petroleo/acetato de etilo) dio compuestos 3a (57 mg) y 3b (99 mg). 'H RMN (500 MHz, CDCls) &
7,90-7,89 (m, 2H), 7,42-7,40 (m, 3H), 7,07 (s, 1H), 6,71 (s, 2H), 6,66 (s, 1H), 3,87 (s, 6H), 3,75 (s, 3H); MS (ESI) m/z
376,1 (M+Na)*.

(E)-2-Fenil-4-(3,4,5-trimetoxiestiril)tiazol (3b). '"H RMN (500 MHz, CDCls) & 8,03-8,01 (m, 2H), 7,52 (d, 1H, J = 16
Hz), 7,47-7,44 (m, 3H), 7,16 (s, 1H), 7,05 (d, 1H, J = 16 Hz), 6,79 (s, 2H), 3,92 (s, 6H), 3,88 (s, 3H). MS (ESI) m/z
354,1 (M+H)*.

Sintesis de bifenil-3-il(3,4,5-trimetoxifenil)sulfano  (4a), 3-(3,4,5-trimetoxifenilsulfonil)bifenilo (4b) y 3-(3,4,5-
trimetoxfenilsulfinil)bifenilo (4c) [Figura 4]

?
8 OMe Q S OMe
O OMe O
OMe O \Q CMe
[ OMe OMe l OMe

(4a) (4b) (4¢)

O=w0

Carbonoditioato de S-bifenil-3-il O-etilo (52a). A una disolucion de 1 equiv. de bifenil-3-amina (1 g, 5,92 mmoles) en
agua (7,3 mL) a 0°C se afadi6é acido clorhidrico concentrado (1 mL). Una disolucion fria de 1,1 equiv. de nitrito
sodico (450 mg, 6,5 mmoles) en agua (3 mL) se afadio lentamente y se agité durante 15 min. La disolucion de
diazonio fria se afadi6 lentamente a una disolucion de 1,3 equiv. de etilxantano de potasio (1,16 g, 1,3 mmoles) en
agua (1,3 mL) a 45°C. La mezcla de reaccion se agité durante unos 30 min adicionales a 45°C y después se enfri6 a
TA. La mezcla de reaccion se extrajo con dietiléter (3 x 50 mL). Los extractos organicos combinados se lavaron con
disolucion de NaOH 1N (100 mL), agua (3 x 50 mL), salmuera (50 mL), se seco sobre MgSQs., se filtré y se evapord
a presion reducida. El xantano en bruto 52a resultante se usé directamente en la siguiente etapa sin purificacion
adicional. MS (ESI) m/z 275,0 (M+H)".

Bifenil-3-il(3,4,5-trimetoxifenil)sulfano (4a). A una disoluciéon de 52a (1,1 g, compuesto en bruto) en etanol (8 mL) se
afadié hidroxido de potasio (2,1 g, 12 mL) y se calenté a reflujo durante toda la noche. La disolucion se enfrio a TA'y
el etanol se evapord a presion reducida. El residuo se disolvio en agua y se lavo con dietiléter (10 mL). La fase
acuosa se aciduld con HCI 2 N y se extrajo con dietiléter (3 x 50 mL). Los extractos organicos se lavaron con agua
(50 mL), salmuera (50 mL), se secaron sobre MgSO,, se filtraron y se evaporaron a presion reducida para
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proporcionar 0,85 g (77,3%) de producto de bifenil-3-tiol en bruto (total, 3 etapas). En un matraz de fondo redondo,
agitado magnéticamente, se pusieron 0,1 g (1,04 mmoles) de ferc-butdxido sédico y 83 mg de yoduro de cobre (0,43
mmoles). Después de sellar el recipiente de reaccion, se inyectaron 0,13 g (0,71 mmoles) de 4-metoxibencenotiol y
0,19 g (0,65 mmoles) de 5-yodo-1,2,3-trimetoxibenceno en 3,0 mL de tolueno a través del septo. La mezcla de
reaccion se calento toda la noche a 110°C. La purificacion se realizé por cromatografia rapida, y se obtuvo un solido
amorfo (40% de rendimiento). '"H RMN (500 MHz, CDCl3) & 7,54-7,52 (m, 3H), 7,44-7,41 (m, 3H), 7,37-7,33 (m, 2H),
7,23 (s, br, 1H), 6,69 (s, 2H), 3,86 (s, 3H), 3,80 (s, 6H). MS (ESI) m/z 353,2 (M+H)*.

3-(3,4,5-Trimetoxifenilsulfonil)bifenilo (4b). A una disolucion de 60 mg (0,17 mmoles) de compuesto 4a y 5 mL de
diclorometano se afadieron muy lentamente 2 equiv. de m-CPBA durante 3 h. La formaciéon de sulféxido se
monitorizd por cromatografia de capa fina. La purificacion se realizd con una columna cromatografica rapida, y se
obutvo un polvo amorfo de (4b) (73% de rendimiento). '"H RMN (500 MHz, CDCl3) & 8,14 (br, 1H), 7,89 (d, 1H), 7,78
(d, 1H), 7,59-7,56 (m, 3H), 7,49-7,39 (m, 3H), 7,19 (s, 2H), 3,89 (s, 6H), 3,87 (s, 3H). MS (ESI) m/z 385,0 (M+Na)".

3-(3,4,5-Trimetoxifenilsulfinil)bifenilo (4c). A 0°C, a una disoluciéon de 500 mg (1,42 mmoles) de compuesto (4a) y 5
mL de diclorometano se afiadi6 muy lentamente 1 equiv. de m-CPBA durante 3 h. La formacién de sulfoxido se
monitorizd por cromatografia de capa fina. La purificacion se realizé con una columna cromatografica rapida, y un
polvo amorfo de (4c) se obtuvo (87% de rendimiento). '"H RMN (500 MHz, CDCls) & 7,92 (br, 1H), 7,71 (d, 2H), 7,62-
7,60 (m, 3H), 7,58-7,40 (m, 4H), 6,94 (s, 2H), 3,79 (s, 3H), 3,74 (s, 6H). MS (ESI) m/z 369,1 (M+H)".

Sintesis de N-(3,4,5-triemtoxifenil)bifenil-3-sulfonamida (4d) [Figura 4]

1

?‘*N OCH,
0 H
OCH4

N-(3,4,5-Trimetoxifenil)bifenil-3-sulfonamida (4d). Una mezcla de 65 mg de cloruro de bifenil-3-sulfonilo (0,25
mmoles), 44 mg de 3,4,5-trimetoxianilina (0,24 mmoles), y 0,3 mmoles de trietilamina en 5 mL de DMF se agit6 toda
la noche. La mezcla de reaccién se tratd con agua y se extrajo con acetato de etilo. Después de un tratamiento
convencional, la cromatografia de columna (gel de silice, éter de petréleo/acetato de etilo) dio 88 mg de compuestos
(4d) (91,7%). "H RMN (500 MHz, CDCls) & 7,96 (t, 1H, 1,8 Hz), 7,81-7,74 (m, 2H), 7,57-7,40 (m, 6H), 6,33 (s, 2H),
3,86 (s, 3H), 3,80 (s, 6H). MS (ESI) m/z 422,1 (M+Na)*.

2-Fenil-4-(3,4,5-trimetoxifenil)tiazol (2i) [Figura 4]

MeQ OMe
OMe
s N’

2-Fenil-4-(3,4,5-trimetoxifenil)tiazol (2i). Se afadié bromo (160 mg, 1 mmol) en gotas a una disolucion agitada de
una 1-(3,4,5-trimetoxifenil)etanona (210 mg, 1 mmol) en etanol (30 mL) y la disolucion se agité a 0°C durante 1 h'y
después se vertié en agua para formar un precipitado. Este se recristalizd del etanol para dar bromoacetofenona
(70%) y se us6 directamente para la siguiente etapa. Una mezcla de bromoacetofenona (288 mg, 1 mmol) y
benzotioamida (137 mg, 1 mmol) en etanol se puso a reflujo durante 1 h. La mezcla de reaccién se concentro al
vacio y se purifico con columna rapida para dar 2i (167 mg, 51,1%). "H RMN (500 MHz, CDCls) & 8,05-8,03 (m, 2H),
7,48-7,44 (m, 3H), 7,41 (s, 1H), 7,22 (s, 2H), 3,97 (s, 6H), 3,89 (s, 3H). MS (ESI) m/z 350,1 (M+Na)*.

Ejemplo de referencia 3

Sintesis de compuestos de metoxibenzoiltiazol que tiene diferentes anillos “A” yo anillo “A” sustituido
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Los compuestos de esta descripcidon poseen diferentes anillos A sustituidos o no sustituidos tal como fenilo o indolilo.
Dichos compuestos se sintetizaron segun las Figuras 5y 6.

Se introdujeron hidroxilo y aminometilo en la posiciéon para del anillo A de fenilo, ademas el fenilo se sustituyd con
anillos de 5-indolilo y 2-indolilo. Las amidas de Weinreb 57a, 61a, 65a y 67a se prepararon por el procedimiento
presentado en la Figura 5 usando nitrilos de arilo como materiales de partida. Se preparé 2-ciano-indol 60a segun un
procedimiento estandar (Pletnev, A.A.; Tian, Q.; Larock, R.C., Carbopalladation of nitriles: synthesis of 2,3-
diarylindenones and polycyclic aromatic ketones by the Pd-catalyzed annulation of alkynes and bicyclic akenes by 2-
iodoarenenitriles. J Org Chem 2002, 67(26), 9276-87). Las protecciones de los grupos hidroxilo (TBDMSCI), indolilo
(PhSO2CI) y amino (Boc;0) se usaron en los preparados. La desproteccion de TBDMS vy la oxidacién a partir de
tiazolina (58a) a tiazol (2I) tuvo lugar en una etapa usando disoluciéon TBAF/THF. Esta oxidacion de tiazolina-tiazol
tiene lugar espontaneamente en la reaccion de la amida de Winreb de tiazolina y el reactivo de Grignard. El mismo
fendmeno se observa durante la preparacion de los compuestos de indol 62a y 66a.

El compuesto 62a se separé como un compuesto de tiazol puro después de la reacciéon con 3,4,5-trimetoxifenillitio
sin la necesidad de oxidacion adicional. EI compuesto 66a se obtuvo eliminando los grupos protectores de
fenilsulfonilo en disolucion de NaOH etanol caliente. Se obtuvieron para-OH y NH; en el anillo A de 2l y 2r por
reacciones de Grignard similares procedentes de amidas de Weinreb 58a y 68a. El compuesto 2r se convirtid
adicionalmente a la sal HCI (2r-HCI) y la sal de HCI de monometilamina 2s-HCI usando condiciones de NaH/Mel y
dimetilamina 2u bajo condiciones de HCHO/NaBH;CN.

Anillo A sustituido:

Sintesis de (2-(4-hidroxifenil)tiazol-4-il)(3,4,5-trimtoxifenil)metanona (2I) [Figura 5]

Oome
O
Oome
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H @

(R)-2-(4-Hidroxifenil)-N-metoxi-N-metil-4,5-dihidrotiazol-4-carboxamida (57a) se sintetizd6 usando el mismo método
como se usa para 38d. Rendimiento cuantitativo. '"H RMN (500 MHz, CDCl3) & 7,56 (d, 2H, J = 8,5 Hz), 6,84 (br, 1H),
6,73 (d, 2H, J = 8,5 Hz), 5,64 (t, br, 1H), 3,87 (s, 3H), 3,30 (s, 3H). MS (ESI) m/z 289,0 (M+Na)*, 264,9 (M-H)-.

(R)-(2-(4-(terc-Butildimetilsililoxi)fenil)-4,5-dihidrotiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (58a) se sintetizd usando el
mismo método como se usa para (35a)-véase el Ejemplo 1. 67,0% de rendimiento. '"H RMN (300 MHz, CDCls3) &
7,73 (d, 2H, J = 8,7 Hz), 7,61 (s, 2H), 6,83 (d, 2H, J = 8,7 Hz), 5,95 (dd, 1H, J = 8,1 Hz, 9,0 Hz), 4,09 (dd, 1H,J=7,8
Hz, 11,1 Hz), 3,95 (s, 3H), 3,94 (s, 6H), 3,55 (dd, 1H, J = 9,3 Hz, 11,1 Hz), 0,97 (s, 9H), 0,19 (s, 6H). MS (ESI) m/z
510,4 (M+Na)*, 486,0 (M-H)-.

(2-(4-Hidroxifenil)tiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (2I). A 0°C, a una disolucién de 58a (0,2 mmoles) en 5 mL
de CHCl, se afiadié una disolucion de fluoruro de tetrabutilamonio en THF (1 N, 0,6 mmoles) y se agitd6 a TA
durante alrededor de 14 h hasta que la reaccion se finalizé mediante monitorizacion por TLC. 67,0% de rendimiento.
'"H RMN (500 MHz, DMSO-dg) & 10,1 (s, 1H), 8,51 (s, 1H), 7,85 (d, 2H, J = 8,50 Hz), 7,62 (s, 2H), 6,91 (d, 2H, J = 8,5
Hz), 3,86 (s, 6H), 3,79 (s, 3H). MS (ESI) m/z 394,1 (M+Na)*, 369,9 (M-H)-.

Hidrocloruro de (2-(4-(aminometil)fenil)tiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (2r o 2r-HCI) [Figura 5]
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4-(4-(Metoxi(metil)carbamoil)-4,5-dihidrotiazol-2-il)bencilcarbamato de (R)-terc-butilo (67a). Se suspendieron 4-
(aminometil)benzonitrilo (25,09 g, 0,149 moles) y L-cisteina (18,1 g, 0,149 moles) en 500 mL de MeOH vy
disoluciones tampén a pH 6,4 (1:1) y se agitaron durante 3 dias a TA. Se afiadio trietilamina (30 mL) a la mezcla y se
afnadié BocyO (68 g, 0,31 moles) a esta mezcla y se agitd durante 2 h. Los disolventes se eliminaron y se filtraron
para dar sélido blanco acido (R)-2-(4-((terc-butoxicarbonilamino)metil)fenil)-4,5-dihidrotiazol-4-carboxilico (38,4 g,
76,8%). Se obtuvo el compuesto 67a a partir de este acido siguiendo el mismo método como se usa para 38d.
Rendimiento: 84,4%. '"H RMN (500 MHz, CDClg) & 7,75-7,77 (d, 2H, J =7,5 Hz), 7,27-7,26 (d, 2H, J = 7,5 Hz), 7,23
(s, 1H), 5,62 (br, 1H), 4,87 (br, 1H), 4,30 (br, 2H), 3,86 (s, 3H), 3,78 (t, J = 10,0 Hz, 1H), 3,48-3,4 (m, 1H), 3,25 (s,
3H), 1,42 (s, 9H). MS (ESI) m/z 402,1 (M+Na)*, 378,0 (M-H).

4-(4-(3,4,5-Trimetoxibenzoil)tiazol-2-il)bencilcarbamato de terc-butilo (68a). Una mezcla de 67a (2,5 mmoles), CBrCls
(3,2 mmoles) y DBU (5,0 mmoles) en CH,Cl, (20 mL) se agité toda la noche. La mezcla de reaccion se absorbié en
gel de silice y se purificé por cromatografia de columna para dar un intermedio de amida de Weinreb de tiazol. A una
disolucién de bromuro de (3,4,5-trimetoxifenil)magnesio (0,5 M, 5,5 mL) en THF se afadié una disolucion del
intermedio de amida de Weinreb de tiazol (1,83 mmoles) en 10 mL de THF a 0°C y se agité durante 30 min. La
mezcla de reaccion se desactivdé con NH.Cl saturado, se extrajo con etiléter, se secd con MgSOs. El disolvente se
elimin6 a presion reducida para proporcionar un producto en bruto, que se purificé por cromatografia de columna
para obtener el compuesto puro como un sélido amarillo claro (32,3%). '"H RMN (300 MHz, CDCls) & 8,27 (s, 1H),
7,98 (d, 2H, J = 8,1 Hz), 7,78 (s, 2H), 7,39 (d, 2H, J = 8,1 Hz), 7,27-7,26 (d, 2H, J = 7,5 Hz), 7,23 (s, 1H), 4,93 (br,
1H), 4,37 (br, d, 1H), 3,96 (s, 3H), 3,95 (s, 6H), 1,47 (s, 9H); MS (ESI) m/z 507,1 (M+Na)*.

Hidrocloruro de (2-(4-(aminometil)fenil)tiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (2r o 2r-HCI). A 0°C, se afiadié a una
disolucion de 68a (200 mg) en 10 mL de CHxCl; una disolucién de HCI en 1,4-dioxano (4 N, 2 mL) y se agité a TA
durante 4 h. El precipitado (2r) se filtré y se lavé con dietiléter. Rendimiento: 81,3%. 'H RMN (500 MHz, DMSO-ds) &
8,68 (s, 1H), 8,38 (br, 3H), 8,10 (d, 2H, J = 8,4 Hz), 7,66 (d, 2H, J = 8,4 Hz), 7,62 (s, 2H), 4,11 (s, 2H), 3,87 (s, 6H),
3,80 (s, 3H). MS (ESI) m/z 385,1 (M+H)".

Hidrocloruro de (2-(4-((dimetilamino)metil)fenil)tiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (2u o 2u-HCI) [Figura 5]
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Metil(4-(4-(3,4,5-trimetoxibenzoil)tiazol-2-il)bencil)carbamato de terc-butilo (71a). A 0°C, a una disolucion de
compuesto 68a (100 mg, 0,2 mmoles) en 5 mL de DMF se afiadio hidruro sédico (10 mg, 0,2 mmoles), después se
afadié yodometano (77 mg, 0,4 mmoles) a la mezcla de reaccion y se agitd a TA toda la noche. La mezcla se
desactivd con una disolucion de NaHCOs3; saturado, se extrajo con acetato de etilo y se sec6 con MgSO,. El
disolvente se elimind a presion reducida para dar un producto en bruto, que se purific6 por cromatografia de
columna para obtener compuesto 71a puro. Rendimiento: 61,3%. 'H RMN (500 MHz, DMSO-dg) 8,30 (s, 1H), 8,02
(d, 2H, J = 8,0 Hz), 7,82 (s, 2H), 7,36 (br, 2H), 4,50 (s, 2H), 4,00 (s, 3H), 3,98 (s, 6H), 2,90 (d, br, 3H), 1,50 (s, 9H).
MS (ESI) m/z 521,2 (M+Na)*, 496,9 (M-H)-.
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Hidrocloruro de (2-(4-((metilamino)metil)fenil)tiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (2s o 2s-HCI). A 0°C, a una
disolucion de 71a (60 mg) en 5 mL de CHCl, se afiadié una disolucién de HCI en 1,4-dioxano (4 N, 2 mL) y se agité
a TA durante toda la noche. El precipitado (2s-HCI) se filtré y se lavo con dietiléter. Rendimiento: 81,3%. 'H RMN
(500 MHz, CDClIs) 6 10,0 (s, 1H), 8,29 (s, 1H), 8,05 (d, 2H, J = 6,0 Hz), 7,74 (s, 2H), 7,72 (d, 2H, J = 6,0 Hz), 4,15 (s,
2H), 3,99 (s, 3H), 3,96 (s, 6H), 2,61 (s, 3H). MS (ESI) m/z 399,1 (M+H)".

Hidrocloruro de (2-(4-((dimetilamino)metil)fenil)tiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (2u o 2u-HCI). A una
disolucion de 2r (53 mg, 0,14 mmoles) en 5 mL de CHCl, se afiadié disolucion de formaldehido (37% en H2O, 340
mg, 4,2 mmoles) y cianoborohidruro sédico (34 mg, 0,55 mmoles), la mezcla de reaccién se absorbié en gel de silice
y la base libre se purificé después de columna rapida (41 mg, 70,9%). A 0°C, a una disolucién de base libre (41 mg)
en 5 mL de CH.Cl, se afiadié una disolucién de HCI en 1,4-dioxano (4 N, 2 mL) y se agit6 a TA durante toda la
noche. El precipitado (2u) se filtrd y se lavé con dietiléter. Rendimiento: 71,3%. 'H RMN (500 MHz, CDCl3) & 13,0 (s,
1H), 8,34 (s, 1H), 8,13 (d, 2H, J = 7,0 Hz), 7,82 (d, 2H, J = 7,5 Hz), 7,75 (s, 2H), 4,24 (s, 2H), 3,99 (s, 3H), 3,97 (s,
6H), 2,83 (s, 6H). MS (ESI) m/z 413,1 (M+H)*.

2-(4-(4-(3,4,5-Trimetoxibenzoil)tiazol-2-il)fenilJacetonitrilo (2n)
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2-(4-(4-(3,4,5-Trimetoxibenzoil)tiazol-2-il)fenil)acetonitrilo (2n) se prepard usando el mismo método como se usé en
el compuesto 1h a partir de tereftalonitrilo y cisteina. '"H RMN (500 MHz, CDCI3) & 8,30 (s, 1H), 8,04 (d, 2H), 7,76 (s,
2H), 7,46 (d, 2H), 3,97 (s, 3H), 3,95 (s, 6H), 3,83 (s, 2H).

Sintesis de (2-(4-(dimetilamino)fenil)tiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (20)

o) OMe
d = OMe
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(2-(4-(Dimetilamino)fenil)tiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (20) se prepard usando el mismo método que se
us6 del compuesto 1h a partir de 4-(dimetilamino)benzonitrilo y cisteina. '"H RMN (300 MHz, CDCl3) & 8,12 (s, 1H),
7,88 (d, 2H), 7,80 (s, 2H), 6,73 (d, 2H), 3,96 (s, 3H), 3,95 (s, 6H), 3,05 (s, 6H); MS (ESI) m/z 421,1 (M+Na)".

Anillo A de indolilo
Sintesis de (2-(1H-indol-2-il)tiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (62a) [Figura 5]

O OMe
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1H-Indol-2-carbonitrilo (60a). A una disolucién enfriada de acido indol-2-carboxilico (2,0 g, 12,4 mmoles) en 60 mL
de Et,O anhidro se afiadieron 1,9 mL de SOCI, (26 mmoles). Después de agitar durante 40 min a TA, el éter se
eliminé a presién reducida a una temperatura que no excedia de 35°C. El cloruro de acilo obtenido se disolvié en 40
mL de Et;O anhidro y la disolucién resultante se afiadié inmediatamente a una disolucion agitada de amoniaco
liquido en 80 ml de Et,O. La mezcla de reaccion se agité a TA durante 24 h. El disolvente se evapord entonces a
presién reducida, y la indol-2-carboxamida blanca se cristaliz6 a partir de EtOH acuoso al 50% y se secd al aire,
después de lo cual se disolvié en POCI3 y se calent6 a reflujo durante 5 min. La disolucion enfriada se vertié en hielo
picado y NHsOH acuoso para mantener un pH basico. La mezcla acuosa se extrajo con Et;O, los extractos se
secaron sobre Na>SO, y se evaporaron. El indol-2-carbonitrilo 60a marrén (63,3% de rendimiento total desde acido
indol-2-carboxilico) se obtuvo. '"H RMN (500 MHz, CDCl;) & 8,56 (br, s, 1H), 7,68 (d, 1H, J = 8,0 Hz), 7,43-7,34 (m,
2H), 7,24-7,21 (m, 2H). MS (ESI) m/z 144,0 (M+H)*, 140,8 (M-H).

(R)-2-(1H-indol-2-il)-N-metoxi-N-metil-4,5-dihidrotiazol-4-carboxamida (61a) se sintetiz6 usando el mismo método
como se usa de 38d. 67,1% de rendimiento. '"H RMN (300 MHz, CDCl3) & 9,06 (s, br, 1H), 7,64 (d, 2H, J = 8,1 Hz),
7,36-7,24 (m, 2H), 7,12 (dt, 1H, J = 8,1 Hz, 1,2 Hz), 6,95 (d, 1H, J = 1,8 Hz), 5,60 (t, br, 1H, J = 8,7 Hz), 3,86 (s, 3H),
3,78 (t, 1H, J = 10,2 Hz), 3,58 (dd, 1H, J = 9,0 Hz, 10,2 Hz), 3,30 (s, 3H). MS (ESI) m/z 312,1 (M+Na)*, 287,9 (M-H).

(2-(1H-Indol-2-il)tiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (62a) se sintetizo a partir de 61a usando el mismo método
como se uso para 35a. 45,8% de rendimiento. '"H RMN (500 MHz, DMSO-dg) & 9,26 (s, 1H), 8,11 (s, 1H), 7,66 (d,
1H, J = 8,0 Hz), 7,46 (s, 2H), 7,42 (d, 1H, J = 8,0 Hz), 7,29 (t, 1H, J = 7,5 Hz), 7,16 (t, 1H, J = 7,5 Hz), 7,10 (s, 1H),
3,97 (s, 3H), 3,93 (s, 6H). MS (ESI) m/z 417,1 (M+Na)*, 392,9 (M-H)-.

Sintesis de (2-(1H-indol-5-il)tiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (66a) [Figura 5]

0] OMe
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Acido (R)-2-(1-(fenilsulfonil)-1H-indol-5-il)-4,5-dihidrotiazol-4-carboxilico (64a). Se sintetizé acido (R)-2-(1H-indol-5-il)-
4,5-dihidrotiazol-4-carboxilico 63a usando el mismo método como se us6 para 42a a partir de 1H-indol-5-carbonitrilo
y se uso sin purificacion adicional. A una disolucion de agitacion vigorosa de 63a (1 mmol) y sulfato de hidrogeno y
tetrabutilamonio (0,15 mmoles) en tolueno (10 mL) a 0°C se afadié hidréxido sodico acuoso al 50% (10 mL) y
cloruro de sulfonilo (2 mmoles). La disolucion resultante se agité a TA durante 6 h. Después se afadio HCI 1N para
acidular la mezcla a pH=2 y se extrajo con CHCl,, la fase organica se separ6 y se seco (MgSOQ.); después se
evaporoé hasta sequedad para proporcionar 64a, que se usaron en etapas posteriores sin purificacién adicional.

(R)-N-metoxi-N-metil-2-(1-(fenilsulfonil)-1H-indol-5-il)-4,5-dihidrotiazol-4-carboxamida (65a) se prepard a partir de
64a con el mismo método como se usé para 38d. 57,1% de rendimiento. '"H RMN (500 MHz, CDCl3) & 7,92 (m, 2H),
7,77 (m, 3H), 7,51 (d, 1H, J = 3,0 Hz), 7,46 (t, 1H), 7,35 (t, 1H), 6,61 (d, 1H), 5,58 (br, t, 1H), 3,82 (s, 3H), 3,73 (t,
1H), 3,43 (m, 1H), 3,21 (s, 3H). MS (ESI) m/z 452,1 (M+Na)".

(2-(1H-indol-5-il)tiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (66a). A una disolucion de n-BuLi (1,6 M, 1,7 mL) en 8 mL
de THF se afadio una disolucidon de 3,4,5-trimetoxibromobenceno (2,47 mmoles) en 3 mL de THF a -78°C. La
mezcla se dejé agitar durante 2 h y se cargd una disolucion de amida de Weinreb 65a (1,24 mmoles) en 3 mL de
THF. La temperatura se dejé aumentar a TA y se agit6 toda la noche. La mezcla de reaccion se desactivd con NH4Cl
saturado, se extrajo con etiléter, se secé con MgSO.. El disolvente se elimind a presion reducida para proporcionar
un producto en bruto, que se puso a reflujo en NaOH 1 N en 5 mL de disolucion de etanol para obtener el compuesto
66a desprotegido y se purificé por cromatografia de columna para obtener el compuesto puro como un sélido
amairillo claro (36,3%). "H RMN (300 MHz, CDCls) & 8,36 (br, s, 1H), 8,31 (s, 1H), 8,21 (s, 1H), 7,92, 7,89 (dd, 1H, J
=1,8,2,7Hz), 7,46 (d, 1H), 7,62 (s, 2H, J = 8,7 Hz), 7,29 (t, 1H, J = 2,7 Hz), 6,64 (br, 1H), 3,97 (s, 6H), 3,97 (s, 3H);
MS (ESI) m/z 417,1 (M+Na)*, 392,9 (M-H)-.

Sintesis de (2-(1H-indol-2-il)tiazol-4-il)(1H-indol-2-il)metanona (8).
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(2-(1H-Indol-2-il)tiazol-4-il)(1H-indol-2-il)metanona (8) se preparé usando el método similar como se usé del
compuesto 1h a partir de acido 2-(1H-indol-2-il)-4,5-dihidrotiazol-4-carboxilico y cisteina. '"H RMN (500 MHz, CDClz)
0 9,39 (s, 1H), 8,54 (s, 1H), 8,46 (s, 1H), 8,06 (s, 1H), 8,03 (dd, 1H), 7,66 (d, 1H), 7,51 (d, 1H), 7,41 (d, 1H), 7,33 (t,
1H), 7,29 (d, 1H), 7,15 (t, 1H), 7,09 (d, 1H), 6,72 (s, 1H). MS (ESI) m/z 366,1 (M+Na)*, 341,9 (M-H)-.

Sintesis de (2-(1H-indol-2-il)tiazol-4-il)(1H-indol-5-il)metanona (21).

(21)

(2-(1H-Indol-2-il)tiazol-4-il)(1H-indol-5-i)metanona (21) se preparé usando el método similar como se usa del
compuesto 1h a partir de acido 2-(1H-indol-2-il)-4,5-dihidrotiazol-4-carboxilico y cisteina. '"H RMN (500 MHz, CDCls)
5 9,60 (s, 1H), 9,26 (s, 1H), 8,31 (s, 1H), 8,03 (s, 1H), 7,83 (dd, 1H), 7,69 (d, 1H), 7,53-7,49 (m, 2H), 7,41 (t, 1H),
7,33 (t, 1H), 7,21-7,18 (m, 2H), 7,13 (s, 1H). MS (ESI) m/z 366,1 (M+Na)*, 341,9 (M-H)-.

Ejemplo 4
Sintesis de compuestos de esta invencion que tienen un conector de nitrégeno (X=NH)

Para mejorar la biodisponibilidad, se introdujo un conector NH entre los anillos de fenilo A y tiazol B. Esta nueva
serie de compuestos se sintetizO como se muestra en la Figura 6. La reaccion de etiléster de acido 3-bromo-2-
oxopropanoico y ariltiourea en etanol a 65°C produjo acidos 2-(arilamino)-tiazol-4-carboxilicos 73a-d con altos
rendimientos. Estos acidos se convirtieron a amidas de Weinreb 74a-d, seguido por reacciones con 3,4,5-
trimetoxifenil-litio que proporcioné bases libres unidas a anilina 5a-d, que puede convertirse en sales de HCI 5Ha-d.

Sintesis de derivados de (2-(fenilamino)tiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (5a-d) y su sal de HCI [Figura 6]
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Procedimiento general para la sintesis de acidos 2-(arilamino)tiazol-4-carboxilicos (37a-d). Se disolvieron N-
ariltiourea (0,01 moles) y bromopiruvato de etilo (0,011 moles) en 3 mL de etanol y se mantuvo a reflujo durante 2 h.
La reaccion se enfrio, se recogieron los 2-(fenilamino sustituido)tiazol-4-carboxilatos de etilo cristalinos por filtracion
y se lavaron con etanol. Poner a reflujo la mezcla de ésteres de etilo con la disolucion de NaOH-etanol dio los
compuestos finales 73a-d que se usaron directamente en las siguientes etapas.

N-Metoxi-N-metil-2-(arilamino)tiazol-4-carboxamidas (74a-d) se sintetizaron usando el mismo método que se uso
para 38d (véase el Ejemplo 1, Figura 2).

N-Metoxi-N-metil-2-(fenilamino)tiazol-4-carboxamida (74a). 90,2% de rendimiento. "H RMN (500 MHz, CDCls) & 7,39
(s, 2H), 7,38 (br, 1H), 7,36-7,33 (m, br, 4H), 7,09 (t, br, 1H), 3,77 (s, 3H), 3,43 (s, 3H), 2,33 (s, 3H). MS (ESI) m/z
286,0 (M+Na)*.

N-Metoxi-N-metil-2-(p-tolilamino)tiazol-4-carboxamida (74b). 93,3% de rendimiento. '"H RMN (500 MHz, CDCls) &
7,35 (s, 1H), 7,31 (br, 1H), 7,22 (d, 2H), 7,16 (d, 2H), 3,76 (s, 3H), 3,42 (s, 3H), 2,33 (s, 3H). MS (ESI) m/z 278,0
(M+H)*.

2-(4-Fluorofenilamino)-N-metoxi-N-metiltiazol-4-carboxamida (74c). 89,7% de rendimiento. '"H RMN (500 MHz,
CDCIs3) 6 7,36 (s, 1H), 7,36-7,31 (m, 2H), 7,07-7,04 (m, 6H), 3,76 (s, 3H), 3,42 (s, 3H). MS (ESI) m/z 282,0 (M+Na)*,
280,8 (M-H)-.

2-(4-Clorofenilamino)-N-metoxi-N-metiltiazol-4-carboxamida (74d). '"H RMN (500 MHz, CDCls) & 7,66 (s, br, 1H), 7,41
(s, 1H), 7,34 (d, 2H), 7,29 (d, 2H), 3,76 (s, 3H), 3,42 (s, 3H). MS: 295,8 (M-1)7; 320,0 (M+Na)*.

Procedimiento general para la sintesis de (2-(arilamino)tiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanonas (5a-d). A -78°C, a
una disoluciéon de 5-bromo-1,2,3-trimetoxibenceno (1,235 g, 5,0 mmoles) en 30 mL de THF se cargd n-BuLi en
hexano (2,5 N, 2,4 mL, 6 mmoles) en proteccion de Ar; y se agitdé durante 10 min. Se afiadié la amida de Weinreb
74a-d (1 mmol) en 10 mL de THF al reactivo de litio y se dejo agitar a TA durante 2 h. La mezcla de reaccion se
desactivd con NH4Cl saturado, se extrajo con etiléter, se secd con MgSO.. El disolvente se elimind a presion
reducida para proporcionar un producto en bruto, que se purificd por cromatografia de columna para obtener el
compuesto (5a-d) puro.

(2-(Fenilamino)tiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (5a). 33,3% de rendimiento. '"H RMN (500 MHz, DMSO-ds) &
10,4 (s, 1H), 7,85 (s, 1H), 7,68 (d, 2H, J = 8,0 Hz), 7,31 (t, 2H, J = 8,0 Hz), 6,98 (t, 1H, J = 8,0 Hz), 3,83 (s, 6H), 3,78
(s, 3H). MS (ESI) m/z 393,1 (M+H)*, 368,9 (M-H)".

(2-(p-Tolilamino)tiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (5b). 40,6% de rendimiento. 'H RMN (500 MHz, CDCls3) &
7,48 (s, 1H), 7,47 (s, 2H), 7,30 (br, 1H), 7,27 (d, 2H, J = 8,5 Hz), 7,17 (d, 2H, J = 8,5 Hz), 3,93 (s, 3H), 3,90 (s, 6H),
2,34 (s, 3H). MS (ESI) m/z 385,1 (M+H)*, 382,9 (M-H).

(2-(p-Fluorofenilamino)tiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (5c). 39,6% de rendimiento. 'H RMN (500 MHz,
CDCl3) 6 7,52 (br, 1H), 7,49 (s, 1H), 7,45 (s, 2H), 7,40-7,37 (q, 2H, J = 4,5 Hz), 7,08-7,04 (t, 2H, J = 8,0 Hz), 3,93 (s,
3H), 3,89 (s, 6H). MS (ESI) m/z 389,3 (M+H)*, 386,9 (M-H).

(2-((4-Clorofenil)amino)tiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (5d) se preparé usando el mismo método como se
uso6 para 5a a partir de 1-(4-clorofenil)tiourea y bromopiruvato de etilo. Punto de fusién: 165-166°C. 'H RMN (500
MHz, CDCIs) & 7,60 (s, br, 1H), 7,56 (s, 1H), 7,47 (s, 2H), 7,38 (d, 2H), 7,31 (d, 2H), 3,94 (s, 3H), 3,89 (s, 6H). MS:
402,9 (M-1); 427,0 (M+Na)*.

Procedimiento general para la sintesis de sales de hidrocloruro (5Ha-c). A 0°C, a una disolucion de compuesto 5a-c
(0,1 mmoles) en 5 mL de CH.ClI; se afadié una disolucion de HCI en 1,4-dioxano (4 N, 2 mL) y se agité a TA durante
toda la noche. Los precipitados 5Ha-c se recogieron y se lavaron con dietiléter.

Sal de hidrocloruro de (2-(fenilamino)tiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (5Ha). 91,6% de rendimiento. 'H RMN
(500 MHz, DMSO-ds) d 12,9 (br, 1H), 7,49-7,46 (m, 2H), 7,42-7,40 (m, 2H), 7,37-7,34 (m, br, 2H), 7,11 (s, 2H), 3,94
(s, 3H), 3,92 (s, 6H). MS (ESI) m/z 389,1 (M+H)".
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Sal de hidrocloruro de (2-(p-tolilamino)tiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (5Hb). 39,6% de rendimiento. '"H RMN
(500 MHz, CDCls) 6 7,30-7,25 (m, br, 5H), 7,12 (s, 2H), 3,94 (s, 3H), 3,92 (s, 6H), 2,38 (s, 3H). MS (ESI) m/z 389,1
(M+H)*.

Sal de hidrocloruro de (2-(p-fluorofenilamino)tiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (5Hc). 89,3% de rendimiento.
'"H RMN (500 MHz, CDCl3) & 10,55 (s, 1H), 7,85 (s, 1H), 7,72-7,69 (q, 2H, J = 4,5 Hz), 7,50 (s, 2H), 7,18-7,15 (t, 2H,
J = 8,5 Hz), 4,30 (br, 1H), 3,82 (s, 6H), 3,78 (s, 3H). MS (ESI) m/z 389,3 (M+H)".

El siguiente compuesto (5e) es un ejemplo de referencia.

Sintesis de (2-(fenilamino)-1H-imidazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (5e)

N NF;\N
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Esquema 1: preparacién del compuesto 5e.

