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SOLICITUD
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TITULO °DESHIDROFENILAHISTINAS Y_SUS ANALOGOS Y LA '
SINTESIS ____DE ___ DESHIDROFENILAHISTINAS Y SUS
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SOLICITANTE NEREUS PHARMACEUTICALS, INC.

DCMICILIO _SAN DIEGO, ESTADO DE CALIFORNIA, ESTADOS

UNIDOS DE AMERICA

REPRESENTANTE LEGAL __ALICIA LLOREDA RICAURTE
T.P.53.215

BAOGOTA, D.C. 23 220 2005
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PETITORIO

SURERINTENDENGIA DE INDUETRIA Y COMERCID
Rad: 068-083386- -00000-0000

Fec: 2000.08-23 17-45:31 NUECREACIONE
L RN Do 2020

Industria y Comercio |Eu|4ﬁnpw Foliow: 407
SUPERINTENDENCIA \

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL 0‘{ /oq /06
® SOLICITUD DE:
DX Patents de invencion [ Patente de Modelo de Utilidad
X capituio 1. [ capitulo 11.
Nombre: NEREUS PHARMACEUTICALS, IDENTIFICACION

O INC.

Direcclén: 10480 Wateridge Circle, San
SOL':?,'I)‘\NTE Diego, CA 82121, Estadoe Unidos de | CC- [ NT [
América. ce [ ot [

Naclonalidad o Domicilio: San Diego,
Estado de Califonla, Estados Unidos de Cual
América.
Lugar de Constituclon: Estado de Namero
Califomia, Estados Unidos de Amaérica.

Teléfono: 3264270 Fax: 6089701
E-mail:_Jlicco@lioredacamacho.com

@ Nombre: ALICIA LLOREDA RICAURTE
) ] . cc. X ~nm [
Direcclén: Callq 72 No. 583 Piso 5° | CE I:I Otro [:I
REPRESENTANTE | Bogots, Colombia -
O APODERADO Teléfono: 3264270 Fax; 60680701 Cual
E-mail: jlicco@lloredacamacho.com NGmero 38.600.713 TP 53.215
@ Nombre: PALLADINO Michael A.; LLOYD Georga Kenneth; HAYASH). Yoshio y
NICHOLSON)anjamln
INVENTOR(ES) Direccién: 3357 Fortuna Ranch Road, Olivenhain, CA 92024; 13932 Dodder
(72) Court, Poway, CA 92084; 3-9-18-301 Heso, Ritto, Shiga 520-303t y 3936

Goldfinch Street, San Diego, CA 92103.
Nacionalidad o Domiclilo: Estados Unidos de América y Jap6n

PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/US2005/003636 Fecha: _04/02/05
Publicacién Internacional No._WQ 2005/077940 A1 Fecha: _25/08/05

Thulo (54) “DESHIDROFENILAHISTINAS Y SUS ANALOGOS Y LA SINTESIS DE

DESHIDROFENILAHISTINAS Y SUS ANALOGOS"

(@) Clasificacién Intemaclonal (51) _CO7D 403/08", Ab| K 31 !‘fq(i; T PI553

Prioridad |_(33) Pals de Origen {32) Fecha (31) Ndmero de Solicitud
us 04/02/04 60/542,073
3'@ NO D us 01/11/04 60/624,262

Comprobante de Pago No. _06 - 83.160 . Fecha: _17/08/06 -
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ANEXOS \

Comprobante de pago da la tasa da presentacién de la solicitud

Documento que acredita la exlatencia y representacidn legal cuando el solicitante sea persona |uridica

Oocumento de Represantacion Legal
Documento de cesldn dael inventor al sollcitante o a su causants

Declaraciones
Copia de la solictud internacional (Resumen descripclon reivindicaciones dibujos)

Traduccitn da la solicitud intamacional al castellano (Resumen descripcidn relvindicaciones dibujos)

Copla dal raporta praliminar Intemaclonal sobre patantabllidad
Traduccldn dal reporte preliminar internaclonal sobre patentabliidad

De ser 8l caso copwa del contrato de acceso

De ser ol caso documento que acredite |8 licencla o autorizackn de uso de conocimientos tradiclonales
de las comunidades Indigenas

Arte Final 12X12

De sear el caso Informacion sobre otras solicitudes de patsnte o titules obtenidos en el extranjero por el !
mismo titular o su causante relacionados parclal o totaimente con la Invancién de esta solicitud

De sar el caso modificacionas efecturdas a la solichud intemaclional

Otros Reporte de blsqueda Intemacikonal con su traduccidn publicacidn con su traduccién caplitulo
retvindicatorio como fue onginalments presentado en Fase Intemaclonal con su traducclon y anexo
explicativo de modificaclones a las revindicaciones

@
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o 378
"370 FASENACIONAL!
E YU PUESENTACION  Follas: 407
SUPERTHTEMDENGIA [€ INDUSTRIA Y COMEREID
81T 1 BOOIT4089-2
RECIBS GFICIAL DE CAJR : 66 - 63,189
FECHA s ABISTE 17 DE 2004
$9933 COMSIGNACION sesee
DEPOSITANTE TIPO PASD  BANCD ELENT Mo. PASD  FECHA PED Yr. PASD
LLOREDA Y CIA 5. A COMSIGHACION  BANCO POPULAR  050-00110-6 ISTIBIES  17/0B/2006  8,215,000.00
MWL SO MCEP T O Shm
CANT. REMTISTICO CIMCEPTO TOTAL COMCEPTD
o1 59905-Di-0f SOLICITUDES 1 TRAMITES BE S0L. DE PATEXTE LE IN £3,290.90
o TOTAL $ 43,0,

RESPOWSABLE :

CURTROCIENTDS BESENTA Y TRES HIL PESIS

RECIBG CE CASh APLICADD AL EXPEDIENTE Ha.




ANEXO

El documento que acredita l|a calidad de
REPRESENTANTES LEGALES en Bogoté de los doctores
ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO Yy/o
IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ para
TODOS LOS ASUNTOS RELACIONADOS CON LA
PROPIEDAD INDUSTRIAL de la sociedad peticionaria, que
faculta a cada uno de dichos abogados para actuar
individualmente, se estd presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personeria
de cada uno de dichos Representantes Legales para
actuar dentro del presente expediente, a fin de que
cualquiera de ellos pueda intervenir en cualquier tiempo

respecto de Ia solicitud en él contenida.

ADNKCIA LLOREDA RICAURTE
T.P. No. 53.215



TRADUCCION OFICIAL N® D8/13/133 7

Traduccién Oficlal de un documento escrilo originaimonto on Inglds, el cual pam idontificaclén fleva el sello de

libar A. Espafiol Espafiol, Traductor e intérprete. Oficial, segin Resolucion # 0920, 1998 del Ministario de
Justicis, Republica de Colombia.

ESTADO DE CALIFORNIA
SECRETARIO DE ESTADO
APOSTILLE

{Convencion de la Haya de Oclubre 5, 1921) J

1. Pals: Estados Unidos de América
2. E.sge Documento Plblico ha sido fimado por Linda D. Rodriguez
3. .En gjercicio de su investidura de Notario Pablico, Estado de Califonia

4. Lleva el selloftimbre de Linda D. Rodriguez, Notario Plblico, Estado de
. California _
3 CERTIFICADO
Certificado en Sacramento, Califomia.

Fecha: Mayo 31, 2005 .

N & o

Por el Subsecretario de Estado, Estado de Califernia

8. N"241115
9. Sello/ timbre

10. Firma (llegible) .

Secretario de Estado

N. del T. hay un sello dorado en relieve: “The Great Seal of the State of California”. /% v, /
ule C/[ S
ILBAR A. A ESPANOL
Traductar ¢ Interpetre Oficial
Inglés Espaiol Inglés

Resolucién Minjusticia No. 0920
Agosto de 1996



T VL0535
SINQIVINYaI 363337
7Y

01« . KA Y

OIX31 330 S¥iNAYSIA LYY
JWRSY 157 -

SYQVHEN! SINDiINR &V
YN 3528 DININE N

&

R
o

E FAL R b
[

it

»

‘1 )
Dl"" )

O TERG
NOTAE;‘EROI



Estado de California ) ' 5

Condado de San Diego ) ss.

El dla 23 _de Mayo, aflo 2005, ante mi, Linda D. Rodfifjuez, Notario Publico,

comparecié personalmente Kobi M. Sethna, de Nereus Phamaceuticals, Inc., a quien
conozco personalmente como la persona cuyo nombre suscribe el presente
instrumento y quien reconocié en mi presencia haber formalizado el mismo dentro de

su investidura, y que mediante su firma en el documento, la persona o entidad en cuyo

nombre actud, formalizé el documenlo.

En TESTIMONIO firmo y sello
Firma (ilegible
N. del T: hay un sello de tinta: Linda D. Rodriguez. Comisién N° 1523682, Notario

Publico, California, Condado de San Diego. La comisién expira: Oct. 31, 2008.

PODER DE REPRESENTACION LEGAL

Documento escrito en Inglés y Espariol.

DE: NEREUS PHARMACEUTICALS, INC., con domicilio R s
‘"'m: ;m CONSTAR OUS LA
g fa DE CON M. Ofoa

Circle, San Diego, CA 92121, U.S.A.
PARA: Alicia Lloreda y/o Gustavo Tamayo ylo Ignacio Saf
Alvarez de Bogot4, Colombia.

Dado y fimado el dia 23 de Mayo, aro 2005.

(fima ilegible) -y
Kobi M. Sethna, Presidente y Gerente General (CEO)



TRADUCCION OFICIAL N° 08/13/134 ’6

Traduccién Oficial de un documanto escrito arfginaimente an Inglés, el cusl para identificacion Beva el selio de
libar A. Espafiol Eapafiol, Traductor e intérprefa Oficial, segiin Resolucion # 0020, 1088 del Ministerio de
Justicia, Repblica de Colombla.
CERTIFICADO DEL REPRESENTANTE CORPORATIVO

Por el presente declaro que Nereus Pharmareuticals Inc es una corporacion
debidamente organizada y existente bajo las leyes de Califomia, U.S.A., con su
sede comercial principal en 10480 Wateridge Circle, San Diego, CA 92121
U.S.A. y que yo Kobi M. Sethna soy el Presidente y Gerente General de dicha
corporacién y estoy debidamente autorizado coémo representante legal para
formalizar ciertos documentos relacionados con patentes, modelos de utilidad,

disefios y marcas registradas, en nombre y beneficio de la corporacién.

Por el presente testifico que Nereus Pharmaceuticale Inc., estd constituida
legalmente por un periodo de duracion ain no vencido, la cual ejerce su objeto
social de conformidad con las leyes de Ca}_iifomia. U.S.A. Yo he visto el Acta
Constitutiva de dicha corporacién, formalizada en San Diego Califomnia, en la

* wepam g, -
'-‘Ullo ueumn l: L

fecha de Mayo 23, 2005, y por el presente doy fe que los Ijle‘cl;[qs'cgo._m

LY
ade |!"E!D-bn "

L oruom
. :f_{:_ T ki [ =" “1’1:“'*1‘!!
el presente son ciertos. st%t 07 Ju L N !;.;
'\':-'- e it . JEI-
{oinmsier 33
Fecha: Mayo 23, 2005 oy 1o

En nombre de Nereus Pharmaceuticals, Inc

Por: (fima ilegible

Kobi M. Sethna, Presidente & Gerente General ILBAR A. ESPAROL ESPAROL

Teaductor ¢ Interpetre Oficial
Inglés Espaiiol Inglée
Resolucién Minjusticia No. 0920
Agosto de 1996



ESTADO DE CALIFORNIA
SECRETARIO DE ESTADO .

APOSTILLE

(Convancion de la Heya de Octubre 5, 1961)

—t

. Pais: Estados Unidos de América
2. Este Documento Publico ha sido firmado por Linda D. Rodriguez
3. En ejercicio de su investidura de Notario Publico, Estado de California
4. Lleva el sello/timbre de Linda D. Redriguez, Notario Publico, Estado de
California
CERTIFICADO
5. Certificado en Sacramento, California
6. Fecha: Mayo 31, 2005
7. Por el Subsecretario de Estado, Esiado de California
8. N°241116

Sello/ timbre

10. Firma (llegible)

Secretario de Estado

T F.?.Wm{ﬁ :
. orglgno-uem,, y

N. del T. hay un seilo dorado en relieve: “The Great Seal of the State of California”.

LY

ILBAR A. ESPAROL ESPANOL
Traductor e Interpetre Oficial
Inglés Espaiiol Inglés
Resolucién Minjusticla No. 0929
Agosto do 1996



Estado de Californla )

Condado de San Diego ) ss.

El dia 23 de Mayo, afio 2005 ante mi, Linda D. Rodriguez, Notario Publico,

comparecié personalmente Kobi M. Sethna, de Nereus Phamaceuticals, Inc., a quien
conozco personalmente cémo la persona cuyo nombre suscribe el presente

instrumento y quien reconocié en mi presencia haber formalizado el mismo dentro de

* su investidura, y que mediante su firma en el documento, la persona o entidad en cuyo

nombre actud, formalizé el documento

En TESTIMONIO firmo y sello

Firma (ilegible)

N. del T: hay un sello de tinta; Linda D. Rodriguez. Comisién N° 1523682, Notario Pdblico,

California, Condado de San Diego. La conusion expira: Ocol. 31, 2000,
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L.

SECRETARY OF STATE

APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America
This public document

2. has been signed by Linda D. Rodriguez
3. acting in the capacity of Notary Public, State of California

4. bears the seal/stamp of Linda D. Rodriguez, Notary Public,
State of California

CERTIFIEb
At Sacramento, Califomia
the 31st day of May 2005 _
by Deputy Secretary of State, State of Califomia
No. 241115

© ® N O O

Seal/Stamp:

Eeui NOTARIO SEXTO DWL GIRCULO
D BOGOTA, HAGO CONEBFAR QUR LA
POTOCOPIA GOINCIDE N B O/eN

10. Signature ﬁ

£

NP-24 A (REV. 4-03)
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STATE OF Californiny

) ss.
COUNTY OF s.rug

On 'ﬁ,bblg‘_s , heforc me, Liadu). ‘lu\ria..q Mﬂmh‘ personally
appeared _ Kalow M. Sethwa of Nereus Pharmaceuticals, Inc.,

personally known to me (WWMWMMMWM) to be the person(s)
whose name(s)igasc subscribed to the within instrument, and acknowledged (o me

executed the same i ir authorized capacity(ies), and that by hi ir signature(s) on
the instrument the person(s), or the entity upon behalf of which the person(s) acted, executed the

mstrument.

WITNESS my hand and official seal.

S CAJ D. P""Lﬂ"“\/

Signature

1710742
051205

giﬁh ‘I""'ft - ‘..

.?_.‘
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Los abajo frmados, / /

Tha undersigned,
Ina noefednd orgmizadn y exiatente bajo x‘ coerporatfon arganlzed an t-x'lnt'.lur,
:ns leyes de California, Estados Unidos under the laws of the California, United
medﬂmel:a:a. domiciled at Statee of America.

1O4AHO Waturldge Glrele
San Diego, CA 92121
Eatados Unidos de America

notbramos por of presents a ALICIA LLOREDA yo

GUBTAVO vao yo IGNACIO SANTAMARIA
ylo ENRIQUE ALVAREZ; domicliedes &n Bogold,
Colombla, con oficines en dicha cludad, Calls 72 No.

‘ 543, piso 06. nudsiros represententes legeles y

vatbulimds an Rogald, mdn faciitaden porm recii

_ndﬂudmuynunbrlrnpodﬂndnu]uuldnlno
:Wuﬂlddu.mndﬁndedtmplﬁnluﬂoal
_pqlrlfo 0. dol articulo 543 del decreto 410 de

LumALIcIAu.OREDA,inGUSTAVO
TAMAYO yho IGNAGIO BANTAMARIA ylo ENRIQUL
ALVAREz.ohiq:odoMugmunlqundodIu
deilgne, quedsn espacigiments facultodos para
represbntamos anto las wuloridution colomblunys,
admilflstrativas, judiciles o dé policla, sn todoe loa
tréinflos relativos a la propiedad ndustrial, & cuyo
elocto les forullames pama dar ante diches
autoridades todos los pasos nacesarios al objelo
Indicadt’ olovar sbllaliudas. dbcinmciones, raciamon,
recursos  y prosonia  duslslimentos;  formular

, enmiandas, limjlar.al alcance de las
anliciies, rnunl:r oposicionss y apelsciones;
iskurer  cancelacidnes, rmnunclar  folaf o
pafciiimants n k8 registros, abonar lodos los
impuasios y cuctas y efeciuar todo otro pago
dulwnminads par n lay; recibir todoa los documentos
y vilores, dando e descatpo respectivo; fener
cunlesquiora otros requisits y tomar, en fin, todas
Isa medidss que creyaren conducentes al mluuwdo
de nuestos intersees; y en caso de producirso
oposiciin, posando los antecadentos a los iribunales,
quedan facudindos parn tomar intervenciin camo
demandaniss o demandados ania los jusces que
sain compaianias, pudiandd Imnaar, someatar w
Arbiros, duklsts, puicibk y epula, wn lodus lus
demas faculiades que resulten naceearias, y por ol
presants deciaramos desde -ahora viido y bueno
cuanto dichos reprasantanies y/o los apoderados que
aﬂlqtﬁsl;u da elos nombre hicleren en nuestro
bonoficlo.

Asimismo, facultamos a lop docloras ALICIA

- LLOREDA yo GUSTAVO TAMAYO yo IGNACIO

SANTAMARIA ylo ENRIQUE ALVAREZ, pama
golicilar on la Ofkina de Fropleded Indusidul ln
protocolizocién de este documento y do cusiquiar
padur que cualquisra de ellos otorguu & nambra
nuestro,

Dby el g [y Hayo de 2J0US,

10480 Wateridge Circle
San Lleyo, CA 92121
United States of America

hereby uppolnt, ALICLA. LLMA eridior
GUSTAVO TAMAYO and/ar IGNACIO SANTAMARIA
andlor ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombis,
with offices in sald town, Calls T2 No. 5-03 Swth
Floor, ow frue and legal represantstives in

with power tn moaive nolificaiions end o I'I
Judiclsl o et udGial agenls, B b 10 cot nplywun
paragraph 1o. of articla 543 of decrde 410 of 1971,

Doclors ALICIA LLOREDA end/or GUSTAVO
TAMAYD andior IGNACIO SANTAMARIA sndior
ENRIQUF ALVAREZ, nrltmnumhhyanvomof

empowersd 1o

mmmmbmmmu-ummm
tha nocessary staps for the sald end; to file petitions,
deciargtions, cisims, recourses and withdrawals,
dr-wmnpuelﬂenlhnrhfhmndmm to limk
tw s¢ops ol upplicalions, his  cppositons; (e
cancellations tolal or partislly walve magiatrations, to
pey @l lnatebmenis and effect all other
by law: lo recalve piopar
comply with el othor requirements and, In
toke at thoss monsurys which Uwy inay desm
tw prolociion of o interosts; and I

uppuﬂm.vmlemeprmupmd

5‘

32?
%g—%
st
]
i
5@%53?5%%%

arrangemonts, o subinit 1o ammm.
callecl, to appaal and, In shart, with al
powers as may be required, and we
from now on o3 valid end good all
1apasaninliven mclion e agenie by any oo
appoinied may do for our benelil.

55‘
L

We also puthurzo docls ALICIA LLOREDA
andlor GUSTAVO TAMAYQ andlor [GNACIO
SANTAMARIA andior ENRIQUE ALVAREZ, to apply

beforg the Ofico af Indusirial Proparty.

an slgried thia ﬂZ“;’d )3 Zgen

e b‘qé‘ed—u
Kobi M thna, ProgidentuduCE
OmO ummnog

NOTA RY SHOULD EXECUTE OTHR E"‘A.

“J'f'
L 2008

..-'l"iq.S‘.-- "--r'--=~

T ;r.--»h b
JUAN MARUEL 8 iﬁhfi
NOT %Tgl!o REDIN
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CORPORATION NATIONALITY REPRESENTATIVE CERTIFICATE

1 horchy declare that Nereus Pharmacenticaly, Inc., of USA, is n mrpn;'ntinn duly organized and
existing under the laws of California, USA, and having its principle place of busincss at 10480
Wateridge Circle, San Diego, CA 92121 USA, and that I, Kobi M. Sethna, am President and Chief
Executive Officer of said corporation and am duly authorized as a lawfil representative to execute

certain documents relating to patents, utility models, designs and trademarks on behalf of the

corpotafion.

I herehy attest that Nereus Pharmaccuticals, Tne. is legally constituted for a period of tenure not yet
expired, which excrcises its comorate pumose in accordance with the laws of Californin, USA. |
have seen the Articles of Incorporation of said corporation executed at

Can bie}o , Calidornio , under date of “lj +5, 200 s , and hereby attest

that the facts therein contained are true.

Dated this Z 3 ~rl  dayaf '71./ Ceaod | 2005
On bchalf of Nereus Pharmiaceuticals, Inc.
By: /_;éﬂta-:;, m

Printed Name and Title: Kobi M. Sethna, President & CEO

)
[

[ QST TR



SECRETARY OF STATE

APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: Uniled Stales of America
This public document

2. has been signed by Linda D. Rodriguez
3. acting in the capacity of Notary Public, State of California

4. bears the seal/stamp of Linda D. Rodriguez, Notary Public,
Stale of California

CERTIFIED
Al Sacramenlo, Culifornia
the 31st day of May 2005
by Deputy Secretary of State, State of California
No. 241116

Soal/Siamp:

D ® N @6

NP4 A [HEV. 4-05)

?
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'

STATE OF GoWrferwi
) 8.

COUNTY OFSen Uia)

on Flzwles , before me, Linda Q'Eulr-'au-;'.: NolorgPublic  pemonally
appeared _Kobi M. Setne. . of Nereus PRarmaceuticals, Inc.,
personally known to me (or-proved to me on-the-basis-of sutisfastery-evidence) to be the person(s)
whose name(s)X(Bere subscribed to the within instrument, and acknowledged to me thméhwhoy
executed the same i ir authorized capacity(ies), and that b@eﬂhﬁr signature(s) on

the instrument the perSon(s), or the entity upon behalf of which the person(s) acted, executed the
instrument. :

WITNESS my hand and official seal.

[SEAL] uug:: ﬁﬁl;lagﬂ t ’_g - z b. fr '
@mnm u 'J S LVH

.‘ '\:J:-\- g jl
m 5 ' ) E) \."'f%". '

: iy MANUEL Sl’
. J o
- N 15“ f EDI

IR
;_ 1UL 2006 11




FORMATO DE DIGITALIZACI R
RELACION DE ANEXOS < =

[ —
.

Expediente No

un . ¥

|REVISTA

|uBRO

PERIODICO

DISQUETES

SOBRE DE MANILA

SOBRE BLANCO T. CARTA

ﬂ.ﬁl.tl.hun-lli

OTROS:

SOBRE BLANCO TAMANO OFICIO

Observaciones:

s Bobre q\' conYiene

osye £ yaal,



TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

PCT
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

(PCT Aticulo 18 y Reglas 43 y 44) , b

Registro de referencin del solicitanteongente | PARA FUTURAS  ver Notificacién o Transntisidn del Reporte de Bosqueda Internacional
ACCIONES  (Forma PCT/ISA/220) asl como, donde aplique, ¢l [tem 5 u continuacin.

NEREUS-062QP _ _ _ —

Solicitud interacional No. Fecha de registro.jntemacions] (dia/mes/ato) | Fecha de Prioridad (Primera) (dio/mes/zfia)
PCT/US2005/003636 . 005 04/02/2004
Solicitante

NEREUS PHARMACEUTICALS, INC.

Este Reporte de Bisqueda Intemacional ha sido preparado por esta Autoridad de Blsqueda Internacional y cs transmitido a) solicitante
Segiin ¢l Articulo 18. Una copia scrk tranamitida s 1a Oficina Internacional.

Este de Bisqueda Intemacionsl consindeuntotaide 6§ hojas
Tamblén etk acompaiiado de una eopia de cada documento téenico amterior citado en este reporte.

1. Bases del reporte

*s. Respecto ol lenguaje, 1a bilsqueda internacional se lievd a cabo segin Is solicitud intemacional en ¢l lenguaje en cl cual se presentd,
8 menos que sc indique de otro modo en esie lom.

D In bisqueds internacional se lievé & cabo segin la traduccidn de In solicitud internacional proporcionada a esta
Autoridsd (Regia 23.1(b)).

b. [_] Respecio s una secucncia de deldo nuciestido yo amino revelado en Ia solicined intzmacional, ver Recusdro No, I

2. [ Clertas reivindieaciones no pudieron locallzrse (Ver Recusdro I1).

3. [] Faiaunided de invescién (ver Recuadro ITi).

4. al tilo,
texto es aprobado segin lo presenta el solicitate.
Estz Autoridad ha establecido que el texto se les asi:

5. Respecto a! resumen,
El textn es aprobado segin lo presenta el solicitante.

Esta Autoridad ha establecido ol texto de acuerdo con In Norma 38.2(b), segiin aparece en el Recuadro 111, Et solicitante puede, un
mes después de 1a fechs de haber envindo por cormeo este reparte de risqueda internacional, presentar comentarios a esta Autoridad.

6. Respecio a Yoz dibujos,
s La figura de los dibujos que sc publicark con el resumen es ln FiguraNo. _§
E como lo sugirié el solicitante.
como lo selecciond cata Autoridad, porque el solicitante no sugirid una figura.
D como Io selecciond esta Autoridad, porque esia figura caracteriza mejor a ln invencién-

b. D Ninguna de las figurs es pars ser publicada con el resumen.

Forma PCT/ISA/210 (Primera hoja) (Enero 2004)




Solicitud Internacional No.

REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCTIUSIOSII636 1)

A. CLASIFICACION DE MATERIA
IPC 7 CO7D403/06 CO07D403/14 CO7D405/14 COTD407/14 CO7D487/04

AGIK11/496 AGIP3IN00  ASIPISNO
Segiin In Clasificacién de Patentes Intenacional (CPI) o segiin Iu clasificacion nacianal y Ia CPI

B. CAMPOS BUSCADOS

Documentacién minima buscada (sistema de clasificacién scguido de simbolos da clasificacidn)
IPC 7 Q07D A6IK

Documentacion buscads fuer de documentacion minima hasta donde dichos documentos sc incluyan en los campos buscados

Base de datos electrdnica consultads duranie In biiaqueda internacional (nombre de la base de datos y, donde sea prictico, buscar términos usdas)
EPO-Interno, Dato WPI, PAJ, BEILSTEIN, Dato CHEM ABS, BIOSIS, EMBASE

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Catcgorin ® | Citaciém de documento, con indicacion, donde sca apropiado, de Los textos relevantes Relevante & la reivindicacidn No.
1,47,
P, X WO 2004/054498 A (NEREUS PHARMACEUTICALS, INC) 12-15,
1 de julio de 2004 (2004-07-01) 17-19,
23-25,
31-33,
35, 36,
Férmula I; pigina 60, compuesto KPU-2 38,39
pégina 10, lineas 1-13; reivindicaciones 15, 25, 39, 40;
tablas 2-11
pégina 106, lincas 30-33
-
| X] a el recusdro C se enumeran mis documentos. D4 En et anexo se enumeran miembros de In familia de patentes.
® Categories especiales de documentos citados: T documento posterior publicado después de Is fecha de presentecidn
. internacianal o fecha de prioridad y que no esth en conflicto con Ia
‘A’ documento que define el estado general de In técnica el cual no se i : P
idern de rel in particular l:lilcmd?unemdoplnmmdsel prineipio o teoria que sustenta
'E* documento antexior pero publicado en o después de lu fecha de X" documenta de relevancia particular; la invencién reivindicada no
presentacidn internacional puede considerarse nueva o no puede considerarse que comprende

'L documento que puede amojer sobre reivindicacianes de un paso inventivo cuando el documento se toma solo

prioridad o que sc cita para establecer Ia fecha de publicaridn de ot s gocymenta de relevancla particular; la invencién reivindicads no

citacida u otra rustn expecial (sogin se capecifica) puede considerarso que comprende un paso jnventivo cuando el
bi ; fendo dict
‘0" documentio que e rofiere & una revelacidn oral, uso, exhibicién u e:nhn-:‘l.;eobm p::::. pﬂ:ﬂl’ll e::".u mnmiel d
otroa medios

&' mento miembro isma familia de paten
7 documento publicado antes de Ia fecha de presentacion internacional &' docu de lu rmisma " e

de I fecha de prigridad reivindicads
Fecha de Ia terminacién real de In bisqueda intemacional Fecha de envio por correo del reporie de bilsqueds mternacional
30 de Junio de 2005 19/07/2005
Nombre y direccidm del correo de ISA Funcionario sutorizado
European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL-2280 HV Rijswijk Rudolf, M
Tel. No. {(+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 eponl,
FaxNo. (+31-70) 340-3016

Forma PCT/ISA/210 (scgunda hoja) (Encro 2004) . pigina 1 de 2



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.
PCT/US2005/003636 n,

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria® | Citacidn de documento, con indicacién, donde ses apropindo, de loa textos relevantes Relevante a I reivindicacion No.
1,49,
X EP 1 264 831 A (NEREUS PHARMACEUTICALS, INC)) 12-19,
NIPPON STEEL CHEMICAL CO., LTD; KANZAKI,) 23, 24,
11 de Diciembre de 2002 (2002-12-11) 31,32,
3841
Férmuia (T) - (V)
pégina 4, lineas 1-40; paragrafos 6, 28, 29;
reivindicaciones 5, 14
pagina 5, lincas 9-46
X HIROSHI KANZAKI, SATOHIRQO YANAGISAWA, KANEO 1,4,5,8,
KANOH, TERUHIKO NITODA: “Un nuevo y potente inhibidor del 9, 12-15,
ciclo celular sintesis enzimatica y actividad inhibitoria de 17, 18,
dehidrofenila histina con embriones de erizo de mar” 23,31,
THE JOURNAL OF ANTIBIOTICS, 32,38,39
vol. 55, No. 12, 2002, péginas 1042 -1047,
XP009049905 1,49,
pégina 1045 — pégina 1046 12-15,
Y phginas 1042, 1046 17, 18,
—_— 2331,
32,38,39
Y US 2002/143021 A1 (FUKUMOTO KENJU ET AL)
3 de Octubre de 2002 (2002-10-03) 1,49,
12-15,
17, 18,
Férmula (1), 23-31,
paragmfos ‘0015!, ‘0023!; reivindicaciones 1, 6-8; 32,38,39
ejemplo 4-16
A WO 95/21832 A (XENOVA LIMITED; BROCCHINI, STEPHEN, 1-41
JAMES; BRYANS, JUSTIN, STEPHEN; FO)
17 de Agosto de 1995 (1995-08-17)
Férmula (A)
pégina 2, lineas 1-18; ejemplos 13, 14, 16
Forma PCT/ISA/210 (continuecién de la segunda hoja) {Encro 2004) piigina2de 2




Solicitud Intemacional No.
PCT/US2005/003636 Iq

INFORMACION ADICIONAL CONTINUACION DE PCT/ISA210

Continuacién de la Casilla II. 1

Aunque las reivindicaciones 15-30, 33-36 estén dirigidas a un método para el tratamiento
del cuerpo humano/animal, se ha llevado a cabo la biisqueda y con base en los efectos
supuestos del compuesto/composicién.

Continuacién de la Casilla II. 2
Reivindicaciones Nos.: 2, 3, 10, 11, 37

Las reivindicaciones 2, 3, 10, 11 todas dependientes de la reivindicacién 1 hacen referencia
a “.dicho primer aldehido..” y "“..dicho segundo aldehido...”. Sin embargo, la
reivindicacidn | es completamente silenciosa acerca de un primer o un segundo aldehido.
Por lo tanto, sigue siendo oscuro cudles compuestos en las reivindicaciones 2, 3, 10, 11, en
combinacidn con la reivindicacién 1, son en verdad reivindicados.

La reivindicacién 37 no define los agentes comprendidos por las caracteristicas técnicas pero
simplemente menciona un resultado que debe obtenerse; por lo tanto, no se ha llevado a
cabo ninguna biisqueda significativa para esta reivindicacion.

Se atrae la atencién del solicitante al hecho de que las reivindicaciones relacionadas con
invenciones respecto de las cuales no se ha establecido ninglin reporte de busqueda
internacional no tienen que ser el objeto de un examen preliminar internacional (Regla
66.1(e) PCT). Se le notifica al solicitante que la politica de la EPO al actuar como una
Autoridad de Examen Preliminar Internacional normalmente es no llevar a cabo un examen
preliminar en asuntos que no se han buscado. Este es el caso prescindiendo de si las
reivindicaciones han sido enmendadas o no siguiendo el recibo del reporte de bisqueda o
durante un procedimiento del Capitulo II. Si el solicitante procede a la fase regional ante la
EPO, se le recuerda al solicitante que puede llevarse a cabo una bisqueda durante el
examen ante la EPO (ver Lineamiento de la EPO C-VI, 8.5), si se solucionan los problemas
que llevaron a la declaracién del Articulo 17(2).




i+J

REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No. n
PCT/US2005/003636 no
Casilla]l Observaciones donde clertas relvindicaciones fueron inescrutables (Continuacién del punto 1 deja
primera hoja)
De conformidad con el Articulo 17.2)a), algumas reivindicaciones no fueron objeto de una biisqueda por las siguientes
razones:
1. Reivindicaciones Nos.: 2, 3, 10, 11, 37

porque se relacionan con un asunto que no es necesario que ests Autoridad busque, a saber:

Aunque las reivindicaciones 15-30, 33-36 estin dirigidas a un método de tratamiento del cuerpo
humano/animal, 1a biisqueda ha sido lievada a cabo y basada en los efectos alegados del compuesto/ la

composicién.

Reivindicaciones Nos.: 2,3,10,11,37
porque se relacionan con partes de Ia solicitud internacional que no cumplen con los requisitos prescritos
hasta tal grado que no se puede llevar a cabo una isqueda internacional significativa, especificamente:

VER INFORMACION ADICIONAL hoja PCT/ISA/210

Reivindicaciones No.:
porque son reivindicaciones dependientes y no estiin disefiadas de acuerdo con la segunda y tercera oracién de
la Norma 6.4(a).

Casllla ITI Observaciones donde falta unidad de invencién (Contlnuacién del punto 3 de la primera hoja)

2z
3. [

4. []

Esta Autoridad de Biisqueda Internacional encontrd invenciones miltiples en esta solicitud internacional, asi:

1. I:I Puesto que todos los derechos de bilsqueda adicionales requeridos fueron pagados oportunamente por

Comentario sobre Protesta D Los derechos de bisqueda adicionales estuvieron acompaiiados por 12 protesta del

¢l solicitante, este informe de bisqueda internacional cubre todas las reivindicaciones investigables.

Puesto que todas las reivindicaciones investigables pudicron investigarse sin esfuerzo que justifique
derechos adicionales, esta Autoridad no solicitd pago de derechos adicionales.

Puesto que sélo algunos de los derechos de bisqueda adicionales fueron pagados oportunamente por el
solicitante, este informe de biisqueda internacional cubre Gnicamente aquelias reivindicaciones para
las cuales se pagaron derechos, especificamente las reivindicaciones Nos.:

El solicitante no pagé oportunamente los derechos de biisqueda adicionales requeridos. Por consiguicnte, este
informe de biisqueda internacional se restringe a In primera invencién mencionada en las reivindicaciones; estd
cubierto por las reivindicaciones Nos.:

solicitante,

[:| El pago de los derechos de bisqueda adicionales no estuvo acompafiado por una
protesta.

Forma PCT/ISA/210 (continuacién de la primera hoja(2)) (Encro 2004)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
Informe sobre miembros de familia de patentes

Solicitud Internacional No.
PCT/US2005/003636. T\

Documento de patente Miembro(s) de la familia de Fecha de
citado bez :ll ur:g:rte de Fecha de publicacién patentes publicacién
WO 2004054498 A  01-07-2004 AU 2003302721 Al 09-07-2004
CA 2494049 Al 01-07-2004
EP 1529044 A2 11-05-2005
WO 2004054498 A2 01-07-2004
US 2005090667 Al 28-04-2005
EP 1264831 A 11-12-2002 AU 7451100 A 31-07-2001
BR 0017067 A 22-10~2002
CA 2403790 A) 26-07-2001
EP 1264831 Al 11-12-2002
MX  PA0Z006826 A 05-04-2004
NZ 519989 A 28-05-2004
WO 0153290 Al 26-07-2001
ZA 200206576 A 12-05-2003
US 2002143021 A1  03-10-2002 US 6358957 Bl 19-03-2002
US 2004102454 Al 27-05-2004
WO 9521832 A 17-08-1995 AU 693159 B2 25-06-1998
AU 1667795 A 29-08-1995
CA 2182877 Al 17-08-1995
EP 0745070 Al 04-12-1996
NO 9521832 Al 17-08-1995
cB 2286395 A ,B 16-08-1995
JP 9500157 T 16-09-1997
A 9501180 A 14-08-1996

Forma PCT/1ISA/210 (anexo familie de patentes) (Enero 2004)




k. .FENT COOPERATION TREATY

‘ PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Articie 18 and Rules 43 and 44)

Appicant’s or agenta 1Be reflerence FOR FURTHER s00 Form PCTASARZ20

NEREUS . 06209 ACTION o8 wol a8, where applicable, llsm 5 below.
inlematonel appication N, inBmational flling cate (aryAMOMIyear) (Eariest) Priority Date (day/montivysar)
PCT/US2005/003636 04/02/2005 04/02/2004
Applicant

NEREUS PHARMACEUTICALS, INC.

Thnlmmaumuseuehneponmmmmdbymmmuonﬂ chHngAulhorllymdllmnlmdbﬂn appicant
according 1o Aticle 18. A copy Is being transmitted 1o the International Bureau

This Imemational Gearch Reporiconelstsofatolof 6  shesls.
EI R Is also accompanied by a copy of each prior art document clted in this report.

1. Basis of the report

a. With regard 1o the languags, the imemational ssarch was carriad out on the basis of the international application In the
language In which It was fled, uniess otherwise indicated under this kem.

[[J The mematonal saarch was carried cut on the basis of a wanslation of the inlemationai epplioation fumished o
this Authority (Rule 23.1(b)).

b. [ ]  With regard 1o any nucieotide and/or amino acid sequence disciased In the international appiication. s2e Bax No. |
2. [X] Certuin ciaims were found unssarchabie (See Box 1),
3. [ uniyotiwention ia lacking (see Box 1l).

4. With regard to the tits,
[X] the mextis approved as submitied by the epplicens.
[C] te text has besn established by this Authorfty 10 read as folowa:

5. With regard i the abstract,
[X] the extis approved as submitied by the applicant.

D the 18xi has heen establiehad, according to Rule 38.2(b), by this Authority as it appaars in Box No. IV. The applicant
may, within one month from the date of maling of this inlemational ssarch report, submit commenta to this Authority.

6. With eganrd 1o the drewings,
& e figure of the drawings 'o be published with the abstract Is FigureNo. __ 6
E as sugpested by the applicant.
[[] aseeiected by this Authortty, because the applicant falled 1o sugpest & figwe.
[[] aseeiected by this Authortty, bacause this figure betier characterizes the invention.
b. [C]  none of the nigures is to be published with he abstract

Form PCT/IBA/210 {first sheet) (January 2004)
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A. CLASSIFICATION OF T MATTER
IPC 7 C07D403706 €07D403/14 CO7D405/14 CO7D407/14 CO7D487/04
A61K31/496 A61P31/00 A61P35/00

According fo Inlamational Paterd Classification (IPG) or 1o both nalional ciassiication and IPC

B. FELDS SEARCHED

Minimasm cocumantztion searchad sywiam folowed by classification symbok)
IPC 7 CO70 A6IK

Documeniaiion ssarched other than minkrum documeaniaiion o the exient thal such documents an inckidad In o fiakis searchad

Elactronic duia base consulied cering the intemaiional ssasch (neme of data base and, where practicel, ssarch larms used)

EPO-Internal, WPI Data, PAJ, BEILSTEIN Data, CHEM ABS Data, BIOSIS, EMBASE

€. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Catogory ® | Clhiation of documant, with indication, where sppropriaia, of the relevant paasages RAslovan 1o cialm No.

Formula I; page 60, compound KPU-2

page 10, 1ines 1-13; claims 15,25,39,40;
tables 2-11

page 106, 1ines 30-33

P.X WO 2004/054498 A (NEREUS PHARMACEUTICALS, 1,4-7,
INC) 1 July 2004 (2004-07-01) 12-15,
17-19,
23-25,
31-33,

2 r
38,39

_/_

' [:] Further documents are isied In the continuation of bax C. [:] Paten! twmily mambers sro islad in snnes.
e cme—— " O b shr ot
*A* document delining the stale of the ast which s

o o b of pioer rlmvonce ot clad 1o incisretanc the principio or theory uderlying he
"E" earfier document bud publishad on or afler the inlemstional X" documeni of particuler ralovance; the clskmed invention
Hing data cannot be consiiared novel or cannct be conskiared 1o
1rd=::=:;=ﬁugznmnw==ron fty calmis) or Invoiva an inventiva stap whan the document js tsken sione
citafion or other spacial ranson (es apoclied) v cnnuhﬂhﬂtnﬂhhut&gﬁmnnnunpuunmn
O documenl rlgrring lo an oral disciosure, uss, schibliien or documen s combinad with ons or mome other such docu—
other moans mﬂ:ﬂmﬁ-hmhmmhn parson skiled
b ﬂrmmmﬁb% g clade bt "s" document membaer of the same palonl tamily
Daie of ha aciust compistion of the iNlemational ssarch Dule of maling of the itemalional sserch repor
30 June 2005 19/07/2005
Narne and maling address of the [SA Authorized officer
Ewropoan Petont Offica, P.B, 5818 Palentiaan 2
Tah (o170 0204, T, 31 061 apo i,
Fex (+31-70) 340-3018 e Rudolf, M

Feavn PCTABA2210 (swoond shasl) (lsmmry 2004)

page 1 of 2




INTERI" “IONAL SEARCH REPORT

it,  onal Application No
PCT/US2005/003636  ZUf

C{Contimmtion) DOCLMENTE CONSIDERED TO BE RELEVANT
Caegory * | Clintion of document, with Incication, where appropristie, of the relevan] passages Ralevant fo clalm No.
X EP 1 264 831 A (NEREUS PHARMACEUTICALS, 1,4-9,
INC; NIPPON STEEL CHEMICAL CO., LTD; 12-19,
KANZAKI,) 11 December 2002 (2002-12-11) 23,24,
31,32,
38-41
Formulae (I) - (V)
page 4, lines 1-40, paragraphs 6,28,29;
claims 5,14
page 5, 1ines 9-46
X HIROSHI KANZAKI, SATOHIRO YANAGISAWA, 1,4,5,8,
KANEQO KANOH, TERUHIKO NITODA: "A Novel 9,12-15,
Potent Cell Cycle Inhibitor 17,18,
Dehydrophenylahistin — Enzymatic Synthesis 23,31,
and Inhibitory Activity toward Sea Urchin 32,38,39
Embryo™ .
THE JOURNAL OF ANTIBIOTICS,
vol. 55, no. 12, 2002, pages 1042-1047,
XP009049905
page 1045 — page 1046
Y Pages 1042, 1046 1,4-9,
12-15,
17,18,
23,31,
32,38,39
Y US 2002/143021 Al (FUKUMOTO KENJI ET AL) 1,4-9,
3 October 2002 (2002-10-03) 12-15,
17,18,
23,31,
32,38,39
Formula (1),
paragraphs °‘0015!, ‘0023!; claims 1,6-8;
examples 4-16
A WO 95/21832 A (XENOVA LIMITED; BROCCHINI, 1-41
STEPHEN, JAMES; BRYANS, JUSTIN, STEPHEN;
FO) 17 August 1995 (1995-08-17)
Formula (A)
page 2, 1ines 1-18; examples 13,14,16
Form PCTABAZ10 joontimmtion of second shest) (lemy 2004)
page 2 of 2
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intemational Appiication No. PCT/US2005 /003636

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM  PCTASA/ 210

Continuation of Box II.1

Although claims 15-30,33-36 are directed to a method of treatment of
the human/animal body, the search has been carried out and based on the
alleged effects of the compound/composition.

Continuation of Box 1I.2
Claims Nos.: 2,3,10,11, 37

Claims 2,3,10,11 a1l depending on claim 1 make reference to "...said
first aldehyde...” and "...said second aldehyde...". However, claim 1 1s
completely silent about a first or a second aldehyde. It remains
therefore obscure which compounds in claims 2,3,10,11, in combination
with claim 1, are actually claimed.

Claim 37 does not define the agents involved by technical features but
merely recites a result to be achieved, hence no meaningul search for
this claim can be carried out.

The applicant’s attention 1s drawn to the fact that claims relating to
inventions in respect of which no international search report has been
established need not be the subject of an international preliminary
examination (Rule 66.1(e) PCT). The applicant 1s advised that the EPO
policy when acting as an International Preliminary Examining Authority 1s
normally not to carry out a preliminary examination on matter which has
not been searched. This is the case irrespective of whether or not the
claims are amended following receipt of the search report or during any
Chapter 1I procedure. If the application proceeds into the regional phase
before the EPO, the applicant 1s reminded that a search may be carried
out during examination before the EPO (see EPQ Guideline C-VI, 8.5),
should the problems which led to the Article 17(2) declaration be
overcome.




‘ \ national application No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/US2005/003636

b

Box i Observations where certain claims were found unssarchable (Continuation of Htem 2 of first sheef)

This International Search Report has not been esiablshed in respect of cariain claime under Arlicle 17(2)(a) for the following reasona:

» mcum mmmaﬁﬁgnldhqzlmmmmwmmmm
Although claims 15-30,33-36 are directed to a method of treatment of the

human/anima) body, the search has been carried out and based on the alleged

effects of the compound/composition.

2. [X] ciaims Nos: 2,3,10,11, 37
because they relaie o parts of 1he imemational Application that do not comply with the prescribed recquirements 10 euch
an axient that no meaningful Intemational Ssarch can ba carmied out, specifically:

see FURTHER INFORMATION sheet PCT/ISA/210

3. D Clalma Noa .-
because thay ars dependant claims and are not drafied in accordance with the second and third sentances of Rule 8.4(a).

Box Il Obsarvations whare unity of iInvention Is lacking (Continuation of hem 3 of first sheet)

This Intemational Searching Authority found muiliple inventions In this Inlemnational appiication, as follows:

1. As all required ackiitional ssarch fees were limely paid by the applicant, this iniemational Search Report covers all
ssarchable ciaims.

2. D As &l searchabie ciaims couk] b saarched without effort Justilying an ackitional 196, this Autortty did not invite payment
of any ackiitional fas.

