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DESCRIPCION
Derivados de la 8-hidroxiquinolina

Nuestra invenciéon se refiere al uso de derivados de la 8-hidroxiquinolina novedosos segun la invencion en el
tratamiento y la prevencion de diferentes enfermedades, principalmente aquellas enfermedades que estan asociadas
al estrés neurologico y/u oxidativo.

Nuestra invencién describe agentes citoprotectores y formadores de quelatos metalicos y su uso médico. Asimismo,
el objeto de nuestra invencién son los compuestos para uso en el tratamiento de isquemia, lesion por reperfusion,
trastornos cardiovasculares, trastornos neurodegenerativos (que incluyen la enfermedad de Alzheimer y enfermedad
de Huntington) y traumatismos. Asimismo, el objeto de nuestra invenciéon son los compuestos para uso en el
tratamiento de la depresién y otros trastornos neuropsiquiatricos, que incluyen los trastornos por ansiedad. Otro objeto
de nuestra invencion es el tratamiento de lesiones del higado, rifién o pulmén. Los compuestos segun la invencién se
pueden usar como agentes neuroprotectores y cardioprotectores, y para el tratamiento de trastornos
neuropsiquiatricos.

Las diversas etiolologias de las lesiones celulares y muertes celulares son las caracteristicas principales de muchos
trastornos cardiovasculares, neuroldgicos e inflamatorios. Las lesiones celulares se pueden producir como resultado
de la hipoxia o isquemia celular, formacién de diversas clases de oxidantes o radicales libres y/o sobreproduccion de
diversos mediadores bioquimicos (citocinas, quimiocinas, mediadores lipidicos). Estos procesos con frecuencia son
independientes; asi que se producen como partes de ciclos de autoamplificacién intracelular (“suicidas”) y constituyen
la base determinante de muchas enfermedades humanas. Aunque la muerte celular habitualmente se califica como
apoptosis o0 necrosis, estas dos formas solo representan los dos extremos del espectro de formas de las lesiones
celulares. Los mecanismos intracelulares que participan en los procesos de muerte celular anteriores son complejos,
pero con frecuencia activan la familia de efectores de muerte celular denominada caspasas y la disfuncion
mitocondrial, despolarizacién mitocondrial, generacion de especies reactivas del oxigeno y liberacién de componentes
mitocondriales al citosol (bibliografia completa: Szabo, 2005; Duprez y col., 2009; Degterev es Yuan, 2008; Wang y
col., 2009). La ruta de la muerte celular incluye la activacion de la poli(ADP-ribosa) polimerasa (PARP). Esta ultima
enzima se expresa en los nucleos (bibliografia completa: Jagtap y Szabd, 2005).

Los compuestos que previenen la lesidon celular y muerte celular normalmente se denominan compuestos
“citoprotectores”. La citoproteccion se puede conseguir mediante muchos métodos farmacoldgicos y bioquimicos. Los
ejemplos siguientes de los mismos se mencionan aqui: depredadores de oxidantes y radicales libres, inhibidores de
ciertas “rutas de efectores de muerte”, estabilizacion de membranas celulares, etc. En el curso de la isquemia o varios
procesos de enfermedad relacionados, se liberan desde los tejidos cationes de hierro y cobre que catalizan la
formacion de radicales exentos de hidroxi en la ruta de Haber-Weiss de una forma conocida que provoca lesiones
celulares. La inactivacion o formaciéon de quelatos de estos cationes metalicos puede dar como resultado un efecto
citoprotector. Por tanto, se realizaron experimentos para mitigar la eficacia catalitica de los cationes de hierro y cobre
de tal forma que se administraron sideréforos formadores de quelatos de hierro (p. €j., deferoxamina) (Lewen col.,
2000; Britton y col., 2002).

Se sabe que se libera glutamato junto con cationes de zinc desde los sinaptosomas de las células del sistema nervioso
que usan el glutamato como mensajero quimico. Normalmente, el zinc liberado en las sinapsis nerviosas se vuelve a
fabricar rapidamente en los sinaptosomas. Como resultado de la isquemia, los ataques persistentes y la lesion
cerebral, el zinc liberado desde los sinaptosomas se acumula en el liquido extracelular que circunda las neuronas.
Cuando entra una cantidad excesiva de zinc al cuerpo de la célula, el zinc puede desencadenar la muerte celular
mediante apoptosis y necrosis. La formacion de quelatos de zinc a través de ese mecanismo puede dar como resultado
la neuroproteccion e influir en la evolucién de diversas enfermedades neuropsiquiatricas. (Regland y col., 2001; Koh
y col., 1996).

Por lo tanto, los agentes quelantes de zinc también pueden ser Utiles en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer
uniendo el zinc que se produce en las placas, debilitando asi la estructura de las placas (Frederickson y col., 2005;
Schafer y col., 2007). Los agentes quelantes de zinc también pueden ser utiles en el tratamiento de la enfermedad de
Huntington (Nguyen y col., 2005).

Segun otra forma de citoproteccion, se inducen las rutas intracelulares que median efectos protectores. Un prototipo
de esta estrategia es el denominado “preacondicionamiento isquémico” donde las células u érganos se someten a
isquemia durante un tiempo corto con el fin de inducir la sobrerregulacion de los genes citoprotectores (p. €j., genes
de enzimas antioxidantes, proteinas de choque térmico y otros). La expresion de la enzima hemo oxigenasa (HO-1)
ha demostrado citoproteccion en varios sistemas experimentales (p. €j., Li y col., 2007; Idris y col., 2008).

Las solicitudes de patente anteriores relativas a la estrategia citoprotectora se refieren a lo siguiente: inhibidores de
diversas rutas o efectores apoptéticos (p. ej., US 6,949,516; US 6,737,511; US 6,544,972; US 6,521,617; US
6,495,522; US 7,604,989; US 7,601,846; US 7,533,852); mantenimiento de la funcién mitocondrial durante la lesion
celular (p. €j., US 6,552,076; US 6,511,966; US 7,550,439; US 7,528;174); inhibicion directa de la actividad catalitica
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de la enzima PARP (p. €j., US 6,476,048; US 6,531,464; US 7,601,719; US 7,595,406; US 7,550,603; US 7,449,464;
UsS 7,217,709; US 6,956,053; US 6,534,651); sobrerregulacion de genes citoprotectores (que incluyen hemo
oxigenasa) (p. €j., US 7,524,819; US 7,364,757).

El documento WO 2008/014602 A1 describe compuestos de quinolina que son utiles para el tratamiento de trastornos
provocados por el estrés oxidativo y de trastornos neurodegenerativos que incluyen la lesién por isquemia/reperfusion
y la enfermedad de Alzheimer.

Los compuestos usados para la inhibicién del estrés del reticulo endoplasmatico se han descrito en la solicitud de
patente americana con n.° de publicacion 2008/293699.

Recientemente, se han realizado ensayos de cribado basados en células para la identificacion sistematica de
compuestos citoprotectores. En este ensayo, se simul6 una cierta forma de lesion celular y se crib6 una biblioteca
quimica con el fin de identificar compuestos que previenen o retardan la lesion celular. (p. ej., Gero y col., 2007). Los
ensayos de cribado no identifican el mecanismo del efecto, sin embargo, este se puede identificar por medio de
ensayos secundarios.

Por medio del método de cribado basado en células, hemos encontrado e identificado derivados de la hidroxiquinolina
novedosos. Estos compuestos protegen las células de lesiones inducidas por el estrés oxidativo, por lo tanto, estos se
pueden usar potencialmente en el tratamiento de muchas enfermedades. Los compuestos segun la invencion ejercen
diversos efectos celulares, p. ej., quelacién de hierro, inhibicion de la activacion de la PARP, inhibicion de la disfuncion
mitocondrial, activacion de la hemo oxigenasa y formacion de quelatos con iones de hierro. En el curso de la
implementacion de nuestra invencion, los quelantes se afiaden en forma libre de cationes de hierro, zinc y cobre, por
lo tanto, estos compuestos forman complejos con los cationes anteriores cuando estan en contacto con el sistema
fisiolégico.