2,2-Dietoxi-N-(iminometilen)etanamina (a). Una disolucion de dietilacetal de aminoacetaldehido (5,32 g, 40 mmoles)
en éter (20 mL) se afiadid a una suspension de CNBr (4,22 g, 40 mmoles) en hexano (20 mL) a TA. La mezcla de
reaccion se agitdo a TA toda la noche. El sélido se elimind por filtracion y se lavo con éter. El filtrado combinado se
concentr6. La cromatografia rapida del residuo concentrado proporciond 2,82 g (45%) de la N-(2,2-
dietoxietil)carbodiimida (a). '"H RMN (500 MHz, CDCls): 4,58 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 3,85 (br s, 1H), 3,73 (m, 2H), 3,56
(m, 2H), 3,16 (J = 5,5 Hz, 2H), 1,23 (t, J = 7,0 Hz, 3H), MS: 156,8 (M-H)-; 180,9 (M+Na)".

1-(2,2-Dietoxietil)-3-fenilguanidina (b). Se disolvié anilina (1,66 g, 17,8 mmoles) en etanol (25 mL), y N-(2,2-
dietoxietil)carbodiimida (a), (2,82 g, 17,8 mmoles), se afiadié en gotas. Después se afiadié acido metanosulfénico
(1,71 g, 17,8 mmoles), y la mezcla se calentd a reflujo durante 24 h. La mezcla de reaccion se vertié en NaOH (0,5
M) y se extrajo con CH2Cl,. El secado y la concentracion proporciond un producto que se sometié a cromatografia
rapida para dar el intermedio guanidina (b) (3,3 g, 73,8%). 'H RMN (500 MHz, DMSO-ds) & 7,27-6,90 (m, 5H), 4,55
(t, 1H), 3,76-3,70 (m, 2H), 3,60-3,54 (m, 2H), 3,35-3,34 (d, 2H), 1,22 (pent, 6H). MS: 249,8 (M-H)";252,1 (M+H)*.

N-Fenil-1H-imidazol-2-amina (c). La guanidina (b) se disolvié en HCI (5 mL, 6 M) a 0°C y después se agité durante 2
h. Después de consumirse el material de partida, se afiadi6 NaOH (25%) hasta que se formé precipitado. Esta
mezcla se agitdé durante 30 min. La reaccion se vertié entonces en NaOH (0,5 M), se extrajo con CHCl, se seco y
se concentré. La cromatografia rapida proporciond (c) (0,95 g, 50%). "H RMN (500 MHz, DMSO-ds) & 8,58 (s, br,
1H), 7,34-6,74 (m, 5H), 6,68 (s, 2H), 6,62 (br, 2H), 3,82 (s, 6H), 3,73 (s, 3H). MS: 157,6 (M-H)"; 160,0 (M+H)".

N-Fenil-1-tritil- 1 H-imidazol-2-amina (d). Se afiadié cloruro de ftritilo (2,79 g, 10 mmoles) a una disolucién enfriada con
hielo de fenilaminoimidazol (c) (1,59 g, 10 mmoles) y trietilamina (1,01 g, 10 mmoles) en dicloruro de metileno (50
mL). La mezcla de reaccion se dejo calentar a TA y se agité toda la noche. La mezcla se diluy6é con dicloruro de
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metileno, se lavd sucesivamente con H,O, NaHCO3 saturado, salmuera y se sec6 con MgSQ,. La filtracion y la
evaporacion del disolvente seguido por separacion por cromatografia dio el producto (d). "H RMN (500 MHz, CDCls)
0 7,52-7,35 (m, 5H), 7,28-7,43 (m, 15H), 6,85 (s, 2H), 6,41 (s, 1H), 6,08 (s, 1H). MS: 1399,8 (M-H); 402,8 (M+H)*.

(2-(Fenilamino)-1-tritil-1H-imidazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona) (e). A -78°C, se afadié t-BuLi en THF (1,7 M,
0,34 mL, 0,58 mmoles) a una disolucion de compuesto (d) protegido por ftritilo (116 mg, 0,289 mmoles) en THF.
Después se afadio cloruro de 3,4,5-trimetoxibenzoilo (66,5 mg, 0,289 mmoles) y se agitd toda la noche. La mezcla
de reaccion se desactivo con NH4Cl saturado, y se secd con MgSQOa. La filtracion y la evaporacion del disolvente
seguido por cromatografia proporcioné el compuesto (e) (75 mg, 43,7%). '"H RMN (500 MHz, CDCls) & 7,55-7,41 (m,
5H), 7,32 (s, 1H), 7,28-7,18 (m, 15H), 6,94 (s, 2H), 3,78 (s, 6H), 3,70 (s, 3H). MS: 594,2 (M-H)"; 596,3 (M+H)".

(2-(Fenilamino)-1H-imidazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (5e). A una disolucion de compuesto (e) protegido
con ftritilo (50 mg, 0,084 mmoles) en etiléter se afiadi6 HCI 2M en éter (1 mL, 1 mmol). La mezcla de reaccion se
agité toda la noche y se lavd con NaHCO3; saturado y se secé con MgSO.. La filtracion y la evaporacion del
disolvente seguido por cromatografia rapida para proporcionar la desproteccion de compuesto 5e (18 mg, 63%). 'H
RMN (500 MHz, DMSO-dg) 6 7,54 (s, br, 1H), 7,51-7,43 (m, 3H), 7,33 (d, 2H), 7,04 (s, 2H), 6,62 (br, 2H), 3,82 (s,
6H), 3,73 (s, 3H). MS: 352,1 (M-H); 354,3 (M+H)*.

Ejemplo de referencia 5

Sintesis de compuestos de aril-benzoil-imidazol seleccionados

0
R
7N A N
- / |
HN P

Preparacion de 2-aril-4,5-dihidro-1H-imidazoles 14b, 14c, 14x (Figura 7).

AWad

A una disolucion de benzaldehido 8(b, c, x) apropiado (60 mmoles) en -BuOH (300 mL) se afadié etilendiamina (66
mmoles) y se agité durante 30 min a TA. Se afiadieron carbonato de potasio (75 mmoles) y yodo (180 mmoles) a la
mezcla de reaccion de forma secuencial seguido por la agitacion a 70°C durante 3 h. Se afiadio sulfito sédico
(Na2S03) y la mezcla se extrajo mediante cloroformo. La fase organica se seco sobre sulfato de magnesio y se
concentré. El residuo se purificé por cromatografia de columna rapida (cloroformo:metanol 20:1) para dar un sélido
blanco. Rendimiento: 50-60%.

Preparacion de 2-aril-1H-imidazoles (9a+, p, x; Figuras 7 y 8).

O~

Método A (esencial solo para 9b, 9x Figura 7): A una disolucion de 2-aril-4,5-dihidro-1H-imidazol 14b, x (35 mmoles)
en DMSO (100 mL) se afadié carbonato de potasio (38,5 mmoles) y diacetoxiyodobenceno (38,5 mmoles). La
mezcla de reaccion se agitdé toda la noche en la oscuridad. Se afadi6 agua seguido por extraccion con
diclorometano. La fase organica se sec6 sobre sulfato de magnesio y se concentrd. El residuo se sometié a
cromatografia de columna rapida (hexano:acetato de etilo 3:2) para dar un sélido blanco. Rendimiento: 30%-50%.

Método B (esencial solo para 9c; Figura 7): A una disolucion de 2-aril-4,5-dihidro-1H-imidazol 14c (50 mmoles) en
DMF (70 mL) se afiadié DBU (55 mmoles) y CBrCls (55 mmoles). La mezcla de reaccion se agitd toda la noche y se
afadié una disolucion de NaHCO3 (acuosa) saturada seguido por la extraccion con diclorometano. La fase organica
se secO sobre sulfato de magnesio y se concentré. El residuo se sometié a cromatografia de columna rapida
(cloroformo:metanol 50:1) para proporcionar un solido blanco. Rendimiento: 7%.

Método C (esencial para 9a, 9d-j, 9p; Figura 8): A una disolucidon de benzaldehido (8a, 8d-j, 8p) apropiada (100
mmoles) en etanol (350 mL) a 0°C se afiadié una disolucion de oxalaldehido al 40% en agua (12,8 mL, 110 mmoles)
y una disolucion de 29% de hidroxido de amonio en agua (1000 mmoles, 140 mL). Después de agitar durante 2-3
dias a TA, la mezcla de reaccion se concentrd y el residuo se sometié a cromatografia de columna rapida con
diclorometano como eluyente para dar el compuesto del titulo como un polvo amarillo. Rendimiento: 20%-40%.
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Preparacion de 2-aril-1-(fenilsulfonil)-1H-imidazoles (10a-j, p, x; Figuras 7 y 8).

O~

O==5=0
Ph

A una disolucién de 2-aril-1H-imidazol 9a-j, p, x (20 mmoles) en THF anhidro (200 mL) a 0°C se afadié hidruro
sadico (60% de dispersion en aceite mineral, 1,2 g, 30 mmoles) y se agité durante 30 min. Se afadié cloruro de
benceosulfonilo (2,82 mL, 22 mmoles) y la mezcla de reacciéon se agitd toda la noche. Después de la dilucion
mediante 100 mL de disolucién (acuosa) de NaHCO3 saturado, la mezcla de reaccién se extrajo mediante acetato de
etilo (500 mL). La fase organica se seco sobre sulfato de magnesio y se concentré. El residuo se purificd por
cromatografia de columna rapida (hexano:acetato de etilo 2:1) para dar un sdlido palido. Rendimiento: 50%-70%.

Preparacion de aril (2-aril-1-(fenilsulfonil)-1H-imidazol-4-il)metanonas (11aa-ai, ba, ca, cb, da, db, ea, eb, fa, fb, ga,
gb, ha, hb, ia, ib, ja, jb, pa; Figuras 7 y 8).

O~ C
7 A1 .,
\/ TJJ\@

Q=8=0
Ph

A una disolucién de 2-aril-1-(fenilsulfonil)-1H-imidazol (6,0 mmoles) 10a-j, p, x en THF anhidro (30 mL) a -78°C se
afnadié terc-butil-litio 1,7 M en pentano (5,3 mL, 9,0 mmoles) y se agité durante 10 min. Se afadié cloruro de
benzoilo sustituido apropiado (7,2 mmoles) a -78°C y se agitd durante la noche. La mezcla de reaccion se diluyé con
100 mL de disolucion (acuosa) de NaHCO3; saturado y se extrajo mediante acetato de etilo (200 mL). La fase
organica se secd sobre sulfato de magnesio y se concentré. El residuo se purificd por cromatografia de columna
rapida (hexano:acetato de etilo 4:1) para dar un soélido blanco. Rendimiento: 15%-40%.

Procedimiento general para la preparacion de aril (2-aril-1H-imidazol-4-il)metanonas (12aa-ai, ba, ca, cb, da, db, ea,
eb, fa, fb, ga, gb, ha, hb, ia, ib, ja, jb, pa; Figuras 7 y 8).

Riss
— HN/

A una disolucién de aril (2-aril-1-(fenilsulfonil)-1H-imidazol-4-il)metanonas (2,0 mmoles) 11aa-ai, ba, ca, cb, da, db,
ea, eb, fa, fb, ga, gb, ha, hb, ia, ib, ja, jb, pa en THF (20,0 mL) se afadi6 fluoruro de tetrabutilamonio 1,0 M (4,0
mmoles) y se agitdé toda la noche. La mezcla de reaccion se diluyd mediante 50 mL de disolucion (acuosa) de
NaHCO3; saturado y se extrajo mediante acetato de etilo (100 mL). La fase organica se secd sobre sulfato de
magnesio y se concentro. El residuo se purificd por cromatografia de columna rapida (hexano:acetato de etilo 3:1) o
se recristaliz6 a partir de agua y metanol para dar un sdlido blanco. Rendimiento: 80-95%.

Preparacion de (2-(4-hidroxifenil)-1H-imidazol-4-il)(aril)metanonas (12ka, 12kb; Figura 8).

A una disolucién de (2-(4-(benciloxi)fenil)-1H-imidazol-4-il)(aril)metanona 12ja o 12jb, (1 mmol) en AcOH (20 mL) se
afadié HCI concentrado (2 mL) y se puso a reflujo toda la noche. Después de eliminar el disolvente, el residuo se
recristalizo a partir dde diclorometano para dar el compuesto del titulo com un sélido amarillo. Rendimiento: 70-85%.

Preparacion de (2-aril-1H-imidazol-4-il)(3,4,5-trihidroxifenil)metanonas 13ea, 13fa, 13ha (Figura 8).
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A una disolucién de aril (2-aril-1H-imidazol-4-il)metanona 12ea, 12fa o 12ha (0,5 mmoles) en CH,Cl» (6,0 mL) se
afiadio 1,0 M de BBr3 (2 mmoles) en CH2Cl; y se agité durante 1 h a TA. Se afiadié agua para destruir el exceso de
BBrs. El solido precipitado se filtr6 y se recristalizd a partir de MeOH para proporcionar un solido amarillo.
Rendimiento: 60-80%.

Preparacion de sal de HCI de aril (2-aril-1H-imidazol-4-il)metanona (12db-HCI).

A una disolucion de 12db (0,5 mmoles) en metanol (20 mL) se afiadié disolucién 2 M de cloruro de hidrégeno (5
mmoles) en etiléter y se agité toda la noche a TA. La mezcla de reaccidn se concentrd y el residuo se lavdé mediante
CH.CI; para dar el compuesto del titulo. Rendimiento: 95%.

Preparacion de aril (2-fenil-1H-imidazol-1-il)metanona (12aba, 12aaa; Figura 9).

O

0

=
X

Rz

A una disolucion de 2-fenil-1H-imidazol 9a (10 mmoles) en THF (20 mL) se afadié NaH (15 mmoles) y cloruro de
benzoilo sustituido (12 mmoles) a 0°C. La mezcla de reaccion se agité toda la noche y se diluyd mediante disolucion
de NaHCOs3 saturado seguido por extraccion con acetato de etilo. La fase organica se secd sobre sulfato de
magnesio y se concentro. El residuo se purificé por cromatografia de columna rapida (cloroformo) para dar un soélido
blanco. Rendimiento: 12-16%.

Preparacion de 1-sustituido-(2-fenil-1H-imidazol-1-il)-aril-metanona (12dc, 12fc, 12daa, 12dab, 12cba, 11gaa, 12la;
Figuras 10-11).

La sintesis de 12dc, 12fc y 12daa, 12dab y 12cba se resume en la Figura 10. Los compuestos 12da, 12cb y 12fa se
sintetizaron segun la sintesis descrita anteriormente y en las Figuras 7 y 8. El tratamiento de 12da y 12fa con cloruro
de aluminio proporciondé los 12dc, 12fc para-desmetilados con el 3,5-dimetoxi estando intacto. El compuesto 12daa
se prepard por bencilacion de la posicion N-1 de 12da. Mientras la metilacién de la posicién N-1 de 12da y 12cb
proporcioné compuestos 12dab y 12cba, respectivamente.

Sintesis de 12dc, 12fc, 12daa, 12dab, 12cba: método D (para 12dc y 12fc) [Figura 10]:
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HN
OH
OMe
R1 = CHs (12dc)
R1 = CI (12fc)

A una disolucién de 12da y 12fa (200 mg) en THF (20 mL) se afiadié cloruro de aluminio (10 equiv). La mezcla de
reaccion se agité toda la noche. Se afiadié agua seguido por extraccion con acetato de etilo. La fase organica se
secO sobre sulfato de magnesio y se concentrd. El residuo se sometié a cromatografia de columna rapida
(hexano:acetato de etilo 1:1) para dar un solido blanco-amarillento. Rendimiento: 60%-80%.

Sintesis de 12daa, 12dab, 12cba, Método E: [Figura 10]:

N
Ry ~
N

|
Ry

R1=Me; R2=Bn; R3=3,4,5-(OMe); (12daa)
R1=Me; R2=CH3; R3=3,4,5-(OM6)3 (12dab)
R1=0OMe; R,=CHs; R3=F (12cba)

A una disolucion de 12da y 12cb (100 mg) en THF (10 mL) en un bafio de hielo se afiadié hidruro sédico (1,2 equiv.)
seguido por la adicion de yoduro de metilo (para 12dab, 12cba) o bromuro de bencilo (para 12daa) (2 equiv.). La
mezcla de reaccion resultante se agité durante 5 h en condiciones de reflujo. Después de la dilucion mediante 50 mL
de disolucion (acuosa) de NaHCO3 saturado, la mezcla de reaccion se extrajo con acetato de etilo (100 mL). La fase
organica se seco sobre sulfato de magnesio y se concentré. El residuo se purificd por cromatografia de columna
rapida (hexano:acetato de etilo 2:1) para dar un sélido blanco. Rendimiento: 50%-98%.

Sintesis de 11gaa y 12la (Figura 11):

OMe

OMe

OMe

R1=N(Me); R2=(4-OMe)PhSO, (11gaa)

R1=Br; R=H (12la)

Los compuestos de benzaldehido sustituido 8(l, g) se convirtieron a compuestos 9(l, g) en presencia de hidréxido de
amonio y glioxal para construir la estructura de imidazol. Los anillos de imidazol de los compuestos 9(I, g) se
protegieron mediante un grupo fenilsulfonilo apropiado seguido por acoplamiento con cloruro de 3,4,5-
trimetoxibenzoilo para conseguir el compuesto 11(la, gaa). El tratamiento de 11la con fluoruro de terc-butilamonio
para eliminar el grupo protector proporcioné 12la.

Caracterizacion estructural de (1-bencil-2-(p-tolil)-1H-imidazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (12daa) (Figura 11)
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(12daa)

Rendimiento: 92,8%; pf 135-137°C. 'H RMN (CDCls;, 500 MHz) & 7,81 (s, 1H), 7,80 (d, J = 6,5 Hz, 2H), 7,58 (d, J =
8,0 Hz, 2H), 7,41-7,45 (m, 3H), 7,31-7,33 (m, 2H), 7,20 (d, J = 7,0 Hz, 2H), 5,33 (s, 2H), 3,99 (s, 3H), 3,98 (s, 6H),
2,47 (s, 3H). MS (ESI) calculado para Cz7H26N204 442,2, encontrado 443,1 [M+Na]*. HPLC1: tr 4,28 min, pureza
>99%.

Caracterizacion estructural de (2-(4-(dimetilamino)fenil)-1-((4-metoxifenil)sulfonil)-1H-imidazol-4-il)(4-
fluorofenil)metanona (12gba).

\ (12gba)

Rendimiento: 34,1%; pf 147-149°C. "H RMN (CDCls, 500 MHz) & 8,07 (q, J = 8,5 Hz, 5,5 Hz 2H), 7,78 (d, J = 9,0 Hz,
2H), 7,41 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 7,39 (s, 1H), 7,23 (t, = 8,5 Hz, 2H), 6,91 (d, J = 9,0 Hz, 2H), 6,68 (d, J = 9,0 Hz, 2H),
3,89 (s, 3H), 3,08 (s, 3H). MS (ESI) calculada para C2s5H22FN304S 479,1, encontrado 502,1 [M+Na]*. HPLC2: tr 18,6
min, pureza 96,9%.

Sintesis de (2-(4-bromofenil)-1H-imidazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (12la) (Figura 11)
o]

N OMe
Br ol
<:> w

HN
OMe
OMe

Sintesis de 9I, 9g: A una disolucion de benzaldehido apropiado (8l y 8g, 100 mmoles) en etanol (400 mL) a 0°C se
afadio una disolucion de oxalaldehido (glioxal) al 40% en agua (1,1 equiv.) y una disolucion de 29% de hidroxido de
amonio en agua (10 equiv.). Después de agitar durante 2-3 dias a TA, la mezcla de reaccion se concentro y el
residuo se sometid a cromatografia de columna rapida con diclorometano como eluyente para proporcionar el
compuesto del titulo como un polvo amarillo. Rendimiento: 10%-30%.

Sintesis de 10la, 10gb: A una disolucién de imidazoles (9l, 9g) (10 mmoles) en THF anhidro (200 mL) a 0°C se
afadio hidruro sodico (60% de dispersion en aceite mineral, 1,2 equiv.) y se agité durante 20 min. Se afiadio cloruro
de 4-metoxibencenosulfonilo (para 10gb) o cloruro de bencenosulfonilo (para otros) (1,2 equiv) y la mezcla de
reaccion se agito toda la noche. Después de diluciéon mediante 200 mL de disolucion (acuosa) de NaHCO3 saturada,
la mezcla de reacciéon se extrajo mediante acetato de etilo (600 mL). La fase organica se secd sobre sulfato de
magnesio y se concentro. El residuo se purificé por cromatografia de columna rapida (hexano:acetato de etilo 2:1)
para dar un sélido palido. Rendimiento: 40%-95%.

Sintesis de 11la, 11gaa: A una disolucion de 2-aril-1-(fenilsulfonil)-1H-imidazol (10la, 10gb) (5,0 mmoles) en THF
anhidro (30 mL) a -78°C se afiadi6 terc-butil-litio 1,7 M en pentano (1,2 equiv) y se agité durante 10 min. Se afiadié
cloruro de 3,4,5-trimetoxibenzoilo (1,2 equiv.) a -78°C y se agité toda la noche. La mezcla de reaccion se diluyé con
100 mL de disolucion (acuosa) de NaHCOs3; saturada y se extrajo mediante acetato de etilo (300 mL). La fase
organica se seco sobre sulfato de magnesio y se concentré. El residuo se purificd por cromatografia de columna
rapida (hexano:acetato de etilo 3:1) para dar un solido blanco. Rendimiento: 5%-45%.

47



10

15

20

25

30

35

ES 2718 637 T3

Sintesis de 12la: A una disolucioén de aril (2-aril-1-(fenilsulfonil-1H-imidazol-4-il)metanona (11la), 2,0 mmoles) en THF
(25,0 mL) se afiadié de fluoruro de tetrabutilamonio 1,0 M (2 equiv) y se agit6 toda la noche. La mezcla de reaccion
se diluyé mediante 60 mL de disolucion (acuosa) de NaHCO3 saturada y se extrajo por acetato de etilo (150 mL). La
fase organica se secO sobre sulfato de magnesio y se concentrd. El residuo se purificé por cromatografia de
columna rapida (hexano:acetato de etilo 4:1) o se recristalizé a partir de agua y metanol para dar un soélido blanco.
Rendimiento: 80-98%.

Sintesis de (4-fluorofenil)(2-(4-metoxifenil)-1H-imidazol-4-il)metanona (12cb) (Figura 7).

=~ )

HN

o}

F

A una disolucion de (4-fluorofenil)(2-(4-metoxifenil)-1-(fenilsulfonil)-1H-imidazol-4-il)metanona (11cb, 872 mg, 2,0
mmoles) en THF (20,0 mL) se afiadid fluoruro de tetrabutilamonio 1,0 M (4,0 mL, 4,0 mmoles) y se agitd toda la
noche. La mezcla de reaccion se diluyé mediante 50 mL de disolucion (acuosa) de NaHCO3; saturada y se extrajo
por acetato de etilo (100 mL). La fase organica se sec6 sobre sulfato de magnesio y se concentré. El residuo se
recristalizo a partir de agua y metanol para dar un sélido blanco. Rendimiento: 90%; pf 245-247°C.

Sintesis de (2-(p-tolil)-1H-imidazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (12da) (Figura 8).
o}

" /N OMe
e
<:> ( /

HN
COMe
OMe

A una disolucion de (1-(fenilsulfonil)-2-(p-tolil)-1H-imidazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (11da, 492 mg, 1,0
mmoles) en THF (15,0 mL) se afiadid fluoruro de tetrabutilamonio 1,0 M (2,0 mL, 2,0 mmoles) y se agitd toda la
noche. La mezcla de reaccién se diluyé mediante 30 mL de disolucion (acuosa) de NaHCO3 saturada y se extrajo
por acetato de etilo (80 mL). La fase organica se secd sobre sulfato de magnesio y se concentré. El residuo se
recristalizé desde agua y metanol para dar un solido blanco. Rendimiento: 88,5%.

Sintesis de (2-(4-clorofenil)-1H-imidazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (12fa) (Figuras 8 y 14).

0

N OMe
-~
HN

OMe
OMe

2-(4-Clorofenil)-1H-imidazol (9f): A una disoluciéon de 4-clorobenzaldehido (8f) (100 mmoles) en etanol (350 mL) a
0°C se afadio una disolucion de oxalaldehido al 40% en agua (12,8 mL, 110 mmoles) y una disolucion de hidréxido
de amonio al 29% en agua (1000 mmoles, 140 mL). Después de agitar durante 2-3 dias a TA, la mezcla de reaccion
se concentro y el residuo se sometié a cromatografia de columna rapida con diclorometano como eluyente para
proporcionar el compuesto del titulo como un polvo amarillo. Rendimiento: 19,8%. 'H RMN (500 MHz, DMSO-ds) &
13,60 (br, 1H), 7,94 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 7,51(d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,27 (s, 1H), 7,03 (s, 1H). MS (ESI): calculado para
CoH7CIN2, 178,0, encontrado 178,9 [M+H]*.

2-(4-Clorofenil)-1-(fenilsulfonil)-1H-imidazol (10f): A una disoluciéon de 2-(4-clorofenil)-1H-imidazol (9f) (20 mmoles)
en THF anhidro (200 mL) a 0°C se afiadié hidruro sodico (60% de dispersion en aceite mineral, 1,2 g, 30 mmoles) y
se agitdé durante 30 min. Se afiadié cloruro de bencenosulfonilo (2,82 mL, 22 mmoles) y la mezcla de reaccion se
agito toda la noche. Después de la dilucién mediante 100 mL de disolucién (acuosa) de NaHCO3; saturada, la mezcla
de reaccion se extrajo mediante acetato de etilo (500 mL). La fase organica se sec6 sobre sulfato de magnesio y se
concentrd. El residuo se purificé por cromatografia de columna rapida (hexano:acetato de etilo 2:1) para dar un
solido palido. Rendimiento. 54,9%. 'H RMN (500 MHz, CDCls) & 7,65 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 7,58 (t, J = 7,5 Hz, 1H),
7,43 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 7,38 (t, J = 8,0 Hz, 2H), 7,34-7,36 (m, 4H), 7,12 (d, J = 1,5 Hz, 1H). MS (ESI): calculado
para C1sH11CIN2O.S, 318,0, encontrado 341,0 [M+Na]*.
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(2-(4-Clorofenil)-1(fenilsulfonil)-1H-imidazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (11fa): A una disoluciéon de 2-(4-
clorofenil)-1-(fenilsulfonil)-1H-imidazol (10f) (6,0 mmoles) en THF anhidro (30 mL) a -78°C se afadio ferc-butil-litio
1,7 M en pentano (5,3 mL, 9,0 mmoles) y se agité duratne 10 min. Se afadio cloruro de 3,4,5-trimetoxibenzoilo (7,2
mmoles) a -78°C y se agitd durante toda la noche. La mezcla de reaccion se diluye con 100 mL de disolucion
(acuosa) de NaHCO3 saturada y se extrajo por acetato de etilo (200 mL). La fase organica se sec6 sobre sulfato de
magnesio y se concentro. El residuo se purificé por cromatografia de columna rapida (hexano:acetato de etilo 4:1)
para dar un solido blanco. Rendimiento: 36,8%. '"H RMN (500 MHz, CDCl3) & 8,05 (d, J =7,5Hz, 2H), 7,77 (t, J= 7,5
Hz, 1H), 7,62 (t, J = 8,0 Hz, 2H), 7,48 (s, 1H), 7,44 (d, J = 9,0 Hz, 2H), 7,39 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 7,37 (s, 2H). MS
(ESI): calculado para CzsH21CIN2OsS, 512,1, encontrado 513,1 [M+H]*.

(2-(4-Clorofenil)-1H-imidazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (12fa): A wuna disolucion de (2-(4-clorofenil)-1-
(fenlsulfonil)-1H-imidazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (11fa) (2,0 mmoles) en THF (20,0 mL) se afiadioé fluoruro
de tetrabutilamonio 1,0 M (4,0 mmoles) y se agit6 toda la noche. La mezcla de reaccion se diluydé mediante 50 mL de
disolucion (acuosa) de NaHCO3 saturada y se extrajo por acetato de etilo (100 mL). La fase organica se seco sobre
sulfato de magnesio y se concentrd. El residuo se purificé por cromatografia de columna rapida (hexano:acetato de
etilo 3:1) o se recristalizé a partir de agua y metanol para dar un sélido blanco. Rendimiento: 80-95%. Rendimiento:
36,9%; pf 193-195°C. 'H RMN (500 MHz, CDCl3) & 10,75 (br, 1H), 7,96 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 7,83 (s, 1H), 7,47 (d, J =
9,0 Hz, 2H), 7,23 (s, 2H), 3,97 (s, 3H), 3,94 (s, 6H), 2,43 (s, 3H). MS (ESI): calculado para C19H17CIN2O4, 372,1,
encontrado 395,1 [M+Na]*, 370,9 [M-H]. Gradiente de HPLC: Disolvente A (agua) y Disolvente B (metanol): 0-15 min
40-100% de B (gradiente lineal), 15-25 min 100% de B; tr 16,36 min, pureza >99%.

Sintesis de (2-(4-Clorofenil)-1H-imidazol-4-il)(4-fluorofenil)metanona (12fb) (Figura 8).

—{ )

HN

Q

A una disolucion de (2-(4-clorofenil)-1-(fenilsulfonil)-1H-imidazol-4-il)(4-fluorofenil)metanona (11fb, 440 mg, 1,0
mmoles) en THF (12,0 mL) se afiadid fluoruro de tetrabutilamonio 1,0 M (2,0 mL, 2,0 mmoles) y se agitd toda la
noche. La mezcla de reaccién se diluyé mediante 20 mL de disolucion (acuosa) de NaHCO3; saturada y se extrajo
por acetato de etilo (60 mL). La fase organica se secd sobre sulfato de magnesio y se concentré. El residuo se
recristalizé desde agua y metanol para dar un solido blanco. Rendimiento: 83,7%.

Caracterizacion fisicoquimica de compuestos e intermedios de aril-benzoil-imidazol

Compuesto Caracterizacion fisicoquimica

2-fenil-1H-imidazol (9a) Rendimiento: 36,8 %. '"H RMN (500 MHz, DMSO-ds) & 12,52 (br, 1
H), 7,95 (d,J=7,0Hz, 2 H), 7,44 (t, J=7,5Hz, 2H), 7,34 (t, J=7,0
Hz, 1H), 7,25-7,27 m, 1 H), 7,04 - 7.07 (m, 1 H). MS (ESI): calculado
para CgHgN», 144,1, encontrado 167,1 [M + NaJ*.

2-(4-fluorofenil)-1H-imidazol (9b) Rendimiento: 56,5 %. '"H RMN (300 MHz, DMSO-ds) & 12,46 (br, 1
H), 7,94-7,99 (m, 2 H), 7,24-7,30 (m, 2 H), 7,00- 7,03 (m, 2 H). MS
(ESI): calculado para CgH7FN,, 162,1, encontrado 163 [M + H],
160,6 [M - H]-.

2-(4-metoxifenil)-1H-imidazol (9c) Rendimiento: 22,2 %. '"H RMN (500 MHz, CDCl3) & 7,80 (d, J = 10,0
Hz, 2 H), 7,15 (s, 2 H), 3,86 (s, 3 H). MS (ESI): calculado para
C10H10N20, 174,1, encontrado 175 [M + H]*, 172,8 [M - HJ..

2-(p-tolil)-1H-imidazol (9d) Rendimiento: 36,1 %. '"H RMN (500 MHz, CDCls) 8 7,64 (d, J= 7,5
Hz, 2 H), 7,16 (d, J= 7,5 Hz, 2 H), 7,12 (s, 1 H), 7,02 (s, 1 H). MS
(ESI): calculado para CigH1gN2, 158,1, encontrado 159,0 [M + HJ,
156,8 [M - H]-.

2-(3,4,5-trimetoxifenil)-1H-imidazol (9e) Rendimiento: 26,0%. 'H RMN (500 MHz, CDCl3) & 7,26 (s, 2 H), 7,08
(d, J=1,5Hz, 2 H), 3,86 (s, 3 H), 3,82 (s, 6 H). MS (ESI): calculado
para C12H14N203, 234,1, encontrado 234,9 [M + HJ*.

2-(4-clorofenil)-1H-imidazol (9f) Rendimiento: 19,8 %. '"H RMN (500 MHz, DMSO-ds) & 13,60 (br, 1
H), 7,94 (d, J= 8,5 Hz, 2 H), 7,51 (d, J = 8,0 Hz, 2 H), 7,27 (s, 1 H),
7,03 (s, 1 H). MS (ESI): calculado para CgH7CIN2, 178,0, encontrado
178,9 [M + HJ*.
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4-(1H-imidazol-2-il)-N,N-dimetilanilina (9g)

Rendimiento: 16,5 %. '"H RMN (300 MHz, CDCl3) & 7,70 (dd, J= 7,0
Hz, 2,0 Hz, 2 H), 7,10 (s, 2 H), 6,75 (dd, J = 9,0 Hz, 2,0 Hz, 2 H), 3,02
(s, 6 H). MS (ESI): calculado para C11H13N3, 187,1, encontrado 187,9
[M + HJ*, 185,8 [M - HJ-.

2-(3,4-dimetoxifenil)-1H-imidazol (9h)

Rendimiento: 22,0 %. "H RMN (500 MHz, CDCls) 8 7,52 (d, J= 1,5
Hz, 1 H), 7,27-7,28 (m, 1 H), 7,14 (s, 2 H), 6,88 (d, J = 8,0 Hz, 1 H),
3,91 (s, 3 H), 3,87 (s, 3 H). MS (ESI): calculado para C41H12N20»,
204,1, encontrado 205,1 [M + H]*, 202,8 [M - HJ..

2-(2-(trifluorometil)fenil)-1H-imidazol (9i)

Rendimiento: 25,5 %. '"H RMN (500 MHz, DMSO-de) & 12,31 (br, 1
H), 7,84 (d,J=8,0Hz, 1 H), 7,76 (t, J=8,0Hz, 1 H), 7,65 (t, J=7,5
Hz, 1 H), 7,16 (br, 2 H). MS (ESI): calculado para C1oH7F3N2, 212,1,
encontrado 212,9 [M + H]*, 210,7 [M - HJ..

2-(4-(benciloxi)fenil)-1H-imidazol (9j)

Rendimiento: 12,1 %. "H RMN (500 MHz, CDCls) & 7,77 (d, J= 8,5
Hz, 2 H), 7,36-7,47 (m, 5 H), 7,10-7,18 (m, 2 H), 7,06 (d, J =9,0 Hz, 2
H), 5,13 (s, 2 H). MS (ESI): calculado para CigH14N20, 250,1,
encontrado 251,1 [M + H]*, 248,8 [M - H]J..

2-(4-Bromofenil)-1H-imidazol (9l)

Rendimiento: 19,5%. 'H RMN (300 MHz, CDCl3) & 12,59 (s, 1 H),
7,87 (d, J=8,1Hz, 2 H), 7,64 (d, J = 8,1 Hz, 1 H), 7,27 (s, 1 H), 7,04
(s, 1 H). MS (ESI) calculado para CgH7BrN, 222,0, encontrado 222,8
[M + HJ".

2-(4-(Trifluorometil)fenil)-1H-imidazol (9p)

Rendimiento: 26,2 %; '"H RMN (500 MHz, CDCIs) & 8,03 (d, J= 8,0
Hz, 2 H), 7,66 (d, J = 8,0 Hz, 2 H), 7,25 (s, 2 H). MS (ESI) calculado
para C1oH7F3N» 212,1, encontrado 213,1 [M + H]*

2-(4-nitrofenil)-1H-imidazol (9x)

Rendimiento: 53,7 %. '"H RMN (500 MHz, DMSO-ds) & 12,97 (br, 1
H), 8,32 (d, J=9,0 Hz, 2 H), 8,17 (d, J = 9,0 Hz, 2 H), 7,42 (s, 1 H),
7,17 (s, 1H). MS (ESI): calculado para CoH;N3O,, 189,1, encontrado
189,9 [M + H]*, 187,8 [M - H]~.

2-fenil-1-(fenilsulfonil)-1H-imidazol (10a)

Rendimiento: 50,3 %. 'H RMN (500 MHz, CDCl3) & 7,64-7,67 (m, 1
H), 7,56 (t, J= 9,0 Hz, 1 H), 7,32-7,48 (m, 9 H), 7,12-7,16 (m, 1 H).
MS (ESI): calculado para C15H12N20-S, 284,1, encontrado 307,1 [M +
NaJ*.

2-(4-fluorofenil)-1-(fenilsulfonil)-1H-imidazol
(10b)

Rendimiento: 56,9 %. '"H RMN (500 MHz, CDCls) & 7,66 (d, J= 2,0
Hz, 1 H), 7,58 (t, J= 10,0 Hz, 1 H), 7,36-7,42 (m, 6 H), 7,12 (d, J =
2,0 Hz, 1 H), 7,06 (t, J= 10,0 Hz, 2 H). MS (ESI): calculado para
C1sH11FN20,S, 302,1, encontrado 300,8 [M - HJ.

2-(4-metoxifenil)-1-(fenilsulfonil)-1H-imidazol
(10c)

Rendimiento: 40,9 %. '"H RMN (500 MHz, CDCls) & 7,62 (d, J= 5,0
Hz, 1 H), 7,56 (it, J= 15,0 Hz, 5,0 Hz, 1 H), 7,32-7,43 (m, 6 H), 7,10
(d, J=5,0 Hz, 1 H), 6,88 (dt, J = 16,0 Hz, 6,0 Hz, 2 H), 3,87 (s; 3 H).
MS (ESI): calculado para C1sH14N203S, 314,1, encontrado 337,1 [M +
Na]*, 312,9 [M - HJ..

1-(fenilsulfonil)-2-(p-tolil)-1H-imidazol (10d)

Rendimiento: 46,6%. '"H RMN (500 MHz, CDClz) & 7,63 (d, J= 1,0
Hz, 1 H), 7,55 (t, J= 8,0 Hz, 1 H), 7,42 (d, J= 8,0 Hz, 2 H), 7,35
(t,J=7,5Hz, 2 H), 7,27-7,29 (m, 2 H), 7,16 (d, J= 7,5 Hz, 2 H), 7,10
(s, 1 H), 2,41 (s, 3 H). MS (ESI): calculado para C1sH14N202S, 298,1,
encontrado 321,1 [M + Na]*.

1-(fenilsulfonil)-2-(3,4,5-trimetoxifenil)-1H-
imidazol (10e)

Rendimiento: 55,7%. '"H RMN (500 MHz, CDCls) & 7,68 (d, J= 1,5
Hz, 1 H), 7,55 (t, J= 7,0 Hz, 1 H), 7,42 (d,J= 7,5 Hz, 2 H), 7,35
(t,J=8,5Hz, 2H), 7,11 (d, J=1,5Hz, 2 H), 6,60 (s, 1 H), 3,90 (s, 3
H), 3,79 (s, 6 H). MS (ESI): calculado para C1gH1gN2OsS, 374,1,
encontrado 397,1 [M + NaJ*.