3 nummdhmmmmmm-mumpudwummﬂ-mSnn:hnapon
covers only those claimas for which feas were paid, specifically claime

4, D No required additional search 168 were tmaely paid by the appiicant. Consaquently, this intemational Search Rapaort ks
restriciad 1o the invention Erst mentioned in the claime; It s covered by clalms Noa.:

Remark on Protsst Dm-mmmmmmuwummmn

l:l No protest accompanied the payment of addiional search feea.

Form PCTASA210 (continuation of first sheet (2)) {(January 2004)
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n{ anal Application Ne

PCT/US2005/003636 24~

Patent document Publication Patent family Publication

clted In saarch report dawe member(s) dae

WO 2004054498 A 01-07-2004 AU 2003302721 Al 09-07-2004
CA 2494049 Al 01-07-2004
EP 1529044 A2 11-05-2005
W0 2004054498 A2 01-07-2004
US 2005090667 Al 28-04-2005

EP 1264831 A 11-12-2002 AU 7451100 A 31-07-2001
BR 0017067 A 22-10-2002
CA 2403790 Al 26-07-2001
EP 1264831 Al 11-12-2002
MX  PA02006826 A 05-04-2004
NZ 519989 A 28-05-2004
Wo 0153290 Al 26-07-2001
ZA 200206576 A 12-05-2003

US 2002143021 Al 03-10-2002 US 6358957 Bl 19-03-2002
US 2004102454 Al 27-05~-2004

WO 9521832 A 17-08-1995 AU 693159 B2 25-06-1998
AU 1667795 A 29-08-1995
CA 2182877 Al 17-08-1995
EP 0745070 Al 04-12-1996
WO 9521832 Al 17-08-1995
6B 2286395 A ,B 16-08-1995
JP 9509157 7 16-09-1997
ZA 9501180 A 14-08-1996

Fosm PCTABA/ZO {palanl lamily srnes) fenusry 20048




(12) SOLICITUD INTERNACIONAL PUBLICADA SEGUN EL TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES (PCT)

{19) Organizacién Muondial de Propledad Intelectual

2.2
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que tiene la estructura de la

férmula (I)
R, 2, Ry R,
ZIT& NWY—"R’-
. N N== .
vz ! "&
®
en donde:

Ri, R4, Y Rg, cada uno se elige por separado del grupo que
consiste de un 4tomo de hidrégeno, un &tomo de haldgeno y
C1-Cz¢4 alquilo saturado, C;-C3¢ alquenilo insaturado,
cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo,
arilo sustituido, heteroarilo, heterocarilo sustituido,
amino, amino sustituido, nitro, azido, nitro sustituido,
fenilo, y grupos fenilo sustituidos, hidroxi, carboxi,

-CO-0-Ry, ciano, alquiltio, alquilo halogenado que
incluye alquilo polihalogenado, carbonilo halogenado, y
carbonilo -CCO-R;, en donde R; sBe elige de un &tomo de
hidrégeno, un &tomo de halégeno, un C;-C;4 alquilo
saturado, C;-C;¢ alquenilo insaturado, cicloalquilo,
cicloalgquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo, arilo

sustituido, hetercarilo, heteroarile sustituido, amino,
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amino sustituido, nitro, azido, nitro sustituido, fenilo,

y grupos fenilo sustituidos;

Ri' ¥ R;" se elige cada uno independientemente del
grupo que coneiste de un Atomo de hidrSgeno, un &tomo de
halégeno, y C;-Cay alquilo saturado, C;-Cz¢ alguenilo
insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi,
cicloalcoxi, arilo, arilo sustituido, heteroarilo,
heterocarilo sustituido, amino, amino sustituido, nitro,
azido, nitro sustituido, fenilo, y grupoe fenilo
sustituidos, hidroxi, carboxi, -CO-0-R,, ciano,
alquiltio, alquilo halogenado incluyendo alquilo
polihalogenado, carbonile halcgenado, y carbonilo -CCO-
R;, en donde R; se elige de un &tomo de hidrégeno, un
dtomo de halégeno y C;-Ca¢ alquilo saturado, C;-Caq
alquenilo insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo,
alcoxi, cicloalcoxi, arilo, arilo sustituido,
heteroarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino
sustituido, nitro, azido, nitro sustituido, fenilo, vy

grupos fenilo sustituidos;

R, Ri' y R" estéin ligados ya sea covalentemente

entre si o no covalentemente;
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Rz, Ri, Y Rs cada uno se eligen por separado del
grupo que consiste de un &tomo de hidrégeno, un &tomo de
halégeno y grupes C;-C;; alquilo saturado, C;-Ciz alquenilo
insaturado, acilo, cicloalquilo, alcoxi, cicloalcoxi,
arilo, arilo sustituido, hetercarilo, heteroarilo
sustituido, amino, amino sustituido, nitro, y nitro

sustituido, grupos sulfonilo y sulfonilo sustituido;

X; ¥ X3 se eligen por separado del grupo que consiste
de un 4tomo de oxigeno, un &tomo de nitrSgeno y un atomo
de azufre, cada uno ya sea 8in sustituir o sustituido con

un grupo R; como se definif anteriormente;

Y se elige del grupo que consiste de un &tomo de
nitr6geno, un &tomo de nitr6geno sustituido con Rs, un
dtomo de oxigeno, un 4tomo de azufre, un &tomo de azufre
oxidado, un grupo metileno y un grupo metileno

suatituido;

n es un entero igual a cero, uno o dos;

Z, por cada n separada, Bi no es cero, vy Zi, Zi, Z3 y
Z, cada wuno se eligen por B8separado de un &tomo de
carbono, &4tomo de azufre, &tomo de nitrbégeno o adtomo de

oxigeno; y

35
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los enlaces punteados pueden ser enlaces sencillos o

dobles;

y en donde dicho compuesto reduce la proliferacién
vascular o densidad vascular.

2. E1l compuesto de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizado porque cada uno de Ria, Rai,
Rs ¥ Rs es8 un 4tomo de hidrégeno.

3. El compuesto de <conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizado porque cada uno de X, y Xz
es un 4tomo de oxigeno.

4. El compuesto de conformidad con 1la
reivindicacién 1, caracterizado porque R, es un (;-C;a
alquilo saturado.

5. El compuesto de <conformidad con 1la
reivindicacién 4, caracterizado porque el C;-C;a alquilo
saturado es un grupo butilo terciario.

6. El compuesto de conformidad con 1la
reivindicacién 1, caracterizado porque R; comprende un
fenilo sustituido.

7. El compuesto de <conformidad con 1la
reivindicacién 6, caracterizado porque el grupo fenilo

gustituido es metoxibenceno.
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8. El compuesto de conformidad con 1la
reivindicacién 1, caracterizado porque n es igual a cero o
uno.

9. El compuesto de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizado porque n es igual a uno.

10. El compuesto de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizado porque n es igual a uno y
Z, 2, 22, Z Yy Z, son cada uno un dtomo de carbono.

11. El1 compuesto de conformidad con 1la
reivindicacién 1, caracterizado porque R' ae elige del
grupo que consiste de un &tomo de haldgeno, ter-butilo,
cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo,
arilo sustituido, heterocarilo, heteroarilo sustituido,
ammino, amino sustituido, nitro, azido, nitro sustituido,
fenilo, y grupos fenilo sustituidos, hidroxi, carboxi,
-C0-0-R,, ciano, alquiltio, alquilo halogenado incluyendo
alquilo polihalogenado, carbonilo halogenado, y carbonilo
-CCO-R,, en donde R; Be elige de un dtomo de hidrégeno, un
dtomo de halSgeno y C;-Cay alquilo saturado, C;-Ca,
alquenilo insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo,
alcoxi, cicloalcoxi, arilo, arilo sustituido,
heteroarilo, heterocarilo sustituido, amino, amino
gustituido, nitro, azido, nitro sustituido, fenilo, vy

grupos fenilo sustituidos;
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12. El compuesto de conformidad con 1la
reivindicacién 1, caracterizado porque el compuesto

es KPU-02.

13. Un compuesto que tiene la estructura de la

Formula (I):

en donde:

Ri, R4, Y Rs, cada uno se elige por separado del grupo que
consiste de un &tomo de hidrSgeno, un &tomo de haldgeno y
C;-Ca¢4 alquilo saturado, C;-C;y alquenilo insaturado,
cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo,
arilo sustituido, hetercarilo, hetercarilo sustituido,
amino, amino sustituido, nitro, azido, nitro sustituido,
fenilo, y grupos fenilo sustituidos, hidroxi, carboxi,
-CO-0-R;, <ciano, alquiltio, alquilo halogenado que
incluye alquilo polihalogenado, carbonilo halogenado, y
carbonilo -CCO-R,;, en donde R; Be elige de un &Atomo de

hidrégeno, un &tomo de halSgeno, y C1~-Ca¢ alquilo
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saturado, C;-Cz¢ alquenilo insaturado, cicloalquilo,
cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo, arilo
sustituido, heterocarilo, heterocarilo sustituido, amino,
amino sustituido, nitre, azido, nitro sustituido, fenilo,

Y grupos fenilo sustituidos;

Ri' ¥ Ri" sBe elige cada uno independientemente del
grupo que consiste de un &tomo de hidrSgeno, un &tomo de
halégeno, y Ci-Czq alquilo saturado, C;-Ci¢ alquenilo
insaturado, cicloalqguilo, cicloalquenilo, alcoxi,
cicloalcoxi, arilo, arilo sustituido, heteroarilo,
heterocarilo sustituido, amino, amino sustituido, nitro,
azido, nitro sustituido, fenilo, y grupos fenilo
sustituidos, hidroxi, carboxi, -CO-0-R», ciano,
alquiltio, alquilo halogenado incluyendo alquilo
polihalogenado, carbonilo halogenado, y carbonilo -CCO-
R;, en donde R; sBe elige de un &tomo de hidrSgeno, un

dtomo de halégeno y C;-Cz¢ alquilo saturado, C;-Ci4

alquenilo insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo,
alcoxi, cicloalcoxi, arilo, arilo sustituido,
hetercarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino

sustituido, nitro, azido, nitro sustituido, fenilo, ¥y

grupos fenilo sustituidos;

37
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R, Ri' y Ry" estén ligados ya sea covalentemente

entre sf o no covalentemente;

Rz, Ra, Y Rs cada uno se eligen por separado del
grupo que consiste de un Atomo de hidrégeno, un &tomo de
halégeno y grupos C;-C,z; alquilo saturado, C;-C;; alquenilo
insaturado, acilo, cicloalquilo, alcoxi, cicloalcoxi,
arilo, arilo sustituido, heteroarilo, hetercarilo
sustituido, amino, amino sustituido, nitro, y nitro

sustituido, grupos sulfonilo y sulfonilo sustituido;

X, y X; se eligen por separado del grupo que consiste
de un &tomo de oxigeno, un &tomo de nitrSgeno y un &tomo
de azufre, cada uno ya sea sin sustituir o sustituido con

un grupo R; como se definid anteriormente;

Y se elige del grupo que consiste de un &tomo de
nitrSgeno, un &tomo de nitrégeno sustituido con Rs, un
dtomo de oxigeno, un dtomo de azufre, un atomo de azufre
oxidado, un grupo metileno y un grupo metileno

sustituido;

n es un entero igual a cero, uno o dos;

2,3
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Z, por cada n separada, 8i no es cero, ¥ Zy, Za, Z3 Y
Z, cada uno se eligen por separado de un &tomo de
carbono, &4tomo de azufre, &tomo de nitr6geno o &tomo de

oxigeno; y

los enlaces punteados pueden ser enlaces sencillos o

dobles;

y en donde dicho compuesto apunta preferncialmente a
la wvasculatura de tumor contra vasculatura de tejido sin

tumor.

14. El1 compuesto de conformidad con 1la
reivindicacién 13, caracterizado porque cada uno de Rz, Rj,
Rs ¥ R¢ es un 4tomo de hidrégeno.

15. El compuesto de conformidad con la
reivindicacién 13, caracterizado porque cada uno de X; y X
es un dtomo de oxigeno.

16. El compuesto de conformidad con 1la
reivindicacién 13, caracterizado porque Ry es un C;-C;3
alquilo saturado.

17. El1 compuesto de conformidad con 1la
reivindicacién 16, caracterizado porque el C;-Ci; alquilo

saturado es un grupo butilo terciario.
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18. El compuesto de conformidad con 1la
reivindicacién 13, caracterizado porque R; comprende un
fenilo sustituido.

19. El compuesto de conformidad con 1la
reivindicacién 18, caracterizado porque el grupo fenilo
sustituido es metoxibenceno.

20. El compuesto de conformidad con la
reivindicacién 13, caracterizado porque n es igual a cero
O uno.

21. El1 compuesto de conformidad con la
reivindicacién 13, caracterizado porgue n es igual a uno.

22. El compuesto de conformidad con 1la
reivindicacién 13, caracterizado porque n es igual a uno y
Z, 2, Z3, Z3 Yy Z, son cada uno un &tomo de carbono.

23. El compuesto de conformidad con 1la
reivindicacién 13, caracterizado porque R' se elige del
grupo que consiste de un &tomo de hal&geno, ter-butilo,
C,-Ca¢ alquenilo insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo,
alcoxi, cicloalcoxi, arilo, arilo sustituido, heterocarilo,
heterocarilo sustituido, ammino, amino sustituido, nitro,
azido, nitro sustituido, fenilo, y grupos fenilo
sustit:uidos, hidroxi, carboxi, -CO0-0-R,, ciano, alquiltio,
alquilo halogenado incluyendo alquilo polihalogenado,
carbonilo halogenado, y carbonilc -CCO-R;, en donde R, se

elige de un &tomo de hidrSgeno, un &tomo de halégeno y
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C;-Ciy alquilo saturado, C;-Cy¢ alquenilo insaturado,
cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo,
arilo sustituideo, heterocarilo, heteroarilo sustituido,
amino, amino sustituido, nitro, azido, nitro sustituido,

fenilo, y grupos fenilo sustituidos;

24, El compuesto de conformidad con 1la
reivindicacién 13, caracterizado porque el compuesto es
KPU-02.

25. Una composicién farmacéutica caracterizada
porque comprende el compuesto de la reivindicacién 1.

26. Una composicién farmacéutica caracterizada

porque comprende el compuesto de la reivindicacidén 13.

7/
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WHATIS CLAIMED [S:
1. A compound having the structure of Formula (I):

Ry’ X, R,

1 Ry
N2/ R
M')\/K"/N N=

Ry Zy \RS xa

wherein

Ry, Ry, and Rg, are each separately selected from the group consisting
of & hydrogen atom, a halogen atom, and saturated Cy-Caq alkyl, unsaturated .
C1-Cz4 alkenyl, cycloalkyl, cycloalkenyl, alkoxy, cycloalkoxy, aryl, substituted
aryl, heteroaryl, substituted heteroaryl, nn{no, subatituted amino, nitro, azido,
substituted nitro, phenyl, and substituted phenyl groups, hydroxy, carboxy, -
CO-0-R3, cyano, alkylthio, halogenated alkyl.imluding polyhalogenated alkyl,
halogenated carbonyl, end carbonyl -CCO-R3, wherein Ry is selected from a
hydrogen atom, a halogen atom, and saturated CI-Cu'alkyl. unsaturated C,;-
Caz4 alkenyl, cycloalkyl, cyclozlkenyi, alkoxy, oycloalkoxy, aryl, substituted
aryl, heteroaryl, substituted heteroaryl, amino, substituted amino, nitro, azido,
gubstituted nitro, phenyl, and substituted phenyl groups;

R;' and Ry" are each independently selected from the group consisting
of a hydrogen atom, a halogen atom, and saturated Cy-Cy alkyl, unsaturated
C1-Ca4 alkenyl, cycloalkyl, cycloalkenyl, alkoxy, cycloalkoxy, aryl, substituted
aryl, heteroeryl, substituted heteroaryl, amino, substituted amino, nitro, azido,
substituted nitro, phenyl, and substituted phenyl groups, hydroxy, carboxy, -
CO-0-R7, cyano, alkylthio, halogenated alkyl including polyhalogenated alkyl,
halogenated carbonyl, and carbonyl -CCO-R;, wherein Ry is selected from a
hydrogen atom, a halogen atom, and saturated C;-C;4 alkyl, unsaturated C;-
Ci¢ alkenyl, cycloalkyl, cycloalkenyl, alkoxy, cycloalkoxy, aryl, substituted
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aryl, hoteroaryl, aubuﬁtute!l heteroaryl, amino, substituted amino, nitro, azido,
substifuted nitro, phenyl, and substituted phenyl groups;

R, R;' and f(." are ejther covalently bound to one another or are not
covalently bound to one another;

Ra, Rj, and R are each separately selected from the group consisting
of a hydrogen atom, a halogen atom, and saturated C,-C;; alkyl, unsaturated
C1-C12 alkenyl, acyl, cycloalkyl, alkoxy, cycloalkoxy, aryl, substituted aryl,
heteroaryl, subatimted heteroaryl, amino, substituted amino, nitro, and
substituted nitro groups, sulfonyl and substituted sulfonyl groups;

X and X; are scparately selected from the group consisting of an
oxygen atom, a nitrogen atom, and a sulfur atom, sach either unsubstituted or
substituted with a Rs group, as defined above;

Y is selected from the group consisting of a nitrogen atom, a nitrogen
atom substitited with Ry, an oxygen atom, a sulfur atom, a oxidized sulfur
atom, a methylene group and a substituted methylene group;

n is an integer equal to zero, one or two;

Z, for each scparate n, if non-zero, and Z;, Z;, Z5 and Z, are each
separately selected from a carbon atom, a sulfur atom, a nifrogen atom or an
oxygen etom; and

tho dashed bonds may be cither single or double bonds;
and wherein said compound induces vasculature collapse.

2. The compound according to claim 1, wherein said first aldchyde is an
imidazolecarboxaidehyde.

3 The compound according to claim 1, wherein said second aldehyde is a
benzaldchyde.

4, The compound according to claim 1, wherein each of Ry, Ry, Rs and Rg is a
hydrogen atom,

5. The compound according to claim 1, wherein each of X and X; is an oxygen
atom. '

6. The compound according to claim 1, wherein Ry is a saturated C;-C3 alkyl.
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7. The compound according to claim 6, wherein said saturated C,-C)3 alkyl is a
tertiary butyl group.

8. The compound according to claim 1, wherein R; comprises & substituted
phenyl.

9. The compound according to claim 8, wherein said substituted phenyl group is
methoxybenzene.

10.  The compound according to claim 1, wherein said first aldehyde is a
benzaldchyde.

. 1L The compound according to claim 1, wherein said second aldehyde is an
imidazolecarboxaldehyde.

12. The compound according to claim 1, wherein n is equal to zero or one.

13.  The compound according to olaim 1, wherein n is equal to one.

14, Tho compound according to claim 1, wherein n is equal to one and Z, Z,, Z;,
Z3 and Z are each a carbon atom.

15. A method for treating a condition in an animal, comprising administering to
the animal the compound of Claim 1 in an amount that is. effective to reduce vascular
proliferation or in an amount that is effective to reduce vascular density.

16.  The method of Claim 15, wherein tho condition is selected from the group
congisting of immune and non-immune inflarmation, rheumatoid arthritis, chronic articular
theumatism, psorinsis, diabetic retinopathy, neovascular glaucoma, retinopathy of
prematurity, mecular degenemtion, corneal graft rejection, retrolental fibroplasia, rubeosis,
capillary proliferation in atherosclerotic plaques, and osteoporosis.

17.  The method of Claim 15, wherein said condition is a neoplastic condition.

18.  The method of Claim 17, wherein seid neoplastic condition is cancer.

19. The method of Claim 15, wherein the condition is not cancer.

20.  The method of Claim 15 or 16, wherein said condition is a retinopathy.

2].  The method of Claim 20, wherein said retinopathy is diabetic retinopathy.

22.  The method of Claim 20, wherein said rotinopathy an age-related macular
degenemtion.

23, The method of Claim 15, wherein arid animal is a2 human.
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24.  The method of Claim 15, wherein the compound is KPU-02.

25. The method of Claim 15, wherein the condition is a condition associated with
hypervascularization,

26. A method of inducing vascular collapse in an animal, comprising treating said
animal with a therapeutically effective amount of a compound of the Formula (I), wherein
said therapeutically effective amount of said compound cauges tubulin depolymerization in
said vasculature, and wherein said compound having the following structure:

AEANE

24 ')\/JYN‘RaN‘&
X2
wherein

Ry, R4, and Rg, are each separately selected from the group consisting
of a hydrogen alom, a halogen atom, and saturated C,-C»; alkyl, unsaturated
Ci~Caq4 alkenyl, cycloalkyl, cycloalkenyl, alkoxy, cycloalkoxy, aryl, substituted
aryl, heteroaryl, substituted heteroaryl, amino, substituted amino, nitro, azido,
substituted nitro, phenyl, and substituted pheny! groups, hydroxy, carboxy, -
CO-0-R7, cyano, a]i:ylﬂ:io. halogenated alkyl including polyhalogenated alkyl,
halogenated carbonyl, and carbonyl -CCO-R7, wherein Ry is selected from a
hydrogen atom, a halogen atom, and saturated C;-Ca4 alkyl, unsaturated C;-
Ca4 alkenyl, oycloalkyl, cycloalkenyl, alkoxy, cyoloalkoxy, aryl, substituted
aryl, hetbroaryl, substituted heteroaryl, amino, substituted amino, nitro, azido,
substituted nitro, phenyl, and substituted phenryl .groupl;

R,' and R," are each independently selected from the group consisting
of & hydrogen atom, a halogen atom, and saturated C;-Cy4 alkyl, unsaturated
Ci-Cz4 alkenyl, cycloalkyl, cycloalkenyl, alkoxy, cyoloalkoxy, aryl, substituted
aryl, hoteroaryl, substituted heteroaryl, amino, substituted amino, nitro, azido,
substituted nitro, phenyl, and substituted phenyl groups, hydroxy, carboxy, -
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27.
28.

CO-0-R3, cyano, alkylthio, halogenated alkyl including polyhalogenated alkyl,
halogenated carbonyl, and carbonyt -CCO-R;, wherein Ry is selected from a
hydrogen atom, a halogen atom, and saturated C;-Cy4 alkyl, unsaturated C)-
Ca alkenyl, cycloalkyl, cycloalkenyl, alkoxy, cycloalkoxy, aryl, substituted
aryl, heteroaryl, substituted heteroaryl, amino, substituted amino, nitro, azido,
substituted nitro, phenyl, and substitutod phenyl groups;

R, R;' and R," are either covalently bound to ono another or are not
covalently bound to one another;

Rz, Ry, and R are each separately selected from the group consisting
of a hydrogen atom, a halogen atom, and saturated C,-C;; alkyl, unsaturated
Ci1-Ciz alkenyl, acyl, cycloalkyl, alkoxy, cycloalkoxy, aryl, substituted aryl,
heteroaryl, substituted heteroaryl, amino, substituted amino, nitro, and
substituted nitro groups, sulfonyl and sybstituted sulfonyl groups;

X) and X3 are separatoly selected from the group consisting of an
oxygen gtom, a nitrogen atom, and a sulfur atom, each either ungubstituted or
substituted with a Rs group, as defined above;

Y is selected from the group consisting of a nitrogen atom, a nitrogen
atom substituted with Rs, an oxygen atom, a sulfur atom, 8 oxidized sulfur
atom, o meti:ylme group and a substituted metitylene group;

n is an integer equal to zero, one or two;

Z, for cach separate n, if non-zero, end Z;, Z3, Z3 and Z,; are each
separately selected from a carbon atom, a sulfur atom, & nitrogen atom or an
oxygen atom; and

the dashed bonds may be cither singie or'double bonds.

The method of Claim 26, whm_'cin said animal is a humnan.
The method of Claim 26, wherein said humen has a discase selected from the

group consisting of a tumor, a diabetic retinopathy, and an age-related meacular dogeneration.

29.
30.

The method of Claim 26, wherein the disease is not cancer.
The method of Claim 26, wherein the compound is KPU-02.
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31. A phermaceutical composition for ireating or preventing vasoular proliferation
comprising 8 pharmaceutically effective amount of a compound of claim 1 together with &
pharmaceutically acceptable carrier therefor.

32, The composition of Cleim 31, wherein said vasculax proliferation is &
symptom of a disease selected from canoer, age-related mecular degoneration and diabetic
retinopathy.

33. A method of preferentiaily targeting tumor vasculatnore over non-tumor tissue
vasculature, comprising:

administering to an animal a compound having the structure of Formula (T),
wherein

Ry, Ry, and Rg, are each separately sclected from the group consisting
of a hydrogen atom, & halogen atom, and saturated C;-Cy4 alkyl, unsaturated
C1-Ca4 alkenyl, cycloalkyl, cycloalkenyl, alkoxy, cycloalkoxy, aryl, substituted
aryl; heteroaryl, substituted heteroaryl, amino, substitated amino, nitro, azido,
substitoted nitro, phenyl, and substituted phenyl groups, hydroxy, carboxy, -
CO-O+Ry, cyano, alkylthio, halogenated alkyl including polyhalogenated alicyl,
halogenated carbonyl, and carbonyl -CCO-R;, wherein Ry is selected from a
hydrogen atom, a halogen atom, and saturated Ci-Ca4 alkyl; unsaturated C;-
Cas alkenyl, cycloalkyl, cycloalkenyl, alkoxy, cycloalkoxy, aryl, substituted
aryl, heteroaryl, substituted heteroaryl, amino, substituted amino, nitro, azido,
gubstituted nitro, phenyl, and substituted phenyl groups;

R,' and R;" are each independently selected from the group consisting
of a hydrogen atom, a halogen atom, and sstumted C;~Cj4 alkyl, unsaturated
C1-Ca4 alkenyl, oycloalkyl, cycloalkenyl, alkoxy, cycloalkoxy, aryl, substituted
aryt, heteroaryl, sabatituted heteroaryl, amino, substituted amino, nitro, azido,
substituted nitro, phenyl, and gubstituted phenyl groups, hydroxy, carboxy, -
CO-~0-Ry, oyano, alkylthio, helogenated alkyl moluding polyhalogenated alkyl,
halogenated carbonyl, and carbonyl -CCO-R;, whereain Ry is selocted from a
hydrogen atom, a halogen atom, and saturated C,~Cz4 alkyl, unsaturated C;-

. Cy alkenyl, cyoloalkyl, cycloalkenyl, alkoxy, cycloalkoxy, aryl, substituted
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34.

aryl, heteroaryl, substituted heteroaryl, amino, substituted amino, nitro, azido,
substituted nitro, phenyl, and substituted phenyl groups;

R, R/ and R "arc cither covalently bound to one another or are not
covalently bound to one enother;

» R, Ry, and R; are each sepamately selected from the group consisting
of 2 hydrogen atom, a halogen atom, and saturated C,-Cj; alkyl, unsaturated
Ci-Ciz alkenyl, acyl, cycloalkyi, alkexy, cycloalkoxy, aryl, substituted aryl,
heteroaryl, substituted heteroaryl, amino, substituted amino, nitro, and
substituted nitro groups, sulfony! and substituted sulfony! groups;

}51 and X3 are scparately selected from the group consisting of an
oxygen atom, a nitrogen atom, and a sulfur atom, each either unsubstituted or
substituted with a Rs group, as defined above;

Y is selected from the group consisting of a nitrogen atom, a nitrogen
atom substimted with Rs, an oxygen atom, a sulfur atom, a oxidized sulfur
atom, a methylene group and a substituted methylene group;

n is an intoger cqual to zero, one or two;

Z, for each scpamte n, if non-zero, and Z;, Z,, Zy and Z, are each
separately selected from a carbon atom, a sulfur atom, a nitrogen atom or an
oxygen atom; snd .

the dashed bonds may be either single or double bonds.

_The method of Claim 33, wherein the non-tumor tissue is selected from the

group consisting of skin, muscle, brain, kidney, heart, spleen, and gut.

35.

The method of Claim 33, wherein tho tumor vesculature is preferentially

targeted over non-tamor tissue vasculature by about 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%,

80% and 90%.
36.
37.

vasculatare, comprising administering to an amimal an agent that preferentially targots tumor

The method of Claim 33, wherein the animal is a human.
A method of preferentially targeting tumor vasculature over non-tumor tissue

vasculature over non-tumor tissue vasculature.
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38.  Use of a compound having the structure of Formula (J) in the preparation of 2
medicament for the treatment of a condition associsted with increased vasculature or which
relies upon vasculature,

wherein

Ry, Ry, and R, are each separately scleoted from the group consisting
of a hydrogen atom, a halogen atom, and saturated C;-Ca4 alkyl, unsaturated
C1-Ca4 alkenyl, cycloalkyl, cycloalkenyl, alkoxy, cycloalkoxy, aryl, substituted
aryl, heteroaryl, substituted heteroaryl, amino, substituted amino, nitro, azido,
substituted nitro, phenyl, and substituted phenyl groups, hydroxy, carboxy, -

- CO-0-R3, cyano, alkylthio, halogenated alkyl including polyhalogenated alkyl,
halogenated carbonyl, and cubqnyl -CCO-R3, wherein R7 is selected from a
hydrogen atom, a halogen atom, and saturated C;-Cz4 alkyl, unsaturated C;-
Cz; alkenyl, cycloalkyl, cycloalkenyl, alkoxy, cycloalkoxy, aryl, substituted
aryl, heteroaryl, substituted hetaroaryl, amino, substituted amino, nitro, azido,
substituted nitro, phenyl, and substituted phenyl groups;

Ry' and R;" are each independently sclected from the group consisting
of a hydrogen atom, a halogen atom, and saturated C;-Cyq alkyl, unsaturated
C1-Ca4 alkenyl, cycloalkyl, cycloalkenyl, alkoxy, cycloalkoxy, aryl, substituted
aryl, heteroaryl, substituted heteroaryl, amino, substituted amino, nitro, azido,
substituted nitro, phenyl, and substituted phenyl groups, hydroxy, cn.rboxy, -
CQ-0-Ry, cyano, alkylthio, halogenated alkyl including polyhalogensated alkyl,
halogenated carboryl, and carbonyl -CCO-R;, wherein Ry is selected from a
hydrogen atom, a halogen atom, and saturated C)-Ca4 alkyl, unsaturated C,-
Cx alkenyl, cyoloalkyl, oycloalkenyl, alkoxy, cycloalkoxy, aryl, substituted
aryl, heteroaryl, substituted heteroaryl, amino, substituted amino, nitro, azido,
substituted nitro, phenyl, and substituted phonyl groups;

R, R;' and R," are either covalently bound to one another or are not
covalently bound to one another;

Rz, R, and R; are cach scparately selected from the group consisting
of a hydrogen atom, a halogen atom, anc'l saturated C;-Cyz alkyl, unsaturated

-173-

79



WO 2005/077940 PCT/US2005/003636

39.
40.
41.

Ci-Ciz2 alkenyl, acyl, cycloalkyl, alkoxy, cycloalkoxy, aryl, substituted aryl,
heteroaryl, substitutod heteroeryl, amino, substituted amino, nitro, and
substituted nitro groups, sulfonyl and substituted sulfonyl groups;

X, and X, are separutcly selected from the group consisting of an
oxygen atom, a nitrogen atom, and a sulfur atom, each cither unsubstituted or
substituted with a R group, as defined above;

Y is selected from the group consisting of a nitrogen atom, a nitrogen
atom substituted with Rs, an oxygen atom, a sulfur atom, a oxidized sulfur
atom, a methylene group and a substituted methylene group;

n is an integer equal to zero, one or two;

Z, for each separate n, if non-zero, and Z, Zs, Zs and Zs are each
separately selected from a carbon atom, a sulfur atom, a nitrogen atom or an
oxygen atom; and

the dashed bonds may be either single or double bonds.

The use of Claim 38, wherein the condition is cancer.
The use of Claim 38, wherein the condition is not cancer.
The use of Claim 38, wherein the condition is selected from the group

consisting of immune and non-inmmme inflammation, rheumatoid arthritis, chronic artioular
theumatism, psoriasis, disbetic retinopathy, neovascular glaucoma, retinopathy of
prematurity, macular degeneration, corneal graft rejection, retrolental fibroplasia, rubeosis,
capillary proliferation in atherosclerotic plaques, and osteoporosis.
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ANEXO EXPLICATIVO DE MODIFICACIONES A LAS

REIVINDICACIONES

En ejerciclo del derecho conferido por el Articulo 28 numeral 1 del
Tratado de Cooperacién en materia de Patentes PCT, atentamente
me permito informar a ese Despacho que el capitulo reivindicatorio
tal como fue presentado originalmente en Fase Internaclonal ha

sldo modificado.

Las modificaclones realizadas se encuentran plenamente
sustentadas en la descripciébn de la presente Invenclén y en este
sentido, no configuran una ampliacibn del Invento o de Ila

divulgacién contenlda en la solicitud presentada.
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DESHIDROFENILAHISTINAS Y SUS ANALOGOS Y LA SINTESIS DE

DESHIDROFENILAHISTINAS Y SUS ANALOGOS

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

Se describen compuestos representados por la
siguiente estructura (I): al igual que métodos para la
produccién de dichos compuestos, caracterizado porque los
métodos comprenden reaccionar una diacildicetopiperazina
con un primer aldehido para producir un compuesto
intermedio; y reaccionar el compuesto intermedio con un
segundo aldehido para producir la clase de compuestos con
la estructura genérica, en donde el primer aldehido y el
el segundo aldehidos se eligen del grupo que consiste de
un oxazolcarboxaldehido, imidazolcarboxaldehido, un
benzaldehido, derivados imidazolcarboxaldehido, Y
derivados benzaldehido, formando de esta manera el
compuesto anterior en donde R;, Ri', Ri", Ra, Rz, Ry, Rs, ¥
R¢, Xa v Xz, ¥, Z, 2, Z3, 23, Yy 2, cada uno puede ser
defindo por separado en una forma consistente con la
descripeién acompafiante. También se describen
composiciones y métodos para el tratamiento de

proliferacién vascular.
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DESHIDROFENILAHISTINAS Y BUS ANALOGOS Y LA SINTESIS DE

DESHIDROFENILAHISTINAS Y SUS ANALOGOS

Solicitudes Relacionadas

[0001] Esta solicitud corresponde a una
continuacién-en-parte de la solicitud de patente de los
E.U.A. Nimero de Serie 10/632,531 presentada en agosto 1,
2003, y que reclama prioridad de la solicitud de 1la
patente de los E.U.,A. N(mero de Serie 60/542,073
presentada en feﬂrero 4, 2004 y la solicitud provisional
de patente de los E.U.A. N{imero de Serie 60/624,262
presentada en noviembre 1, 2004, todas las cuales tienen
como titulo DEHYDROPHENYLAHISTINS AND ANALOGS THEREOF AND
THE SYNTHESIS OF DEHYDROPHENYLAHISTINS AND ANALOGS
THEREOF; y cada una de las cualea aqui se incorpora por
referencia totalmente.

Antecedentes de la Invencién

Campe de la Invencidn

[0002] La presente invencién se refiere a
compuestos y a métodos de preparacién aintética en los
campos de quimica y medicina. Mids especificamente, la
presente invencién se refiere a compuestos Y
procedimientos para producir compuestos f(itiles en el
tratamiento de céncer y en el tratamlento de infecciones

fungales.
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Breve Descripcién de la Técnica Relacionada

[0003] Se considera que un solo mecanismo
celular universal controla la regulacién del proceso del
ciclo de células eucaritdticas. Ver por ejemplo Hartwell,
L. H. et al., Science (1989), 246: 629-34. También se
conoce qgue cuando surge una anormalidad en el mecanismo
de control del ciclo celular, puede ocurrir céncer o un
desorden inmune. De acuerdo con esto, como también se
conoce, los agentes antitumor y supresores inmunes pueden
estar entre lae sustancias que regulan el ciclo celular.
De esta manera, se requieren nuevos métodos para producir
inhibidores del ciclo celular eucariético como compuestos
antitumor y de mejora inmune, y deberén ser {itiles en el
tratamiento de céncer humano como agentes antitumor
quimioterapéuticos. Ver, Roberge, M. et al., Cancer Res.
(1954), 54, 6115-21.

[0004] Los hongos, en especial hongos
patogénicos e infecciones relacionadas, representan un
reto clinico creciente. Los agentes antifungales
existentes son de limitada eficacia y toxicidad, y el
desarrollo y/o descubrimiento de cepas de hongos
patogénicos que son resistentes a drogas actualmente
disponibles o bajo desarrollc. A manera de ejemplo, los
hongos que son patogénicos en humanos incluyen entre
otros Candida spp. incluyendo C. albicang, (. tropicalis,

C. kefyr, C. krusei y C.galbrata, Aspergillus spp.
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incluyendo A. fumigatus y A. flavus; Cryptococcus
neoformans; Blastomyces 8pp. incluyendo Blastomyces
dermatitidis; Pneumocistis carinii,; Coccidioides immitis;
Basidiobolus ranaruni; Coitidiobolus spp.; Histoplasma
capsulatum; Rhizopus spp. incluyendo R. oryzae y R.
microsporus; Cunninghamella s8pp.; Rhizomucor B8pp.;
Paracoccidioides brasiliensis; Pseudallescheria boydii;
Rhinosporidium seeberi; y Sporotrix schenckii (Kwon-
Chung, K.J. & Bennett, J.E. 1992 Medical Mycology, Lea Yy
Febiger, Malvern, PA).

[0005] Recientemente, se ha reportado que las
triptoestatinas A y B (gque son dicetopiperazinas
coneisten de residuos prolina Y triptofano
isoprenilados), Y cinco otras dicetopiperazinas
estructuralmente relacionadas, inhiben el avance del
ciclo celular en la fase M, ver Cui, C. et al., 1996 J
Antibiotice 49:527-33; Cui, C. et al. 1996 J Antibiotics
49:534-40, Yy que estos compuestos también afectan 1la
estructura de microtiGbulos, ver Usui, T. et al. 1998
Biochem J 333:543-48; Kondon, M. et al. 1998 J
Antibiotics 51:801-04. Ademds, compuestos naturales vy
gintéticos se ha reportado que inhiben la mitosis, y de
esta manera inhiben el ciclo celular eucaridtico, al
ligar al sitio de enlace colchicina o colquicina (sitio

CLC) en tubulina, que es una macromolécula que consiste
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de dos subunidades de 50 kDa (alfa- y beta-tubulina) y es
el consetituyente principal de microtibulos. Ver, e.g.,
Iwasaki, S., 1993 Med Res Rev 13:183-198; Hamel, E. 1996
Med Res Rev 16:207-31; Weisenberg, R. C. et al., 1969
Biochemistry  7:4466-79. Se considera que los
microtfibulos estin involucrados en varias funciones
celulares esenciales tales como transporte axonal,
movilidad celular y determinacién de morfologia celular.
Por lo tanto, inhibidores de la funcién de microttbulos
pueden tener amplia actividad biol6gica, y ser aplicables
para propbsitos medicinales y agroquimicos. También es
posible que ligandos de sitio cochicina (CLC) tales como
CLC, esteganacina, ver Kupchan, S. M. et al. 1973 J Am
Chem Soc 95:1335-36, podofilotoxina, wver Sackett, D. L.,
1993 PFarmacol Elr 59:163-228, Yy combrestatinas, ver
Pettit, G. R. et al., 1995 J Med Chem 38:166-67, pueden
demostrar ser valiosos como inhibidores del ciclo celular
eucariético y de esta manera pueden ser f(tiles como
agentes quimioterapéuticos.

[0006] Aunque los metabolitos del tipo
dicetopiperazina se han aislado a partir de diversos
hongos como micotoxina, ver Horak R. M. et al., 1981 JCS
Chem Comm 1265-67; Ali M. et al., 1858 Toxicology Letters
48:235-41, o como metabolitos secundarios, ver Smedsgaard

J. et al., 1996 J Microbiol Met 25:5-17, Be conoce poco
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respecto a la estructura especifica de los metabolitos
tipo dicetopiperazina o sus derivados y su actividad
antitumor, particularmente in vivo. No s86lo esos
compuestos se han aislado como micotoxinas, la sintesis
quimica de un tipo de metabolito de tipo
dicetopiperazina, fenilahistina, B8e ha descrito por
Hayashi et al. in J. Org. Chem. (2000) 65, pigina 8402.
En la técnica, este derivado metabolito tipo
dicetopiperazina, deshidrofenilahistina, se ha preparado
por hidrogenacién enzimidtica de su fenilahistina padre.
Con las incidencias de cincer en crecimiento, existe una
necesidad particular por producir quimicamente una clase
de derivados de metabolitos tipo dicetopiperazina
sustancialmente purificados que tienen actividad
inhibitoria de proliferacién especifica de células de
animales y alta actividad antitumor y selectividad. Por
lo tanto hay necesidad particular por un método eficiente
para producir sintéticamente derivados metabolito tipo
dicetopiperazina, sustancialmente purificados Y
caracterizados estructural y bioldégicamente.

[0007] También, la publicacién de  PCT
WO/0153290 (julio 26,2001) describe un método no
sintético para producir deshidrofenilahistina al exponer
fenilahistina o un anilogo de fenilahistina particular a

una deshidrogenasa obtenida de Streptomyces albulus.
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Compendio de la Invencidn

[0008] Compuestos y métodos para la fabricacién
sintética de compuestos se describen para una clase de

compuestos que tienen la estructura de la Férmula (I):

[0009] Los compuestos deacritos tienen la
estructura de la férmula (I) en donde:

[0010] R, R;, Y Rg, cada uno Be elige por
separado el grupo que consiste de un &tomo de hidrégeno,

un &tomo de halégeno y C;-Ci3¢ alquilo saturado, C;-Cas

.alquenilo insaturado, ciclo alquilo, ciclecalquenilo,

alcoxi, cicloalcoxi, arilo, arilo sustituido,
hetercarilo, heteroarilo  sustituido, amino, amino
sustituido, nitro, azido, nitro sustituido, fenilo, y
fenilo sustituido, grupos hidroxi, carboxi, -CO-0O-Rs,
ciano, alquiltio, alquilo halogenado que incluye alquilo
polihalogenado, carbonilo halogenado, y carbonilo -CCO-
R;, en donde R; se elige de un &4tomo de hidrégeno, un

dtomo de halégenoc y C;-Ci alquilo saturado, grupos C;-Cz,
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alquenilo insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo,
alcoxi, cicloalcoxi, arilo, arilo pustituido,
heteroarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino

sustituido, nitro, azido, nitro sustituido, fenilo, y
fenilo sustituido;

[0011] R;' y R;" se elige independientemente del
grupo que conseiste de un &tomo de hidrégeno, un atomo de

halégeno, y grupos C;-Czq alquile saturado, C;-Cj,

alquenilo insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo,
alcoxi, cicloalcoxi, arilo, arilo sustituido,
heteroarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino

sustituido, nitro, azido, nitro sustituido, fenilo, vy
fenilo sustituido, hidroxi, carboxi, -C0-0-R,, ciano,
alquiltio, alquilo halogenado incluyendo alquilo
polihalogenado, carbonilo halogenado, y carbonilo -CCO-
R;, en donde R; Be elige de un &Atomo de hidréSgeno, un

&tomo de halégeno y C;-Cz¢ alquilo saturado, C;-Cye

alquenilo insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo,
alcoxi, cicloalcoxi, arilo, arilo sustituido,
hetercarilo, hetercarilo sustituido, amino, amino

gustituido, nitro, azido, nitro sustituido, fenilo, Yy
fenilo sustituido;

[0012] Rz, R3, Y Rs cada uno se eligen por
separado del grupo que consiste de un &tomo de hidrégeno,

un &tomo de halégeno y grupos C;-Cia2 alquilo, C;-Cia
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alquenilo insaturado, acile, cicloalquileo, alcoxi,
cicloalcoxi, arilo, arilo sustituido, heteroarilo,
hetercarilo sustituido, amino, amino sustituido, nitro, y
nitro sustituido, grupos sulfonilo Y sulfonilo
gustituido;

[0013] X; Yy X; se eligen por separado del grupo
que congiste de un &tomo de oxigeno, un &tomo de
nitr6geno y un &tomo de azufre, cada uno ya sea 8in
sustituir o sustituido con un grupo R; como se definié
anteriormente;

[0014] Y Be elige del grupoc que conseiste de un
dtomo de nitrégeno, un tomo de nitrégeno sustituido con
un grupo Rs de la parte superior, un dtomo de oxigeno, un
dtomo de azufre, un &tomo de azufre oxidado, un grupo
metileno y un grupo metileno sustituido;

[0015] n es un entero igual a cero, uno o dos;

[0016] Z, por cada n separada, si no es cero, y
Z,, 22, 23 y 2, cada uno se eligen por separado de un
dtomo de carbono, &dtomo de azufre, dtomo de nitrédgeno o
dtomo de oxigeno; y

[0017] 1los enlaces punteados ya pueden ser
enlaces sencillos o dobles;

[0018] con la condicidén de que, en un compuesto
particular, si R;, Ri', Rz, Ri, R Y R cada uno eon un

dtomo de hidrégeno, entonces no es cierto que X; y X2 cada
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uno son un dtomo de oxigeno y R¢ ya es 3,3-dimetilbutil-
l-eno o un atomo de hidr6geno.