Las composiciones farmacéuticas segun nuestra invencién contienen quelantes como agente activo, que no estan en
un enlace complejo con cationes de hierro, cobre o zinc.

El objeto adicional de nuestra invencion es un procedimiento neuroprotector y/o cardioprotector para pacientes que
padecen afecciones asociadas con la muerte celular. La neuroproteccion y/o cardioproteccién se consigue segun
nuestra invencién de tal forma que un compuesto segun nuestra invencion, capaz de proteger las células de ataques
citotéxicos, se administra al paciente con necesidad de tratamiento.

El objeto de nuestra invencién, por una parte, son los compuestos con la férmula general (I) y sus sales
terapéuticamente aceptables,

R; OH
R

Rs\(NH)n AN

en cuya férmula R1, Rz, R3, R4 y n se definen como en la reivindicacion 1,

para uso en la profilaxis o el tratamiento de isquemia, lesién por reperfusién, trastornos cardiovasculares, trastornos
neurodegenerativos (que incluyen especialmente la enfermedad de Alzheimer y enfermedad de Huntington),
traumatismos, enfermedades neuropsiquiatricas (que incluyen especialmente la depresion y los trastornos por
ansiedad) y lesiones del higado, rifidn y pulmon.

En esta invencién se describe, pero no es parte de la invencion, el grupo de los compuestos con la férmula general ()
en la que

R1 representa un grupo sustituido con un grupo aceptor de electrones en posicién para, o un grupo
sustituido con un grupo aceptor de electrones en posicién meta, o el grupo anterior sustituido con
un grupo donador de electrones en posicion orto, meta o para; o R1 representa un grupo
doblemente sustituido con grupos aceptores de electrones en las posiciones meta y para; o R1
representa un grupo doblemente sustituido con grupos aceptores de electrones en posicién orto y
para; o R+ representa un grupo heterociclico sustituido o no sustituido;

Rs representa un grupo aromatico sustituido con un grupo aceptor de electrones en posicién para; o
R3 representa un grupo heteroaromatico o aliciclico no sustituido o sustituido con un grupo alquilo
y/o grupos aceptores de electrones en posicion orto, meta o para;

R2y R4 representan un atomo de hidrégeno; y

N es 1. En esta invencion se describe, pero no es parte de la invencion, el grupo de los compuestos
con la formula general (l) en la que

R1 representa un grupo fenilo opcionalmente Unica o doblemente sustituido con un grupo nitro, grupo
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trifluorometilo, grupo hidroxi, atomo de flior o grupo isopropoxi, o grupo piridilo;

R2 representa un atomo de hidrégeno;

Rs representa un grupo fenilo opcionalmente Unica o doblemente sustituido con un grupo trifluorometilo o grupo
metoxicarbonilo o un grupo piridilo opcionalmente Unica o doblemente sustituido con un grupo metilo, atomo
de fluor, grupo nitro o un pirimidilo, pirrolidinilo, grupo oxazolidinilo o grupo pirazolilo;

R4 representa un atomo de hidrégeno; y

n es 1.

Los compuestos derivados de la 8-hidroxiquinolina mencionados como compuestos del titulo de los ejemplos son
especialmente preferidos.

Breve descripcion de las figuras

Las Fig. 1a, 1by 1c ilustran el efector reductor de la lesion por reperfusion del compuesto segun el Ejemplo 1
después del trasplante de corazén;

la Fig. 2 ilustra el efecto de varios compuestos segun la invencién sobre la muerte celular
provocada por peroxido de hidrégeno in vitro sobre células del higado;

la Fig. 3 ilustra el efecto de varios compuestos segun la invenciéon sobre la muerte celular
provocada por peroxido de hidrégeno in vitro sobre neuronas y astrocitos combinados;

la Fig. 4 ilustra el efecto del compuesto segun la invencién segun el Ejemplo 1 en ensayos de
laberinto elevado en cruz; y

la Fig. 5 ilustra el efecto del compuesto segun el Ejemplo 1 en ensayos de natacion forzada.

Los términos usados en la descripcion se deben interpretar como se indica a continuacion:

Un “grupo alquilo inferior” significa un grupo alquilo ramificado o no ramificado con 1-4 atomos de carbono (p. €j., grupo
metilo, etilo, isopropilo, etc.).

El término “grupo alquenilo inferior” significa un grupo alquenilo ramificado o no ramificado con 2-4 atomos de carbono
(p. €j., grupo alquilo o propenilo).

El término “grupo cicloalquilo” significa grupos ciclicos que contienen 3-8 atomos de carbono (p. €j., grupo ciclopropilo,
ciclobutilo, ciclohexilo, etc.).

El término “grupo arilo” significa grupos hidrocarbonados aromaticos monociclicos o biciclicos (p. €j., grupo fenilo,
naftilo, etc.).

El término “grupo aralquilo” significa grupos alquilo Unica o doblemente sustituidos con los grupos arilo anteriores que
cumplen la definicion anterior (p. €j., grupo bencilo, beta-feniletilo, etc.).

El término “grupo heterociclico” significa grupos aromaticos con 3 a 7, preferentemente 5 o 6, miembros que contienen
uno o mas atomos de oxigeno, nitrégeno y/o azufre (p. €j., grupo piridilo, pirimidilo, pirrolilo, oxazolilo, etc.).

El término “atomo de halégeno” significa atomo de bromo, fltor, cloro o yodo; los atomos de fltor y cloro son preferidos.
Los sustituyentes del “grupo aceptor de electrones” son preferentemente atomos de halégeno, grupos trifluorometilo
o nitro.

De los sustituyentes del “donador de electrones”, se mencionan los grupos alquilo inferior (p. €j., grupo metilo).

El “grupo funcional acido” puede ser cualquier grupo éster (grupo alcoxicarbonilo inferior, preferentemente grupo
metoxicarbonilo) o nitrilo o grupo amida acida.

Los compuestos que tienen la férmula general (I) forman sales con bases sobre los grupos hidroxilo o con acidos sobre
el atomo de nitrégeno. Para la formacion de sales, se pueden usar bases farmacéuticamente aceptables (p. €.,
hidréxidos de metales alcalinos como, p. ej., hidroxido de sodio o potasio) o acidos inorganicos u organicos
farmacéuticamente aceptables (p. €j., acido clorhidrico, bromuro de hidrégeno, acido acético, acido fumarico, acido
maleico, acido malico, acido succinico, acido tartarico, acido bencenosulfénico, acido p-toluenosulfénico, acido
metanosulfénico, etc.).

El procedimiento para la preparacion de compuestos con la férmula general (l) y de sus sales farmacéuticamente
aceptables esta caracterizado por que un derivado de la 8-hidroxiquinolina con la férmula general ()
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= II

se hace reaccionar con un oxocompuesto con la férmula general (IIl)

ji
0" "R,
ITTI
y una amina con la formula general (V)
R3-NH-R3 \%
OH
N._R
e S - R, R OH
2
ReNHRs | Z » Ronnih Ny R
0" Rz método a: H,0O/acetona . >
método B: CH;CN/HCOOH
v ITL -

(en cuyas férmulas los sustituyentes son como se definieron anteriormente y Rs se puede seleccionar
independientemente entre los significados posibles de Rs, y Rs' puede ser también un dtomo de hidrégeno; y Rs y R
pueden estar conectados entre si formando una amina secundaria ciclica) y a continuacion el compuesto con la formula
() obtenido se transforma opcionalmente en su sal farmacéuticamente aceptable o se libera de su sal.

La reaccion se lleva a cabo usando la reacciéon de Betti modificada, que es un método conocido (Betti, 1900; Betti,
1903; Phillips y col., 1954; Phillips y col., 1956; Phillips, 1956).

La reaccion se lleva a cabo en un disolvente. Se puede usar agua o disolventes organicos (p. €j., acetonitrilo) como
medio de reaccion. Opcionalmente, la reaccién se realiza en presencia de un catalizador acido (p. €j., acido férmico).