2-(4-clorofenil)-1-(fenilsulfonil)-1H-imidazol
(10f)

Rendimiento: 54,9%. '"H NMR (500 MHz, CDClz) & 7,65 (d, J= 2,0
Hz, 1 H), 7,58 (t, J= 7,5 Hz, 1 H), 7,43 (d, J= 8,5 Hz, 2 H), 7,38
(t, J=8,0 Hz, 2 H), 7,34-7,36 (m, 4 H), 7,12 (d, J= 1,5 Hz, 1 H). MS
(ESI): calculado para C15H11CIN20-S, 318,0, encontrado 341,0 [M +
Na]J*.

N, N-dimetil-4-(1-(fenilsulfonil )-1 H-imidazol-2-
il) anilina (10g)

Rendimiento: 48,3%. '"H RMN (300 MHz, CDClz) & 7,59 (d, J= 2,0
Hz, 1 H), 7,55 (t, J = 8,0 Hz, 1 H), 7,45 (d, J = 7,5 Hz, 2 H), 7,28-7,38
(m, 4 H), 7,07 (d, J=2,0 Hz, 1 H), 6,68 (d, J = 8,5 Hz, 2 H), 3,04 (s, 3
H). MS (ESI): calculado para C17H17N30.S, 327,10, encontrado 350,0
[M + Na]*, 325,9 [M - HT..
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4-(1-((4-Metoxifenil)sulfonil)-1H-imidazol-2-
il)-N, N-dimetilanilina (10gb)

Rendimiento: 61,5 %. '"H RMN (500 MHz, CDCl3) & 7,58 (d, J= 1
Hz, 1 H), 7,36 (t, J= 8,43 Hz, 4 H), 7,03 — 7,09 (m, 1 H), 6,80 (d, J
9,0 Hz, 2 H), 6,69 (d, J = 8,8 Hz, 2 H), 3,84 (s, 3 H), 3,05 (s, 6 H). M
(ESI): calculado para C47H17N3O2S, 327,1, encontrado 358,2 [M
NaJ*.

5
S
+

2-(3,4-dimetoxifenil)-1-(fenilsulfonil)-1H-
imidazol (10h)

Rendimiento: 60,3%. '"H RMN (500 MHz, CDCls) & 7,64 (d, J= 7,0
Hz, 1 H), 7,55 (t, J=7,5 Hz, 1 H), 7,40 (dd, J = 8,5 Hz, 1,5 Hz, 2 H),
7,35 (t, J= 8,0 Hz, 2H), 7,09 (d, J = 2,0 Hz, 1 H), 7,02 (dd, J = 8,0 Hz,
2,0 Hz, 1 H), 6,89 (d, J= 1,5 Hz, 1 H), 6,86 (d, J = 8,0 Hz, 1 H), 3,95
(s, 3 H), 3,81 (s, 3 H). MS (ESI): calculado para Ci7H1sN204S,
344,10, encontrado 367,0 [M + NaJ*.

1-(fenilsulfonil}-2-(2-(trifluorometil )fenil)-1 H-
imidazol (10i)

Rendimiento: 58,6%. '"H RMN (500 MHz, CDCl;) & 7,64-7,67 (m, 2
H), 7,61-7,63 (m, 3 H), 7,40-7,46 (m, 5 H), 7,16 (d, J= 1,5 Hz, 1 H).
MS (ESI): calculado para C1gH11F3N202S, 352,10, encontrado 353,1
[M + HJ".

2-(4-(benciloxi)fenil)-1-(fenilsulfonil)-1H-
imidazol (10j)

Rendimiento: 62,0%; pf 102 - 104°C. '"H RMN (500 MHz, CDCls) &
7,56 (d, J= 1,0 Hz, 1 H), 7,46 (t, J= 8,0 Hz, 1 H), 7,20-7,40 (m, 11
H), 7,03 (d, J= 1,0 Hz, 1H), 6,89 (t, J= 8,0 Hz, 2 H), 5,08 (s, 2 H).
MS (ESI): calculado para C32H1sN203S, 390,10, encontrado 413,1 [M
+ Nal]*. HPLC2: {r18,22 min, pureza 95,9%.

2-(4-Bromofenil)-1-(fenilsulfonil)-1H-
imidazol (10la)

Rendimiento: 61,2%. '"H RMN (500 MHz, CDClz) & 7,71 (d, J= 2,0
Hz, 1 H), 7,64 (t, J= 7,0 Hz, 1 H), 7,57 (d, J= 9,0 Hz, 2 H), 7,49
(d,J=7,0Hz,2H),7,45(t, J=9,0 Hz, 2 H), 7,34 (d, J = 8,5 Hz, 2 H),
7,18 (d, J= 1,5 Hz, 1 H). MS (ESI) calculado para C15H11BrN2O>S
362,0, encontrado 363,0 [M + HJ*.

1-(Fenilsulfonil)-2-(4-(trifluorometil)fenil)-1H-
imidazol (10p)

Rendimiento: 36,7 %; '"H RMN (500 MHz, CDCls) & 7,75 (d, J= 2,0
Hz, 1 H), 7,69 (d, J= 8,0 Hz, 2 H), 7,65 (t, J= 8,0 Hz, 1 H), 7,60
(d, J=8,0Hz,2H), 7,48 (d, J=7,5Hz, 2 H), 7,43 (t, J = 8,0 Hz, 2 H),
7,22 (d, J= 2,0 Hz, 1 H). MS (ESI) calculado para CisH11F3N20,S
352,1, encontrada 553,1 [M + H]*

2-(4-nitrofenil)-1-(fenilsulfonil }-1H-imidazol
(10x)

Rendimiento: 50%; pf 145 - 147°C. '"H RMN (500 MHz, DMSO-ds) &
8,28 (d, J=8,5 Hz, 2 H), 8,03 (d, J=1,5Hz, 1 H), 7,78 (t, J= 7,5 Hz,
1 H), 7,64-7,68 (m, 4H), 7,60 (t, J= 8,0 Hz, 2 H), 7,30 (d, J = 1,5 Hz,
1 H). MS (ESI): calculada para C1sH11N304S, 329,10, encontrado
352,0 [M + NaJ*, 327,9 [M - H]". HPLC2: tr 14,87 min, pureza 98,8%.

(4-metoxifenil)(2-fenil-1-(fenilsulfonil)-1H-
imidazol-4-il)metanona (11ab)

Rendimiento: 26,3%; pf 118 - 120°C. 'H RMN (500 MHz, DMSO-ds) &
8,37 (d, J=1,0 Hz, 1 H), 8,15-8,18 (m, 2 H), 8,12 (d, J = 9,0 Hz, 2 H),
7,56-7,64 (m, 5 H), 7,46-7,50 (m, 3 H), 7,16 (d, J = 8,0 Hz, 2 H), 3,90
(s, 3 H). MS (ESI): calculado para C23H1sN204S, 418,10, encontrado
419,1 [M + H]*. HPLC2: tr 17,72 min, pureza 95,7%.

(3-metoxifenil)(2-fenil-1-(fenilsulfonil)-1H-
imidazol-4-il)metanona (11ac)

Rendimiento: 31,2%; pf 136 - 138°C. '"H RMN (500 MHz, CDCls) &
8,35 (s, 1 H), 7,86 (d, J=8,0 Hz, 1 H), 7,72 (s, 1 H), 7,60 (t, J= 7,5
Hz, 1 H), 7,51 (t, J = 7,5 Hz, 1 H), 7,35-7,42 (m, 9H), 7,14 (dd, J = 8,0
Hz, 2,0 Hz, 1 H), 3,88 (s, 3 H). MS (ESI): calculado para
C23H1sN204S, 418,10, encontrado 419,1 [M + H]*. HPLC2: tr 17,72
min, pureza 95,7%.

(2-fenil-1-(fenilsulfonil )-1H-imidazol-4-il)(p-
tolil)metanona (11ah)

Rendimiento: 28,9%; pf 108 - 110°C. '"H RMN (500 MHz, CDCls) &
8,00 (d, J=7,5Hz, 2 H), 7,98 (q, J = 8,0 Hz, 1,5 Hz, 2 H), 7,91 (d, J=
8,0 Hz, 1 H), 7,81 (s, 1 H), 7,44-7,48 (m, 3 H), 7,35-7,40 (m, 2 H),
7,30 (t, J= 8,0 Hz, 2 H), 7,20 (s, 2 H), 2,42 (s, 3 H). MS (ESI):
calculado para Cz3H1sN203S, 402,10, encontrado 403,1 [M + H]*.
HPLC2: tr 16,06 min, pureza 96,2%.

(4-fluorofenil)(2-fenil-1-(fenilsulfonil)-1H-
imidazol-4-il)metanona (11af)

Rendimiento: 25,4%; pf 114 - 116°C. '"H RMN (500 MHz, CDCls) &
8,10 (9, J=3,5Hz,55Hz,2H),7,88(d, J=7,5Hz, 2 H), 7,67 (t, J=
7,5Hz, 1 H), 7,48 - 7,54 (m, 3 H), 7,38 - 7,41 (m, 5 H), 7,24 (t, J=
8,5 Hz, 2 H). MS (ESI): calculada para CzH1sFN2O3S, 406,10,
encontrado 429,1 [M + Na]*. HPLC2: tr 15,43 min, pureza 96,1%.

(3-fluorofenil)(2-fenil-1-(fenilsulfonil)-1H-
imidazol-4-il)metanona (11ag)

Rendimiento: 18,3%; pf 102 - 104°C. '"H RMN (500 MHz, CDCls) &
8,14 (d,J=7,5Hz, 1 H), 7,76 — 7,87 (m, 3 H), 7,74 (d, J= 9,0 Hz, 1
H), 7,37 — 7,57 (m, 10 H), 7,38 — 7,41 (m, 5 H), 7,24 (t, J= 8,5 Hz, 2
H). MS (ESI): calculado para CxH1sFN203S, 406,10, encontrado
429,1 [M + Na]*. HPLC2: tr 15,75 min, pureza 96,5%.
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(4-fluorofenil)(2-(4-metoxifenil)-1-
(fenilsulfonil)-1H-imidazol-4-il)metanona
(11cb)

Rendimiento: 23,5%; pf 135 - 137°C. '"H RMN (500 MHz, CDCls) &
8,00 (d, J= 5,5 Hz, 2 H), 7,74 — 7,76 (m, 2 H), 7,54-7,58 (m, 1 H),
7,40 (d, J= 7,0 Hz, 2 H), 7,28-7,30 (m, 3 H), 7,14 — 7,16 (m, 2 H),
6,80-6,82 (m, 2 H), 3,80 (s, 3 H). MS (ESI): calculado para
Ca3H17FN204S, 436,10, encontrado 459,0 [M + Nal*, 434,9 [M - HJ-.
HPLC2: tr 16,53 min, Pureza 96,1%.

(1-(fenilsulfonil)-2-(p-tolil)-1H-imidazol-4-
i)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (11da)

Rendimiento: 33,8%; '"H RMN (500 MHz, CDCIlz) & 8,00 (d, J= 8,0
Hz, 2H), 7,70 (t, J=7,5Hz, 1 H), 7,55 (t, J= 8,0 Hz, 2 H), 7,44 (s, 2
H), 7,34 (s, 2H), 7,31 (d, J= 8,0 Hz, 2 H), 7,21 (d, J = 8,0 Hz, 2 H),
4,00 (s, 3 H), 3,98 (s, 6 H). MS (ESI): calculado para C2sH24N206S,
492,14, encontrado 515,2 [M + Na]J".

(4-fluorofenil)(1-(fenilsulfonil)-2-(p-tolil }-1H-
imidazol-4-il)metanona (11db)

Rendimiento: 18,6%; pf 142 - 144°C. '"H RMN (500 MHz, CDCls) &
8,07 (9, J=8,5Hz,55Hz,2H),7,88(d, J=7,5Hz, 2H), 7,64 (t, J=
8,0 Hz, 1 H), 7,49 (d, J= 8,0 Hz, 2 H), 7,38 (s, 1H), 7,30 (d, J= 8,0
Hz, 2 H), 7,18 — 7,24 (m, 4 H), 2,43 (s, 3 H). MS (ESI): calculado para
Ca3H17FN203S, 420,10, encontrado 443,0 [M + Nal*, 418,9 [M - HJ-.
HPLC2: tr 17,28 min, pureza 97,3%.

(1-(fenilsulfonil)-2-(3,4,5-trimetoxifenil)-1H-
imidazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona
(11ea)

Rendimiento: 21,1%; pf 135 - 137°C. '"H RMN (500 MHz, CDCls) &
7,91(d, J=8,0Hz,2H),7,65( J=75Hz, 1H),751(t J=8,0Hz 2
H), 7,44 (s, 1 H), 7,34 (s, 2 H), 6,60 (s, 2 H), 3,98 (s, 3 H), 3,96 (s, 6
H), 391 (s, 3 H), 3,73 (s, 6 H). MS (ESI): calculado para
CasH28N20gS, 568,2, encontrado 569,2 [M + H]*. HPLCI: tr 17,86 min,
pureza 98,9%.

(4-fluorofenil)(1-(fenilsulfonil)-2-(3,4,5-
trimetoxifenil)-1H-imidazol-4-il)metanona
(11eb)

Rendimiento: 18,8%; pf 135 - 137°C. '"H RMN (500 MHz, CDCls) &
8,11 (g, J =5,5 Hz, 3,0 Hz, 1 H), 8,00 -8,03 (m, 1 H), 7,82 (d, J=7,5
Hz, 1 H), 7,78 (s, 1 H), 7,64 (t, J=7,0 Hz, 1 H), 7,48 (t, J=8,0 Hz, 1
H), 7,42 (s, 1 H), 7,21 — 7,26 (m, 4 H), 6,62 (s, 1 H), 3,98 (s, 3 H),
3,96 (s, 6 H), 3,93 (s, 3 H). MS (ESI): calculado para CzsH21FN206S,
496,10, encontrado 497,1 [M + H]*. HPLC2: tr 15,26 min, pureza
98%.

(2-(4-clorofenil)-1-(fenilsulfonil)-1H-imidazol-
4-il)(4-fluorofenil)metanona (11fb)

Rendimiento: 36,8%; pf 153 - 155°C. '"H RMN (500 MHz, CDCls) &
8,06 (q,J=5,5 Hz, 3,0 Hz, 2 H), 7,89 (d,J=7,5 Hz, 2 H), 7,68
(t, J=8,0 Hz, 1 H), 7,52 (t, J= 8,0 Hz, 2 H), 7,34-7,38 (m, 5H), 7,23
(t, J =8,5 Hz, 2 H). MS (ESI): calculado para C3;H14CIFN2O3S, 440,0,
encontrado 463,0 [M + Na]*. HPLC2: tr 17,72 min, pureza 97,38%.

(2-(4-(dimetilamino)fenil)-1-(fenilsulfonil)-1H-
imidazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona
(11ga)

Rendimiento: 32,2%; pf 157 - 159°C. '"H RMN (500 MHz, CDCls) &
7,89 (d, J=8,0 Hz, 2 H), 7,62 (t, J =7,5 Hz, 1 H), 7,48 (t, J=8,0 Hz, 2
H), 7,43 (s, 1 H), 7,32 (d, J =8,5 Hz, 2 H), 7,30 (s, 2H), 6,62 (d, J =9,0
Hz, 2 H), 3,97 (s, 3 H), 3,95 (s, 6 H), 3,05 (s, 6 H). MS (ESI):
calculado para Cy7H27N306S, 521,2, encontrado 544,1 [M + Na]*,
519,8 [M - H]. HPLC2: tr 16,00 min, pureza 97,9%.

(2-(4-(dimetilamino)fenil)-1-(fenilsulfonil)-1H-
imidazol-4-il)(4-fluorofenil)metanona (11gb)

Rendimiento: 38,5%; pf 125 - 127°C. '"H RMN (500 MHz, CDCls) &
8,04 (q,J=55 Hz, 3,5Hz, 2 H), 7,80 (d,J=7,5 Hz, 2 H), 7,61
(t, J=8,0 Hz, 1 H), 7,45 (t, J=8,0 Hz, 2 H), 7,39 (s, 1 H), 7,35
(d, J=9,0 Hz, 2 H), 7,21 (t, J =8,5 Hz, 2 H), 6,62 (d, J =9,0 Hz, 2 H),
3,05 (s, 6 H). MS (ESI): calculado para Ca2sH20FN303S, 449,10,
encontrado 472,1 [M + NaJ*, 447,9 [M - H]. HPLC2: {r 16,85 min,
pureza 96,5%.

(2-(3,4-dimetoxifenil)-1-(fenilsulfonil)-1H-
imidazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona
(11ha)

Rendimiento: 28,6%; pf 136 - 138°C. '"H RMN (300 MHz, CDCls) &
7,92 (dd, J=8,5 Hz, 1,5 Hz, 2 H), 7,66 (t,J=7,5 Hz, 2 H), 7,51
(t, J=7,5Hz, 2 H), 7,43 (s, 1 H), 7,33 (s, 2 H), 7,02 (dd, J =8,0 Hz,
2,0 Hz, 1 H), 6,91 (d, J =2,0 Hz, 1 H), 6,86 (d, J=8,5 Hz, 1 H), 3,98
(s, 3 H), 3,96 (s, 9 H), 3,77 (s, 3 H). MS (ESI): calculado para
C27H26N20sS, 538,10, encontrado 561,1 [M + Na]*, 536,8 [M - HJ.
HPLC2: tr 14,67 min, pureza 98,2%.

(2-(3,4-dimetoxifenil)-1-(fenilsulfonil)-1H-
imidazol-4-il)(4-fluorofenil)metanona (11hb)

Rendimiento: 31,9%; pf 144 - 145°C. '"H RMN (300 MHz, CDCls) &
8,09 (q,J=5,5 Hz, 3,5 Hz, 2 H), 7,81 (d, J=8,0 Hz, 2 H), 7,62
(t, J=7,5Hz, 2 H), 7,48 (t, J=7,5 Hz, 2 H), 7,40 (s, 1 H), 7,21-7,25
(m, 2 H), 7,04 (dd, J=8,0 Hz, 2,0 Hz, 1 H), 6,92 (d, J=2,0 Hz, 1 H),
6,86 (d, J=8,5 Hz, 1 H), 3,96 (s, 3 H), 3,79 (s, 6 H). MS (ESI):
calculada para Cz4H19FN2Os5S, 466,10, encontrado 489,1 [M + Nal*,
464,8 [M - H). HPLC2: {g 15,52 min, pureza 97,4%.
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(1-(fenilsulfonil)-2-(2-(trifluorometil)fenil)-1H-
imidazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona
(11ia)

Rendimiento: 25,0%; pf 155 - 157°C. 'H RMN (500 MHz, DMSO-ds) &
7,91 (d, J=8,0 Hz, 1 H), 7,84 (q, J=7,5 Hz, 5,0 Hz, 2 H), 7,77-7,80
(m, 2 H), 7,75 (s, 2 H), 7,66 (t, J=8,0 Hz, 2 H), 7,56 (d, J =7,5 Hz, 1
H), 7,18 (s, 2 H), 3,87 (s, 6 H), 3,81 (s, 3 H). MS (ESI): calculado
para CysH21F3N206S, 546,10, encontrado 569,0 [M + Na]*. HPLC2: {r
16,16 min, pureza 98,9%.

(1-(fenilsulfonil)-2-(2-(trifluorometil)fenil)-1H-
imidazol-4-il)(4-fluorofenil)metanona (11ib)

Rendimiento: 25,0%; pf 151 - 153°C. '"H RMN (500 MHz, CDCls) &
8,03 (q,J=5,5 Hz, 3,0 Hz, 2 H), 7,90 (d, J=8,0 Hz, 2 H), 7,80
(d, J=8,0 Hz, 1 H), 7,69 (q, J=7,0 Hz, 6,5 Hz, 2 H), 7,61 (t, J =8,0
Hz, 1 H), 7,52 (t, J=8,0 Hz, 2 H), 7,34 — 7,36 (m, 2 H), 7,23 (t, J =8,5
Hz, 2 H). MS (ESI): calculado para Ca3H14FsN20O3S, 474,10,
encontrado 497,0 [M + Na]*. HPLC2: tz 16,80 min, pureza 98,2%.

(2-(4-(benciloxi)fenil)-1-(fenilsulfonil)-1H-
imidazol-4-il)(4-fluorofenil)metanona (11jb)

Rendimiento: 22,3,0%; pf 149 - 151°C. '"H RMN (500 MHz, CDCl3) &
8,09 (q, J=5,5 Hz, 3,5 Hz, 2 H), 7,82 (d, J=7,5 Hz, 2 H), 7,63 (t, 7,5
Hz, 1 H), 7,36-7,50 (m, 10 H), 7,25 (t, J =8,5 Hz, 2 H), 6,98 (d, J =8,0
Hz, 2 H), 5,17 (s, 2 H). MS (ESI): calculado para CagH21FN2O4S,
512,10, encontrado 535,0 [M + Na]*. HPLC2: tr 18,35 min, pureza
95,1%.

(2-(4-bromofenil)-1-(fenilsulfonil)-1H-
imidazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona
(111a)

Rendimiento: 32,6% "H RMN (500 MHz, CDCls) & 8,06 (d, J = 8,0 Hz,
2H),7,88(d,J=8,5Hz 1H), 7,77 (t, J=7,0 Hz, 1 H), 7,54-7,63 (m,
4 H), 7,31-7,36 (m, 4 H), 4,04 (s, 3 H), 4,01 (s, 6 H). MS (ESI)
calculado para CysH21BrN2OsS 556,0, encontrado 557,0 [M + HJ*.

(1-(fenilsulfonil)-2-(4-(trifluorometil)fenil)-1H-
imidazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona
(11pa)

Rendimiento: 36,7%; '"H RMN (500 MHz, CDCl3) & 8,06 (d, J= 7,5
Hz, 2 H), 7,78 (t, J= 8,0 Hz, 1 H), 7,72 (d, J= 8,0 Hz, 2 H), 7,62
(d, J=8,0Hz,2H),7,59(d,J=28,0Hz 2H), 7,50 (s, 1H), 7,37 (s, 2
H), 4,04 (s, 3 H), 402 (s, 6 H). MS (ESI) calculado para
Ca6H21F3N206S 546,1, encontrado 547,1 [M+H]".

(2-(4-(dimetilamino)fenil)-1-((4-
metoxifenil)sulfonil)-1H-imidazol-4-il)(3,4,5-
trimetoxifenil)metanona (11gaa)

Rendimiento: 34,1%; pf 147-149°C. 'H RMN (500 MHz, CDCIl3) &
8,07(q, J=8,5Hz,55Hz,2H),7,78 (d, J=9,0Hz,2H),7,41(d, J =
8,5 Hz, 2 H), 7,39 (s, 1 H), 7,23 (t, J= 8,5 Hz, 2 H), 6,91 (d, J=9,0
Hz, 2 H), 6,68 (d, J= 9,0 Hz, 2 H), 3,89 (s, 3 H), 3,08 (s, 3 H). MS
(ESI) calculado para CzsH29N307S 551,2, encontrado 573,1 [M +
Na]*. HPLC2: tg 18,6 min, pureza 96,9%.

(2-fenil-1H-imidazol-4-il)(3,4,5-
trimetoxifenil)metanona (12aa)

Rendimiento: 10,1 %; pf 227-229°C. '"H RMN (500 MHz, CDCl;) &
8,0-8,03 (m, 2 H), 7,83 (s, 1 H), 7,34-7,38 (m, 3 H), 7,21 (s, 2 H), 3,90
(s, 3 H), 3,84 (s, 6 H). MS (ESI): calculado para C19H1sN20, 338,1,
encontrado 337,1 [M - H HPLC2: {r 14,19 min, pureza 96,3%.

(4-metoxifenil)(2-fenil-1H-imidazol-4-
illmetanona (12ab)

Rendimiento: 16,6%; pf 179 - 181°C. '"H RMN (500 MHz, CDCls) &
11,1 (br, 1 H), 8,07-8,10 (m, 2 H), 8,04 (d, J= 8,5 Hz, 2 H), 7,84
(d, J=1,0Hz, 1 H), 7,49-7,51 (m, 3 H), 7,07 (d, J = 9,0 Hz, 2 H), 3,95
(s, 3 H). MS (ESI): calculado para C17H14N20O>, 278,10, encontrado
279,0 [M + H]*. HPLC1: tr 15,14 min, pureza > 99%.

(3-metoxifenil)(2-fenil-1H-imidazol-4-
il)metanona (12ac)

Rendimiento: 22,5 %; pf 160 - 162°C. '"H RMN (500 MHz, CDCl3) &
11,2 (br, 1 H), 8,10-8,12 (m, 2 H), 7,87 (d, J= 1,0 Hz, 1 H), 7,61
(d,J=75Hz, 1H),748 -7,52 (m, 5H), 7,21 (dd, J= 2,5 Hz, 8,5
Hz, 1 H), 3,91 (s, 3 H). MS (ESI): calculado para C17H14N202, 278,10,
encontrado 279,0 [M + H]*. HPLC2: tz 15,07 min, pureza > 99%.

(3,5-dimetoxifenil)(2-fenil-1H-imidazol-4-
illmetanona (12ad)

Rendimiento: 26,2%; pf 168 - 170°C. '"H RMN (500 MHz, CDCls) &
8,04-8,06 (m, 2 H), 7,88 (s, 1 H), 7,50-7,52 (m, 3 H), 7,15 (d, J= 2,0
Hz, 2 H), 6,75 (t, J = 1,0 Hz, 1 H), 3,89 (s, 6 H). MS (ESI): calculado
para C4gH1sN203, 308,10, encontrado 331,1 [M + NaJ*, 306,9 [M - HJ.
HPLC2: tr 15,59 min, pureza > 99%.

(3,4-dimetoxifenil)(2-fenil-1H-imidazol-4-
illmetanona (12ae)

Rendimiento: 18,6%; pf 162 - 164°C. '"H RMN (500 MHz, CDCls) &
10,9 (br, 1 H), 8,05 (dd, J = 1,5 Hz, 8,0 Hz, 2 H), 7,86 (d, J= 1,5 Hz,
1 H), 7,74 (dd, J= 2,0 Hz, 8,5 Hz, 1 H), 7,56 (d, J= 2,0 Hz, 1 H),
7,50-7,52 (m, 3 H), 7,04 (d, J= 8,5 Hz, 1 H), 4,03 (s, 3 H), 3,99 (s, 3
H). MS (ESI): calculada para C1gH16N20O3, 308,10, encontrado 331,1
[M + NaJ*, 306,9 [M - H]". HPLC2: tg 13,54 min, pureza > 99%.

(4-fluorofenil)(2-fenil-1H-imidazol-4-
illmetanona (12af)

Rendimiento: 30,2%; pf 231 - 233°C. '"H RMN (500 MHz, CDCls) &
10,6 (br, 1 H), 8,02-8,05 (m, 4 H), 7,81 (d, J = 1,0 Hz, 1 H), 7,51-7,54
(m, 3 H), 7,27 (t, J= 85 Hz, 2 H). MS (ESI): calculado para
C16H11FN2O, 266,10, encontrado 267,0 [M +H]*, 264,8 [M - HJ.
HPLC1: tr 15,37 min, pureza 98,9%.
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(3-fluorofenil)(2-fenil-1H-imidazol-4-
il)metanona (12ag)

Rendimiento: 23,4%; pf 212 - 214°C. '"H RMN (500 MHz, CDCls) &
8,05 (dd, J=1,5Hz, 7,5 Hz, 2 H), 7,86 (s, 1 H), 7,84 (d, J=7,0 Hz, 1
H), 7,74 (d, J = 8,5 Hz, 1 H), 7,52-7,58 (m, 4 H), 7,37 (dt, J =2,0 Hz,
6,0 Hz, 1 H). MS (ESI): calculado para CisH11FN2O, 266,10,
encontrado 267,0 [M + H]*, 264,8 [M - H]. HPLC1: tr 15,29 min,
pureza > 99%.

(2-fenil-1H-imidazol-4-il)(p-toli)metanona
(12ah)

Rendimiento: 15,6%; pf 225 - 227°C. '"H RMN (500 MHz, CDCls) &
11,1 (br, 1H), 8,08 (d, J= 7,5 Hz, 2 H), 7,93 (d, J=9,0 Hz, 2 H), 7,84
(s, 1 H), 7,48-7,52 (m, 3 H), 7,38 (d, J = 10,0 Hz, 2 H), 2,50 (s, 3 H).
MS (ESI): calculado para C47H14N2O, 262,10, encontrado 263,0 [M
+H]*, 260,8 [M - H]. HPLC2: {r 15,86 min, pureza 98,7%.

(2-fenil-1H-imidazol-4-il)(m-tolil)metanona
(12ai)

Rendimiento: 20,5%; pf 168 - 169°C. '"H RMN (500 MHz, CDCls) &
11,0 (br, 1 H), 8,09-8,11 (m, 2 H), 7,84 (d, J = 1,5 Hz, 1 H), 7,81-7,82
(m, 2 H), 7,47-7,52 (m, 5 H), 2,50 (s, 3 H). MS (ESI): calculado para
C17H14N20, 262,10, encontrado 285,0 [M +Na]*, 260,8 [M - HJ-.
HPLC2: tr 15,89 min, pureza > 99%.

(2-(4-fluorofenil)-1H-imidazol-4-il)(3,4,5-
trimetoxifenil)metanona (12ba)

Rendimiento: 12,2%. pf 176 - 178°C. '"H RMN (500 MHz, CDCls) &
10,72 (br, 1 H), 8,02 (q, J= 5,0 Hz, 2 H), 7,84 (s, 1 H), 7,19 (t, J=
10,0 Hz, 2 H), 4,00 (s, 6 H), 3,97 (s, 3 H). MS (ESI): calculado para
C19H17FN204, 356,10, encontrado 379,1 [M + Na]+, 354,9 [M - H]J.
HPLC1: tr 17,23 min, pureza > 99%

(2-(4-metoxifenil)-1H-imidazol-4-il)(3,4,5-
trimetoxifenil)metanona (12ca)

Rendimiento: 10,2%; pf 220 - 222°C. '"H RMN (300 MHz, CDCls) &
10,24 (br, 1H), 7,93 (d, J = 14,5 Hz, 2 H), 7,81 (s, 1H), 7,24 (s, 2 H),
7,03 (d, J= 14,5 Hz, 2 H), 3,97 (s, 3 H), 3,95 (s, 6 H), 3,90 (s, 3 H).
MS (ESI): calculado para CoH20N2Os, 368,10, encontrado 391,0 [M +
NaJ*, 367,0 [M - H]. HPLC2: tr 14,46 min, pureza 98,4%.

(4-fluorofenil)(2-(4-metoxifenil)-1H-imidazol-
4-il)metanona (12cb)

Rendimiento: 15,2%; pf 245 - 247°C. '"H RMN (500 MHz, CDCls) &
10,20 (br, 1 H), 7,93-7,96 (m, 2 H), 7,85 (d, J = 5,0 Hz, 2 H), 7,68 (s,
1 H), 7,15-7,17 (m, 2 H), 6,95 (d, J = 6,0 Hz, 2 H), 3,82 (s, 3 H). MS
(ESI): calculado para C47H13FN20, 296,10, encontrado 319,1 [M +
NaJ*, 294,9 [M - H]. HPLC2: tr 15,40 min, pureza 98,8%.

(2-(p-tolil)-1H-imidazol-4-il)(3,4,5-
trimetoxifenil)metanona (12da)

Rendimiento: 48,5%; pf 201 - 203°C. '"H RMN (500 MHz, CDCls) &
10,40 (br, 1H), 7,88 (d, J= 8,0 Hz, 2 H), 7,82 (s, 1 H), 7,31 (d, J= 8,0
Hz, 2 H), 7,24 (s, 2 H), 3,96 (s, 3 H), 3,94 (s, 6 H), 2,43 (s, 3 H). MS
(ESI): calculado para CyoH20N204, 352,10, encontrado 375,2 [M +
Na]*. HPLC2: tr 15,45 min, pureza 97,4%.

(4-fluorofenil)(2-(p-tolil)-1H-imidazol-4-
illmetanona (12db)

Rendimiento: 56,3%; pf 229 - 231°C. '"H RMN (500 MHz, CDCls) &
10,50 (br, 1 H), 7,99-8,02 (m, 2 H), 7,88 (d, J= 8,0 Hz, 2 H), 7,60
(d, J=1,0Hz, 1H), 7,30 (d, J=8,0 Hz, 2 H), 7,23 (t, J = 9,0 Hz, 2 H),
2,43 (s, 3 H). MS (ESI): calculado para Ci47H13FN2O, 280,10,
encontrado 281,0 [M + H]*, 278,9 [M - H]. HPLC2: tr 16,31 min,
pureza > 99%.

(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil )(2-(p-tolil)-1H-
imidazol-4-il)metanona (12dc)

Rendimiento: 56,8%; pf 220-222°C. 'H RMN (500 MHz, CDCIl3) &
8,02 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,91 (s, 1H), 7,39 (s, 2H), 7,28 (d, J= 7,5
Hz, 2H), 4,00 (s, 6H), 2,44 (s, 3H). MS (ESI) calculado para
C19H1sFN204 338,1, encontrado 339,1 [M + H]*. HPLC1: tr 3,91 min,
pureza > 99%.

(3,4,5-trimetoxifenil)(2-(3,4,5-trimetoxifenil)-
1H-imidazol-4-il)metanona (12ea)

Rendimiento: 86,8%; pf 196 - 198°C. 'H RMN (500 MHz, DMSO-ds) &
13,3 (br, 0,47 H), 13,50 (br, 0,52 H), 8,19 (s, 0,49 H), 7,90 (s, 1 H),
7,83 (s, 0,5H),7,59 (s, 1H), 7,40 (s, 1 H), 7,18 (s, 1 H), 3,89 (s, 6 H),
3,86 (s, 6 H), 3,77 (s, 3 H), 3,72 (s, 3 H). MS (ESI): calculada para
C22H24N207, 428,2, encontrado 451,1 [M + Na]*, 426,9 [M - HJ.
HPLC2: tr 14,49 min, pureza > 99%.

(4-fluorofenil)(2-(3,4,5-trimetoxifenil)-1H-
imidazol-4-il)metanona (12eb)

Rendimiento: 90,2%; pf 153 - 155°C. '"H RMN (500 MHz, CDCls) &
10,42 (br, 1 H), 8,00 (q, J = 5,5 Hz, 3,0 Hz, 2 H), 7,76 (s, 1 H), 7,23
(t, J= 8,5 Hz, 2 H), 7,19 (s, 2 H), 3,94 (s, 3 H), 3,92 (s, 3 H). MS
(ESI): calculado para Ci9H17FN20O4, 356,1, encontrado 379,0 [M +
NaJ*, 354,9 [M - H]. HPLC2: tr 15,31 min, pureza > 99%.

(2-(4-clorofenil)-1H-imidazol-4-il)(3,4,5-
trimetoxifenil)metanona (12fa)

Rendimiento: 36,9%; pf 193 - 195°C. '"H RMN (500 MHz, CDCls) &
10,75 (br, 1 H), 7,96 (d, J= 8,5 Hz, 2 H), 7,83 (s, 1 H), 7,47 (d, J=
9,0 Hz, 2 H), 7,23 (s, 2 H), 3,97 (s, 3 H), 3,94 (s, 6 H), 2,43 (s, 3 H).
MS (ESI): calculado para C1gH17CIN2O4, 372,1, encontrado 395,1 [M
+ Nal*, 370,9 [M - H]". HPLC2: tr 16,36 min, pureza > 99%.
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(2-(4-clorofenil)-1H-imidazol-4-il)(4-
fluorofenil)metanona (12fb)

Rendimiento: 83,7%; pf 232 — 234°C. '"H RMN (500 MHz, CDCl;) &
10,78 (br, 1 H), 8,00 (q, J = 5,5 Hz, 3,0 Hz, 2 H), 7,96 (d, J= 9,0 Hz,
2H),7,78(s,1H),7,47 (d, J=8,0Hz, 2 H), 7,24 (t, J= 8,5 Hz, 2 H).
MS (ESI): calculado para C4sH1oCIFN2O, 300,1, encontrado 323,0 [M
+ Nal*, 298,8 [M-H]". HPLC2: tr 17,08 min, pureza > 99%.

(2-(4-clorofenil)-1H-imidazol-4-il)(4-hidroxi-
3,5-dimetoxifenil)metanona (12fc)

Rendimiento: 80,2%; pf 216-218°C. '"H RMN (500 MHz, CDs0D) &
8,06 (d, J=8,5Hz, 2 H), 7,99 (s, 1 H), 7,61 (d, J= 8,0 Hz, 2 H), 7,52
(s, 2 H), 4,01 (s, 6 H). MS (ESI) calculado para C1gH15CIN2O4 358,1,
encontrado 359,1 [M + H]*. HPLC2: tg 4,12 min, pureza > 99%.

(2-(4-(dimetilamino)fenil)-1H-imidazol-4-
i)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (12ga)

Rendimiento: 91,2%; pf 195 - 197°C. '"H RMN (500 MHz, CDCls) &
10,39 (br, 1 H), 7,87 (d, J= 8,5 Hz, 2 H), 7,80 (s, 1 H), 7,23 (s, 2 H),
6,75(d, J =9,0 Hz, 2 H), 3,95 (s, 3 H), 3,94 (s, 6 H), 3,05 (s, 6 H). MS
(ESI): calculado para Cz1H23N3O4, 381,2, encontrado 404,2 [M +
Na]J*, 380,0 [M - H]. HPLC2: tr 15,20 min, pureza 95,8%.

(2-(4-(dimetilamino)fenil)-1H-imidazol-4-il)(4-
fluorofenil)metanona (12gb)

Rendimiento: 86,7%; pf 278 - 280°C. '"H RMN (500 MHz, CDCls) &
10,21 (br, 1 H), 7,98 (q, J = 5,0 Hz, 3,5 Hz, 2 H), 7,84 (d, J = 8,5 Hz,
2 H), 7,72 (s, 1 H), 7,20 (t, J= 8,5 Hz, 2 H), 6,76 (t, J = 9,0 Hz, 2 H),
3,06 (s, 6 H). MS (ESI): calculado para CisHisFN3O, 309,1,
encontrado 332,1 [M + NaJ]*, 307,9 [M-H]. HPLC2: tr 16,06 min,
pureza 95,6%.