[0019] Los métodos comprenden las etapas de:

[0020] reaccionar una diacildicetopiperazina
con un primer aldehido, para producir un compuesto
intermediario; y

[0021] reaccionar el compuesto intermediario
con un segundo aldehido para producir la clase de
compuestos con la estructura genérica, en donde

[0022) el primer aldehido y el segundo aldehido
se eligen del grupo que consiste de
oxazolcarboxaldehido, imidazolcarboxaldehido, un
benzaldehido, derivados de imidazolcarboxaldehido, Yy
derivados de benzaldehido, de esta manera formando un
compuesto en donde

[0023] Los compuestos descritos tienen
estructura de la fSrmula (I) en donde:

[0024]) R,, R;, Y Rg, cada uno se eligen por
separado del grupo que consiste de un tomo de hidrégeno,
un &tomo de haldégeno y grupos C;-Cas alquilo saturado, C;-
Ca« alquenilo insaturado, c¢icloalquilo, cicloalquenilo,
alcoxi, cicloalcoxi, arilo, arilo gustituido,
hetercarilo, heterocarilo sustituido, amino, amino
sustituido, nitro, azido, nitro sustituido, fenilo, ¥y

fenilo sustituido, hidroxi, carboxi, -CO0-0-R,, ciano,
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alquiltio, alquilo halogenado incluyendo alquilo
polihalogenado, carbonilo halogenadt.:, Yy carbonile -CCO-
R,, en donde R, se elige de un &tomo de hidrégeno, un
4tomo de halégeno y grupos C;-Cizy alquilo saturado, C;-Cz
alquenilo insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo,
alcoxi, cicloalcoxi, arilo, arilo sustituido,
heterocarilo, heterocarilo -auatituido, amino, amino
sustituido, nitro, azido, nitro sustituido, fenilo, y
fenilo sustituido;

[0025] R;' y R;" #Be eligen independientemente
del grupo que consiste de un &tomo de hidrégeno, un &tomo
de halégeno y grupos C,-Czy alquilo saturado, Cy-Ca,
alquenilo insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo,
alcoxi, cicloalcoxi, arilo, arilo sustituido,
heteroarilo, heterocarilo sustituido, amino, amino
sustituido, nitro, azido, nitro sustituido, fenilo, y
fenilo sustituido, hidroxi, carboxi, -CO-0-R;, ciano,
alquiltio, alquilo halogenado incluyendo alquilo
polihalogenado, carbonilo halogenado, y carbonilo -CCO-
R;, en donde R; me elige de un &tomo de hidr6geno, un

dtomo de haldégeno y grupos C;-Cz¢ alquilo saturado, C;-Ca,

algquenilo insaturado, cicleoalquilo, cicloalquenilo,
alcoxi, cicloalcoxi, arilo, arilo pustituido,
heteroarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino
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éustituido, nitro, azido, nitro sustituido, fenilo, ¥y
fenilo sustituido;

[0026] Rz, Ri, y Rs cada uno por separado se
elige del grupo que congiste de un a&tomo de hidrSgeno, un
&tomo de halSgeno y grupoe C;-Ci; alquilo saturado, C;-Cia
alquenilo insaturado, acilo, cicloalquilo, alcoxi,
cicloalcoxi, arilo, arilo sustituido, heteroarilo,
hetercarilo sustituido, amino, amino sustituido, nitro, y
nitro sustituido, grupo sulfonilo y sulfonilo sustituido;

[0027] X; y X, se eligen por separado del grupo
que consiste de un &tomo de oxigeno, un &tomo de
nitrégeno y un dtomo de azufre, cada uno ya sustituido o
gin sustituir con un grupo Rs; como sBe definié
anteriormente;

[0028] Y se elige del grupo que consiste de un
dtomo de nitrSgeno, un &tomo de nitrSgeno sustituido con
un grupo Rs de los anteriores, un &4tomo de oxigeno, un
dtomo de azufre, un &tomo de azufre oxidado, un grupo
metileno y un grupo metileno sustituido;

[0029] n es un entero igual a cero, uno o dos;

[0030] Z, por cada n separada, si no es cero, y
21, Z2, 23 Y Z, cada una se elige por separado de un &tomo
de carbono, un &tomo de azufre, un &tomo de nitrdgeno o

un tomo de oxigeno; y
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[0031] los enlaces punteados ya pueden ser
enlaces sencillos o dobles.

[0032] En modalidades preferidas del compuesto
y método, el imidazolcarboxaldehido es 5-(1,1-dimetil-2-
etil) imidazol-4-carboxaldehido Y el benzaldehido
comprende un solo grupo metoxi. Modalidades preferidas
adicionales de los compuestos aqui descritoe incluyen
compuestos que tienen wun grupo t-butilo, un grupo
dimetoxi, un grupo cloro, y un grupo metiltiofeno, y
métodoa para producir estos compuestos aei como
compuestos descritos en las Tablas 2, 3 y 4 asi como
métodoa para producir estos compuestos.

[0033] También se describen métodos Y
materiales para tratar tejido neopléstico y evitar
cénceres o infeccién por hongos patogénicos. Estos
métodos y materiales son particularmente bien adecuados
para tratamiento de sujetos mamiferos, méis
particularmente humanos involucran administrar al sujeto
una deshidrofenilahigtina o© s8u andlogo. El método
comprende administrar al sujeto una composici6n que
comprende una cantidad efectiva antitumor o antifungal de
una deshidrofenilahistina o su andlogo.

[0034] Adicionales modalidades se refieren a
métodos para tratar una condicién en un animal, estos

métodos pueden incluir administrar al animal un compuesto
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como se describe aqui, en una caritida.d que es efectiva
para reducir proliferacifn vascular o en una cantidad que
es efectiva para reducir densidad wvascular. Condiciones
ejemplares incluyen neoplasma, tales como cénceres, asi
como otras condiciones asociadas con o que se basan en
vascularizacién, incluyendo por ejemplo inflamacién
inmune y no inmune, artritis reumatoide, reumatismo
articular crénico, soriasis, retinopatia diabética,
glaucoma neovascular, retinopatfa prematura, degeneracién
macular, rechazo de injerto cbrneo, fibroplasia
retrolental, rubeosis, proliferacié6n capilar en placas
ateroescleréticas, osteoporosis, y semejantes. En
algunas modalidades, la enfermedad no es céncer.

[0035] Otras modalidades se refieren a métodos
para inducir colapso vascular en un animal. Los métodos
pueden incluir tratar al animal con una cantidad
terapéuticamente efectiva de un compuesto de la Férmula
(I) comoc se describe aqui, por ejemplo. La cantidad
terapéuticamente efectiva del compuesto puede provocar
despolimerizacién de tubulina en la vasculatura.

[0036] De preferencia el animal puede ser un
humano. De preferencia la enfermedad puede ser un tumor,
una retinopatia diabética, una degeneracién mascular
relacionada con la edad y semejantes. En algunos

aspectos la enfermedad no es céncer o cédncer puede ser
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excluido especificamente de 1los métodos y usos. De
preferencia, el compuesto es KPU-02.

[0037] Todavia modalidades adicionales se
refieren a composiciones farmacéuticas para tratar o
evitar proliferaci6tn vascular, que comprenden una
cantidad farmacéuticamente efectiva de un compuesto aqui
descrito junto con un portador farmacéuticamente
aceptable del mismo. La proliferacién vascular puede ser
un 8eintoma de una enfermedad, por ejemplo céncer,
degeneracién macular relacionada a la edad y retinopatia
diabética.

[0038] Algunas wmodalidades s8e refieren a
métodos para hacer blanco preferencial en vasculatura de
tumor sobre vasculatura de tejido que no ee de tumor. Los
métodos pueden incluir la etapa de administrar a un
animal, de preferencia un humano, un compuesto que tiene
de estructura la F6rmula (I) como aqui se describe. El
tejido que no es de tumor puede ser por ejemplo piel,
misculo, cerebro, rifién, corazén, bazo, intestino y
semejantes. La vasculatura de tumor puede hacerse
preferencialmente diana sobre la musculatura que no es
tejido de tumor, por ejemplo en aproximadamente 10%, 20%,
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% y 90%.

[0039] Otras modalidades se refieren a métodos

para hacer diana preferencial a vasculatura de tumor
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frente a vasculatura de tejido que no es de tumor, estos
métodos pueden incluir administrar a un animal un agente
que de preferencia hace blanco o diana con vasculatura de
tumor sobre la vasculatura que no es tejido de tumor.

[0040] Adicionales modalidades se refieren a
usos de un compuesto que tiene 1la estructura de 1la
F6rmula (I) en la preparacién de un medicamento para el
tratamiento de wuna condicién asociada con vasculatura
incrementada © que se basa en vasculatura. En algunos
aspectos, la condicién puede ser céncer, mientras que en
otros tipos particulares de céncer o todos los canceres
se excluyen especificamente. La condicién puede ser
cualquier otra asociada con hipervascularizacién,
asociada con vasculatura © que se basa en vasculatura.
Ejemplos incluyen inflamaci6én inmune y no inmune,
artritis reumatoide, reumatismo articular crénico,
soriasis, retinopatia diabética, glaucoma neovascular,
retinopatia prematura, degeneracién macular, rechazo de
injerto cérneo, fibroplasia retrolental, rubeosis,
proliferacién <capilar en placas atercescleréticas,
osteoporosis, y semejantes.

Breve Descripcién de los Dibujos

[0041] Los dibujos acompafiantes que se
incorporan en y forman parte de 1la especificacifn,

simplemente ilustran ciertas modalidades preferidas de la
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presente invencién. Junto con el resto de la
especificacién, se pretende que egirvan para explicar
modos preferidos para producir ciertos compuestos de la
invencifn a aquellos con destreza en la especialidad. En
los dibujos:

[0042] ILa Figura 1 ilustra un eequema de
reaccién para producir deshidrofenilahistina al
reaccionar una diacil@dicetopiperazina 1 con un
imidazolcarboxaldehido 2 para producir un compuesto
intermedio 3 que Be reacciona con un benzaldehido 4 para
producir una deshidrofenilahistina.

[0043] La Figura 2 ilustra el perfil HPLC de la
deshidrofenilahistina cruda sintética.

[0044] Ia PFigqura 3 ilustra un esquema de
reaccién para producir deshidrofenilahistina al
reaccionar una diacildicetopiperazina 1 con un
benzaldehido 4 para dar por resultado un compuesto
intermedio 17 que se reacciona con un
imidazolcarboxaldehido 15 para producir una
deshidrofenilahistina.

[0045] La Figura 4 ilustra el perfil HPLC de la
tBu-deshidrofenilahistina sintética cruda producida por

la Ruta A y la Ruta B.
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[0046] La Figura 5 i1lustra dos estrategias de
modificacién para deshidroPLH para actividad citotéxica
potente.

[0047] La Figura 6 ilustra la conformacién
putativa activa de deshidroPLH en la porcién fenilo.

[0048) La PFigura 7 1lustra metabolismo de
Citocromo P450 de fenilahistina.

[0049) La Figura 8 ilustra la migracién Z-E de
tBu-deshidroPLH.

[0050]) La Figura 9 ilustra la seintesis e imagen
de pro-droga de acil-E-tBu-deshidroPLH.

[0051] La Figura 10 ilustra el gradiente de
temperatura de 3-Z-benziliden-6-[5"-(1,1-dimetilalil)-1H-
imidazol-4"-Z-ilmetilen] -piperazin-2,5-~diona.

[0052] La Figura 11 ilustra el gradiente de
temperatura de 3-Z-benziliden-6-(5"-ter-butil-1H-
imidazol-4"-Z-ilmetilen) -piperazin-2, 5-diona.

[0053] ILa Figura 12 ilustra el efecto de KPU-2,
KPU-35 y t-butil-fenilahistina, en comparacién con
colchicina y taxol en permeabilidad de monocapa HUVEC a
FITC-Dextran.

[0054] La Figura 13 ilustra el efecto de KPU-2
solo y en combinacién con CPT-11 en crecimiento de tumor
estimado en el modelo de Xenoinjerto de Tumor de Colon

Humano HT-29.
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[0055] La Figura 14 ilustra el efecto de KPU-2
solo y en combinacién con CPT-11 en el peso de tumores
cortados en la autopsia en ratones individuales en el
modelo de Xenoinjerto de Tumor de Colon Humano HT-29.

[0056] La Figura 15 ilustra el efecto de KPU-2
Bolo y en combinacién con CPT-11 en crecimiento de tumor
estimado en el modelo de Xenocinjerto de Tumor de Colon
Humano HT-29.

[0057] La Figura 16 ilustra el efecto de KPU-2
solo y en combinacifn con CPT-11 en el peso de tumores
cortados en la autopsia en ratones individuales en el
modelo de Xenoinjerto de Tumor de Colon Humano HT-29.

[0058] l.a Figura 17 ilustra los efectos de: A.
KPU-2, B. KPU-35 y C. t-butil-fenilahistina solo y en
combinacién con CPT-11 en crecimiento de tumor estimado
en el modelo de Xenoinjerto de Tumor de Colon Humano HT-
29.

[0059] La Figura 18 ilustra los efectos de A.
KPU-2, B. KPU-35 y C. t-butil-fenilahistina solo y en
combinacién con CPT-11 en el peso de tumores cortados en
la autopsia en ratones individuales en el modelo de
Xenoinjerto de Tumor de Colon Humano HT-29.

[0060] La Figura 19 ilustra los efectos de KPU-

2 Bolo y en combinacién con CPT-11 en crecimiento de
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tumor y en el modelo de Xenoinjerto de Tumor de Colon
Humano HT-29: comparacifén de tres estudios.

{0061] La Figura 20 ilustra loe efectoe de KPU-
2 solo y en combinacién con CPT-11 en pesos de tumor
final en el modelo de Xenoinjerto de Tumor de Colon
Humano HT-29: comparacién de trees estudios.

[0062] La Figura 21 ilustra los efectos de KPU-
2 solo o en combinacién con Taxotere en crecimiento de
tumor estimado en el modelo de Xenocinjerto de Tumor de
Pré6stata Humana DU-145.

[0063] La Figura 22 ilustra los efectos de A.
KPU-2, B. KPU-35 y C. t-butil-fenilahistina solos y en
combinacién con Taxotere en el crecimiento de tumor
estimado con base en observaciones realizadas durante la
porcién en vida del modelo de Xenoinjerto de Tumor de
Pr6stata Humana DU-145.

[0064] La Figura 23 ilustra los efectos de KPU-
2 solo y en combinaci6n con Taxotere en pesos de tumor
cortados individuales en la autopsia en el modelo de
Xenoinjerto de Tumor de Pr&stata Humana DU-145.

[0065] La Figura 24 ilustra los efectos de KPU-
35 solo y en combinacién con Taxotere en pesos de tumor
cortadoe individuales en la autopsia en el modelo de

Xenoinjerto de Tumor de Préstata Humana DU-145.
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[0066] La Figura 25 ilustra los efectos de A.
KPU-2, B. KPU-35 y C. t-butil-fenilahistina solo y en
combinacién con Taxotere en modelo de Xenoinjerto de
Tumor de Pecho Humano MCF-7.

[0067] La Figura 26 ilustra los efectos de KPU-
2 solo y en combinacién con Taxotere en crecimiento de
tumor estimado en el modelo de Xenoinjerto de Tumor
Pulmonar Humano A5489.

[0068] La Figura 27 ilustra los efectos de KPU-
2 golo y en combinacién con Taxotere en los pesos de
tumor cortado en la autopsia en el modelo de Xenoinjerto
de Tumor de Pulmén Humano A549.

[0069] La Figura 28 ilustra los efectos de KPU-
2 solo y en combinacién con Paclitaxel en el peso de
tumor estimado en la almohadilla o paniculo graso mamario
murino implantado del modelo de Tumor de Pecho Humano
MDA-231.

[0070] La Figura 29 ilustra los efectos de A.
KPU-2, B. KPU-35 y C. t-butil-fenilahistina solos y en
combinacién con Paclitaxel modelo de Tumor Metast&sico
B16 F10 de Melanoma Murino.

[0071] La Figura 30 ilustra efectos de KPU-35 y
KPU-02 en vasculatura de tumor en la cémara del pliegue

dérmico doreal de la Figura 30.
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[0072] La Figura 31 ilustra el efecto de KPU-02
en combinacién con CPT-11 en el peso de tumor estimado en
el modelo de Xenoinjerto de Tumor de Colon Humano HT-29.

[0073] La Figura 32 ilustra efecto de KPU-02 en
combinacién con CPT-11 en el peso de tumor cortado en el
modelo de Xenoinjerto de Tumor de Colon Humano HT-29.

[0074] La Figura a3 ilustra rapida
despolimerizacifn de tubulina en células HuVEC inducida
por KPU-02 y KPU-35.

[0075] La Figura 34 ilustra efecto de KPU-02 en
permeabilidad de monocapa en células en HuVEC.

[0076] La Figura 35 ilustra el efecto de KPU-02
en flujo de sangre de tumor en el modelo de sarcoma de
rata P22 utilizando la técnica 125I-IAP.

[0077] La Figura 36 ilustra el efecto de KPU-02
15 mg/kg IP (expresado como % de control de vehiculo) en
flujo de sangre en diferentes tejidos 1 y 24 horas
posteriores a la dosis.

[0078] La Figura 37 ilustra la necrosis de
tumor inducida por KPU-02 7.5 y 15.0 mg/kg IP en el
modelo de sarcoma de rata P22.

[0079] La Figura 38 cita 1la actividad de
diversos derivados tBu-deshidro-PLH en células HT-29.

[0080] La Figura 39 ilustra andlisis 3D

QSAR (CoMFA) de derivadoe tBu-deshidro-PLH.
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[0081] La Figura 40 ilustra andlisis
cromatografico de rayos X de derivados tBu-deshidro-PLH.

[00B2)] La Figura 41 ilustra 1la actividad
biolégica de diversos derivados de fenilahistina
comparados con colchicina.

[0083] La Figura 42 ilustra el efecto en avance

- de ciclo celular de células HeLa por tBu-deshidro-PLH

(KPU-2) y KPU-35.

[0084] La Figura 43 ilustra el efecto de
deshidro-PLH y tBu-deshidro-PLH (KPU-2) en lineas de
células de tumor sensibles a droga y resistentes a droga
en comparacién con paclitaxel.

[0085] La Figura 44A ilustra espectros de
turbidez de polimerizacién de proteina de microtibulos en
la presencia de vehiculo de droga DMSO (¢), 1. 25 pM (O),
2.5 uM (a), ¥ 5 uM (o) KPU-02.

[0086] La Figura 44B ilustra espectros de
turbidez de polimerizacién de proteina de microtibulos en
la presencia de vehiculo de droga DMSO (¢), 1.25 uM (o),
2.5 uM(=), Y 5 uM (O) CA4.

[0087] La Figura 44C 1ilustra espectros de
turbidez de polimerizacién de proteina de microtiibulos en
la presencia de vehficulo de droga DMSO (0), 1.25 uM (o),

2.5 uM (a), ¥ 5 uM (O) CLC.
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[0088] La Figura 45 ilustra inhibicién de MT en
la ausencia o presencia de un intervalo de
concentraciones de KPU-02 (0), CA4 (o), y colchicina (9).

[0089] La Figura 46A ilustra histogramas de
frecuencia de 1longitudes promedio de microtGbulos in
vitro en estado estable en la presencia de KPU-02.

[0090] La Figura 46B ilustra histogramas de
frecuencia de 1longitudes promedio de microtGbulos inm
vitro en estado estable en la presencia de CA4.

[0091] La Figura 46C ilustra histogramas de
frecuencia de longitudes promedio de microtibulos in
vitro en estado estable en la presencia de CLC.

[0092] ILa Figura 47A ilustra microfotografias
de electrones de microtfibulos ricos en MAP formados in
vitro en estado estable en la presencia de KPU-02.

[0093] La Figura 47B ilustra microfotografias
de electrones de microttibulos ricos en MAP formados in
vitro en estado estable en la presencia de CA4.

[0094] La Figura 47C ilustra microfotografias
de electrones de microt(bulos ricos en MAP formados in
vitro en estado estable en la presencia de CLC.

[0095] La Figura 48 ilustra un resumen gréfico
de disminucién de longitud de MT en estado estable en la

presencia de KPU-02, CA4, y colchicina.
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[0096] La Figura 49A ilustra espectros de
emisién de fluorescencia de tubulina en la presencia de
KPU-02 creciente,

[0097] La Figura 49B ilustra un ajuste miximo
de emisidn de florescencia a 487 nm para obtener Ka de
tubulina para KPU-02. El ingerto iluetra residuos.

[0098] La Figura 49C ilustra transformacién
doble reciproca de los datos de enlace.

[0099] La Figura 50 ilustra los resultados
grificos de un ensayo de inhibicién competitivo de enlace
colchicina a tubulina con diversae concentraciones de
[*H]ICLC en la ausencia (¢), o presencia de KPU-02 10 uM
(0) o CA4 10 uM (o).

[0100] La Figura 51 ilustra curvas de respuesta
log [compuesto] para inhibicién de avance mitético por
KPU-02, CA4, y CLC en células MCF7 cultivadas en la
presencia de KPU-02 (0), CA4 (o), y colchicina (0).

[0101] La Figura 52 ilustra imigenes de
microscopia de inmunofluorescencia de células MCF7. a-d:
Tubulina en control- (a) Tubulina en control, Células
tratadas con (b) KPU-02, (c) CA4, y (d) CLC; e-h : ADN en
control- (e) ADN en control, células tratadas con(f) KPU-

02, (g) ca4, y (h) CLC.
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[0102] La Figura 53A ilustra imfigenes de
microscopia de inmunofluorescencia de células MCF7
tratadas con KPU-02.

[0103] La Figura 53B ilustra imigenes de
microscopia de inmunofluorescencia de células MCF7
tratadas con CA4.

[0104] La PFigura 53C ilustra imdgenes de
microscopia de inmunofluorescencia de células MCF7
tratadas con CLC.

[0105] La PFigura 54A ilustra imigenes de
microscopia de inmunofluorescencia de células MCF7
tratadas con KPU-02.

[0106] La PFigura 54B ilustra imigenes de
microscopia de inmunofluorescencia de células MCF7
tratadas con CA4.

[0107] La Figqura 54C ilustra imédgenes de
microscopia de inmunofluorescencia de células MCF7
tratadas con CLC.

[0108] En ciertas Figuras, se identifican
compuestos wutilizando una designacién alterna. Un
diagrama completo para convertir estas designaciones

alternas es como sigque:

Designacién alterna Designacién agui empleada

NPI-2350 (-)-fenilahistina
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Dosignaci&n alterna

Designacién aqui empleada

NPI-2352 KPU-01
NPI-2353 KPU-03
NPI-2354 KPU-04
NPI-2355 KPU-05
NPI-2356 KPU-06
NPI-2357 KPU-07
NPI-2358 KPU-02
NPI-2359 KPU-08
NPI-2360 KPU-09
NPI-2361 KPU-10
NPI1-2362 KPU-11
NPI-2363 KPU-12
NPI-2364 XPU-13
NPI-2365 KPU-14
NPI-2366 KPU-15
NPI-2367 KPU-16
NPI-2368 KPU-17
NPI-2369 KPU-18
NPI-2370 KPU-19
NPI-2371 KPU-21
NPI-2372 KPU-22
NPI-2373 KPU-23
NPI-2374 KPU-24
NPI-2375 KPU-25




Dos:l.gnaeién alterna

Designacién aqui empleada

NPI-2376 KPU-28
NPI-2377 KPU-26
NPI-2378 KPU-27
NPI-2379 KPU-29
NPI-2380 KPU-20
NPI-2381 KPU-30
NPI-2382 KPU-31
NPI-2383 KPU-32
NPI-2384 KPU-33
NPI-2385 KPU-34
NPI-2386 KPU-35
NPI-2387 KPU-36
NPI-2388 KPU-37
NPI-2389 KPU-38
NPI-23390 KPU-39
NPI-2391 KPU-40
NPI-2392 KPU-41
NPI-2393 KPU-42
NPI-2354 KPU-43
NPI-2395 KPU-44
NPI-2396 KPU-45
NPI-2397 KPU-46
NPI-2398 KPU-47
NPI-2399 KPU-48

s



Des:l.gnacién alterna

Designacién aqui empleada

NPI-2400 KPU-49
NPI-2401 KPU-50
NPI-2402 KPU-51
NPI-2403 KPU-52
NPI-2404 KPU-53
NPI-2405 KPU-54
NPI-2406 KPU-55
NPI-2407 KPU-56
NPI-2408 KPU-57
NPI-2409 KPU-58
NPI-2410 KPU-59
NPI-2411 KPU-60
NPI-2412 KPU-61
NPI-2413 KPU-62
NPI-2414 KPU-63
NPI-2415 KPU-64
NPI-2416 KPU-65
NPI-2417 KPU-66
NPI-2418 KPU-67
NPI-2419 KPU-68
NPI-2420 KPU-69
NPI-2421 KPU-70
NPI-2422 KPU-71
NPI-2423 KPU-72

é0
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Designac i6n alterna

Designacién aqui empleada

NPI-2424 KPU-73
NPI-2425 KPU-74
NPI-2426 KPU-75
NPI-2427 KPU-76
NPI-2428 KPU-77
NPI-2429 KPU-79
NPI-2430 KPU-80
NPI-2431 KPU-81
NPI-2432 KPU-82
NPI-2433 KPU-83
NPI-2434 KPU-84
NPI-2435 KPU-86
NPI-2436 KPU-87
NPI-2437 KPU-88
%PI-2438 KPU-89
NPI-2438 KPU-30
NPI-2440 KPU-91
NPI-2441 KPU-92
NPI-2442 KPU-80
NPI-2455 KPU-94
NPI-2456 KPU-95
NPI-2457 KPU-96
NPI-2458 KPU-97
NPI-2459 KPU-98

g/
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Desigggci&n alterna Desigpaci&n agui empleada

NPI-2460 t-butil fenilahistina

Descripcibdn Detallada de la Modalidad Preferida

[0109] Cada referencia aqui citada, incluyendo
las patentes de los E.U.A. aquil citadas, habri de
considerarse incorporada por referencia totalmente en
esta egpecificacién, en toda la extensién permitida por
la ley. La solicitud de patentes de loes E.U.A. NGmero de
Serie 10/632,531, y la solicitud de patente PCT NGmero de
Serie PCTUS03/24232, ambas presentada sen agosto 1, 2003,
y ambas con titulo, "DEHYDROPHENYLAHISTINS AND ANALOGS
THEREOF AND THE SYNTHESIS OF DEHYDROPHENYLAHISTINS AND
ANALOGS THEREOF'" @ge incorporan aqui por referencia
totalmente.

[0110) La descripcién proporciona métodos para
la preparacién sintética de compuestos, incluyendo
compuestos novedosos, incluyendo deshidrofenilahistina y
anilogos de deshidrofenilahistina, y proporciona métodos
para producir inhibidores de ciclo celular
farmacéuticamente aceptables, agentes antitumor y agentes
antifungales en rendimiento relativamente alto, en donde
los compuestos y/o sus derivados estin entre los
ingredientes activos en estos inhibidores de ciclo

celular, agentes antitumor y agentes antifungales. Otros
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objetos incluyen el proporcionar compuestos novedosos que
no se obtienen por métodos actualmente disponibles, no
gintéticos. También un objeto es proporcionar método para
tratar céncer, particularmente céncer humano, gque
comprende la etapa de administrar wuna cantidad
inhibitoria de crecimiento de tumor efectiva de un
miembro de una clase de nuevos compuestos antitumor. Esta
invencién también proporciona un método para evitar o
tratar un hongo patogénico en un sujeto que involucra
administrar al sujeto una cantidad antifungal efectiva de
un miembro de lna clase de nuevos compuestos
antifungales, por ejemplo administrar una
deshidrofenilahistina o su andloge en una cantidad y
manera que proporcione el efecto antifungal pretendido.
En la modalidad preferida de los compuestos y métodos
para producir y utilizar estos compuestos aqui descritos,
pero no necepariamente en todas las modalidades de la
presente invencién, estos objetivos se satisfacen.

[0111] Aqui se describen también compuestos y
métodos para producir una clase de compuestos en donde

los compuestos se representan por la F6érmula (I):
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] R_1' x R4
21 !
ZI%\ l‘!z)nRz\N AN v—Fs
e NN N N=
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[0112] en donde:

[0113] Ri, Rs, cada uno se elige por

Y R‘l
separado el grupo que consiste de un &tomo de hidrégeno,

un &tomo de halégeno y C;-Cz alquilo saturado, C;-Ca

alquenilo ineaturado, cicle alquilo, cicloalquenilo,

alcoxi, cicloalcoxi, arilo, arilo sustituido,

heteroarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino

sustituido, nitro, azido, nitro sustituido, fenilo, y

fenilo sustituido, grupos hidroxi, carboxi, -CO-0-Rq,

ciano, alquiltio, alquilo halogenado que incluye alquilo

polihalogenado, carbonilo
R;, en donde R, Be elige
dtomo de halégeno y Ci1-Cas
alquenilo insaturado,
alcoxi, cicloalcoxi,
heterocarilo,
sustituido, nitro,

fenilo sustituido;

heteroarilo

azido,

halogenado, y carbonilo -CCO-

de un &tomo de hidrégeno, un

alquilo saturado, grupos C;-Ca,

cicloalquilo, cicloalquenilo,
arilo, arilo guatituido,
sustituido, amino, amino

nitro sustituido, fenilo, y

8¢
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[0114] R,' y R;" Be elige independientemente del
grupo que consiste de un &tomo de hidrégeno, un &tomo de

halégeno, y grupos C;-Cz¢q alquilo saturado, C;-Cz,

alquenilo insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo,
alcoxi, cicloalcoxi, arilo, arilo gustituido,
hetercarilo, heterocarilo sustituido, amino, amino

sustituido, nitro, azido, nitro sustituido, fenilo, ¥y
fenilo sustituido, hidroxi, carboxi, -CO-0O-R,;, ciano,
alquiltio, alquilo halogenado incluyendo alquilo
polihalogenado, carbonilec halogenado, y carbonilo -CCO-
R;, en donde R, se elige de un &tomo de hidr6geno, un

dtomo de halégeno y C;-Cas alquilo saturado, C;-Ca

alquenilo insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo,
alcoxi, cicloalcoxi, arilo, arilo sustituido,
hetercarilo, heteroarilo sgustituido, amino, amino

sustituido, nitro, azido, nitro sustituido, fenilo, Yy
fenilo sustituido;

[0115] R, R1' y R1" vya estén ligados
covalentemente entre si o no;

{0116] R;, Ri3, Y Rs cada uno se eligen por
separado del grupo que consiste de un &tomo de hidrégeno,
un &tomo de haléSgeno y grupos C;-Cia alquilo, C;-Ciz
algquenilo insaturado, acilo, cicloalquilo, alcoxi,
cicloalcoxi, arilo, arilo sustituido, hetercarilo,

heteroarilo sustituido, amino, amino sustituido, nitro, y
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nitro sustituido, grupos sulfonilo Y sulfonilo
sustituido;

[0117) X; Y X; se eligen por separado del grupo
que consiste de un &tomo de oxigeno, un &tomo de
nitrégeno y un &tomo de azufre, cada uno ya sea s8in
gpustituir o sustituido con un grupo Rs como se definié
anteriormente;

[0118] Y se elige del grupo que consiste de un
dtomo de nitrégeno, un 4tomo de nitrégeno sustituido con
un grupo Rs de la parte superior, un &tomo de oxigeno, un
dtomo de azufre, un &tomo de azufre oxidado, un grupo
metileno y un grupo metileno sustituido;

[0119] n es un entero igual a cero, uno o dos;

[0120] Z, por cada n separada, si no es cero, y
Z:, 22, 2y y 2, cada uno se eligen por separado de un
Stomo de carbono, &4tomo de azufre, dtomo de nitrSgeno o
dtomo de oxigeno; y

[0121] los enlaces punteados ya pueden ser
enlaces sencillos o dobles.

[0122] El método comprende las etapas de:

[0123) reaccionar una diacildicetopiperazina
con un primer aldehido para producir un compuesto

intermediario; y

gb
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[0124] reaccionar el compuesto intermediario
con un pegundo aldehido para producir 1la clase de
compuestos con la estructura genérica, en donde

[0125) el primer aldehido y el segundo aldehido
se eligen del grupo que consiste de un
oxazolcarboxaldehido, imidazolcarboxaldehido, un
benzaldehido, derivados de imidazolcarboxaldehido, vy
derivados de benzaldehido, de esta manera formando un
compuesto de la F6rmula (I) en donde:

[0126] R;, Ry, Yy Rg¢, cada uno se eligen por
separado del grupo que consiste de un Stomo de hidrégeno,
un 4tomo de halégenoc y grupos C;-Cay alquilo saturado, C;-
Ca« alquenilo insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo,
alcoxi, cicloalcoxi, arilo, arilo sustituido,
heteroarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino
sustituido, nitro, azido, nitro sustituido, fenilo, vy
fenilo sustituido, hidroxi, carboxi, -CO0-0-R;, ciano,
alquiltio, alquilo halogenado incluyendo alquilo
polihalogenado, carbonilo halogenado, y carbonilo -CCO-
R;, en donde R, se elige de un &tomo de hidr6geno, un

dtomo de halSgeno y grupos C;-Ca, alquilo saturado, C;-Ci,

alquenilo insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo,
alcoxi, cicloalcoxi, arilo, arilo sustituido,
heterocarilo, heterocarilo gustituido, amino, amino

37
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sustituido, nitro, azido, nitro sustituido, fenilo, ¥y
fenilo sustituido;

[0127] R;,' y R;" se eligen independientemente
del grupo que consiste de un &tomo de hidrégeno, un &tomo
de halégeno y grupos C,-Ciy alquilo saturado, C;~Cjq
alquenilo insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo,
alcoxi, cicloalcoxi, arilo, arilo sustituido,
heteroarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino
sustituido, nitro, azido, nitreo sustituido, fenilo, vy
fenilo sustituido, hidroxi, carboxi, -C0-0-R;, ciano,
alquiltio, alquilo halogenado incluyendo alquilo
polihalogenado, carbonilo halogenado, y carbonilo -CCO-
R;, en donde R; se elige un Atomo de hidrSgeno, un &tomo
de halégeno y grupoe C;-C3y alquilo saturado, C;-Cy
alquenilo insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo,
alcoxi, cicloalcoxi, arilo, arilo sustituido,
heterocarilo, hetervarilo gustituido, amino, amino
sustituido, nitro, azido, nitro sustituido, fenilo, vy
fenilo sustituido;

[0128] Rz, Ra, Yy R; cada uno por separado se
elige del grupo que consiste de un &tomo de hidrégeno, un
dtomo de halégenoc y grupos C;-Ciz alquilo saturado, Ci-Cia
alquenilo insaturado, acilo, cicloalquilo, alcoxi,

cicloalcoxi, arilo, arilo gustituido, hetercarilo,

z¥



10

15

as

heteroarilo sustituido, amino, amino sustituido, nitro, y
nitro sustituido, grupo sulfonilo y sulfonilo sustituido;

[0129] X, Y X; se eligen por separado del grupo
que consiste de un &tomo de oxigeno, un &tomo de
nitrégeno y un atomo de azufre, y

[0130] Y se elige de un grupo que consiste de
un &tomo de nitrSgeno, un &tomo de nitrSgeno sustituido
con un grupo Rs de loe anteriores, un &tomo de oxigeno, un
tomo de azufre, un &atomo de azufre oxidado, un grupo
metileno y un grupo metileno sustituido;

[0131] Z, por cada n separada, si no es cero, y
Z1, 22, 23 y Z, cada uno se elige por separado de un &tomo
de carbono, un &tomo de azufre, un atomo de nitrSgeno o
un dtomo de oxigeno; y

[0132] 1los enlaces punteados ya pueden ser
enlaces sencillos o dobles.

[0133] También se proporcionan sales
farmacéuticamente aceptables y é&steres pro-droga de los
compuestos de las F6rmulas (I) y (II) y se proporcionan
métodos para simplificar esos compuestos por los métodos
aqui descritos.

[0134] El término néater pro-droga®
especialmente con referencia a un éster pro-droga del
compuesto de la F6rmula (I) sintetizado por los métodos

aqui descritos, se refiere a un derivado quimico del
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compuesto que se transforma r&pidamente in vivo para dar
por resultado el compuesto, por ejemplo por hidrélisis en
sangre © tejidos internos. El término "éster pro-droga®
pe refiere a derivados de los compuestos aqui descritos
formados por la adicién de cualquiera de varios grupos
formadores de éster que se hidrolizan bajo condiciones
fisiolégicas. Ejemplos de grupos éster pro-droga
incluyen pivaloiloximetilo, acetoximetilo, ftalidilo,
indanil y metoximetilo, asi como otros grupos semejantes
conocidos en la técnica, incluyendo un grupo (5-R-2-oxo-
1, 3- dioxolen-4-il)metilo. Otros ejemplos de grupos
éster pro-droga pueden encontrarse por ejemplo en T.
Higuchi y V. BStella, en "Pro-drugs as Novel Delivery
Systems", Vol. 14, A. C. S. Symposium Series, American
Chemical Society (1975); y "Bioreversible Carriers in
Drug Design: Theory and Application", editado por E. B.
Roche, Pergamon Press: New York, 14-21 (1987)
(proporciona ejemplos de é&steres ttiles como pro-drogas
para compuestos que contienen grupos carboxilo}.

[0135] El1 término "é&ster pro-droga" como se
emplea aqui, también se refiere a un derivado quimico del
compuesto que se transforma rdpidamente in wvivo para dar
por resultado el compuesto, por ejemplo por hidr6lisis en
la sangre. El término "&éster pro-droga" se refiere a

derivados de los compuestos aqui descritos formados por
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la adicién de cualquiera de varios grupos formadores
éster que se hidrolizan bajo condiciones fisiolégicas.
Ejemplos de grupos éster pro-droga incluyen
pivoiloximetilo, acetoximetilo, £ftalidilo, indanilo y
metoximetilo, asi como otros de estos grupos conocidos en
la técnica, incluyendo un grupo (5-R-2-oxo-1, 3-dioxolen-
4-il) metilo. Otros ejemplos de grupos éster pro-droga
pueden encontrarse por ejemplo en T. Higuchi y V. Stella,
en "Pro-drugs as Novel Delivery Systems", Vol. 14, A. C.
8. Symposium Series, American Chemical Society (1975); y
"Bioreversible Carriers in Drug Design: Theory and
Application”, editado por E. B. Roche, Pergamon Press:
New York, 14-21 (1987) (proporcionan ejemplos de é&steres
Gtiles como pro-drogas para compuestos gque contienen
grupos carboxilo).

[0136] El término "gal farmacéuticamente
aceptable™, en especial cuando se refiere a una sal
farmacéuticamente aceptable del compuesto de la F&Srmula
(I) sintetizada por 1los métodos aqui descritos, se
refiere a cualesquiera sales farmacéuticamente aceptables
de un compuesto, y de preferencia se refiere a una sal de
adicién de &cido de un compuesto. Ejemplos preferidos de
una sal farmacéuticamente aceptable son las sales de
metales alcalinos (sodio o potasio), lae sales de metales

alcalino térreos (calcio o magnesio), o sales de amonio
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derivadas de amoniaco o de aminas orgéanicas

farmacéuticamente aceptables, por ejemplo C;-Cq
alquilamina, ciclohexilamina, trietanolamina,
etilendiamina o tris-{hidroximetil) -aminometano. Con

respecto a los compuestos sintetizados por el método que
gon aminas bédsicas, los ejemplos preferidos de sales
farmacéuticamente aceptables son sales de adicién de
4cido de &4cidos orgénicos o inorgénicos farmacéuticamente
aceptables, por ejemplo &cido hidrohéilico, sulfirico,
fosférico o &cido carboxilico o sulfénico, alifético o
aromitico, por ejemplo &cido acético, succinico, l&ctico,
milico, tartrico, citrico, ascérbico, nicotinico,
metansulfénico, p-toluensulfénico o naftalensulfdnico.
[0137] El término "sal farmacéuticamente
aceptable", como se emplea aqui, también se refiere a
cualesquiera sales farmacéuticamente aceptables de un
compuesto, y de preferencia se refiere a una sal de
adicién de &cido de un compuesto. Ejemplos preferidos de
sal farmacéuticamente aceptable son las sales de metal
alcalino (sodio o potasio), las sales de metal alcalino
térreo (calcio o magnesio), o sales de amonio derivadas
de amoniaco o de aminas orgénicas farmacéuticamente
aceptables, por ejemplo C1-Cy alquilamina,
ciclohexilamina, trietanolamina, etilendiamina o tris-

(hidroximetil) -aminometano. Con respecto a compuestos
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farmacéuticamente aceptables son sales de adicién de
cido de &cidos orginicos o inorginicos farmacéuticamente
aceptables, por ejemplo &cido hidrohdlico, sulfirico,
fosférico o &cido carboxflico o sulfénico alifdtico o
aromidtico, por ejemplo dcido acético, succinico, lactico,
milico, tartérico, citrico, asc6rbico, nicotinico,
metansulfénico, p-toluensulfénico o naftalensulfénico.

[0138] Composiciones farmacéuticas preferidas
aqui descritas incluyen sales farmacéuticamente
aceptables y ésteres pro-droga del compuesto de 1la
Férmula (I) sintetizado por el método aqui descrito. De
acuerdo con esto, 8i la fabricaciém de formulaciones
farmacéuticas involucra mezclado Intimo de los
excipientes farmacéuticos y el ingrediente activo en su
forma sal, entonces se prefiere el utilizar excipientes
farmacéuticos que no son bésicos, esto es ya son
excipientes acidicos o neutros.

[0139] En modalidades preferidas de los métodos
de los compuestos descritos aqui, puede formarse pseudo
eptructura de tres anillos, planar, relativamente rigida.
Para estabilizar esta estructura de pseudo tres anillos
planar relativamente rigida, R; de preferencia puede

seleccionarse que sea hidrégeno.
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[0140] En otras modalidades preferibles de los
compuestos y métodos aqul descritos, n es igual a cero o
uno, mis preferiblemente uno, y Zi, Z; y 2, y cada uno por
geparado se elige de un &4tomo de oxiIgeno, un &tomo de
nitrégeno, y un &tomo de carbono, méis preferiblemente al
menos uno de 2Z;, Z; y Z, es un &tomo de carbono y mis
preferiblemente al menos dos de 2Z;, 2 y Z, son un &tomo
de carbono. Todas las Z pueden seimultineamente ser
dtomos de carbono.

[0141] Todavia otras modalidades preferidas de
los métodos y composiciones aqui descritas involucran
compuestos que tienen las estructuras de las F6rmulas

(Ia) y (Ib), siguientes:

e
% "

[0142] en donde los grupos variables son como

se definen aqui.
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[0143]) El término "&tomo de halbgeno" como se
emplea aqui, significa cualquiera de loas &tomos radio-
estables de la columna 7 de la Tabla Peribédica de los
Elementos, es decir flGor, cloro, bromo o yodo,
prefiriéndose flGor y cloro.

[0144] El término Malquilo", como aqui se
emplea, significa cualquier hidrocarburo sin ramificar o
ramificado, substituide o no substituido, saturado,
prefiriéndose C,-Cs hidrocarburos sin ramificar,
saturados, 8in substituir, prefiriéndose con metilo,
etilo, isobutilo y ter-butilo. Entre los hidrocarburos
saturados substituidos, ¢C;-Cs¢ hidrocarburos saturados
mono- y di- y per-haléSgeno substituidoe e hidrocarburos
amino-substituidos se prefieren, prefiriéndose mis con
perflurometilo, perclorometilo, perfluoro-ter-butilo y
percloro-ter-butilo. El término "substituido" tiene su
significado ordinario, como se encuentra en numerocsas
patentes contemporéneas de la técnica relacionada. Ver,
por ejemplo, las patentes de los E.U.A. Nos. 6,583,143,
6,509,331; 6,506,787; 6,500,825; 5,922,683; 5,886,210;
5,874,443; y 6,350,759. Especificamente, la definicién
de substituir es tan amplia como lo dispuesto en la
patente de los E.U.A. No. 6,583,143, que define el
téxrmino substituido como cualesquiera grupos tales como

alquilo, arilo, arilalquilo, heteroarilo,
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heteroarilalquilo, heterociclo y heterocicloalquilo, en
donde al menos un &tomo de hidrégeno se reemplaza con un
substituyente. El1 término "substituido" también es tan
amplio como la definicién que se dispone de la patente de
los E.U.A. No. 6,509,331, que define el término "alquilo
substituido™ de manera tal que se refiera a un grupo
alquilo, de preferencia de 1 a 10 &tomos de carbono, que
tiene de 1 a 5 substituyentes y de preferencia de 1 a 3
substituyentes, seleccionados del grupo que consiste de
alcoxi, alcoxi substituido, cicloalquilo, cicloalquilo
substituido, c¢icloalquenilo, cicloalquenilc substituido,
acilo, acilamino, aciloxi, amino, amino substituido,
aminoacilo, aminoaciloxi, oxiacilamino, ciano, halégeno,
hidroxilo, carboxilo, carboxilalquilo, ceto, tioceto,
tiol, tioalcoxi, tiocalcoxi substituido, arilo, ariloxi,
heterocarilo, heterocariloxi, heterociclico, heterocicloxi,
hidroxiamino, alcoxiamino, nitro, --SO-alquilo, --8SO-
alquilo substituido, --S0-arilo, --SO-heteroarilo, --SO0;-
alquilo, --S80z;-alquilo substituido, --80;-arilo y -50:-
heterocarilo. Las otras patentes citadas anteriormente
también proporcionan definiciones estfndar para el
término ‘“substituido" que son bien entendidas por
aquellose con destreza en la técnica. El término
"cicloalquilo" se refiere a cualquier anhidrido

hidrocarburo no aromidtico, de preferencia que tiene cinco
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a doce &Atomos que comprenden el anillo. El término
"acilo" se refiere a grupos alquilc o arilo derivados de
un oxoédcido, con un grupo acetilo que se prefiere.

[0145] El término "alquenilo®, como se emplea
aqui, significa cualquier hidrocarburo insaturado, ein
ramificar o ramificado, substituido © s8in substituir,
incluyendo hidrocarburocs peoliinsaturados, con
hidrocarburos C;-C¢ no ramificados, mono-insaturados y di-
insaturados, sin substituir que s8se prefieren, e
hidrocarburos mono-insaturados, con substitucién di-
halégeno mis preferidos. En las posiciones R; y R( del
compuesto de la estructura (I) se prefiere
particularmente una porcidén z-isoprenilo. El término
"cicloalquenilo™ se refiere a cualquier anillo
hidrocarburo no aromitico, que de preferencia tiene cinco
a doce &tomos de carbono que comprenden el anillo.

[0146] Los términos varilo®, rarilo
substituido”, "heteroarilo" y "heterocarilo substituido®
como se emplean aqui, 8e refieren a anillos de
hidrocarburc aromitico, de preferencia que tienen cinco,
gseis o siete Atomos, y mas preferiblemente que tienen
seis &4tomos que comprenden el anillo. "Heterocarilo" y
"heterocarilo substituido", 8se refieren a anillos de

hidrocarburo aromidtico en donde al menos un heteroitomo,
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por ejemplo un &tomo de oxigeno, azufre o nitrSgeno, eaté
en el anillo junto con al menoe un &tomo de carbono.

[0147] E1 término '"alcoxi" 8e refiere a
cualquier é&ter no ramificado o ramificado, substituido o
s8in substituir, saturado o insaturado, con C;-C¢ éteres
sin ramificar, saturados, s8in substituir preferidos,
prefiriéndose metoxi, y también con dimetil, dietil,
metil-isobutil y metil-ter-butil también preferidos. El
término ‘"cicloalcoxi" se refiere a cualquier anillo
hidrocarburc no aromitico que de preferencia tiene cinco
a doce dtomos que comprenden el anillo.

[0148] Los términos "purificado”,
"gubstancialmente purificado", y T"aislado"™ como Be
emplean aqui, se refieren al compuesto que estd libre de
otros compuestos diferentes con los cuales el compuesto
se asocia normalmente en su estado natural, de manera tal
que el compuesto de la invencién comprende al menos 0.5%,
1%, 5%, 10%, o 20%, y mis preferiblemente al menos 50% o©
75% de la masa, en peso de una muestra determinada.

[0149] El1 compuesto de la F6rmula (I) puede
sintetizarse quimicamente o producirse a partir de
reactivos conocidos y disponibles en la técnica. Por
ejemplo, modificaciones de diacildicetopiperazina
(diacetildicetopiperazina) se han descrito, por ejemplo

por Loughlin y colaboradores, 2000 Biocorg Med Chem Lett
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10:91 o por Brocchini y colaboradores, en WO 95/21832.
La diacildicetopiperazina (diacetildicetopiperazina)
puede prepararse por ejemplo por diacetilacién de la 2,5-
piperazindiona econfmica (TCI Cat. No. G0100, 25 g) con
acetato de sodio y anhidrido de sodio. La estructura
diacetilo de la dicetopiperazina activada puede ser
reemplazada con otroe grupos acilo, para incluir
carbamatos tales como Boc (t-butoxicarbonilo), z
{benzoiloxicarbonilo) .