Para la preparacion de los compuestos segun la invencion, en funcion de los materiales de partida, se usaron el
método A o B siguientes:

Método A:

Suspender o disolver 1 mmol de aldehido en 2x el volumen de agua y afadir 1,1 equivalentes de amina primaria a la
mezcla de reaccion. Mantener a 60 °C durante 1 hora y afadir gota a gota, a la mezcla caliente, una solucién de
0,6 equivalentes de 8-hidroxiquinolina disuelta en un volumen de acetonitrilo o acetona que es el doble del volumen
de agua. Posteriormente, enfriar la mezcla de reaccion a temperatura ambiente y agitar hasta que se produzca
precipitacion. Supervisar la reacciéon por medio de CLAR y CCF. Filtrar el precipitado, lavar con acetonitrilo y secar.

Método B:

Disolver 1 mmol de aldehido en 3x el volumen de acetonitrilo y afiadir 1 equivalente de amina, 0,6 equivalentes de 8-
hidroxiquinolina y 1 % (v/v) de acido férmico a la mezcla de reaccién. Agitar la mezcla hasta que se produzca
precipitacion o desaparezca la mancha de quinolina de partida. Procesar la mezcla mediante filtrado, lavado con
acetonitrilo, realizar la cromatografia con una mezcla de hexano (mezcla de isémeros)/acetato de etilo y recristalizar
de alcohol o acetonitrilo.

Una vez finalizada la reaccion, aislar el producto deseado de la mezcla de reaccién usando los métodos habituales
(p. €j., filtracién o centrifugacion) y purificar mediante métodos conocidos (recristalizacion o cromatografia) si procede.

También se describe en esta invencidon una composicion farmacéutica que contiene un compuesto de la férmula
general (I) o su sal farmacéuticamente aceptable como agente activo y un vehiculo y/o excipiente farmacéutico sélido
o liquido inerte.

Las composiciones farmacéuticas descritas en esta invencion pueden ser preparaciones sélidas (p. €j., comprimido,
capsula), semisolidas (p. ej., supositorio) o liquidas (p. €j., solucion inyectable). Las preparaciones se pueden
administrar oral, rectal o parenteralmente. Las composiciones descritas en esta invencion pueden contener vehiculos
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y/o excipientes terapéuticamente adecuados habituales (p. €j., almidén, celulosa o derivados de la celulosa, lactosa,
manitol, cloruro de sodio, carbonato de sodio, sacarosa, maltosa, carbonato de calcio, etc.).

Las composiciones farmacéuticas descritas en esta invencion se pueden usar para el tratamiento de enfermedades
neuroldgicas y/o relacionadas con el estrés oxidativo durante el que una cantidad terapéuticamente eficaz de un
compuesto con la formula general (1) o su sal farmacéuticamente aceptable se administra a un paciente con necesidad
de tratamiento. Las enfermedades neuroldgicas o relacionadas con el estrés oxidativo se seleccionan entre las
enfermedades siguientes: isquemia, lesidbn por reperfusion, trastornos cardiovasculares, trastornos
neurodegenerativos (que incluyen especialmente enfermedad de Alzheimer y enfermedad de Huntington),
traumatismos, enfermedades neuropsiquiatricas (que incluyen especialmente depresién y trastornos por ansiedad) y
lesiones del higado, rifidn y pulmon.

Segun lo anterior, las composiciones farmacéuticas descritas en esta invencién se pueden usar como agentes
neuroprotectores y cardioprotectores, en el caso de lesiones del higado, rifidén y pulmoén, y para el tratamiento o la
prevencion de la depresion, trastornos por ansiedad, la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Huntington.

Los detalles adicionales de nuestra invencion se describen en los ejemplos que se presentan a continuacion sin que
se limite el alcance de la proteccion a los ejemplos.

EJEMPLOS QUIMICOS

Ejemplo 1: 7-((6-metilpiridin-2-ilamino)(4-nitrofenil)metil)quinolin-8-ol

Método A:

A 10,1 g (18,5 mmol, Sigma) de 4-nitrobenzaldehido, se afiadié gota a gota agua (20 ml), a continuacién se afadi6 2-
amino-6-picolina (7,95 g, 1,1 equivalentes, Aldrich) a la suspensién amarillo limén con agitacion intensiva. Después
de un cambio de color (de amarillo limén a amarillo naranja), se afiadié una solucién de 5,82 g de 8-hidroxiquinolina
(0,6 equivalentes, Sigma) con 20 mL de acetona (Molar) a la suspension, el recipiente de reaccion se calenté a 60 °C
durante 4 horas y a continuacion la solucién se enfrid a temperatura ambiente. El polvo amarillo precipitado se filtro
(7,87 g, 50,8 %), se lavé con una cantidad pequefia de acetona; su pureza se comprobd mediante CLAR (= 99,5 %).

Método B:

Se disolvio 4-nitrobenzaldehido (2,8 g, 18,5 mmol, Sigma) en acetonitrilo absoluto (15 ml, Molar) y se afiadié 2-amino-
6-picolina (2 g, 1equivalente, Aldrich) a la solucién amarillo limén con agitacion. Se afadieron 1,61 g de 8-
hidroxiquinolina (0,6 equivalentes, Sigma) a la mezcla y se agité a temperatura ambiente durante cuatro dias. El
producto precipitado (4,2 g, 27,1 %) se filtro, el peso molecular del producto se verific6 mediante espectroscopia de
masas, su estructura se demostré mediante RMN (PM: 386,1), y la pureza se comprob6 mediante CLAR (= 99,6 %).

C22H18N403 (PM: 386,1); p.f.: 157-160 °C; CLAR (CH3CN/H20 70:30 Phenomenex C18 282 nm): T; = 7,14 min RMN "H
1 (DMSO) 5 2,2 (3H, s, CH3), 6,37 (1H, d, J = 7,0 Hz), 6,49 (1H, d, J = 7,9 Hz), 6,98 (1H, d, J = 8,8 Hz, NHCH), 7,28
(1H,t, J = 7,9 Hz), 7,40 (2H, t, J = 7,9 y 8,8 Hz), 7,50-7,55 (1H, m), 7,59-7,66 (3H, m), 8,16 (2H, d, J = 8,8 Hz), 8,28
(1H, d, J = 7,9 Hz), 10,1 (1H, s amplio, OH) RMN 13C 1 (DMSO) & 24,2 (CH3), 51,5 (CH), 105,6 (CH), 111,6 (CH),
117,7 (CH), 121,9 (CH), 123,5 (2xCH), 124,5 (Cq), 126,7 (CH), 127,7 (Cq), 128,2 (2xCH), 136,1 (CH), 137,3 (CH),
138,2 (Cq), 146,2 (Cq), 148,4 (CH), 149,8 (Cq), 152,0, 155,7 y 157,3 (Cq).

Ejemplo 2 (no segun la invencion): 4-((8-hidroxiquinolin-7-il)(4-nitrofenil)metilamino)benzoato de etilo

NO,
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El compuesto del titulo se preparé mediante el método A y el método B presentados para el compuesto del Ejemplo 1
con el cambio de que se usaron benzocaina (Sigma), 4-nitrobenzaldehido (sigma) y 8-hidroxiquinolina como materiales
de partida. Producto purificado mediante cromatografia en columna: C2sH21N30s; (PM: 443,2); rendimiento: 50 mg
(30,9 %, Método A). CLAR (CH3CN/H20 70:30 Phenomenex C-18 254 nm): Tr = 8,82 min.

Ejemplo 3 (no segun la invencion): Ester etilico del acido 4-{[(8-hidroxiquinolin-7-il)fenilmetillamino}benzoico

OH
HN NS
Z
COOEt
C25H22N203; (PM: 398,1)
Se prepar6 mediante el método A del Ejemplo 1.
Ejemplo 4: 7-(fenilaminopiridin-2-il-metil)quinolin-8-ol
| X
N OH
HN N
%

C21H17N3O; (PM: 327,1)
Se prepar6 mediante el método A del Ejemplo 1.