(2-(3,4-dimetoxifenil)-1H-imidazol-4-il)(3,4,5-
trimetoxifenil)metanona (12ha)

Rendimiento: 85,0%; pf 100 - 102°C. '"H RMN (500 MHz, CDCls) &
10,19 (br, 1 H), 7,81 (s, 1 H), 7,58 (d, J= 1,5 Hz, 1 H), 7,48 (d, J=
8,0 Hz, 1 H), 7,25 (s, 2 H), 6,97 (d, J= 8,5 Hz, 1 H), 4,00 (s, 3 H),
3,96 (s, 6 H), 3,95 (s, 6 H). MS (ESI): calculado para Cz1H22N20Os,
398,2, encontrado 399,1 [M + HJ*, 397,0 [M - H]. HPLC2: tr 13,73
min, pureza > 99%.

(2-(3,4-dimetoxifenil)-1H-imidazol-4-il)(4-
fluorofenil)metanona (12hb)

Rendimiento: 78,3%; pf 174 - 176°C. '"H RMN (500 MHz, CDCls) &
8,02 (t, J=9,0Hz, 2 H), 7,75 (s, 1 H), 7,57 (s, 1 H), 7,48 (d, J= 8,5
Hz, 1 H), 7,23 (t, J= 8,5 Hz, 2 H), 6,95 (d, J = 8,5 Hz, 1 H), 3,99 (s, 3
H), 3,96 (s, 3 H). MS (ESI): calculado para CigH1sFN2O3, 326,1,
encontrado 349,0 [M + Na]* 324,9 [M - H]. HPLC2: tr 14,65 min,
pureza > 99%.

(2-(2-(trifluorometil )fenil)-1H-imidazol-4-
i)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (12ia)

Rendimiento: 83,8%; pf 75 - 77°C. '"H RMN (500 MHz, CDCl3) &
10,37 (br, 1 H), 8,00-8,02 (m, 1 H), 7,87 (s, 1 H), 7,82-7,85 (m, 1 H),
7,69-7,74 (m, 1 H), 7,62-7,66 (m, 1 H), 7,25 (s, 2 H), 3,99 (s, 3 H),
3,98 (s, 6 H). MS (ESI): calculada para CzH17F3N204, 406,1,
encontrado 429,1 [M + NaJ*, 405,0 [M-H]. HPLC2: tr 13,98 min,
pureza > 99%.

(4-fluorofenil)(2-(2-(trifluorometil )fenil)-1H-
imidazol-4-il)metanona (12ib)

Rendimiento: 91,1%; pf 152 - 154°C. '"H RMN (500 MHz, CDCls) &
8,12-8,14 (m, 2 H), 7,97 (d, J= 7,5 Hz, 1 H), 7,82-7,85 (m, 2 H), 7,69
(t,J=75Hz 1H),7,61( J=8,0Hz 1H),722(t J=9,0 Hz, 2 H).
MS (ESI): calculado para C17H10F4N20, 334,1, encontrado 357,1 [M +
NaJ*, 332,9 [M-H]. HPLC2: tr 15,10 min, pureza > 99%.

(2-(4-(benciloxi)fenil)-1H-imidazol-4-il)(3,4,5-
trimetoxifenil)metanona (12ja)

Rendimiento: 16,5%; pf 191 - 193°C. '"H RMN (500 MHz, CDCls) &
10,22 (br, 1 H), 7,93 (d, J = 9,0 Hz, 2 H), 7,81 (s, 1 H), 7,37-7,47 (m,
5H), 7,24 (s, 2 H), 7,11 (d, J= 8,5 Hz, 2 H), 5,16 (s, 2 H), 3,97 (s, 3
H), 3,95 (s, 6 H). MS (ESI): calculado para CzsH2:4N20s, 4442,
encontrado 467,1 [M + NaJ*, 442,9 [M - HJ. HPLC2: {r 17,36 min,
pureza 95,5%.

(2-(4-(benciloxi)fenil)-1H-imidazol-4-il)(4-
fluorofenil)metanona (12jb)

Rendimiento: 84,7%; pf 212 - 214°C. '"H RMN (300 MHz, CDCls) &
10,28 (br, 1 H), 799-8,04 (m, 2 H), 7,92-7,95 (m, 2 H), 7,76 (d, J= 1,5
Hz, 1 H), 7,38-7,48 (m, 5 H), 7,20-7,25 (m, 2 H), 7,09-7,12 (m, 2 H),
5,16 (s, 2 H). MS (ESI): calculado para Cy3H1i7FN2O,, 3721,
encontrado 395,1 [M + Na]*. HPLC2: tr 17,97 min, pureza 97,8%.

(2-(4-hidroxifenil)-1H-imidazol-4-il)(3,4,5-
trimetoxifenil)metanona (12ka)

Rendimiento: 72,3%. pf 191-193°C. '"H RMN (500 MHz, CDs;0D) &
8,31 (s, 1 H), 7,90 (d, J= 8,5 Hz, 2 H), 7,31 (s, 2 H), 7,05 (s, 2 H),
3,95 (s, 6 H), 3,88 (s, 3 H). MS (ESI): calculado para C9H1gN20Os,
354,1, encontrado 355,1 [M + HJ*, 352,9 [M - H]. HPLC2: tr 12,25
min, pureza 98,7%.

(2-(4-(hidroxifenil)-1H-imidazol-4-il)(4-
fluorofenil)metanona (12kb)

Rendimiento: 89,0%; pf 276 - 278°C. '"H RMN (500 MHz, CDCls) &
8,31 (s, 1 H), 8,13 (q, J=5,5Hz, 3,0 Hz, 2 H), 7,93 (d, J= 8,5 Hz, 2
H), 7,38 (t, J= 8,5 Hz, 2 H), 7,07 (d, J= 8,5 Hz, 2 H). MS (ESI):
calculado para CisH11FN2O2, 282,1, encontrado 283,0 [M + H]*,
280,9 [M - H]. HPLC2: {g 13,46 min, pureza 97,65%.
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(2-(4-bromofenil)-1H-imidazol-4-il)(3,4,5- Rendimiento: 25,6%; pf 190-192°C. '"H RMN (500 MHz, CDCl3) &
trimetoxifenil)metanona (12la) 7,99 (d, J=8,5Hz, 2 H),7,92(s,1H),7,70 (d, J= 8,5 Hz, 2 H), 7,32

(s, 2 H), 4,03 (s, 3 H), 4,00 (s, 6 H). MS (ESI) calculado para
C19H17 BrN2O4 416,0, encontrado 417,0 [M + H]*. HPLC2: tr 4,24
min, pureza 98,8%.

(2-(4-(trifluorometil )fenil)-1H-imidazol-4- Rendimiento: 85,3%; pf 195 - 196°C. '"H RMN (500 MHz, CDCl3) &
i)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (12pa) 8,22 (d, J=8,5Hz,2H), 7,96 (s, 1H),7,83(d, J=85Hz,2H), 7,34
(s, 2 H), 4,04 (s, 3 H), 400 (s, 6 H). MS (ESI) calculado para
CoH17F3N204 406,1; encontrado 407,1 [M + H]*, HPLC2: tr 18,00
min, pureza >99%.

(2-fenil-1H-imidazol-1-il)(3,4,5- Rendimiento: 39,8%; pf 113 - 115°C. '"H RMN (500 MHz, CDCls) &
trimetoxifenil)metanona (12aaa) 7,53 (q, J=5,0 Hz, 3,0 Hz, 2 H), 7,41 (d, J= 1,0 Hz, 1 H), 7,33-7,35
(m, 3H),7,23(d, J=1,0Hz, 1 H), 7,03 (s, 2 H), 3,93 (s, 3 H), 3,85 (s,
6 H). MS (ESI): calculado para C19H1gN204, 338,1, encontrado 339,1
[M +H]*. HPLC2: tr 13,8 min, pureza 95,6%.

(4-metoxifenil)(2-fenil)-1H-imidazol-1- Rendimiento: 56,3%; pf 68 - 70°C. 'H RMN (500 MHz, CDCl3) & 7,78
illmetanona (12aba) (d, J= 9,0 Hz, 2 H), 7,54-7,56 (m, 2 H), 7,32-7,34 (m, 4 H), 7,21
(d, J=1,0Hz, 1 H),6,93 (d, J=8,5Hz, 2 H), 3,90 (s, 3 H). MS (ESI):
calculado para C47H14N20>, 278,1, encontrado 301,0 [M +Na]*, 276,8
[M - HJ. HPLC2: tr 14,72 min, pureza 95,7%.

Sal de HCI de (4-fluorofenil)(2-(p-tolil)-1H- | Rendimiento: 95%; pf 115 - 117°C. '"H RMN (500 MHz, DMSO-ds) &
imidazol-4-il)metanona (12db-HCI) 8,20-8,23 (m, 2 H), 8,18 (s, 1 H), 8,04 (d, J=6,5Hz, 2 H), 7,42 (t, J =
8,0 Hz, 2 H), 7,37 (d,J= 7,0 Hz, 2 H), 2,38 (s, 3 H). MS (ESI):
calculado para C47H14FCIN2O, 316,1, encontrado 281,0 [M - HCI +
H]*. HPLC2: tr 17,16 min, pureza >99%.

(4-fluorofenil)(2-(4-metoxifenil)-1-metil-1H- Rendimiento: 90,2%; pf 148-150°C. 'H RMN (500 MHz, CDCls) &
imidazol-4-il)metanona (12cba) 8,45 (q,J=8,5Hz,55Hz, 2H),7,79 (s, 1 H), 7,63 (d, J=8,5 Hz, 2
H), 7,16 (t, J= 8,5 Hz, 2 H), 7,03 (d, J= 9,0 Hz, 2 H), 3,89 (s, 3 H),
3,82 (s, 3 H). MS (ESI) calculado para CigHis FN2O> 310,1,
encontrado 311,0 [M + H]*. HPLC2: tg 4,01 min, pureza 97,6%.

(1-bencil-2-(p-tolil)-1H-imidazol-4-il)(3,4,5- Rendimiento: 92,8%; pf 135-137°C. '"H RMN (500 MHz, CDCls)
trimetoxifenil)metanona (12daa) 7,81 (s,1H),7,80(d,J=6,5Hz,2H),7,58(d, J=8,0Hz, 2 H), 7,41-
7,45 (m, 3 H), 7,31-7,33 (m, 2 H), 7,20 (d, J= 7,0 Hz, 2 H), 5,33 (s, 2
H), 3,99 (s, 3 H), 3,98 (s, 6 H), 2,47 (s, 3 H). MS (ESI) calculado para
C27H26N204 442,2, encontrado 443,1 [M + Na]*. HPLCI: tr 4,28 min,
pureza > 99%.

(1-metil-2-(p-tolil)-1H-imidazol-4-il)(3,4,5- Rendimiento: 87,4%; pf 110-112°C. '"H RMN (500 MHz, CDCl3) &
trimetoxifenil)metanona (12dab) 7,87 (s, 2 H), 7,86 (d, J=8,0 Hz, 1 H), 7,65 (d, J= 10 Hz, 2 H), 7,37
(d, J =10 Hz, 2 H), 4,01 (s, 6 H), 4,00 (s, 3 H), 3,90 (s, 3 H). MS
(ESI) calculado para C;1H22N204 366,2, encontrado 367,2 [M + H]".
HPLCI: tr 4,23 min, pureza > 99%.

(2-(4-(dimetilamino)fenil)-1-((4- Rendimiento: 34,1%; pf 147-149°C. 'H RMN (CDCls. 500 MHz) &
metoxifenil)sulfonil)-1H-imidazol-4-il)(4- 8,07 (q, J=8,5Hz,55Hz,2H),7,78 (d,J=9,0 Hz,2 H), 7,41 (d, J
fluorofenil)metanona (12gba) =8,5Hz,2H),7,39(s,1H), 7,23 (t, J=8,5Hz, 2 H), 6,91 (d, J=9,0

Hz, 2 H), 6,68 (d, J= 9,0 Hz, 2 H), 3,89 (s, 3 H), 3,08 (s, 3 H). MS
(ESI) calculado para CasH22FN304S 479,1, encontrado 502,1 [M +
Na]*. HPLC2: tg 18,6 min, pureza 96,9%.

(3,4,5-trihidroxifenil)(2-(3,4,5-trihidroxifenil)- Rendimiento: 66,1%. pf 294 - 296°C. '"H RMN (500 MHz, CDs0D) &
1H-imidazol-4-il)metanona (13ea) 8,07 (s, 1 H), 7,07 (s, 2 H), 7,02 (s, 2 H). MS (ESI): calculado para
C16H12N207, 344,1, encontrado 345,0 [M + H]*, 342,9 [M - HJ.
HPLC2: tr 3,62 min, pureza 97,9%.

(2-(4-clorofenil)-1H-imidazol-4-il)(3,4,5- Rendimiento: 79,3%; pf > 300°C. '"H RMN (500 MHz, CD3OD) & 8,02
trihidroxifenil)metanona (13fa) (d,J=8,5Hz,2H), 7,77 (s, 1H), 7,54 (d, J=8,5Hz, 2 H), 7,14 (s, 2
H). MS (ESI): calculado para C1sH11CIN2O4, 330,0, encontrado 331,1
[M + Nal*, 328,9 [M - H]. HPLC2: tgr 11,9 min, pureza 95,6%.

(2-(3,4-dihidroxifenil)-1H-imidazol-4-il)(3,4,5- | Rendimiento: 62,2%; pf > 300°C. 'H RMN (500 MHz, CDs0D) & 8,11
trihidroxifenil)metanona (13ha) (s, 1H), 7,46 (d, J=2,0Hz, 1 H), 7,42 (dd, J = 8,5 Hz, 2,0 Hz, 1 H),
7,10 (s, 2 H), 7,02 (d, J= 8,5 Hz, 1 H). MS (ESI): calculado para
C16H12N20s, 328,1, encontrado 329,0 [M + H]*, 326,9 [M - HJ.
HPLC2: tr 3,64 min, pureza 97,9%.

2-(4-nitrofenil)-4,5-dihidro-1H-imidazol (14x) | Rendimiento: 70,3%. 'H RMN (500 MHz, CDCls) & 8,30 (d, J= 9,0
Hz, 2 H), 7,98 (d, J= 8,5 Hz, 2 H), 3,88-3,95 (m, 4 H). MS (ESlI):
calculado para Cg9HgN3O2, 191,10, encontrado 191,9 [M + H]*, 189,7
[M - HJ.

56




10

15

20

25

30

35

40

ES 2718 637 T3

Compuesto Caracterizacion fisicoquimica

2-(4-fluorofenil)4,5-dihidro-1H-imidazol (14b) | Rendimiento: 60,2%. 'H RMN (500 MHz, CDCls) & 7,80 (q, J= 7,0
Hz, 2 H), 7,11 (d, J= 10,0 Hz, 2 H), 3,82 (br, 4 H). MS (ESI):
calculado para CgHgFN2, 164,10, encontrado 165 [M + HJ*.

2-(4-metoxifenil)-4,5-dihidro-1H-imidazol Rendimiento: 56,9%. '"H RMN (500 MHz, CDCls) & 7,84 (d, J= 8,5
(14c) Hz, 2 H), 6,94 (d, J= 9,0 Hz, 2 H), 3,87 (s, 3 H), 3,85 (br, 4 H). MS
(ESI): calculado para C1oH12N20, 176,10, encontrado 177,0 [M + H]*.

Ejemplo de referencia 6
Sintesis de compuestos de indolil-benzoil-imidazol seleccionados

La sintesis de 15xaa se esboza en la Figura 12. Esta ruta se disefié de forma original para la sintesis de 12xa, pero
la no selectividad de la benzoilacién en las posiciones indol-2 e imidazol-4 dio por resultado la formacién de 15xaa,
que es un analogo estrechamente relacionado pero mas voluminoso de 11xaa. El indol-5-carboxaldehido 8x se
protegié mediante un grupo fenilsulfonilo en el NH indol para proporcionar el intermedio 8xa. El 8xa se hizo
reaccionar con glioxal e hidroxido de amonio para generar el 2-aril-imidazol 9xa. La proteccion del NH de imidazol
con fenilsulfonilo dio el intermedio 10xaa que se acoplé con cloruro de 3,4,5-trimetoxibenzoilo para producir 16xaa.
La eliminacion del grupo protector de 16xaa proporcion6 15xaa.

Sintesis de 1-(fenilsulfonil)-1H-indol-5-carbaldehido (8xa). A una disolucion de indol-3-carboxaldehido (100 mmoles)
en etanol (500 mL) a temperatura ambiente se afiadié hidroxido de potasio (110 equiv), la mezcla se agité hasta la
solubilizacion total. El etanol se eliminé completamente al vacio y se afiadié acetona (250 mL) seguido por cloruro de
bencenosulfonilo (110 equiv). El precipitado se filtrd y el filtrado se concentrd y se recristalizd desde metanol para
dar un solido blanco. Rendimiento: 32,6% 'H RMN (500 MHz, CDCls) & 10,17 (s, 1H), 8,25-8,39 (m, 2H), 7,97-8,09
(m, 3H), 7,69 (t, J = 7,33 Hz, 1H), 7,59 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 7,39-7,54 (m, 2H). MS (ESI) calculado para C1sH11NO3S
285,1, encontrado 286,0 [M+H]".

Sintesis de (5-(4-(3,4,5-trimetoxibenzoil)-1H-imidazol-2-il)-1H-indol-2-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (15xaa): A una
disolucion  de  (1-(fenilsulfonil)-2-(1-(fenilsulfonil)-2-(3,4,5-trimetoxibenzoil)-1 H-indol-5-il)-1 H-imidazol-4-il)(3,4,5-
trimetoxifenil)metanona (16xaa) (1 mmol) en etanol (20 mL) se afiadié hidroxido sédico (10 equiv) y se agitd toda la
noche en oscuridad. La mezcla de reaccion se diluyé en 50 mL de agua y se extrajo por acetato de etilo (250 mL).
La fase organica se secO sobre sulfato de magnesio y se concentré. El residuo se purificé por cromatografia de
columna rapida (hexano:acetato de etilo 3:1) o recristalizd desde agua y metanol para dar un solido blanco.
Rendimiento: 30-95%.

5-(1H-Imidazol-2-il)-1-(fenilsulfonil)-1H-indol (9xa). Rendimiento: 12,0%. 'H RMN (500 MHz, DMSO-dg) & 8,33 (d, J =
2,9 Hz, 2H), 8,13 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 7,98-8,04 (m, 1H), 7,62-7,67 (m, 1H), 7,55 (d, J = 7,82 Hz, 2H), 7,22-7,34 (m,
4H). MS (ESI) calculado para C17H13N302S 323,1, encontrado 324,0 [M+H]*.

1-(Fenilsulfonil)-5-(1-(fenilsulfonil)-1H-imidazol-2-il)-1H-indol (10xaa). Rendimiento: 23,6%. 'H RMN (500 MHz,
CDCl3) 6 8,01 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,95 (d, J = 7,5 Hz, 2H), 7,73 (d, J = 1,0 Hz, 1H), 7,70 (d, J = 4,0 Hz, 1H), 7,63-
7,66 (m, 2H), 7,52-7,56 (m, 3H), 7,31-7,34 (m, 3H), 7,22 (t, J = 8,5 Hz, 2H), 7,17 (s, 1H), 6,14 (d, J = 3,5 Hz, 1H). MS
(ESI) calculado para C23H17N304S2 463,1, encontrado 464,0 [M+H]*.

(1-(Fenilsulfonil)-2-(1-(fenilsulfonil)-2-(3,4,5-trimetoxibenzoil)-1H-indol-5-il)-1 H-imidazol-4-il)(3,4,5-
trimetoxifenil)metanona (16xaa). Rendimiento: 15,9%. 'H RMN (500 MHz, CDCls) & 8,18-8,25 (m, 3H), 8,04 (d, J =
8,1 Hz, 2H), 7,70-7,78 (m, 2H), 7,61-7,69 (m, 3H), 7,55 (t, J = 7,7 Hz, 3H), 7,50 (s, 1H), 7,38 (s, 2H), 7,34 (s, 2H),
6,94 (s, 1H), 3,99-4,06 (m, 12H), 3,94-3,99 (m, 6H). MS (ESI) calculado para Cs3H37N3012S2 851,2, encontrado 852,1
[M+H]*.

(5-(4-(3,4,5-Trimetoxibenzoil)-1H-imidazol-2-il)-1H-indol-2-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona  (15xaa). Rendimiento:
45,9%; pf 239-241°C. '"H RMN (500 MHz, CDCl3) & 10,45 (s, 1H), 9,44 (s, 1H), 8,41 (s, 1H), 8,04 (d, J = 8,5 Hz, 1H),
7,86 (s, 1H), 7,61 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,29 (s, 2H), 7,26 (s, 2H), 3,99 (s, 3H), 3,95-3,97 (m, 15H). MS (ESI) calculado
para C31H29N30s 571,2, encontrado 572,2 [M+H]*. HPLC2: tr 4,09 min, pureza 96,3%.

Ejemplo de referencia 7

Sintesis de (2-(1H-indol-3-il)-1H-imidazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (17ya) (Figura 13)
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OMe
OMe (17ya)

Sintesis de 1-(fenilsulfonil)-1H-indol-3-carboxaldehido (8ya): A un disolucion de indol-3-carboxaldehido (8y) (100
mmoles) en etanol (500 mL) a TA se afiadié hidroxido de potasio (1,1 equiv.). La mezcla se agit6 hasta la
solubilizacion total. El etanol se elimind completamente al vacio y el residuo se disolvié en acetona (250 mL) seguido
por adicién de cloruro de bencenosulfonilo (1,1 equiv., 110 mmoles). La mezcla de reaccion se agité durante media
hora. El precipitado se filtr6 y el filtrado se concentré y se recristalizé desde metanol para dar un sélido blanco.
Rendimiento: 33%. 'H RMN (500 MHz, CDClz) 8 10,17 (s, 1H), 8,25-8,39 (m, 2H), 7,97-8,09 (m, 3H), 7,69 (t, J = 7,33
Hz, 1H), 7,59 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 7,39-7,54 (m, 2H). MS (ESI) calculado para C1sH11NO3S 285,1, encontrado 286,0
[M+H]*.

Sintesis de 3-(1H-imidazol-2-il)-1-(fenilsulfonil)-1H-indol (9ya): A una disolucion de 1-(fenilsulfonil)-1H-indol-3-
carboxaldehido (8ya) (100 mmoles) en etanol (400 mL) a 0°C se afiadié una disolucién de oxalaldehido al 40%
(glioxal) en agua (1,1 equiv, 110 mmoles) y una disolucion de hidréxido de amonio al 29% en agua (10 equiv, 1000
mmoles). Después de agitar durante 2-3 dias a TA, la mezcla de reaccion se desactivd por agua y se extrajo por
diclorometano. La fase organica se eliminé al vacio y el residuo se sometié a cromatografia de columna rapida con
hexano/acetato de etilo (4:1-2:1) como eluyente para proporcionar el compuesto del titulo como un polvo amarillo.
Rendimiento: 12%. 'H RMN (500 MHz, DMSO-dg) & 8,33 (d, J = 2,9 Hz, 2H), 8,13 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 7,98-8,04 (m,
1H), 7,62-7,67 (m, 1H), 7,55 (d, J = 7,82 Hz, 2H), 7,22-7,34 (m, 4H). MS (ESI) calculado para C17H13N30,S 323,1,
encontrado 324,0 [M+H]".

Sintesis de 1-(fenilsulfonil)-3-(1-(fenilsulfonil)-1H-imidazol-2-il)-1H-indol (10ya): A una disolucién de 3-(1H-imidazol-2-
il)-1-(fenilsulfonil)-1H-indol (9ya) (20 mmoles) en THF anhidro (300 mL) a 0°C se afadié hidruro soédico (60% de
dispersion en aceite mineral, 1,2 equiv.,, 24 mmoles) y se agité durante 20 min. Se afadié cloruro de
bencenosulfonilo (1,2 equiv, 24 mmoles) y la mezcla de reaccion se agité toda la noche. Después de la dilucion por
200 mL de disolucién (acuosa) de NaHCO3 saturada, la mezcla de reaccion se extrajo por acetato de etilo (600 mL).
La fase organica se secO sobre sulfato de magnesio y se concentré. El residuo se purificé por cromatografia de
columna rapida (hexano:acetato de etilo 5:1) para dar un solido blanco. Rendimiento: 40%. 'H RMN (CDCls, 300
MHz) & 8,02-8,08 (m, 4H), 7,72 (d, J = 1,5 Hz, 1H), 7,35-7,60 (m, 8H), 7,23 (d, J = 1,5 Hz, 1H), 7,10-7,16 (m, 3H).
MS (ESI) calculado para C23H17N304S; 463,1, encontrado 486,0 [M+Na]*.

Sintesis de (1-(fenilsulfonil)-2-(1-(fenilsulfonil)-1H-indol-3-il)-1H-imidazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (17yaa): A
una disolucién de 1-(fenilsulfonil)-3-(1-(fenilsulfonil)-1H-imidazol-2-il)-1H-indol (10ya) (5,0 mmoles) en THF anhidro
(100 mL) a -78°C se afiadio terc-butil-litio 1,7 M en pentano (1,2 equiv, 6,0 mmoles) y se agité durante 10 min. Una
disolucion de cloruro de 3,4,5-trimetoxibenzoilo (1,2 equiv., 6,0 mmoles) en THF se afiadié a -78°C y se agité toda la
noche. La mezcla de reaccion se desactivo con 100 mL de disolucién (acuosa) de NaHCO3 saturada y se extrajo por
acetato de etilo (300 mL). La fase organica se seco sobre sulfato de magnesio y se concentrd. El residuo se purificd
por cromatografia de columna rapida (hexano:acetato de etilo 3:1) para dar un sélido blanco. Rendimiento: 30%. 'H
RMN (500 MHz, CDCIs) 6 8,09 (d, J = 10 Hz, 1H), 8,04 (d, J = 10 Hz, 2H), 7,91 (s, 1H), 7,76 (d, J = 5 Hz, 2H), 7,65 (t,
J =10 Hz, 1H), 7,55-7,58 (m, 5H), 7,40 (s, 2H), 7,33-7,36 (m, 3H), 7,25 (t, J = 10 Hz, 1H), 4,05 (s, 3H), 4,03 (s, 6H).
MS (ESI) calculado para Cz3H27N30s 657,0, encontrado 680,1 [M+Na]*.

Sintesis de (2-(1H-indol-3-il)-1H-imidazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (17ya): A una disolucion de (1-
(fenilsulfonil)-2-(1-(fenilsulfonil)-1H-indol-3-il)-1H-imidazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (17yaa) (1 mmol) en
etanol (40 mL) y agua (4 mL) se afiadi6 hidréxido sodico (10 equiv, 10 mmoles) y se agitd toda la noche en condicion
de reflujo en oscuridad. La mezcla de reaccion se diluyé en 50 mL de agua y se extrajo con acetato de etilo (200
mL). La fase organcia se secoé sobre sulfato de magnesio y se concentré. El residuo se purificé por cromatografia de
columna rapida (hexano:acetato de etilo 1:1) para dar un soélido amarillo. Rendimiento: 60%. 'H RMN (500 MHz,
CDs0D) & 8,31 (d, J = 6,5 Hz, 1H), 7,99 (s, 1H), 7,90 (s, 1H), 7,48-7,52 (m, 3H), 7,24-7,28 (m, 2H), 4,00 (s, 6H), 3,93
(s, 3H). MS (ESI) calculado para C21H19N304 377,1, encontrado 400,1 [M+Na]*. Pf 208-210°C.

Ejemplo 8
Sintesis de (2-(1H-indol-5-ilamino)tiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (compuesto 55) (Figura 15).

Una mezcla de 5-nitro-1H-indol (11 g, 67,9 mmoles) y Pd/C (5%, 1 g), disuelto en etanol (50 mL), se hidrogeno
durante 3 h a 275,79 kPa (40 psi). La mezcla de reaccion se filtr6 y el exceso de etanol se evapor6 a presion
reducida. El producto sélido se recristalizd desde hexano para obtener el compuesto puro 5-aminoindol (55-1).
Rendimiento: 92,5%. 'H RMN (500 MHz, CDCl3): & 7,96 (br, 1H), 7,20 (d, 1H), 7,13 (s, 1H), 6,95 (s, 1H), 6,67 (dd,
1H), 6,37 (s, 1H), 3,50 (s, 2H). MS (ESI) m/z 133,0 (M+H)".
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Una disolucion de 5-aminoindol (8 g, 60,6 mmoles) en acetona (150 mL) se hizo reaccionar con benzoilisotiocianato
(9,88 g, 60 mmoles) a TA durante aproximadamente 4 h. El sélido resultante se filtré y se traté con NaOH 2N en THF
(120 mL). La mezcla se puso a reflujo durant aproximadamente 6 h y se dejoé calentar a TA. El disolvente se evaporo
al vacio. El residuo se diluy6 con agua (20 mL) y se neutralizé a pH 7 con HCI 1N. El sdlido resultante se filtré y se
seco al vacié para proporcionar 5-indoliltiourea (55-2). Se disolvieron 5-indolil-tiourea (0,01 moles) y bromopiruvato
de etilo (0,011 moles) en 3 mL de etanol y se dejaron a reflujo durante 2 h. La reaccion se enfrio, el 2-(1H-indol-5-
ilamino)tiazol-4-carboxilato de etilo cristalino (55-3) se recogioé por filtracion y se lavé con etanol. Poner a reflujo la
mezcla de ésteres de etilo con la disolucion de NaOH-etanol dio acido 2-(1H-indol-5-ilamino)tiazol-4-carboxilico (55-
4) que se uso6 directamente en etapas siguientes. A una mezcla del acido en bruto (2,5 mmoles), EDCI (2,9 mmoles),
HOBt (2,6 mmoles) y NMM (5,3 mmoles) en CH.Cl; (30 mL) se afiadié sal de HNCHzOCH3HCI (2,6 mmoles) y la
agitacion continué a TA durante toda la noche. La mezcla de reaccion se diluyd con CH.Cl, (20 mL) y se lavd
secuencialmente con agua, NaHCO3 saturado, salmuera y se seco sobre MgSO,. El disolvente se elimind a presion
reducida para dar un producto en bruto, que se purificé por cromatografia de columna para obtener el compuesto
puro 2-(1H-indol-5-ilamino)-N-metoxi-N-metiltiazol-4-carboxamida (55-5) (45,6% de rendimiento para un total de 5
etapas). A -78°C, a una disolucion de 5-bromo-1,2,3-trimetoxibenceno (1,235 g, 5,0 mmoles) en 30 mL de THF se
cargd n-BuLi en hexano (2,5 N, 2,4 mL, 6 mmoles) bajo proteccion de Ar, y se agité durante 10 min se afiadié amida
de Weinreb (1 mmol) en 10 mL de THF a reactivo de litio y se dejo agitar a TA durante 2 h. La mezcla de reaccion se
desactivd con NH4Cl saturado, se extrajo con etiléter, se secd con MgSO.. El disolvente se elimind a presion
reducida para dar un producto en bruto, que se purificd por cromatografia de columna para obtener compuesto 55
puro (51,7% de rendimiento). '"H RMN (300 MHz, CDCl3) & 8,29 (br, 1H), 7,68 (d, 1H), 7,46 (s, 2H), 7,39 (s, 1H), 7,36
(s, 1H), 7,28-7,26 (m, 1H), 7,15-7,12 (m, 1H), 6,55 (m, 1H), 3,93 (s, 3H), 3,89 (s, 6H). MS (ESI) m/z 432,1 (M+Na)",
408,0 (M-H).

Ejemplo de referencia 9
Sintesis de compuestos de quinolina- e isoquinolina-arilo (Figura 16).

Una serie de compuestos se prepararon por acoplamiento de Suzuki de 7-bromo-1-cloroisoquinolina con varios
acidos arilborodnicos.

Sintesis de 1-cloro-7-(1H-indol-5-il)-isoquinolina (6d) (Figura 16C):

B(OH)z

= P(PPhy)s. KoCOs.
DMF, HEG raflujo 5 h

Una mezcla de 7-bromo-1-cloroisoquinolina (0,50 g, 2,1 mmoles), acido 5-indolborénico (0,40 g, 2,5 mmoles),
tetrakis(trifenilfosfeno)paladio (0,035 g, 0,08 mmoles), carbonato de potasio (2,1 mL, 2 M, 4,1 mmoles), N,N-
dimetilformamida (11 mL) se agité mientras se purgaba el espacio de cabeza con argén durante 30 min. La mezcla
se llevo entonces a reflujo durante 16 h antes de dejarse enfriar a TA. La mezcla se filtré a través de un lecho de gel
de silice, se diluyé con agua (50 mL) y se extrajo con acetato de etilo (50 mL). La fase organica se separé y se lavo
con NaOH (2 x 20 mL, 10% acuoso), agua (5 x 30 mL, hasta que los cambios de refraccion no se vieron mas en la
interfase organica-acuosa) y cloruro de amonio (20 mL, saturado). La fase organica se adsorbié entonces en gel de
silice y se tratd por cromatografia rapida (acetato de etilo/hexanos) para proporcionar 0,14 g (25%) de un solido
amarillo. MS (ESI): calculado para C47H11CIN2, 278,1, encontrado 301,0 [M+Na]*. "H RMN (300 MHz, DMSO-dg) &
6,56-6,58 (m, 1H), 7,44 (t, J = 2,77 Hz, 1H), 7,57-7,59 (m, 2H), 7,93 (m, 1H), 8,04 (s, 1H), 8,13-8,20 (m, 1H), 8,27-
8,31 (m, 2H), 8,43 (m, 1H), 11,25 (brs-1H).

N
H

6d

1,7-Bis-(1H-indol-5-il)-isoquinolina (6b) (Figura 16E):
OH

oo
N

"\N H

Br 7 T o

Cl PA(PPhy)y. KGO0,
DMF, H,0, reflujio 5-18 h

Una mezcla de 7-bromo-1-cloroisoquinolina (0,20 g, 2,1 mmoles), acido 5-indolborénico (0,80 g, 5,0 mmoles),
tetrakis(trifenilfosfeno)paladio (0,19 g, 0,16 mmoles), carbonato de potasio (2,1 mL, 2 M, 4,1 mmoles), N,N-
dimetilformamida (11 mL) se agité mientras se purgaba el espacio de cabeza con argén durante 30 min. La mezcla
se llevo entonces a reflujo durante 16 h antes de dejarse enfriar a TA. La mezcla se filtré a través de un lecho de gel
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de silice, se diluy6 con agua (50 mL), y se extrajo con acetato de etilo (50 mL). La fase organica se separd y se lavo
con NaOH (2 x 20 mL, 10% acuoso), agua (5 x 30 mL, hasta que no se vieron mas cambios de refraccion en la
interfase organica-acuosa) y cloruro de amonio (20 mL, saturado). La fase organica se adsorbié entonces en gel de
silice y se traté por cromatografia rapida (acetato de etilo/hexanos) para proporcionar 0,29 g (39%) de un solido
amarillo. MS (ESI): calculado para CzsH17N3, 359,1, encontrado 360,2 [M+H]* 382,1 [M+Na]*, 358,0 [M-H]. 'H RMN
(500 MHz, DMSO-dg) 6 6,46-6,50 (m, 1H), 6,52-6,59 (m, 1H), 7,34-7,36 (m, 1H), 7,36-7,41 (m, 2H), 7,42-7,52 (m,
3H), 7,58 (d, J = 8,30 Hz, 1H), 7,81 (dd, J = 5,49, 5,00 Hz, 2H), 7,92 (s, 1H), 8,08-8,17 (m, 2H), 8,33 (s, 1H), 8,54 (d,
J=5,61Hz, 1H), 11,18 (br s, 1H), 11,30 (br s, 1H) ppm.

1-(4-Fluoro-fenil)-7-(1H-indol-5-il)-isoquinolina (6¢c) (Figura 16D):

B(QH)2
o Pd({PPhy),. KGO,
= - N + —_—
7 DMF, H;0. reflujo 5h
N - Cl F
H

6d

Una mezcla de 6d (0,20 g, 0,72 mmoles), acido 4-fluorofenilborénico (0,12 g, 0,86 mmoles),
tetrakis(trifenilfosfeno)paladio (0,033 g, 0,03 mmoles), carbonato de potasio (0,72 mL, 2 M, 1,4 mmoles), N,N-
dimetilformamida (22 mL) se agit6 mientras se purgaba el espacio de cabeza con argén durante 30 min. La mezcla
se llevo entonces a reflujo durante 16 h antes de dejarse enfriar a TA. La mezcla se filtré a través de un lecho de gel
de silice, se diluy6 con agua (50 mL), y se extrajo con acetato de etilo (50 mL). La fase organica se separd y se lavo
con NaOH (2 x 20 mL, 10% acuoso), agua (5 x 30 mL, hasta que los cambios de refraccion no se vieron mas en la
interfase organica-acuosa) y cloruro de amonio (20 mL, saturado). La fase organica se adsorbié entonces en gel de
silice y se traté por cromatografia rapida (acetato de etilo/hexanos) para proporcionar 0,038 g (16%) de solido
amarillo. MS (ESI): calculado para Ca3H1sFN2, 338,12, encontrado 339,2 [M+H]* y 361,2 [M+Na]*. '"H RMN (300
MHz, DMSO-ds) & 6,47-6,55 (m, 1H), 6,80 (d, J = 9,16 Hz, 2H), 7,38-7,45 (m, 2H), 7,47-7,62 (m, 3H), 7,72 (d, J =
8,85 Hz, 2H), 7,79-7,96 (m, 3H), 11,18 (br s, 1H).

1,7-Bis-(4-fluoro-fenil)-isoquinolina (40) (Figura 16A)

F40)

MS (ESI): calculado para Cz1H13F2N, 317,10, encontrado 318,1 [M+H]*, 340,1 [M+Na]* y 315,9 [M-H]-. "H RMN (500
MHz, DMSO-ds) & 7,31 (br s, 1H), 7,31-7,37 (m, 2H), 7,39 (br s, 1H), 7,41 (t, J = 8,54 Hz, 2H), 7,72-7,77 (m, 2H),
7,78-7,84 (m, 2H), 7,89 (br s, 1H), 7,90-7,99 (m, 1H), 8,09-8,19 (m, 3H), 8,59 (br s, 1H), 8,60-8,65 (m, 1H).