[0150] El imidazolcarboxaldehido puede
prepararse por ejemplo de acuerdo con el procedimiento
descrito en Hayashi y colaboradores, 2000 J Organic Chem

65:8402, como se ilustra a continuacién:

| B LDA CHyCHO — - fn , oau
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[0152] El método sintético aqui descrito de

preferencia puede realizarse en la presencia de carbonato

5 de cesio con una base en DMF y en una atmbSsfera de

desoxigenada. La atmSefera inerte supera la probable

oxidacién de atomos de carbono alfa-activados del anillo

dicetopiperazina durante el tratamiento con carbonato de

cesio (ver a continuacién) como se reporta, por ejemplo

10 por Watanabe y colaboradores, 18" Intermational Congress

of Heterocyclic Chemistry in Yokohama, Japan (30 July
2001), Abstract, pégina 225.
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Oxidacién con aire de Compuestos Carbonilo Activados con
Sales de Cesio

[0153] Otras modalidades del método sintético
involucran modificaciones a los compuestos empleados en o
de otra forma involucrados en la sintesis de compuestos
representados por la FSrmula (I). Estos derivados pueden
incluir modificaciones al anillo fenilo, introduccién de
otros sistemas de anillos aromidticos, posicifn del anillo
aromitico, alteraciones al sistema de anillo imidazol y/o
adicionales modificaciones a la posicién 5 en el anillo
imidazol. Ejemplos de estas modificaciones se discuten
por ejemplo en el Ejemplo 4. El resultado de estas
modificaciones incluye aumentar el contenido de nitrégeno
del anillo fenilo y/o el compuesto que puede incrementar
la 8solubilidad del compuesto. Otras modificaciones
pueden incorporar derivados de conocidos inhibidores de
tubulina, de esta manera imitando 1la actividad de los
inhibidores de tubulina. Otras modificaciones pueden
pimplificar la sintesis del beta-cetoéster involucrado en
la produccién del imidazolcarboxaldehfdo empleado en los
métodos aqui descritos.

Composiciones Farmacéuticas

[0154] La presente invencién también abarca los
compuestos aqui descritos, opcionalmente y de preferencia

producidos por los métodos aquil descritos, en
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composiciones farmacéuticas que comprenden un portador
farmacéuticamente aceptable preparado para almacenamiento
y subsecuente administracién, que tieneN una cantidad
farmacéuticamente efectiva de 1los productos descritos
anteriormente en un portador o] diluyente
farmacéuticamente aceptable. Portadores o diluyentes
aceptables para usoS terapéuticos son bien conocidos en
la técnica farmacéutica y se describen por ejemplo en
Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co.
(A. R. Gennaro edit. 1985). Conservadores,
estabilizantes, colorantes e incluso agentes saborizantes
pueden proporcionarse en la composicién farmacéutica.
Por ejemplo, benzoato de sodio, &cido ascérbico y ésteres
de &cido p-hidroxibenzoico, pueden agregarse como
conservadores. Ademfs, pueden emplearse antioxidantes y
agentes de suspensién.

[0155] Las composiciones de
deshidrofenilahistina o anflogo de deshidrofenilahistina
pueden formularse y emplearse como tabletas, cépsulas o
elixires para administracién oral; supositorios para
administracién rectal; soluciones estériles, suspensiones
para administracién inyectable; parches para
administracién transdérmica, y depSsitos sub-dérmicos Yy
semejantes. Loe inyectables pueden prepararse en formas

convencionales, ya sea como soluciones o suspensiones

jol
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liquidas, formas s6lidase adecuadas para solucién o
suspensién en liquido antes de inyeccién o infusibén, o
como emulsiones. Excipientes convenientes son por
ejemplo, agqua, salino, dextrosa, mannitol, lactosa,
lecitina, albGmina, glutamato de sodio, hidroclorurc de
cisteina, albGimina de suero humano y semejantes. Ademas,
8i se desea, las composiciones farmacéuticas inyectables
pueden contener cantidades menores de substancias
auxiliares no téxicas, tales como agentes humectantes,
agentes amortiguadores de pH y semejantes. Si se desea,
preparaciones que mejoran la absorpcién (por ejemplo,
liposomas) , pueden emplearse.

[0156] Formulaciones farmacéuticas para
adminietracién parenteral incluyen soluciones acuosas de
los compuestos activos en forma soluble en agua.
Adicionalmente, suspensiones de los compuestos activos
pueden prepararse como suspensiones de inyeccién
aceitosas apropiadas. Solventes o vehiculos lipofilicos
convenientes incluyen aceites grasos talee como aceite de

ajonjoli u otros aceites orgéinicos tales como soya,

" aceite de almendras o de toronja, o ésteres de &cidos

grasos sintéticos, tales como etiloleato o triglicéridos,
o liposomas. Suspensiones para inyeccifn acuosa pueden
contener substancias que aumentan la visecosidad de la

suspensién, tales como carboximetil celulosa sodio,

jod
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sorbitol o dextrano. Opcionalmente, la suspensién
también puede contener adecuados estabilizantes o agentes
que aumentan la solubilidad de 1loe compuestos, para
permitir la preparacién de soluciones altamente
concentradas.

[0157] Preparaciones farmacéuticas para uso
oral pueden obtener al combinar los compuestos activos
con excipienteS s6lidos, opcionalmente moliendo wuna
mezcla resultante y procesando la mezcla de gré&nulos,
después de agregar adecuados auxiliares, 8i se desea,
para obtener nlicleos de grageas o tabletas. Excipientes
convenientes son en particular rellenos tales como
azGcaresa, incluyendo lactosa, 8sacarosa, mannitel o
sorbitol; preparaciones de celulosa tales como por
ejemplo, almidén de mafz, almidén de trigo, almidén de
arroz, almidén de papa, gelatina, goma tragacanto, metil
celulosa, hidroxipropilmetil-celulosa,
carboximetilcelulosa de sodio y/o polivinilpirrolidona
{(PVP) . Si se desea, pueden agregarse agentes
desintegrantes, tales como polivinil pirrolidona
entrelazada, agar o &cido alginico o su sal tal como
alginato de sodio. Nficleos de grageas se proporconan con
revestimientos convenientes. Para este propdsito, pueden
emplearse soluciones de azlcar concentrada, que

opcionalmente pueden contener goma arébiga, talco,
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polivinil pirrolidona, gel de carbopol, polietilen glicol
y/o diéxido de titanio, soluciones de laca y solventes
orgdnicos convenientes o mezclas de solvente. Pueden
agregarse colorantes o pigmentos a las tabletas o
revestimientos de grageas para identificacién o para
caracterizar diferentes combinaciones de dosis de
compuestos activos. Para este propbsito, pueden
emplearse soluciones de azlGcar concentradas, que pueden
obtener opcionalmente goma ardbiga, talco, polivinil
pirrolidona, gel de carbopol, polietilen glicol y/o
diéxido de titanio, soluciones de lacas y sBolventes
orgnicos convenientes o mezclas de solventeS. Pueden
agregarse colorantes o pigmentos a los revestimientos de
grageas o tabletas para identificacién o para
caracterizar diferentes combinaciones de dosis de
compuestos activos. Estas formulaciones pueden
elaborarse utilizando métodos conocidos en la
especialidad (ver, por ejemplo, las patentes de los
E.U.A. Nos. 5,733,888 (Composiciones inyectables) ;
5,726,181 (compuestos poco solubles en agua); 5,707,641
(Péptidos o proteinas terapéuticamente activas) ;
5,667,809 (Agente lipofilicos); 5,576,012 (Agentes
poliméricos solubilizantes); 5,707,615 (Formulaciones
anti-virales); 5,683,676 (Medicamentos en particulas);

5,654,286 (Formulaciones tépicas) ; 5,688,529
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(Suspensiones orales) ; 5,445,829 {Formulaciones de
liberacién prolongada) ; 5,653,987 (Formulaciones
liquidas) ; 5,641,515 (Formulaciones de liberacidn

controlada) y 5,601,845 (Pormulaciones esferoides).

[0158] Ademis mse describen aqui diversas
composiciones farmacéuticamente bien conocidas en la
técnica farmacéutica para usos que incluyen suministro
intraocular, intranasal e intraauricular. Formulaciones
farmacéuticas incluyen soluciones ofté&lmicas acuosas de
los compuestos activos en forma soluble en agua, tales
como gotas para ojos, © en goma gelan {(Shedden y
colaboradores, 2001 Clin Ther 23(3):440-50) o hidrogeles
(Mayer y colaboradores, 1996 Ophthalmologica 210:101-3);
ungGentos oft&lmicos; suspensiones oftdlmicas, tales como
microparticulas, particulas poliméricas pequefias que
contienen droga, que se suspenden en un medio portador
lfquido (Joshi, A., 1994 J Ocul Pharmacol 1.0:29-45),
formulaciones solubles en lipidos (Alm y colaboradores,
1989 Prog C¢lin Biol Res 312:447-58), y microesferas
(Mordenti, 1999 Toxicol Sci 52:101-6); e insertos
oculares. Estas formulaciones farmacéuticas convenientes
mis a menudo y de preferencia se formulan para ser
estériles, isoténicas y amortiguadas para estabilidad y
comodidad. Composicionee farmacéuticas también pueden

incluir gotas y rocios a menudo preparados para simular
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en muchos aspectos secreciones nasales para asegurar el
mantenimiento de accién ciliar normal. Como se describe
en Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing,
18%* Edicién), y es bien conocido por aquellos con
destreza en la técnica, formulaciones convenientes son
mis a menudo y de preferencia isoténicas, ligeramente
amortiguadas para mantener un pH de 5.5 a 6.5 y mis a
menudo Y de preferencia incluyen conservadores
antimicrobianos y estabilizantes de drogas apropiados.
Formulaciones farmacéuticas para suministro
intraauricular incluyen suspeneiones y unguentos para
aplicacién tépica en el oido. Solventes comiines para
estas formulaciones aurales incluyen glicerina y agua.
[0159] Cuando se utiliza como un inhibidor de
ciclo celular, un inhibidor de crecimiento de tumor o un
compuesto inhibidor de crecimiento de hongos, el
compuesto de la Férmula (I} puede administrarse ya sea
por rutas orales © no orales. Cuando se administra
oralmente, puede administrarse en forma de cépsulas,
tabletas, grénulos, rocfos, Jjarabes u otras formas.
Cuando se administra en forma no oral, puede
administrarse como una suspensién acuosa, una preparacién
aceitosa o semejantes © como un gotero, supositorio,
unglento o semejante, cuando ge administra por inyeccién

o infusién, en forma subcuténea, intraperitoneal,
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intravenosa, intramuscular o semejantes. Similarmente,
puede adminigtrarse en forma tépica, rectal o vaginal
como se considera apropiada por aquellos con destreza en
la especialidad para 1llevar el compuesto a contacto
Sptimo con un tumor, de esta manera inhibiendo el
crecimiento del tumor. Administracién local en el sitio
del tumor también se contempla, ya sea antes o después de
reseccién de tumor, como formulaciones de 1liberacidn
controlada, formulaciones de depbsito y suministro de
bomba de infusién.

Métodos de Administracién

[0160] La presente invencién también abarca
métodos para producir y para administrar los compuestos
quimicos descritos y 1las composiciones farmacéuticas
descritas. Estos métodos descritos incluyen, entre
otros, (a) administracién a través de rutas orales, esta
administracién incluye administracién en forma de
cpsulas, tabletas, gré&nulos, rocios, jarabes u otras
semejantes; (b) administracién a través de rutas no
orales, esta administracién incluye administracién como
una suspensién acuosa, una preparacién aceitosa o
semejantes © como un gotero, supositorio, unglento o
gemejantes; administracién por inyeccién o infusién, en
forma subcutdnea, intraperitoneal, intravenosa,

intramuscular, intradérmica o semejantes; asi como (c)
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administracién tépica, (d) administracién rectal o (e)
administracifn wvaginal, como se considere apropiado por
aquellos con destreza en 1la técnica para llevar el
compuesto en contacto con tejido vivo; Y (f)
administracién mediante formulaciones de 1liberacién
controlada, formulaciones de depSsito, y suministro de
bomba de infusién. Como ejemplos adicionales de estos
modos de administracién y como descripcién adicional de
modos de administracién, aqul 8se describen diversos
métodos para administracién de los compuestos gquimicos
descritos y composiciones farmacéuticamente que incluyen
modose de administracién a través de rutas intraocular,
intranasal e intraauricular.

[0161] La cantidad farmacéuticamente efectiva
de la composicién de deshidrofenilahistina o andlogo de
deshidrofenilahistina, requerida como una dosis,
dependerd de la ruta de administraci6én, el tipo de
animal, incluyendo humano a tratar y las caracteristicas
figsicas del animal especifico bajo consideracién. La
dosis puede ajustarse a la medida para lograr un efecto
deseado, pero dependerid de factores tales como peso,
dieta, medicamento concurrente y otros factores que
aquellos con destreza en las técnicas médicas

reconoceran.
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[0162] Al practicar los mé&todos, los productos
o composiciones pueden emplearse solos o en combinacién
entre si, o en combinacién con otros agentes terapéuticos
o de diagnéstico. Por ejemplo, como se describe aqui,
los compuestos aqui descritos son efectivos en el
tratamiento de céncer, cuando se emplean en combinacién
con otros activos, especificamente otros agentes
quimioterapéuticos, por ejemplo biol6gicos y los
quimioterapéuticos especificos CPT-11, Taxotene
(docataxel) y paclitaxel. Los compuestos aqui descritos
gon también efectivos en el tratamiento de céncer cuando
se emplean en combinacién con otros activos, incluyendo
agentes anti-vasculares, agentes anti-angiogénicos, tales
como Erbuitux (Imclone/bristol-Myers) Y Iressa
(AstraZeneca), otroe inhibidores VEGF y biol&giceos, més
egspecificamente al menos un anticuerpo anti-VEGF,
especialmente anticuerpos monoclonales al receptor VEGF,
incluyendo DC10l1l, un anticuerpo monoclonal de rata, que
bloquea el receptor VEGF de ratém 2(flk-1). Estas
combinaciones pueden emplearse in vivo, ordinariamente en
un mamifero, de preferencia en un humano o im vitro. Al
emplearlos in vivo, los compuestos descritos solos o en
combinacién con otros agentes quimioterapéuticos u otros
productos biolégicos, pueden administrarse al mamifero en

una variedad de formas, incluyendo parenteral,
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intravenosa, por infusién o inyeccién, subcuténea,
intramuscular, colénica, rectal, +vaginal, nasal o
intraperitoneal, empleando una variedad de formas de
dosis. Estos métodos también pueden aplicarse a prueba
de actividad quimica in wvivo.

[0163] Como seri facilmente aparente para una
persona con destreza en la especialidad, la dosis Gtil in
vivo para administrarse y el modo de administracién
particular, variarin dependiendo de la edad, pesc Yy
especies de mamiferos tratadas, los compuestos
particulares empleados y el uso especifico para 1los
cuales se emplean estos compuestos. La determinacién de
niveles de dosis efectivos, esto es los niveles de dosis
necesarios para lograr el resultado deseado, puede
lograrse por una persona con destreza en la técnica,
utilizando métodos farmacolégicos rutinarios.
Tipicamente, se inician aplicaciones <clinicas de
productos en humanos a menores niveles de dosis, con el
nivel de dosis que se incrementa hasta que se logra el
efecto deseado. En forma alterna, estudios in vitro
aceptables pueden emplearse para establecer dosis y rutas
de administracién Gtiles de las composiciones
identificadas por 1los presentes métodos utilizando

métodos farmacolSgicos establecidos.
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[0164] En estudios en animales no humanos,
aplicaciones de productos potenciales se inician a
superiores niveles de dosis, dieminuyéndose la dosis
hasta que el efecto deseado no se logre mis o
desaparezcan efectos secundarios adversos. La dosis
puede estar en el intervalo ampliamente, dependiendo de
los efectos deseados y la indicacién terapéutica.
Tipicamente, doseis pueden estar entre aproximadamente 10
microgramos/kg y 100 wmg/kg de peso corporal, de
preferencia entre aproximadamente 100 microgramos/kg y 10
mg/kg de pesoc corporal. Dosis alternas pueden basarse y
calcularpe sobre el &rea superficial del paciente, como
ge entiende por aquellos con destreza en la técnica. La
administracién puede ser oral en una base cada tercer
dfia, cada dia salteado, diariamente, dos veces al dfa o
tres veces al dia.

[0165] La formulacién  exacta, ruta de
adminietracién y dosis pueden seleccionarse por el médico
individual en vista de la condici6n del paciente. Ver
por ejemplo, Fingl y colaboradores, The Pharmacological
Basis of Therapeutice, 1975. Habrd de notarse que el
médico que atiende debe saber como y cuando terminar,
interrumpir o ajustar la administracién debido a
toxicidad o a disfunciones del 6rgano. Por el contrario,

el médico a cargo también sabrd ajustar el tratamiento a
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niveles superiores si la respuesta clinica no fuera
adecuada (excluyendo toxicidad). La magnitud de una
dosis de administracién en la administracién de wun
desorden de interé&s, variarid con la severidad de 1la
condicién a tratar y la ruta de administracién. La
severidad de la condicién puede por ejemplo evaluarse en
parte, por métodos de evaluacién de pronfstico esténdar.
Ademfis, la dosis y probablemente la frecuencia de dosis
también variarin de acuerdo con la edad, peso corporal y
regpuesta del ©paciente individual. Un programa
comparable discutido anteriormente puede emplearse en
medicina veterinaria.

[0166] Dependiendo de las condiciones
especificas a tratar, estos agentes pueden formularse Yy
administrarse sistémica o localmente. Una variedad de
técnicas para formulacién y administracién pueden
encontrarse en Remington's Pharmaceutical Sciences, 18"
Edicién, Mack Publishing Co., Easton, PA (1990). Rutas
de administracién convenientes pueden incluir oral,

rectal, tranedérmica, vaginal, transmucosal o intestinal;

suministro parenteral, incluyendo inyecciones
intramuscular, subcutdnea, intramedular, asi como
inyecciones intratecal, intraventricular directa,

intravenosa, por infusién, intraperitoneal, intranasal, o

intraocular.
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[0167] Para inyeccién o infusibn, los agentes
pueden formularse en soluciones acuosas, por ejemplo en
amortiquadores fisiolSgicamente compatibles tales como
solucién de Hanks, 8olucién de Ringer o amortiguador
salino fisiolégico. Para esta administracién
transmucosal, penetrantes apropiados a la barrera a
permearse, se emplean en 1la formulacién. Estos
penetrantes son en general conocidos en la técnica. El
uso de portadores farmacéuticamente aceptables para
formular los compuestos aqui descritos para la préctica
de la invencién en dosis adecuadas para administracién
gistémica, esti dentro del alcance de la invencién. Con
seleccién apropiada de portador y adecuada préactica de
fabricaci6n, las composiciones aqui descritas, en
particular aquellas formuladas como soluciones, pueden
administrarse parenteralmente, tal como por inyeccidn o
infusién intravenosa. Loa compuestos pueden formularse
facilmente utilizando portadores farmacéuticamente
aceptables bien conocidos en 1la técnica en dosis
adecuadas para administracién oral. Estos portadores
permiten a los compuestos ser formulados como tabletas,
pildoras, cé&psulas, liquidos, geles, jarabes, fangos,
suspensiones y semejantes, para ingestién oral por un

paciente a tratar.
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[0168] Agentes pretendidos para administrarse
intracelularmente, pueden adminietrarse utilizando
técnicas bien conocidas por aquellos con destreza
ordinaria en la especialidad. Por ejemplo, estos agentes
pueden ser encapsulados en liposomas, después
administrados como se describié anteriormente. Todas las
moléculas presentes en una solucién acuosa al tiempo de
formacién de liposomas, ee incorporan en el interior
acuoso. Los contenidos liposomales son tanto protegidos
del micro-ambiente externo y debido a que los liposomas
ge fusionan con las membranas celulares, se suministran
eficientemente en el citoplasma celular. Adicionalmente,
debido a su hidrofobicidad, pequefias moléculas orgénicas
pueden administrarse directamente en forma intracelular.

[0169] La determinacién de 1las cantidades
efectivas est4 bilen dentro de la capacidad para aquellos
con destreza en la técnica, especialmente a la luz de la
descripcién detallada que aqui se proporciona. Ademfs de
los ingredientes activos, estas composiciones
farmacéuticas pueden contener portadores
farmacéuticamente aceptables convenientes que comprenden
excipientes y auxiliares que facilitan el procesamiento
de los compuestos activoe en preparaciones que pueden
emplearse farmacéuticamente. Las preparaciones

formuladas para administracién oral pueden estar en la
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forma de tabletae, grageas, cipeulas o solucionee. Las
composiciones farmacéuticas pueden fabricarse en una

forma que de por si es conocida, por ejemplo mediante

procesos convencionales de mezclado, disolucién,
granulacién, preparacién de grageas, levitacién,
emulsificacién, encapsulacién, atrapamiento o
liofilizacién.

[0170] Compuestos aqui descritos pueden

evaluarse por eficacia y toxicidad utilizando métodos
conocidoes. Por ejemplo, la toxicologia de un compuesto
particular o de un sub-conjunto de los compuestos, que
comparten clertas molé&culas quimicas, puede establecerse
al determinar toxicidad in vitro hacia una linea celular,
tal como una linea celular de mamifero, y de preferencia
de humano. Los resultados de estos estudios a menudo son
predictivos de toxicidad en animales, tales como
mamiferos o©o mAs especificamente humanos. En forma
alterna, la toxicidad de compuestos particulares en un
modelo de animal, tales como ratones, ratas, conejos o
monos, puede determinarse utilizando métodos conocidos.
La eficacia de un compuesto particular puede establecerse
utilizando varios métodos reconocidos en la especialidad,
tales como métodos in vitro, modelos de animales, o
pruebas clinicase en humanos. Modelos in vitro

reconocidos en la especialidad existen para casi toda
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clase de condicién, incluyendo las condiciones abatidas
por los compuestos aqui descritos, incluyendo céncer,
enfermedad cardiovascular 4 diversas infecciones
fungales. Similarmente, modelos en animales aceptables
pueden emplearse para establecer eficacia de productos
quimicos para tratar estas condiciones. Cuando se
selecciona un modelo para determinar la eficacia, la
persona con destreza puede guiarse por el estado de la
técnica para Bseleccionar un modelo, dosis y ruta Qe
administracién apropiados y régimen. Por supuesto,
pruebas clinicas en humanos también pueden emplearse para
determinar la eficacia de un compuestoc en humanos.

[0171] Cuando se utiliza como un agene anti-
clncer, o un compuesto inhibidor de crecimiento de tumor,
loa compuestos aqui descritos pueden administrarse ya sea
por rutas orales o no orales. Cuando se administran
oralmente, pueden administrarse en forma de cé&psulas,
tabletas, grénulos, rocios, jarabes u otras de estas
formas. Cuando se adminietran en forma no oral, pueden
administrarsee como una suspens_ién acuosa, una preparacién
aceitosa o semejantes o como un goteo, supositorio,
ungllento o Bsemejantes, cuando s8se administran por
inyeccién o infusién, en forma subcuténea,
intraperitoneal, intravenosa, intramuscular, intradérmica

o semejantes. Similarmente, pueden administrarse forma
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tépica, rectal o vaginal, como se considere aprbpiado por
aquellos con destreza en la técnica, para llevar al
compuesto a contacto 6ptimo con un tumor, de esta manera
inhibiendo el crecimiento del tumor. Administracién
local en el sitio del tumor u otra condicién de
enfermedad también se contempla, ya sea antes o después
de reseccién del tumor, o como parte de un tratamiento
reconocido en la especialidad para la condicién de
enfermedad. Formulaciones de 1liberacién controlada,
formulaciones de depésito, y suministro de bomba de
infusién, se contemplan similarmente.

[0172] Cuando se utiliza como un agente anti-
clncer o un agente anti-tumor, puede ser administrado
oral o no oralmente a un paciente humano en la cantidad
de aproximadamente .0007 mg/dia a aproximadamente 7,000
mg/dia del ingrediente activo, y mis preferible
aproximadamente 0.07 mg/dia a aproximadamente 70 mg/dia
del ingrediente activo a, de preferencia, una vez por dia
o menos, de preferencia, mis de dos a aproximadamente
diez veces por dia. En forma alterna y también de
preferencia el compuesto puede de preferencia
administrarse en las cantidades establecidas en forma
continua por ejemplo por goteo intravenoso. De esta
manera, para un paciente que pesa 70 kilogramos, la dosis

diaria preferida del ingrediente de tumor activo seré
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aproximadamente 0.0007 mg/kg/dia a aproximadamente 35
mg/kg/dia incluyendo 1.0 mg/kg/dfa y 0.5 mg/kg/dia, y més
preferiblemente desde 0.007 mg/kg/dia a aproximadamente
0.050 mg/kg/dfa, incluyendo 0.035 mg/kg/dia. Sin embargo,
como se entenderid por aquellos con destreza en la
técnica, en ciertas situaciones puede ser necesario el
administrar el compuesto anti-tumor, en cantidades que
exceden o0 exceden en mucho el intervalo de dosis
preferido anteriormente establecido, para tratar en forma
efectiva y agresiva tumores particularmente avanzados o
letales.

[0173] Cuando s8e utiliza como un agente
antifungal, la cantidad preferible de la
deshidrofenilahistina o© su anfilogo efectiva para
tratamiento o prevencién de un ©patégeno fungal
particular, dependeri en parte de las caracteristicas del
hongo y 1la extensién de 1la infeccifén, y puede
determinarse por técnicas clinicas estdndar. Ensayos in
vitro o in vivo pueden emplearse opcionalmente para
ayudar en identificar intervalos de dosis 6ptima. Dosis
efectivas pueden extrapolarse a partir de curvas de
dosis-respuesta derivadas de andlisis in wvitro o de
preferencia a partir de modelos de animales. El nivel de
dosie preciso deberi determinarse por el médico a cargo u

otro proveedor del cuidado de la salud y dependeré de
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factores bien conocidos, incluyendo 1la ruta de
administracién, y la edad, peso corporal, sexo y salud
general del individuo; la naturaleza, severidad y etapa
clinica de 1la infecci6n; el uso (o no) de terapias
concomitantes.

[0174] La dosis efectiva de la
deshidrofenilahistina o su andlego tipicamente estar& en
el intervalo de aproximadamente 0.01 a aproximadamente 50
mg/kgs, de preferencia aproximadamente 0.1 a
aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal de mamifero por
dfa, administrado en una sola o miltiples dosis. En
general, el compuesto puede administrarse a pacientes que
requieren este tratamiento en un intervalec de dosis
diarias de aproximadamente 1 a aproximadamente 2000 wg
por paciente.

[0175] Para formular la dosis incluyendo los
compuestos aqul descritos como un compuesto inhibidor de
crecimiento de tumor, conocidos agentes tensiocactivos,
excipientes, agentes de alisamiento, agentes de
suspensién Y sustancias formadoras de pelicula
farmacéuticamente aceptables Y asistentes de
revestimiento y semejantes, podréin emplearse. De
preferencia alcoholes, ésteres, alcoholes alif&ticos
gpulfatados y semejantes pueden emplearse como agentes

tensiactivos; gacarosa, glucosa, lactosa, almidén,



10

15

70

celulosa cristalizada, manitol, silicato anhidro ligero,
aluminato de magnesio, metasilicato aluminato de
magnesio, silicato de aluminio eintético, carbonato de
calcio, carbonato #&cido de sodio, hidrégeno fosfato de
calcio, carboximetil celulosa de calcio y semejantes,
pueden emplearse como excipientes; estearato de magnesio,
talco, aceite endurecido y semejantes pueden emplearse
como agentes de alisamiento; aceite de coco, aceite de
oliva, aceite de ajonjolf, aceite de cacahuate, aceite de
soya pueden emplearse como agentes de suspensién o
lubricantes; acetato ftalato de celulosa como un derivado
de un carbohidrato tal como celulosa o azicar, o
copolimero de dimetil acetato-metacrilato, como un
derivado de polivinilo pueden emplearse como agentes de
suspensién; y plastificantes tales como é&ster ftalatos y
semejantes pueden emplearse como agentes de suspensidn.
Adem&s de los ingredientes preferidos anteriores,
endulzantes, fragancias, colorantes, conservadores Yy
semejantes, pueden agregarse a la formulacién
administrada del compuesto, particularmente cuando el
compuesto se va a administrar oralmente.

[0176] Las composiciones aqui descritas en
composiciones farmacéuticas también pueden comprender un
portador farmacéuticamente aceptable. Estas

composiciones pueden prepararse para almacenamiento y
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subsecuente administracién. Portadores o diluyentes
aceptables para uso terapéutico son bien conocidos en la
técnica farmacéutica y se describen por ejemplo en
Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co.
{A. R. Gennaro edit. 1985). Por ejemplo, eptas
composiciones pueden formularse y emplearse como tabletas
cdpsulas o soluciones para administracién oral;
supositorios para administraciém rectal o vaginal;
soluciones © suspensiones estériles para administracién
inyectable. Pueden prepararse inyectables en formas
convencionales, ya sea como soluciones o© suspensiones
liquidas, formas &s6lidas adecuadas para solucién o
suspensién en liquido antes de inyeccién o infusién o
como emulsiones. Excipientee convenientes incluyen pero
no est&n limitados a, salino, dextrosa, manitol, lactosa,
lecitina, albumina, glutamato de sodio, hidrocloruro de
cisteina y semejantes. Ademis, 8i 8se desea, las
composiciones farmacéuticas inyectables pueden contener
cantidades menores de sustancias auxiliares no téxicas,
tales como agentes humectantes, agentes amortiguadores de
PH y semejantes. 8Si se desea, pueden emplearse
preparaciones para mejora de absorcién (por ejemplo
liposomas) .

[0177] La cantidad farmacéuticamente efectiva

de la composicién requerida como una dosis dependeri de
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la ruta de administracién, el tipo de animal a tratar y
las caracteristicas fisicas del animal especifico bajo
consideracién. La dosis puede ajustarse a la medida para
lograr un efecto deseado, pero dependerd de factores como
peso, dieta, medicacién concurrente y otros factores que
reconocerin aquellos con destreza en la especialidad
médica.

[0178] Loes productos o© composiciones como se
describié anteriormente pueden emplearse solos o© en
combinacién entre s8i o en combinacién con otros agentes
terapéuticos o de diagnéstico. Especificamente, los
productos de compuestos descritos pueden emplearse solos
o en combinacién con otros agentes quimioterapéuticos o
biolégicos, incluyen anticuerpos, para el tratamiento de
cancer, o en combinacifn con otros anti-infecciosos para
el tratamiento de infeccién fungal. Estos productos o
composiciones pueden emplearse in vivo o in vitro. Las
dogis fGtiles y los modos mée Gtiles de administracién
variaridn dependiendo de la edad, peso y animal tratado,
los compuestos particulares empleados y el uso especifico
para los cuales se emplea esta composicién o
composiciones. La magnitud de una doeis en 1la
administracién o tratamiento para un desorden particular,
variarid con la severidad de la condici6n a tratar y la

ruta de administracién, y dependiendo de las condiciones
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de enfermedad y su severidad, las composiciones podrén
formularse y administrarse ya Bea sistémicamente o
localmente. Una variedad de técnicas para formulacién y
administracién pueden encontrarse en Remington's
Pharmaceutical Sciences, 18th ed., Mack Publishing Co.,
Easton, PA (19590).

[0179] Para formular los compuestos de la
F6rmula (I), de preferencia producidos de forma sintética
de acuerdo con los métodos aqui descritos, c¢omo un
inhibidor de ciclo celular, un inhibidor de crecimiento
de tumor o un compuesto antifungal, conocidos agentes
tenalactivos excipientes, agentes de alisamiento, agentes
de suspensién y sustancias formadoras de pelicula
farmacéuticamente aceptables Y asistentes de
revestimiento y semejantes, podrédn emplearse. De
preferencia, alcocholes, é&steres, alcoholes aliféticos
sulfatados y semejantes pueden emplearse como agentes
tensioactivos; wsacarosa, glucosa, lactosa, almidén,
celulosa cristalizada, manitol, silicato anhidro ligero,
aluminato de magnesio, metasilicato aluminato de
magnesio, silicato de aluminio sinté&tico, carbonato de
calcio, carbonato &cido de sodio, hidrSgeno fosfato de
calcio, carboximetil celulosa calcio y semejantes pueden
emplearse como excipientes; estearato de magnesio, talco,

aceite endurecido y semejantes pueden emplearse como
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agentes de alisamiento; aceite de coco, aceite de oliva,
aceite de ajonjoli, aceite de cacahuate, aceite de soya,
pueden emplearse como agentes de suspensién o
lubricantes; acetato ftalato de celulosa como un derivado
de un carbohidrato tal como celuloea o azficar, o
copolimero de dimetil acetato-metacrilato, ya que un
derivado de polivinilo pueden emplearse como agente de
suspensién; y plastificantes tales como éster ftalatos y
semejantes pueden utilizarse como agentes de suspensién.
Adem&s de los ingredientes preferidos anteriores, pueden
agregarse endul zantes, fragancias, colorantes,
conservadores y semejantes a la formulacién administrada
del compuesto, producido por el método, particularmente
cuando el compuesto se va a administrar oralmente.

[0180] Los inhibidores del ciclo celular, los
agentes antitumor y los agentes antifungales que pueden
producirse por el método, pueden administrarse en forma
oral o no oral a un paciente humano en una cantidad de
aproximadamente 0.001 mg/kg/dia a aproximadamente 10,000
mg/kg/dia del ingrediente activo, y més preferible
aproximadamente 0.1 mg/kg/dia a aproximadamente 100
mg/kg/dia del ingrediente activo, de preferencia una cada
tres dias en una base ciclica, una cada dia salteado, una
vez por dfa, doe veces por dia o menos preferiblemente,

mis de dos hasta aproximadamente diez veces por difa. En
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forma alterna y también de preferencia, el compuesto
producido por el método puede de preferencia
administrarse en las cantidades establecidas en forma
continua, por ejemplo por goteo intravenoso. De esta
manera, por ejemplc en un paciente que pesa 70
kilogramos, la dosis diaria preferida del ingrediente
anti-tumor activo serfa de aproximadamente 0.07 mg/dia a
aproximadamente 700 gramos/dia, y mis preferiblemente, 7
mg/dia a aproximadamente 7 gramos/dfa. Sin embargo, como
se entenderi por aquelloe con destreza en la técnica, en
ciertas situaciones, puede mer necesario el administrar
el compuesto anti-tumor producido por el método en
cantidades que exceden o incluso exceden en mucho el
intervalo de dosis preferido anteriormente establecido,
para tratar en forma efectiva y agresiva tumores letales
o particularmente avanzados.

[0181) En el caso de utilizar el inhibidor de
ciclo celular producido por los métodos como un reactivo
de prueba bioquimico, el compuesto producide por los
métodoe de la invencién inhibe el avance del ciclo
celular cuando se disuelve en un solvente orgénico o
solvente orgénico hidratado, y estd directamente aplicado
a cualquiera de diversos sistemas de células cultivadas.
Solventee orgénicos wutilizables incluyen por ejemplo

metanol, metilsulféxido y semejantes. La formulacién
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puede por ejemplo ser un polvo, gr&nulo u otro inhibidor
86lido, o un inhibidor liquido preparado utilizando un
golvente orgénico o un solvente orgénico hidratado.
Mientras que la concentracién preferida del compuesto
producida por el método de la invencién para utilizar
como un inhibidor de ciclo celular generalmente est& en
el intervalo de aproximadamente 1 a aproximadamente 100
ug/ml, la cantidad de uso mis apropiada varia dependiendo
del tipo de esistema de células cultivadas y el propésito
de uso, como se apreciarf por personas con destreza
ordinaria en la especialidad. También, en ciertas
aplicaciones, puede ser necesario o preferido para
personas con destreza ordinaria en la técnica, el
utilizar una cantidad fuera del intervalo anterior.

[0182] Desde una perspectiva farmacéutica,
clertase modalidades proporcionan métodos para evitar o
tratar infeccioneas fungales y/u hongoe patogénicoa en un
sujeto, involucran administrar al sujeto una composicién
que incluye una deshidrofenilahistina o su andlogo, por
ejemplo administrar la deshidrofenilahistina o su anflogo
en una cantidad y forma que proporcionan el efecto
antifungal pretendido.

[0183] Otras modalidades incluyen el

tratamiento o prevencién de infeccién en un paciente por
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un hongo patogénico tales como aquellos citados
anteriormente o referidos a continuacién.

[0184] Otra modalidad se refiere al tratamiento
o prevencién de infeccién en un paciente por un hongo
patogénico que es resistente a uno o mids de otros agentes
antifungales, en especial un agente diferente a
deshidrofenilahistina o su andlogo, incluyendo por
ejemplo amfotericina B o sus andlogose o derivados
(incluyendo 14 (s)-hidroxiamfotericina B metil é&ster, la
hidrazida de amfotericina B con l-amino-4-
metilpiperazina, y otros derivados) otros antibibticos de
polieno macrolida, incluyendo por ejemplo nilstatina,
cicidina, pimaricina Y natamicina; flucitosina;
griseofulvina; equinocandina o aurecbasidina, incluyendo
anilogos de origen natural Y semi-gintéticos;
dihidrobenzo [al naptacenequinona; antifungales de péptido
nucleésido incluyendo las polioxinas Yy nicomicinas;
alilaminas tales como naftifina y otroe inhibidores de
escualeno epoxidasa; y azoles, imidazoles y triazoles
tales como por ejemplo clotrimazol, miconazol,
ketoconazol, econazol, butoconazol, oxiconazol,
terconazol, itraconazol o fluconazol y semejantes. Para
agentes antifungales convencionales adicionales y nuevos
agentes bajo desarrollo, ver por ejemplo Turner Yy

Rodriguez, 1996 Current Pharmaceutical Design, 2:209-224.
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Otra modalidad involucra el tratamiento o prevencién de
infeccifn en un paciente por un hongo patogénico en casos
en donde el paciente es alérgico a, de otra forma
intolerante con, sin respuesta a uno o mi&s otros agentes
antifungales o en el que el uso de otros agentes
antifungales de otra forma esti contraindicado. Aquellos
otros agentes antifungales incluyen entre otros, los
agentes antifungales descritos anteriormente y en otra
parte aqui.

[0185] En los métodos anteriores para
tratamiento o prevencién, una deshidrofenilahistina o su
an&lbgo, se administra al sujeto en una cantidad
antifungal efectiva.

[0186] Otras modalidades s8e refieren al
tratamiento o prevencién de infeccién por un hongo
patogénico en un paciente, por administracién de wuna
deshidrofenilahistina o su andlogo, en conjunto con la
adminigtracién de uno o mis otros agentes antifungales,
incluyendo por ejemplo cualquiera de los agentes o tipo
de agentes previamente mencionados (por ejemplo en
combinacién con tratamiento con amfotericina B, de
preferencia en una formulacién de lipidos o liposomas; un
azol o triazol tal como fluconazol, por ejemplo; una

aureobasidina; dihidrobenzo[a]lnaptacenequinona; o una
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equinocardina) al igual que con una diferente
deshidrofenilahistina o su andlogo.

[0187] La deshidrofenilahistina o su andlogo
puede administrarse antes, después o al mismo tiempo que
el otro agente antifungal se administre. En ciertas
modalidades, la terapia de combinacién permitird el uso
de cantidades reducidas de uno o ambos componentes
antifungales respecto a la cantidad empleada, s8i se
utiliza sola.

[0188] Todavia otras modalidades se refieren a
la administracién de una deshidrofenilahistina o su
anflogo a un sujeto para tratamiento o prevencién de
infeccién por un hongo patogénico, en donde el sujeto
estf inmunosuprimido o© inmunocomprometido, por ejemplo
como resultado de desorden genético o enfermedad tal como
diabetes o VIH (HIV) u otra infeccién, quimloterapia o
tratamiento de radiacién para cdncer u otra enfermedad, o
inmunosupresién inducida por droga o de otra forma, en
conexién con transplante de tejido u O6rgano o el
tratamiento de un desorden autoinmune. Cuando el paciente
se estd o serd tratado con un agente inmunosupresivo, por
ejemplo en conexién con transplante de tejido u 6rgano,
una deshidrofenilahistina o su anilogo puede
coadministrarse con el o los agentes inmunosupresores

para tratar de evitar una infeccién fungal patogénica.
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[0189] Otro aspecto de esta invencién es el
tratamiento o prevencién de infeccién por wun hongo
patogénico en un paciente infectade, o qgue se sospecha
que estd infectado, con HIV, por administracién de una
deshidrofenilahistina antifungal o su andlogo, en
conjunto con la administracién de uno o mis terapéuticos
anti-HIV (incluyendo por ejemplo inhibidores de HIV
proteasa, inhibidores de transcriptasa inversa o agentes
antivirales). La deshidrofenilahistina o su anflogo
pueden administrarse antes, después o al mismo tiempo que
la administracién del o los agentes anti-HIV.

[0190] Otro aspecto de esta invencién es el
tratamiento © prevencién de infecciSn por un hongo
patogénico en un paciente mediante administracién de una
deshidrofenilahistina antifungal o su andlogo, en
conjunto con la administracién de uno o mis otros
compuestos antibiéticos, en especial uno o mis agentes
antibacterianos, de preferencia en una cantidad y régimen
efectivos para tratar o evitar infeccibén bacteriana. De
nuevo, la deshidrofenilahistina o su anilogo pueden
administrarse antes, después o al mismo tiempo que la
administracién del o los otros agentes.

[0191] 1Infecciones fungales patogénicas que
pueden tratarse o evitarse por los métodos descritos

incluyen entre otras Aspergillosis, incluyendo
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aspergillosis pulmonar invasiva; Blastomicosis,
incluyendo infecciones profundas o rapidamente
progresivas y blastomicosis en el sistema nerviocso
central; Candidiasis, incluyendo candidiasis retrégrada
del tracto urinario, por ejemplo en pacientes con
cdlculos renales, obstruccién del tracto wurinario,
transplante renal o diabetes mellitus deficientemente
controlada; Coccidioidomicosis, incluyendo enfermedad
crénica que no responde bien a otra quimioterapia;
Criptococosis; Histopolasmosis; Mucormicosis, incluyendo
por ejemplo mucormicosie craneofacial y mucormicosis
pulmonar; Paracoccidioidomicosis; Y Epporotricosis.
Habr& de notarse que la administracifin de una composicién
que comprende una cantidad antifungal de uno o m&s de
deshidrofenilahistina o sus andlogos, puede ser
particularmente Gtil para tratar o evitar una infeccién
fungal patogénica en un sujeto mamifero cuando el hongo
es resistente a una o mids terapias antifungales, o en
donde el uso de una mids otras terapias antifungales esté&
contraindicado, por ejemplo como se menciond
anteriormente.

[0192] Composiciones farmacéuticas antifungales
que contienen al menos una deshidrofenilahistina
antifungal o su andlogo, también se proporcionan para

utilizar en practicar los métodos descritos. Aquellas
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composiciones farmacéuticas pueden ser empacadas juntas
con un inserto de empaque apropiado que contiene, inter
alia, instrucciones e informaciém referentes a su uso
antifungal. Composiciones farmacéuticas también ©se
proporcionan que contienen una o mis
deshidrofenilahistina o su andlogo junto con un segundo
agente antifungal.

Métodos de Tratamiento de Infecciones Fungales

[0193] Ciertas modalidades aqui descritas se
refieren a métodos para tratar o evitar una infeccién
fungal patogénica incluyendo por ejemplo Aspergillosis,
incluyendo aspergillosis pulmonar invasiva;
Blastomicosis, incluyendo infecciones profundas o
ripidamente progresivas y blastomicosis en el sistema
nervioso central; Candidiasis, incluyendo candidiasis
retr6grada del tracto urinario, por ejemplo en pacientes
con célculos renales, obstruccién del tracto urinario,
transplante renal o diabetes mellitus deficientemente
controlada; Coccidioidomicosis, incluyendo enfermedad
crénica que no responde bien a otra quimioterapia;
Criptococosis; Histopolasmosis; Mucormicosis, incluyendo
por ejemplo mucormicosis craneofacial y mucormicosis
pulmonar; Paracoccidioidomicosis; y Esporotricosis. Los
métodos pueden involucrar administrar cuando menos wuna

deshidrofenilahistina antifungal o su anédlogo, como se
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describié anteriormente, a un sujeto humano tal que Bse
trate o© evite 1la infeccién fungal. En ciertas
modalidades, la deshidrofenilahistina o su anfdlogo pueden
administrarse en conjunto con administracién de una o mis
no-deshidrofenilahistina o s8sus agentes antifungales
anilogos tales como amfotericina B, o un agente imidazol
o triazol tal como aquellos mencionados previamente.

[0194] La infeccién fungal patogénica puede ser
tépica, por ejemplo causada entre otros organismos por
especies  de Candida, Trichophyton, Microsporum o
Epiderinophyton © mucosal, por ejemplo, causada por
Candida albicans (por ejemplo candidiasis oral vy
vaginal). La infeccién puede ser sistémica, por ejemplo
provocada por Candida albicans, Cryptococcus neoformans,
Aspergillus fumigatus, Coccidiodes, Paracocciciodes,
Higstoplasma o Blastomyces 8pp. La infeccién tambian
puede involucrar micetoma eumicédtico, cromoblastomicosis,
meningitis criptococal o ficomicosis.

[0195] Adicionales modalidades se refieren
métodos para tratar o evitar una infecci6n fungal
patogénica seleccionada el grupo que consiste de Candida
spp. incluyendo C. albicans, C. tropicalls, C. kefyr, C
krusei y C. galbrata; Aspergillus spp. incluyendo A.
fumigatus y A. flavus; Cryptococcus neoibrrraans;

Blastomyces 8pp. incluyendo Blastomyces dermatitidis;
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Pneumocvsetis carinii; Coccidioides immitis; Basidiobolus
ranarum; Conidicbolus s8pp.; Histoplasma capsulatum;
Rhizopus spp. incluyendo R. oryzae y R. microsporus;
Cunninghamella spp.; Rhizoniucor spp.; Paracoccidioides
brasiliensis; Pseudallescheria boydii; Rhinosporidium see
beri; y Sporothrix schenckii. De nuevo, el método puede
involucrar el administrar wuna deshidrofenilahistina
antifungal no inmunosupresora o su andlogo a un paciente

que lo requiere, de manera tal que la infeccién fungal se

trata © evita sin inducir un efecto inmunosupresor

adverso.