Ejemplo 5: 7-[piridin-2-il-(4-trifluorometilfenilamino)metil]quinolin-8-ol

| AN
N
7 OH
N
HN D
A
CFs

El compuesto del titulo segun el Ejemplo 5 se prepard mediante el método A y el método B presentados para el
compuesto del Ejemplo 1 con el cambio de que se uso piridina-2-carboxialdehido (Molar) como aldehido de partida y
se uso 4-trifluorometilanilina (Sigma) como amina primaria. Producto purificado mediante cromatografia en columna:
C22H16F3N3O (PM: 395,1); rendimiento: 151 mg, (42,1 %, método B); p.f.: 158-161 °C; CLAR (CHsCN/H20 70:30
Phenomenex C18 254 nm): Tr = 10,39 min.

RMN 'H 5 (DMS0) 5 6,31 (1H, d, J = 7,1 Hz), 6,79 (1H, d, J = 7,6 Hz), 7,27 (1H, 1, J = 5,1 Hz), 7,29-7,37 (4H, m), 7,47~
7,54 (3H, m), 7,75 (1H, t, J = 7,2 Hz), 7,74 (1H, d, J = 8,5 Hz), 8,24 (1H, d, J = 8,3 Hz), 8,55 (1H, d, J = 4,1 Hz), 8,85
(1H, d, J = 3,2 Hz), 10,24 (1H, s amplio).

Ejemplo 6: 7-[(3-metilpiridin-2-ilamino)-(4-nitrofenil)metil]quinolin-8-ol
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NO,

OH

N
HN O X
Z\| Z
\I

Se prepar6 usando el método A del Ejemplo 1.

C22H18N4O3; (PM+1: 386, 1)

Ejemplo 7: 7-[(6-metilpiridin-2-ilamino)-(4-trifluorometilfenil)metillquinolin-8-ol

CF3

IOH
Z\| Z
\I

El compuesto del titulo se preparé mediante el método A y el método B presentados para el compuesto del Ejemplo 1
con el cambio de que se usaron 4-trifluorometilbenzaldehido (Sigma), 2-amino-6-picolina (Sigma) y 8-hidroxiquinolina
como materiales de partida. Producto obtenido (método B): C2sH1sF3sNsO (PM: 409,1); (229 mg, 32,5 %); p.f.: 136-
138 °C; CLAR (CH3CN/H20 70:30 Phenomenex C18 254 nm): Tr = 10,18 min.

Ejemplo 8: 7-[(4-metilpiridin-2-ilamino)-(4-trifluorometilfenil)metil]quinolin-8-ol

CF3

N
HN D
Z

OH

Z "N

~ |

El compuesto del titulo se preparé mediante el método B presentado para el compuesto del Ejemplo 1 con el cambio
de que se usaron 2-amino-4-metilpiridina (Molar), 4-trifluorometilbenzaldehido (Sigma) y 8-hidroxiquinolina (Sigma)
como materiales de partida. Producto obtenido: C23H1sFsN3O; (PM: 409,1); rendimiento: 230 mg, (29,6 %) p.f.: 104-
107 °C; CLAR (CH3CN/H20 70:30 Phenomenex C18 282 nm): T, = 7,61 min. RMN 'H 8 (DMSO) & 2,18 (3H, s, CHs),
6,41 (1H, d, J = 5,1 Hz), 6,44 (1H, s, NH), 6,49 (1H, d, J = 4,9 Hz), 7,07 (1H, d, J = 9,2 Hz), 7,39 (1H, d, J = 8,9 Hz),
7,49-7,54 (1H, m), 7,58 (2H, d, J = 7,9 Hz), 7,63 (2H, d, J = 8,3 Hz), 7,73 (1H, d, J = 7,9 Hz), 7,85 (2H, d, J = 7,9 Hz),
8,03-8,08 (1H, m), 8,12 (2H, d, J = 8,5 Hz), 8,27 (1H, d, J = 8,2 Hz), 8,81-8,86 (1H, m); RMN '3C 8 (DMSO) & 23,5
(CH3), 51,8 (NHCH), 109,5 (CH), 117,6 (CH), 121,8 (CH), 124,5 (Cq), 125,1 (CH), 125,6 (2xCH), 126,8 (CH), 127,7
(2xCH), 127,8 (Cq), 130,1 (CH), 134,7 (Cq), 136,1 (CH), 138,1 (Cq), 148,2 (Cq), 148,5 (CH), 149,6 (Cq), 157,7 (CH),
161,6 (Cq), 166,3 (Cq).

Ejemplo 9: 2-((4-metilpirimidin-2-ilamino)(4-nitrofenil)metil)fenol
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El compuesto del titulo se preparé mediante el método B presentado para el compuesto del Ejemplo 1 con el cambio
de que se usaron 2-amino-4-metilpirimidina (Sigma), 4-nitrobenzaldehido y 8-hidroxiquinolina como materiales de
partida. Producto obtenido: C21H17NsOs, (PM: 387,1); rendimiento: 344 mg, (49,6 %); p.f.: 136-145°C; CLAR
(CH3CN/H20 70:30 Phenomenex C18 282 nm): Tr = 5,21 min. RMN 'H 9 (DMSO) & 2.14 (3H, s, CH3), 6,35 (1H, d, J =
5,8 Hz), 6,55 (1H, s), 7,00 (1H, d, J = 8,0 Hz), 7,36-7,43 (2H, m), 7,50-7,55 (1H, m), 7,56 (1H, d, J = 7,5 Hz), 7,60 (1H,
d,J=8,5Hz), 7,79 (1H, d, J = 5,5 Hz), 8,15 (2H, d, J = 8,5 Hz), 8,28 (1H, d, J = 8,5 Hz), 8,84 (s, 1H), 10,1 (s, 1H);
RMN '3C 9 (DMSO) & 20,6 (CH3), 51,6 (NHCH), 109,0 (CH), 114,2 (CH), 117,7 (CH), 121,9 (CH), 123,5 (2xCH), 124,6
(Cq), 126,7 (CH), 127,7 (Cq), 128,2 (2xCH), 136,1 (CH), 138,2 (Cq), 146,2 (Cq), 147,1 (Cq), 147,2 (CH), 148,5 (CH),
149,8, 152,0 y 157,9 (3 Cq).

Ejemplo 10: 7-[(4-metilpirimidin-2-ilamino)(4-trifluorometil)fenil)metil]quinolin-8-ol

El compuesto del titulo se preparé mediante el método A y el método B presentados para el compuesto del Ejemplo 1
con el cambio de que se usaron 4-trifluorometilbenzaldehido y 2-amino-4-metilpirimidina como aldehido y fuente de
amina (Molar). Producto obtenido (método B), rendimiento: 1,7 g, (34,8 %); C22H17F3N4O; (PM: 410,1), p.f.: 144-
147 °C; CLAR (CH3CN/H20 70:30 Phenomenex C18 254 nm): T: = 7,75 min. RMN "H 10 (DMSO) & 2,24 (3H, s, CHs3),
6,49 (1H, d, J = 5,1 Hz), 7,07 (1H, d, J = 9,0 Hz, NHCH), 7,39 (1H, d, J = 8,5 Hz), 7,49-7,55 (1H, m), 7,58 (2H, d, J =
7,7Hz), 7,64 (2H,d, J=7,9Hz), 7,74 (1H, d, J = 8,5 Hz), 8,07 (1H, d, J = 8,9 Hz), 8,14 (1H, d, J = 4,9 HZz), 8,28 (1H,
d,J=7,7Hz), 8,83 (1H, s), 10,08 (1H, s amplio).

RMN "3C 10 (DMSO) 5 23,6 (CH3), 51,7 (NHCH), 110,4 (CH), 117,6 (CH), 121,8 (CH), 124,6 (Cq), 125,2 (2xCH), 126,8
(CH), 127,2 (Cq), 127,4 (Cq), 1277 (Cq), 127,8 (2xCH), 136,1 (CH), 138,1 (Cq), 148,2 (Cq), 148,4 (CH), 149,8, 149,86,
161,6 y 167,6 (4 Cq).