Sintesis de 7-bromo-1-(4-fluoro-bencenosulfonil)-1,2,3,4-tetrahidroquinolina (43) y 1-(4-fluoro-bencenosulfonil)-7-
(1H-indol-5-il)-1,2,3,4-tetrahidroquinolina (41) (Figura 16B)

f
a Br N 3 O
Br OgS 023

8

7-Bromo-1,2,3,4-tetrahidroquinolina (0,60 g, 2,8 mmoles) se agité con cloruro de 4-fluorofenilsulfonilo (1,65 g, 8,49
mmoles) en piridina (5 mL) a 80°C durante 3 h. La mezcla se enfrid, se concentré y el residuo se cromatografié
(EtOAc/Hexanos en SiOy) para dar 845 mg de un solido marrén (81%) de compuesto 43. C1sH13BrFNO2S 368,98,
encontrado 394,0 [M+Na]* y 367,8 [M-H]-. '"H RMN (500 MHz, CDClz) & 1,58-1,67 (m, 2H), 2,41 (t, J = 6,71 Hz, 2H),
3,72-3,82 (m, 2H), 6,89 (d, J = 8,30 Hz, 1H), 7,08-7,17 (m, 2H), 7,18-7,24 (m, 1H), 7,59-7,68 (m, 2H), 7,92-8,01 (m,
1H).

43 (0,46 g, 1,3 mmoles), acido 5-indolborénico (0,26 g, 1,6 mmoles), tetrakis(trifenilfosfeno)paladio (0,031 g, 0,03
mmoles), carbonato de potasio (1,35 mL, 2 M, 2,7 mmoles) y N, N-dimetilformamida (135 mL) se agitaron mientras se
purgaba el espacio de cabeza con argén durante 30 min. La mezcla se llevd entonces a reflujo durante 16 h antes
de dejarse enfriar a TA. La mezcla se filtré a través de un lecho de gel de silice, se diluy6é con agua (50 mL) y se
extrajo con acetato de etilo (50 mL). La fase organica se separ6 y se lavo con NaOH (2 x 20 mL, 10% acuoso), agua
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(5 x 30 mL, hasta que no se vieron mas cambios de refraccion en la interfase organica-acuosa) y cloruro de amonio
(20 mL, saturado). La fase organica se adsorbié entonces en gel de silice y se traté por cromatografia rapida
(acetato de etilo/hexanos) para proporcionar 0,38 g (77%) de un sélido cristalino blanco de compuesto 41. MS (ESI):
calculado para Ca3H19FN202S, 406,12, encontrado 404,9 [M-H]" y 429,1 [M+Na]*. '"H RMN (500 MHz, DMSO-dg) &
1,56-1,66 (m, 2H), 2,48 (t, J = 6,59 Hz, 2H), 3,76-3,86 (m, 2H), 6,46-6,56 (m, 1H), 7,14 (m, J = 7,81 Hz, 1H), 7,33-
7,37 (m, 1H), 7,38-7,45 (m, 4H), 7,49 (m, J = 8,54 Hz, 1H), 7,66-7,74 (m, 2 H), 7,74-7,81 (m, 1H), 7,85-7,94 (m, 1H),
11,17 (br s, 1H).

7-Bromo-2-(4-fluoro-becenosulfonil)-1,2,3,4-tetrahidro-isoquinolina (42) (Figura 16B)

Rendimiento 23%. C15H13BrFNO,S, 369,0, encontrado 392,0 [M+Na]* y 367,7 [M-H]-. '"H RMN (500 MHz, DMSO-ds)
0 2,75-2,82 (m, 2H), 3,32 (t, J = 6,10 Hz, 2H), 4,24 (s, 2H), 7,07 (d, J = 8,30 Hz, 1H), 7,29-7,37 (m, 1H), 7,37-7,43
(m, 1H), 7,47 (t, J = 8,79 Hz, 2H), 7,87-7,93 (m, 2H).

2-(4-Fluoro-bencenosulfonil)-7-(1H-indol-5-il)-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina (44).

Rendimiento 77%. 'H RMN (500 MHz, DMSO-ds) & 2,84-2,91 (m, 2H), 3,35 (t, J = 5,98 Hz, 2H), 4,30 (s, 2H), 6,44-
6,48 (m, 1H), 7,17 (d, J = 7,81 Hz, 1H), 7,32-7,40 (m, 2H), 7,41-7,51 (m, 3H), 7,75-7,79 (m, 1H), 7,89-7,96 (m, 1H),
11,13 (br s, 1H).

Ejemplo 10
Solubilidad en agua de compuestos de aril-benzoil-imidazol (ABI) (Figura 17)

Determinacion de solubilidad en agua. Para determinar la solubilidad en agua, 1 mg de cada compuesto se
suspendié en 1 mL de agua y se agitdé durante 48 h a temperatura ambiente (TA). La suspension se centrifugd a
10.000 rpm durante 10 min y se filir6 en un filtro de 0,22 uym. Las concentraciones de cada compuesto se midieron
por LC-MS, consistente en un instrumento de HPLC HP S1100 (Agilent, Foster City, CA) y un detector Bruker
ESQUIRE MS con un instrumento de electropulverizado/trampa de iones en modo i6n positivo (Bruker, Fremont,
CA). Para HPLC, se us6 una columna C18 Nova-pak de fase inversa (150 mm x 3,9 mm, Waters, Milford, MA). La
fase movil estaba compuesta por 20:80 en v/v de agua/acetonitrilo. Para MASS, el pico se extrajo a 382 m/z (para
compuestos de imidazol) y 399 m/z (para compuestos de tiazol) respectivamente. La concentracion de cada
compuesto se calculd por area de pico MS segun la siguiente ecuacion de calibrado: y=1,3295x + 114,24 (R? =
1,00). Para hacer la curva estandar (Figura 17) a partir de la que se derivo la ecuacion, se inyectaron 50, 100 pL de
cada 100 pg/mL, 10 ug/mL de compuesto ABI 12ga, y su correspondiente analogo de tiazol, ademas de CA-4 (véase
la Figura 19 para la estructura) en acetonitrilo, en HPLC y se monitorizaron por espectroscopia de masas. La
cantidad (ng) en cada inyeccion se representd de nuevo su area de pico de masa relativa para generar la curva
estandar en la Figura 17.

Los tiempos de retencién de HPLC del compuesto ABI 12ga (1,5 min) se compararon con su correspondiente
analogo de tiazol (2,2 min) usando la fase movil 80/20 de metanol/agua a un caudal de 1 mL/min y una columna de
fase inversa, indicando que el derivado de imidazol era mas hidréfilo que su correspondiente analogo de tiazol. Los
valores logP calculados para el compuseto ABI 12ga y el correspondiente analogo de tiazol fueron aproximadamente
2,9 y 4,4, respectivamente. La solubilidad en agua del compuesto 12ga era 13 ug/mL, o aproximadamente 200
veces mayor que su equivalente de tiazol (72 ng/mL).

Ejemplo 11
Evaluacion biolégica de los compuestos de esta descripcion
Ejemplo 11A: Inhibiciones de crecimiento celular in vitro

Cultivo celular y ensayo de citotoxicidad de cancer de prostata y melanoma. Todas las lineas celulares se obtuvieron
de ATCC (American Type Culture Collection Manassas, VA, EE.UU.), mientras los suministros de cultivo celular se
compraron de Cellgro Mediatech (Herndon, VA, EE.UU.). Se examind la actividad antiproliferativa de nuestros
compuestos de anti-tubulina en cuatro lineas celulares de cancer de prostata humana (LNCaP, DU 145, PC-3 y
PPC-1) y dos lineas celulares de melanoma humano (A375 y WM-164). La linea celular de ovario humano OVCAR-8
y su linea celular resistente que sobre-expresa P-gp (NCI/ADR-RES) se usaron como modelos MDR. Ambas lineas
celulares de ovario se obtuvieron de National Cancer Institutes (NCI). Todas las lineas celulares se probaron y
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autentificaron por ATCC o NCI. Todas las lineas celulares de cancer de prostata y cancer de ovario se cultivaron en
RPMI 1640, suplementados con suero bovino fetal (FBS) al 10%.

Las células de melanoma se cultivaron en DMEM, suplementadas con FBS al 5%, mezcla de antibiético/antimicético
al 1% (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, EE.UU.) e insulina bovina (5 pg/mL; Sigma-Aldrich). El potencial citotdxico
de los compuestos de anti-tubulina se evalué usando el ensayo de sulforodamina B (SRB) después de 96 h de
tratamiento.

Todos los compuestos presentados se evaluaron primero para la citotoxicidad en la linea celular de melanoma de
raton B16-F1, lineas celulares de melanoma humano (A375 y WM-164) y lineas celulares de cancer de prostata
(DU145, PC-3, LNCaP, PPC-1). El compuesto 1h y ABT-751 (E7010, Abbott Laboratories/Eisai Co Ltd), que ha
entrado en la fase Il de estudios clinicos para el tratamiento de pacientes con diferentes canceres, se incluyeron en
los ensayos como ejemplos de agentes de unién al sitio de la colchicina. Los valores Clso para la inhibicion del
crecimiento celular se muestran en las Tablas 1, 2 y 3. Los Unicos compuestos que pertenecen a la invenciéon son
los que caen en el alcance de la formula (XI).

Resultados:

Tabla 1. SAR de compuestos que optimizan el anillo B

Clso £ EEM (nM)

Anillo B
B16-F1 A375 DU 145 PC-3 LNCaP PPC-1
1,3-fenilo 5004200 87+15 178 81 234 85
4,6-pirimidina  >30000 >30000 6900 8300 7000 3700
2,6-piridina 39+12 30114 3313 3212 27+2 25+1
2,5-furano 151124 27+8 35 21 23 20
2,5-tiazol 1250045200 13600+£3800 >10000 >10000 >10000 >10000
2,4-tiofeno 72115 1516 26 12 17 15
1,4-piperidina  >30000 >30000 >20000 >20000 >20000 >20000
2,4-tiazol 55+5 285 7114 211 28+4 4315
3,5-isoxazol >30000 >30000 >10000 >10000 >10000 >10000
36a 2,4-oxazol 600+200 300+100 292 294 310 324
35a 2,4-oxazolina  6500+800 500+100 1200+100  1200+100 1200+100 1100+100
Tabla 2. SAR de compuestos que optimizan conectores carbonilo
o=
e Clae £ EEM (M)
S M o—
Conector
& y
B16-F1 A375 WM-164 DU 145 | PC-3 LNCaP PPC-1
1h C=0 555 285 64+4 71+4 21+1 28+4 4345
2a C=CMe, | 3800+1300 19004800 3700+£1200 | 2650 2470 1390 2040
2b CHOH >30000 >30000 ND >10000 | >10000 | >10000 >10000
2 c-trans | sin-C=C- | 5400+2100 4600+1500 4900+1300 | 2280 890 580 900
CN
2c-cis anti- 12004300 12004400 10004200 ~10000 | ~10000 | 1990 ~10000
C=C-CN
2d-cis sin-C=N- | 2000+800 9004300 ND 1210 1120 1800 872
NH,
2d-trans Anti- 18001700 600+200 ND 1210 1040 1300 966
C=N-
NH,
2e-cis sin-C=N- | 300£100 200+100 ND* 102 120 189 160
OH
2e-trans anti- 11400£2100 | 780011200 ND >10000 | >10000 | >10000 >10000
C=N-OH
2f-cis sin-C=N- | 380011600 2900+£1200 34001800 | >10000 | >10000 | >10000 >10000
OMe
2f-trans Anti- >10000 >10000 >10000 >10000 | >10000 | >10000 >10000
C=N-
OMe
2g CONH >30000 >30000 ND >10000 | >10000 >10000 >10000
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A‘Qa Clso * EEM (nM)
S M o—
Conector
X
B16-F1 A375 WM-164 DU 145 | PC-3 LNCaP PPC-1
2h NHCO >30000 >30000 ND >10000 | >10000 | >10000 >10000
2i Enlace >10000 >10000 >10000 >10000 | >10000 | >10000 >10000
(ninguno
)
2j C=N-CN | 6021 28+12 27413 42+2 27+1 23+2 20+1
3a cis-C=C | 11000+2800 | 46500+23300 | 10600+ >10000 | >10000 | >10000 >10000
5800
3b trans- 32800+£1300 | >10000 30800+ >10000 | >10000 | >10000 >10000
Cc=C 0 12000
4a S 2400+900 1600+400 2000+1200 | >10000 | >10000 | 2300+ 2300+
200 100
4b SO, >10000 >10000 >10000 >10000 | >10000 | >10000 >10000
4c SO >10000 >10000 >10000 >10000 | >10000 | >10000 >10000
4d SO2NH2 | >10000 > 10000 >10000 >10000 | > 10000 | >10000 >10000

*ND = no determinado
Tabla 3. Actividad antiproliferativa de compuestos modificados con solubilidad acuosa mejorada

X
:Q-Qo\ Clso + EEM (M)

S M o Parte A

é B16-F1 A375 DU145 | PC-3 LNCaP PPC-1
58a 4-OTBDMSPh 5001200 | 700:300 | 434:30 | 183224 | 549 24618
2 4-OHPh 110 100 116 87 103 76

62a 2-indolilo 4321 199 32 24 28 28

66a 5-indolilo 25:13 81 13 7 10 8

68a 4-BocNHCH,Ph | 2900400 | 79002500 | 4400 3100 2600 2700

2r 4-NH,CH,Ph 3811 41213 25 80 13 34

25 4-NHMeCH,Ph | >10000 >10000 ~10000 | >10000 | 11480 ~1000

24 4-NMe,CHzPh >10000 >10000 510000 | >10000 | 1025£200 | >10000
5a PhNH 65£12 45:8 70+4 573 511 541
5Hb 4-CH3PhNH ND* ND 351 382 3511 361

5c 4-FPhNH ND ND 631 43+1 4121 37+1

1h Ph 555 2845 71+4 211 284 4315
ABT-751 21274351 | 1111x108 | 839:719 | 786x89 | 658+117 | 701%307

*ND = no determinado

SAR de moléculas de anillo “B” alternativo. La primera serie se dirigié a alternativas al anillo “B” de tiazol. Por
consiguiente, se examind una serie de anillos “B” heterociclicos. Como se muestra en la Tabla 1, las sustituciones
con éxito del tiazol fueron piridina 1c, furano 1d y tiofeno 1f. Las Clsp (12 nM ~ 35 nM frente a células de cancer de
prostata) son cercanas al compuesto 1h de tiazol. Introducir fenilo (1a), oxazolina (35a) y oxazol (36a) mantuvo la
actividad en las centenas de rango nanomolar. Pero la introduccién de pirimidina (1b, Clso: 3,7~8,3 uM), un 2,5-tiazol
invertido y 3,5-isoxazol (1e y 1i, Clso: >10 uM) provoco pérdidas obvias de potencia. La modificacion del anillo “B” al
anillo saturado de piperidina (1g) ademas aboli6 totalmente la actividad (Clso >20 pM).

SAR de conectores alternativos. Los estudios de estabilidad metabdlica hepatica in vitro revelaron que el conector
carbonilo entre los anillos “B” y “C” en compuestos SMART provocé cortas semividas (5-17 min) principalmente
debido a la reduccion de carbonilo. Para bloquear esta reducciéon de cetona al compuesto 2b conector de hidroxilo
inactivo, se modificod el conector carbonilo en la segunda serie de compuestos (Tabla 2). El conector carbonilo se
sustituy6é con dobles enlaces (2a, 3a, y 3b), amidas (2g, 2h), oximas (2e-cis,trans y 2f-cis,trans), hidrazida (2d-cis,
2d-trans), acrilonitrilos (2c-trans, 2c-cis), cianoimina (2j), sulfonilamida (4d), éter de azufre (4a), compuestos de
sulfonilo y sulfinilo (4b, 4c). un compuesto de union directa 2i sin ningun conector entre los anillos “B” y “C” se
preparé también. Entre estas modificaciones de conector, solo la unién cianoimina (2j) mostré un potencial
prometedor (20 ~ 60 nM) en comparacion con el compuesto carbonilo 1h, aunque un estudio de metabolismo in vitro
mostré que la semivida de 2j en el microsoma hepatico humano fue menor de 5 min. Esto sugiri6 que aunque se
bloqued la reduccién de cetona, podia introducir una nueva carga metabdlica en el compuesto 2j. Los pares
isoméricos de compuestos que contienen dobles enlaces, oximas e hidrazidas se separaron. El compuesto 3a se
disefid para simular la estructura de CA-4, (Figura 19) que contiene un cis-C=C entre dos anillos arilo,
desafortunadamente 3a y otros pares isoméricos perdieron actividad después de sustituir el conector C=0. Un
fendmeno interesante es que el sin-isémero de 2e-cis (0,1 ~ 0,3 yM) mostré 10 veces mas actividad que su ant-
isdbmero 2e-trans (>10 uM). La semivida de 2e-cis en el microsoma hepatico humano se extiende a 35 min, mientras
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que las semividas de compuestos 2d pueden prolongarse a 55 min. Pero la actividad reducida (~1 pM) de 2d
también redujo su potencia.

Ejemplo 11B: Solubilidad acuosa de los compuestos de la descripcion

La solubilidad de farmacos se determiné por Placa de filtro de solubilidad Multiscreen (Millipore Corporate, Billerica,
MA) acoplado con LC-MS/MS. Brevemente, 198 puL de tampdn de solucion salina tamponada con fosfato (PBS) (pH
7,4) se cargo6 en una placa de 96 pocillos, y 2 pL de compuestos de prueba 10 mM (en DMSO) se dispensaron y
mezclaron con agitacion suave (200-300 rpm) durante 1,5 h a TA (N = 3). La placa se centrifugdé a 800g durante 5
min, y el filtrado se usé para determinar su concentracion y solubilidad de compuesto de ensayo por LC-MS/MS
como se describe a continuacion.

Introduccion de grupos polares e ionizables en los agentes anti-tubulina. Una limitacion principal de los agentes
SMART es la baja solubilidad acuosa. Se usaron tensioactivos tales como Tween 80, para estudiar in vivo el
comportamiento SMART, por consiguiente se obtuvieron resultados favorables. Pero estos tensioactivos son
bioldgicamente activos y son responsables de muchos efectos secundarios. Ademas, se pensd que la baja
solubilidad acuosa de 1h dio por resultado la baja biodisponibilidad oral (3,3%, Tabla 4). En la tercera serie de
compuestos, la solubilidad acuosa se aumenté con éxito sin impactar en la potencia introduciendo grupos polares
como hidroxilo e indolilos. Ademas, los grupos ionizables como grupos amino y alquilamino se introdujeron también
en la posicion para del anillo “A”. Como se muestra en la Figura 5 y Tabla 3, la introducciéon de grupos indolilo al
anillo “A” especialmente 5-indolilo (66a, 7 ~ 25 nM) aumento la potencia en comparacion con el compuesto 4-OH 2|
(76-116 nM). El aminometilo —CH2NH> en la posicion para del anillo “A” también mantuvo la potencia (2r, 13-80 nM),
pero p-NHMe (2s) o p-NMe; (2u) abolieron la actividad. Como se muestra en la Figura 18, la medida analitica para
estimar la solubilidad acuosa mostré que el compuesto indolilo 66a aumenté la solubilidad en PBS de 1,1 pg/mL
(compuesto 1h) a 3,8 pg/mL. El compuesto de aminometilo 2r se convirtié a la sal de HCI, que aumento la solubilidad
en mas de 35 veces (>35 pg/mL). Aunque el compuesto 2r mostré una satisfactoria solubilidad acuosa, los estudios
farmacocinéticos mostraron que este compuesto aun tenia una biodisponibilidad muy pobre (% de F = 0,2%). Se
crey6 que el compuesto 2r se ionizaba en el estdmago, y por lo tanto no se absorbia en el sistema circulatorio.

Ejemplo 11C: Estudios farmacocinéticos

Estudio farmacocinético. Se compraron ratas de Sprague-Dawley hembras (n = 3 0 4; 254 + 4 g) de Harlan Inc.
(Indianapolis, IN). Los catéteres de vena yugular toracica de rata se compraron de Braintree Scientific Inc. (Braintree,
MA). A la llegada a las instalaciones de los animales, los animales se aclimataron durante 3 dias en una habitacion
controlada por temperatura (20-22°C) con un ciclo de luz/oscuridad de 12 h antes de cualquier tratamiento. El
compuesto 1h se administré de forma intravenosa (i.v.) en los catateres de la vena yugular a una dosis de 2,5 mg/kg
(en DMSO/PEG300, 2/8), mientras que 5Ha y 5Hc se dosificaron a 5 mg/kg (en DMSO/PEG300, 1/9). Un volumen
igual de solucion salina heparinizada se inyecté para reemplazar la sangre quitada, y las muestras de sangre (250
ML) se recogieron por medio de los catéteres de la vena yugular a 10, 20, 30 min, y 1, 2, 4, 8, 12, 24 h. Los
compuestos 1h, 5Ha y 5Hc se dieron (p.o.) por alimentacion forzada oral a 10 mg/kg (en Tween80/DMSO/H.0,
2/1/7). Todas las muestras de sangre (250 yL) después de la administracion oral se recogieron por medio de los
catéteres de la vena yugular a 30, 60, 90 min, 120 min, 150 min, 180 min, 210 min, 240 min, y 8, 12, 24 h. Se
prepararon jeringas y viales heparinizados antes de la recogida de sangre. Las muestras de plasma se prepararon
centrifugando las muestras de sangre a 8.000g durante 5 min. Todas las muestras de plasma completo se
almacenaron inmediatamente a -80°C hasta analizarse.

Los analitos se extrajeron de 100 yL de plasma con 200 uL de acetonitrilo que contenian 200 nM del patrén interno
((3,5-dimetoxifenil)(2-fenil-1H-imidazol-4-il)metanona). Las muestras se mezclaron cuidadosamente, se centrifugaron
y el extracto organico se transfiri6 al automuestreador para el analisis LC-MS/MS. El modo de monitorizacion de
reaccion multiple (MRM), barrido m/z 356 — 188 (compuesto 1h), m/z 371 — 203 (compuesto 5Ha), m/z 389 — 221
(compuesto 5Hc) y m/z 309 — 171 (el patron interno), se us6 para obtener las sefiales mas sensibles. Los
parametros farmacocinéticos se determinaron usando analisis no compartimental (WinNonlin, Pharsight Corporation,
Mountain View, CA).

Resultados:

Tabla 4. Parametros farmacocinéticos para compuestos probados in vivo.

1h 2r 5Ha 5Hc

Ruta v PO v PO v PO v PO
Ne 4 3 3 3 3 3 3 3

Dosis (mg/kg) 25 10 25 4 5 10 5 10
CLo(mUminkg) | 7.7+1.0 | - 22+13 - 17+3 - 13£2 -
Vsse (Lkg) 49419 ; O ; 14402 ; 14+02 ;

d ,
AUC 279+53 | 7% | 439477 0.4 206+46 | 65+20 | 381465 | 160+ 13
(min*mg/mL) 20
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1h 2r 5Ha 5Hc
Ruta \Y% PO \Y% PO \Y% PO \Y% PO
Cmax (ng/mL) 38161509 212 3,2+1,6 | 3794+1580 | 4198+438 | 8141255 | 3349+686 1%%221
Ff (%) 3,3 0,2 11 21

a Numeros de ratas.® Aclaramiento sistémico.© Volumen de distribucion después de la dosificacion
intravenosa. 9 Area bajo la curva después de la dosificacién intravenosa, concentracion de farmaco integrado con
respecto al tiempo y concentracion de farmaco integrado con respecto al tiempo después de la dosificacion oral. ©
Concentracion maxima en plasma después de la dosificacion intravenosa. f Porcentaje de biodisponibilidad oral.

Modificacion de moléculas de metoxibenzoil-aril-tiazol sustituido (SMART) para mejorar la biodisponibilidad oral.
Muchos farmacos anticancerigenos que tienen como objetivo la tubulina establecidos como taxanos y vinblastina
necesitan la administracion intravenosa por la baja biodisponibilidad oral. La biodisponibilidad oral es un parametro
complejo que implica muchos procesos quimicos vy fisiolégicos, tales como solubilidad, permeabilidad y estabilidad
metabdlica. La solubilidad de estos inhibidores de tubulina se mejoré insertando un conector amino entre los anillos
“A” y "B” como en 5a-d (Figura 6), la Tabla 3 demuestra que los compuestos con puente de NH (5a-c) tenian
potencia similar (35 ~ 65 nM) a 1h con solubilidad aumentada (15 y 19 yg/mL para 5a y 5c, respectivamente (Figura
18), pero son mas de 20 veces mas activo que ABT-751 (Tabla 3 y Figura 19 para la estructura de ABT-751).

Los estudios farmacocinéticos de rata se realizaron para estudiar si estos nuevos compuestos mostraban
biodisponibilidad mejorada en comparacion con el compuesto 1h (Tabla 4). Los datos mostraron claramente que 5Hc
(sal de HCI de 5c) mostré mas de 4,3 veces de exposicion aumentada (AUC) por la ruta oral en comparacion con 1h,
sugiriendo que la solubilidad acuosa mejorada por el conector amino mejoré con éxito la biodisponibilidad oral.
Ademas, la concentracion maxima (Cmax) de 5Ha y 5Hc por administracion oral fue 814 y 1262 ng/mL,
respectivamente. Mientras la Cmax de 1h era solo 212 ng/mL. En general, la biodisponibilidad de 5Ha y 5Hc se
aumentd de 3,3% de 1h a 11% y 21%, respectivamente (Tabla 4). EI compuesto SHc mostré aclaramiento
moderado, volumen de distribucion moderado y biodisponibilidad oral aceptable. Estos datos sugierieron que estos
nuevos compuestos unidos con amino sintetizados tienen la potencia y el perfil PK para desarrollarse como una
nueva clase de agentes antitubulina biodisponibles oralmente.

Ejemplo 11D: Inhibicion de la polimerizacion de tubulina in vitro por compuestos de la descripcion

Ensayo de polimerizacién de tubulina in vitro. La tubulina de cerebro bovino (0,4 mg, >97% puro) (Cytoskeleton,
Denver, CO) se mezclé con 10 uM de los compuestos de prueba y se incubd en 100 pl de tampon de tubulina
general (PIPES 80 mM, MgCl; 2,0 mM, EGTA 0,5 mM y GTP 1 mM) a pH 6,9. La absorbancia de longitud de onda a
340 nm se monitorizd6 cada 1 min durante 20 min mediante al Lector de microplaca SYNERGY 4 (Bio-Tek
Instruments, Winooski, VT). El espectrofotdmetro se ajustd a 37°C para la polimerizacion de tubulina.

Resultados:

La inhibicion de polimerizacion de tubulina mediante compuestos potentes seleccionados 1c, 2j, 66a y 5a se
investigd mediante las tres estrategias de disefio (anillos B alternativos, conectores nuevos y restos de
solubilizacion) y se compard con 1h. La tubulina de cerebro bovino (>97% puro) se incub6 con los compuestos
individuales (10 uM) para probar su efecto en la polimerizacén de tubulina (Figura 20a). Después de 20 min de
incubacion, la polimerizacion de tubulina se inhibié el 47% por 1h, en comparacion con el vehiculo. Tanto 1c como 2j
inhibieron el 64% de la polimerizacion a 20 min con diferentes patrones de inhibicion. Los compuestos 5a y 66a
proporcionaron mayores inhibiciones como 78% y 81%, respectivamente. Estos datos sugieren que estos
compuestos muestran fuerte actividad de polimerizacion antitubulina que corresponde bien con su citotoxicidad.

La inhibicién de la polimerizaién de tubulina mediante el compuesto 5c¢ por unién con el sitio de unién de colchicinas
y en comparacion con el compuesto 1h se demuestra en las Figuras 20b y 20c.

Ejemplo 11E: Los nuevos compuestos anti-tubulina superan la resistencia multifarmaco mediada por P-
glucoproteina.

El sistema P-glucoproteina (P-gp) parece ser un mecanismo fisiolégico primario de resistencia multifarmaco (MDR)
que actua como una bomba de eflujo de farmaco dependiente de ATP, que elimina de forma activa una variedad de
compuestos citotdxicos estructuralmente diversos. El eflujo mejorado de estos compuestos reduce su acumulacion
intracelular y asi reduce su citotoxicidad. Por lo tanto, los nuevos compuestos que no son susceptibles a la
resistencia de farmacos podrian ser de alto valor terapéutico y econdmico. Ademas de P-gp, los agentes antitubulina
usados clinicamente tienen otros mecanismos de resistencia tal como cambios en dinamicas de microtdbulo y
mutaciones en B-tubulina que se conocen por limitar la sensibilidad a los taxanos. Los compuestos anti-tubulina de la
invencion se probaron frente a una linea celular de cancer de ovario OVCAR-8 (padre) y la linea celular NCI/ADR-
RSE que sobre-expresa P-gp (Tablas 5A, 5B).

Resultados:
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Tabla 5A. Actividad anti-proliferativa de compuestos seleccionados frente a lineas celulares MDR sobre-expresadas
en P-gp.

Compuesto SVCARD Clso (nIZAC))I/ADR-RES Factor de resistencia
1c 3343 13+0,8 0,4
2j 3442 14+1 0,4
66a 1013 442 0,4
2r 2612 1142 0,4
5a 46 +6 27 0,6
5b 28 21 0,8
5c 44+3 2516 0,6
1h 3542 13+1 0,4
paclitaxel® 4,7+0,1 62631634 1333
vinblastina 3,9+0,1 582+57 149
colchicina 17+1 1113179 65

De forma notable, los compuestos de anti-tubulina de la invencién demostraron efectos antiproliferativos
equipotentes frente a OVCAR-8 y lineas celulares NCI/ADR-RES, sugiriendo que no son sustratos de P-gp y que
funcionan de una forma independiente de P-gp. Esta caracteristica es distinta de la de paclitaxel, vinblastina y
colchicina en células NCI/ADR-RES.

Tabla 5B. Actividad antiproliferativa de compuestos de fenil-aminotiazol seleccionados

Clso £ EEM (nM)

B16-F1 A375 DU 145 PC-3 LNCaP PPC-1
5a 6512 458 7014 5713 511 54+1
5Hb 4-CHs | ND* ND 3541 3812 3541 36+1
5¢c 4-F ND ND 6311 4341 411 371
5d 4-Cl ND 257 731 331 4541 36+1
1h 555 285 714 21+1 284 435
ABT-751 21274351 1111£108 | 839+719 | 786+89 | 658+117 | 701+£307

Los compuestos de fenilaminotiazol 5a, 5Hb, 5c y 5d demostraron una potente actividad en un ndmero de lineas
celulars de cancer de prostata. Inesperadamente, el compuesto fenilaminoimidazol 5e no demostré actividad (Clso >
1000 nM en LNCaP, PC-3, DU-145 y PPC-1) en estas lineas celulares de cancer de prostata. Los controles positivos
para este experimento fueron 55 y 17ya que demostraron valores Clso entre 7,5 nM y 24,1 nM en las mismas lineas

celulares (Tabla 5C).

Tabla 5C
Tabla 5C. Clso £ EEM (nM)
B16-F1 A375 DU 145 PC-3 LNCaP PPC-1
5a 65+12 45+8 70+4 57+3 51+1 54+1
5Hb ND ND 35+1 38+2 35+1 36+1
5¢c ND ND 6311 43+1 41+1 37+1
5d ND 25+7 73+1 33+1 45+1 36+1
1h 55+5 2815 71+4 21+1 28+4 43+5
ABT-751 2127+351 1111+108 839+719 786+89 658+117 701+307
d ND ND >1000 >1000 >1000 >1000
e ND ND >1000 >1000 >1000 >1000
5e ND ND >1000 >1000 >1000 >1000
55 ND ND 24+6 12+1 13+1 15+1
17ya ND ND 11+1 542 8+2 8+1

Una nueva serie de inhibidores de polimerizacion de tubulina con biodisponibilidad oral aceptable y actividad
equipotente en lineas celulares de tumor resistente multifarmaco se ha descubierto. Esfuerzos de la quimica
medicinal que parten de la optimizacion del compuesto de referencia SMART 1h.

Las modificaciones quimicas de diferentes arilos sustituidos en el anillo “B” y las uniones entre anillos “B” y “C” se
investigaron en base a la evaluacion bioldgica frente a células cancerigenas in vitro. Los estudios SAR revelaron que
los anillos “B” 6ptimos incluyen piridina (1c), tiofeno (1f) y furano (1d) que mantienen una excelente potencia in vitro.
La sustitucion del conector carbonilo con cianoimina (2)) entre el anillo “B” y "C” aumentara la actividad. Se realizaron
modificaciones de estructura para aumentar la solubilidad acuosa y la biodisponibilidad. La introduccién de un amino
entrelos anillos “A” y “B” dio los compuestos de la invencidon 5a-c, que mostraron potencia antiproliferativa in vitro
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frente a células cancerigenas probadas ademas de lineas celulares MDR(+) y MDR(-), ademas, la solubilidad y la
biodisponibilidad in vivo se mejoraron en gran medida sobre las de 1h. Por lo tanto, estos nuevos compuestos anti-
tubulina representan una nueva familia de compuestos que pueden ser muy Uutiles en el tratamiento del cancer.
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Ejemplo 13
Evaluacion biolégica de derivados de isoquinilina
Cultivo celular

LNCaP, PC-3, DU-145, PPC-1, MES-SA y MES-SA/DX5 se obtuvieron originalmente de ATCC (Rockville, MD).
Todas las células obtenidas de ATCC se expandieron inmediatamente y se congelaron de manera que todas las
lineas celulares pudieran recomenzarse cada 2-3 meses a partir de un vial congelado de la misma carga de células.
Para los estudios de xenoinjerto in vivo, PC-3 se autentifico en el Laboratorio Diagndstico del Animal de
investigacion (Columbia, MO) dentro de los cuatro meses antes de los estudios. La contaminacion entre especies se
probd por PCR y la identidad de las lineas celulares se verifico generando un perfil genético. MES-SA y MES-
SA/DX5 se mantuvieron en Medio 5A de McCoy que contenia L-glutamina 2 mM suplementada con suero bovino
fetal (FBS) al 10%. Todas las demas células se mantuvieron en medio RPMI-1640 con L-glutamina 2 mM y FBS al
10%.

Ensayo de inhibicion de crecimiento

La actividad citotoxica o antiproliferativa de compuestos de ensayo se investigd en varias lineas celulares usando el
ensayo de sulforodamina B (SRB). Las células cultivadas se pusieron en placas en placas de 96 pocillos y se
incubaron con medio que contenia diferentes concentraciones de los compuestos de prueba durante 96 h. Las
células se tifieron con disolucion SRB. La densidad 6ptica se determiné a 540 nm en un lector de microplaca (Dynex
Technologies, Chantilly, VA). Se construyeron representaciones de porcentaje de inhibicién del crecimiento celular
frente a concentracion de farmaco, y la concentracion que inhibié el crecimiento celular al 50% respecto al control no
tratado (Clsp) se determind por regresion de minimos cuadrados no lineal usando el programa WinNonlin (Pharsight
Corporation, Cary, NC).

Analisis del ciclo celular

La distribucion del ciclo celular se determind por tincion de yoduro de propidio (Pl). Las células tratadas se lavaron
con PBS y se fijaron con etanol enfriado con hielo al 70% toda la noche. Las células fijadas se tifieron entonces con
20 pg/mL de PI en presencia de RNasa A (300 ug/mL) a 37°C durante 30 min. La distribucion del ciclo celular se
analizé por los servicios basicos de analisis de clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS) en el
Centro de Ciencas de la Salud de la Universidad de Tennessee, TN.

Estudios del metabolismo in vitro

Para ambas fases |, la mezcla de incubacioén, en tampdn de fosfato de potasio 65 mM (pH 7,4), consistio en 1 mg/mL
de proteinas microsomales hepaticas, NADPH 3 mM, y compuesto de prueba 0,5 pM. La concentracion de metanol
(usado para disolver el sustrato) fue 1% (v/v). El volumen total de la incubacién fue 200 pL y las mezclas de reaccién
se incubaton a 37°C. Para generar las curvas de estabilidad para compuestos de prueba las diferentes incubaciones
se pararon a 10, 20, 30, 60 y 90 minutos para el analisis de los compuestos que quedan. Todas las reacciones se
pararon mediante la adicion de 200 uL de acetonitrilo enfriado con hielo. Posteriormente, las muestras se
centrifugaron después a 3000g durante 5 min y el sobrenadante se analizé por LC-MS/MS.

Estudios farmacocinéticos en ratones

Se usaron ratones ICR macho (5-6 semanas, 20-25 g). Para 6a, 6b y 6¢c se administré una dosis de 5 mg/kg por
medio de la ruta i.v., i.p. y p.o. Las dosis i.v. se administraron por medio de la vena de la cola. Las dosis orales se
administraron por alimentacion forzada. En cada punto temporal, tres o cuatro ratones se eutanizaron por isoflurano
(Baxter Healthcare, Deerfield, IL) y muestras de sangre (hasta 600 yL cada una) se tomaron de la vena cava
posterior. Las muestras de plasma se almacenaron a -20°C antes del analisis. Las proteinas en plasma se
precipitaron por la adicién de acetonitrilo (150 yL, que contenia el patron interno) a 100 yL de plasma de ratén. Las
muestras se agitaron haciendo vortice y después se centrifugaron a 8000g durante 10 min. El sobrenadante se
transfirio a un vial limpio para la inyeccion en el espectrometro de masas para el analisis.

Estudio de eficacia antitumoral in vivo

Las células PC-3 (2,5x10° células/sitio) mas Matrigel (BD biosciences, San José, CA) se inyectaron de forma
subcutanea en los flancos de ratones nu/nu macho. El tamafio tumoral se midié usando calibradores cada 2-4 dias y
se calculd como V = 11/6 x (longitud) x (anchura)?. Cuando los tumores alcanzaron un volumen de aproximadamente
100~150 mm3, se inici6 del tratamiento con farmaco. El grupo de control se tratd con vehiculo (Captex200 al 20% en
Tween80). Durante el tratamiento, el tamafio del tumor y los pesos corporales se midieron cada 2-4 dias.

Conteo de gldbulos blancos

Se obtuvo sangre completa de ratones desnudos al final del estudio de eficacia. Para contar los glébulos blancos
(WBC) usando un hemacitémetro, 10 yL de muestra de sangre completa se diluyeron con los 190 yL de acido
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El WBC en cada muestra se contd dos veces en una hora después de la dilucién y se calcul6 el promedio.