[0196] Adicionales modalidades se refieren a
métodos para tratar o evitar una infecci6én £fungal
patogénica que es resistente a otra terapia antifungal,
incluyendo infecciones fungales patogénicas que son
reasistentes a uno o mis agentes antifungales mencionados
en otra parte aqui tales como amfotericina B,

flucitosina, uno de los imidazoles o triazoles

(incluyendo por ejemplo fluconazol, cetoconazol,
itraconazol Y los otros ejemplos previamente
mencionados). Los métodos pueden involucrar administrar

al paciente una o mis de deshidrofenilahistina antifungal
o Bu anflogo, en una cantidad y régimen de dosis de
manera tal que Be trate © evite una infeccién fungal

registente a otra terapia antifungal en el sujeto.
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[0197] Adicionales modalidades se refieren a
métodos para tratar o evitar una infeccién fungal
patogénica en un paciente que es alérgico a, intolerante
de o0 que no responde a otra terapia antifungal o en quien
el uso de otroe agentes antifungales de otra forma esté
contraindicado, incluyendo uno o mis otros agentes
antifungales mencionados en otra parte aqui, tales como
amfotericina B, flucitosina, uno de los imidazoles o
triazoles (incluyendo por ejemplo fluconazol,
cetoconazol, itraconazol y los otros ejemplos previamente
mencionados). Los métodos pueden involucrar administrar
al paciente una o mis deshidrofenilahistina antifungal o
su anilogo, en una cantidad tal que la infeccién fungal
se trate o evite.

Deshidrofenilahistina o su anilogos en paquete

[0198] Ciertas modalidades se refieren a
deshidrofenilahistina o s&u anfdlogos en pagquete, de
preferencia deshidrofenilahistina o Bu anilogos
antifungales no inmuno supresivoe en paquete, este
termino se pretende que incluya al menos una
deshidrofenilahistina o su anflogo, como se describid
anteriormente, empacada con instrucciones para
administrar la deshidrofenilahistina o su o sus andlogos
como un agente antifungal, sin provocar un efecto

indeseable dentro de wun sujetc humano. En algunas
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modalidades, 1la deshidrofenilahistina antifungal no
inmunosupresora o su anilogo es un miembro de uno de los
subconjuntos preferidos de compuestos deacritos
anteriormente. La deshidrofenilahistina o© s8u andlocgo
puede empacarse sd6lo con insetrucciones © puede empacarse
con otra deshidrofenilahistina o su andlogo, rapamicina u
otro ingrediente o aditivo, por ejemplo uno o mis de los
ingredientes de las composiciones farmacéuticas. El
pagquete puede contener uno o mids recipientes llenoe con
uno o mie de los ingredientes de las composiciones
farmacéuticas. Asociado en forma opcional con este o
estos recipientes puede estar un aviso en la forma
prescrita por una agencia regulatoria gubernamental para
la fabricacién, uso o venta de productos farmacéuticos o
biolbégicos, este aviso refleja aprobaciém por la agencia
de la fabricacién, el uso o venta para administracién
humana.

[0199] lLos siguientes ejemplos no limitantes se
pretenden que describan los métodos preferidos utilizando
ciertas modalidades preferidas. Variaciones en los
detalles de los métodos particulares empleadoe y en las
composiciones quimicas precisas obtenidas, s8in duda se
apreciarin por aquellos con destreza en la técnica.

EJEMPLO 1

A. Sintesis de Deshidrofenilahistina

)21
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[0200] La deshidrofenilahistina se sintetiza
por condensacifn de acuerdo con el siguiente esquema de

reaccién bésico, como se muestra en la Figura 1:

=3 S

2 4
——— —
CaiCOy /DMF Ouy/COy OMF
1 ') DelydroPLH

N,N'-diacetil-2,5-piperazindiona

[0201] 25.0 g de 2,5-piperazindiona 1 global
[2,5-piperazindiona (Aldrich G640-6), 25.0 g, 0.218 mol]
en 100 mlr de anhidrido acético (Acz0) se mezcla con

10 acetato de sodio (NaOAc) (17.96 g, .0218 mol). La mezcla
se calienta a 110 grados C por 8 horas utilizando un
condensador de doble serpentin bajo una atmésefera de Ar.
Después de que Ac;0 se retira por evaporacidn, el residuo
ge disuelve en AcOEt, lava con &cido citrico al 10%,

15 NaHCO; al 10% y NaCl saturado (tres veces cada una), seca
sobre Na;S0,, y concentra al vacfo. El residuo se tritura
con éter para formar un s6lido. Este 8s6lido se
recristalizé de EtOAc con éter-hexano para dar por
resultado 26.4 g (61%) de N,N'-diacetil-2,5-

20 piperazindiona 1.



10

15

20

a5

1-Acetil-3-{(2)-1-[5-(1,1-dimetil-2-propenil) -1H-4-

imidazolillmetiliden}]-2,5- piperazindiona 2

{02021 A una solucién de 5-(1,1-dimetil-2-
propenil) imidazol-4-carboxaldehido (100 mg, 0.6095 mmol)
en DMF (2 mL) se agrega el compuesto 1 (241 mg, 1.22
mmol) y la solucién se evacfia repetidamente en un corto
tiempo para retirar oxigeno y lavar por arrastre con Ar,
peguido por adicién de Cs;CO; (198 mg, 0.609 mmol) y el
proceso de evacuacién-descarga o lavado por arrastre se
repite de nuevo. La mezcla resultante se agita por 5
horas a temperatura ambiente. Después de que el solvente
ge retira por evaporacién, el residuo se disuelve en la
mezcla de EtOAc y NazCO; al 10%, y la fase orgénica se
lava con Na;CO; al 10% de nuevo y NaCl saturado por tres
veces, seca sobre Na;S0; y concentra al vacio. El aceite
residual se purifica por cromatografia en columna en
pilice utilizando CHCl;-MeOH (100:0 a 50:1) como un
eluyente para dar 60 mg (33 %) de un s6lido amarillo
pélido 2.

Deshidrofenilahistina

[0203] A una solucidén de 2 (30 mg, 0.099 mmol)
en DMF (0.8 mL) se agrega benzaldehido (51 ul, 0.496
mmol, Seq) y la solucién se evacua repetidamente en corto
tiempo para retirar oxigeno y lavar por arrastre con Ar,

seguido por la adicién de Cs3C0; (53 mg, 0.149 mmol, 1.5
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eq) y el proceso de evacuacifn-lavado por arrastre se
repite de nuevo. La mezcla resultante se calienta por 2.5
horas a 80 grados C. (La temperatura debe aumentarse
lentamente. Un répido calentamiento aumenta la produccién
de isémero E en la porcién benzilideno.) Después de que
el solvente se retira por evaporacién, el residuo se
disuelve en EtOAc, lava con agua dos veces y en NaCl
Baturado tres veces, seca sobre NazS0O, y concentra al
vacfo. En TLC utilizando CHCl,-MeOH (10: 1), se puede
observar un punto con brillante Iluminiscencia verde-
amarilla a 365 nm uv.
La pureza de este producto crudo fue mas que 75% del
andlisis de HPLC. El residuo resultante se disuelve en
MeOH acuoso al 90% y aplica a columma HPIC de fase
inversa (YMC-Pack, ODS-AM, 20 x 250 mm) y eluye
utilizando un gradiente lineal de MeOH 70 a 74% en agua
durante 16 minutos a un gasto de flujo de 12 mL/min, y la
fraccién deseada se recolecta y concentra por evaporacién
para dar 19.7 mg (60%) de deshidrofenilahistina de color
amarillo. El perfil HPLC de la deshidrofenilahistina
cruda sintética se ilustra en la Figura 2.

[0204] En la purificacién de
deshidrofenilahistina como se muestra en la Figura 4, un
pico mayor fue el compuesto de forma 2Z deseado de

deshidrofenilahistina. La formacién de un isémero E Bse
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ocbserva como un componente menor (aproximadamente 10%),
que se eluye en un pico mis polar que el iaSmero Z. Como
otros picos menores, los compuestos Z y E reducidos en
donde se reduce la parte dimetilalilo de
deshidrofenilahistina, también se observé. La formacibn
de estos compuestos reducidos se debi6 al aldehido 2 con
una impureza reducida, que se genera durante la reduccién
con DIBAL-H y no se separa en el proceso subsecuente.

[0205] Eastos compuestos menores pueden
retirarse por purificaciém HPLC preparativa, dan por
resultado deshidrofenilahistina con la configuracién Z
en la parte benzilideno en un rendimiento de 60% (20% de
rendimiento en dos etapas) con mis de 95% de pureza. Los
compuestos con configuraciém E en el lado imidazol del
anillo dicetopiperazina no se observan en este diagrama
HPLC, sugiriendo que la primera reaccién del compuesto 1
a 3 en la Figura 1, es Z selectiva.

B. Caracteristicas quimicas:

[0206] El compuesto deshidrofenilahistina
anterior es un s86lido amarills palido. Su estructura se
confirma por andlisis RMN esténdar.

EJEMPLO 2

Sintesis y caracterizacidén fisica de derivados de tBu-

deshidrofenilahistina

¢
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[0207] Derivados estructurales de
deshidrofenilahistina se sintetizan de acuerdo con los
siguientes esquemas de reaccién para producir tBu-
deshidrofenilahistina. Sintesis por la Ruta A (ver Figura

5 1) es similar en ciertos aspectos a la eintesis de 1la

deshidrofenilahistina sintetizada como en el Ejemplo 1.

RutaA \ i

O/?D
— . 4 .
e  CaCOy/DMF CogCOy OMF
1 i ® o tBu-dehidroPLH
Ruta B .
o g
4 18
Me  CeCOnDMF CagCOy OMF
1 ” 12% {Bu-dehidroPLH
Ruta A:
10 [0208] N,N'-diacetil-2,5-piperazindiona 1 se
prepara como en el Ejemplo 1.
1) 1-Acetil-3-{(Z)-1-[5-ter-butil-1H-4-

imidazolil]l metiliden}-2,5-piperazindiona (16)

15
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[0209] A una solucién de 5-ter-butilimidazol-4-
carboxaldehfido 15 {(3.02 g, 19.8. mmol) en DMF (30 mL) se
le agrega el compuesto 1 (5.89 g, 29.72 mmol) y la
solucién se evacua repetidamente en un corto tiempo para
retirar oxigeno y limpieza por descarga con Ar, seguido
por adicién de Cs;C0; (9.7 g, 29.72 mmol) y el procesoc de
evacuacién-limpieza por descarga se repite de nuevo. La
mezcla resultante se agita por 5 horas a temperatura
ambiente. Después de gque el solvente se retira por
evaporacién, el reesiduo se disuelve en la mezcla de EtOAc
y NasCO; al 10%, y la fase orgénica se lava con Na;CO; al
10% de nuevo y NaCl saturado tres veces, seca sobre Na;S0,
y concentra al vacfo. El aceite residual se purifica por
cromatografia en columna en sflice utilizando CHCl;-MeOH
(100:0 a 50:1) como eluyente para dar 1.90 g (33 %) de un
s6lido amarillo p&lido 16. 'H RMN (270 MHz, CDCl,;) delta
12. 14 (d, br-s, 1H), 9.22 (br-s,1H), 7.57 (s,1H), 7.18,
(s, 1H), 4.47 (s, 2H), 2.65 (s, 3H), 1.47 (s, SH).

2) t-Bu-deshidrofenilahistina

193
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[0210] A una solucién de l-acetil-3-{(2Z)-1-[5-
ter-butil-1H-4-imidazolillmetiliden}]-2,5-piperazindiona
(16) (11 mg, 0.038 mmol) en DMF (1.0 mL), Be agrega
benzaldehido (19 uL, 0.19 mmol, 5 eq) y la solucién se
evacud repetidamente en un corto tiempo para retirar el
oxfigeno y lavar por descarga con Ar, B8seguido por la
adicién de CB3CO; (43 mg, 0.132 mmeol, 3.5eq) y el proceso
de evacuacién-lavado por arrastre se repiti6 de nuevo. La
mezcla resultante se calenté por 2.5 horas a 80 grados C.
Después que el solvente se retird por evaporacién, el
residuo se disolvié en EtOAc, lavé con agua dos veces Y
NaCl saturado por tres veces, s8ecSé sobre Na;SO;, Yy
concentxd al vacfo. El residuo resultante se disolvié en
MeOH ag 90% y aplicé a una columna HPLC de fase inversa
(YMC-Pack, ODS-AM, 20 x 250 mm) y eluyd utilizando un
gradiente lineal desde 70 a 74% MeOH en agua durante 16
minutos a un gasto de flujo de 12 mL/min, y la fraccién
deseada se recolectd y concentrd por evaporacién para dar
6.4 mg (50%) de ter-butil-deshidrofenilahistina de color
amarillo. H RMN (270 MHz, CDCl;) delta 12.34 br-s, 1H),
9.18 (br-s, 1H), 8.09 (s,1H), 7.59 (s, 1H), 7.31-7. 49
(m, 5H), 7.01 s, 2H), 1.46 (s, 9H).

[0211] La reacci6én de deshidrofenilahistina
para producir tBu-deshidrofenilahistina es idéntica al

Ejemplo 1.

14¥#
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[0212] El1 rendimiento total de 1la tBu-
deshidrofenilahistina recuperada fue 16.5%.
Ruta B:

[0213] N,N'-diacetil-2,5-piperazindiona 1 se
preparS como el Ejemplo 1.

1) 1-Acetil-3-[(-bencilidenl]-2,5-piperazindiona (17}

[0214] A una solucién de benzaldehido 4 (0.54
g, 5.05. mmol) en DMF (5 ml) se agrega el compuesto 1
(2.0 g, 10.1 mmol) y la solucién se evacubd repetidamente
en un corto tiempo para retirar el oxigeno y lavado por
arrastre con Ar, seguido por la adicidn de Cs3CO; (1.65 g,
5.05 mmoles) y el proceso de evacuacién-lavado por
arrastre se repiti$ de nuevo. La mezcla resultante se
agita por 3.5 h a temperatura ambiente. Después que el
solvente 8e retira por evaporacién, el residuo se
disuelve en la mezcla de EtOAc y NazCO; al 10%, y la fase
orgénica se lavé con Na;CO; al 10% de nuevo y NaCl
saturado tres veces, sec6 sobre Na;S80, y concentré al
vacfio. El1 86lido residual se recristalizé a partir de
MeOH-éter para obtener un 86lido blancuzco de 17;
rendimiento 1.95 g (79%).

2) t-Bu-deshidrofenilahistina
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[0215] A una 8oluci6n de 1l-acetil-3-[(Z)-
bencilidenl) -2,5-piperazindiona (17) (48 mg, 0.197 mmol)
en DMF (1.0 mL) ee agrega 5-ter-butilimidazol-4-
carboxaldehido 15 (30 mg, 0.197 mmol) y la solucién se
evacué repetidamente en un corto tiempo para retirar el
oxigeno y se lavado por arrastre con Ar, seguido por la
adicién de CeiC0; (96 mg, 0.296 mmol) y lava, el proceso
de evacuacién-lavado por arrastre se repitié de nuevo. La
mezcla resultante se calentd por 14 h a 80 grados C.
Después que el solvente se retirar& por evaporacién, el
residuo se disolvié en EtOAc, lavé con agua dos veces y
NaCl saturado por tres veces, BsBecS sobre NazSO, Yy
concentré al vacio. El residuo resultante se disolvié en
MeOH aqg 90% y aplicé a una columna HPLC de fase inversa
(YMC-Pack, ODS-AM, 20 x 250 mm) y eluybé utilizando un
gradiente lineal de 70 a 74% de MeOH en agua durante 16
minutos a un gasto de flujo de 12 mL/min, y la fraccién
deseada se recolectd y concentrd por evaporacién para dar
0.8 mg {1.2%) de ter-butil-deshidrofenilahistina de color

amarillo.
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[0216] El1 rendimiento total de 1la tBu-
deshidrofenilahistina recuperado fue 0.9%.

[0217] El perfil HPLC de la tBu-
deshidrofenilahistina sintética cruda de la Ruta A y de
la Ruta B se ilustra en la Figura 4.

[0218] Otros dos derivados de tBu-
deshidrofenilahistina se sintetizaron de acuerdo con el
método de la Ruta A. En la sintesis de los derivados
tBu- deshidrofenilahistina adicionales, 8e realizaron
modificaciones al compuesto benzaldehfdo 4.

[0219] La Figura 4 ilustra las similaridades de
los perfiles HPLC (columna: YMC- Pack ODS-AM (20 x
250mm) ; Gradiente: 65% a 75% en un sistema metanol-agua
por 20 minutos, después 10 minutos en un sistema de
metanol al 100%; Gasto de flujo: 12 mL/min; O.D. 230 nm)
de la deshidrofenilahistina sintetizada del ejemplo 1
({Fig. 2) y el compuesto tBu-deshidrophenilahistina
anteriormente ejemplificado producido por la Ruta A.

[0220] La secuencia de introduccién de los
aldehidos es relevante al campo y por lo tanto un aspecto
de la sintesis. Un anilogo de la deshidrofenilahistina se
gintetizé como un control o modelo, en donde el grupo
dimetilalilo se cambio al grupo ter-butilo con un
impedimento estérico similar en la posicién 5 del anillo

imidazol.

17



10

15

97

[0221] La sintesis de esta "ter-butil (tBu)-
deshidrofenilahistina" utilizando la "Ruta A" se mostrd
anteriormente: particularmente, la secuencia de
introduccién del aldehido exactamente sigue la sintesis
de deshidrofenilahistina y exhibe un rendimiento total de
16.5% de tBu-deshidrofenilahistina. Este rendimiento fue
similar al de deshidrofenilahistina (20%). Utilizando la
"Ruta B" en donde la secuencia de introduccién de los
aldehidos es opuesta al de la Ruta "A" para la sintesis
de deshidrofenilahistina, solo una cantidad en trazas de
la tBu-deshidroPLH deseada se obtuvo con un rendimiento
total de 0.9% aunque la introduccién del primer
benzaldehido 4 diera un rendimiento de 76% del compuesto
intermedio 17. Este resultado indicé gque puede ser
diffcil introducir 1loe imidazol-4-carboxaldehidos 15
altamente voluminosos con un grupo de sustitucién que
tiene un carbono cuaternario en la posicién 5 adyacente
en el anillo imidazol, en el compuesto intermedio 17,
sugiriendo que la secuencia para introducir aldehido es
un aspecto importante para obtener altc rendimiento de
deshidrofenilahistina (] un andlogo de
deshidrofenilahistina empleando la sintesis aquif escrita.

[0222] A partir del anélisis HPLC de los
productos crudos finales como se muestra en la Figura 4,

ge observé un muy alto contenido de tBu-
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deshidrofenilahistina y de pequefia cantidad formacidn de
subproductos en la muestra en crudo de la Ruta A
(izquierda). 8Sin embargo, una cantidad relativamente
menor de la tBu-deshidrofenilahistina deseada y varios
otros subproductos se observé en la muestra obtenida
utilizando la Ruta B {derecha).
Ejemplo 3
Sintesis alterna a gran escala de

Deshidrofenilahistina y Anflogos

Sintesis de 3-Z2-Benciliden-6-[5"-(1,1-
dimetilalil)-1H-imidazol-4"-Z-ilmetilen]piperazin-2,5-

diona [Deshidrofenilahistinal] (1)

I.

19
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[0223] Reactivos: a) LDA, CHCHO; b) Tos-Cl,

5 piridina; c¢) DBU; d)NaCOH; e) C3Cla03; f) KOOCCH,COOEt,

BuLi; g) 80;Clz; h) HNCHO, H;0; i) LiAlH,; Jj) MnOz; k)

1l,4-diacetil-piperacin-2,5-diona, Cs;C0;; 1) benzaldehido,

C8;C0 metil éter de acido 3-Hidroxido-2,2-dimetil-
butirico

10

[0224] Una solucién de LDA en

heptano/THF/etilbenceno (2 M, 196 ml, 0.39 mol) se agrega
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bajo argém a una solucién de metil isobutirato (45 ml,
0.39 mol) en THF (270 ml) a -60 grados y la mezcla
resultante se agita durante 30 min. Una solucifn de
acetaldehido (27 ml, 0.48 mol) en THF (45 ml) pre-
enfriada a -60 grados , s8se agrega lentamente y la
solucién resultante se agita por 30 minutos m&s. Cloruro
de amonio saturado (50 ml) se agrega y la solucibén se
deja que caliente a temperatura ambiente. La mezcla de
reaccién se extrae con etil acetato y los extractos se
lavan con HC1 (2 M), bicarbonato de sodio y después
salmuera. La capa orginica se seca sobre sulfato de
magnesio, filtra, después se evapora para dar un aceite
claro (52.6 g). Deastilacién 76-82 grados /30 mm de Hg dio
metil éster de &cido 3-hidr6xido-2, 2-dimetil butfilico
puro (42.3 g, 74%). (Burk et al., J. Am. Chem. Soc.,
117:4423-4424 (1995)).

[0225] 'H RMN (400 MHz, CDCl;) delta 1.15 (4, J
= 6.2 Hz, 3H); 1.17 (s, 6H); 2.66 (d, J = 6.2 Hz, 1H, -
OH); 3.71 (s, 3H, -OMe); 3.87 (app quinteto, J =6.4 Hz,
1H, H3).

Metil égter de 4cido 2,2-Dimetil-3-(tolueno-4-

sulfoniloxi) -butirico

IS
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o. TeCl oy
OH O Prids ¢
0=8=0

[0226] A una solucién enfriada (0 grados } de
metil é&éster de &cido 3-hidréxido-2, 2-dimetil-butilico
(52.0 g, 0.36 mol) en piridina (100 ml}, se agrega
gradualmente cloruro de p-toluen sulfonilo (69.0 g, 0.36
mol). La mezcla se enfria para calentar a temperatura
ambiente y se agita durante 60 horas. La reaccién de
nuevo se enfrfa en hielo y se acidifica por adicién de
HCL (2 M). La solucién resultante se extrae con etil
acetato, los extractos se lavaron con HCl, después
salmuera, secan y evaporan para dar un aceite que forma
un precipitador blanco al reposar. Esta mezcla se
disuelve en la cantidad minima de etil acetato y después
se agrega petrSleo ligero para producir un precipitado
blanco que se recolecta y lava con mis petrSleo ligero.
El filtrado se evaporSf parcialmente y una segunda cosecha
de cristales se obtuvo y agrega a la primera para dar por
resultado metil é&ster de &cido 2,2-dimetil-3-(toluen-4-
sulfoniloxi)-butfirico (81.2 g, 76%).

[0227] 'H RMN (400 NMz, CDCl;) delta 1.12 (s,

3H); 1.13 (s, 3H); 1.24 (d, J = 6.4 Hz, 3H); 2.45 (s, 3H,
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-PhMe) 3. 58 (8, 3H, -OMe); 4.94 (cuarteto, J 6.4 H=z,

1H, H3), 7.33 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.78 (4, J

8.0 Hz,
2H) .

[0228] Evaporacién del filtrado final dio por
resultado crudo adicional metil é&ster de &cido 2,2-
dimetil-3- (toluen-4-gulfoniloxi)-butirico (19.0 g, 18%).

Metil éster de dcido 2,2-Dimetil-but-3-enolco

[0229] Una solucién de metil éster de &cido
2,2-dimetil-3- (toluen-4-gulfoniloxi) -butirico (18.06 g,
0.06 mol) en DBU (15 ml) se calienta 140-160 por 3.5
horas. Se deja que 1la mezcla enfrie a temperatura
ambiente y después se diluye con éter. La mezcla se lava
con HC1l (1 M), bicarbonato de sodio y después salmuera.
La capa etérea se sBeca y parcialmente evapora para dar
una solucién concentrada de metil é&éster de &cido 2,2-
dimetil-but-3-enoico (10 g). (Savu y Katzenellenbogen, J.
Org Chem, 46:239-250 (1981)). Mayor evaporacién se evita
debido a la volatilidad de producto (p.e. 102 grados ).
(Tpaconas et al., Aust. J. Chem., 53:435-437 (2000)).

[0230] 'H RMN (400 NMz, CDCl;) delta 1.31 (s,
6H); 3.68 (s, 3H); 5.06 (d, J = 17.1 Hz, 1lH, -CH=CHj};
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5.11 (d, J = 10.7 Hz, 1H, -CH=CH3); 6.03 (dd, J = 17.1,
10-7 Hz' 1H' ‘CH=CH2) .

Acido 2, 2-Dimetil-but-3-enoico

S

[0231] La solucién etérea anterior de metil
éster de fcido 2,2-dimetil-but-3-enoico (10 g) se diluye
con etanocl (25 ml), hidréxido de sodio (4 M, 22 ml) e
agrega y la mezcla se agita durante la noche. La solucién
ge evapora parcialmente para retirar el metanocl y la
mezcla de resultante se agrega a HCl (1 M, 100 ml). El
producto se extraen con etil acetato y los extractos se
gecaron y evaporaron para dar &cido 2,2-dimetil-but-3-
enoico (6.01 g, 88% 2 etapas). (Hayashi et al., J. Org.
Chem., 65:8402-8405 (2000).

[0232] 'H RMN (400 MHz, CDCl;) delta 1.33 (s,

6H); 5.11 (4, J = 10.8 Hz, 1H, -CH=CH;); 5.15 (d, J

17.2 Hz, 1H, -CH=CH); 6.05 (dd, J = 17.2, 10.8 Hz, 1H,
CH=CH;) .

[0233] Hidrégeno malonato de monoetilo
(Wierenga and Skulnick, "Aliphatic y Aromatic beta-keto
Esters from Monoetil Malonate: Etil 2-Butyrylacetate,"

Organic Syntheses Collective Volume 7, 213).
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[0234] Etil malonato de potasio (25.0 g, 0.15
mol) se puspende en agua (15.6 ml) y enfria en un baflo de
hielo. HCl concentrado (12.5 ml) sBe agrega por goteo
durante 30 minutos, después la mezcla se agita por 10
minutos mis. El precipitado se filtra, después se lava
dos veces con éter. El filtrado se separa y la parte
acuosa B8e extrae con éter. Las soluciones etéreas
combinados se secan (MgS0;) y evaporan para dar por
resultado, como un aceite, monoetil hidrégeno malonato
(19. 2 g, 99%) que se seca al vacio durante la noche (o
50 grados /1 mm por 1 hora) antes de uso.

Etil éster de &cido 4,4-Dimetil-3-oxo-hex-5-enoico

Cy0,Cly / OMF
0 o O

[0235] Cloruro de hexalilo (3.83 ml, 43.9
mmoles) Be agrega por gotas a una solucidén enfriada (0
grados ) de &cido 2,2-dimetil-but-3-encico (5.0 g, 43.9
mmoles) y DMF (1 gota) en diclorometano anhidro (25 ml).
La mezcla se agitador una hora a 0 grados, por 16 horas a

temperatura ambiente. Destilacién fraccional (121 grados
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/760 mm de Hg) dio por resultado cloruro de 2,2-dimetil-
but-3-enoilo (4.1 g, 71%).

[0236] Monoetil hidrégeno malonato (7.2 g, 0.05
mol) y bipiridilo (pocos miligramos) se disolvieron en
THF (90 ml) y el sistema se lavé con descarga con
nitrégeno. La solucién se enfri6 a -70 grados , después
BuLi (2.5 M en hexanos, 37 ml, 0.09 mol) se agrega.
Después de la adicién de solo ~10 ml de BulLi, la solucién
viré a rosa y el THF (15 ml) adicional se requirié para
activar agitacién magnética. El bafio de enfriamiento se
retir6 y el BulLi restante se agregd, la temperatura se
dej6 que alcanzara -10 grados, ante lo cual la solucién
vir6 a incolora. La mezcla de nuevo se enfri6 a -60
grados y una solucién de cloruro 2,2-dimetil-but-3-enoilo
(4.1 g, 0.03 mol) en THF (12 ml) se agregl por gotas.
Después de completar la adicién, la mezcla se dejé que
calentara a 0 grados y se agitdé por 3 horas, después se
agregé a una mezcla 1l:1 de éter/HCl 1M (260 ml) a O
grados Yy agité por 1.5 h adicionales. La capa organica
se retirS, lavdé con HCl (1 M), solucién de bicarbonato de
sodio, salmuera, después se secd y evapord para dar etil
épter de &cido 4,4-dimetil-3-oxo-hex-5-enoico (5.6 g,
98%). (Hayashi et al., J. Org. Chem., 65:8402-8405
(2000) . Destilacién con un horno Kugelrohr (160 grados /1

mm de Hg) dio por resultado el material puro.

IS6
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[0237] 'H RMN (400 MHz, CDCl,;) delta 1.26 (s,
6H); 1.27 (t, J = 6.9 Hz, 3H, CH;CH;); 3.51 (s, 2H); 4.18
(q, o = 6.9 Hz, 2H, -CH;CH,); 5.20 (d, J = 17.7 Hz, 1H, -
CH=CH;); S5.21 (d, J = 9.6 Hz,1H, -CH=CH;); 5.89 (dd, J =
17.7, 9.6 Hz, 1H, -CH=CH,).
Btil é&ster de &cido 2-cloro-4,4-dimetil-3-oxo-hex-5-

enoico

Ne 8 adiE i o'
0 ©

[0238] Cloruro de sulfurilo (0.84 ml, 10.4
mmol) se agrega a una solucién enfriada (0 grados ) de
etil é&ster de &cido 4,4-dimetil-3-oxo-hex-5-enocico (1.83
g, 9.93 mmol) en cloroformo (7 ml). La mezcla resultante
se dej6 que calentara a temperatura amblente y agité por
30 minutos, después de lo cual se calentd el reflujo por
2 horas. Después de enfriar a temperatura ambiente, la
mezcla de reaccién se diluyé con cloroformo, después se
lavé con bicarbonato de sodio, agua, después salmuera. La
parte orgénica se secd y evapord para dar por resultado
comoc un aceite café&, etil éster de &cido 2-cloro-4,4-
dimetil-3-oxo-hex-5-enoico (2.01 g, 93%). (Hayashi et al.
et al., J. Org. Chem., 65:8402-8405 (2000).

[0239] H RMN (400 MHz, CDCli) delta 1.28 (t, J

= 7.0 Hz, 3H, -CH,CH3); 1.33 (s, 3H); 1.34 (s, 3H); 4.24
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(@, Jd = 7.0 Hz, 2H, -CH;CH3); 5.19 (e, 1H; 5.28 (d, J =
16.9 Hz, 1H, -CH=CH,;}); 5.29 (d, J = 10.9 Hz, 1H, -CH=CHj);
5.96 (dd, J = 16.9, 10.9 Hz, 1H, -CH=CH;)
[0240] LC/MS tp = 8.45 (219.3[M(C1%®’)+H]* min.
[0241] Este material se reacciona sin mayor
purificacién.
Etil é&ster de &cido 5-(1,1-dimetil-alil)-3H-imidazol-4-

carboxilico

. lm. 0,0 0, OH 0, 0n
RS SUERLIN'S GRS S
™ o+ o+ Ny

[0242] Una suspensién de etil éster de acido 2-
cloro-4,4-dimetil-3-oxo-hex-5-enoico (19.4 g, 0.09 mol) y
agua (1.94 ml, 0.11 mol) en formamida (36.8 ml) se agitd
brevemente, despuée se distribuyd en ampolletas de 15 x
18 ml. Las ampolletas se sellaron y calentaron a 150
grados por 5 horas sequidas. Después de enfriar a
temperatura ambiente, los contenidos de las ampolletas se
combinaron y extrajeron exhaustivamente con cloroformo.
Los extracto se secaron Yy evaporaron para dar una
solucién de formamida concentrada (14.7 g). Esto se
agregé a una columma de silice (didmetroc 7 cm, altura 11
cm) empacada con MeOH 1%/EtsN 1% en cloroformo. Elucién
de la columna con 2 L de esta mezcla seguido por 2 L de

MeOH 2%/ Et3;N 1% en cloroformo dié por resultado en las
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primeras fracciones, un compuesto que se sospecha es etil
éster de &cido 5-(1,1-dimetil-alil)-oxazol-4-carboxilico
(1.23 g. 7%).

[0243] HPLC {(214nm) tp = 8.68 (50.4%) min.

[0244] H RMN (400 MHz, CDCl;) delta 1.40 (t, J
= 7.2 Hz, 3H, -CH,CH;); 1.54 (s, 6H); 4.38 (t, J = 7.2 Hz,
2H, -CH CH;3); 5.03 (d, J = 17.4 Hz, 1H, -CH=CH3); 5.02 (d,
J = 10.4 Hz, 1H, -CH=CH;); 6.26 (dd, J = 17.4, 10.4 Hz,
1H, -CH=CH;}; 7.83 (s, 1H).

[0245] LCMS tr = 8.00 (210.1 [M+H]", 361.1
[2M+H'] ) min,

[0246] Recuperado de posteriores reacciones fue
el etil é&ster de &cido 5-(1,1-dimetil-alil)-3H-imidazol-
4 -carboxilico deseado (3.13 g, 17%). (Hayashi et al., J.
Org. Chem., 65:8402-8405 (2000)).

[0247] HPLC (214nm) tp = 5.52 (96.0%) min.

[0248] H RMN (400 MHz, CDCl,) delta 1.38 (t, J
= 7.0 Hz, 3H); 1.57 (s, 6H); 4.35 (q, J = 7.0 Hz, 2H);
5.04-5.14 (m, 2H, -CH=CH;); 6.28 (dd, J = 18.0, 10.4 Hz,
1H, -CH=CH;); 7.52 (s, 1H).

[0249] LC/MS &, = 5.30 (209.1([M+H]*, 417.2
[2M+H]*) min.

[0250] Adicional etil é&éster de &cido 5-(1,1-

dimetil-alil)-3H-imidazol-4-carboxflico también se

| §4
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recuperd de la columna (3.59 g, 19%) que fue de menor
pureza pero alin lo suficiente para mayor reaccién.

[0251] Otro subproducto aislado de una reaccibn
gimilar (escala menor) por mayor elucién de la columna
con MeOH 5% real Et;N 1% en cloroformo, fue un compuesto
que 8e sospecha es el 4&cido 5-(1,1-dimetil-alil)-3H-
imidazol-4-carboxilico (0.27 g, 9%).

[0252] HPLC (245nm) ¢tz = 5.14 (68.9%) min.

[0253] 'H RMN (400 MHz, CD;OD) delta 1.45 (s,
6H); 4.97 (d, J = 10.6 Hz, 1H, -CH=CH;); 5.01 (d, J =
17.7 Hz, 1H, -CH=CH;); 6.28 (dd, J = 17.7, 10.6 Hz, 1H, -
CH=CHz) ; 7.68 (8, 1H).

[0254] ILCMS tp = 4.72 (181.0 [M+H]*, 361.1
[2M+H]*) min.
[5-(1,1-Dimetil-alil)-3H-imidazol-4-1i1]-metanol

\xéﬂ o, ..xg_(,"

[0255] Una eolucién de etil éster de &cido 5-
{1,1-dimetil-alil)-3H-imidazol-4-carboxilico (3.13 g,
15.0 mmol) en THF (60 ml), se agrega por gotae a una
suspensién de hidruro de 1litio de aluminio (95%
suspeneién, 1.00 g, 25.0 mmol) en THF (40 ml} y la mezcla

te quita temperatura ambiente por 4 h. Se agrega agua

/6O
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hasta que se ces6 el desprendimiento del gas, la mezcla
ge agité por 10 minutos, después se filtro a través de un
embudo seinterizado. El1 precipitado se lavo con THF,
después con metanol, el filtrado y 1los lavados se
combinaron, evaporaron, después secaron por congelamiento
para dar [5-(1,1-dimetil-alil)-3H-imidazol-4-1l]-metanol
(2.56 g, 102%). Agua residual se retira al formar el
azeStropo con cloroformo antes de mayor reaccién (ver
Hayashi et al., J. Org. Chem., 65:8402-8405 (2000)).

[0256] HPLC (240nm) tz = 3.94 (56.8%) min.

[0257] 'H RMN (400 MHz, CD,0D) delta 1.43 (s,
6H); 4.57 (s, 2H); 5.01 (d, J = 10.5 Hz, 1H, -CH=CHj3);
5.03 (4, J = 17.7 Hz, 1lH, -CH=CHz); 6.10 (dd, J = 17.7,
10.5 Hz, 1H, -CH=CHj;); 7.46 (s, 1H).

[0258] LC/MS tp = 3.77 (167.3 [M+H]') min.

5-(1,1-Dimetil-alil)-3H-imidazol-4-carbaldehido

OH o Q

N
[0259] Dibéxido de manganeso (20 g, 0.23 mol) se
agrega a una solucién de [5-(1,1-dimetil-alil)-3H-
imidazol-4-il] -metanol {2.56 g, 0.02 mol) en acetona (300

ml) y la mezcla resultante sBe agité a temperatura

ambiente por 5 horas. La mezcla se filtré a través de

161
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papel filtro y el reesiduo se lavé con acetona., El
filtrado y los lavados se combinan y evaporan para dar
5-(1,1-dimetil-alil)-3H-imidazol-4-carbaldehido (1.82 g,
51%). (Hayashi et al., J. Org. Chem., 65:8402-8405
(2000)).

[0260] HPLC (240nm) tp = 4.08 (91.5%) min.

[0261] 'H RMN (400 MHz, CDCli) delta 1.56 (s,
6H); 5.16 (d, J = 10. 6 Hz, 1H, -CH=CH;); 5.19 (d, J =
17.3 Hz, 1H, -CH=CH;); 6.22 (dd, J = 17.3, 10.6 Hz, 1H, -
CH=CHa); 7.75 (@, 1H), 10.02 (s, 1H, HCO).

[0262] LC/MS tgp = 3.75 (165.2[M+H]*) min.
1-Acetil-3-[5'-(1,1-dimetil-alil)-1H-imidazol-4'-2-

ilmetilen] -piperazin-2,5-diona

O

B —

0o O

[0263] A una solucién de 5-(1,l1-dimetil-alil)-
3H-imidazol-4-carbaldehido (1.78 g, 0.01 mol) en DMF (35
ml) se agrega 1,4-diacetil-piperazin-2,5-diona (8.59 g,
0.04 mol) y la mezcla se evacua, luego lava por arrastre
con argén. El proceso de evacuacif6n-lavado por arrastre
se repite dos veces mas después se agrega carbonato de
cesio (3.53 g, 0.01 mol). El proceso de evacuacifn-lavado

por arrastre se repite tres veces mis, después la mezcla

ez
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resultante se calienta a 45 grados por 5 horas. La mezcla
de reaccién se evapora parcialmente (calentamiento con
alto vacis8) hasta que queda un pequefio volumen y la
solucién resultante se agrega por gotas a agua-hielo (50
ml). El precipitado amarillo se recolecta, lava con agua,
después seca por congelamientc para dar por resultado 1-
acetil-3-[5'-(1,1-dimetil-alil)-1H-imidazol-4"'-
ilmetilen] -piperazin-2,5-diona (1.18 g, 36%). (Hayashi,
Personal Communication {(2001)).

[0264] HPLC (214nm) tp = 6.01 (72.6%) min.

[0265] 'H RMN (400 MHz, CDCl;) delta 1.53 (s,
6H); 2.64 (s, 3H); 4.47 (s, 2H); 5.19 (d, J = 17.3 Hz,
1H, -CH=CH;); 5.23 (d, J = 10.7 Hz, 1H, -CH=CH;); 6.06
(dd, J = 17.3, 10.7 Hz, 1H, -CH=CH;); 7.16 (s, 1H), 7.59
(s, 1H), 5.47 (bse,1H); 12.11 (bs,1H) [cbservado -2% 1,4-
diacetil-piperazin-2,5-diona contaminacién delta 2.59 (s,
6H); 4.60 (8, 4H).]

[0266] LC/MS ty = 6.65 (303.3 [M+H]*, 605.5
[2M+H]*) min. (n.b. diferente sistema empleado).
3-Z-Benciliden-6-[5"-(1,1-dimetilalil)-1H-imidazol-4"-Z-

ilmetilen] -piperazin-2,5-diona

Sxp L o

163
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[0267] A una solucién de 1l-acetil-3-[5'-(1,1-
dimetil-alil)-1H-imidazol-4'-ilmetilen] -piperazin-2,5-
diona (2.91 g, 9.62 mmol) en DMF (70 ml) se agrega
benzaldehfdo (4.89 ml, 48.1 mmol) y la solucién se evacua
luego lava por arrastre con argén. El1 proceso de
evacuacién-lavado por arrastre se repite dos veces més,
después carbonato de cesio (4.70 g, 14.4 mmol) se agrega.
El proceso de evacuacibén-lavado por arrastre se repite
tres veces mas después la mezcla resultante se callenta
bajo el gradiente de temperatura mostrado a continuacién.

[0268] Después de un tiempo total de 5 horas,
se dejé que la reaccién enfriara a temperatura también la
mezcla se agrego a agua enfriada por hielo (500 ml). El
precipitado se recolectd, lavé con agua 0(300 ml),
después sec6 por congelamiento para dar por resultado un
86lido amarillo (2.80 g). Este material se disolvié en
cloroforme (250 ml) filtré a través de papel filtro y
evaporé para dar azedStropo con el agua restante. EIl
precipitado amarillo residual (2.70 g, HPLC (214 nm) tp =
7.26 (93.6%) min.) se disolvié parcialmente en cloroformo
(20 ml), la suspensién se sonicé por 5 minutos, después
del 86lido se recolect6 y secé al aire para dar por
resultado 3-Z-benciliden-6-[5"-(1,1-dimetilalil) -1H-

imidazol-4"-Z-ilmetilen] -piperazin-2,5-diona (1.82 g,

gt
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54%) (Hayashi, Personal Communication (2001))}, p.f. 239-
240 grados (desc.).

[0269] HPLC {(214nm) tp = 6.80 (1.92) min, 7.33
(95.01%) .

[0270] 'H RMN (400 MHz, CDCl;) delta 1.53 (s,
6H); 5.18 (d, J = 17.6 Hz, 1H, -CH=CH;); 5.21 (d, J =
11.0 Hz, 1H, -CH=CH;); 6.06 (dd, J = 17.6, 11.0 Hz, 1lH, -
CH=CH,;); 6.99 (s, 1H, -C-C=CH); 7.00 (s, 1H, -C-C=CH);
7.30-7.50 (m, 5 x ArH); 7.60 (s, H2"); 8.07 (bs, NH);
9.31 (be, NH); 12.30 (bs, NH).

[0271] LC/MS tp = 6.22 (349.3 [M+H]*, isSmero
E), 6.73 (349.5 [M+H]*, 697.4 [2M+H]*, isémero Z) min.

[0272] ESMS m/z 349.5 [M+H]*, 3%0.3 [M+CH,CN]".

[0273] Evaporacién de la solucién de cloroformo
dié adicional 3-Z-benciliden-6-[5"-(1l,l1-dimetilalil)-1H-
imidazol-4"-Z-ilmetilen] -piperazin-2,5-diona {(0.76 g,
29%).

[0274] HPLC (214nm) tp = 7.29 (84.5%) min.
3-E-Benciliden-6-[5"-(1,1-dimetilalil) -1H-imidazol-4"-Z-

ilmetilen] -piperazin-2,5-diona

165~
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[0275] Purificacifn ae HPLC preparativa dié
muestra cruda de material ©esintetizado como con
anterioridad produjo el isbémero geométrico 3-E-
benciliden-6-[5"-(1,1-dimetilalil)-1H-imidazol-4"-2-
ilmetilen] -piperazin-2,5-diona (1.7 mg).

[0276] HPLC (214nm) tp = 6.75 (87.79) min.

[0277] 'H RMN (400 MHz, CDCl,;) delta 1.52 (s,

6H); 5.19 (d, J = 20.8 Hz, 1H, -CH=CHz); 5.22 (d, J

14.0 Hz, 1H, -CH=CH;); 6.05(dd, J = 18.0, 10.4 Hz, 1H,
CH=CH;); 6.33 (s, 1H, C-C=CH); 6.90-7.65 (m, 7H).

[0278] ESMS m/z 349.5 [M+H]*, 390.4 [M+CH.CN]".
Sintesie de 3-Z-benciliden-6-(5"-ter-butil-l1H-imidazol-

4"-Z-ilmetilen) -piperazin-2,5-diona (2)

66
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[0279] Reactivos: g) S0;Cla; h) H;NCHO, Hz0; i)
LiAlH,; 3j) MnO;; k) 1,4diacetil-~piperazin-2,5-diona,
Ce32C03; 1) benzaldehido, Cs3C0;

5 Etll éster de Acido 2-cloro-4,4-dimetil-3-oxo-pentanoico

o © o
[0280] Cloruro de sulfurilo (14.0 ml, 0.17 mol)
se agrega a una solucién enfriada (0 grados ) de etil
10 pivaloilacetato (27.17 g, 0.16 mol) en cloroformo (100

ml). La mezcla resultante se deja que se caliente a

temperatura ambiente y agita por 30 minutos, después de

(67
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lo cual se calienta al reflujo por 2.5 horas. Después de
enfriar a temperatura ambiente, la mezcla de reaccién se
diluye con cloroformo, después lava con bicarbonato de
sodio, agua y después salmuera.

[0281] La fase orgédnica se esecl y evapord para
dar por resultado como un aceite claro etil é&ster de
dcido 2-cloro-4,4-dimetil-3-oxo-pentanocico (33.1 g,
102%). (Durant et al., "Aminoalkilimidazoles y Process for
their Production." Patente No. GB1341375 (Gran Bretaifia,
1973)).

[0282] HPLC (214nm) tz = 8.80 (92.9%) min.

[0283] 'H RMN (400 MHz, CDCl;) delta 1.27 (s,
9H); 1.29 (t, J = 7.2 Hz, 3H); 4.27 (q, J = 7.2 Hz, 2H);
5.22 (s, 1H).

[0284] >C RMN (100 MHz, CDCl;) delta 13.8,
26.3, 45.1, 54.5, 62.9, 165.1, 203.6.

Etil éster de d4cido 5-ter-Butil-3H-imidazol-4-carboxilico

e = T G

[0285] Una solucién de etil éster de &cido 2-
cloro-4, 4-dimetil-3-oxo-pentanoico (25.0 g, 0.12 mol) en
formamida (47.5 ml) y agua (2.5 ml) 8se agité, después
surtié en ampolletas de 15 x 8 ml. Todas las ampolletas

ge pellaron y después calentaron a 150 gradosa por 3.5

) 6%



10

15

20

1lle

horas. Se dejé que las ampolletas se enfriaran a léq

temperatura ambiente, luego se agregé agua (20 ml) y la
mezcla se extrajo exhaustivamente con cloroformo. El
cloroformo se retir5 para dar una solucién de forma mida
concentrada (22.2 g) que sBe agregé a una columna de
silice de evaporaciém instanténea (didmetro 6 cm, altura
12 cm) empacada en MeOH 1%/EtsN 1% en cloroformo. La
elucién de la columna con 2.5 L de esta mezcla seguida
por un L de MeOH 2%/Et,N 1% en cloroformc dié en sus
primeras reacciones, un producto que se sospecha es etil
éster de &cido 5-ter-butil-oxazol-4-carboxflico (6.3 g,
26%) .

[0286] HPLC (214nm) tp = 8.77 min.