Ejemplo 11 (no segun la invencién): 7-[(2-hidroxifenil)-(4-metilpirimidin-2-ilamino)metil]quinolin-8-ol

HOOH
NZN =

AN

El compuesto del titulo se preparé mediante el método B presentado para el compuesto del Ejemplo 1 con el cambio
de que se usaron 2-hidroxibenzaldehido (Molar), y 2-amino-4-metilpirimidina (Sigma) como materiales de partida. El
producto precipitd, rendimiento: 45 mg; C21H1sN4O2; (PM: 358,1).

RMN 'H 11 (DMSO) & 2,21 (3H, s, CH3), 6,39-6,46 (2H, m), 6,69 (1H, t, J = 6,4 Hz), 6,75 (1H, d, J = 7,7 Hz), 7,23 (1H,
d,J=7,0Hz),7,32 (1H, d, J = 8,4 Hz), 7,44-7,51 (2H, m), 7,57 (2H, d, J = 8,0 Hz), 8,09 (1H, d, J = 5,4 Hz), 8,25 (1H,
d, J = 8,0 Hz), 8,79 (1H, s amplio), 9,47 (1H, s amplio, OH), 9,80 (1H, s amplio, OH).

Ejemplo 12 (no segun la invencién): 7-[(4-isopropoxifenil)-(6-metilpiridin-2-ilamino)metil]quinolin-8-ol

©
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OH

HN O NS
N7 Z
|

El compuesto del titulo se preparé mediante el método B presentado para el compuesto del Ejemplo 1 con el cambio
de que se uso 4-isopropiloxibenzaldehido (Molar) como componente de aldehido. Producto purificado mediante
cromatografia en columna, Ca2sH2sN302; (PM+1: 399,2), rendimiento 135 mg, (63,1 %), p.f.: 132-134 °C; CLAR
(CH3CN/H20 70:30 Phenomenex C18 282 nm): Tr = 9,23 min.

Ejemplo 13 (no segun la invencion): 7-[(2-hidroxifenil)(6-metilpiridin-2-ilamino)metil]quinolin-8-ol

El compuesto del titulo se preparé mediante el método B presentado para el compuesto del Ejemplo 1 con el cambio
de que la reacciéon se realizd con salicilaldehido (Molar), 2-amino-6-picolina (1 equivalente) y 8-hidroxiquinolina
(0,6 equivalentes) como materiales de partida. Precipitacion del producto; C22H19N3O2; (PM: 357,1), rendimiento 1,6 g,
(50,9 %); p.f.: 189-191 °C; CLAR (CH3CN/H20 70:30 Phenomenex C18 282 nm): T, = 5,05 min.

RMN 'H 13 (DMSO) & 2,23 (3H, s), 6,34 (1H, d, J = 6,0 Hz), 6,38 (1H, d, J = 7,1 Hz), 6,69 (1H, t, J = 7,2 Hz), 6,80 (2H,
m), 7,02 (2H, m), 7,18 (1H, d, J = 6,2 Hz), 7,25 (1H, d, J = 6,8 Hz), 7,36 (1H, d, J = 7,4 Hz), 7,42-7,54 (1H, m), 7,64
(1H,d, J =7,9 Hz), 8,25 (1H, d, J = 7,1 Hz), 8,80 (1H, s), 9,85 (1H, s)

RMN '3C 13 (DMSO) & 23,9 (CH3), 47,8 (CHNH), 111,1 (CH), 115,7 (CH), 116,7 (CH), 118,7 (CH), 121,5 (CH), 125,3
(Ca), 127,2 (CH), 127,4 (Cq), 127,8 (CH), 128,3 (CH), 129,2 (Cq), 135,9 (CH), 137,5 (CH), 138,2 (Cq), 148,1 (CH),
149,7, 155,1, 155,6 y 157,6 (4 x Cq).

Ejemplo 14 (no segun la invencién): 7-[(4-fluorofenil)(pirrolidin-1-il)metillquinolin-8-ol

F

O OH
OO
P

El compuesto del titulo se preparé mediante el método A del Ejemplo 1.

C20H19FN20; (PM: 322,2)

Ejemplo 15: 7 {[(5-metil-1,2-0xazol-3-il)Jamino](3-nitrofenil)metil}quinolin-8-ol

10
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C20H16N4O4; (PM: 376,1)
El compuesto del titulo se preparé mediante el método A del Ejemplo 1.

Ejemplo 16: 7-((6-metilpiridin-2-ilamino)(3,4-difluorofenil)metil)quinolin-8-ol

T
OH
N
HN \
N7 &
\I

El compuesto del titulo se preparé mediante el método B presentado para el compuesto del Ejemplo 1 con el cambio
de que se hizo reaccionar 3,4-difluorobenzaldehido con 2-amino-6-picolina y 8-hidroxiquinolina. Precipité un polvo
blanco, C22H'"F2N3O, (PM: 377,1); rendimiento: 275 mg, (53,3 %). p.f.: 162-165°C; CLAR (CH3CN/H20 70:30
Phenomenex C18 282 nm): 7,97 min.

Ejemplo 17: 7-((6-metilpiridin-2-ilamino)(3-trifluorometilfenil)metil)quinolin-8-ol

FsC O
OH
N
HN O X
NZ &
« |

El compuesto del titulo se prepar6 mediante el método B presentado para el compuesto del Ejemplo 1 con un
rendimiento superior. Precipitd un polvo blanco, C23H1sF3N3O, (PM: 409,1); rendimiento: 356 mg, (57,3 %). p.f.: 140-
143 °C, CLAR (MeOH/H20 80:20 Phenomenex C18 254 nm): 10,21 min.

Ejemplo 18: 7-[(4,6-dimetilpirimidin-2-ilamino)-(4-trifluorometilfenil)metiljquinolin-8-ol

<SS N

El compuesto del titulo se preparé mediante el método B presentado para el compuesto del Ejemplo 1 con un
rendimiento superior. Precipité un polvo blanco, C23sH19FsN4O; (PM: 424,2); rendimiento: 255 mg, (54,6 %).

CF3

Ejemplo 19: 7-[(6-metilpiridin-2-ilamino)piridin-2-il-metil]quinolin-8-ol

11
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|\
N
7 OH
N
HN S
N7 &
\|

El compuesto del titulo se preparé mediante el método B presentado para el compuesto del Ejemplo 1. Precipit6é un
polvo blanco amarillento, C21H1sN4O (PM: 342,2); rendimiento: 1,2 g, (70,5 %). p.f.: 155-157 °C.

Ejemplo 20: 7-[(5-fluoropiridin-2-ilamino)piridin-2-il-metilJquinolin-8-ol

|\

N o
HN NS
N~ Z
\|

F

El compuesto del titulo se preparé mediante el método B presentado para el compuesto del Ejemplo 1. Polvo de color
hueso, purificado mediante cromatografia en columna. C20H1sFN4O; (PM: 346,1), rendimiento 45 mg, (18,4 %). p.f.:
165-168 °C, CLAR (CH3CN/H20 70:30 Phenomenex C18 282 nm): 4,44 min.

Ejemplo 21: 7-[(5-cloropiridin-2-ilamino)piridin-2-il-metil]Jquinolin-8-ol

|\
N oH
HN NS
NZ o
\|

cl

El compuesto del titulo se preparé mediante el método B presentado para el compuesto del Ejemplo 1; se usaron en
la reaccion 2-amino-5-cloropiridina, 2-priridinacarboxialdehido y 8-hidroxiquinolina; la mezcla de reaccién se calent6 a
60 °C durante 3 dias. Polvo blanco grisaceo, producto purificado mediante cromatografia en columna. C20H15CIN4O;
(PM: 362,1); rendimiento: 55 mg, (23,7 %). p.f.: 160-162 °C, CLAR (CH3CN/H20 70:30 Phenomenex C18 282 nm):
5,69 min.