Resultados

Tabla 7. Eficacia anti-cancerigena de compuestos de isoquinolina en diferentes lineas celulares cancerigenas y

lineas celulares MDR mediadas por P-glucoproteina

C|5o (nM)
6a 6b 6¢c Vinblastina Docetaxel
LNCaP 80,6 £ 17,1 98,1 +17,9 38,3+9,7 34+0,9 47 +1,3
PC-3 64,4 +12,2 71,8 +£9,1 25,6+8,3 1,4+0,3 6,3+04
DU-145 91,7 £10,2 113,4+214 46,6 + 13,8 26+1,0 52+1,0
PPC-1 60,6 +34 47,9 +10,0 27,7+4.5 1,1+0,4 2,7+1,0
P-gp
MES-SA 78,2+1,8 129,8 + 38,0 356 +2,8 2,3+0,8 59+11
MES-SA/DX5 119,4 +0,4 177,8 + 32,8 59,2 +0,1 457 +5,3 76,4 +£8,7
Factor de resistencia 1,5 1,4 1,7 20 13

NOTA: P-gp se sobre-expresa en MES-SA/DX5. El factor de resistencia (RF) se calculé como la relacion
de valores Clsg para la sublinea celular resistente a la de la linea celular parental. Todos los experimentos
se realizaron al menos en tres réplicas.

Tabla 8. Compuesto 6a, 6b y 6¢ detuvieron a las células PC-3 en la fase G;M.

CEsp de detencion en fase GoM (nM)
6a 53,4
6b 91,9
6c 23,3

Tabla 9. Resumen de semividas (ruta de fase ) de 6a, 6b y 6c en microsomas hepaticos de ratén, rata, hamster,

conejo, cobaya, perro, mono y humano.

T % (min)

6a 6b 6¢C

Raton 3,4 10 13
Rata 12 9 14
Hamster 6 11 20
Conejo 17 16 16
Cobaya 15 15 8
Perro 13 30 29
Mono 16 13 9
Humano 32 40 47

Tabla 10. Resumen de propiedades farmacocinéticas de compuesto 6a, 6b y 6¢ en ratones.

6¢C

PM 410,5 359,4
CL IV (mL*min"kg™) 5 mg/kg 51 14
Vg IV (L*kg™) 5 mg/kg 2,3 1,1
Cmax IP (ng/mL) 5 mg/kg 678,4 1500
AUC IP (min*pg/mL) 5 mg/kg 59 218
Biodisponibilidad IP % de Fip 60 60
Chax PO (ng/mL) 5 mg/kg 6,7 50
AUC (min*pg/mL) 5 mg/kg 5 7
Biodisponibilidad PO % de Fpo 5 2,1

La eficacia y tolerabilidad de 6b y 6¢c se midié en modelos de xenoinjerto después de inyeccion i.p. (Figura 34). Los
xenoinjertos de PC-3 se trataron con vehiculo (qd), 6b (40 mg/kg, qd) o 6¢ (40 mg/kg, qd) durante 3 semanas. Los
vehiculos de dosificacion estaban compuestos de Captex200 al 20% en Tween80. Los volimenes tumorales (mm?3)
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se representaron frente al tiempo y son las medias + DE de ocho animales. Los volumenes tumorales y las tasaa de
supervivencia o pesos corporales se muestran en la Figura 34A. El tamafo del higado (g) de cada ratén desnudo se
midio después de 3 semanas de tratamiento y se mostré en la Figura 34B. El niumero de glébulos blancos se conto
en sangre completa recogida del animal después de 3 semanas de tratamiento y se muestra en la Figura 34C.

Ejemplo 14

Actividad antiproliferativa de compuestos ABI seleccionados
Ensayo de citotoxicidad de cultivo celular

Materiales y métodos

La actividad antiproliferativa de los compuestos ABI en tres lineas celulares de melanoma (A375 y WM-164, linea
celular de melanoma humano; B16-F1, linea celular de melanoma de ratén) y cuatro lineas celulares de cancer de
prostata humano (LNCaP, DU 145, PC-3 y PPC-1) se estudiaron. Todas estas lineas celulares se compraron de
ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, VA) excepto la linea celular PPC-1. Las células MDA-MB-435 y
MDA-MB-435/LCCMDR1 se proporcionaron amablemente por el Dr. Robert Clarke de la Escuela Universitaria de
Medicina de Georgetown, Washington, DC. Las células de melanoma se cultivaron en DMEM (Cellgro Mediatech,
Inc., Herndon, VA) y las células de cancer de prostata se cultivaron en RPMI 1640 (Cellgro Mediatech, Inc.,
Herndon, VA) suplementado con FBS al 10% (Cellgro Mediatech). Los cultivos se mantuvieron a 37°C en una
atmodsfera humidificada que contenia CO; al 5%. Se pusieron en placas 1000 a 5000 células en cada pocillo de
placas de 96 pocillos dependiendo de la tasa de crecimiento y se expusieron a diferentes concentraciones de un
compuesto de prueba durante 48 h (células de melanoma de crecimiento rapido) o 96 h (células de cancer de
prostata de crecimiento lento) en tres a cinco réplicas. Los nimeros de células al final del tratamiento con farmaco
se midieron por el ensayo de sulforodamina B (SRB). Brevemente, las células se fijaron con acido tricloroacético al
10% vy se tifieron con SRB al 0,4%, y las absorbancias a 540 nm se midieron usando un lector de placas (DYNEX
Technologies, Chantilly, VA). Los porcentajes de supervivencia celular frente a concentraciones de farmaco se
representaron, y los valores de Clsg (concentracién que inhibid el crecimiento celular al 50% de control no tratado) se
obtuvieron por analisis de regresion no lineal usando GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA).

Resultados

Los resultados de las actividades antiproliferativas in vitro de los compuestos usando tres lineas celulares de
melanoma (una linea celular de melanoma murina, B16-F1, y dos lineas celulares de melanoma metastatico
humanas, A375 y WM-164) y cuatro lineas celulars de cancer de prostata humanas (LNCaP, PC-3, Du 145 y PPC-1)
se resumen en las Tablas 11-13.
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A partir de la Tabla 11, los compuestos 12aa-12ai mostraron actividad moderada con valores de Clsg en el intervalo
MM (promedio de las siete lineas celulares). EI compuesto mas potente de esta serie fue 12aa con un valor de Clsp
promedio de 160 nM. La eliminacién de uno de los grupos metoxi del 3,4,5-trimetoxi en el anillo C (12ad, 12ae) llevo
a una pérdida significativa de actividad (Clsp >10 uyM para 12ae y una Clsy promedio de 3,1 uyM para 12ad). El
compuesto con 4-fluoro en el anillo C (12af) también mostré actividad relativamente buena (Clsp = 0,91 pM), un
descubrimiento que tiene una importante implicaciéon, porque reemplazar el resto trimetoxi con un grupo 4-fluoro
puede proporcionar buena actividad y estabilidad metabdlica mejorada. La posicién del fldor en el anillo C fue critica
para la actividad porque un desplazamiento de 4-fluoro a 3-fluoro dio por resultado la pérdida total de actividad (Clsg
>10 yM para 12ag comparado con 0,91 yM para 12af). Este resultado sugiri6 que un dador de enlace de hidrégeno
potencial esta presente cerca de la posicion 4 de este anillo.

Como se indica claramente en la Tabla 11, las posiciones de los anillos A y C fueron criticas. Un desplazamiento
sencillo del resto de anillo C de la posicién 4 a la posicion 1 en el anillo imidazol (anillo B) dio por resultado la
pérdida total de la actividad (Clso >10 yM para 12aba, 12aaa, 10a, 10x, 10j).
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A partir de la Tabla 12 los compuestos con sustituciones 3,4,5-trimetoxi y 4-fluoro en el anillo C mostraron buena
actividad con diferentes sustituciones en el anillo A. Estos compuestos demostraron excelente actividad
antiproliferativa con valores Clsp tan bajos como 8,0 nM en la linea celular WM164 (12da). En general, los
compuestos que incorporan un Unico sustituyente en la posicion para del anillo A fueron mas potentes como puede
verse a partir de las actividades 12ca, 12cb, 12da, 12db, 12fa, 12fb, 12ga y 12gb (Clso = 7,9-110 nM). La sal de
12db-HCI (Clso = 172 nM) mostré actividad ligeramente disminuida en comparacion con la correspondiente base libre
12db (Clso = 109 nM). El compuesto 12fb (Clsp = 63,7 nM), con un Unico sustituyente halégeno en la posicion para de
los anillos A 'y C, demostré potencia y estaba desprovisto de un resto metoxi. Los compuestos con sustituyentes
3,4,5-trimetoxi en el anillo A perdieron la actividad completamente (Clsp >10 yM para 12ea, 12eb), sugiriendo
ambientes de uniéon muy diferentes cerca del anillo A y el anillo C. La eliminacion del sustituyente 5-metoxi del anillo
A mejord la actividad significativamente (Clsp = 330 nM y >10 uM para 12ha, 12ea respectivamente). La
desmetilacion del 3,4,5-trimetoxi disminuy6 la actividad bruscamente de 43 nM (12fa) a 3,89 uM (13fa). Se
observaron resultados similares para 13ea, 12ka, 12kb y 13ha debido a la desmetilacion de sustituyentes o bien en
el anillo A o en el C. Los grupos dadores de electrones (4-metoxi, 4-dimetilamino, 4-metilo) y grupos aceptores de
electrones (4-cloro, 2-trifluorometilo) en el anillo A no mostraron diferencias sustanciales en la actividad. La
introduccion de un grupo trifluorometilo en la posicion orfo del anillo A provocé la pérdida completa de actividad (Clsg
>10 pM para 12ia, 12ib). La presencia de un grupo benciloxi en la posicién para del anillo A (Clsg = 75 nM para 12jb)
dio por resultado un aumento de 440 veces en la actividad cuando se compara con el compuesto para-hidroxi 12kb
(Clso = 33 uM). Merece la pena anotar que el compuesto 12jb, con el 4-fluoro en el anillo C, tiene mejor actividad que
la de su equivalente 12ja, que tiene un grupo 3,4,5-trimetoxi en el anillo C (Clsg es 75 nM para 12jb y 7,3 uyM para
12ja).
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De la Tabla 13, los compuestos con un grupo de proteccion de fenilsulfonilo unido al nitrdgeno del anillo imidazol
(11cb, 11db, 11fb, 11ga, 11gb, 11ha, 11jb) también eran muy activos con Clsy en el intervalo nM (Tabla 13).
Generalmente las actividades de estos compuestos son comparables a sus equivalentes no protegidos
correspondientes como se ejemplifica comparando las actividades de 11cb (43 nM), 11db (111 nM), 11fb (72 nM),
11ga (285 nM), 11gb (87 nM), 11ha (268 nM) y 11jb (61 nM) con sus equivalentes no protegidos correspondientes
12cb (36 nM), 12db (109 nM), 12fb (64 nM), 12ga (131 nM), 12gb (72 nM), 12ha (330 nM) y 12jb (75 nM). Otros
compuestos (11ab-11ag, 11ea, 11eb, 11hb, 11ia y 11ib, 1-50 yM) eran generalmente mucho menos activos, también
en linea con sus equivalentes (12ab-12ag, 12ea, 12eb, 12hb, 12ia y 12ib, 1-50 uyM).

Ejemplo 15
Actividad de los compuestos aril-benzoil-imidazol (ABI) en células de melanoma resistentes a farmacos

El eflujo de farmaco mediado por P-glucoproteina (Pgp) representa un mecanismo principal para que las células
cancerigenas eviten el aumento de concentraciones de farmaco intracelular anticancerigeno efectivo. La actividad
de los compuestos ABI se comparo frente a las células de melanoma resistente a multifarmaco (MDR) (MDA-MB-
435/LCCMDR1) y sus células cancerigenas no resistentes parentales (MDA-MB-435). Aunque MDA-MB-435 se
designo originalmente como una linea celular de cancer de mama, se ha mostrado definitivamente que se origina a
partir de la linea celular de melanoma M14. Los compuesetos 12da, 12fb, 12cb, 11cb y 11fb junto con otros agentes
dirigidos a la tubulina que incluyen colchicina, paclitaxel y vinblastina se probaron tanto en la linea celular de
melanoma MDR como en su linea celular de melanoma parental (Tabla 14A). Paclitaxel y vinblastina son farmacos
anticancerigenos usados clinicamente conocidos por tener como objetivo la tubulina celular. Aunque la colchicina no
es un farmaco aprobado por la FDA para el tratamiento de cancer, su profarmaco, ZD6126, esta en ensayo clinico
para tumores sélidos. Bortezomib es el primer inhibidor de proteasoma terapéutico y se aprob6 en 2003 por la FDA
para el uso en multiples mielomas. ABT-751 se conoce por tener como objetivo el sitio de unién de la colchicina de
tubulina. Es un candidato a farmaco prometedor en el ensayo clinico para nifios con recaida de neuroblastoma o
neuroblastoma refractario. Los compuestos 12da, 12fb, 12cb, 11cb, 11fb tenian indices de resistencia mucho
mejores (3,0 para 12da, 0,9 para 12fb, 1,3 para 12cb, 0,8 para 11cb, 0,7 para 11fb) que la colchicina (65,8),
paclitaxel (69,3) y vinblastina (27,5). Aunque la colchicina, paclitaxel y vinblastina mostraron excelente actividad en
las lineas celulares de melanoma no resistente (0,5-10 nM), estos compuestos fueron significativamente menos
potentes en la linea celular de melanoma MDR (277-658 nM). En contraste, 12cb, 11cb, 11fb tuvieron esencialmente
una potencia equivalente tanto en lineas celulares de melanoma MDR (15 nM, 38 nM, 30 nM, 30 nM, 35 nM para
12da, 12fb, 12cb, 11cb y 11fb respectivamente) como no resistentes (5 nM, 41 nM, 24 nM, 38 nM, 50 nM para 12da,
12fb, 12cb, 11cb y 11fb respectivamente). EI compuesto 12da era mas activo que el paclitaxel y la colchicina en
células A375 y WM-164.

Tabla 14A. Efectos inhibidores del crecimiento in vitro de los compuestos ABI en comparacién con otros farmacos
anticancerigenos en la linea celular de melanoma resistente a multifarmaco (célula MDR) y la linea celular parental
sensible correspondiente (célula de melanoma normal).

ID del Clso £ EEM (nM) (n=3)

compuesto A375 B16-F1 WM- Unién a MDA- MDA-MB- indice de
164 tubulina (uM) | MB- 435 435/LCC6MDR1 resistencia*

12da 9+2 4645 8+2 0,2+0,1 5+1 15+2 3,0

12fb 52+4 73+6 74+9 3,9+2,1 4142 38+2 0,9

12cb 3115 63+7 28+3 3,4+1,5 2442 30+4 1,3

11cb 3615 71+8 43+6 ND 38+3 30+2 0,8

11fb 88+9 107412 74+8 ND 50+6 35+3 0,7

Paclitaxel 12+3 17+2 18+3 N/A 4+1 277+41 69,3

Vinblastina 1,1+0,2 4.7+0,7 0,6+0,1 | ND 0,4+0,1 11+1 27,5

Colchicina 2043 2915 10+2 1,8+0,5 10+1 658150 65,8

Bortezomib 8+1 2442 8+1 ND ND ND ND

ABT-751 1111+108 | 2127+351 | 661+56 | ND ND ND ND

*Los indices de resistencia se calcularon dividiendo los valores Clsp en la linea celular resistente a multifarmaco
MDA-MB-435/LCC6MDR1 por los valores Clso en la linea celular parental sensible correspondiente MDA-MB-435.
Abreviaturas: N/A, valor no disponible; ND, no determinado.

Tabla 14B. Eficacia anti-cancerigena y afinidad de unién al sitio de la colchicina de ABI en diferentes lineas celulares
cancerigenas y MDR con diferentes mecanismos de resistencia. Los ABI mostraron excelente potencia frente a
todas las lineas celulares de melanoma probadas incluyendo lineas celulares altamente mestataticas y resistentes a
multifarmaco. La alta afinidad de union de ABIs al sitio de unién de la colchicina en la tubulina confirmé su objetivo
dentro de las células.
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Clsp + EEM (nmol/L) (n=3)
12ch 12da 12fb Paclitaxel | Vinblastina | Colchicina | ABT-751 SN-38
A375 3115 9+2 52+4 12+3 1+0,1 20+3 685+108 ND
A375MA2 4445 8+1 55+4 8+1 1+0,2 18+2 265+36 ND
B16-F1 63+7 4615 7316 17+2 5+1 2915 2127+351 ND
WM-164 28+3 8+2 74+9 18+3 0,6+0,1 10+2 661156 ND
MDR1
MDA-MB-435* 2442 5+1 4142 4+1 0,4+0,1 10+1 417423 ND
MDA-MB- 30+4 11+2 3812 (1) | 27714 (69) | 11x1(28) 658+50 577+31 ND
435/LCC6MDR1 (1) (2) (66) (1)
OVCAR-8* 25+2 11+1 45+2 1040,2 2+0,1 12+1 785+17 2+0,2
NCI/ADR-RES 13+1 5+0,1 2016 (0,4) | 5109170 570+84 737+51 864+42 1041
(0,5) (0,5) (511) (285) (61) (1) (5)
MRP
HEK293 - 12+2 9+1 54+0,3 9+0,3 5+0,1 3+0,4 645+153 3+0,4
pcDNA3.1 *
HEK293-MRP1 16+2 8+1 3317 (0,6) 3043 (3) 2411 (5) 5+0,1 (2) 717+28 9+0,04
(1) (0,9) (1) (3)
HEK293-MRP2 14+4 8+0,3 39+12 3712 (4) 2812 (6) 30,3 (1) | 74717 (1) 7+0,1
(1) (0,9) (0,7) (2)
BCRP
HEK293-482R2 17+1 8+1 2313 (0,4) 5041 (6) 25%1 (5) 5+0,1 (2) 653172 123428
(1) (0,9) (1) (41)
Unién a la tubulina 3+1 0,2+0,1 4+1 N/A ND 2+1 3,1% ND
(EM)*

Notas: *: linea celular parental a sublinea celular resistente al farmaco; MDR1 se sobre-expresé en MDA-MB-
435/LCC6MDR1 y NCI/ADR-RES; MRP1, MRP2 y BCRP se sobre-expresaron en HEK293-MRP 1, HEK293-MRP2 y
HEK293-482R2. Los indices de resistencia (nimeros en el paréntesis) se calcularon dividiendo los valores Clsg en la
sublinea celular resistente por los de la linea celular parental correspondiente. *: Clso para la unién a la tubulina se
calculé a partir del ensayo de centelleo por proximidad de unién por competicion de [3H]colchicina. **: afinidad de
union presentada en la bibliografia para ABT-751. Abreviaturas: N/A, no aplicable ya que se unen a la tubulina en
diferentes sitios.

Los resultados de la Tabla 14A mostraron que la linea celular MDA-MB-435/LCCMDR1 era muy resistente a la
colchicina, paclitaxel y vinblastina. Pero los ABI de esta invencidon mostraron igual potencia a la linea celular
resistente al farmaco y la linea celular parental sensible. Este resultado sugiere fuertemente que los ABI no son
sustratos para P-gp. Por consiguiente, superan la resistencia a multifarmacos encontrada en células MDA-MB-
435/LCCMDR1. Las curvas de respuesta a la dosis se muestran en la Figura 21 para 12fb, 12da y 12cb. La Tabla
14B explora mas los mecanismos de resistencia para paclitaxel, SN-38, vinblastina y colchicina en comparacién a
los ABI 12cb, 12da y 12fb. MRP y BCRP dieron resistencia moderada al paclitaxel (indices de resistencia de 4 y 6,
respectivamente), vinblastina (indices de resistencia de 6 y 5, respectivamente), y BCRP dieron significativa
resistencia a SN-38 (indice de resistencia de 41). Sin embargo, ninguno de los ABI fue susceptible a la resistencia
mediada por MRP o BCRP (los indices de resistencia oscilaron de 0,4 a 1,0). ABT-751, como los ABI, no fue
susceptible a MDR1, MRP o BCRP.

Ejemplo 16
Ensayo de polimerizaciéon de microtubulo in vitro
Materiales y métodos

Se mezclé tubulina de cerebro bovino (0,4 mg) (Cytoskeleton, Denver, CO) con 10 uM del compuesto de prueba y se
inclubd en 110 pl de tampén de tubulina general (PIPES 80 mM, MgCl, 2,0 mM, EGTA 0,5 mM y GTP 1 mM) a pH
6,9. La absorbancia a 340 nm se monitorizé cada 1 min durante 15 min mediante el Lector de Microplacas
SYNERGY 4 (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT). El espectrofotémetro se ajusté a 37°C para la polimerizacion de
tubulina.

Resultados

Se examiné la inhibicion de polimerizacién de tubulina mediante compuestos de aril-benzoil-imidazol (ABIl). Se
incub6 tubulina de cerebro bovino (>97% pura) con tres potentes compuestos ABI, 12cb, 12da y 12db a una
concentracion de 10 yM, para determinar el efecto de estos compuestos ABI en la polimerizacion de tubulina (Figura
22). La polimerizacion de tubulina se inhibi6 completamente mediante el compuesto 12da, mientras que se observo
~80% de inhibicién durante la incubacion con compuestos 12cb y 12db.
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Este efecto de desestabilizacion de microtubulo fue similar al de la colchicina y vinblastina pero fue contrario al del
paclitaxel. Los resultados no solo confirmaron que los ABI pueden interactuar directamente con la tubulina sino que
también sugirieron que pueden compartir el mismo sitio de unién con la colchicina (o vinblastina).

Ejemplo 17
Inhibicién de melanoma in vitro
Materiales y métodos

Las células de melanoma B16-F1 se pusieron en placas a una densidad de formacién de colonias (2000 células por
pocillo en placas de seis pocillos) encima de base de agar al 0,8%. Las células se cultivaron en agar al 0,4% junto
con medio DMEM suplementado con suero bovino fetal y una disolucidon antibidtica-antimicética a 37°C en una
atmosfera de aire al 95% y CO; al 5%. Las células se trataron con los compuestos 12da, 12cb y 12fb a diferentes
concentraciones (20, 100 y 500 nM). Los compuestos se afiadieron a los medios a partir de disoluciones madre de
DMSO 1 mM, y se us6 una dilucién correspondiente de DMSO como control. Las células se cultivaron durante 14
dias. Las placas se fotografiaron, y el nimero de colonias se midié6 mediante el Contador de Colonias Automatizado
Artek 880 (Artek Systems Corporation, Farmingdale, NY).

Resultados

Se muestran cuatro fotos representativas en la Figura 23. Después de 14 dias de incubacién, aproximadamente 130
colonias detectables (diametro mayor de 100 um) se formaron en los controles (sin tratamiento).

Los compuestos 12cb y 12da inhibieron de forma efectiva la formacién de colonias de melanoma B16-F1 incluso a la
menor concentracion probada, 20 nM (p<0,05 en comparacion con el control). 12fb mostré inhibicion efectiva a 100
nM. Los tres compuestos probados mostraron inhibicion completa de la formacién de colonias a 0,5 uM, probando
mas la eficacia antimelanoma de los ABI.

Ejemplo 18
Actividad anti-tumoral in vivo
Materiales y métodos

Animales: ratones C57/BL hembra, edad de 4-6 semanas, se compraron de Harlan Laboratories (Harlan
Laboratories Inc., Indianapolis, IN). El alojamiento animal complia las especificaciones de la Asociacion para la
Evaluacion y Acreditacion y Cuidado del Animal de Laboratorio. Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo
con las directrices de nuestro Comité de Cuidado y Uso Animal Institucional.

Evaluacion in vivo de la eficacia. Se prepararon células B16-F1 de melanoma de ratén en medio DMEM libre de FBS
(Cellgro Mediatech) a una concentracion de 5 x 108 células viables/mL. La suspension celular (100 yL) se inyecto de
forma subcutanea en el flanco dorsal derecho de cada ratéon. Cuando el tamafio del tumor alcanzé aproximadamente
100-150 mm3, aproximadamente 7 dias después de la inoculacion celular, todos los ratones que portaban tumores
se dividieron en grupos de control y tratamiento en base al tamafio del tumor (n = 5 por grupo). Cada grupo tenia
tamafio de tumor promedio similar. Los ratones en los grupos de control (control negativo) se inyectaron de forma
intraperitoneal con 50 uL de disolucién vehiculo solo o DTIC a 60 mg/kg (control positivo) una vez al dia. El volumen
del tumor se midié cada 2 dias con un calibrador digital electronico trazable (Fisher Scientific, Inc., Pittsburgh, PA) y
se calculo usando la formula a x b? x0,5, donde a y b representan los diametros mayor y menor, respectivamente. El
volumen del tumor se expresé en milimetros cubicos. Los datos se expresaron como media + DE para cada grupo y
se representaron como una funcién del tiempo. El porcentaje de reduccion de tumor a la conclusion del experimento
(14 dias después de comenzar el tratamiento) se calculd con la féormula 100-100 x [(T-To)/(C-Co)], donde T
representa el volumen de tumor medio de un grupo tratado en un dia especifico, T representa el volumen de tumor
medio del mismo grupo en el primer dia de tratamiento, C representa el volumen de tumor medio de un control en un
dia especifico y Cy representa el volumen de tumor medio del mismo grupo en el primer dia de tratamiento. La
actividad animal y el peso corporal promedio de cada grupo se monitorizé durante el periodo de experimento entero
para evaluar la toxicidad del compuesto. al final del tratamiento, a todos los ratones se les hizo la eutanasia por CO
seguido por dislocacion cervical, y los tumores se cosecharon para mas estudios.

Resultados

Para evaluar la eficacia de analogos de ABI in vivo, se prob6 la actividad antitumoral del compuesto 12cb en
xenoinjerto B16-F1 de melanoma de ratén frente a DTIC, el patrén de oro en el tratamiento de melanoma maligno,
se us6 como un control positivo (Figura 24A). Veinte ratones C57/BL hembra se dividieron en cuatro grupos: un
grupo de control con vehiculo, un grupo de tratamiento DTIC (60 mg/kg), un grupo de tratamiento de 12cb (10
mg/kg), y un grupo de tratamiento de 12cb (30 mg/kg). Cada raton se inyecté con 0,5 millones de células de
melanoma B16-F1 de forma subcutanea. Siete dias después de la inoculacién tumoral, el tratamiento comenzé con
cada compuesto inyectado de forma intraperitoneal diaria (Figura 24). El volumen del tumor se redujo de forma
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significativa (p<0,05) a 47%, 51% y 73% para 12cb (10 mg/kg), DTIC (60 mg/kg) y 12cb (30 mg/kg),
respectivamente, después de 14 dias de tratamiento. No se observé pérdida de peso significativa en cualquiera de
los grupos de tratamiento durante el experimento.

Dos niveles de dosis de 12fb, 15 y 45 mg/kg, se eligieron. DTIC a 60 mg/kg se usd como un control positivo. El
modelo de aloinjerto de melanoma B16-F1 en ratones C57BL/6 se eligié primero para el estudio. Después de 13
dias de tratamiento (Figura 24B), el compuesto 12fb inhibié el crecimiento del tumor de melanoma (valor TGI) por
32% a 15 mg/kg y 82% a 45 mg/kg. El valor p de la prueba t de Student de 12fb a 45 mg/kg comparado con el
control fue menor que 0,001, que indican una diferencia significativa. El valor p de la prueba t de 12fb a 15 mg/kg
comparado con el control fue 0,08, sugiriendo que esta dosis no fue efectiva. En comparacion 12fb a 45 mg/kg con
DTIC a 60 mg/kg, que tenia un TGl de 51%, el valor p de prueba t fue aproximadamente 0,001, sugiriendo que 12fb
tenia actividad sustancialmente mejor que la de DTIC. Para los grupos de control y de tratamiento de 15 mg/kg de
12fb, el peso corporal promedio aumenté ligeramente a lo largo del periodo de experimento.

Para confirmar mas la actividad in vivo de ABI, se us6 el modelo de xenoinjerto de melanoma humano A375 en
ratones SHO, y 12fb a 25 mg/kg se probd. Se usé DTIC a 60 mg/kg como un control positivo de nuevo. Después de
31 dias de tratamiento (Figura 24C), 12fb inhibid el crecimiento del tumor de melanoma (valor TGI) por 69%,
mientras que DTIC inhibio el crecimiento en 52%. El valor p de la prueba t del tratamiento de 12fb frente al control
fue menor que 0,001, sugiriendo que 12fb inhibié significativamente el crecimiento del tumor de melanoma a 25
mg/kg. El valor p de la prueba t del tratamiento 12fb frente a DTIC fue menor que 0,05, sugiriendo de nuevo que 12fb
tenia mejor actividad que la de DTIC. El peso corporal promedio de todos los grupos aumentaron ligeramente a lo
largo del periodo del experimento. Las actividades fisicas para los ratones también parecieron normales, sugiriendo
que 25 mg/kg era una dosis bien tolerada por los ratones SHO.

Ejemplo 19
Unién a colchicina
Materiales y métodos

Cada compuesto de prueba se preparé a 20 x concentracion en tampén G-PEM (Cytoskeleton Inc., Denver, CO)
seguido de pipeteo de 10 pL de compuesto de prueba en las placas de 96 pocillos. Diez microlitros de colchicina
marcada tritiada (Perkin-Elmer, Waltham, MA) se afiadié a cada pocillo de prueba. Posteriormente, 180 pL de
suspension de gota/tubulina (GE Healthcare Bio-Sciences Corp., Piscataway, NJ) se afiadié en cada pocillo. La
placa se incub6 durante 45 min a 37°C antes de que se leyera mediante a un lector de placas NXT Topcount
(Perkin-Elmer, Waltham, MA). La colchicina “fria” no radiomarcada se incluyd como un control positivo y paclitaxel
como un control negativo porque el paclitaxel enlaza a un sitio diferente en la tubulina y no compite por la union al
sitio de la colchicina. Los datos se procesaron usando un programa GraphPad Prism.

Analisis del ciclo celular

El analisis por citometria de flujo se realiz6 para estudiar la distribucion de la fase del ciclo celular. Las células A375
se cultivaron en platos de cultivo de tejido de 10 cm hasta que la confluencia fue aproximadamente 80%, y después
las células se trataron con 0, 10, 50, 200 y 1000 nM de colchicina, 12da, 12fb y 12cb, durante 24 h en el medio de
crecimiento. EI ADN celular se tifié con PBS que contenia 50 pg/mL de yoduro de propidio y 100 ug/mL de RNasa A.
El ciclo celular se determind usando un citémetro BD LSR-II (BD Biosciences, San José, CA) con 10.000 células
marcadas. Los datos se analizaron y los graficos se prepararon usando el programa Modfit 2.0 (Verity Software
House, Topsham, ME).

Resultados

Tres sitios de unién al ligando en ao/f-heterodimero de tubulina se han presentado: sitio de unién de paclitaxel, sitio
de uniéon de vinblastina y sitio de unién de colchicina. La afinidad de union del compuesto 12cb usando colchicina
unida en %H y un ensayo de centelleo por proximidad de unién competitiva (SPA) se midio. Los resultados
confirmaron la fuerte unién de 12cb con una afinidad de union de 3,4 + 1,5 yM (Figura 25A). La tubulina unida a
colchicina con un valor de Clsp de 1,8 £ 0,5 uM bajo estas condiciones. Estos resultados indicaron claramente que
los compuestos ABI inhiben de forma efectiva la polimerizaciéon de tubulina.

El grafico de union (Figura 25A) muestra claramente que los ABI pueden unirse de forma competitiva al sitio de
unién de la colchicina a la tubulina. Como la concentracion de los tres compuestos probados aumentoé de 0,03 uM a
100 pM, la colchicina tritiada aumentada se eliminé de forma competitiva desde la tubulina y se emitieron conteos
SPA menores. El control negativo, paclitaxel, dio solo una linea plana, porque teéricamente no se uniria al sitio de
union de la colchicina en tubulina. Segundo, los ABI tienen una afinidad de unién relativamente alta al sitio de unién
de colchicina a tubulina. Los valores Clsp calculados por GraphPad Prism mostraron que 12da tiene la mayor
afinidad de union. La afinidad de unién se correlacioné de forma positiva a la actividad antimelanoma in vitro; cuanto
mayor es la afinidad de unién, mayor es la actividad antimelanoma.
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Los ABI demostraron que detienen las células mediante el analisis del ciclo celular en la fase G2/M como indicacion
de que tienen como objetivo la tubulina. Los compuestos 12da, 12fb y 12cb se probaron junto con la colchicina como
un control positivo en las células A375 (Figura 25B). Cuatro diferentes concentraciones — 10, 50, 200 y 1000 nM — de
cada compuesto se eligieron para mostrar el efecto de la dosis (Figura 25C y 25D). Para controles (no tratamiento)
sin interferencia, aproximadamente 16% de células A375 se distribuyeron en la fase G2/M. Para el grupo de
tratamiento con colchicina, como la concentracion aumenté de 10 nM a 50 nM, el porcentaje de células distribuidas
en laf ase G2/M aumento de 14% a 85%. Los ABI tenian resultados similares para células A375, deteniéndolas en la
fase G2/M de una forma depediente de la dosis. La potencia de las diferentes concentraciones en la detencién de
células en la fase G2/M correlacionada de forma positiva con una actividad in vitro.

Ejemplo 20
Farmacologia in vitro e in vivo de compuestos 17ya, 12fa'y 55
Materiales y métodos

Cultivo celular y ensayo de citotoxicidad de cancer de préstata. Todas las lineas celulares de cancer de prostata
(LNCaP, PC-3 y DU145, PPC-1) se obtuvieron de ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, VA,
EE.UU.). PC-3_TxR humano, era resistente al paclitaxel y se us6 un modelo MDR comparado con PC-3. Los
suministros del cultivo celular se compraron de Cellgro Mediatech (Herndon, VA, EE.UU.). Todas las lineas celulares
se usaron para probar la actividad antiproliferativa de los compuestos 17ya, 12fa y 55 por ensayo de sulforodamina
B (SRB). Todas las lineas celulares de cancer se mantuvieron en medio RPMI 1640 con glutamina 2 mM y suero
bovino fetal (FBS) al 10%.

Ensayo de polimerizacion de microtubulo in vitro. Se mezclé tubulina de cerebro porcino (0,4 mg) (Cytoskeleton,
Denver, CO) con 1y 5 uyM del compuesto de la prueba o vehiculo (DMSO) y se incubé en 100 pL de tampén (PIPES
80 mM, MgCl, 2,0 mM, EGTA 0,5 mM, pH 6,9 y GTP 1 mM). La absorbancia a 340 nm de longitud de onda se
monitorizdé cada min durante 15 min (Lector de microplaca SYNERGY 4, Bio-Tek Instruments, Winooski, VT). El
espectrofotdmetro se mantuvo a 37°C para la polimerizacién de tubulina.

Incubaciones metabdlicas. Los estudios de estabilidad metabdlica se realizaron incubando 0,5 uM de compuestos de
prueba en un volumen de reaccion total de 1 mL que contenia 1 mg/mL de proteina microsomal en tampén de
reaccion [0,2 M de disolucion de tampédn fosfato (pH 7,4), NADP* 1,3 mM, glucosa-6-fosfato 3,3 mM y 0,4 U/mL de
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa] a 37°C en un bafio de agua en agitacion. El sistema de regeneracion de NADPH
(disolucion A 'y B) se obtuvo de BD Biosciences (Bedford, MA). Para los estudios de glucoronidacion, el cofactor de
acido glucurénico-UDP 2 mM (Sigma, St. Louis, MO) en agua desionizada se incubé con MgCl, 8 mM, 25 ug de
alameticina (Sigma, St. Louis, MO) en agua desionizada, y dsoluciones de regeneracion de NADPH (BD
Biosciences, Bedford, MA) como se describe anteriormente. La concentracion de DMSO total en la disoluciéon de
reaccion fue aproximadamente 0,5% (v/v). Las alicuotas (100 pL) de las mezclas de reaccion usadas para
determinar la estabilidad metabdlica se muestrearon a 5, 10, 20, 30, 60 y 90 min. El acetonitrilo (150 uL) que
contenia 200 nM del patron estandar se afiadié para desactivar la reaccion y precipitar las proteinas. Las muestras
se centrifugaron entonces a 4.000g durante 30 min a TA, y el sobrenadante se analizé directamente por LC-MS/MS.

Método analtico. Se inyectd disolucion de muestra (10 pL) en un sistema HPLC de la serie Agilent (Agilent 1100
Series Agilent 1100 Chemstation, Agilent Technology Co., Ltd). Todos los analitos se separaron en una columna
C18 de diametro estrecho (Alltech Alltima HP, 2,1x100 mm, 3 ym, Fisher, Fair Lawn, NJ). Se usaron dos modos de
gradiente. Para los estudios de estabilidad metabdlica, se us6 el modo de gradiente para alcanzar la separacion de
los analitos usando mezclas de fase movil A [ACN/H20 (5%/95%, v/v) que contenia 0,1% de acido formico] y fase
movil B [ACN/H20 (95%/5%, vi/v) que contenia 0,1% de acido férmico] a un caudal de 300 pL/min. La fase movil A se
uso6 al 10% de 0 a 1 min seguido por un gradiente programado de forma lineal a 100% de fase movil B en 4 min, el
100% de fase movil B se mantuvo durante 0,5 min antes de una caida rapida a 10% de fase mévil A. Se continué
con fase movil A durante otros 10 min hasta el final del analisis.

Se usd un espectrometro de masas de triple cuadrupolo, APl Qtrap 4000™ (Applied Biosystems/MDS SCIEX,
Concord, Ontario, Canada), que operaba con una fuente TurbolonSpray. El voltaje de la aguja de pulverizacion se
ajusto a 5 kV para el modo positivo. La cortina de gas se ajusté a 10; el gas 1y el gas 2 se ajustaron a 50. El gas de
disociacion asistida por colisién (CAD) en el medio y la temperatura de la sonda calentadora de la fuente a 500°C. El
modo de monitorizacion de reaccion multiple (MRM), barriendo a m/z 378 — 210 (17ya), m/z 373 — 205 (12fa), m/z
410 — 242 (55) y m/z 309 — 171 (patrén interno), se uso6 para obtener las sefiales mas sensibles. La adquisicion de
datos y el procesado cuantitativo se consiguieron usando el programa Analyst™, Ver. 1.4.1 (Applied Biosystems).