[0287] 'H RMN (400 MHz, CDCl,) delta 1.41 (t, J
= 7.2 Hz, 3H); 1.43 (s, SH); 4.40 (q, J = 7.2 Hz, 2H);
7.81 (s, 1H).

[0288] 3C RMN (100 MHz, CDCl,;) delta 14.1,
28.8, 32.5, 61.3, 136.9, 149.9, 156.4, 158.3.

[0289] ESMS m/z 198.3 [M+H]*, 239.3 [M+CH.CN]".

[0290] LC/MS tp = 7.97 (198.1 [M+H]") min.

[0291] De posteriores reacciones fue recuperado
etil éster de &cido 5-ter-butil-3H-imidazol-4-carboxilico
(6.20 g, 26%). (Durant et al., "Amincalkylimidazole y
Process for their Production."™ Patent No. GB 1341375

(Great Britain, 1973)}.
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[0293] H RMN (400 MHzZ, CDCl,) delta 1.38 (t, J

[0292] HPLC (214nm) tp = 5.41 (93.7%) min.

= 7.0 Hz, 3H); 1.47 (s, 9H); 4.36 (g, J = 7.2 Hz, 2H);
7.54 (B, 1H).

[0294] *C RMN (100 MHz, CDCl;) delta 13.7,
28.8, 32.0, 59.8, 124.2, 133.3, 149.2, 1l62.6.

[0295] ESMS m/z 197.3 [M+H]*, 238.3 [M+CH,CN]"*.

[0296] Mayor elucién de la columna con un L de
MeOH 5%/Et,N 1% dié un compuesto que se sospecha es &cido
5-ter-butil-3H-imidazol-4-carboxilico (0.50 g, 2%).

[0297] HPLC (245nm) tp = 4.68 (83.1%) min.

[0298] 'H RMN (400 MHz, CD,OD) delta 1.36 (s,
9H); 7.69 (s, 1lH).

[0299] 'H RMN (400 MHz, CDCl,;) delta 1.37 (s,
9H); 7.74 (s, 1H).

[0300] 'H RMN (400 MHz, CD;SO) delta 1.28 (s,
9H); 7.68 (s, 1H).

[0301] ESMS m/z 169.2 [M+H]*, 210.4 [M+CHCN]*.

(5-ter-butil-3H-imidazol-4-il) -metanol

o= xf

[0302] Una soluclién de etil éster de &cido 5-

ter-butil-3-imidazol-4-carboxilico (3.30 g, 16.8 mmol) en
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THF (60 ml), sBe agrega por gotas a una suspensién de
hidruro de litio de aluminio (suspensibn 955%, 0.89 g,
22.2 mmel) en THF (40 ml) y la mezcla se agita a
temperatura ambiente por 3 horas. Se agrega agua hasta
que cesd el desprendimiento de gas, la mezcla se agité
por 3 minutos, después Be filtr6 a travée de un embudo
sinterizado. El precipitado se lavé con THF, después con
metanol, el filtrado y el 1lavado se combinaron Yy
evaporaron. El residuo se sec6 por congelamiento durante
la noche para dar, como un 86lido blanco (5-ter-butil-3H-
imidazol-4-il) -metanol (2.71 g, 105%). (Durant et al.,
"aminocalkylimidazols y Proceas for their Production."
Patent No. GB1341375 (Great Britain, 1973)).

[0303] HPLC (240nm) tp = 3.70 (67.4%) min.

[0304] *H RMN (400 MHz, CD0D) delta 1.36 (s,
9H); 4.62 (8, 2H); 7.43 (8, 1H).

[0305] 13C RMN (100 MH=z, CDiOD) delta 31.1,
33.0, 57.9, 131.4, 133.9, 140.8.

[0306] LC/MS ty = 3.41 (155.2 [M+H]*) min.

[0307] Este material se emplea 8in mayor
purificacién.

5-ter-butil-3H-imidazol -4-carbaldehfdo
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[0308] Diéxido de manganeso (30 g, 0.35 mol) se
agrega a una solucién heterogénea de (5-ter-butil-3H-
imidazol-4-il) -metanol (4.97 g, 0.03 mol) en acetona (700
ml) y la mezcla resultante se agita a temperatura
ambiente por 4 h. La mezcla se filtr6 a través de un
cojin de celite y el cojin se lavé con acetona. El
filtrado y lavado se combinaron Yy evaporaron. Los
residuos se trituraron para dar por resultado como un
g6lido incoloro, 5-ter-butil-3H-imidazol-4-carbaldehido
(2.50 g, 51%). (Hayashi, Personal Communication (2000)).

[0309] HPLC (240nm) tp = 3.71 (89.3%) min.

[0310] 'H RMN (400 MHz, CDCl,;) delta 1.48 (s,
9H); 7.67 (8, 1H); 10.06 (s, 1H).

[0311] LC/MS tp = 3.38 (153. 2 [M+H]*) min.

[0312} Evaporacién del filtrado de la
tritur;cién dié adicional 5-ter-butil-3H-imidazol-4-
carbaldehido (1.88 g, 38%).
l1-Acetil-3-(5'-ter-butil-IH-imdazol-4'-Z-ilmetilen)

piperazin-2,5-diona



10

15

20

122

o R R )
Fr"*lr"(ﬁfj ._"1’"% §

[0313] A una B8olucién de 5-ter-butil-3H-
imidazol-4-carbaldehido (2.50 g, 164.4 mmol) en DMF (50
ml) se agrega 1,4-diacetil-piperazin-2,5-diona (6.50 g,
32.8 mmol) y la solucidén se evacua, lava por arrastre con
argén. El proceso de evacuacibén-lavado por arrastre se
repite dos veces mis, después sBe agrega carbonato de
cesio (5.35 g, 16.4 mmol). El procesc de evacuacién-
lavado por arrastre se repite tres veces mis, después la
mezcla resultante se agita a temperatura ambiente por 5
h. La mezcla se evapora parcialmente (calor y alto vacio)
hasta que quedé un pequefio volumen y la solucibn
resultante se agregd por gotas al agua (100 ml). El
precipitado amarillc se recolectS, después secé por
congelamiento para dar por resultado l-acetil-3-(5'-ter-
butil-1H-imidazol-4'-Z-ilmetilen) -piperazin-2,5-diona
(2.24 g, 47%). (Hayashi, Personal Communication (2000)).

[0314] HPLC (214nm) tz = 5.54 (94.4%) min.

[0315] 'H RMN (400 MHz, CDCl;) delta 1.47 (s,
SH); 2.65 (8, 3H), 4.47 (s, 2H); 7.19 (e, 1H); 7.57 (s,

1H), 9.26 (s, 1H), 12.14 (s, 1H).

173
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[0316] 'H RMN (100 MHz, CDC1;+CD;OD) delta 27.3,
30. 8, 32.1, 46.5, 110.0, 123.2, 131.4, 133.2, 141.7,
160.7, 162.8, 173.0.

[0317] LC/MS tp = 5.16 (291.2 [M+H]', 6581.6
[2M+H]* min.
3-Z2-Benciliden-6-(5"-ter-butil-1H-imidazol-4"-2Z-

ilmetilen)-piperazin-2,5-diona

\x@:&“ _"O’?"i‘**i“

[0318] A una solucién de 1l-acetil-3-(5'-ter-
butil-1H-imidazol-4'-Z-ilmetilen) -piperazin-2,5-diona
(2.43 g, 8.37 mmol) en DMF (55 ml) se agrega benzaldehido
(4.26 ml, 41.9 mmol) y la solucién se evacua, luego lava
por arrastre con nitrégeno. Proceso de evacuacidn-lavado
por arrastre se repite dos veces més, después carbonato
de cesio (4.09 g, 12.6 mmol) se agrega. El proceso de
evacuacién-lavado por arrastre se repite tres veces mis,
después la mezcla resultante se calienta bajo el
gradiente de temperatura como se muestra a continuacién.
Después de un tiempo total de 5 horas, la reaccibn se
deja que enfrié a temperatura ambiente y la mezcla se
agrega a agua enfriada por hielo (400 ml). El precipitado

se recolecta, lava con agua, luego seca por congelamiento
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para dar un se6lido amarillo (2.57 g, HPLC (214nm) ¢tz =
6.83 (83.1%) min.). Este material se disuelve en
cloroformo (100 ml) y evapora para formar azeStropo con
agua restante, resultando en un aceite café. Este se
disuelve en cloroformo (20 ml) y enfria en hielo. Después
de 90 minutos, el precipitado amarillo se recolectS§ y
pecd al aire para dar por resultado 3-Z-benciliden-6-(5"-
ter-butil-1H-imidazol-4"-Zilmetilen) -piperazin-2,5-diona
(1.59 g, 56%). (Hayashi, Personal Communication (2000)).

[0319] HPLC (214nm) ¢tz = 6.38 (2.1%), 6.80
{(95.2) min.

[0320] 'H RMN (400 MHz, CDCl;) delta 1.46 (s,
9H); 7.01 (s, 1H, -C-C=CH); 7.03 (s, 1H, -C-C=CH); 7.30-
7.50 (m, 5H, Ar); 7.60 (s, 1H); 8.09 (bs, NH); 9.51 (bs,
NH); 12.40 (bs, NH).

[0321] LC/MS tp = 5.84 (337.4 [M+H]', isémero
E), 6.25 (337.4 [M+H]*, 673.4 [2M+H]*, isbmerc Z) min.

[0322] ESMS m/z 337.3[M+H]*, 378.1 [M+CH,CN]"*.

[0323] Evaporacién de la solucién del
cloroformo dié adicional 3-Z-benciliden-6-(5"-ter-butil-
1H-imidazol-4"-Z-ilmetilen) -piperazin-2, 5-diona (0.82 g,
29%) . HPLC (214nm) tp = 6.82 (70.6%) min.
Experimental General

[0324] Bicarbonato de sodio se reflere a una

Bolucién al 5%.

s

X
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[0325] Solventes orgdnicos se Bsecaron sobre
sulfato de sodio a menos de que se establezca de otra
forma.

Condiciones Analiticas
Condiciones RMN

[0326] An&lisis 'H RMN (400 MHz) se realizé en
una mAquina de RMN Varian Inova Unity 400 MHz. Las
muestras B8e corrieron en cloroformo deuterado que
contiene TMS al 0.1% (a menos que se especifique de otra
forma). Desplazamientos quimicos se refieren con respecto
a TMS (0.00 ppm) o CH;OH a 3.30 ppm para muestras que se
corren en CD,OD. Constantes de acoplamiento se expresan
en hertz (Hz).

Condiciones HPLC Analiticas

[0327] Condiciones de sistema 6:

[0328] RP-HPLC se realiza en una columna Rainin
Microsorb-Mv C18 (5 m, 100 ALFA) 50 x 4.6 mm.

[0329] Amortiguador A: TFA acuoso 0.1%

[0330] Amortiguador B: TFA 0.1% en MeCN 950%
acuoso.

[0331] Gradiente: 0-100% de amortiguador B
durante 11 minutos.

[0332] Gasto de Flujo: 1.5 mL/min

Condiciones LCMS
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[0333] LCMS se corre en un instrumento Perkin-
Elmer Sciex API-100.

[0334] Condiciones LC:

[0335] Andlisis HPLC de fase inversa

[0336] Columna: Monitor 5 m C18 50x4.6 mm

[0337] Solvente A: TFA 0.1% en agua

[0338] Solvente B: TFA 0.085% en MeCN acuoso
90%

[0339] Gradiente: 0-100% B sobre 11.0 minutos

[0340] Gasto de Flujo: 1.5 mL/min

[0341] Longitud de Onda: 214 nm

[0342] Condiciones MS:

[0343] fuente de iones: rocio de iones

[0344] Deteccidn: Conteo de iones

[0345] Gasto de flujo al espectrSmetro de
magas: 300 uL/min después de separar de la columna (1.5
mL/min)} .
Condiciones ESMS

[0346] ESMS Be realiza en un Perkin
Elmer/Sciex-API III LC/MS/MS utilizando una entrada de
electro rocio o electro nebulizacién.

[0347] Solvente: AcOH 0.1% en MeCN acuoso en
60%

[0348] Gasto de Flujo: 25 uL/min

[0349] Rocio de iones: 5000V

kg
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[0350] Placa de orificio: 55 V laéz

[0351] Tiempo de adquisicién: 2.30 min

[0352] Intervalo de exploracidén: 100-1000 amu/z

[0353] Tamafio de escalén: 0.2 amu/z
Condiciones de Purificacién RP-HPLC Preparativa

[0354] Purificaci6n HPLC de fase inversa ae
llev6 a cabo utilizando Nebula con la columna Waters
XterraMS (19x50 mm, 5 um, Cl8) utilizando las sigulentes
condiciones:

[0355] Solvente A: TFA acuoso hasta el 0.1%

[0356] Solvente B: TFA 0.1% en MeCN acuoso 90%

[0357] Gradiente: sobre a minutos 5-95% B

[0358] Gasto de Flujo: 20 mL/min

[0359] Longitud de Onda: 214 nm

{0360)] Las abreviaturas son como sigue: br a:
broad singulete amplio; BuLi: n-butil litio; d4: doblete;
DBU: 1,8-diazabiciclo[5.4.0]undec-7-eno; ESMS:
espectrometria de masas de electro rocio; HCl: &cido
clorhidrico; HPLC: cromatograffia de 1liquido de alto
desempefio; LCMS: espectrometria de masas de cromatografia
liquida; LD: diisopropilamida de litio; M+ : Ié6n
molecular; m: multiplete; MeCN: acetamicilo; M:
espectrometria de masa; MW: peso molecular; RMN:

resonancia magnética nuclear; q: cuarteto; s: singulete;



128

triplete; tz: tiempo de retencién; TFA: &cido

trifloracético; THF: tetrahidrofurano;

Procedimiento detallado para la sintesis de
Deghidrofenilahistina
5
Sy & -
A, At
- —+ . -——ﬁ
Merg
Ca2C03 DNF ° Ca2CO8 IOMF L+ ]
1 ) 2

1-Acetil-3-{(-1-[5-(1,1-dimetil-2-propenil)-1H-4-
imidazolillmetiliden}] -2,5- piperaszindiona (2)

10
N H
[0361] A una s8olucién de 5-(1,1-dimetil-2-
propenil) imidazol-4-carboxaldehido (100 mg, 0.609 mmol)
en DMF (2 mL) se agrega el compuesto 1 (241 mg, 1.22
15 mmeol) y la solucién se evacuS repetidamente en un corto

tiempo para retirar el oxigeno y lavado por arrastre con
Ar, seguido por la adicién de Cs3;C0; (198 mg. 0.609 mmol)

y Be repite de nuevo el proceso de evacuacién-lavado por

A
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descarga. La remocién oxigeno de presién debido a que
esta remocién se consigue que disminuye la oxidacién del
carbono alfa en la posicién 6 del anillo
dicetopiperacina. La mezcla resultante se agita por 5
horas a temperatura ambiente. Después que el solvente se
retira por evaporacién el Acido se disuelve en una mezcla
de EtOAc y Na;CO; 10%; y la fase orgdnica se lava con
Na;CO; al 10% de nuevo y NaCl saturado por tres veces,
seca sobre Na;CO; y concentra al vacio. El aceite residual
se purifica por cromatografia en columa en silice
utilizando CHCl,-MeOH (100: 0 a 50: 1) como un eluyente
para dar 60 mg (33%) como un s6lido amarillo pélido 2.

Deshidrofenilahistina

[0362] A una solucién de 2 (30 mg, 0.099 mmol)
en DMF (0.8 mL), se agrega benzaldehido (51 uL, 0.496
mmol, 5 eq) y la solucién se evacubé repetidamente en un
corto tiempo para retirar el oxigeno y lavar por arrastre
con Ar, seguido por la adicifén de Cs3CO0; (53 mg, 0.149
mmol, 1l.5eq} y el proceso de evacuacifn-lavado por
arrastre se repiti6 de nuevo. La mezcla resultante se
calenta por 2.5 h a 80 grados C. (La temperatura debe
aumentarse lentamente. Un répido calentamiento aumenta
la produccién de isémero E en la porcién bencilideno).
Después que el pgolvente se retiré por evaporacidén, el

residuo se disolvid en EtOAc, lavé con agua dos veces y

|80
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NaCl saturado por tres veces, B8ec6 8Bobre Na;S80, Yy
concentré al vacio. En TLC utilizando CHCl;-MeOH (10:1),
se puede observar un punto con luminiscencia amarillo-
verde brillante a 365 nm UV. La pureza de este producto
crudo fue mayor que 75% a partir del anilisis de HPLC.
El residuo resultante se disolvi6 en MeOH ag al 90% y
aplicé a una columna HPLC de fase inversa (YMC-Pack, ODS-
AM, 20 x 250 mm) y eluyé usando un gradiente lineal desde
70 a 74% de MeOH en agua durante 16 min a un gasto de
flujo de 12 mL/min, y la fraccién deseada se recolectd y
concentr$ por evaporacién para dar 19.7 mg (60%), aunque
los rendimientos no se optimizan para cada etapa, de
deshidrofenilahistina de color amarillo.
EJEMPLO 4

Caracteristicas Biolégicas de Deshidrofenilahistina vy

Anilogos de Deshidrofenilahistina

A. Evaluacién Biolégica

[0363] Las caracterispticas blolégicas de tBu-
deshidrofenilahiptina sintetizada y deshidrofenilahistina
se evalGian tanto en células de colon humano HT29 como
células de adenocarcinoma prostético PC-3.

[0364] HT-29 (ATCC HTB-38) un adenocarcinoma
colorectal humano se mantiene en medio completo de McCoy
(medio McCoy 5A con L-glutamina y HEPES 25mM suplementado

con FBS al 10%, piruvato de Na 1mM, NEAA 1X, L-glutamina

|8\
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2 mM, y Pen/Strep a 100IU/ml y 100 ug/ml,
respectivamente). PC-3 (ATCC CRL-1435), un
adenocarcinoma de préstata humano, se mantiene en medio
completo F12K (medio Pl12K suplementado con FBS al 10%;
Glutamina 2mM; HEPES 1%; y Pen/Strep a 100 IU/ml y 100
pg/ml, respectivamente). Se cultivaron lineas celulares a
37 grados C, CO; al 5% en un incubador y humidificaron
al 95%.

[0365] Para ensayos de citotoxicidad de tumor
células HT-29 o PC-3 se sembraron a 5,000 células/pozo en
90 41 de medic completo en una placa de cultivo de
tejido de fondo claroc de pared negra Corning 3904 y la
placa se incubé durante la noche para permitir que las
células sedimentaran y entraran a crecimiento de fase
log. Soluciones de material 20 ™M de
deshidrofenilahistina y tBu-deshidrofenilahistina se
prepararon en DMSO al 100% y almacenaron a -20 grados C.
Diluciones en serie concentradas 10X de los dos
compuestos se prepararon en medio de cultivo apropiado
para concentraciones finales en el intervalo de 2.0 x 107°
Ma 2.0 x 10°° M. VolGmenes de diez ul de las diluciones
en serie de 10X se agregaron a los pozos de prueba en
triplicado y las placas regresaron al incubador por 48
horas. La concentraciénm final de DMSO fue 0.25% en todas

las muestras.

|92
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[0366] Después de 48 horas de exposicién a la
droga, 10 ul de 0.2 mg/ml de resazurina (que se obtiene
de Sigma-Aldrich Chemical Co.) en PBS libre de Mg**, Ca®
se agregan a cada pozo y las placas se regresan al
incubador por 3 a 4 horas. Las placas se retiraron y ee
midié la fluorescencia de resazurina utilizando
excitacién de 530 nm y filtros de emisién de 590 nm en un
fluorimetro de fusién (Packard Instruments). El colorante
resazurina sin células se empleSé para determinar el
fondo, que se substrajo de los datos para todos los pozos
experimentales. Los datos se analizaron utilizando el
goporte 1l6gico Prism (GraphPad Software). Los datos se
normalizaron al promedico de las células tratadas con
medio solo (100% del crecimiento celular) y los valores
ECsp e determinaron utilizando un algoritmo para ajuste
de curva de dosis-respuesta sigmoidal est&ndard.

[0367] Como se indica en la Tabla 1 siguiente,
tBu-deshidrofenilahistina demuestra aproximadamente una
actividad citotéxica cuatro veces mayor en comparacién
con
Tabla 1. Efecto Citoté6xico de deshidrofenilahistina y

derivado.

135
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Dehidrofenilshistina {Bu-dehidrofenliahistina
ECsp (nM)
Célula A PLH tBu- A PHL
HT29 48 13
PC-3 5.4 1.0

[0368] Ver también Figura 41 para datos
adicionales de células HT-29, PC-3, y P-388.

B. Estructura y Estudio de Actividad de Derivados de

Deshidrofenilahistina

[0369] Los efectos citotéxicos de
fenilahistina, deshidrofenilahistina y diversos derivados
de deshidrofenilahistina se examinaron en células de
leucemia murina P388, céulas de colon humano HT-29 vy
células de adenocarcinoma prostdtico PC-3.

[0370] Como Be explicd anteriormente, HT-29 un
adenocarcionama colorectal humano se mantiene en medio
completo de McCoy (medio de McCoy 5A con L-glutamina y
HEPES 25mM suplementado con FBS al 10%, piruvato de Na

1mM, NEAA 1X, L-glutamina 2mM, y Pen/Strep a 100IU/ml y
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100 ug/ml, respectivamente). PC-3, un adenocarcinoma de

préstata humano se mantiene en medioc completo F12K (medio
F12K suplementado con FBS al 10%; Glutamina 2mM; HEPES
1%; y Pen/Strep a 100IU/ml y 100xg/ml, respectivamente).
Lineas celulares se cultivaron a 37 grados C, CO; al 5%
en un incubador humidificado al 95%.

[0371] Para ensayos de citotoxicidad de tumor,
células HT-29 o PC-3 se sembraron a 5,000 células/pozo en
90 ul de medio completo en placas de cultivo de tejido
de fondo claro, con pared negra Corning 3904 y las placas
e incubaron durante la noche, para permitir que las
células se sedimenten y entren a crecimiento de fase log.
Soluciones de material 20 mM de deshidrofenilahistina y
tBu-deshidrofenilahistina se prepararon en DMSO al 100% y
almacenaron a =-20 grados C. Diluciones seriales
concentradas 10X de loe dos compuestos Be prepararon en

medio de cultivo apropiado para concentraciones finales

- en el intervalo de 2.0 x 10° M a 2.0 x 107 M. VolGmenes

de 10 #l1 de las diluciones en serie 10X se agregaron a

los pozos de prueba en triplicado y las placas regresaron
al incubador por 48 horas. La concentracién final de
DMSO fue 0.25% en tcdas las muestras.

[0372] Después de 48 horas de exposicién a
droga 10 ul de 0.2 mg/ml de resazurina (que se obtiene

de Sigma-Aldrich Chemical Co.) en PBS libre de Mg®*, ca™

(35
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Be agrega a cada pozo y las placas se regresaron al
incubador por 3-4 horas. Las placas se retlraron y se
midié la florescencia de resazurina utilizando filtros de
excitacién de 530 nm y filtros de emisién 590 nm en un
fluorimetro Fusion (Packard Imnstruments). El colorante
de resazurina sin células se empleé para determinar el
fondo, que se sustrajo de los datos para todos los pozos
experimentales. Los datos se analizaron utilizando el
programa Prism (GraphPad Software). Los datos se
normalizaron al promedio de las células tratadas con
medio solamente (100% de crecimiento celular) y valores
ECsp se determinaron, utilizando un algoritmo de ajuste de
curva de dosis-respuesta sigmoidal estandard.

{0373)] Valores ECsq € ICso de fenilahistina,
deshidrofenilahistina Y derivados de
deshidrofenilahistina se resumen en la Tabla 2 siguiente.

Tahla 2. Estudio SAR de fenilahistina o

deshidrofenilahistina y de derivados de

deshidrofenilahiatina

COMPUESTO ESTRUCTURA ECso (nM) ICso

(nM)

HT-29 | PC-3 | P-388

(-)~- FaN 1('\0 1600 [n.t. | 833%
Fenil- W . 153

%6
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COMPUESTO ESTRUCTURA ECso (nM) ICsg
(nM)
HT-29 | PC-3 | P-388
ahistina (n=5)
KPU-1 iz\o 48 4.7 361
A PLH :f\:l' 12.8
(n=5)
KPU-2 13 1 31.8+
tBu-A PLH 5.0
(n=5)
KPU-6 m »>2000 | n.t. | 9333+
tBu- ij 5457
A PLH-p- (n=3)
OMe
KPU-8 89 315+
tBu- 137
A PLH-o- (n=4)
OMe
KPU-9 31 20.8+
tBu- 68
A PLH-M- (n=4)
OMe
Colchi- --- 208+
cina 68

37
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COMPUESTO ESTRUCTURA ECyo (nM) ICsp

(nM)

HT-29 | PC-3 | P-388

(n=4)

[0374] Modificaciones al anillo fenilo tienen
un efecto significante en las actividades citotéxicas.
En comparacién con la actividad de tBu-
deshidrofenilahistina (#6), la actividad del grupo metoxi
en la posicién meta (KPU-9) exhibié la mis alta
actividad que los otros derivados con una ICs, de 20.8+3.3
nM en células P388. El derivado KPU-9 también exhibe
citotoxicidad en células HT-29 (ECso 31nM) .
Deshidrofenilahistina, tBu-deshidrofenilahistina (KPU-2)
y el derivado KPU-9 todos exhiben citotoxicidad en
células P388.

C. Estructura y Estudio de Actividad de Derivados de

Deshidrofenilahistina Adicionales

[0375] Los efectos citotéxicos de
fenilahistina, deshidrofenilahistina y diversos derivados
adicionales de deshidrofenilahistina ese examinaron en
células de colon humano HT-29 y en células de
adenocarcinoma prost&tico PC-3 utilizando la metodologia

descrita anteriormente.
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Table 3. SAR Estudio SAR de fenilahistina,

deshidrofenilahistina y de derivados de

deshidrofenilahistina adicionales

COMPUESTOS ESTRUCTURA TORMA M.N. ECse (nM)
BAL HT-29 | pC-3
(-)- -\O - 350.41 | 1600 | n.t.
Fenilahistinaa
KPU~-1 A PLH - 348.40 48 4.7

A pLH

KPU-2 tBu- ij\z::\O - 336.39 13 1

KPU-6 tBu- - 366.41 | >2000 | n.t.

A PLH-p-OMe

KPU-8 tBu- N - 366.41 89

A PLH-o-OMe

KPU-9 tBu- - 366.41 31

A PLH-m-OMe

KPU-14 tBu- TFA | 396.44 610 96%
A PLH-2,3-diOMe 510.46

(+TFR)

39
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/40

COMPUESTOS ESTRUCTURA TORMA | M.w. ECy, (nM)
- BAL ET-29 | PC-3

KPU-12 tBu- - 396.44 4980

A PLH-2,4-d10Me

KPU-10 tBu- - 3196.44 1350

A PLH-2,5-diOMe

KPU-15 tBu- TFA 396.44 4430 96%

A PLH-2,6-d10Me 510.46
_ {+TFA)
KPU-13 tBu- - 396.44 | 2130

A PLH-3,4-di0Me

KPU-16 tBu- - 396.44 42 82%
A PLH-3,5-diOMe
KPU-11 tBu- - 426.47 | »>20 uM
A PLH-3,4,5-
trioMe

KPU-17 tBu- TFA | 426.47 | 4060 94%
A PLH-p-OMe 540.49

. (+TFA)
KPU-18 tBu- TFA | 370.83 42 100%
A PLH-0-C1 846.06

B (+TFA)
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COMPURSTOS ESTRUCTURA FORMA | M.W. BCyp _(nM)
BAL HT-29 | PC-3
KPU-19 tBu- TFA | 370.83 20 98%
A PLH-m-C1 484 .96
(+TFA)
KPU-20 tBu- TFA | 370.83 545
A PLH-p-C1 484.86
— (+TFA)
KPU-21 tBu- TFA | 415.83 51 100%
A PLH-2C1-5-NO, 529.85
{+TFA)
KPU-22 tBu- TFA | 380.40 82 95%
A PLH-3,4- 494 .42
metilen-dioxi {+TFA)
KPU-23 tBu- TFA | 382.41 | 5870 B6%
A PLH-2-OH-3- 496.44
OMe (o- {+TFA)
vainillina)
KPU-24 tBu- TFA | 364.40 | 7040 | 100%
A PLH-ciclized- 487.42
3-OMe (+TFA)
KPU-25 tBu- Lm TFA | 377.38 544 98k
A PLH-4-piridil 565.42
(+2TFA)

14\
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COMPUEBTOB ESTRUCTURA FORMA | E.W. ECsp (nM)

BAL HT-29 | PC-3

KPU-28 tBu- TFA | 337.38 | >20 um | 99%
A PLH-2-piridil 565.42
- {+2TFA)

KPU-26 tBu- . TFA | 326.35 600 eas
A PLH-2-furil 440.37
(+TFA)

KPU-27 tBu- o TFA | 356.44 | 80 97%
A PLH-5-Me-2- 470.47
tienil (+TFA)

KPU-29 tBu- TFA | 356.44 44 81y
A PLH-3-Me-2- 470.47
tienil (+TFA)

[0376] Ensayo de citotoxicidad adicional se
realizaron como s8e describié anteriormente bajo este
ejemplo, utilizando fluoreecencia de Resazurina como un
indicador de viabilidad celular. Los resultados se

muestran a continuacién en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Estudio de fenilahistina,

deshidrofenilahistina y de derivados de

deshidrofenilahistina adicionales

NPI Estructura Nombre guimico

147
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NPI Estructura Nombre quimico

2350 (-)-(8)-Halimida, (-)- (S)-
Fenilahistina, (-)-(S)-PLH

2352 0‘%‘ Deshidrofenilahistina,
delta-PLH KPU-1

2354 O"I.E& KPU-4, D,L-bislactim-PLH

2355 O"{!@. KPU-5, D,L-monolactim-PLH

2356 ..;07\'1!@. KPU-6

2357 % KPU-7

2358 0’1’.1& t-butil-delta-PLH, KPU-2

2359 &#ﬁ KPU-8

2360 "O'ltlx KPU-9

2361 (EI:IK KPU-10

2362 :'-EI:LK KPU-11

2363 _ﬁ#& KPU-12

2364 :Ui:i»x KPU-13

2365 .23—55- KPU-14, tBu-delta-PLH-2,3-
diOMe

2366 i@ KPU-15, tBu-delta-PLH-2,6-

195
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g

NPI Eatructura Nombre guimico
diOMe

2367 ':&I:"-‘”q- KPU-16, tBu-delta-3,5-diOMe

2368 KPU-17, tBu-delta-PLH-

i 2,3,4-triOMe
2369 .2#6 KPU-18, tBu-delta-PLH-o-Cl
2370 W KPU-19, tBu-delta- 2370-
- PLH-m-C1

2371 .z#ﬁ KPU-21, tBu-delta-PLH-2-Cl-
5-NO2

2372 iizrm KPU-22, tBu-delta-PLH-3,4-

_ metilen-dioxi

2373 ;EI;-'TS’ KPU-23, tBu-delta-PLH-2-OH-
3-OMe (o-vainillina)

2374 '2#(2 KPU-24, tBu-delta-PLH-
ciclizado-3-MeO

2375 .‘zi',ro KPU-25, tBu-delta-PLH-4-
piridil

2376 i.I:ID KPU-28, tBu-delta-PLH-2-
piridil

2377 iz:rﬁ KPU-26, tBu-delta-PLH-2-

_ furil

2378 i:dro" KPU-27, tBu-delta-PLH-5-Me-

2-tienilo
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NPI Estructura Nombre quimic
2379 ;ii:dl;f’ KPU-29, tBu-delta-PLH-3-Me-
2-tienilo
2380 JgF#xL KPU-20; t-butil-delta-PLH-
p-Cl + sal TFA (MW: 484)
2381 ;§i5§‘15> KPU-30, tBu-delta-PLH-2,3-
metilendioxi; sal TFA (MW:
494.42)
2382 :2:’#‘19 KPU-31, tBu-delta-PLH-3-
piridil; 2 sal TFA (MW
_ 565.42)
2383 115¢f15 KPU-32, tBu-delta-PLH-o-Me;
" sal TFA (MW: 464.44)
2384 'EI:HE KPU-33, tBu-delta-PLH-3-Me-
2-piridil; sal 2 TFA (MW:
579.45)
2385 ;2::#‘137 KPU-34, tBu-delta-PLH-4-F;
TFA sal (MW: 468.40)
2386 ﬁCrﬁitfi; KPU-35, tBu-delta-PLH-m-F;
L sal TFA (MW: 468.40)
2387 ;2:!#‘15: KPU-36, tBu-delta-PLH-5-
Me4-im; sal 2TFA (MW -
584.47)
2388 Jﬁi’iﬂTS KPU-37, tBu-delta-PLH-o-F,

gal TFA (MW: 468.40)
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Estructura

NPI Nombre quimic
2389 Ji:’i“:“' KPU-38, tBu-delta-PLH-m-Me;
TFA salt (MW: 464.44)
2390 ;ii:#“:kn KPU-39, tBu-delta-PLH-P-Me;
_ Sal TFA (MW: 464.44)
2391 ;i::;‘TJ‘ KPU-40, tBu-delta-PLH-p-Br;
Sal TFA (MW: 529.31)
2392 ;2:14:13f KPU-41, tBu-delta-PLH-m-Br;
' Sal TFA (MW: 529.31)
2393 ;2:1#‘19 KPU-42, tBu-delta-PLH-3-
thienyl; Sal TFA (MW:
456.44)
2394 ;2:;#135L~ KPU-43, tBu-delta-PLH-p-CN;
Sal TFA (MW: 475.42)
2395 ;2:3#:13“‘“ KPU- 44, tBu-delta-PLH-m-
EtO; Sal TFA 2395 (MW:
494 .46)
2396 ;E&!big;:u KPU-45, tBu-delta-PLH-
2,4,6-TriOMe; Sal TFA (MW:
540.49)
2397 ;EF¢:E§ KPU-46, tBu-delta-PLH-0-
_ ) NO2; Sal TFA (MW: 495.41)
2398 ;251:‘13H* KPU-47, tBu-delta-PLH-NO2;
) Sal TFA (MW: 495.41)
2399 ii:rc-r KPU-48, tBu-delta-PLH-p-

196
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1T

NPI Estructura Nombre guimico
) NO2; Sal TFA (MW: 495.41)
2400 i:;'rc’ KPU-49, tBu-delta-PLH-m-CN;
_ Sal TFA (MW: 475.42)
2401 ‘&#‘5 KPU-50, tBu-delta-PLH-0-Br;
Sal TFA (MW: 529.31)
2402 :E#O’ KPU-51, tBu-delta-PLH-m-OH;
Sal TFA (MW: 466.41)
2403 iﬁ KPU-52, tBu-delta-PLH-2-
NO2-5-Cl; sal TFA (MW:
529.85)
2404 iz:ﬂ; KPU-53, tBu-delta-PLH-o-OH;
L Sal TFA (MW: 466.41)
2405 21::.? LKPU-54, tBu-delta-PLH-2-OH-
v 5-OMe; Sal TFA (MW: 496.44)
2406 iI:rD KPU-55, tBu-delta-PLH-3-
furanyl, Sal TFA (MW :
_ 440.37)
2407 ;ﬂ#’é KPU-56, tBu-delta-PLH-2-OH-
5-Br; Sal TFA (MW: 545. 31)
2408 W KPU-57, tBu-delta-PLH-3-OH-
4-OMe; Sal TFA (MW; 496.44)
2409 ﬁ KPU-58, tBu-delta-PHL-2-OH-
4-OMe; Sal TFA (MW: 496.44)
2410 ‘21% KPU-59, tBu-delta-PLH-2-OH-
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NPI Estructura Nombre quimico
5-Cl; Sal TFA (MW: 500.86)

2411 ;2:=§‘T}“ KPU-60, tBu-delta-PLH-5-Me-
2-furanilo; Sal TFA (MW:
454 .40)

2412 JiiﬂéIWJ* KPU-61, tBu-delta-PLH-5-Cl-
2-tionolo; Sal TFA (MW:
490.88)

2413 ;ii’#“’ KPU-62, tBu-delta-PLH-2-
tionilo; Sal TFA (MW :
456.44)

2414 ;i:ﬂ§ffr KPU-64, tBu-delta-PLH-3,5-
dicl; Sal TFA (MW 519.30)

2415 JE:’%“P‘ KPU-63, tBu-delta-PLH-N-Me-
2-pyrrole; Sal TFA (MW:
453.42)

2416 ;i::#fr,£ KPU-65, tBu-delta-PLH-m-
CF3; Sal TFA 2416 (MW
518.41)

2417 u-ﬂi:l‘(? KPU-66, tBu-delta-PLH-1-
naptalen; Sal TFA (MW
500.47)

2418 ;2:J¢:W3C> KPU-67, tBu-delta-PLH-2-

naptalen; Sal TFA {MW

500.47)

1A%
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KN

NPI Estructura Nombre guimico

2419 ‘f}:ﬁﬂ&' KPU-68, tBu-delta-PLH-2,3-

dicl; Sal TFA (MW 519.30)

2420 i#‘c" KPU-69, tBu-delta-DLH-m-

Vinil; Sal TFA (MW 476.45)

2421 ﬁl{fo KPU-70, tBu-delta-PLH-

oxazol; Sal TFA (MW 451.40)

2422 »Kcn':ro KPU-71, tBu-delta-PLH-2-

Hidroxibenzil); Sal TFA (MW
495.91)

2423 i#q. KPU-72, tBu-delta-PLH-4-Br-

2-tionilo; Sal TFA {MW

484.49)

2424 x#v"\ KPU-73, tBu-delta-PLH-5-Et-

2-tionilo; Sal TFA {MW

535.34)

2425 .21:1'0‘ KPU-74 tBu-delta-PLH-5-Br-

2-furilo; Sal TFA (MW

519.27)

2426 .21:“-"?"‘ KPU-75, tBu-delta-PLH-5-Et-

2-furilo; Sal TFA (MW

46B8.43)

2427 ‘21:3-"9' KPU-76, tBu-delta-PLH-5-Cl-

2-furilo; Sal TFA {MW

474 .82)
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NPI Estructura Nombre quimico
2428 W KPU-77, tBu-delta-PLH-2-F-
5-1; Sal TFA (MW 594.30)
2429 21#'6‘ KPU-179, tBu-delta-PLH-2-
(Metiltio); 8Sal TFA (MW
496.50)
2430 W KPU-80, tBu-delta-PLH-m-
OCF3; Sal TFA (MW)
2431 ‘:&I:I? KPU-81, tBu-delta-PLH-2-F5-
OMe; Sal TFA (MW)
2432 i!:’ﬂlr KPU-82, tBu-delta-PLH-4-F-
i 3-OMe; Sal TFA (MW)
2433 W KPU-83, tBu-delta-PLH-2-OH-
5-tBU; Sal TFA (MW)
2434 ‘21:1‘0 KPU-84, tBu-delta-PLH-
- ciclohexano; Sal TFA (MW)
2435 :&J:r& KPU-86, tBu-delta-PLH-2-Me-
3 Bal TFA (MW)
2436 iI:r(k KPU-87, tBu-delta-PLH-2-F-
5-Me; Sal TFA (MW)
2437 -21:];15 KPU-88, tBu-delta-PLH-2-Cl-
T 6-F; Sal TFA (MW)
2438 W KPU-89, tBu-delta-PLH-2,5-
. di-F; Sal TFA (MW)
2439 ii:r&‘ KPU-90, tBu-delta-PLH-2,3-

200
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NPI Estructura Nombre guimico
- di-Me; Sal TFA (MW)
2440 iz:ﬁ KPU-91, tBu-delta-PLH-2,6-
. di-Me; Sal TFA (MW)
2441 iz';.'ﬁ“ KPU-92, tBu-delta-PLH-2-
- NO2-3-OMe; Sal TFA (MW)
2442 'z.I:Fﬁ KPU-93, tBu-delta-PLH-2,5-
diMe; Sal TFA (MW)
2455 iﬁ" KPU-94, tBu-delta-PLH-2-
] NH2-3-OMe; Sal TFA
2456 m KPU-95, tBu-delta-PLH-3-
OMe-2-furyl; Sal TFA
2457 ii:sz KPU-96, tBu-delta-PLH-2-
' NH2; Sal TFA
2458 "E.I'FD“ KPU-97, tBu-delta-PLH-m-
i NH2; Sal TFA
2459 ii:{? KPU-98, tBu-delta-PLH-3-
B(OH)2-2-tienilo; Sal TFA
2460 % (-) -tBu-PLH
(Continuacién)
NPI ECso (M) % cytotox. n

Promedio 8D Promedio 8D




151

ECso (M) % cytotox.
2350 3.94E-07 | 9.49E-08 87 2
2352 4_26E-08 1.08E-08 86 2
2354 >2E-05 NA 4 NA
2355 >2E-05 NA 13 NA
2356 6.57E-06 NA 63 NA
2357 8.25E-06 NA 63 NA
2358 1.49B-08 | 3.77E-09 86 2
2359 7.55E-08 | 2.47E-08 87 3
2560 2.61E-08 | B.54E-09 87 3
2361 9.70E-07 NA 86 NA
2362 8.19E-06 NA 78 NA
2363 5.08E-06 NA 79 NA
2364 2.02B-06 NA 76 NA
2365 8.68E-07 NA 84 NA
2366 5.17E-06 NA 81 NA
2367 4.54E-08 | 1.21E-08 87 2
2368 4.80E-06 NA 78 NA
2369 4.63E-08 1.35E-08 86 3
2370 2.45E-08 | 8.73E-09 85 3
2371 5.34E-08 | 4.85E-09 86 3
2372 8.73E-08 | 1.10E-08 84 4

2.0l
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ECsp (M) % cytotox.
2373 5.36E-06 NA 79 NA
2374 6.92E-06 NA 58 NA
2375 5.4BE-07 NA 82 NA
2376 >2E-05 NA 39 NA
2377 7.12E-07 NA 80 NA
2378 8.52E-08 1.35E-08 85 3
2379 4.70E-08 1.30E-08 86 3
2380 7.09E-07 NA 8l NA
2381 5.20E~-07 NA 82 NA
2382 1.03E-07 1.16E-08 86 3
2383 4 . 58E-08 1.15E-08 86 3
2384 »>2E-05 NA 37 NA
2385 5.01E-07 8.48E-08 81 5
2386 1.31E-08 5.32E-09 85 2
2387 2.35E-06 NA 84 NA
2388 3.00E-08 1.65E-08 86 3
2389 4.67E-08 9.64E-09 86 3
2390 4.83E-07 6.15E-08 84 4
2391 7.14E-07 NA 82 NA
2392 3.11E-08 7.29E-09 87 3
2393 5.58E-08 6.23E-09 86 3
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ECso (M) % cytotox.
23954 >2E-05 NA 14 NA
23595 4.59E-08 1.02E-08 85 4
2396 »>2E-05 NA 2 NA
2397 5.03E-08 1.24E-08 86 4
2398 4_.47E-08 1.19E-08 86 3
2399 »2E-05 NA 23 NA
2400 3.56E-08 1.40E-08 85 3
2401 4.05E-08 1.09E-08 86 3
2402 3.64E-07 1.86E-07 86 2
2403 9.97E-08 2.63E-08 86 2
2404 6.10E-06 1.23E-06 66 10
2405 >»2E-05 NA 25 12
2406 3.59E-08 1.03E-08 86 2
2407 »>2E-05 NA 13 6
2408 7.48E-06 8.62E-07 66 4
2409 »2E-05 NA 8 10
2410 >2E-05 NA 37 17
2411 5.72E-08 2.00E-08 85 2
2412 1.65E-07 3.32E-08 85 3
2413 2.74E-08 6.29E-09 88 2
2414 1.17E-07 3.14E-08 88 3
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ECso (M) % cytotox.
2415 9.49E-08 5.05E-09 87 3
2416 4 _40E-08 7.40E-09 87 2
2417 1.49E-08 2.12E-09 88 2
2418 1.73E-06 NA a3 NA
2419 2.99E-08 4.46E-09 88 2
2420 1.70E-08 1.52E-09 88 2
2421 2.22E-08 3.28E-09 88 2
2422 »2E-05 NA 14 NA
2423 1.71E-07 1.86E-08 86 3
2424 1.32E-07 2.56E-08 87 3
2425 3.05E-08 8.71E-09 87 3
2426 2.42E-07 NA 86 NA
2427 3.82E-08 8.88E-09 87 2
2428 4.17E-08 7.78E-09 87 2
2429 2.86E-08 3.59B-09 87 2
2430 1.43E-08 4 .93E-09 87 2
2431 2.03E-08 2,12E-09 88 2
2432 4 .93E-07 NA 85 NA
2433 8.53E-06 NA 80 NA
2434 7.89E-08 1.41E-08 87 3
2435 3.34E-08 6.66E-09 86 3

208
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ECso (M) % cytotox.
2436 2.50E-08 3.52E-10 86 3 3
2437 2.49E-08 1.31E-09 86 2 3
2438 3.07E-08 2.14E-09 87 3 3
2439 2.96E-09 2.27E-10 87 3 3
2440 4.30E-07 NA 85 NA 2
2441 6.63E-07 NA 83 NA 2
2442 8.82E-08 1.40E-08 87 3 3
2455 3.49E-07 NA 87 NA 2
2456 1.25E-07 3.6BE-08 88 2 3
2457 4 ,32E-07 NA 86 NA 2
2458 3.10E-08 1.71E-09 87 3 3
2459 2,.53E-08 4.31 E-09 88 3 3
2460 2.55E-07 1.24E-07 87 2 5
EJEMPLO 5

Otros anilogos de deshidrofenilahistina

A. Modificaciones para la s8intesis de derivados de

deshydrofenilahistina

[0377] Otros derivados de deshidrofenilahistina
se sintetizan utilizando las técnicas anteriores solos o
en conjunto con otras técnicas de sintesis orgdnica bien

conocidas.

b
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[0378] Modificaciones a la
diacildicetopiperazina y el primer y segundo aldehidos
involucrados en el método de sintesis, varian de acuerdo
con el derivado deseado a producir. Los derivados que
se sintetizan:

A) modifican el anillo fenilo y/o introducen
otros sistemas de anillo aromético,

B) alteran la posicidén del anillo aromitico,

C) alteran el sistema de anillo aromitico
imidazol, y/o

D) modifican la posicién 5 en el anillo
imidazol.

[0379] La figura siguiente ilustra regiones del
compuesto deshidrofenilahistina modificadas para producir
derivados de deshidrofenilahistina. Ejemplos no
limitantes de modificaciones se describen y basado en
esta descripcién, se entenderia por aquelloe con destreza

en la especialidad.




10

‘ 15

157

208

A 1) Modificacién del anillo fenilo basado en
la estructura de conocidos compuestos anti-tubulina,
Alquilo, Halégeno, Alcoxi, Acetilo, Sulfonamida, Amino,

Hidroxilo, Nitro, etc.