Ejemplo 22: 7-[(5-metil-6-nitropiridin-2-ilamino)-(4-trifluorometilfenil)metillquinolin-8-ol

El compuesto del titulo se preparé mediante el método B presentado para el compuesto del Ejemplo 1 con el cambio
de que se usaron 2-amino-5-metil-6-nitropiridina, 4-trifluorometilbenzaldehido y 8-hidroxiquinolina y la mezcla de
reaccion se calento a 60 °C durante 7 dias. Polvo blanco amarillento. C23H17F3N4Os; (PM: 454,1), rendimiento: 26 mg,
(10 %). p.f.: 2 300 °C, CLAR (CH3CN/H20 70:30 Phenomenex C18 282 nm): T: = 5,60 min.

12
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Ejemplo 23 (no segun la invencién): 7-[(3-hidroxifenil)(6-metilpiridin-2-ilamino)metil]quinolin-8-ol

HO
OH
N
T
NZ Z
<

El compuesto del titulo se preparé mediante el método B presentado para el compuesto del Ejemplo 1 con el cambio
de que se hizo reaccionar 3-hidroxibenzaldehido con 2-metil-6-picolina y 8-hidroxiquinolina. Polvo blanco, producto
purificado mediante cromatografia en columna. C22H19N3O2; (PM: 357,2), rendimiento: 211 mg, (80,2 %). p.f.: 187-
189 °C, CLAR (CH3CN/H20 70:30 Phenomenex C18 282 nm): Tr = 3,97 min.

EJEMPLOS BIOLOGICOS

Ejemplo 24: Inhibicién de las actividades de la metaloproteinasa de matriz 2 (MMP-2, gelatinasa de 72 kDa) y
la metaloproteinasa de matriz 9 (MMP-9, gelatinasa de 92 kDa) mediante 7-((6-metilpiridin-2-ilamino)(4-
nitrofenil)metil)quinolin-8-ol

Se hicieron crecer células de miocardio embrionario de ratas H9c2 (de ATCC, Rockville, MD, EE. UU.) en medio de
Eagle modificado por Dulbecco que contenia 10 % de suero bovino, L-glutamina 4 mM (Sigma-Aldrich, Hungria),
100 Ul/ml de penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina. A la muestra de sobrenadante de H9c2, se afiadié 30 uM del
compuesto segun el Ejemplo 1 (7-((6-metilpiridin-2-ilamino)(4-nitrofenil)metil)quinolin-8-ol) de una solucion madre que
contenia 30 mM de DMSO (dilucién de 1000 veces) antes de la electroforesis. Al control, se afadi®6 DMSO que no
contenia el compuesto segun el Ejemplo 1. Después de la electroforesis, el gel se cortd en dos mitades seguido de
renaturalizacion; una mitad se incubd de tal forma que 30 uM del compuesto segun el Ejemplo 1 se afiadié al mismo
a la concentracion final, mientras que la segunda mitad (control) se incubd sin él. El compuesto segun el Ejemplo 1
inhibia completamente la gelatinasa de 72 kDa (MMP-2) si la sustancia estaba presente durante la incubacion.
También inhibié la gelatinasa de 92 kDa (MMP-9), pero en menor medida que la gelatinasa de 72 kDa.

La MMP-9 y MMP-2 contribuyen a la muerte de las células endoteliales mediada por caspasa, después de la
reoxigenacion de la hipoxia mediante destruccion de las interacciones célula-matriz y la sefial hemostatica de las
integrinas. Los inhibidores de la MMP-2 y MMP-9 reducen significativamente la actividad de la caspasa-3 y reducen la
muerte de las células endoteliales (Lee y col, 2004).

Ejemplo 25: el compuesto segun el Ejemplo 1 (7-((6-metilpiridin-2-ilamino)(4-nitrofenil)metil)quinolin-8-ol)
reduce la lesién por reperfusion después del trasplante de corazon.

Se realizé un modelo de experimento de trasplante cardiaco heterotrépico de la forma descrita anteriormente
(poli(ADP-Ribosa); la inhibiciéon de la polimerasa reduce la lesidon por reperfusiéon que se produce después del
trasplante de corazén (Szabd y col. 2002). Brevemente: los corazones del donante se trasplantaron de ratas de Lewis.
Después de la proteccion isquémica realizada a 4°C durante 1hora, los corazones se implantaron
intraabdominalmente mediante anastomizacion de la aorta y la arteria pulmonar del corazén del donante con la aorta
abdominal o la vena cava de la rata receptora. El cuidado de los animales fue realizado por personas de conformidad
con los requisitos de los “Principios de Cuidado de Animales de Laboratorio”; la Sociedad Nacional de Investigacion
Médica y la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio preparada por la Academia Nacional de las
Ciencias; editorial: Institutos Nacionales de la Salud (Publicacion NIH n.° No. 86-23, revisada en 1996).

Las mediciones funcionales del trasplante se llevaron a cabo como se indica a continuacion: la presion sistélica del
ventriculo izquierdo (PSVI), la presién diastdlica final del ventriculo izquierdo (PDFVI), la velocidad de cambio de la
presion sanguinea (dP/dt) y la constante del tiempo de relajacion (TE) se midieron por medio de un micromanémetro
Millar (Millar Instruments, Inc.), con diferentes VI, usando un balén intraventricular. El flujo sanguineo coronario (FSC)
total se midié sobre la aorta del donante con una muestra del flujo ultrasénico perivascular. Después de la
determinacion del valor de referencia, la acetilcolina vasodilatadora dependiente del endotelio (ACH, 1 nmol/l, 0,2 ml),
la bradiquinina (BK 0,1 nmol/l, 0,2 ml), y el nitroprisido de sodio vasodilatador independiente del endotelio (SNP,
10 nmol/l, 0,2 ml) se afiadieron directamente a las arterias coronarias del trasplante a través de la aorta del donante.
Entre las infusiones, se permitié que el FSC volviera al valor de referencia. La respuesta vasodilatadora se expreso
como el cambio maximo porcentual del FSC desde el valor de referencia.

Se estudiaron dos grupos de trasplantes (n = 6/en cada grupo). Justo antes de liberar la pinza de la aorta, se inicio la

inyeccion lenta de solucion salina comun (grupo de control) o del compuesto segun el Ejemplo 1 (3 mg/kg) y esta
continud durante los 5 primeros minutos del periodo de reperfusion.
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La medicidon de la funcién sistdlica y diastolica y el FSC en el grupo A (control) y grupo B (compuesto segun el Ejemplo
1) se realizé 1 hora después de la reperfusion.

Los parametros hemodinamicos y el flujo sanguineo miocardico se determinaron después de la reperfusion durante
60 minutos. La frecuencia cardiaca y la presion adrtica del receptor fueron las mismas en cada grupo. La recuperacion
de la funcion sistolica fue significativamente mejor en el grupo tratado con el compuesto segun el Ejemplo 1 que en
los valores del control. La PSVI y dP/dt positiva maxima fueron significativamente (P = 0,05) superiores en el grupo
tratado con el compuesto segun el Ejemplo 1.

Las curvas de la funcion cardiaca sistdlica en el grupo tratado con el compuesto segun el Ejemplo 1 presentaron una
desviacion significativa a la izquierda en comparacion con el grupo tratado con el vehiculo (Fig. 1Ay Fig. 1b). La PDFVI
no presentoé valores variables entre los grupos. Las curvas de cooperacion diastélica (relacion presion diastélica final-
volumen) fueron similares en todos los grupos (Fig. 1c).

Ejemplo 26: el tratamiento con compuestos que tienen la formula general (I) impidié la muerte celular
provocada por peroxido de hidréogeno in vitro en células del corazén, neuronales y del higado

Se hicieron crecer células de miocardio embrionario de ratas H9c2 (ATCC, Rockville, MD, EE. UU.) en medio de Eagle
modificado por Dulbecco que contenia 10 % de suero bovino, L-glutamina 4 mM (Sigma-Aldrich, Hungria), 100 Ul/ml
de penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina. Las células se colocaron en placas de microtitulacién de 96 pocillos
(10 000 células/pocillo) y, después de 24 horas, se trataron con 1 % de solucién de H202 (Sigma) (concentracion final
0,2 mM). 30 minutos después del tratamiento, se colocaron diversos compuestos con la férmula general (I) en diversas
concentraciones en ellas y, después de 3 y 24 horas, se determind la viabilidad de las células por medio del ensayo
del MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio).