Solubilidad acuosa. La solubilidad de los farmacos se determind por Placa de filtro de solubiliad Multiscreen
(Millipore Corporate, Billerica, MA) acoplado con LC-MS/MS. Brevemente, se cargaron 198 uL de tampén de
solucién salina tamponada con fosfato (PBS) (pH 7,4) en una placa de 96 pocillos, y se dispensaron 2 uL de
compuestos de prueba 10 mM (en DMSO) y se mezclaron con agitacion suave (200-300 rpm) durante 1,5 horas a
TA (N = 3). La placa se centrifugé a 800g durante 10 min, y el filirado se us6 para determinar su concentracion y la
solubilidad del compuesto de prueba por LC-MS/MS como se describe anteriormente.
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Estudio farmacocinético. Se compraron ratones ICR macho (n = 3 por grupo) de 6 a 8 semanas de edad de Harlan
Inc., y se usaron para examinar las farmacocinéticas (PK) de 17ya, 12fa y 55. Todos los compuestos (10 mg/kg) se
disolvieron en DMSO/PEG300 (1/9) y se administraron mediante una Unica inyeccion intravenosa (i.v.) (50 yL) en la
vena de la cola. Las muestras de sangre se recogieron a 5, 15y 30 min, 1, 1,5, 2, 3, 4, 8, 12 y 24 h después de la
administracion i.v. A los rartones se les alimentd (p.o.) de forma forzada oral a 20 mg/kg (en Tween80/DMSO/H.0,
2/2/6) de cada compuesto de prueba para evaluar su biodisponibilidad oral. Las muestras de sangre se recogieron a
0,5,1,1,5,2,3, 4,8, 12y 24 h después de la administracion p.o.

Se compraron ratas Sprague-Dawley hembra (n = 3; 254 + 4 g) de Harlan Inc. (Indianapolis, IN). Se compraron
catéteres de la vena yugular toracica de rata de Braintree Scientific Inc. (Braintree, MA). A la llegada a las
instalaciones de los animales, los animales se aclimataron durante 3 dias en una habitacién controlada por
temperatura (20-22°C) con un ciclo de luz/oscuridad de 12 h antes de cualquier tratamiento. Los compuestos 17ya,
12fa y 55 se administraron i.v. en la vena yugular toracica a una dosis de 5 mg/kg (en DMSO/PEG300, 1/9). Un
volumen igual de solucion salina heparinizada se inyect6 para sustituir la sangre quitada, y las muestras de sangre
(250 pL) se recogieron por medio del catéter de la vena yugular a 10, 20, 30 miny 1, 2, 4, 8, 12, 24 h. A las ratas se
las alimenté (p.o.) de forma forzada oral a 10 mg/kg (en Tween80/DMSO/H,0, 2/2/6) de cada compuesto de prueba
para evaluar su biodisponibilidad oral. Todas las muestras de sangre (250 pL) después de la administracion oral se
recogieron por medio del catéter de la vena yugular a 30, 60, 90 min, 120 min, 150 min, 180 min, 210 min, 240 min y
8, 12, 24 h. Se prepararon jeringas y viales heparinizados antes de la recogida de sangre. Las muestras de plasma
se prepararon centrifugando las muestras de sangre a 8.000g durante 5 min. Todas las muestras de plasma se
almacenaron inmediatamente a -80°C hasta que se analizaron.

Los analitos se extrajeron de 100 yL de plasma con 200 uL de acetonitrilo que contenian 200 nM del patrén interno.
Las muestras se mezclaron cuidadosamente, se centrifugaron y el extracto organico se transfirié al automuestreador
para el analisis de LC-MS/MS.

Estudios de xenoinjerto de PC-3_TxR. Se prepararon células PC-3_TxR (10x107 por mL) en medio de crecimiento
RPMI1640 que contenia FBS al 10%, y se mezclé con Matrigel (BD Biosciencies, San José, CA) a relacién 1:1. Se
establecieron tumores inyectando 100 pL de la mezcla (5x10° células por animal) de forma subcutanea (s.c.) en el
flanco de ratones desnudos atimicos macho de 6-8 semanas de edad. La longitud y anchura de los tumores se midié
y el volumen tumoral (mm?3) se calculd por la formula, /6 x L x W2, donde la longitud (L) y la anchura (W) se
determinaron en mm. Cuando los volimenes tumorales alcanzaron 300 mm?, los animales que portaban tumores
PC-3_TxR se trataron con vehiculo [Tween80/DMSO/H,0 (2/2/6)], o 17ya (10 mg/kg) oralmente. El calendario de
dosificacién fue 3 veces a la semana durante cuatro semanas.

Resultados

17a y 55 muestran amplia citotoxicidad en las células, incluyendo células resistentes a multifarmaco. La capacidad
de 17ya y 55 para inhibir el crecimiento de las lineas celulares cancerigenas se evalué usando el ensayo SRB
(Tabla 15). Ambos compuestos inhibieron el crecimiento de varias lineas celulares de cancer humano, incluyendo
cinco lineas celulares de cancer de préstata y una de glioma, con valores Clsg en el intervalo nanomolar bajo. 17ya
exhibié una potencia 1,7-4,3 veces mayor que 55 en estas lineas celulares. La linea celular PC-3 resistente a
paclitaxel (PC-3/TxR) que sobre-expresa P-glucoproteina (p-gp), se uso6 para estudiar el efecto de la resistencia al
farmaco en 17ya y 55 y para comparar frente a su linea celular PC-3 parental. Los valores Clso de docetaxel eran 1,2
+0,1nMy 17,7 £ 0,7 nM en células PC-3 y PC-3/TxR, respectivamente. 17ya y 55 eran ambas equipotentes frente a
PC-3 parental y PC-3/TxR, mientras que paclitaxel y docetaxel mostraron resistencia relativa de 85 y 15 veces,
respectivamente. Estos datos indican que tanto 17ya como 55 sortearon la resistencia al farmaco mediada por P-gp.

Tabla 15. Datos de citotoxicidad de 17ya y 55.

Linea Tipo Citotoxicidad [Valores de Clsg, media £ DE nM]
celular 17ya 55 Paclitaxel
s it SR E -0
AN D: H}a{ \!r;,,llo,
HNL__ oo P
L —3 :
H
PC-3 Prostata 52+0,2 16+1,5 0,6 £ 0,05
PC-3/TxR Prostata 2,1+0,1(0,4) 6,7+0,5(0,4) 51 +2,3 (85)
LNCaP Prostata 12+ 0,1 27+0,6 1,7+0,2
Du-145 Prostata 17+£0,2 38+0,6 5,1+0,1
PPC-1 Prostata 21+0,1 36+0,4 2,3+0,8
U87MG Glioma 10+1,6 22+3,0 NR

Los valores Clsp (media + DE) se determinaron después de tratamiento de 96 h (N = 3). El
paclitaxel se usé como un control positivo. Los datos en paréntesis indicaron factor de
resistencia cuando se compara con los valores Clso en PC-3 y PC-3/TxR. NR, No presentado.
17ya y 55 se unen al sitio de unién a colchicina en tubulina, inhiben la polimerizacién de la tubulina, e inducen la
apoptosis celular (Figura 26). Un ensayo de union de masa competitivo se desarrollé para estudiar la interaccion de
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inhibidores de molécula pequefa con tubulina. En este estudio, las concentraciones variables de 17ya o 55 se
usaron para competir con la unién de colchicina-tubulina. Ambos compuestos compitieron de forma efectiva con la
colchicina para la union a la tubulina (Figura 26A); sin embargo, sus curvas de unidén competitiva se desviaron
sustancialmente de cero a mayores concentraciones cuando se compara con la podofiltoxina, un ligando de unién al
sitio de colchicina potente conocido. Esto sugiere que tanto 17ya como 55 mostraron menos afinidad que la
podofiltoxina o que se unen parcialmente al sitio de unién a la colchicina. La vinblastina, el control negativo, no
inhibié la unién colchicina-tubulina, demostrando con éxito la especificidad de este ensayo de uniéon de masa
competitiva.

Se incubd tubulina de cerebro porcino (>97% pura) con 17ya o 55 (5 uM) para probar su efecto en la polimerizacion
de tubulina (Figura 26B). 17ya y 55 inhibieron la polimerizacion de tubulina en 47% y 40% a los 15 min,
respectivamente. La colchicina a 5 yM se us6 como un control positivo e inhibié la polimerizacién de tubulina en
32%. Estos datos sugieren que tanto 17ya como 55 tienen una inhibicion ligeramente mayor de la polimerizacién de
tubulina que la colchicina. Por lo tanto, el mecanismo molecular de estos compuestos es unirse al sitio de unién a la
colchicina, inhibiendo la polimerizacion de la tubulina e induciendo la citotoxicidad.

Las células PC-3 y PC-3/TxR se expusieron a 0,8 a 600 nmol/L de 17ya, 55, o docetaxel durante 24 h. Los niveles
de complejos ADN-histona se usaron para representar la apoptosis celular. Tanto 17ya como 55 fueron igualmente
potentes para inducir la apoptosis celular en PC-3 (Figura 26C) y PC-3/TxR (Figura 26D) en 24 h. Aunque docetaxel
era altamente potente para inducir la apoptosis de las células PC-3, era mas débil en las células PC-3/TxR debido a
la sobre-expresion de P-gp.

17ya y 55 mostraron propiedades tipo farmaco favorables. Las propiedades tipo farmaco, tal como estabilidad
metabdlica, permeabilidad, solubilidad acuosa e interacciones farmaco-farmaco, se examinaron para 17ya y 55
(Tabla 16A). 17ya mostré mayor estabilidad metabdlica y solubilidad acuosa que 55. Ambos compuestos quimicos
mostraron valores de permeabilidad mas que adecuados, sugiriendo su potencial para usarse oralmente. Ademas,
tanto 17ya como 55 mostraron altos valores de Clso en el intervalo micromolar en los ensayos de inhibicion de
enzima CYP, indicando que ambos compuestos pueden evitar las interacciones farmaco-farmaco a través de las
principales enzimas hepaticas CYP. Sobre todo, ambos compuestos mostraron propiedades tipo farmaco favorables.

Tabla 16A. Propiedades tipo farmaco del compuesto 17a y 55. Se evaluaron la estabilidad metabdlica,
permeabilidad, solubilidad e interacciones farmaco-farmaco potenciales. Cada valor representa la media de estudios
duplicados.

Medida Unidades 17ya 55 Controles
positivos (media)

Estabilidad metabdlica

Semivida en microsomas hepaticos humanos min > 60 28 Verapamil (12)
Permeabilidad

Papp(a—B) €n el ensayo CaCO-2 10 cm/s 36 99 Propranolol (19)
Solubilidad acuosa pg/mL >75 19 1h (1,1)
Interacciones farmaco-farmaco
Valor Clsp en Cyp3A4 (sustrato: testosterona) uM 20 55 cetoconazol (0,02)
Valor Clsp en Cyp2D6 (sustrato: UM > 50 34 Quinindina (0,1)
dextrometorfano)
Valor Clsp en Cyp2C19 (sustrato: (S)- UM 6,6 5,3 Ticlopidina (0,37)
mefenitoina)
Valor Clso en Cyp2C9 (sustrato. Diclofenac) uM 17 4,9 Sulfafenazol (0,5)
Valor Clsp en Cyp1A2 (sustrato: fenacetina) UM 9,2 8,1 Furafilina (2,2)
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Como se muestra en la Tabla 16B, 17ya tenia una semivida de 80 min mediante la reaccién en fase |, sugiriendo
que 17ya era estable en los procesos metabdlicos de fase |. La semivida (90 min) en presencia de acido UDP-
glucurdnico era similar a la observada en su ausencia. Estos datos sugirieron que 17ya es estable en microsomas
hepaticos humanos, y se esperaba que se obtendria bajo aclaramiento y larga semivida en humanos. Por otro lado,
55 mostré 30 y 43 min como semividas cuando estaba en presencia y ausencia de acido UDP-glucurénico,
respectivamente. El compuesto 12fa muestra la semivida con 44 en la fase |. Estos datos sugirieron que los tres
compuestos mostraban estabilidad aceptable en los microsomas hepaticos humanos, y 17ya es mas estable que
12fa y 55. Cuando se investigaba su metabolismo, se encontr6 que 12fa y 55 mostraban mayores niveles de
reduccion de cetona (no se muestran datos), sugiriendo que 12fa y 55 son mas labiles que 17ya.

El compuesto 17ya mostrd gran solubilidad acuosa, 12fa y 55 mostraron solubilidad aceptable.

El compuesto 17ya contenia un anillo de imidazol y este anillo mejoré la solubilidad acuosa, dando por resultado >75
pg/mL de solubilidad acuosa (Tabla 16A). Los compuestos 12fa y 55 mostraron menos solubilidad acuosa, y
exhibieron 12 y 19 pg/mL, respectivamente. Sobre todo, 17ya demostré una gran solubilidad acuosa, y 12fa y 55
mostraron una solubilidad acuosa aceptable, y mucho mejor que 1h. La mayor solubilidad de 12fa se tradujo en
biodisponibilidad oral muy mejorada en comparacién a 1h (35% frente a 3,3% en ratas). De forma similar para 17ya
y 55, la solubilidad acuosa correlacion6 con la biodisponibilidad oral muy mejorada como se trata debajo (Tabla 17).

Estudios farmacocinéticos de 17ya y 55 en ratones, ratas y perros. Los parametros farmacocinéticos de 17ya y 55
dados en una unica dosis (i.v. 0 p.o.) en ratones ICR, ratas Sprague-Dawley, perros beagle se resumen en la Tabla
17. 17ya mostré bajo aclaramiento en ratones y ratas, sugiriendo que 17ya mostré estabilidad metabdlica, y minimo
metabolismo de primer paso en estas especies. Ademas, 17ya habia moderado el volumen de distribucion en
ratones y ratas, indicando que puede distribuirse apropiadamente en los tejidos, incluyendo tumores. A diferencia de
en ratones y ratas, sorprendentemente, el aclaramiento total de 17ya en perros fue alto. Dos metabolitos abundantes
en el plasma de perro, un metabolito hidroxilado y un metabolito desconocido con +34 m/z del parental (datos no
mostrados), fueron consecuentes con los encontrados en los microsomas hepaticos de perro. En resumen, se
obtuvo mayor aclaramieto y menor exposicion oral para 17ya en comparacion con 55 en perros, pero no en ratones
y ratas. Ademas, 17ya mostréo abundantes metabolitos solo en los microsomas hepaticos de perro, pero no en
microsomas de ratén, rata o humano (datos no mostrados). 17ya mostré 21%, 36% y 50% de biodisponibilidad oral
aceptable en ratas, ratones y perros, respectivamente. Mientras, 55 tenia bajo aclaramiento en ratas y moderado
aclaramiento en ratones y perros. Similar a 17ya, 55 mostré un moderado volumen de distribucién en estas
especies. 55 tenia tasas de biodisponibilidad oral constantes entre las tres especies (24%-36%). Estas propiedades
indican que tanto 17ya como 55 son potenciales inhibidores de tubulina oralmente disponibles.

Tabla 17. Estudios farmacocinéticos de compuestos 17ya y 55 en ratones, ratas y perros.

17ya 55
v PO v PO
PK de ratén (N=3)
Dosis, mg/kg 10 20 10 20
Aclaramiento, mL/min/kg 19 NR 40 NR
Vss, L/kg 2,9 NR 1,3 NR
t1/2, min 101 339 46 126
AUC, min*ug/mL 540 384 249 171
Cmax, Ng/mL 4800 1560 7739 1253
F, % 36% 34%
PK de rata (N=3)
Dosis, mg/kg 5 10 5 10
Aclaramiento, mL/min/kg 95+23 NR 10+14 NR
Vss, L/kg 1,8+0,2 NR 1,0+0,1 NR
t1/2, min 139 + 24 206 + 12 73+5,0 350 + 214
AUC, min*ug/mL 553 + 143 233+ 134 509 + 73 246 + 163
Cmax, Ng/mL 3672 £ 519 999 + 445 4609 + 55 757 + 520
F, % 21% 24%
PK de perro (N=4)
Dosis, mg/kg 2 5 2 5
Aclaramiento, mL/min/kg 109 + 29 NR 15+3,2 NR
Vss, L/kg 94 + 95 NR 0,9+0,2 NR
t1/2, min 2757 + 1573 1695 + 439 82+ 15 191 +£9,0
AUC, min*ug/mL 18,56+4,7 23,1+11,3 141 + 30 128 + 154
Cmax, Ng/mL 400 £ 118 210 £ 133 2552 + 576 862 + 1010
F, % 50% 36%
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17ya y 55 inhiben el crecimiento de los xenoinjertos de prostata resistentes a paclitaxel (PC-3/TxR). Se inocularon
células de cancer de prostata resistentes a PC-3 (Figura 27A) y paclitaxel (PC-3/TxR) (Figura 27B) en ratones
desnudos y se dejo que los volimenes tumorales alcanzaran aproximadamente 150-300 mm?3. Se us6 docetaxel (10
o 20 mg/kg), que es un compuesto clinico para el cancer de préstata, para evaluar su efectividad en modelos de
resistencia al farmaco mediada por P-gp in vivo. Se encontré que el tumor PC-3/TxR era de crecimiento rapido y el
volumen alcanz6 1500-2500 mm? a la terminacién del estudio. Aunque 10 y 20 mg/kg de docetaxel administrado de
forma intravenosa mostré una respuesta a la dosis en ambos modelos (Figuras 27A y 27B), el efecto de la inhibicion
del crecimiento tumoral (TGI) disminuy6 de 84% de TGI en tumores PC-3 a 14% de TGI en tumores PC-3/TxR
cuando se dosificaron de forma intravenosa a 10 mg/kg (Tabla 18). Ademas, a la mayor dosis (20 mg/kg), docetaxel
provoco una regresion parcial (>100% de TGI) de tumores de PC-3, aunque apenas 56% de TGI en tumores de PC-
3/TxR. La efectividad del docetaxel en tumores de PC-3/TxR se disminuy6 dramaticamente cuando se compara a la
de tumores PC-3, sugiriendo que la eficacia se alterd por la resistencia al farmaco mediado por P-gp, y estos
resultados estan en muy buen acuerdo con nuestros datos de citotoxicidad o apoptosis in vitro. En contraste con la
falta de eficacia del docetaxel en los tumores de PC-3/TxR, el 17ya administrado de forma oral (6,7 mg/kg) demostré
mas del 100% de TGI sin un efecto en sus pesos corporales (Figura 27B y Tabla 18). Ademas, 2 de 4 ratones
desnudos que portaban tumores PC-3/TxR estaban libres de tumores el dia 19 (datos no mostrados).

El modelo de xenoinjerto PC-3/TxR se utiliz adicionalmente para evaluar las eficacias de 17ya (en otros horarios de
dosificacién) y 55. La dosis tolerada maxima (pérdida de peso corporal > 20%) de 17ya se encontré que era 10
mg/kg, cuando se dosificé oralmente una vez al dia durante cuatro dias; o a 3,3 mg/kg dos veces al dia (b.i.d.)
durante cinco dias (datos no mostrados). Como se muestra en la Figura 27C, se dosificaron 3,3 mg/kg de 17ya b.i.d.
para los primeros cuatro dias consecutivos en la primera semana, y el horario se cambié después a una vez al dia
entre las semanas 2 y 4. El resultado muestra que se obtuvo una regresion parcial durante el dia 4-19, y el TGl fue
97%; y uno de los siete ratones estaba libre de tumor el dia 26. Mayor dosis (10 mg/kg) con menor frecuencia de
dosificacion (g2d) de 17ya (Figura 27D) provoco la regresion parcial durante los dias 13 a 29. Estos datos sugieren
que los regimenes con dosis optimizadas y horarios de dosificacion facilitaran que 17ya inhiban con éxito los
tumores PC-3/TxR. 55, se administré de forma oral a ratones desnudos con 10 o 30 mg/kg b.i.d., y cinco veces a la
semana entre las semanas 1y 4. Como se muestra en la Fig 27C, los perfiles de inhibicion muestran una respuesta
a la dosis en el tumor PC-3/TxR. El valor de TGl fue 59% para el grupo de tratamiento con una menor dosis (10
mg/kg). Ademas, la mayor dosis (30 mg/kg) comenzd a mostrar regresion parcial (>100% de TGI) desde el dia 19
hasta la terminacion del estudio (dia 26). Algunos ratones en el grupo de vehiculo perdieron peso corporal en el
punto final, en parte, debido a la cachexia del cancer. Por el contrario, los ratones tratados con 17ya (3,3 mg/kg) o
55 (30 mg/kg) estuvieron ganando peso (Tabla 18), sugiriendo que estas dosis optimizadas de 17ya o 55 pueden
tolerarse bien y fueron preventivas de la cachexia del cancer.

Tabla 18. Actividad antitumoral de los compuestos 17ya y 55 frente al docetaxel evaluado simultdneamente in vivo.

Horariode  Punto Numero de Peso corporal (g) Tamaiio tumoral TGI
dosificacion  final  final/comienzo (mm?) (%)
Comienzo Final Comienzo Final
Xenoinjerto PC-3
Vehiculo_IV Dia1y?9 Dia 6/6 302 32+ 27183 875+ -
19 4 292
Docetaxel _IV_10mpk Dia1y?9 Dia 5/5 29+ 2 24+ 247 +£49 341 + 84
19 2 101
Docetaxel_IV_20mpk Dia1y9 Dia 5/5 28+3 24+ 243+68 17262 >100
19 3
Xenoinjerto PC-
3/TxR
Vehiculo_IV Dia1y9 Dia 5/5 331 26+ 171157 2061 + -
19 5 858
Docetaxel _IV_10mpk Dia1y?9 Dia 4/4 312 25+ 143120 1774 14
19 2 183
Docetaxel _IV_20mpk Dia1y?9 Dia 4/4 301 25+ 170+ 86 999 + 56
19 4 905
17ya_PO_6,7mpk qd x 5/w Dia 4/4 333 34+ 172169 126 + > 100
19 3 100
Vehiculo_PO b.i.d x 5/w Dia 6/7 302 25+ 156+ 30 2591 + -
26 2 1423
55_PO_10mpk b.id x 5/w  dia 26 77 29+2 26+ 143 +44 1152 + 59
3 433
55_PO_30mpk b.id x 5/w  dia 26 77 29+3 30+ 134+34 101+19 >100
2
17ya_PO_3,3mpk® qd x 5/\w  dia 26 77 29+2 30+ 13944 214 97
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Horariode  Punto Numero de Peso corporal (g) Tamario tumoral TGI
dosificacion  final  final/comienzo (mm?) (%)
Comienzo Final Comienzo Final
2 172
Vehiculo_PO g2d x 3/w Dia 5/5 24 +2 21+ 299+40 1521 -
29 1 580
17ya_PO_10mpk g2d x 3/w  dia 29 5/5 24 +2 28+ 294 + 156 237 > 100
2 103

Horario de dosificacion: qd x 5/w = una administraciéon dada en cinco dias consecutivos por semana; b.i.d. x 5/w =
dos administraciones dadas en cinco dias consecutivos por semana; o g2d x 3/w = cualquier otro dia de
administracion o tres veces a la semana.

a El horario de dosis fue dos administraciones dadas en cuatro dias consecutivos de la primera semana, y el horario
de dosis se cambio (por la toxicidad) a una administracion dada en cinco dias consecutivos por semana para la
segunda a la cuarta semana.

Penetracion al cerebro de 17ya y 55 en ratones desnudos. Se determinaron las concentraciones del cerebro
completo en ratones desnudos a 1 h y 4 h después de la administracion oral de 20 mg/kg de 17ya o 55 (Tabla 19).
Las relaciones de concentraciones en el cerebro al plasma se determinaron y se compararon con docetaxel en los
ratones desnudos. 55 mostrdo mayor penetracion al cerebro que 17ya y docetaxel. 17ya solo mostré relaciones de
concentracion cerebro/plasma ligeramente mayores que el docetaxel tanto a 1 como a 4 h. Las concentraciones en
el cerebro de 55 alcanzaron 14 a 19% de concentraciones en plasma a 1 h y 4 h, respectivamente, mostrando una
relacion cerebro/plasma 3,2 veces mayor tanto a 1 h como a 4 h en comparacion con el docetaxel. Estos datos
sugieren que 55 mostré propiedades potencialmente favorables para tratar el glioma, ya que tiene mayor
penetracion al cerebro y mayor potencia (22 nM, Tabla 15) en células de glioma.

Tabla 19. Estudios de la barrera hematoencefalica (BHE) de compuestos 17ya y 55. Las concentraciones en cerebro
y plasma se determinaron en ratones desnudos a 1 y 4 h después de la administracion de docetaxel (IP, 10 mpk),
17ya (PO, 20 mpk) y 55 (PO, 20 mpk). Cada valor representa la media + DE de 3 ratones desnudos.

Docetaxel 17ya 55
Medida 1h 4h 1h 4h 1h 4h
Cerebro (ng/mL) 33+14 20+9 124 + 108 49 + 32 180 + 44 73+18
Plasma (ng/mL) 768 +92 345+94 2058+ 1252 570+438 1669 + 867 380 + 32
Cerebro/plasma (%) 4,4+2,0 6,029 54+19 8,9+1,7 14+79 19+ 3,1

Ejemplo 21. Farmacocinéticas de los compuestos

Tabla 20.

ID del Semivida en Semivida en Semivida en Semivida en Semivida en

compuesto | microsoma microsoma microsoma microsoma microsoma
hepatico hepatico de hepatico de hepatico de hepatico de
humano (min) ratén (min) rata (min) perro (min) mono (min)

1h 17 <5 31 19 <5

2e-Cis 35

2i 32

2k 10 9 32 16 <5

2| 20 11 49 30 8

6a 32 3,43 12 13 16

6b 40 10 9 30 13

6¢c 47 13 14 29 9

7d 24 37 42 29 15

12da 23 8 28 17

12fa 56 23 46 26

12fb 37

12dab 21 <5 12 46

Ejemplo 22

Actividad biologica de compuestos de metoxibenzoil-aril-tiazol sustituidos en 4 (SMART) 1h, 2k y 2I: inhibidores de
microtubulo activo

Materiales y métodos
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Ensayo de polimerizacién de microtubulo in vitfro. Se mezclé tubulina de cerebro bovino (0,4 mg) (Cytoskeleton,
Denver, CO) con 10 uM del compuesto de prueba o vehiculo (DMSO) y se incubé en 100 ul de tampoén (PIPES 80
mM, MgCl, 2,0 mM, EGTA 0,5 mM, pH 6,9 y GTP 1 mM). La absorbancia a 340 nm de longitud de onda se
monitorizdé cada min durante 15 min (Lector de microplaca SYNERGY 4, Bio-Tek Instruments, Winooski, VT). El
espectrofotébmetro se mantuvo a 37°C para la polimerizacién de la tubulina.

Ensayo de unién por competicion MS. Se incubaron colchicina, vinblastina y paclitaxel (1,2 yM para cada uno) con
tubulina (1,2 mg/mL) en el tampoén de incubacion (PIPES 80 mM, MgCl; 2,0 mM, EGTA 0,5 mM, pH 6,9) a 37°C
durante 1 h. Se examiné 1h (0,5-125 pM) para competir individualmente con la uniéon a tubulina de colchicina,
vinblastina y paclitaxel. Los ligandos en forma libre se separaron de la tubulina o microtibulo usando un método de
ultraflitracion (microconcentrador) (Microcon, Bedford, MA) con un tamafio de corte molecular de 30k Da. La
colchicina, vinblastina y paclitaxel se determinaron por el método LCMS/MS. La capacidad de 1h para inhibir la unién
de ligandos se expresé como un porcentaje de union de control en ausencia de cualquier competidor. Cada reaccion
se realizé por triplicado.

Cultivo celular y ensayo de citotoxicidad del cancer de préstata y melanoma. Todas las lineas celulares de prostata y
melanoma se obtuvieron de ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, VA, EE.UU.), mientras los
suministros de cultivo celular se compraron de Cellgro Mediatech (Herndon, VA, EE.UU.). La actividad
antiproliferativa de los compuestos se examind en cuatro lineas celulares de cancer de prostata humano (LNCaP,
DU 145, PC-3 y PPC-1) y dos lineas celulares de melanoma humano (A375 y WM-164). La linea celular de ovario
humano OVCAR-8 y su linea celular resistente que sobre-expresa P-gp, NCI/ADR-RES, se usaron como modelos
MDR. Ambas lineas celulares de ovario se obtuvieron de National Cancer Institutes (NCI). Todas las lineas celulares
de cancer de prostata se cultivaron con suero bovino fetal (FBS) al 10%.

Andlisis del ciclo celular. La citometria de flujo se realizd para estudiar los efectos de los compuestos en la
distribucion del ciclo celular. Las células PC-3 y A375 se trataron en medio de crecimiento con las concentraciones
indicadas de compuestos 1h, 2k, 2| durante 24 h. El ADN celular se tifié con 100 ug/mL de yoduro de propidio y 100
pg/mL de RNasa A en PBS vy la citometria de flujo se realizdé para determinar la distribucion del ciclo celular de las
células.

Deteccion de apoptosis por ELISA. La cuantificacion del enriquecimiento de mono- y oligonucleosomas en el
citoplasma se us6 para determinar la capacidad de los compuestos para inducir la apoptosis (deteccion de muerte
celular ELISA PLUS, Roche, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Estudio farmacocinético. Se compraron ratones ICR macho (n = 3 o 4 por grupo) de 6 a 8 semanas de edad de
Harlan Inc., y se usaron para examinar las farmacocinéticas (PK) de los compuestos. 1h, 2k, 2| (15 mg/kg) se
disolvieron en PEG300/DMSO (1/4) y se administraron mediante una Unica inyeccién i.v. en la vena de la cola. Las
muestras de sangre se recogieron a 2, 5, 15y 30 min, 1, 2, 4, 8, 16 y 24 h después de la administraciéon. Se
compraron ratas Sprague-Dawley macho (n = 4; 254 + 4 g) de Harlan Inc. (Indianapolis, IN). 1h, 2k, se administraron
de forma intravenosa en los catéteres de la vena yugular a 2,5 mg/kg (en DMSO/PEG300, 1/4). Las muestras de
sangre (250 uL) se recogieron a 10, 20, 30 min 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48 h. Un método de precipitacion de proteina se
uso para la preparacion de la muestra. Se afiadié una alicuota (200 pL) de acetonitrilo (ACN) a 100 yL de plasmay
después se agité formando un voértice cuidadosamente durante 15 s. Después de la centrifugacion, el sobrenadante
se analizé por cromatografia liquida junto con espectrometria de masas (LC-MS/MS). Los parametros de PK se
determinaron usando analisis no compartimental (WinNonlin, Pharsight Corporation, Mountain View, CA).

Estudios de xenoinjerto de tumor PC-3 y A375. Se prepararon células PC-3 y A375 (5x107 por mL) en medio de
crecimiento libre de rojo de fenol que contenia FBS al 10%, y se mezclé con Matrigel (BD Biosciences, San José,
CA\) en relacién 1:1. Los tumores se establecieron inyectando 100 uL de la mezcla (2,5x10° células por animal) de
forma subcutanea (s.c.) en el flanco de ratones desnudos atimicos macho de 6-8 semanas de edad. La longitud y
anchura de tumores se midio y el volumen tumoral (mm?) se calcul6 por la formula /6 x L x W2, donde la longitud (L)
y la anchura (W) se determinaron en mm. Cuando los volimenes tumorales alcanzaron 150 mm?3, los animales que
portaban tumores PC-3 se trataron con vehiculo [Captex200/Tween80 (1/4)], 1h (5 y 15 mg/kg), 2k (5y 15 mg/kg) y
21 (50 mg/kg) de forma intraperitoneal durante 21 dias. Se uso vinblastina (0,5 mg/kg) como el control positivo y se
dosificé g2d con vehiculo [DMSO/PEG300 (1/9)]. Por otro lado, los ratones que portaban tumor A375 se trataron
durante 34 dias con vehiculo [Captex200/Tween80 (1/4)], 1h (20 mg/kg) o 2k (15 mg/kg). Las dosis se seleccionaron
en base a estudios de toxicidad aguda de 1h y 2k en ratones ICR (n = 2/grupo) mostrando que las dosis hasta 30
mg/kg y 15 mg/kg, respectivamente, no provocaron mas del 10% de pérdida de peso corporal después de 4 dias
consecutivos de dosificacion intraperitoneal.

Actividad antitumoral in vivo [inbicién del crecimiento tumoral (% de T/C), retraso del crecimiento tumoral (valor T-C)
y muerte de la célula tumoral (log de muerte celular total)]. Se describe la evidencia del efecto del farmaco por los
siguientes parametros: % de T/C = [A de volumen tumoral del grupo tratado]/[A volumen tumoral del grupo de
control] x 100%. Los valores T-C (retraso del crecimiento tumoral) se basaron en el tiempo medio (en dias),
necesario para que los tumores de tratamiento (T) y el grupo de control (C), alcanzaran un tamafio predeterminado
(600 mm3 en este estudio). Estos valores se usaron entonces para la cuantificacion de la muerte celular tumoral
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siguiendo la ecuacion: log de muerte celular = (T- C)/(3,32 x Td). Td es el tiempo de doblado de volumen tumoral en
dias. En este estudio, se define el tiempo doblado necesario para que el tumor aumente de 300 a 600 mm3.

Prueba rotarod. Los ratones ICR recibieron entrenamiento tres veces al dia durante dos dias para permitirlos estar
en la barra rotatoria durante >120 segundos a 12 rpm. Los ratones de aleatorizaron después por la longitud de
tiempo que podrian estar en la barra rotatoria y se dividieron en 7-8 ratones por grupo. 1h a una dosis de 5 0 15
mg/kg en Captex200/Tween80 (1/4) se dadministrd por inyeccion intraperitoneal. Se uso vinblastina a una dosis de
0,5 mg/kg/dia como un control positivo bajo las mismas condiciones. La prueba de rotarod se realizé dos veces a la
semana. El tratamiento se paré el dia 31, y la observacion posterior se examind en las semanas 1, 2 y 4 después de
la terminacioén del tratamiento. La velocidad de la barra se aumentaba de 59 rpm a 40 rpm durante un periodo de 5
min. El rendimiento de midié como la longitud de tiempo que un ratén podria estar en la barra rotatoria.

Estudios de resistencia al farmaco in vivo. Al final de los estudios de xenoinjerto de PC-3, se quitaron los tumores
solidos de los grupos de control y tratados con 1h (15 mg/kg) y se digirieron con colagenasa al 0,1% (Tipo I) y 50
mg/mL de DNAsa (Worthington Biochemical Corp., Freehold, NJ). Las células dispersas se pusieron en una placa en
medio RPMI + FBS al 10% y se incubaron a 37°C y CO- al 5% durante 24 h para permitir la unién. Los efectos anti-
proliferativos de 1h se compararon para determinar si las células tumorales que permanecen en los xenoinjertos de
PC-3 retuvieron la sensibilidad al farmaco. Las células PC-3 obtenidas de ATCC se usaron como control in vitro. Los
analisis estadisticos se realizaron usando la prueba t sencilla.

Resultados

En base a los estudios de relacion estructura-actividad, se seleccionaron tres compuestos (Figura 28A) para la
caracterizacion biolégica. Mientras 1h y 2k son moléculas altamente potentes con propiedades citotoxicas
nanomolares bajas, 2| que estaba disefiado racionalmente como un metabolito potencial con solubilidad mejorada,
tenia los efectos antiproliferativos menos potentes (Tabla 21).

Tabla 21. Eficacia in vitro de compuestos en lineas celulares de prdstata, melanoma y resistentes al farmaco (n = 3,
media + EE). Paclitaxel, vinblastina y colchicina se usaron como controles positivos como se presenta previamente.

Clso £ EEM (nM)

Linea celular Tipo de SMART- SMART- SMART- Paclitaxel Vinblastina Colchicina
célula H F OH
LNCaP Prostata 28+42 6112 10319 1,710,2 1,10,1 1614
PC-3 Prostata 2112 13+12 8715 4,8+0,3 2,110,2 1141
Du-145 Prostata 71142 12+12 116+ 14 5,1£0,1 1,8+1,1 10+2
PPC-1 Prostata 4352 8+12 7612 2,310,8 1,1£0,4 201
B16-F1 Melanoma 55+52 43+212 11316 1712 4,7+0,7 2915
A375 Melanoma 28452 331142 93+11 1243 1,1£0,2 20+3
OVCAR-8 Ovario 3542 3413 11048 4,7+0,1 3,940, 171
NCI/ADR-RES Ovario 131 12+1 455 62631634 582+57 111379
Factor de resistencia 0,4 0,4 0,4 1333 149 65

SMART-H en la Tabla 21 es 1h; SMART-F en la Tabla 21 es 2k; y SMART-OH en la Tabla 21 es 2l.

SMART inhiben la polmerizacién de microtibulos por unién al sitio de unién de la colchicina en tubulina.

Se incubo tubulina de cerebro bovino (>97% pura) con los compuestos individuales (10 uM) para probar su efecto en
la polimerizacion de tubulina (Figura 28B). Mientras 1h y 2k inhibieron la polimerizacién de tubulina en 90%, 2l
inhibio la polimerizacion solo al 55%. Estudios previos demostraron una inhibicion dependiente de la concentracion
de la polimerizacion de tubulina por 1h. Ademas, bajo las mismas condiciones experimentales, la Clso para 1h (4,23
pM) es similar a la de la colchicina (4,91 pM). Estos datos sugieren que los compuestos muestran fuerte actividad de
polimerizacon antitubulina que corresponde bien con su citotoxicidad (Tabla 21). La capacidad de los compuestos
para competir por sitios de unién conocidos en la tubulina se determind usando un nuevo ensayo de unién
competitivo MS, que se desarrollé en nuestro laboratorio. Tres ligando de tubulina, que corresponden a los tres sitios
de unién en tubulina, colchicina, vinblastina y paclitaxel se usaron para estos estudios de uniéon competitivos. Se
encontré que, sobre un intervalo de concentracion de 0,1-125 uM, 1h compitié especificamente con la unién de
colchicina a tubulina, pero no compitié con la unién a tubulina de vinblastina o paclitaxel (Figura 28C).

Los compuestos SMART inhiben el crecimiento de lineas celulares cancerigenas resitentes a multifarmaco.