=5l =

Combrestating A-4 as6 |l

2) introduccién de otros sistemas de anillo

aromitico

O="0"0 {000 C

B Posicidén del anillo aromético

ST

¢ Cambio al otro sistema de anillo

Fom o P fo L

D Mayor modificacién de la posicién 5 en el

anillo imidazol
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[0297] La expansién en las modificaciones
anteriores al compuesto deshidrofenilahistina, derivados
del compuesto pueden incluir las siguientes
substituciones en el anillo fenilo (A): -CF;,-SO;NH;(-
SOzNR31R;) , -803H, -CONH; (-CONR;Rz) , -COOH, etc. ©Otros
sistemas de anille (€¢) también pueden incluir 1lo

siguientes:

B. Ejemplos de derivados de deshidrofenilahistina

gintetizados

[0380] Ejemplos adicionales de derivados de
deshidrofenilahistina sintetizados s8se describen en la
Tabla 4.

Tabla 4. Derivados sintetizados adicionales de

deshidrofenilahistina

¥
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COMPUESTOS ESTRUCTURA FORMA M.W.
SAL

KPU-20 tBu- NH TFA 370.83
A PLH-p-C1 NH 484 .86
(+TFA)
KPU-30 tBu- N TFA 380.40
A PLH-2,3- 494 .42
metilendioxi - (+TFA)
KPU-31 tBu- TFA 337.38
A PLH-3- | 565.42
piridil (+2TFA)
KPU-32 tBu- TFA 350.41
A PLH-0-Me N 464. 44
0 (+TFA)

KPU-33 tBu- N p. 2TFA 351.40
A PLH-3-Me-2- o NH J 579.45
piridil {+2TFA)
KPU-34 tBu- NH TFA 354.38
A PLH-4-F NH 468.40
(+TFA)

KPU-35 tBu- N TFA 354.38
A PLH-m-F NH 468.40

(+TFA)

210
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COMPUESTOS ESTRUCTURA FORMA M.W.

_ SAL
KPU-36 tBu- 2TFA 356.42

=N NH" ¢
A PLH-5-Me-4- = NH N=/ 584.47
im 0 (+2TFA)
KPU-37 tBu- TFA 354.38
NH 7
A PLH-O-F NH 468.40
(+TFA)
KPU-38 tBu- NN Me TFA 350,41
A PLH-m-Me N NH 464 .44
0 (+TFA)
KPU-39 tBu- N TFA 350.41
A PLH-p-Me NM Mo 464.44
(+TFA)
KPU-40 tBu- NN TFA 415.28
A PLH-p-Br 22 NH 529.31
(+TFA)
[+)
KPU-41 tBu- - Br TFA 415.28
A PLH-m-Br NH, H 529.31
(+TFA)
KPU-42 tBu- TFA 342.42
/=N NH

A PLH-3- NH H 456.44
tienilo {+TFA)

21
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COMPUESTOS ESTRUCTURA FORMA M.W.
SAL

KPU-43 tBu- N TFA 361.40
A PLH-p-CN H 475.42
(+TFA)

KPU-44 tBu- - TFA 380.44
A PLH-m-EtO NH 494.46
{+TFA)

KPU-45 {Bu- N TFA 426.47
A PLH-2,4,6- NH 540.49
TriOMe (+TFA)
KPU-46 tBu- TFA 381.39
A PLH-0-NO, :.N N NH 495.41
(+TFA)

KPU-47 tBu- TFA 381.39
A PLH-m-NO; 495.41
(+TFA)

KPU-48 tBu- TFA 381.39
A PLH-p-NO,; 495.41
(+TFA)

KPU-49 tBu- - TFA 361.40
A PLH-m-CN > NH 475.42
(+TFA)

2\L
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COMPUEBTOS ESTRUCTURA FORMA M.W.
8AL
KPU-50 tBu- TFA 415.28
A =N N
PLH-o-Br P NH 529.31
KPU-51 tBu- TFA 352.39
APLH-m-0OH 466.41
{+TFA)
KPU-52 tBu- TFA 415.83
N -~
A PLH-2-NO,;-5- P 529.85
cl {+TFA)
KPU-53 tBu- TFA 352.39
N N —d
A PLH-o-0H H 466.41
(+TFA)
KPU-54 tBu- TFA a82.41
APLH~-2-0OH~5- o 496.44
OMe (+TFA)
KPU-55 tBu- TFA 326.35
A PLH-3 =N N > 440.37
T = NH :

furanilo {+TFA)

2\
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COMPUESTOS ESTRUCTURA FORMA M.W.
SAL
KPU-56 tBu- TFA 431.28
N NH
A PLH-2-OH-5- NH__. 545,31
Br {(+TFA)
KPU-57 tBu- N TFA 382.41
A PLH-2-OH-4- % 496.44
OMe {+TFA)
KPU-58 tBu- N TFA 382.41
A PLH-2-OH-4- 496.44
OMe (+TFA)
H
KPU-59 tBu- TFA 386.83
/=N
A PLH-2-OH-5- NH__ NH (+TFA)
cl 500.86
KPU-60 tBu- . TFA 340.38
P
A PLH-5-Me-2- | NH___ H 454 .40
furanilo (+TFA)
KPU-61 tBu- TFA 376.86
/=N N
A PLH-5-C1-2- NH 490.88
tionilo {(+TFA)
KPU-62 tBu- ' TFA 342.42
/=N NH
A PLH-2- NH___ NH \ 7 456.44
tionilo o (+TFA)
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COMPUERBSTOS ESTRUCTURA FORMA M.W,
SAL
KPU-63 tBu- TFA 339.39
A PLH-N-Me-2- N 453.42
pirrol (+TFA)
KPU-64 tBu- TFA 405.27
=N NH
A PLH-3,5- NH NH
dicl
KPU-65 tBu- TFA 404.39
A PLH-m-~CF;
KPU-66 tBu- TFA 386.44
A PILH-1-
Naftaleno
KPU-67 tBu- TFA 386.44
A PLH-2-
Naftaleno
KPU-68 TBu- TFA 405.27
A PLH-2,3-
dicl )
KPU-69 TBu- jr\o/\ TFA 362.42
| B
Vinilo

ALY
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COMPUESTOS ESTRUCTURA FORMA M.W.
_ _ SAL
KPU-77 TBu- TFA 480.28
A PLH-2-F-5-1I NH
KPU-79 tBu- TFA 368.45
A PLH-2-
{(Metiltio)
KPU-80 TBu- jr\O‘F, TFA 420.38
A PLH-m-OCF, %
KPU-81 TBu- TFA 384.38
A PLH-2-F-5- H
OMe o
KPU-82 TBu- N TFA 384.38
A PLH-4-F-3- | M r
OMe
KPU-83 TBu- N TFA 408.39
A PLH-2-OH-5- oM
tBu
KPU-84 TBu- TFA 341.39
A PLH- H NH
ciclohexano

21lb
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COMPUESTOS ESTRUCTURA FORMA M.NW.
SAL

KPU-86 TBu- TFA 368.39
A PLH-2-Me-3- NH

F —
KPU-87 TBu- TFA 368.39
A PLH-2-F-5-

Me
KPU-88 TBu- TFA 388.83
A PLH-2-Cl1-6- NH

o |

F
KPU-89 TBu- N TFA 372.38
A PLH-2,5-di- H

F
KPU-90 TBu- TFA 364.38
A PLH-2,3-di-

Me
KPU-91 TBu- N TFA 364.38
A PLH-2,6-di- NH

Me
KPU-92 tBu- TFA 411.39

A PLH~2-NO;-3-

OMe
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COMPUESTOS ESTRUCTURA FORMA M.W.
SAL
KPU-93 TBu- TFA 364.38
A PLH-2,5-
diMe
KPU-94 tBu- TFA 381.399

A PLH-2-NH;-3-

OMe
NH2
KPU-96 TBu- TFA 351.41
/=N N
A PLH-Z-NH: m
KPU-97 TBu- NHg TFA 351.41
H
A PLH-m-NH; NH

C. Evaluacién de derivados de dehidrofenilahistina

[0381] La evaluacién de derivados descritos
anteriormente se estima de acuerdo con los métodos
descritos en el Ejemplo 3. Evaluacién adicional de los
derivados, se extiende a actividades especificas tales
como determinar el efecto inhibitorio en proliferacién
celular, loe efectos en un mecanismo celular especifico
(es decir funcién microtublar), efectos en avance del

ciclo celular, evaluacién de actividad anti-tumor in

219Y
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vitro contra lineas de células de céncer, etc. Algunos
protocolos del método de <evaluacién 8se dan a
continuacién.

1) Efecto Inhibitorio de Proliferacién Celular

de Deshidrofenilahistina y sus Anflogos

[0382] En cada pozo de una placa de
microtitulacién de 96 pozos, se colocan 100 wul de
células A-549 derivadas de céncer pulmonar humano
preparadas a 10° células/ml en wun medio de cultivo
obtenido al agregar suero de feto bobino al 10% a medio
de cultivo EMEM (Niesui Seiyaku Co., Ltd.) que tiene
efecto antitumor contra células A-549 derivadas de céncer
pulmonar humano. Solucién de metanocl del derivado
obtenido por los ejemplos anteriormente c¢itados se
agregan a los pozos de la hilera mids superior, los
especimenes se diluyen por el método de dilucién semi-log
Y agregan, y la placa se incuba en un incubador de gas
bi6xido de carbono a 37 grados C por 48 horas. El
resultado se agrega en lotes de 10 4l con reactivo MTT
(3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2H-tetrabromuro) (1
mg/ml e PBS), seguido por incubacién en un incubador con
gas de 6xid& de carbono a 37 grados C por 6 horas. El
medio de cultivo se descarta y el cristal producide en

las células Be diguelve en 100 Hl/pozo de

dimetilsulféxido. Absorcién de luz de 595 nm se mide con

1\A

g
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un lector de microplacas. Al comparar las absorciones de
luz de las células sin tratar con las de las células
tratadas con un espécimen de una concentracién conocida,
se calcula la concentracién de espécimen que inhibe la
proliferacién celular 50% (ICs).

2} Actividad Inhibitoria de Ciclo Celular de

Dehidrofenilahistina y Sus An4dlogos

[0383] La cepa celular A431 se deriva de
cincer pulmonar humano. Medio de cultivo EMEM que
contiene el suero bovino fetal al 10% y solucién de amino
dcido no esencial MEM al 1% (SIGMA M2025), se utiliza
para incubar células A431 a 37 grados C en un incubador
saturado con gas de 6xido de carbono al 5% y vapor de
agua. El eppécimen refinado de dehidrofenilahistina
obtenido por los métodos anteriores se agrega a las
c€lulas en la fase de crecimiento log y el avance del
ciclo celular 8se analiza por citémetro de flujo vy
observaciones de microscopio.

[0384] El efecto en el avance de ciclo celular
de células HeLa se ilustra en la Figura 42.

EJEMPLO 6

Relacién de Estructura-Actividad de Derivados de

Deshidrofenilahistina Sintetizados (DeshidroPLH)

1) Generalidad en sintesis de derivados
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[0385] Muchos, aunque no todos los derivados
de deshidroPLH descritos aqui incluyen una, dos o tres
modificaciones en el anillo fenilo (Figura 5 a
continuacidn) . Los derivados se sintetizaron por los
métodos deacritos anteriormente. Como se ilustra en la
Tabla 5, ciertos compuestos mostraron actividad
citotb6xica mis potente que deshidroPLH y tBu-deshidroPLH.
El compuesto mis potente que exhibe un valor ECjsy de 3 nM
fue KPU-90. Este valor fue 16-veces y 4-veces superior
que el de deshidroPLH y tBu-deshidroPLH, respectivamente.
Estos derivados tienen mono-substitucién en las
posiciones -o o -m del anillec fenilo con los &4tomos de

halégeno tales como &tomos de £lGor y cloro o el grupo

_metilo, vinilo o metoxi. Derivades con substituciones a

estructuras hetercarilo tales como anillos naftaleno,
tiofeno y furano, también producen una actividad potente.
KPU-35, 42, 69, 80 y 81 también mostraron superior
actividad que tBu-deshidroPLH.

Tabla 5. Derivados deshidroPLH potentes sintéticos

Compuesto Estructura ECsp (nM)

y——

KPU-9 31

22\



171

Compuesto Eatructura ECyo (nM)
KPU-35 ?;:;\;\0—‘ 10
KPU-18 ?#6 42
KPU-19 W 20
KPU-38 .f\#:r:r"' 45
KPU-37 W 21
KPU-41 W 31
KPU-29 ’f\j\im 44
KPU-16 ' - 42
KPU-32 f#é 42
KPU-42 f#ﬁ 54
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Compuesto Estructura ECso (nM)
KPU-46 44
KPU-44 N 43

tBu-APLH ?1#\0 13

(KPU-2)
KPU-69 16
KPU-81 , 13
KPU-90 3
H
DeshidroPL 48
(KPU-1)

2} Introduccién de los grupos metoxi al anillo
fenilo

[0386] La Colchicina reconoce el mismo sitio
de enlace en beta-tubulina que PLH. Colchicina tiene

cuatro grupos metoxi caracteristicos en sus anillos A y
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B. Una serie de substituciones con los grupos metoxi
sencillos o mltiples se realiz6 y los resultados de
actividad citotéxica se ilustran en la Tabla 6.

Tabla 6. Efecto de substitucién de grupo metoxi en la

proliferacién de cé&lulas HT-29

Compuesto Estructura ECso {nM)
DeshidroPLH (KPU- 48
1)
tBuAPLH (KPU-2) f\#\o 13
KPU-8 Tﬁ?t:i;]:ktg; 89
KPU-9 N 31
KPU-6 . 6730
KPU-10 1350
KPU-12 4980
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Compuesto Estructura ECso (nM)
KPU-13 2130
KPU-14 610

NH
KPU-15 4430
KPU-16 N 42
KPU-24 . 7040
N

[0387] El resultado demostré que las
substituciones en las posiciones -m u -o aumentan la
actividad citotéxica contra células HT-29. KPU-8 y 16
mostraron alta actividad. Los derivados metoxi con
triple substitucién (XPU-11, 17 y 45) también mostraron
actividad. La estructura de KPU-24 se asigné por
andlisis MASS.

3) Modificacién con grupos gque Tretiran

electrones

273
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[0388] Para estudiar la relacibn de actividad
de estructura mAs expandida en el anille fenilo, una
serie de diferentes grupos funcionales se introduce, que
incluyen tanto grupos que retiran como donan electrones.
El resulto de citotoxicidad contra células HT-29 se
muestra en las Tablas 7 y 8, respectivamente.

[0389] Substitucién en las posiciones -0 o -m
aumenté efectivamente la actividad. Estos resultados
fueron bien consistentes con el caso de grupo metoxi.

Tabla 7. Efecto del grupo que retiene electrones en

proliferacién de células HT-29

Compuesto Estructura ECso (nM)

KPU-18 N 42

N NH
KPU-19 20

NH
KPU-20 N. N 545
N

KPU-21 51

N NH
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Compuesto Estructura ECsp (nM)

KPU-52 110
'fdl

KPU-37 N 21
“j:;‘L,L _NH

KPU-35 N F 10
N

KPU-34 466

KPU-41 N 31
N

KPU-40 623
",%L'ﬁr““

KPU-46 : " 44
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Compuesto Estructura ECsp (nM)

KPU-47 40
N

KPU-48 ?’"m »>20 uM

KPU-49 mi(\(:rw 28

KPU-43 N N >20 uM

Tabla 8. Efecto del grupo donador de electrones en la

proliferaciétn de células HT-29

Compuesto Estructura ECso (nM)

KPU-8 N 89
N

Key- f\l"\[jr@» a1
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c:m?uosto Estructura BECxp (nM)
KPU-6 N N 6730
N NH
KPU-44 N 43
KPU-30 : M 477
N: :ﬁ "
KPU-22 82
NH
KPU-32 42
N NH
KPU-38 Me 45
"j?\jl\ I,m
KPU-39 460
KPU-53 > 20 pM

224
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Compuesto Estructura ECyp (nM)

KPU-23 E :f mjj:ﬁ,c» 5870

KPU-58 >20 uM
M
KPU-54 >20 uM
N H
[]
KPU-57 520 uM

[0390] La presente descripcién no se liga por
o limita por ninguna teoria cientifica particular. 8in
embargo, 8e aprecia que pergonas con destreza en 1la
especialidad pueden interpretar los resultados aqui
presentados, para sugerir que un grupo funcional
relativamente mé&s pequeflo, que afecta menos impedimento
estérico, puede ser preferide para producir actividad més
potente, y grupos ligeramente mis grandes tales como el

grupo etoxi (cuando e comparan con el grupo metoxi) o el
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dtomo de Br (cuando se compara con el &tomo de Cl) pueden
afectar impedimento estérico desfavorable para
interaccién con, por ejemplo el sitio de enlace tubulina.
Alin mds, debido a que la propiedad eléctrica de estos
substituyentes no. afecta la actividad, se sugiere que
estos substituyentes relativamente pequefios no
interactGen directamente con el sitio de enlace de beta-
tubulina, 8i no que restringe 1la conformacién de
deshidroPLH adecuado para el enlace © unién. 0, como
otra hip6tesis posible, la propiedad hidrofébica puede
ser un factor més importante en el sitio de enlace para
las posiciones -0 o -m en la beta-tubulina, ya que la
introduccién del grupo hidroxilo hidrofilico, que puede
formar el enlace de hidrégeno como un donador de
hidrégeno, disminuye drésticamente la actividad.

[0391] Como se muestra en la Tabla 9, el

efecto de los substituyentes en la actividad citotéxica

en la poeicién -o puede ordenarse, como en el casc de la .

posicién -m, como se muestra en la Tabla 10. Los
compuestos que tienen grupos funcionales efectivos, que
muestran superior actividad que tBu-deshidroPLH, también
pueden ser adicionalmente modificados. Ya que la
migracién de la estereoquimica de Z a E bajo la
irradiacién de luz viseible se observa, substituyentes que

disminuyen la densidad de electrones en los dobles

23!
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enlaces conjugados puede contribuir a la reduccifén de la
migracién Z a E por la luz, resulta en mis estructuras
fisicoquimicamente estables. La temperatura también
puede afectar esta migracién.

[0392] Modificacién en dos partes del anillo
puede ser preferida para el desarrollo de compuestos
potentes pero también biolégicamente estables. El1 anillo
fenilo de la fenilahistina se oxida por el citocromo P-
450. La doble modificacién que reduce la densidad de
electrones del anillo fenilo puede por lo tanto ser
efectiva para evitar oxidacién P-450. De esta manera, la
combinacién del pequefio grupo que retira electrones tal
como el Atomo de fldGor al elemento que puede incrementar
la actividad tal como -OMe, -Me, -Cl, -~-F y Br, puede
resultar en compuestos de drogas mis potentes y
biolégicamente estables.

Tabla 9. Resumen de modificacién en la posicién -o

Compuesto Estructura ECsp (nM)
KPU-2 48
KPU-8 89

N NH

3L
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Compuesto Estructura ECso {nM)
KPU-18 N F 42
NH
KPU-50 38
0
KPU-46 44
KPU-32 42
KPU-53 »>20 uM

Tabla 10. Regumen de modificacién en la m-posicién

COﬂ_pu_Glto

Estructura

ECsp (nM)

KPU-2

[+]

PO

48

237
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(km_puesto Estructura ECgo (nM)
KPU-9 | 31
!
KPU-35 F 10
KPU-19 20
0

KPU-41 31
?\D‘\KM

o fLI}EU"‘" ‘0

KPU-51 617
N

KPU-49 26
N
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Compuesto Estructura ECsp (nM)

KUP-44 43

4) Substitucién del anillo fenilo en aril-
heterociclos

[0393] El1 anillo fenilo también puede ser
reemplazado por grupos heteroarilo. El resultado de
estos reemplazos en términos de la actividad citotbxica
se ilustra en la Tabla 11. Ya que los &tomos de
nitrégeno arflicos pueden formar un enlace de hidr&geno
con un grupo NH del anillo dicetopiperazina y restringir
la conformacién de la molécula entre anillos piridina y
dicetopiperazina a una estructura uniplanar, la
conformacién activa de deshidroPLH requerird un cierto
nivel de &ngulo dihédrico formado por 1la repulsién
estérica entre un &tomo de hidrégeno de amida del anillo
dicetopiperazina y un &tomo de hidrégeno-o del anillo
fenilo (Figura 6).

Tabla 11. Efecto del reemplazo con el anillo hetercarilo

en proliferacién de células HT-29

Compuesto Estructura ECso (nM)
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Compuesto Estructura ECso (nM)
KPU-28 >20 uM
fL:k[ f
KPU-31 N 96
N
N
KPU-25 544
%m X
KPU-33 N »>20 uM
H
Q
KPU-26 NH 600
Nj\; ,cL _NH
KPU-60 71
KpU-42 N 54
KpU-27 80
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Compuesto Estructura ECso (nM)

KUP-29 44

KPU-61 N 184
N H

KPU-36 N % 2790
NH

KPU-63 N 105
N NH

[0394] El reemplazar el anillo fenilo con un
grupo furano o tiofeno mis pequefio, por ejemplo KPU-29 o
-42, exhibe actividad. El anillc fenilo puede cambiarse
a otra estructura aromidtica, mientras que se mantiene la
actividad potente.

5) Metabolismo de fenilahistina

[0395] En el reciente estudio, (1) -
fenilahistina se tratd con microsoma hepdtico de rata o
hepitico humano P4508. En el caso humano, al menos siete
metabolitos se detectaron, y dos de ellos, es decir Pl y
P3, fueron metabolitos principales, representan mis del

60% de los metabolitos recuperados.

23T
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[0396] Ya que no hay estructura exo-olefina en
tBu-deshidroPLH, derivados sintetizados presentes no
tienen oxidizacién como Pl y P4. 8in embargo,
oxidizacioneas tales como P3 y P5 se forman durante el
metabolismo hepético. Diversos derivados, que evitan
este metabolismo, son efectivos para evitar oxidacién
P450 en el anillo fenilo. El anillo imidazol también
puede modificarse para evitar la oxidacién desfavorable.

6) Estabilidad fisico-quimica de deshidroPLH

[0397] La estabilidad fisico-quimica es uno de
los problemas desfavorables de deshidroPLH. En
fenilahistina, ya que no estructura olefina adicional en
la parte benzilo, no hay este problema. Sin embargo, en
deshidroPLH, la porcién benzilideno puede activarse
f4cilmente, probablemente con la 1luz vieible, y 1la
migracién Z a E frecuentemente ocurre debido a la
existencia de méis larga conjugacién del doble enlace. La
migracién ocurrié incluso bajo 1luz de 1la habitacién
normal. En el ensayo citotédxico, algunos de los
compuestos migran a la forma E durante la incubacién,
aunque esta migracién probablemente se equilibra en la
proporcién 1l:1 en el caso de deshidroPLH. Esta migracién
puede ser controlada. La migracién Z a E también se

conoce en combretastatina A4, un mismo tipo de inhibidor
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de tubulina, y unos cuantos estudios para mejorar este
problema se reportaron.

7} Sintesis de Prodroga

[0398] La forma E también puede emplearse como
una prodroga de deshidroPLH o de uno o mis de estos
anilogos, incluyendo aquellos andlogose descritos aqui.
Una de las propiedades indeseables de las drogas anti-
tubulina, inveolucra su baja Belectividad entre tejidos de
tumor e intactos, aunque estas drogas pertenecen a una de
las terapias diana u objetivo moleculares. Esto provoca
efectos secundarios indeseables. Sin embargo, s8i el
compuesto funciona selectivamente solo en tejidos de
tumor, efectos secundarios negativos de las drogas anti-
microtibulos pueden reducirse. Ya que la deshidroPLH
(forma Z) puede producirse a partir de su isémero E por
irradiacién con luz visible, la forma E se administra y
se realiza foto irradiacién solo en el sitio de tumor,
entonces so0lo el tumor se dafla por la forma Z foto-
producida y el efecto adverso a los tejidos intactos, se
reduce.

[0399] La forma E puede ser protegida
quimicamente por la adicién de un grupo acilo voluminoso
pero biodegradable, que s8e introduce en el anillo
dicetopiperazina como una prodroga. Este grupo acilo

puede ser escindido por la proteasa en el cuerpo. Por lo
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tanto, el compuesto E acilado se mantiene antes de
administracién, después de administracién se cambia a la
forma E real, que puede migrar a la forma Z biocactiva por
foto irradiacién local.
[0400] El esquema sintético de esta forma
acil-E de tBu-deshidroPLH se resume en la Figura 9.
EJEMPLO 7

Formulaciones Farmacéuticas de las Deshidrofenilahistinas

Sintetizadas

1) Formulaciones Administradas Intravenosamente, por

Goteo, Invececidn, Infusidn o Semejantes

[0401] A frascos que contienen 5 g de glucosa
en polvo, se agregan a cada uno asépticamente 10 mg de un
compuesto sintetizado por el método y sellan. Después de
cargarse con nitrégeno, helio u otro gas inerte, los
frascos se almacenan en un sitio frio, oscuroc. Antes de
uso, los contenidos se disuelven en etanol y agregan a
100 ml de una solucién de agua con sal fisiolb6gica al
0.85%. La B8olucién resultante se administra como un
método para inhibir el crecimiento de un tumor canceroso
en un humano a quien que se le diagnostica tener este
tumor entre aproximadamente 10 ml/dfa a aproximadamente
1000 ml/dfa, en forma intravenosa, por goteo o mediante

una inyeccién subcut@nea o intraperitoneal, como se
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considere apropiado por aquellos con destreza ordinaria
en la especialidad.

2) Formulacién para Adminigtrarse Oralmente O Semejantes

[0402] Una mezcla que se obtiene por mezclado
completo de 1 g de un compuesto sintetizado por el
método, 98 g de lactosa y 1 g de hidroxipropil celulosa,
e forma en granulos por cualquier método convencional.
Los grinulos se 8secan Yy ciernen completamente para
obtener una preparacién de gr&nulos adecuada para empaque
en botellas o por termo sellado. Las preparaciones de
granulos resultantes 8e administran oralmente entre
aproximadamente 100 ml/dfa a aproximadamente 1000 ml/dia,
dependiendo de loe sintomas, como se considere apropiado
por aquellos con destreza ordinaria en la especialidad
para tratar tumores canceroscse en humanos.

3) Formulacién para Administrarse Té6picamente

[0403] La administraci6n a un individuo de una
cantidad efectiva del compuesto también puede lograrse
tépicamente al adminietrar el o los compuestos
directamente al &rea afectada de la piel del individuo.
Para esate propbsito, el compuesto administrado o aplicado
estd en la forma de una composicién que incluye un
portador tépico farmacolS6gicamente aceptable, tal como un
gel, un unglento, una locién o una crema, que incluye sin

limitacién, portadores tales c¢omo agua, glicerocl,
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alcohol, propilen glicol, alcoholes grasos,
triglicéridos, ésteres de &cidos grasos o aceites
minerales. Otros portadores tépicos incluyen petrdleo
liquido, isopropil palmitato, polietilen glicol, etanol
(95%), polioxietilen monolaurato (5%) en agua, o lauril
sulfato de sodio (5%) en agua. Otros materiales tales
como anti-oxidantes, humectantes, estabilizantes de
viscosidad y agentes similares pueden agregarse segln sea
necesaric. Mejoradores de penetracidn percuténeos tales
como Azone también pueden ser incluidos. Ademds, en
ciertas instancias, Bse espera que el compuesto pueda
colocarse dentro de dispositivos dispuestos en, sobre o
bajo la piel. Estos dispositivos incluyen parches,
implantes e inyecciones que liberan el compuesto en la
piel, ya sea por mecanismos de liberacién pasivos o
activos.
EJEMPLO 8

Farmacologfa In vitro de KPU-2, KPU-35 y t-butil

fenilahietina

[0404] Los estudios de eficacia in vitro
realizados con KPU-2, KPU-35 y t-butil fenilahistina
incluyen: A) un panel de seis lineas celulares de tumor,
B) estudios en células de tumor resistentes a miltiples
drogas, y C) estudios para determinar el mecaniemo de

accién.
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A). Estudio de KPU-2, KPU-35 y t-butil fenilahistina en

un panel de seis lineas de células de tumor

[0405] Lae sigquientes lineas celulares (fuente
en paréntesis) se emplearon: HT29 (tumor de colon humano;
ATCC; HTB-38), PC3 (tumor de préstata humana; ATCC; CRL-
1435), MDA-MB- 231 (tumor de pecho humano; ATCC; HTB-26),
NCI-H292 (tumor de pulmén de célulase no pequefias humanas;
ATCC;CRL-1848), OVCAR-3 (tumor de ovario humano; ATCC;
HTB-161) ,B16-F10 (melanoma murino; ATCC; CRL-6475) y CCD-
278k (fibroblastos humanos normales; ATCC; CRL- 1475).
Se mantuvieron células a densidades sub-confluentes en
sus medios de cultivo respectivos.

[0406] Se realizaron ensayos de citotoxicidad
como se describi6 anteriormente en el Ejemplo 4,
utilizando fluorescencia de Resazurina como un indicador
de viabilidad celular.

[0407] Los compuestos descritos son agentes
efectivos contra una variedad de diferentes y distintas
lineas de células de tumor. Especificamente, por ejemplo
KPU-2 y KPU-35 fueron méds efectivos en la linea celular
de tumor HT-29, tanto en términos de potencia (activo en
el intervalo nanomolar bajo) y eficacia (de mayor
regspuesta en términos del efecto citotdxico méximo); t-
butil-fenilahistina exhibe su mis grande potencia contra

la linea de células de tumor PC-3, aunque la més grande
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eficacia se exhibiélcontra la linea celular HT-29; KPU-2
y KPU-35 en general fueron 10-40 veces mis potentes que
t-butil-fenilahistina mientras que 1la eficacia fue
similar para todos los tres compuestos en las diferentes
lineas celulares de tumor; las lineas celulares de tumor
HT-29, PC-3, MDA-MB-231 y NCI-H292 todas responden
similarmente a los compuestos NPI, mientras que B16-F10
parece ser algo menos sensible. La t-butil-fenilahistina
exhibi® una diferencia marcada entre fibroblastos
normales y las lineas de células de tumor, con una
proporcién en el intervalo de >20 - »>100, excepto por la
linea de células OVCAR-3.
Tabla 12 Actividad de KPU-2, KPU-35 y t-butol

fenilahistina en el Monitoreo de Panel de Tumor

Linea Celular KPU-2 KPU-35
Promedio 8D n |Promedio| 8D n

HT-29

Colon

ICse NM 9.8 2.4 4 8.2 2.0 4

% de|82.5 5.3 4 81.3 4.0 4

Citotoxicidad

PC-3

Pr6stata

s
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Linea Celular KPU-2 KPU-35
Promedio 8D Promedio| 8D

ICsp nM 13.4 0.7 13.2 2.5

¥ de}60.3 2.1 56.8 1.0

Citotoxicidad

MDA-MB-231

Pecho

ICsq nNM 13.8 1.9 9.7 4.2

% de|56.7 7.2 59.3 5.6

Citotoxicidad

NCI-H292

Pulmén

ICs5y NM 17.5 1.1 15.9 1.1

% de|70.5 2.9 68.5 2.9

Citotoxicidad

OVCAR-3 Ovario

ICs5o NM

% de|>20,000 |- »20,000 |-

Citotoxicidad |45.8 3.0 39 2.2

Blé6-F 10

Melanoma

ICso NM 37.1 26.3 32.3 19.9

% de|71.8 2.5 72.0 2.2

Citotoxicidad
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Linea Celular XPU-2 KPU-35
Promedio 8D Promedio 8D

CCD-278k

Fibroblasto

ICs5p NM 9.2 2.9 4 7.4 2.6

% de|64.3 2.4 4 60.8 1.9

Citotoxicidad

{CONTINUACION)

Linea Celular

t-butil-fenilahistina

Promedio 8D n
HT-29 Colon
ICs nM 420 473 3
¥ de Citotoxicidad 888 0.2 3
PC-3
Préstata
ICsg NM 174 - 2
¥ de Citotoxicidad 59.5 - 2
MDA-MB-231
Pecho
ICsp nM 387 - 2
% de Citotoxicidad 65.5 - 2

NCI-H292




1o

196

Pulmén
ICse nNM 384 154 3
% de Citotoxicidad 65 5 3

OVCAR-3 Ovario
ICsq NM »20,000 - 2

% de Citotoxicidad a7 - 2

B1l6-F 10 Melanoma

ICsp NM 736 650 3
% de Citotoxicidad 74 2 3
CCD-278k

Fibroblastos >20,000 - 2
ICsp NnM 45 - 2

% de Citotoxicidad

B) . Lineas Celulares Resistentes a Drogas

[0408] Uno de los retos principales en el uso
de agentes quimioterap&uticos en oncologia clinica es el
desarrollo de resistencia al efecto de la droga por las
células de tumor. Hay varios mecanismos para el
desarrollo de resistencia, cada uno de los cuales tendra
efectos diferenciales en drogas quimioterapéuticas.
Estos mecanismos incluyen incrementada expresién de
bombas de evacuacién dependientes de ATP tales como la P-
glicoproteina codificada por MDR1 o la resistencia de

miltiples drogas asBociada a proteina 1 codificada por
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MRP1. Absorcién de droga reducida, alteracidSn de 1la
diana de la droga, reparacién creciente de dafio de ADN
inducido por droga, alteracién de la ruta apoptética y la
activacién de enzimas citocromo P450 son otros ejemplos
de mecanismos por los cuales las células de cédncer se
veulven resistentes a las drogas anticéncer. Los
compuestos pselectos se estudiaron en tree diferentes
lineas celulares gque exhiben dos diferentes mecanismos de
resistencia; la sobre-expresién de la P-glicoprotelina y
actividad de topoisomerasa II alterada.

1) Par de Lineas de Células de Tumor de Sarcoma Uterino

Humano: MES-SA (Sensible a Taxol) y MES-SA/Dx5

{(Resistente a Taxol).

[0409] Esta linea celular expresa elevado mdr-
ImRNA y P-glicoproteina (un mecanismc de bomba de
extrusién). Pretratamiento con cicloesporina-A (CsA)
bloquea P-glicoproteina y reinstala la actividad en 1la
linea celular resistente por agquellos compuestos para los
cuales la resistencia se debe a elevada P-glicoproteina.

[0410] Como puede verse en la Tabla 13, KPU-2,
y KPU-35 tiene la misma potencia en la liInea celular
resistente que en la linea sensible y la potencia de t-
butl-fenilahistina fue solo ligeramente reducida.
Pretratamiento con cicloesporina A (CsA) no altera la

potencia de los compuestos selectos. En contraste, taxol
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fue virtualmente inactivo en 1la 1linea de células
resistentes a MES-SA/DXS5, mientras que este compuesto fue
muy potente en la linea de células sensibles.
Tratamiento con CsA restaurd la sensibilidad a taxol de
la linea celular MES-SA/DX5S. La linea celular MES-
SA/DX5 también mostré reducida susceptibilidad a
etopbeido (60 wveces), doxorubicina (34 veces) Y
mitoxantrona (20 veces).

[0411] Estos datos indican que los efectos de
KPU-2, KPU-35 y t-butil-fenilahistina no son susceptibles
al mecanismc de resistencia relacionada al taxol (p-
glicoproteina) en esta linea celular y que no ocurre
resistencia cruzada de taxol a estos compuestos selectos
en este modelo.

Tabla 13 Actividad de KPU-2 KPU-35, t-butil-fenilahistina

y Taxol en Lineas de Células de Tumor de Sarcoma Uterino

Humano Resistentes a Taxol MES-SA/DX5 Taxol y Sensibles a

Taxol MES-SA

Compuesto | Sensible a MES-SA Resistente a MES-SA/DX5
de

Estudio 8in Pre-trat. 8in Ceh Pre-trat.

CsA CeshA Cah
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ICso ICso Pro- | IC5 nM | Pro- ICso Pro-
nM nM por- por- oM por-
cién cién clén
8in MES- 8in
CeA 8A CasiA
KPU-2
BEstudio I 8.5 - - 10.5 1.2 - -
Est. I1 19.4 | 27.4 1.4 21.7 1.1 37.8 1.74
KPU-35
Estudio I 6.6 - 5.2 0.8 - -
Est. II 3.9 2.0 0.5 2.5 0.6 6.7 2.7
t-butil-
fenila- 144 - - 825 5.7 - -
histina 122 162 1.3 694 4.3 622 0.9
Est. I
Est. III
Taxol
Estudio I 4.4 - - >20,000| >455 - -
Est. II 13.3 7.6 0.6 »>>100 >>8 40 0.25
Est. IIT 7.3 2.8 0.4 |>24,000]| »3000 2.0 0.001
[0412] Ver también los datos adicionales

presentados en la Figura 43.
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2) Par de Lineas Celulares de Leucemia Promielocitica

Aguda Humana: HL-60 (Seneible a Mitoxantrona) y HL-60/MX-

2 (Repietente a Mitoxantrona)

[0413] Esta linea celular se considera que
tiene propiedades de resistencia atipicas a drogas, con
alterada actividad catalfitica de topoisomerasa II sin
sobre-expresién de P-glicoproteina.

[0414] Como puede verse en la Tabla 14, estos
resultados indican que las potencias de los compuestos
novedogos selectos son muy similares en las lineas
celulares EHL-60 sensibles y resistentes. En contraste,
Mitoxantrona pierde eficacia por un factor de 24-veces en
la linea celular resistente a HL-60/MX-2.

[0415] De esta manera, KPU-2, KPU-35 y t-butil-
fenilahistina no son susceptibles a los mismos mecanismos
de resistencia que Mitoxantrona en esta linea celular, y
no hay resistencia cruzada de Mitoxantrona a estos
compuestos novedosos selectos en este modelo.

Tabla 14. Actividad de KPU-2, KPU-35, t-butil -

fenilahistina y Mitoxantrona en el Par de Lineas

Resistente v Sensible a Tumores de Leucemia

Promielocitica Agquda Humana HL-60

Compuesto HL-60 HL-60 Resistente

Bensible

rA)!
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ICsq NM IC5q nNM Proporcién
a Sensible
KPU-2 6.4 8.17 1.28
KPU-35 9.2 7.3 0.79
t-butil- 255 175 0.69
fenilahistina
Mitoxantrona 202 4870 24.1
3). Par de Linea Celular de Carcinoma de Pecho Humano:

MCF-7 (Sensible a Taxcl) y MCF-7/ADR (Resistente a Taxol)

[0416] Este' estudio involucra  KPU-2 en
comparacién con taxol. KPU-2 demostr$ potencias
similares tanto en miembros sensibles como resistentes de
este par de lineas celulares. En contraste, el taxol
virtualmente fue inactivo en la linea celular resistente
mientras que hubo baja potencia nanomolar en la linea
celular sensible (Tabla 15).

[0417] Estos estudios confirman en una linea
celular de tumor humano diferente, que la resistencia a
taxol no se transfiere a KPU-2.

Tabla 15. Actividad de KPU-2 y Taxol en el Par de Lineas

Celulares Resistente y Sensible a Carcinoma de Pecho

Humano MCF-7

Compuesto MCF-7 BSensible MCF-7/ADR Resistente

25t
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ICsp; nM ICso DM Proporcién a
Bensible
KPU-2 39.6 27.4 0.69
Taxol 2.6 >>100 >>38

C) Estudios del Mecanismo de Accibn

1). Accién en Funcién de Microtiibulos

[0418] Células endoteliales de vena umbilical
humana (HuVEC de Cambrex) se emplearon en este estudio,
para evaluar los efectos de KPU-2 y t-butil-fenilahistina
en comparacién con colchicina y taxol en tubulina por
tincién por alfa-tubulina.

[0419] Treinta minutos de exposicifn a KPU-2,
t-butl-fenilahistina o colchicina (todoe a 2 uM) inducen
despolimerizacién de microtfibulos como se indicé por 1la
falta de estructura de microtGbulos intacta en contraste
con la observada en el control de DMSO y formacién de
ampollas de membrana celular (una clara indicacién de
apoptosis) en las células HuVEC, mientras que taxol no
induce despolimerizacién de microtibulos bajo estas
condiciones. La colchicina es un agente despolimerizante
de microtibulos conocido mientras que el taxol es un
agente estabilizante de tubulina. Regultados similares
se obtienen cuando células CCD-278k se expcnen a KPU-2 o

colchicina.
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2) . Induccidn de Apoptosis

[0420] Apoptosis y su des-regulacién juegan un
papel importante en oncologia; la induccifn selectiva del
ciclo de muerte celular programado en células de tumor es
la meta de muchos programas para descubrimiento de drogas
quimioterapéuticas. Esta induccién de apoptosis puede
demostrarse por diferentes métodos, incluyendo la
formacidén de ampollas en membrana celular caracteristica,
fragmentacién de ADN, hiperfosforilacién del factor
antiapoptéeico Bcl-2, activaci6tn de la cascada caspasa y
escisién del poli (ADP ribosa) polimerasa (PARP).

{0421) Loe signos caracteristicos de muerte
celular apoptésica incluyen formacién de ampollas en
membrana celular, ruptura de nficleos, encogimiento de
célula y condensacién y finalmente muerte celular, muy
distintivos de muerte celular necrébtica. KPU-2 induce
los cambios morfolbégicos tipicos asociados con lae etapas
tempranas de apoptosis en células de tumor de préstata
humano. Un hallazgo similar fue también clara en el
tratamiento de c&lulas HuVEC con KPU-2.

3). FragmentaciSn de ADN

[0422] ©Una caracteristica de etapa posterior
de la apoptosis es escisién de ADN internucleosomal que
resulta en un patrén de escalera distintivo que puede

visualizarse por electroforesis en gel. Este enfoque se
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empled para estudiar el efecto de KPU-2 en formaci6n de
escala de ADN (DNA) en células Jurkat (linea de leucemia
de células T humana) en comparacién con halimida vy
deshidrofenilahistina (KPU-1). Formulacién de escalera
de ADN inducida por KPU-2 a la concentracién 1 nM

mientras que halimida y KPU-1 fueron mucho menos

potentes.

4) . Activacibén de la Cascada Caspasa

[0423] Varias enzimas en la cascada caspasa se
activan durante apoptosis, incluyendo Caspasa-3, -8 y -9.
La actividad de Caspasa-3 se supervisa en células Jurkat
después de tratamiento con KPU-2, KPU-35 y t-butil-
fenilahistina.

[0424] Los resultados indican que caspasa-3 se
activa en una forma dependiente de dosis por tratamiento
con todos los tres compuestos en una forma similar a
halimida. La activacién de caspasa-3 ocurrié sobre un
intervalo de <concentracién similar para ICse8 de
citotoxicidad en la linea celular Jurkat (Tabla 16).
Tabla 16 Citotoxicidad de KUP-2, KUP-35 y t-butil-

fenilahistina en Cé&lulas Jurkat

Compuesto NPI Citotoxicidad
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Potencia ICsy Eficacila
nM % de Muerte
Celular
KPU-2 11 94
KPU-35 5 93
t-butil-fenilahistina 165 93
Mitoxantrona 41 99

5). Escisién de Polimerasa Poli (ADP-ribosa) (PARP) en

Células Jurkat

{0425] Para estimar la habilidad de estos
compuestos para inducir apoptosis en células Jurkat, se
supervis6 la escisién de poli (ADP-ribosa) polimerasa
(PARP). PARP es una proteina nuclear de 116 kDa que es
uno de los objetivos o dianas intracelulares principales
de Caspasa-3. La escisién de PARP genera un producto
estable de 89 kDa, y este proceso puede supervisarse
fadcilmente por técnica western. La escisién de PARP por
caspasas es8 uno de los Bsellos caracteristicos de
apoptosis, y como tal sirve como un marcador excelente
para este proceso. KPU-2 a 100 nM induce escisibén de
PARP en células Jurkat, 10 horas despuée de exposicién de
las células al compuesto. KPU-2 parece ser mls activo
que cualquiera de halimida o KPU-1.

6). Permeabilidad Vascular Mejorada en Células HuvEC

256
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[0426] Compuestos que deepolimerizan
microttbulos (es decir combretastatina A-4-fosfato,
ZD6126) se ha mostrado que inducen colapsoc vascular en
tumores in vivo. Este colapso vascular se precede por
una induccién r&pida de permeabilidad de células
vasculares inicialmente a electrolitos y poco después a
grandes moléculas. La permeabilidad mejorada de células
HUVEC a un dextrano etiquetado fluorescente se utiliza
como un ensayo substituto para colapso vascular.

[0427] KPU-2, KPU-35 y t-butil-fenilahistina
todas répidamente (dentro 1 hora) inducen significante
permeabilidad de monocapa tHuUVEC, en una proporcién
similar a colchicina. El agente estabilizante de
microtGbulos taxol fue inactivo en este ensayo (Figura
12).

7). Perfil en un Tamiz Amplio de Quinasa

[0428] KPU-2 se monitoreo inicialmente a una
concentracién de 10 uM en un panel de 60 quinasas
diferentes; la concentracién de ATP fue 10 uM. Cuatro
quinasas se inhibieron en miés de 50% en el tamizado
primario y las ICsy 8e determinaron en el tamizado
secundario se presentan en la Tabla 17. Todos 1los
valores ICs; est&n en el intervalo micromolar bajo, dque

indican que 1la inhibicién de estas quinasas no se
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relacionan a las bajas actividades nanomolares observadas
por citotoxicidad de células de tumor.

Tabla 17. Activitdad de KPU-2 contra Quinasas Selectas

Quinasa IC50 (uM)
CDKl/Ciclina B {(humano) 10.1
Cc-RAF (hum;no) 8.9
JNK3 (rata) 6.8
Lyn (ratén) 11.1
EJEMPLO 9

Farmacologia In Vivo

[0429] Estudios preliminares con KPU-2 se
realizaron utilizando los modelos de semi-injerto de MX-1
(pecho) y HT-29 (colon) y el modelo de tumor de leucemia
murino P-388, en el ratdn. Otros modelos de tumor
seleccionados en base a la actividad en el panel de tumor
in vitro fueron las lineas celulares DU-145 (préstata),
MCF-7 (pecho), y A549 (pulmén). El tumor pancre&tico
humano (MiaPaCa-2) también se incluy6. Los compuestos
novedosos se estudiaron como monoterapia y en combinacién
con un agente quimioterapéutico clinicamente empleados.
La dosis de 1los compuestos novedosos selectos se
determinaron a partir de la prueba de tolerabilidad aguda

(Dosie M&xima Tolerada (MTD = Maximally Tolerated Dose})

(AR
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y se ajustaron de ser necesario durante cada estudio.
Las dosis de los agentes quimioterapéuticos empleados
clinicamente se seleccionaron en base a estudios
histéricos.

[0430] KPU-2 fue el primer compuesto a
estudiarse en estos cinco modeloes de tumor. Siguiendo
los resultados iniciales de este estudio, todos los tres
compuestos se compararon en los modelos de xeno-injerto
HT-29 de tumor de colon humano, DU-145 de préstata humana
y MCF-7 de tumor de pecho humano.