Se afadid bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT, Serva) a las células en una
concentracion final de 0,5 mg/ml y se incubaron a 37 °C durante 1 hora. Las células se lavaron con PBS y el colorante
de formazan se disolvid en isopropanol. La cantidad del colorante de formazan transformado se midié por medio de
un lector Powerwave (Biotek, Winooski, VT) a 570 nm; medicion de la sefial de fondo 690 nm. La curva de calibracion
se obtuvo de tal forma que se midid la capacidad de las diluciones en serie de las células para transformar el MTT y
se calculd el recuento de células viables usando el software Gen5. Las mediciones se realizaron 3 horas y 24 horas
después de la exposicion de cada serie de experimentos al efecto del H20x.

Ejemplo 27: el tratamiento con diversos compuestos que tienen la formula general (l) impidié la muerte celular
provocada por peroxido de hidrégeno in vitro en células del higado

Se hicieron crecer células de hepatoma humano Hep3B (ATCC, Rockville, MD, EE. UU.) al 10 % en medio de Eagle
modificado por Dulbecco que contenia 10 % de suero bovino, L-glutamina 4 mM (Sigma-Aldrich, Hungria), 100 Ul/ml
de penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina. Las células se mantuvieron en placas de CT de 100 mm (Orange
Scientific, Bélgica) en una incubadora en un espacio a 37 °C que contenia aire humidificado y 5 % de CO..

Las células se colocaron en placas de microtitulacion de 96 pocillos E-plate (Roche) pretratadas con gelatina
(10 000 células/pocillo) y se hicieron crecer durante 16 horas. 30 minutos después del tratamiento, se colocaron
diversos compuestos con la formula general (I) en diversas concentraciones en ellas y se midié continuamente la
viabilidad de las células con un instrumento Excelligence mediante el método RT-CES (Roche) determinando el indice
celular medido cada 2 minutos. Los resultados se presentan en la Fig. 2. La curva “A” representa el control no tratado,
la curva “I” representa el compuesto PJ34, un inhibidor de la PARP conocido, mientras que la curva “J” representa el
control tratado con peroxido.

En este experimento, se ensayaron los compuestos segun la formula general (1) siguientes (indicando qué curva de la
Fig. 2 representa el efecto del compuesto dado sobre el indice celular normalizado):

7-((4-nitrofenilamino)(fenil)metil)quinolin-8-ol (curva “B”),

éster etilico del acido 4-{[(8-hidroxiquinolin-7-il)fenilmetillamino}benzoico (curva “C”, Ejemplo 3),
7-((4-fenilpiperazin-1-il)(tiofen-2-il)metil)quinolin-8-ol (curva “D”),
7-((6-metilpiridin-2-ilamino)(4-trifluorometil)fenil)metil)quinolin-8-ol (curva “E”),
7-((4-fluorofenil)(tiazol-2-ilamino)metil)quinolin-8-ol (curva “F”),
7-(fenilaminopiridin-2-il-metil)quinolin-8-ol (curva “G”, Ejemplo 4) y
7-[(4-fluorofenil)(pirrolidin-1-il)metilJquinolin-8-ol (curva “H”, 14).

Los ensayos se realizaron con el fin de determinar el efecto citoprotector sobre células de hepatoma humano Hep3B
30 minutos después del tratamiento con H202. Se usé 250 uM de perdxido de hidrogeno en estas células. El
crecimiento celular es lineal durante la aplicacidon de peroxido de hidrégeno. 30 minutos después del tratamiento con
diversos compuestos con la formula general (1) segun nuestra invencion, las pendientes de las curvas del indice celular
cambiaron significativamente en funcién de qué efectos citoprotectores de los compuestos seguin nuestra invencion
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se pueden determinar.

Ejemplo 28: el tratamiento con diversos compuestos que tienen la formula general (l) impidié la muerte celular
provocada por peréxido de hidrégeno in vitro en neuronas y astrocitos primarios combinados

Las células se mantuvieron en placas de CT de 100 mm (Orange Scientific, Bélgica) en una incubadora en un espacio
a 37 °C que contenia aire humidificado y 5 % de didxido de carbono. Se preparé un cultivo combinado de neuronas y
astrocitos cerebrales siguiendo el método de Griffin Sy col. (Griffin y col., 2005). Los cultivos celulares se mantuvieron
en un medio esencial minimo de Eagle que contenia 10 % de suero fetal bovino y 1 % de solucion de aminoacidos no
esenciales (Sigma-Aldrich, Hungria). Los resultados se presentan en la Fig. 3. La curva “K” representa el control no
tratado, la curva “P” representa el control tratado con PJ34 y la curva “Q” representa el control tratado con peréxido
de hidrégeno.

Las células se colocaron en placas de microtitulacion de 96 pocillos E-plate (Roche) (10 000 células/pocillo)
pretratadas con gelatina y se hicieron crecer durante 16 horas. 5 minutos antes del tratamiento, se colocaron los
compuestos con la férmula general (I) segun nuestra invencién siguientes en concentracion 5 uM en ellas:

7-((6-metilpiridin-2-ilamino)(4-nitrofenil)metil)quinolin-8-ol (curva “L”, Ejemplo 1),
7-[(6-metilpiridin-2-ilamino)-(4-trifluorometilfenil)metil]quinolin-8-ol (curva “M”, Ejemplo 7),
4-((8-hidroxiquinolin-7-il)(4-nitrofenil)metilamino)benzoato de etilo (curva “N”, Ejemplo 2) y
7-((4-metilpirimidin-2-ilamino)(4-trifluorometil)fenil)metil)quinolin-8-ol (curva “O”, Ejemplo 10).

A continuacion se midié continuamente la viabilidad de las células con un instrumento Excelligence mediante el método
RT-CES (Roche) determinando el indice celular medido cada 2 minutos. El tratamiento comenzé afiadiendo H202
100 uM que provocé la destruccion de 90 % de las células totales en el pocillo de control que no contenia un compuesto
con la formula general (1).

Ejemplo 29: Efecto del compuesto segtin el Ejemplo 1
(7-((6-metilpiridin-2-ilamino)(4-nitrofenil)metil)quinolin-8-ol) sobre el comportamiento de las ratas
Animales de ensayo

Se usaron ratas Wistar recibidas de Charles River Laboratories (Budapest, Hungria) como animales de ensayo. Se
usaron ratas de aprox. 2 meses (200-300 g de peso corporal). Los animales se acondicionaron durante aprox.
1 semana. Los animales recibieron alimento de laboratorio estandar (Charles River Laboratories, Budapest, Hungria)
y agua del grifo a voluntad. La temperatura y humedad se mantuvieron a 22 + 2 °C y 60 + 10 %, respectivamente. Las
ratas se mantuvieron en grupos de 5 en jaulas de Makrolon de 45 x 35 x 25 cm. Se usaron ciclos de dia/noche de
12 horas; la luz se apagoé a las 19:00. Los experimentos se realizaron en el periodo de luz diurna. Los experimentos
se realizaron segun la Directiva del Consejo de las Comunidades Europeas de 24 de noviembre de 1986 (86/609/CEE,
segun el control y la homologacién del Comité de Bienestar Animal del Instituto de Medicina Experimental).

Ejemplo 29.1: verificacion del efecto inhibidor de la ansiedad del compuesto segun el Ejemplo 1 mediante el
ensayo de laberinto elevado en cruz

Ensayo de laberinto elevado en cruz

Se us6 una caja de metal negro para el ensayo de laberinto elevado en cruz. Los tamafios del equipo son los
siguientes: longitud del brazo: 40 cm, anchura del brazo: 12 cm, altura de la pared: 30 cm y altura de la plataforma:
70 cm. Los brazos abiertos estan circundados por salientes de 0,5 cm. El ensayo se realizé segun la publicacion
siguiente: Pellow y col., 1985.