La capacidad de los compuestos para inhibir el crecimiento de las lineas celulares cancerigenas se evalud usando el
ensayo SRB. Como se muestra en la Tabla 21, los compuestos inhibieron el crecimiento de varias lineas celulares
cancerigenas humanas, que incluyen cuatro lineas ceulares de cancer de prostata, y dos lineas celulares de
melanoma, con valores Clsp en el intervalo nanomolar bajo. De los tres compuestos, 2| fue el menos potente (Clsg
76~116 nM). 2k mostro el mejor efecto antiproliferativo con valores de Clsg entre 6 y 43 nM en las lineas celulares de
cancer de prostata y melanoma. Ademas, el efecto de los compuestos en las lineas celulares OVCAR-8 y NCI/ADR-
RES se evalué también (Tabla 21). Los compuestos fueron igualmente potentes frente a la célula MDR (NCI-ADR-
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RES) y la linea celular parental (OVCAR-8). Paclitaxel, vinblastina y colchicina mostraron valores de resistencia
relativa de 1333, 149 y 65 veces, respectivamente (Tabla 21). Estos datos indican que los compuestos sortean la
resistencia al farmaco mediada por P-gp.

Los compuestos SMART detienen las células PC-3 (prostata) y A375 (melanoma) en la fase G2/M del ciclo celular e
inducen la apoptosis celular. Las células PC-3 y A375 se expusieron a 10, 50, 200 y 1000 nM de los compuestos
durante 24 h. El tratamiento con los compuestos SMART dio por resultado la acumulacion dependiente de la
concentracion de las células tanto PC-3 como A375 en la fase G2/M con disminuciones simultaneas en el porcentaje
de células en la fase GO/G1 (Figuras 29A y 29B). La proporcion de células en fase G2/M aumento significativamente
cuando se tratd con 50 a 200 nM de 1h, 2k, 2I. La apoptosis se examind entonces midiendo el nivel de complejos
ADN-histona citoplasmatico en células PC-3 y A375 después de 24 h de tratamiento. Aumentar la concentracion de
los compuestos SMART aumenté el nivel de complejos de ADN-histona citoplasmaticos en células PC-3 y A375
(Figura 29C). El efecto fue mas pronunciado en las células A375 que en las células PC-3, pero la apoptosis fue
evidente en ambos tipos de células. 1h y 2k indujeron apoptosis moderada a una concentracion de 50 nM, mientras
que 2l indujo apoptosis solo a concentraciones mayores que o iguales a 200 mM.

Perfil PK in vwo de compuestos SMART. Un bolo de dosis Unica de cada compuesto (15 mg/kg) se administré por
inyeccion en la vena de la cola a ratones ICR para caracterizar sus farmacocinéticas (Figura 30A). 1h y 2k mostraron
propiedades PK similares, pero 2l mostré AUC ligeramente mayor que 1h y 2k indicativo de un menor aclaramiento
para 2| (Tabla 22). 2| tenia también Vs 2-3 veces mayor que la de 1h y 2k. Los valores de aclaramiento para los tres
compuestos fueron iguales a o mayores que 90 mL/min/kg, el caudal de sangre hepatica en ratones, sugiriendo que
ademas de la eliminacion hepatica, pueden estar implicadas otras rutas de degradacion en la eliminaciéon de los
compuestos. Las farmacocinéticas de 1h y 2k (2,5 mg/kg) se examinaron también en ratas (Figura 30B). De forma
interesante, los bajos valores de aclaramiento y velocidades de extraccon hepatica se obtuvieron mediante ambos
compuestos, sugiriendo que estos compuestos muestran diferencias de especie en el aclaramiento. En ratas, 1h
mostré propiedades farmacocinéticas favorables, que son bajo aclaramiento (6 mL/min/kg), volumen moderado de
distribucion (7,6 L/kg), larga semivida (24 h) y alta exposicion (AUC, 5,8 h*ug/mL) (Tabla 22) cuando se administré
iv.

Tabla 22. Parametros farmacocinéticos de compuestos SMART. Se administraron 15 mg/kg y 2,5 mg/kg i.v. de
SMART en ratones y ratas, respectivamente.

In vivo, parametros farmacocinéticos de compuestos SMART

Especie Parametro Unidad SMART-H SMART-F  SMART-OH

AUC lu- * ug/mL 1,9 2,2 2,6

Ratones t12 min 140 141 740
Vss L/kg 4,9 6,6 16,5

CL mL/min/kg 130 112 90

AUC lu- * (ug/mL 5,8 1,6 NA

Ratas ti min 1431 2410 NA
CL mL/min/kg 6 11 NA

NA, no disponible
SMART-H en la Tabla 22 es 1h; SMART-F en la Tabla 22 es 2k; y SMART-OH en la Tabla 22 es 2I.

Los compuestos SMART inhiben el crecimiento de xenoinjertos de prostata y melanoma sin neurotoxicidad. Se dejo
alcanzar a los tumores PC-3 de cancer de prostata y A375 de melanoma en ratones un volumen de 150 mm? y
depués los ratones que portaban tumores se trataron con los compuestos SMART. Como se muestra en la Figura
31A, los volimenes tumorales en el grupo de control aumentaron a 680 mm?® durante los 21 dias de duracién del
estudio. Los volimenes tumorales en el grupo tratado con 1h aumentaron a 370 mm? (tratamiento de 5 mg/kg) y 176
mm? (tratamiento de 15 mg/kg) para el dia 21, indicando una fuerte actividad antitumoral para este compuesto. Los
tumores en los animales tratados con 2k aumentaron a 269 mm? (tratamiento de 5 mg/kg) y 292 mm? (tratamiento de
15 mg/kg), mientras que los animales en el grupo tratado con 2| (50 mg/kg) tuvieron tumores de 331 mm? el dia 21.
Esta reduccion en el volumen tumoral se invirtié tras la retirada de los compuestos SMART (datos no mostrados). La
Tabla 23 resumio la eficacia in vivo (% de T/C, valores T-C y log de muerte celular) de los compuestos SMART.

Tabla 23. Eficacia in vivo de los compuestos SMART (administrados i.p.) en prostata (PC-3), melanoma (A375). Se
resumen el % de T/C, valor de T-C y log de muerte celular. El tiempo de doblado del xenoinjerto de melanoma fue
4,6 d. La vinblastina se usé como el control positivo. Se considera que el % de T/C <42% es moderadamente activo
por el criterio del Instituto Nacional del Cancer. NA, no disponible.

Compuesto Dosis Modelo de % T/C Tiempo medio para T-C Log de muerte
(mg/kg) xenoinjerto alcanzar 600 mm?. (dias) celular total
Vehiculo NA Prostata 100 19 dias NA NA
Vinblastina 0,5 Prostata 29 NA NA NA
SMART-H 5 Prostata 29 NA NA NA
SMART-H 15 Prostata 4 NA NA NA
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Compuesto Dosis Modelo de % TI/C Tiempo medio para T-C Log de muerte
(mg/kg) xenoinjerto alcanzar 600 mm?. (dias) celular total

SMART-F 5 Prostata 21 NA NA NA
SMART-F 15 Prostata 24 NA NA NA

SMART-OH 50 Prostata 34 NA NA NA
Vehiculo NA Melanoma 100 18 dias NA NA
SMART-H 20 Melanoma 30 28 dias 10 0,7
SMART-F 15 Melanoma 28 29 dias 11 0,7

SMART-H en la Tabla 23 es 1h; SMART-F en la Tabla 23 es 2k; y SMART-OH en la Tabla 23 es 2I.

El tumor 1h obtuvo un % de T/C = 29% y 4% con tratamiento de 5 y 15 mg/kg (todas las dosis fueron
intraperitoneales (i.p.)), respectivamente, mientras, 2k obtuvo un % de T/C de 21% y 24% con tratamiento de 5y 15
mg/kg, respectivamente. La alta dosis de 2| (50 mg/kg) mostr6é el % de T/C de 34%. La vinblastina, el control
positivo, mostré un % de T/C de 29% en el dia 22 en xenoinjertos de PC-3 (Figura 31B). Las medidas de peso
corporal, para monitorizar la toxcidad, indicaron que solo 1 de 8 ratones tratados con 1h (15 mg/kg), y 2 de 7 ratones
tratados con 2k (15 mg/kg) perdieron mas del 15% de peso corporal. Ademas de los efectos antitumorales de los
compuestos en los tumores de prostata PC-3, 1h (20 mg/kg) y 2k (15 mg/kg) demostraron una significativa reduccion
de tumores A375. Como se muestra en la Figura 31C, los volimenes tumorales del grupo de control aumentaron a
2183 mm?, mientras que los 14 volimenes en los grupos de tratamiento 1h y 2k aumentaron a 775 mm?3 y 722 mm?,
respectivamente. El tratamiento de 1h y 2k represento el % de T/C de 28% y 29%, respectivamente. Las pruebas
rotarod se realizaron para examinar los efectos neurotéxicos in vivo de 1h. En base al resultado de los experimentos
de eficacia in vivo, 5 o 15 mg/kg [administracion i.p., Captex200/Tween80 (1/4)] de 1h se eligié para estudiar el
efecto en la coordinacion motora. Un tratamiento de 0,5 mg/kg con vinblastina se us6 como el control positivo bajo
las mismas condiciones. Como se muestra en al Figura 31D, la vinblastina redujo gradualmente el tiempo (en
segundos) que los ratones podrian estar en la barra rotatoria, y alcanzé importancia para los dias 27 y 31 (p<0,05)
en comparacion con el grupo de vehiculo. Sin embargo, no se observé una diferencia significativa en los grupos de
tratamiento 1h, sugiriendo que 1h no provocd neurotoxicidad en los ratones ICR a dosis que estan asociadas con
efectos antitumorales.

1h no desarrollé resistencia al farmaco en ratones que portaban tumor PC-3. Se escindieron los tumores PC-3 de los
ratones desnudos después de 21 dias de tratamiento con vehiculo (n = 3) o 15 mg/kg de 1h (n = 3). Los tumores
solidos se digirieron y dispersaron en células como se describe en la seccion de métodos. La linea celular PC-3 de
ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, VA, EE.UU.) se usé como un control. Los valores Clso fueron
291 +1,1,291+08y 304 £+ 0,5nM en células PC-3 de ATCC, y células disociadas de tumores tratados con
vehiculo y 1h, respectivamente. Estos datos demuestran que 1h no indujo resistencia al farmaco en tumores PC-3
después de 21 dias de tratamiento de 1h continuo.

Ejemplo 23
Modelado molecular
Métodos

Todos los estudios de modelado molecular se realizaron con el paquete de modelado molecular de Schrédinger
2008 (Schrodinger LLC, Nueva York, NY), realizandose en un puesto de trabajo Dell Linux. Debido a que el tamafio
de los compuestos ABI son mucho mas cercanos a los de ABT-751, mas que DAMA-colchicina, se selecciono el
complejo de tubulina con ABT-751 (cédigo PDB: 3KHC) como sistema de modelado. Los ABI se construyeron y se
prepararon usando el moédulo Ligprep, y se acoplaron al sitio ABT-751 usando el médulo de deslizamiento en el
paquete de Schrodinger. Los mejores complejos de acoplamiento se sometieron a dinamicas moleculares
restringidas para liberar cualquier tension usando el médulo Macromodel con campo de fuerza OPLS-2005. El
ligando y sus residuos circundantes en 15 A se dejaron mover libremente, mientras que los residuos fuera del radio
de 15 A se mantuvieron rigidos.

Resultados

El modelado molecular para los compuestos ABI de unién en tubulina se estudié. Varias estructuras cristalinas del
complejo ligando-tubulina estan disponibles en el banco de datos PDB, con la mas reciente de Dorleans et al. En
general, el bolsillo de union de colchicina tolera una variedad de estructuras moleculares, que pueden indicar
sustanciales cambios de conformacion en la union del ligando. De hecho, Dorleans et al. resolvid la estructuras
cristalinas tanto del dimero de tubulina vacio como el complejo de ligando-tubulina. Encontraron que, sin la
presencia de ligando, el giro 7 (T7, residuos 244-251, Figura 32) en el mondémero beta se dobla para ocupar el
bolsillo de unién, mientras que se voltea hacia afuera tras la unidn del ligando. La hélice 7 asociada (H7, residuos
224-243) y la hélice 8 (H8, residuos 252-260) se desplazaron tras la unién del ligando. Es concebible que el grado
que T7 se desplaza depende del tamario del ligando individual. Esta flexibilidad presenta un desafio significativo
para entender los modos de union precisos para los ligandos individuales sin resolver las estructuras cristalinas
reales. Sin embargo, el analisis cuidadoso de los posibles modos de unidon podria proporcionar algunos
conocimientos en la unién de diferentes ligandos.
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Los modos de unién de 12cb y 11cb (modelo de rama) se muestran en la Figura 32A y 32B. Por comparacion, se
representan los complejos de estructura cristalina de ABT-751 y DAMA-colchicina (modelos de cable) junto con el
complejo ABI-12cb/tubulina en la Figura 32A. Por claridad, solo las estructuras secundarias relacionadas que forman
el bolsillo de unién en la B-tubulina se muestran en la Figura 32A. Las estructuras totales de 12cb, ABT-751 y DAM-
colchicina solapan muy bien en el bolsillo de unién. Varias interacciones de enlace de hidrogeno potenciales entre el
compuesto 12cb y la tubulina se identiificaron. EI grupo carbonilo en 12cb estaba a la suficiente proximidad para
formar dos interacciones de enlace de hidrégeno con la estructura de NH de Leu-252 y H8 y la cadena lateral de
Asp-251 en T7 del B-monémero de tubulina. El sustituyente para-flior en el anillo C estaba cerca de la cadena
lateral de Cys241 en T7 y Tyr202 en S6, formando posiblemente uno o dos enlaces de hidrogeno. El protén del
imidazol esta muy cerca y probablemente forme un enlace de hidrogeno con Thr179 en el giro T5 (residuos 173-182)
del a-mondmero de tubulina (Figura 32A). Junto con las interacciones hidréfobas proporcionadas por los anillos
aroma’ticos, la probable formacion de estos enlaces de hidrégeno contribuirian a la alta afinidad de unién al dimero
de tubulina, dando por resultado alta potencia antiproliferativa.

El modo de union de 11cb estara concebiblemente menos definido ya que dos de los tres anillos aromaticos puede
ocupar el bolsillo de unién en el -mondmero mientras que el tercer anillo puede extenderse hacia la interfase de los
monoémeros ao/f, similar a como se une la cadena lateral de DAMA-colchicina. El modelado indica que el grupo
protector probablemente se extiende a la interfase del dimero de tubulina, mientras que los anillos A, C de 11cb
ocupan un bolsillo de unién y orientacion similares a 12cb (Figura 32B). Esto puede explicar la actividad similar entre
los dos compuestos, incluso aunque 11cb tenga un sistema anular extra. Desde los estudios de modelado molecular
presentados en las Figuras 32A y 32B, el dador del enlace de hidrogeno es probable que sea el grupo tiol en Cys-
241 en el giro 7 de la subunidad {3 en el dimero a/B-tubulina.

El modo de unién de ABI 12fb se modelé (no se muestra) y se comparé con DAMA-colchicina (véase la Figura 19
para la estructura de la colchicina) en el heterodimero a/B-tubulina. La estructura total de 12fb y DAMA-colchicina
solaparon muy bien. El resto p-fluorofenilo solapa con el resto trimetoxilfenilo que esta interactuando con el giro T7
en la subunidad B. De forma similar, el resto p-clorofenilo ocupa el otro lado del bolsillo donde el anillo de siete
miembros de la DAMA-colchicina estd, con el atomo de cloro ocupando el bolsillo donde interactia el resto metoxi.

Ejemplo 24
Formacion de imagenes del microtubulo
Materiales y métodos

El kit de reorganizacion del citoesqueleto Celdomico (Thermo Scientific, Rockford, IL) se usé para obtener una prueba
visualmente apreciable de los ABI interactuando con la tubulina dentro de las células. Las células de melanoma WM-
164 se trataron con cada compuesto durante 18 h por duplicado usando una placa de 96 pocillos recubierta con
colageno (Becton Dickinson Labware, Bedford, MA). Después las células se fijaron con paraformaldehido al 4%
(Thermo Scientific, Rockfor, IL) y se permeabilizaron usando suministro de tampoén de permeabilizacion del kit. El
anticuerpo primario para la tubulina y el anticuerpo secundario marcado con fluorescencia se afiadieron
posteriormente a las células. Los nucleos celulares se tifieron por DAPI. También se aplicé a todas las células el
colorante verde para la célula completa. Todas las imagenes se adquirieron con un microscopio de fluorescencia
invetida Olympus IX7I (Olympus Corp., Tokio, Japén) con capas de imagenes separadas de tubulina (rojo), nucleos
(azul) y células completas (verde). Para la comparacion, se incluyen paclitaxel, colchicina y ABT-751, junto con los
ABI.

Resultados

La prueba visual de los ABI interactuando con la tubulina dentro de las células se examind. La organizacion del
microtubulo en las células WM-164 de melanoma humano tras el tratamiento con diferentes compuestos se presenta
en la Figura 33. Las imagenes de microtubulos mostraron claramente que los cinco compuestos probados dieron por
resultado la reorganizacion del citoesqueleto. Hubo una diferencia significativa entre paclitaxel y los otros cuatro
compuestos (colchicina, ABT-751, 12cb y 12da). El tratamiento con paclitaxel dio por resultado una condensacién de
microtubulos que se exendian ordenadamente alrededor de los nucleos en comparacién con los controles,
coherente con sus mecanismos de acciéon para estabilizar los microtibulos. Por el contrario, el tratamiento con
colchicina, ABT-751, 12cb y 12da tuvo efectos similares en los microtubulos y dio por resultado algin grado de
fragmentacion de microtubulos, coherente con su mecanismo comun de accién para desestabilizar los microtibulos.
Estos resultados también confirmaron que los ABI compartian el mismo objetivo celular con la colchicina e inducian
el mismo efecto celular.

Ejemplo 25
Actividad disruptora vascular de los compuestos 17ya y 55

Método
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Células. Se cultivaron HUVEC (Células endoteliales de la vena umbilical humana) y se expandieron en EGM-2
BulletKit (Lonza, num. de cat. CC-3162), que contiene suplementos de crecimiento que incluyen hidrocortisona,
factor de crecimiento de fibroblastos humanso basicos con heparina (hFGF-B), factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), factor de crecimiento tipo R3-insulina 1 (IGF-1), acido ascorbico, heparina, suero bovino fetal,
factor de crecimiento epidérmico humano (hEGF) y GA-1000 (gentamicina y anfotericina B) en el medio basal de
célula endotelial 2. Las células entre el tercer y quinto paso se usaron para los experimentos. Las células de cancer
de préstata humano PC-3 y las células de cancer de mama humano T47D se cultivaron en medio RPMI-1640 con
suero bovino fetal al 5%.

Estudios de inhibicion del crecimiento celular. La actividad citotdxica o antiproliferativa de los compuestos de prueba
se investigé en varias lineas celulares usando el ensayo de sulforodamina B (SRB). Las células cultivadas se
pusieron en placas de 96 pocillos y se incubaron en medio que contenia diferentes concentraciones de los
compuestos de prueba durante 24 h o 48 h. Las células se tifieron con disolucién de sulforodamina B (SRB). La
densidad optica se determind a 540 nm en un lector de microplaca (Dynex Technologies, Chantilly, VA). Se
construyeron representaciones de porcentaje de inhibiciéon del crecimiento celular frente a concentracion de farmaco,
y la concentracion que inhibié el crecimiento celular en 50% respecto al control de vehiculo (Clsy) se determin6 por
regresion de minimos cuadrados no lineal usando el programa WinNonlin (Pharsight Corporation, Cary, NC).

Ensayos de formacion capilar y disrupcion. Los ensayos de formacién capilar se realizaron en placas de 96 pocillos
poniendo en placas 12.000 células/pocillo de HUVEC en una capa de Matrigel (BD Biosciences). Para evaluar la
accion anti-capilar, los capilares se dejaron formar durante un periodo de 16 h antes de la adicion de compuesto de
prueba o control con vehiculo. Ademas, el efecto inhibidor de la formacién capillar del compuesto de prueba se
investigo tratando células HUVEC con compuestos de prueba antes de la formacion capilar. Se adquirieron las
imagenes inmediatamente después de la adicion de compuesto, 5, 10, 15 y 25 h después de la exposicion al
compuesto de prueba. La formacién capilar se cuantificd contando el nimero de tubos y nodos que tenian al menos
tres bordes.

Ensayo de permeabiliad monocapa endotelial. La permeabilidad de una monocapa celular endotelial se evalué en el
sistema transwell. Las HUVEC se pusieron en placas a 2x10° células por insercion de placa de 24 pocillos en medio
EGM-2 y se incubaron durante 72 h para alcanzar el 100% de confluencia. Los compuestos de prueba se diluyeron
en medio EGM-2 y se afiadieron a la camara superior del aparato. Después de 1, 2 y 4 h de incubacion, los
compuestos se quitaron y se afadieron 75 pg/mL de dextrano conjugado con FITC (PM 40.000) durante 5 minutos.
Las medidas de fluorescencia de la camara inferior se tomaron después de la excitacion a 485 nm y la emision se
midio a 520 nm usando el Lector de microplacas Synergy 4 de BioTek.

Resultado

17ya y 55 mostraron alta actividad antiproliferativa frente a las células endoteliales. 17ya y 55 se evaluaron por la
actividad citotdxica frente a las células endoteliales suplementadas con factor de crecimiento y cultivos de células
endoteliales privadas de factor de crecimiento. Se usaron combretastatina A-4 (CA4) y doxorubicina como control
positivo y negativo, respectivamente. El compuesto 17ya mostr6 mayor potencia que el compuesto 55 frente a
células endoteliales que proliferan activamente (Tabla 24 y Figura 35). Tanto 17ya como 55 mostraron selectividad
por las células endoteliales mostrando menores valores de Clsp en comparacion con una de las células de cancer de
prostata. CA4, 17ya y 55 fueron 8, 5 y 3 veces mas activas frente a las células endoteliales que frente a las células
cancerigenas, respectivamente, mientras que la doxorubicina no era especifica a las células endoteliales (Tabla 24 y
Figura 35). Sin embargo, no se observo selectividad entre las células endoteliales quiescentes y activas con estos
compuestos (datos no mostrados).

Tabla 24. Inhibicion del crecimiento de células endoteliales de 17ya y 55. N=3

CA4 Doxorubicina 17ya 55
HO, g 0 OH c|> o %_QN ﬂ
{0 COC=" o XY,
H
0O Q 0 T OH o.._[TIM oo HN—QNI .
HCO  OGH, o HECS  beH, HGO
) HyCO  OCH,
PC3 3,2 397,0 7,8 23,3
T47D 6,0 352,8 18,0 374
HUVEC 1,2 273,6 2,8 9,7
Relacion de
selectividad*,
células 7,6 1,4 4.6 3.1
cancerigenas/
HUVEC

* Para obtener la relacion de selectividad entre las células cancerigenas y las células HUVEC, se
usaron los valores medios de Clsp (nM) de los compuestos de prueba en células PC3 y T47D.
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17ya altera la formacion de capilares endoteliales pero no altera los capilares preformados. La actividad de 17ya se
investigod en las células endoteliales implicadas en la formacion del tubo capilar in vitro. Las células endoteliales se
pusieron en una matriz de Matrigel y se observé la formacion y construccion de tubos capilares en presencia o
ausencia de compuestos (CA4, doxorubicina y 17ya).

Para evitar la confusién entre la etapa temprana de formacion del tubo y la disrupcién de la construccion del tubo, las
células HUVEC en la matriz en presencia de tratamiento de farmaco se incubaron durante 15 h. Después se
determind la disrupcion del capilar contando el nimero de tubos y nodos en cada grupo de tratamiento. Por otro
lado, para evaluar el efecto del compuesto de prueba en los capilares preformados, se dej6 que las células HUVEC
en la matriz formaran tubo capilar durante 16 h y los capilares se trataron con los compuestos de prueba.

Como resultado, el numero de tubos y nodos se disminuyé gradualmente en el tiempo debido a la deficiencia o
consumo de nutriente por las células HUVEC (Figura 36). Esta tendencia se observo en cada grupo de tratamiento
con farmaco (Figura 36). Para examinar la diferencia entre los capilares no tratados y pretratados se compararon los
grupos de incubacion a las 15 h (Figura 36).

17ya y 55 aumentaron la permeabilidad de las monocapas de células endoteliales. Los agentes antitubulina podrian
modificar la integridad de las capas de células endoteliales que revisten los vasos sanguineos teniendo como
objetivo el citoesqueleto de las células endoteliales. Por consiguiente, se sabe que el efecto de disrupcion vascular
del agente antitubulina aumenta la permeabiliad del vaso sanguineo y por consiguiente podria llevar a la fuga de
proteina y alta viscosidad de la sangre. Esto podria dar por resultado la reduccion del flujo sanguineo, provocando la
posterior muerte tumoral por hipoxia y privacion de nutrientes.

El efecto de 17ya y 55 se evalu6 en la permeabilidad vascular usando el estudio in vitro que usa el sistema transwell
con monocapas HUVEC confluyentes. El cambio en la permeabilidad por el compuesto de prueba se midié por la
fuga de dextrano (PM 40.000) después de 1, 2 y 4 h del tratamiento con farmaco. Se usé CA4 como un control
positivo. CA4, 17ya y 55 dieron por resultado la permeabilidad aumentada y el efecto fue mas pronunciado a 1 h de
la incubaciéon (no se mostraron datos). 17ya mostré una potencia similar a CA4 (Figura 38). La doxorubicina no
indujo ningun cambio en la permeabilidad de la monocapa de células endoteliales (Figura 38).
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto representado por la estructura de férmula XI:
Q
B2

MeO OMe
Me (XI)

En el que

X es NH;

QesS;y

A es un anillo fenilo o indolilo sustituido o no sustituido;

En el que dicho anillo A esta opcionalmente sustituido por 1-5 sustituyentes que son independientemente O-alquilo,
O-haloalquilo, F, CI, Br, I, haloalquilo, CF3, CN, -CH2CN, NHa, hidroxilo, -(CH2)iNHCH3, (CH2)iNH2, -(CH2)iN(CHzs)2, -

OC(O)CFs3, alquilo C4-Cs lineal o ramificado, haloalquilo, alquilamino, aminoalquilo, -OCH2Ph, -NHCO-alquilo, COOH,
-C(O)Ph, C(0O)0-alquilo, C(O)H, -C(O)NH2 0 NO2; e

i es un numero entero entre 0-5.

2. El compuesto segun la reivindicacion 1, en el que dicho compuesto se representa por la estructura de férmula VIII:

OMe
0
\ OMe
Q Y N OMe
HN
(R4)11 R6
Rs
(VIIT)

En el que

R4, Rs y Rg son independientemente hidrégeno, O-alquilo, O-haloalquilo, F, CI, Br, I, haloalquilo, CF3, CN, -CH2CN,
NH>, hidroxilo, -(CH2)iNHCHs3, -(CH2)iNHa2, -(CH2)iN(CHzs)2, -OC(O)CFs3, alquilo C4-Cs lineal o ramificado, haloalquilo,
alquilamino, aminoalquilo, -OCH;Ph, -NHCO-alquilo, COOH, -C(O)Ph, C(O)0O-alquilo, C(O)H, -C(O)NH2 o0 NOy;

Qes S;

i es un numero entero entre 0-5; y

n es un numero entero entre 1-3.

3. El compuesto segun la reivindicacion 1, en el que dicho compuesto se representa por la estructura de férmula
Xl(c):
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OMe
0
\ OMe
SY N OMe
HN Rs
(.R4)n
NH

Xl(c)
En el que

R4 y Rs son indiependientemente hidrégeno, O-alquilo, O-haloalquilo, F, Cl, Br, I, haloalquilo, CF3, CN, -CH>CN, NH,
hidroxilo, -(CH2)iINHCH3, -(CH2)iNH2, -(CH2)iN(CHs)2, -OC(O)CF3, alquilo C4-Cs lineal o ramificado, haloalquilo,
alquilamino, aminoalquilo, -OCH;Ph, -NHCO-alquilo, COOH, -C(O)Ph, C(O)O-alquilo, C(O)H, -C(O)NH2 o0 NOy;

i es un numero entero entre 0-5; y
n es un numero entero entre 1-4.

4. El compuesto segun la reivindicacion 3 en el que dicho compuesto es el compuesto 55, representado por la

estructura:
OMe
O
A OMe
S N OMe
HN
; NH
== (55).
5. El compuesto segun la reivindicacion 2, en el que dicho compuesto es (2-(fenilamino)tiazol-4-il)(3,4,5-
trimetoxifenil)metanona (5a), (2-(p-tolilamino)tiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (5b), (2-(p-

fluorofenilamino)tiazol-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (5¢), o] (2-(4-clorofenilamino)tiazol-4-il)(3,4,5-
trimetoxifenil)metanona (5d).

6. El compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, o su sal, producto farmacéutico, tautémero, hidrato, N-
6xido, farmacéuticamente aceptable, o combinaciones de los mismos.

7. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto segun la reivindicacion 6 y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

8. Un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6 para usar en el tratamiento, supresion, reduccion de
la gravedad, reduccion del riesgo o inhibicién del cancer en un sujeto, en el que dicho cancer se selecciona del
grupo que consiste en cancer de prostata, cancer de mama, cancer de ovario, cancer de piel, cancer de melanoma,
cancer de melanoma metastatico, cancer de pulmon, cancer de colon, leucemia, cancer renal, cancer del SNC y
combinaciones de los mismos.

9. Un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6 para usar en el tratamiento de un tumor o tumores
resistentes al farmaco en un sujeto, en el que dicho tumor se selecciona del grupo que consiste en tumor
cancerigeno de melanoma, tumor cancerigeno de melanoma metastatico, tumor de cancer de prostata y tumor de
cancer de ovario, y combinaciones de los mismos.
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10. El compuesto para usar segun la reivindicacién 8 o la reivindicaciéon 9 en el que dicho compuesto se administra
en combinacion con otra terapia para el cancer.

11. Un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6 para usar en la destruccion de una célula
cancerigena in vivo.

12. Un método ex vivo de destruccion de una célula cancerigena que comprende proporcionar un compuesto segun
cualquiera de las reivindicaciones 1-6 y poner en contacto la célula cancerigena con el compuesto en condiciones

efectivas para matar la célula cancerigena.
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Absorcién UV relativa
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% de colchicina unida en tubulina

ES 2718 637 T3

100 -

40 4

EVISTY " SEVINY

204 | o

!mEias!mé

o e o~
R I S S ot ”
‘ e
] .
80 - .
§
b 3

0.1

Figura 20C

10 100

Concentracién, 1

122




Numero de células (% de control) Numero de células (% de control)

Numero de células (% de control)

ES 2718 637 T3

119

1604 g -
904
bty T
?9_ %
£ %
5{14 %

49+ %
304 \
20 X
101. MDAME-43.CCEMDR

04« MOAME43S

e

~19A

t T 4

0.1 1 ¢

109
Concentracion de paclitaxel {ah%}

comml-i

110

jiuvy

1604 % Frvers

o W
SO
P

TOA X

o o
i o

(TS
%

201

104 wosmE43sLCCEMORY .
04s NMDAMB4S

{
\
i
i
!
4
i
i
}
{

~19 ¥ v 1 v ¥
?9.01 B4 1 10 190
5 Concentracion de colchicina {n¥)

140

1988

80+

104: MDAMB43SLCCEMDRY
04 MDAMB43S

br ) Al

i ¥
E 5.4 1 10 86
= Concentracién de 12da {nM}

Figura 21

123

Numero de células (% de control) Numero de células (% de control)

Numero de células (% de control)

116

1004 % 5;.\\“1_\;{%’3,_._‘““

204 %

70 3 N
S04 \_\ \\
50 X

304 % X
i \
26 ; !

N
181y poa-MB4ISLOCEMOR Sl &
01« MDAMB-433 X e R

-v“!(}-? 1 v v 5 v +
§ 9.0% 2.1 4 1@ 160 k101
% Concentracion de vinblastina {nif}

110

1006 g 5 S
wof 1§ R
804 3
T
B
501
401
2o
204
1015 MoAMB-4ISLCCEMORT
Ods MDAMB43S
A0/

3 13 ¥ * \

0.3 1 18 100
Concentracién de 12fb {nhf)

1. MDAMB-J3SLOTEMORE

0. MDAMB-325 s s

81 1 19 140
Concentracién de 12cb {5}

1000

mntn:!i



ES 2718 637 T3

—4&— Vehiculo
—©—12da
——12db
0.3 - ——12¢b
0.25 -
0.2
=
% 015
0.1
0.05 -
0 S
0 5 10 15
Tiempo , min
Figura 22

124




ES 2718 637 T3

*% <0001
* P<005

&
’4

*k 0:
)
]
o
¥
o4
]
%
) ¥
B
S B3
3 B
» )
o g.‘.
3 B
.1 ’.’\
=} 14

*%k k&

160 500

0
12cb 12da 12fb
Concentracion {nM)

Control 20 100 500 20 100 500 2

Figura 23

125



ES 2718 637 T3

I :
~=§==Control |
6000 -
= == DTIC 60 mg/kg
5000 * ..412cb 10mg/kg L
4000 «§¥~12cb 30mg/kg “égﬁ&w
3000 |
zooo'%
1000 f
0
8 10 12 w0
7000
B
5000 Control
a ~DTIC 60 mg/kg
£ 5000
hee 12fb 15 mg/kg
S = &
5 4000
: ~-12fb 45 mg/kg /
33000 e
E ‘Tratamiento 0
% 2000 comienza
p

8 io i2 14 16 18 20 22
Dias después de la inoculacion de B16-F1 en ratones C75BL

Figura 24

126




ES 2718 637 T3

-a+=Control
——DTIC 60 mg/kg
~~~12fb 25 mg/kg

Volumen tumoral (mm-")

Figura 24 continuaciéon

127



ES 2718 637 T3

o, .
o, S \“\“\“\“EE

10

Colchicina(200nM
*12fb (200nM)

128

0.1

]
4
g
%

a4
s i
Sy By
4 & ¥ ime %
\\\\ T
S S| R -
! @
o -

Concentracion de farmaco (uM)

© |
\ £ X
L2 8 ° .
’ %] %) o i B it ;
/ -_— ¢ 0 . =
Z (o] © O : \ -
z P L £ C \ [
- O Q E \\\\\%N\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\ﬁ m
o ® B . ._“_EEau N

1 -

. 10:3U00 3p sopezjjewiiou vds souod

Figura 25




Porcentaje de fase G2/M

120

100

60

40

20

ES 2718 637 T3

~\ Colchicina

~\W~12¢h I\ i
& -,\\“\\\.\\W~\\m\“\§\\§m§:§t‘$§\\§§§§§‘
SN

&

@ &
=xr-12da I R A

4] 1G 50 200 13600
Concentraciéon de compuesto {n}

Figura 25 continuacidon

129



ES 2718 637 T3

siColchicina (1pM)

wM%\\\\\\\\\N\ 1 .

ERTE

TR

RETRC

st

8

P J— ‘.\w.\\w,\_‘

J12da(ipm)

12t (pmy

o

7
2

%

,u\»vw.\wu\\ ] . H e (k“m\m

m Y \Mx m\ nmm g W\m\

w | y | \\»

» %%w&\\\\\\\\v\\\&\\\\\&\ " \Hw ...au%%\\\\\x\\\\.\.\%\% \\N\\\\\\ n

(m &m’eg\\\\\\\\\w\x&w \mn, WW§§

3 7 m M\m & Z 8 \%

Wl al ‘ \\“m B \\ o w%\ﬁ.

2 112 2 t IE
b | s < /jAs .

£ w T ] ¥

Figura 25 continuacion

130



% de colchicina unida en tubulina

Mejora del complejo ADN-histona

citoplasmatico

-

ES 2718 637 T3

00 4
80 1
60 1
40 4
—@— Podofiltoxina
1 [—O— 17ya
20 —w¥— 55
—&— Vinblastina
0 4
0.1 1 10 100
Concentracién, pM
4
—&— 17ya
—O— 55
3 { | —¥— Docetaxel
2 4
1 4
0 : . .
1 10 100 1000
Concentracién, nM
Figura 26

B

0.35

0.30

0.25 4

0.D. 340 nm

0.10

0.05 -

Mejora del complejo ADN-histona

citoplasmatico

131

ey
o

0.20

0.15 4

—e— Vehiculo
—0— 17ya
—w— 55
—A—Colchicina

2 4 6 8 10 12 14 16

Tiempo , min

=]
L

—&— 17ya
—O— 55
—w— Docetaxel

1 10 100

Concentracién, nM

1000



ES 2718 637 T3

1000 1 | _o vehiculo
oo —O— Docetaxel_IV_10mpk
€ 800 | | —¥ Docetaxel _IV_20mpk
€
=
s 600 -
£
o
c 400 -
(7]
£
; 200 -
0 T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Dias
2500
—e— Vehiculo
e 2000 { | —O— Docetaxel_IV_10mpk
= —w— Docetaxel_IV_20mpk
£ —A— 17ya_PO_6.7mpk
s 1500 -
o
S
2 1000 -
[ =
()
E 500
2
0 T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Dias
Figura 27

132



ES 2718 637 T3

3000 { | —e— Vehiculo

—O— 17ya_PO_3.3mpk
—w— 55_PO_10mpk
—A— 55 PO_30mpk

N
[$)]
o
o

2000 -

1500 H

1000 H

500 H

Volumen tumoral , mm3

2000

—e— Vehiculo
—O— 17ya_PO_10mpk

-
1
(=]
o

1000 -

500 +

Volumen tumoral, mm>

0 5 10 15 20 25 30

Figura 27 continuacion

133



0O.D. (340nm)

ES 2718 637 T3

—e— Control
——1h
—&— 2k
—e—]

0 5 10 15
Tiempo (min)

Figura 28

134



ES 2718 637 T3

120
100 OO OrrorororororoRor
£
E 80 -
B @® Colchicina
c i
E = O Vinblastina
\0
€ 407 v padiitael
o
< 20 o
X
0 : : : :
0.01 0.1 1 10 100 1000

[1h], pM

Figura 28 continuacion

135



ES 2718 637 T3

w§ — B c i
v e o ok e
O ST g 2 _
= m L.
. S8 re
= IS
| AP P
H M ‘IN/ZD p uoniodoid % ‘IW/TH 3P ugwiodoid

200 1000

Concentracién, nM

136

Figura 29



Mejora del complejo ADN-histona
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Volumen tumoral (mni’)
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