En las primeras horas de la fase de luz, las ratas se trataron con el vehiculo, el compuesto segun el Ejemplo 1
(2 mg/kg), el compuesto segun el Ejemplo 1 (8 mg/kg) y clordiazepodxido (8 mg/kg) (n = 10 en cada grupo). Esta dosis
de clordiazepéxido redujo fiablemente la ansiedad en este ensayo con anterioridad. 2 horas después del tratamiento,
los animales se colocaron en el centro del equipo con sus cabezas dirigidas hacia el brazo cerrado. El tiempo de
exposicion fue 5 minutos. Las entradas a los brazos cerrados son indicadores de actividad locomotora, mientras que
el uso de los brazos abiertos es el indicador del grado de ansiedad. El uso del brazo abierto estuvo caracterizado por
dos variables: valor porcentual del tiempo pasado en brazos abiertos y frecuencia porcentual de entradas a brazos
abiertos (100 x entradas a brazos abiertos/entradas totales a brazos) (Pellow y col., 1985; Hogg, 1996).

Los resultados se presentan en la Fig. 4. En la figura, “Ejemplo 1” se refiere al compuesto segun el Ejemplo 1, CDP
se refiere a clordiazepoxido.

Ejemplo 29.2: efecto del compuesto segun el Ejemplo 1 sobre la depresién
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Ensayo de natacion forzada

Se forzé a las ratas a que nadaran dos veces como se describe en la publicacién siguiente: Porsolt y col., 1978. En el
primer dia, cada rata se coloco en un cilindro de vidrio de 15 cm de ancho y 35 cm de alto relleno con agua hasta
30 cm. A esa profundidad de agua, las colas de las ratas no tocaban el fondo del cilindro. La temperatura del agua fue
24 + 0,5 °C. Al dia siguiente, los animales se trataron con el vehiculo, 2 mg/kg del compuesto segun el Ejemplo 1,
8 mg/kg del compuesto segun el Ejemplo 1 y 30 mg/kg de imipramina. Esta dosis de imipramina redujo fiablemente la
flotacion en experimentos anteriores; en este ensayo, es la caracteristica principal de comportamiento similar a la
depresion. Después de un periodo de descanso de 2 horas, se forzé a las ratas a que nadaran de nuevo durante
5 min. El comportamiento de los animales se registr6 mediante una camara de video situada a 2 metros de los
cilindros. Se registraron los factores de comportamiento siguientes: lucha (el animal intenta salir del cilindro trepando
por las paredes); natacién (natacion alrededor del cilindro) y flotacién (el animal solo hace los movimientos necesarios
para mantener su cabeza por encima del agua). El tiempo de flotacion indica el grado de comportamiento similar a la
depresion en este ensayo.

Los resultados se presentan en la Fig. 5. En la figura, “Fig. 1” se refiere al compuesto segun el Ejemplo 1.
Ejemplo 30: efecto citotéxico de los compuestos segun la invencion sobre diversas lineas celulares tumorales

En nuestro experimento, se usaron cultivos celulares de HepG2 y Hep3B (carcinoma hepatocelular humano),
SUM149PT (tumor de céncer de mama humano), K562 (leucemia eritroblastica humana), U87 (glioma humano),
CCRF-CEM (leucemia humana); estos se hicieron crecer en los medios siguientes: U87, CCRF-CEM: medio de Eagle
modificado por Dulbecco (D-MEM) (alto contenido en glucosa) (Gibco BRL, Carlsbad, CA, EE. UU.), penicilina
(50 Ul/ml)-estreptomicina (50 mg/ml), 10 % de suero fetal bovino.

Mezcla 1:1 de HepG2, Hep3B, SUM149PT: medio de Eagle modificado por Dulbecco (D-MEM) (alto contenido en
glucosa) (Gibco BRL, Carlsbad, CA, EE. UU.) y mezcla de nutrientes F-12 de Ham (Sigma, St. Louis, MO, EE. UU.),
penicilina (50 Ul/ml)-estreptomicina (50 mg/ml), 10 % de suero fetal bovino.

CCRF-CEM: medio RPMI 1640 (Gibco BRL, Carlsbad, CA, EE. UU.), penicilina (50 Ul/ml)-estreptomicina (50 mg/ml),
10 % de suero fetal bovino.

Las células se colocaron en placas de microtitulacion de 96 pocillos (10 000 células/pocillo) y, después de 24 horas,
las células se incubaron con las diversas sustancias. Después de la incubacion, se realizé el ensayo del MTS (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio) (Promega, Madison, Wi, EE. UU.) afiadiéndolo
en una concentracion final de 0,5 mg/ml a las células, que a continuacion se incubaron a 37 °C durante 1 hora. Las
células se lavaron con PBS y el colorante de formazan se disolvié en isopropanol. La cantidad del colorante de
formazan transformado se midié por medio de un lector Powerwave (Biotek, Winooski, VT) a 570 nm; medicion de la
sefial de fondo 690 nm. La curva de calibracion se obtuvo de tal forma que se midi6 la capacidad de las diluciones en
serie de las células para transformar el MTS y se calculd el recuento de células viables usando el software Gen5.

Los resultados del experimento con las diversas células se presentan en la Tabla 1. En la tabla se presentan los
valores de la CE50 de cada sustancia (la concentracion a la que la mitad de las células murieron basada en los
resultados del ensayo del MTS).

Se puede observar bien que los compuestos segun la presente invencion presentaron efecto citotdéxico sobre las
diversas lineas celulares tumorales.
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REIVINDICACIONES

Compuestos segun la férmula general (1)
R, R; OH
oSN, S

en cuya férmula

R1 representa un 4tomo de hidrégeno, grupo alquilo inferior, que es un grupo alquilo ramificado o no ramificado
con 1-4 dtomos de carbono, grupo alquenilo inferior, que es un grupo alquenilo ramificado o no ramificado con 2-
4 atomos de carbono, grupo arilo, grupo aralquilo, o grupo heterociclico, donde los grupos arilo, aralquilo y
heterociclico anteriores estan opcionalmente sustituidos en posiciéon orto, meta y/o para con 1, 2, 3 0 4 grupos
aceptores de electrones seleccionados entre atomos de halégeno, grupos trifluorometilo o nitro, o grupos
donadores de electrones seleccionados entre grupos alquilo inferiores, que son grupos alquilo ramificados o no
ramificados con 1-4 atomos de carbono;

R2 representa un atomo de hidrégeno, grupo alquilo inferior, que es un grupo alquilo ramificado o no ramificado
con 1-4 atomos de carbono, grupo arilo, grupo aralquilo, o grupo heterociclico, donde los grupos anteriores estan
opcionalmente sustituidos con uno o mas atomos de halégeno;

Rs representa un grupo arilo, grupo aralquilo, o grupo heterociclico, donde los grupos anteriores estan
opcionalmente sustituidos en posicion orto, meta o para con 1, 2, 3 o 4 grupos aceptores de electrones
seleccionados entre atomos de haldgeno, grupos trifluorometilo o nitro, o grupos donadores de electrones
seleccionados entre grupos alquilo inferiores, que son grupos alquilo ramificados o no ramificados con 1-4 atomos
de carbono;

R4 representa un atomo de hidrégeno, grupo alquilo inferior, que es un grupo alquilo ramificado o no ramificado
con 1-4 atomos de carbono, o un grupo funcional acido seleccionado entre grupo metoxicarbonilo, nitrilo o grupo
amida acida;

n es 1 0 2; y su sal farmacéuticamente aceptable para uso en un método para la profilaxis o el tratamiento de
isquemia, lesion por reperfusion, trastornos cardiovasculares, trastornos neurodegenerativos (que incluyen
especialmente enfermedad de Alzheimer y enfermedad de Huntington), traumatismos, enfermedades
neuropsiquiatricas (que incluyen especialmente depresion y trastornos por ansiedad) y lesiones del higado, rifidn
y pulmén.
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