[0431] Loe modelos anteriores todos utilizan
la técnica de implante de xenoinjerto subcuténeo y todos
son potencialmente sujetos a efectos selectivos de un
compuesto en la vasculatura subcuténea que produce una
actividad anti-tumor amplificada (o aparente). A fin de
superar esta posibilidad, 8se han incorporado en la
investigacién otros dos modelos de tumor. Uno de estos
es la observacién de metéstasis de pulmén después de la
inyeccién intravenosa de células de tumor de melanoma de
ratén B1l6-F10. El otro modelo es el implante de células
de tumor de pecho humano MDA-231 en el paniculo graso
mamario de ratén. Mientras que este Gltimo modelo es un
modelo de xeno-injerto, 1la vasculatura subcutdnea no
juega un papel.

Métodos

5%
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1} . Modelos de Xenoinjerto

[0432] Los animales empleados fueron de
(excepto como se indique para estudios individuales):
ratones desnudos hembra (nu/nu) entre 5 y 6 semanas de
edad (~20g, Harlan); tamafio de grupo fue 9-10 ratones por
grupo, a menos de que se indique de otra forma.

[0433] Las 1lineas celulares empleadas para
implante de tumor fueron: tumor de colon humano HT-239;
tumor de pecho humano MCF-7; tumor pulmonar de células no
pequefilas humanas AS549; tumor de péncreas humano MiaPaCa-
2; tumor de prSstata humano DU-145.

[0434] Compuestos novedosos selectos se
administraron como monoterapia mediante la ruta
intraperitoneal (i.p.) a las dosis indicadas para el
estudio individual; para los estudios en combinacién, los
agentes de quimioterapia de referencia selectos Bse
inyectaron 15-30 min antes del compuesto.

[0435] Los +vehiculos empleados en estos
estudios fueron: DMSO al 12.5%, Cremaphor al 5% y aceite
de cacahuate al 82.5% para los compuestos novedosos
selectos; (1:3) Polisorbato 80: etanol al 13% para
taxotere; (1:1) Cremaphor: etanol para paclitaxel; para
irinotecan hidrocloruro cada ml de solucifén contiene 20
mg de hidrocloruro de irinotecan, 45 mg de polvo de NF

sorbitol, y 0.9 mg de &cido l&actico, el pH se ajusta a
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7.4 con NaOH o HCl. Diluciones de salino se emplean para
lograr las concentraciones de inyeccién empleadas para
los compuestos de referencia.

Modelo de tumor de colon humano HT-29

[0436] Se implantaron subcutdneamente (s.cC.)
animales por trocar con fragmentos de tumores HT-29
recolectados de tumores de crecimiento 8. c. en
anfitriones ratones desnudos. Cuandoc el tamafic de tumor
alcanzé6 5 mm x 5 mm (aproximadamente 10-17 dias) los
animales se formaron en grupos de tratamiento y de
control. Los ratones se pesaron dos veces semanalmente y
se obtuvieron medidas de tumor utilizando compdses de
calibre semanalmente dos veces, partiendo de Dia 1. Las
mediciones de tumor fueron convertidas en peso de tumor
en mg estimado utilizando la f6rmula (W'xL)/2. Cuando el
peso de tumor estimado del grupo de control alcanzé un
promedio de 1000 mg, los ratones se pesaron, sacrificaron
y el tumor se retirS. Los tumores se pesaron y el peso
promedio de tumor por grupo se calculé y se determiné la
inhibicién de crecimiento de tumor (TGI = tumor growth
inhibition) para cada grupc (100% menos el cambio en el
peso promedio del tumor tratado/el cambioc en el peso
promedio de tumor de control x 100.

[0437] En este modelo, a menos que se note de

otra forma para el estudio individual, los compuestos
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novedosos selectos B8e inyectaron intraperitonealmente
cada tercer dfa por 15 dias [1, 4, 8, 11 y 15 {(g3dx5)];
CPT-11 se administré intraperitonealmente los dfas 1, 8 y
15(qwx3) .

Modelo de tumor de pecho humano MCF-7

[0438] Ratones desnudos hembra (~20 g} se
implantaron s.c. con grinulos de estrfgenc de liberacién
de 21 dias (0.25 mg), 24 horas antes del implante s.c.
con fragmentos de tumor MCF-7 (recolectadoe de tumores
s.c. en anfitriones de ratones desnudos). El estudio
procedid como se describe en el modelo HT-29, utilizando
taxotere como el agente de quimioterapia esté&ndar.

[0439] En este modelo, a menos que de otra
forma se anote para el estudio individual, los compuestos
novedosos se inyectaron mediante la ruta intraperitoneal
diariamente, los Dias 1-5, inclusive (gdx5); Bse
administré intravenosamente taxotere los Dias 1, 3 y 5
(qodx3) .

Modelo de tumor de pulmén humano A549

[0440] En animales s.c. se implantaron por
trocar con fragmentos de tumores AS549 recolectados de
tumores de crecimiento s.c. en anfitriones de ratones
desnudos. Cuando el tamafio del tumor alcanza 5 mm x S mm
(aproximadamente 10-17 dias} los animales se aparearon en

grupos de tratamiento de control. El resto del estudio

26U
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procedid como s8e describe para el modelo HT-29,
utilizando taxotere y CPT-11 como los agentes de
quimioterapia esténdar.

[0441] En este modeleo, a menos que de otra
forma se anote para el estudio individual, los compuestos
probados ge administraron mediante la Tuta
intraperitoneal en un programa de dosis aq3dx5 para la
combinacién CPT-11 o en un régimen de dosis gdx5 para la
combinacién con taxotere; CPT-11 se administr6 mediante
la ruta intraperitoneal en un programa gwx3; taxotere se
administré intravenosamente en un régimen de dosis godx3.

Modelo de tumor de péncreas humano MiaPaCa-2

[0442] En animales se implantaron s.c. por
trocar fragmentos de tumores MiaPaCa-2 recolectados de
tumores de crecimiento s.c. en anfitriones de ratones
desnudos. Cuando el tamafio del tumor alcanza 5 mm X 5 mm
(aproximadamente 10-17 dias) los animales se aparearon en
grupos de tratamiento de control. El resto del estudio
procedié como se describe para el modelo HT-29,
utilizando gemcitabine como el agente de quimioterapia
esténdar.

[0443] En este modelo, a menos que de otra
forma se anote para el estudio individual, los compuestos
de prueba administraron cada tercer dia mediante la ruta

intraperitoneal los Difas 1, 4, 7, 10 y 15(q3dx5);

1}
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gemcitabine mediante la ruta intraperitoneal los Dias 1,
4, 7 vy 10 (g3dx4).

Modelo de tumor de préSstata humana DU-145

[0444] Ratones macho se implantaron a.c. por
trocar con fragmentos de tumores DU-145 recolectados de
tumores de crecimiento s.c. en anfitriones de ratones
desnudos macho. Cuando los tumores alcanzaron ~5 mm X 5
mm (a aproximadamente 13-17 dias) los animales Be
aparearon en grupos de tratamiento de control. El resto
del estudio procedié como para el modelo HT-29,
utilizando taxotere como el agente de quimioterapia
estindar.

[0445] En este modelo, a menocs que de otra
forma se anote para el estudio individual, los compuestos
de prueba pe administraron mediante la ruta
intraperitoneal los Dias 1, 3, 5, 8 y 11 (g3dx5);
taxotere se administré intravenosamente los Dias 1, 3 y 5
(gq2dx3) .

2) . Modelos de tumor de implante no subcuténeo

[0446] Los animales empleados fueron: ratones
desnudos hembra (nu/nu) (estudio MDA-231) o ratones
B6D2F1 (estudios B16-F10) entre 5 y 6 semanas de edad
(~20g, Harlan); el tamafio de grupo fue de 10 ratones por

grupo a menos de que de otra forma se indique.

2y
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[0447] Las lineas celulares empleadas fueron:
tumor de pecho humano MDA-MB-231 y células de melanoma
murino B16-F10.

[0448] Compuestos NPI se administraron como
monoterapia mediante la ruta intraperitoneal a las dosis
indicadas para el estudio individual; para los estudios
de combinacién, loe agentes de quimioterapia de
referencia selectos se inyectaron 15-30 min antes del
compuesto NPI.

Tumor de pecho humano MDA-231

[0449] Ratones desnudos hembra se inyectaron en
el paniculo o almohadilla grasa mamaria con 2x10° células
MDA-231 recolectadas de cultivo de células in vitro.
Cuando el tamafio de tumor alcanz6 5 mm x 5 mm
(aproximadamente 14-28 dias), los animales se aparearon
en grupos de tratamiento de control. El estudio procedié
como 8Be describe para el modelo HT-29, utilizando
paclitaxel como el agente de quimioterapia esténdar.

[0450] En este modelo, a menos que de otra
forma se anote para el estudio individual, los compuestos
de prueba se administraron mediante la ruta
intraperitoneal los Dias 1, 4, 8, 11 y 15(g3dxS5);
paclitaxel se administré mediante la ruta intraperitoneal
los Dias 1-5(qgdx5).

Modelo de melanoma murino metastdsico B16-F10

/=
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[0451] Ratones recibieron células B1l6-F10
(preparadas de un cultivo de células in vitro de células
B16-F10) por la ruta iv el Dia 0. El Dia 1, Los ratones
se distribuyeron aleatoriamente en grupos de tratamiento
de control y se inicié el tratamiento. Loas ratones se
pesaron dos veces semanalmente, partiendo el Dia 1. Todos
los ratones sBe sacrifican el Dia 16, se retiran los
pulmonee, pesan y las coloniae de superficie se contaron.
Los resultados se expresan como promedio ratones
tratados/promedio de colonias de ratones de control (T/C}
X 100%). La inhibicién de crecimiento de metdstasis (MGI
= metastasis growth inhibition) es el nGmero sustraido
del 100%. Paclitaxel fue el agente de quimioterapia
estindar empleado en este estudio.

[0452] En este modelo, a menos que de otra
forma se anote para el estudio individual, los compuestos
de prueba se administran mediante la ruta intraperitoneal
los Dias 1-5 (gdx5); ©paclitaxel se administré
intravenosamente los Dias 1-5(qdx5).

[0453] Cuando sea apropiado (n > 3), se
presentan resultados como promedios i SEM. Andlisis de
estudios estadisticos con varios grupos Be realizan
utilizando ANOVA con la prueba post Neuman-Keule, a menos
que se indique de otra forma. Una prueba-t de una cola

también se utiliza con base en la hipétesis que el
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compuesto © droga o la combinacién reducirdi el
crecimiento del tumor.

Resultados

Estudios en el modelo de xenoinjerto de tumor de colon

humano HT-29

1. Bvaluacién In Vivo de KPU-2 +/-CPT-1l1l en el modelo de

xenoinjerto tumor de colon humano HT-29

[0454] Este estudio estima cambios en
concentracién de dosis y régimen de dosis para KPU-2 solo
y en combinacién con un gquimioterapéutico relevante CPT-
11 en el modelo HT-29.

[0455] KPU-2 se administra a dosis de 7.5 mg/kg
ip diariamente por cinco dfas (gdx5), 3.75 mg/kg ip bid
por cinco dias, 7.5 mg/kg ip cada segundo dia por 10 dias
(godx5) y 7.5 mg/kg ip cada tercer dia por 15
dias(g3dx5). La combinacién de CTP-11 con NPI- 2358 a una
dosis de 7.5 mg/kg ip g3dx5 resulta en un efecto
significativamente mayor que para cualquier compuesto
golo que resisti6é la duracién del estudio (Figura 13).
Esas observaciones durante la porci6n en la vida de la
duracién del estudio se confirmaron por los pesos de
tumor finales de grupo promedio en la autopsia, para la
cual 86lo el grupo en combinacién exhibi6é un peso de
tumor significativamente menor estadisticamente que los

de control. Ademfis, la diferencia entre 1loe pesos

b7
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promedio de tumor de la terapia de combinacién y los
grupos de monoterapia CPT-11 fue estadisticamente
significante (Figura 14). Cuando los pesos de tumor
final individuales en la autopsia se examinan, es claro
el mayor efecto de la co-terapia (Figura 14). TGI de co-
terapia fue 78% en comparacién con 38.9% para CPT-11
solo. TGI para el grupo de terapia combinada excede el
criterio NCI de 58% para un resultado positivo.

2. Bstudios de quimioterapia est&ndar KPU-2 +/- contra

cinco modelos de xenoinjerto de tumor humano

[0456] Este estudio consiste de cinco
ramificacionea diferentes, cada una con 8su propio
protocolo, sincronizacién, régimen de dosis y compuesto
de referencia. Cada ramificacién se considerari& dentro
de la presentacién del modelo de tumoxr particular.

[0457] El1 objetivo de la ramificacién HT-29 del
estudio era investigar una dosis ligeramente superior de
KPU-2 (10 mg/kg ip q3dx5) en el modelo de xenoinjerto de
tumor de colon humanc HT-29 en comparacién con aquellos
empleados en el ‘estudio descrito anteriormente, en donde
se observé una sinergia marcada entre KPU-2 (7.5 mg/kg
ipg3dx5) y CPT-11 (100 mg/kg ipqwx3).

[0458] Como puede observarse en la Figura 15,
la combinacién de KPU-2 y CPT-11 en este modelo resulta

en una sinergia marcada en la inhibicién de crecimiento
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de tumor, con el crecimiento de tumor que es casi
completamente inhibido hasta el dia de tratamiento 29 en
el grupo de terapia de combinacién. La terapia combinada
mantiene eficacia y el crecimiento de tumor estimado para
este grupo fue Bsignificativamente menor que para
cualquier grupo de monoterapia. De acuerdo con esto, la
administracién de KPU-2 y CPT-11 inhibe el crecimiento de
tumor y es tratamiento de antitumor efectivo.

[0459] Las observaciones de la porcién en vida
del estudio (crecimiento de tumor estimado, Figura 15)
gon sostenidas por la medicién de los pesos de los
tumores cortados en la autopsia (Figura 16). Loe pesos
de tumor para el grupo de combinacién fueron
significativamente menores que los controles (p < 0.01),
como los pesos de tumor para CPT-11 solo (p < 0.05).

[0460] Cuando los pesos de tumor final
individual se consideran (Fig 16), el tamafio de tumor
para el grupo de combinacién fue generalmente mis pequefio
que para los otros grupos de tratamiento o de control.
TGI del grupo de combinacisén fue 65.8%, indicando wun
efecto positivo por el criterio NCI, mientras que la
monoterapia no alcanza el criterio NCI de >58%.

3. EBstudio de actividad de KPU-2, KPU-35 y t-butil-

fenilahistina en el estudio de xenoinjerto de tumor de

colon humano HT-29

DA
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[0461] Los resultados de este eptudio se

presentan en la Figura 17 y la Tabla 18. Los grupos de
terapia en combinacién todos indican una sinergia marcada
entre los compuestos novedosos y CPT-11. Los pesos de

tumor individuales demostraron la efectividad del

tratamiento de co-terapia (Figura 18). En cada caso, TGI
para el grupo combinado sobrepasa el criterio de NCI para
un efecto positivo, mientras que TGI para la monoterapia
CPT-11 no alcanza este nivel.

Tabla 18.
Compendio de estudios realizados en el modelo de tumor de

colon humano HT-29.

1¥°

Descripcién de |[Compuesto NPI Agente
Estudio quimioterapéutico
Estado {Punto Nimero, Resulta- |Nombre, |Resul-tado
niimero |axtremo mg/kglp |dos TGI % |dosls TGI%
2164 TGI KPU-2 CPT-11 39*
7.5 gdx5s Sin i00 ip
7.5 g3dx5 |Efecto qwx3
Sin
Efecto
2288 TGI KPU-2 8in CPT-11 36.5*




N\

Descripcién de |Compuesto NPI Agente
Estudio quimioterapéutico
Estado |Punto N(mero, Resulta- |[Nombre, |Resul-tado
nimero |axtremo mg/kgip |dos TGI % |dosis TAI%
10-+7.5 Efecto 100 ip
g3dx5 gwx3
2139 TGI KPU-2 Sin CPT-11 32.7
7.5 Efecto 100 ip
g3dx5 qwx3
2139 TGI KPU-35 8in CPT-11 32.7
10-+7.5 Efecto 100 ip
qg3dx5s qwx3
2139 TGI t-butil- Sin CPT-11 32.7
fenila- Efecto 100 ip
histina qwx3
30
q3dx5
(CONTINUACION)
Descripcién Combinacién Comentarios

de Estudio
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Estado Resultado |Excede el criterio
nGmero TGI% NCI
(TGI>58 %)
2164 78 Combinacién B8inergia
ii;#
2288 65.8 Combinacién Sinergia
il Ver Texto
2139 80.7 Combinacién Sinergia
**'#
21395 83.3 Combinacién Sinergia
o, Hit ’ 1 + Dfa 13
1 + Dia 27
2139 77.7 Combinacién Sinergia
*, 4

*p <0.05 ve Control; **p <0.01 ve Control; # p <0.05 vs
CPT-11 Bolo; ## p <0.01 ve CPT-11 Solo;
+ = NGmero de Muertes

4. Compendio de los efectos de KPU-2, KPU-35 y t-butil-

fenilahistina en combinacién con CPT-11 en el modelo de

xenoinjerto de tumor de colon humano HT-29

[0462] Cuando se combina c¢on CPT-11, KPU-2
mejora el efecto de CPT-11, el agente gquimioterapéutico
estindar, a un nivel que excede en mucho el criterio NCI

de TGI »>58% para un efecto positivo. Los resultados

2L
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generados en los tres estudios son muy comparables tanto
para observaciones en vida (Figura 19) como para los
pesos de los tumores cortados en la autopsia (Figura 20).

Estudios en el modelo de xenoinjerto de tumor de préstata

humano DU-145

[0463] Dos estudios se han completado con este
modelo: el primer estudio involucra copiar solo y en
combinacién con taxotere; el segundo estudio compar6 KPU-
2, KPU-35 y t-butil-fenilahistina solos y en combinacién
con taxotere.

1. BEfecto de KPU-2 en Combinacifn con Taxotere en el

Modelo de Xenoinjerto de Tumores de Préstata Humana DU-

145

[0464] Como puede verse de los datos obtenidos
durante la porcién en vida de este estudio (Fig. 21), el
tratamiento més efectivo del tumor de préstata humano DU-
145 fue una terapia combinada de KPU-2 mis taxotere. El
efecto del tratamiento fue mfis pronunciado al inicio del
estudio y parece que se reduce conforme avanza el
estudio. De los dias de tratamiento 20-27, la terapia de
combinacién proporciona una TGI aparente gque excede el
criterio NCI (TGI >58%), y el peso de tumor estimado de
la terapia combinada fue significativamente menor gque

para cualquier mono-terapia.

21
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2. Actividad en KPU-2 KPU-35 y t-butil-fenilahistina

golo en Combinaclén con Taxotere en el Modelo de

Xenoinjerto de Préstata Humana DU-145

[0465] Con base en los datos obtenidos con KPU-
2 en combinacién con taxotere en el estudio descrito
anteriormente, un segundo estudio que compara KPU-2 con
KPU-35 y t-butil-fenilahistina solo y en combinacién con
taxotere se inicié.

[0466] Las observaciones realizadas durante la
porcién en vida de este estudio indican que la
combinacién ya sea de KPU-2 o KPU-35 con taxotere tiene
mayor reduccién en crecimiento de tumor que para taxotere
solo (Figura 22). El crecimiento de tumor fue casi
completamente bloqueado por KPU-35 en combinacién con
taxotere.

[0467] Los pesos de tumores cortados en
autopsia confirmaron las observaciones realizadas durante
el segmento en vida del esptudio. La combinacién de
cualquiera de KPU-2 (Figura 23) o KPU-35 (Figura 24) con
taxotere, fue wsignificativamente mas efectiva que
taxotere solo para bloquear el crecimiento de tumor. En
el caso de KPU-35, tres de diez ratones mostraron
evidencia por encogimiento de tumor. Los Indices de
inhibicién de crecimiento de tumor indican una inhibicién

marcada de de crecimiento de tumor para KPU-2 (grupo

X ¢
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promedio = 74.1%) y un casei total bloqueo para KPU-35
(grupo promedio = 92.5%). Taxotere solo no alcanza el
criterio establecido por NCI para un efecto positivo (TGA
>58%) .

5. Estudios en el Modelo de xenocinjerto de Tumor de Pecho

Humano MCF-7

[0468] Este estudio compara los efectos de KPU-
2, KPU-35 y t-butil-fenilahistina en el modelo de
xenoinjerto de tumor de pecho humano MCF-7. Las dosis de
loe compuestos se administraron los dfas 1, 2, 3, 4, v 7;
taxotere se administra los dias 1, 3 y 7.

[0469] Los éompuestos novedosos selectoe tienen
activacién temprana, efectos eptadisticamente
pignificantes cuando se emplean en combinacién con
taxotere en ese modelo, aparentemente en forma casi
completa blogquea el crecimiento de tumor estimado.
(Figura 25). De los tres compuestos, KPU-2 parece ser el
mas efectivo, con t-butil-fenilahistina que también
exhibe una potenciacién significante de taxotere.

6. Estudios en Modelo de Xenoinjerto de Tumor Pulmonar de

Células Non Pequefiae Humanas A549

[0470] Las observaciones en vida durante su
estudio (Figura 26) indican que la combinacién de KPU-2
(7.5 ma/kg ip, qdx5) con taxotere, resultdé en una

inhibicién marcada de crecimiento de tumor en comparacidn

23§
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con el control de cualquier grupo de monoterapias. Eso se
confirmé por los pesos de tumor de autopeia, ya que el
promedio del grupo de co-terapia fue significativamente
menor que el de taxotere solo o el grupo de control
(Figura 27). o8 pesos de tumor de grupo de co-terapia
formaron un enjambre de bajos pesos de tumor,indicando la
coneistencia de efecto.

[0471] Cuando se calcula el 1indice de
crecimiento de tumor, el grupo de co-terapia tuvo un TGI
de 74.4% en comparacién con el grupo de control en exceso
sobado del criterio NCI para un efecto positivo (TGI
>58%) . Taxotere solo tuvo TGI de 26.1%.

7. Estudios en Modelo de Xenoinjerto Ortotépico de Tumor

de Pecho Humano MDA-231

[0472] Este modelo involucra la colocacién del
tejido de tumor humano en el paniculo o almohadilla grasa
mamaria de ratémn, un sustituto del amblente natural. De
esta manera, la posibilidad de un efecto positivo debido
a una accién especifica en el lecho vascular subcuténeo
se evita. Este estudio compard el efecto de KPU-2 (7.5
mg/kg ip, g3dx5) solo y en combinacién con paclitaxel (16
mg/kg ip, qdxS5).

[0473] A tres semanas en el estudio hubo una
inhibicién significante del crecimiento de tumor en el

grupo de terapia en combinacién, un efecto altamente
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significante. Ese efecto parece ser mis marcado que para
taxotere solo (Figura 28).

8. Estudioe en el Modelo de Tumor Metast&sico Bl6 Fl1l0 de

Melanoma Murino

[0474] Este estudio examind el efecto de KPU-2,
KPU-35 y t-butil-fenilahistina solos y en combinacién con
paclitaxel en el numero de met&stasis que aparecen en la
superficie del pulmén 16 dias después de la inyeccibn
intravenosa de células de melanoma Bl6 F10 al ratSn. Este
modelo no es un modelo de xenoinjerto; sin embargo no
involucra un alto grado de vacularizaciém en la masa de
tumor.

[0475] En este modelo, el suplemento més
efectivo fue KPU-2 solo (Figura 29), que tiene un conteo
de metdstasis promedio de aproximadamente 10% menor que
para paclitaxel (MGIs de 41.6% Y 35.0 %,
respectivamente). Mientrase que ese estudio no establece
por sf mismo que la terapia de combinacién es més
efectiva que la mono-terapia, indica gque KPU-2, KPU-35 y
t-butil-fenilahistina son mis efectivos en tumores
altamente vascularizados.

EJEMPLO 10

Ensayos para Actividad contra Hongos Patogénicos

[0476] La actividad comparativa de una

deshidrofenilahistina © s8u anfilogo contra hongos
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patogénicos, respecto a compuestos antifungales conocidos
descritos anteriormente para utilizar en determinar 1la
deshidrofenilahistina o su valor AF/IS de anilogo, se
mide directamente contra el organismo fungal, por ejemplo
por adaptacién de placa de micro-titulacién del método de
macro-dilucién de caldo NCCLS descrito en Diagn Micro and
Infect Diseases  21:129-133 (1995) . La actividad
antifungal también puede determinarse en modelos de
animales enteros de infecci6n con fungal. Por ejemplo, se
puede emplear el modelo de razémn trazado con esteroides
de mucormicosis pulmonar (Goldaill, L. Z. & Sugar, A.M.
1994 J Antimicrob Chemother 33:369-372). A manera de
ilustracién, en estos estudios, una cantidad de animales
no se les da dehidrofenilahistina o su andlogo, diversas
dosis de dehidrofenilahistina o 8su anfdlogo (y/o)
combinaciones con uno o mis otros agentes antifungales (o
un control positivo) por ejemplo Anfotericina B),
reppectivamente empezando antes, al tiempo de, o
subsecuente a la infeccién con el hongo. Los animales
pueden tratarse una vez cada 24 horas con la dosis
selecta de dehidrofenilahistina o su andlogo, control
positivo o vehiculo solo. El tratamiento se continGia por
un niimero predeterminado de dias, por ejemplo hasta diez
dias. Los animales se observaron por cierto tiempo

después del periodo de tratamiento, por ejemplo para un
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total de tres semanas, con mortalidad gque se estima
diariamente. Los modelos pueden involucrar modelos de
infeccién sistémica, pulmonar, vaginal y otros con o sin
otros tratamientos (porxr ejemplo tratamiento con
esteroides) disefiado para imitar a un sujeto humano
susceptible a infeccién.

[0477] Para ilustrar adicionalmente, un método
para determinar las eficaciam terapéuticas in vivo (EDsg,
por ejemplo, expresadas en mg de dehidrofenilahistina o
su anflogo/kg de sujeto) es un sistema de modelo de
roedor. Por ejemplo, un raténm se infecta con el patégenc
fungal tal como por infeccién intravenosa con
aproximadamente diez veces la dosis 1letal 50% del
patégeno (10° células de C. albicang/ratén) .
Inmediatamente después de la infecciSn fungal, 1los
compuestos de dehidrofenilahistina se suministran al
ratén a un volumen de doeie predeterminada. EDso Be
calcula por el método de Van der Waerden (Arch Exp Pathol
Pharmakol 195:389-412, 1940) a partir de la tasa de
supervivencia registrada el 20° dia post-infeccidén. En
general, animales de control sin tratar mueren de 17 a 13
dias posteriores a la infeccién.

[0478] En otras modalidades ilustrativas, C.
alblicans Wieconsin (C43) y €. tropicalls (Cl12),

desarrolladas en placas inclinadas de agar dextrosa
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Sabouraud (SDA) por 48 h a 28 grados C, se suspenden en
palino y ajustan a 46% de transmisifn a 550 nm en un
espectrofotémetro. El1 inb6culo se ajusta adicionalmente
por hematocitémetro y confirma por conteo de placas desde
aproximadamente 1 o 5 x 10’ CFU/ml. Ratones CF-1 se

infectan por inyeccién de 1 o 5 x 10° CFU en la vena de

la cola. Agentes antifungales se administran
intravenosamente o subcuténeamente en etanol: agua
(10:90), 4 h posteriores a infecciSn y una vez

diariamente después por 3 o 4 dias mis. La supervivencia
se 8upervisa diariamente. EDsp puede definirse como
aquella dosis que permite 50% de auper&ivencia de
ratones.

EJEMPLO 11

Evaluacién de Actividad Antimicética

[0479] Benzimidazoles y griseofulvina son
agentes anti-tubulina capaces de ligar a microtGbulos
fungales. Una vez ligados, estos compuestos interfieren
con la divieién celular y transporte intercelular en
organismos sensibles, resultando en muerte celular.
Comercialmente, los benzimidazoles 8e emplean como
agentes fungicidas en medicina veterinaria y control de
enfermedades de plantas. Una amplia variedad de especies
fungales incluyen Botrytis cinerea, Beauveria bassiana,

Helminthosporium solani, Saccharomyces cerevisiae y
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Aspergillus son  susceptibles a estas moléculas.
Consideraciones respecto a toxicidad y creciente
resistencia a  drogas sin embarge ha impactado
negativamente B8u uso. La griseofulvina se emplea
quimicamente para tratar infecciones de tifia en la piel,
cabello vy |ufias, provocadas por Tricofiton sp.,
Microsporum sp., y Epidermofiton, floccosum. Su espectro
antifungal sin embargo s8e restringe esta clase de
organismos fungales. La genotoxicidad también es un
efecto secundario significante. Terbinafina, mientras que
es un tratamiento de primera linea alterno es mas
costoso. Ademis, la resistencia clinica recientemente se
ha observado en Trichophyton rubrum (el agente causativo
mayor para todas las infecciones de dermatofitos).

[0480] En Candida albicans, la formacién de
microt@bulos/micro-filamentos se afecta cuando las
células se exponen a los inhibidores de microtébulos
nucodazol y cloropropano. Estos resultados +validan
adicionalmente la exploracién de inhibidores de sitio de
esqueleto como agentes anti-micéticos efectivos. De
acuerdo con esto, varios de los compuestos aqui descritos
se evaluaron para actividad anti-micética.

[0481] Especificamente, los compuestos
descritos se evaluaron en paralelo con inhibidores de

microtobulina comerciales disponibles asi como agentes
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antifungales reconocidos. Los compuestos de prueba y
controles empleados en este estudio: (-)-Fenilahistina,
KPU-1, KPU-2, KPU-11 Yy KPU-17, KPU-35, t-butil
fenilahistina, Colchicina (inhibidor de microtubulina,
deshila aprobado contra 3 aislados de Candida) Benomil
(inhibidor de microtubulina, de ser aprobado contra 3
aislados de Candida) Griseofulvina (inhibidor de
microtubulina, comercial y control antibibtico para
prueba contra 6 aislados de dermat6fitos), Amfotericina B
(controla antibibtico para prueba contra 3 aislados de
Candida), Itraconazol {controla antibiético para prueba
contra dos aislados de Aspergillus).

[0482] Microorganismos con los que estos
compuestos fueron probados, incluyen: Candida albicans,
Candida glabrata, Aspergilus fumigatus, Trichofiton
rubrum, Trichofiton mentagrofites, Epidermofiton
floccosum. Excepto por Candida glabrata (un aislado) dos
aislados de tal especie fueron probados.

[0483] La prueba de susceptibllidad antifungal
se logré de acuerdo con los métodos establecidos en
National Committee for Clinical Laboratory Standards,
M38-A "Reference Method for Broth Dilution Antifungal
Susceptibility Teating of Conidium-Forming Filamentous
Fungi; Approved Standard". Esto incluye prueba en RPMI-

1640 con glutamina y ein bicarbonato, un tamafio de
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inéculo de 0.4-5 x 10%, e incubacién a 30 o 35 grados C
por 48 horas. La concentracién inhibitoria minima (MIC =
minimum inhibitory concentration) se define como 1la
concentracién mas baja que resulta en una reduccibén de
B0% en turbidez en comparacién con un tubo de control
libre de drogas. Las concentraciones de drogas fueron
0.03-16 ug/ml para los compuestos investigadose, 0.015-8
ug/ml para itraconazol y griseofulvina.

[0484] La concentracién inhibitoria minima
(MIC) en la cual un compuesto evita el crecimiento del
microorganismo diana se estim6 de acuerdo con la versién
modificada de protocolo NCCLS. Se determinaron
concentraciones inhibitorias minimas (MIC) en el primer
intervalo de 24 horase en donde el crecimiento pudo
determinante en el tubo de control libre de droga. La MIC
definida fue la concentracién mé&s baja que exhibe una
reduccién del 80% de turbidez en comparacién con el
control de crecimiento. La concentracién letal minima
(MLC = minimum lethal concentration) se determiné al
aplicar una capa de 0.1 ul de la concentracidén de MIC
concentracién sobre MIC. MLC Be declar§ en la primer
concentracién que exhibe 5 o© menos colonias de
crecimiento fungal que representan un exterminio de
99.95%. Cuando se obtiene una MIC, se determina una

constitucién fungicida minima (MFC = minimum fungicidal
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concentration) para estimar la naturaleza
fungistdtica/fungicida del compuesto. Este procedimiento
involucra diluir muestras de células tratadas con drogas
(retiradas de pozos de prueba que contiene compuesto en y
sobre MIC) a concentraciones compuestas que
slgnificativamente est&n por debajo de la concentracién
inhibitoria y depositarlas en placas de agar. El
compuesto pe califica como fungistdtico si laa células
gon capaces de reanudar el crecimiento y fungicida si no
es . posible re-crecimiento debido a que el compuesto
extermino a los organismos.

[0485] Compuestos aqui descritos se muestran
efectivos contra dos especies de Trichophyton. T. rubrum
es el agente causativo principal para infecciones
dermatofiticas humanas y seria el organismo clave para
hacer diana en el desarrollo del agente clinico.

[0486] Los compuestos KPU-2, KPU-11l y KPU-17,
KPU-35 y t-butil-fenilahistina fueron equivalentes en
potencia © en algunos casos wmis potentes que la que
griseofulina, un agente farmacéutico esténdar actual,
empleado para tratar infecciones dermatofiticas.

[0487] Los compuestos (-)-Fenilahistina y KPU-1
fueron significativamente menos potentes que los otros

compuestos con los que pueden encontrar T. rubrum mis

Z3¢
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débiles pero mas comparables con los otroe contra el
aislado sensible T. mentagroplites.

[0488] En aquellos casoe cuando una MFC puedo
determinarse, los resultados indican que estos compuestos
son de naturaleza fungistitica (ver tablas 19 y 20).
Tabla 19. Actividad Antifungal de Deshidrofenilahistina y

sus Andlogos.
Compuestos MICs y MFCs, ug/ml
C. albicans C. albicans C.
90028 10231 glabrata
MIC MFC MIC MFC MIC
(-)-Fenilahistina >70 ND** »70% ND >70
KPU-1 >68%* ND >68 ND >68
KPU-2 >32 ND »>32 ND »>32
KPU-11 y KPU-17 >32 ND >32 ND >32
KPU-35 >32 ND >32 ND >32
t-butil »32 ND >32 ND >32
fenilahistina
Amfotericina B 0.5 0.5 0.5 0.5 1
Griseofulvina ND ND ND ND ND
Itraconazol ND ND ND ND ND
Colchicina >128 ND >128 ND >128
benomil 64 >512 64 »512 64

3%
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(CONTINUACION)
Compuestos MICs y MFCa, ug/ml
c. A. fumigatus A. fumigatus
glabrat alslado #1 alslado #2
a
MFC MIC MFC MIC MFC
(-) -Fenilahistina ND >16 ND >16 ND
KPU-1 ND >16 ND >16 ND
KPU-2 ND >16 ND >16 ND
KPU-11 y KPU-17 ND >16 ND 0.06 »>16
KPU-35 ND >16 ND <0.03 0.125
t-butil ND >16 ND <0.03 0.125
fenilahistina
Amfotericina B ND ND ND ND ND
Griseofulvina ND ND ND 0.5 ND
Itraconazol ND 1 ND ND ND
Colchicina ND ND ND ND ND
Benomil ND ND ND ND ND

Tabla 20. Actividad Antifungal de Deshidrofenlahistina y

sus Andlogos

Compuesto

MICs y MFCs, ug/ml
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T. rubrum T. rubrum T.
aislado #1 aiglado #2 mentagrophytes
alslado #1
MIC MFC MIC MFC NIC MFC
NPI2350 >16 ND 0.16 >16 16 >16
NPI2352 >16 ND 0.25 >16 4 >16
NPI2358 >16 ND <0.03 | 0.125 2 >16
NPI2362 0.06 >16 <0.03 | «0.03 1 »16
NPI2386 <0.03 ] 0.125 | «0.03 0.06 1 >16
NPI2460 <0.03 ] 0.125 | <0.03 | <0.03 4 >16
amfotericina ND ND ND ND ND ND
B
Griseofulvina| 0.5 ND <0.015 ND 1 ND
Itraconazol ND ND ND ND ND ND
Colchicina ND ND ND ND ND ND
benomil ND ND ND ND ND ND
Compuesto MICs y MFCa, pg/ml
T. E. floccosum | BE. floccosum
mentagrophytes | aislado #1 aislado #2
aislado #2
MIC MFC MIC MFC MIC MFC
NPI2350 »16 ND >16 ND >16 ND
NPI2352 >16 ND >16 ND »16 ND

37
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Compuesto MICs y MFCs, pg/ml
T. E. floccosum | E. floccosum
mentagrophytes | aislado #1 aislado #2
aislado #2
MIC MFC MIC MFC MIC MFC
NPI2358 »16 ND >16 ND >16 ND
NPI2362 >16 ND >16 ND >16 ND
NPI2386 >16 ND »16 ND »16 . ND
NP12460 >16 ND >16 ND »16 ND
Amfotericina ND ND ND ND ND ND
B
Griseofulvina 2 ND 2 ND 4 ND
Itraconazol ND ND ND ND ND ND
Colchicina ND ND ND ND ND ND
benomil ND ND ND ND ND ND
EJEMPLO 12

Evaluando Actividad de Diana Vascular

[0489] Tumores y condiciones neoplésicas pueden
tratarse utilizando loe compuestos aqui descritos. La
oclupién del suministro de sangre de tumores con agentes
de diana u objetivo wvascular (VITAs = vascular targeting
agents) inducen 1la regresién de 1los tumores. Los
compuestos aqui descritos incluyen NPU-02 y KPU-35, por

ejemplo puede ser como VTAs. Muchos VIAs exhiben sus
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defectos vasculares al interactuar en el sitio de la
enlace colchicina en microtibulos. Esta interaccién
induce un colapso caracteristico, rdpido y ocluasién de la
vasculatura establecida en el tumor y por lo tanto
compromete a la estabilidad de vasos existentes que
llevan a necrosis.

[0490] Puede ocurrir colapso vascular por
ejemplo dentro de 30 o 60 minutos de exposicién a VTA e
involucra cambiar la forma de las células invadidas vy
proliferantes, pero no las estiticas inmaduras, en la
porcién central del tumor. Este efecto diferencial en
términos <vasculares proporciona un raciocinio para
efectos selectivos en el tumor debido al superior
porcentaje de células endotetiales inmaduras
proliferantes en los vasos sanguineos de tumor contra
vasos de sangre normal. VTAs puede clasificarse en tres
espectros superpuestos de actividad: (1) potentes efectos
vasculares y citot6xicos, (2) potentes efectos vasculares
con débil citotoxicidad y (3) potentes de efectos
citotéxicos con vasculares débiles.

Actividad de Diana Vascular In Vivo de KPU-02 y KPU-35

[0491] Modelos en animales son esenciales para
investigar nuevas terapias que inhiben la angiogénesis

inducida por tumor, hacen blanco o diana en la
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vasculatura de tumor establecida e inhiben el crecimiento
de tumor.

[0492] Un modelos de céncer de pecho "pseudo-
ortotépico" singenéico murino, se empled para atender
estos aspectos. Torrese Filho et al., Microvascular
Research (1995) 49,212-226, que 8e incorpora aqui por
referencia totalmente. Para crear el "medio pseudo-
ortotépico”, la cubierta de una cimara de colgajo de piel
dorsal se retira y pequefios trozos de paniculo graso
mamaric de ratones donadores se implantaron en la cémara.
En la parte superior del injerto de paniculo graso,
esteroides de tumor gque contienen células de tumor
mamario N202 transducidos con proteina fluorescente verde
Histona (H2B)-proteina fluorescente verde (GFP), se
aplicaron. El uso de células transducidas H2B-GFP permite
visualizar crecimiento de tumor y supervisar mitosis y
apotosis.

[0493] La video microscopia de fluorescencia
permite el estudio relativamente no-invasivo de wmicro-
circulacién de tumor en ratones concientes. Este modelo
puede proporcionar datos respecto al efecto de compuestos
en vasculatura de tumor, crecimiento de tumor, mitosis y
apotosis y es 1Gtil para examinar 1la actividad de
compuestos ya sea 80los o en combinacién con otros

agentes terapéuticos. Utilizando este modelo, KPU-02 y
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KPU-35 se mostrd que inducen un colapso vascular rédpido
lo que conduce a necrosis central, y la regresidén de
tumores establecidos después de una sola administracifn
i.v.

[0494] El dia 12 de crecimiento de tumor, se
trataron ratones i.v. con una infusifén de 2 minutos de 5
mg/kg de KPU-35, una infusién i.v. de 5 minutos de 10
mg/kg de KPU-02, o bolo de vehiculo (10% solutol (P/P) +
2% DMSO en agua). El dia 13, infusiones de 15 minutos de
10mg/kg de KPU-02, KPU-35 o vehiculo ee administraron.
Fueron bien tolerados los tratamientos con KPU-02 o KPU-
35. Se observaron ratones por dos dias adicionales. El
frea de tumor, gasto de flujo de sangre y densidad
vascular dentro y que circunda el tumor, se visualizaron.
Observaciones en tiempo real se registraron en diversos
puntos en tiempo wutilizando fotos fijas y +video
microscopla.

[0495] Este estudio demuestra el répido colapso
de wvasculatura central después del tratamiento i.v.
sencillo con cualquiera de KPU-02 o KPU-35. Los cambios
en funciones vasculares resultaron en necroseis de tumor
central significante, sin un efecto observado en la
vasculatura del paniculo graso circundante o piel (Figura
30). Estas observaciones soportan la selectividad y

egpecificidad de KPU-02 Y KPU-35, que ambos

22\
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individualmente pueden interrumpir o romper la
vasculatura establecida de tumor.

Actividad In Vivo de KPU-02 en xenoinjerto de tumor

humano

[0496) Cuando KPU-02 se administra con CPT-11
(Irinotecan), Taxotere o Paclitaxel, actividad anti-tumor
marcada se vié en los modelos de xenoinjerto de tumor de
colén humanc (HT-29), pecho (MCF-7; MDA-MB231) y pulmén
(A549) (Tabla 21). El efecto de KPU-02 en el modelo HT-29
fue robusto, reproducible en tres estudios y moatrd un
efecto dependiente de dosis, es decir 7.5 mg/kg fue
estadisticamente mayor que 2.5 mg/kg (Figuras 32, 33).

Actividad In Vitro de KPU-02 y KPU-35 en células HUVEC

[0497] Los efectos in vivo anteriormente
descritos de KPU-02 y KPU-35 en la vasculatura de tumor
fueron soportados por los efectos in vitro de los mismos
compuestos en células HuVEC. Células endoteliales de vena
umbilical humana se consideran un buen modelo in vitro de
endotelio de tumor, que 8e considera "inmaduro". EIl
endotelio de tumor carece de células de pared-vascular de
soporte y crecientemente dependientes de la red de
microtibulos por integridad de la vasculatura de tumor.
Por lo tanto, la ruptura de la red de microtiibulos de

tumor provoca colapso vascular.
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KPU-02 induce répida despolimerizacién de tubulina en
células HuVEC.

[0498] Células de vena endotelial umbilical
humana (HuUVECe; Cambrex CC2519A) se mantuvieron en
densidades subconfluentes en medio EGM-2 (Cambrex). Las
células se cultivaron en un incubador 37 grados C En 5%
CO; y aire humidificado al 95%. Para ensayos de extincién
con tubulina, células HuVEC se sembraron a una densidad
de 3x10' células/ml en EGM-2 en portaocbjetos © cubiertas
compatibles con cultivo de tejido (Fisher). Las placas se
regresaron al incubador por 2 dias.

[0499] Soluciones esténdar (20 mM) de los
compuestos de prueba se prepararon en DMSO al 100%.
Diluciones concentradas 400X de los compuestos se
prepararon en DMSO al 100%. VolGmenes de 5 ul de las
diluciones 8e agregaron a pozos individuales, que
resultan en una concentracién £final de 200 nM. La
concertacién final de DMSO fue 0.25% en todae las
muestras. Las placas se regresaron al incubador por 30
minutos. Células HuVEC se trataron por 30 min con KPU-02
o KPU-35 200 nM.

[0500] Las células se enjuagaron en dPBS antes
de fijacién en formalina amortiguada neutra 10% (v/v) por
10 minutos a temperatura ambiente. Después de fijacién

alfa-tubulina se +visualiza por inmuno-fluorescente
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indirecta. Especificamente, las células se
impermeabilizaron en triton X-100/dPBS 0.2% (v/v) por
10 minutos. Las células se lavaron antes de transferir
las cubiertas a una cémara humidificada, se bloquearon
las cubiertas por dos horas en amortiguador de anticuerpo
(BSA 2%(v/v) /Tween20 0.1% (v/v)/dPBS). Las cubiertas se
incubaron con 50 ul de alfa-tubulina de ratém 0.1 ug/ml
(Molecular Probes) en amortiguador de anticuerpo por una
hora antes de lavar e incubacién con 50 ul de 1 ug/ml
FITC cabra anti-ratén (Jackson ImmunoResearch
Laboratories) por una hora en la oscuridad. Finalmente
las células se lavaron y trataron con 2 ug/ml de DAPI
(Molecular Probes) por 10 minutos antes de enjuagar en
Hz0 y montar con medida de montaje Vectashield (Vector
Labs). Las células se formaron en imagen utilizando un
objetivo de inmersién de aceite 60x en un microscopio
vertical (Olympus BX51). Las imigenes fueron capturadas
digitalmente utilizando una cimara CCD y soporte lbgico o
programa Magnafire 2.0 (Olympus). Post-procesamiento de
imagen se realizé en Photoshop Elements 2.0 (Adobe) y en
Microsoft Powerpoint.

[0501) La Figura 33 muestra que KPU-02 y KPU-35
répidamente inducen despomelarizacién de tubulina en

células HUVEC.

KPU-02 induce permeabilidad en mono-capa dependiente de

29y
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dosis en células HuVEC.

[0502] CéElulas endoteliales de vena umbilical
humana (HuVECs; Cambrex CC2519A) se mantuvieron a
densidades subconfluentes en medio EGM-2 (Cambrex). Las
células se cultivaron en una incubadora 37 en CO; al 5% y
aire humidificado al 95%. Para ensayos de permeabilidad de
mono capa, células HuVEC se sembraron a 1x10° células/ml en
medio EGM-2 en injertos de Fluoroblock de 3.0 um revestido
con Fibronectina {(Becton Dickinson) en placas de 24 pozos.
Las placas se regresaron al incubador por 4 dfas para
permitir que las células alcanzaran confluencia.

[0503] Soluciones esténdar (20 mM) de los
compuestos de prueba se prepararon en DMSO al 100%.
Diluciones seriales concentradas 10X de los compuestos se
prepararon en EGM-2. Volfimenes 10 ul de diluciones en
perie se agregaron a loa injertos de prueba en duplicado
repultando en concentraciones finales en el intervalo de 2
UM a 2 nM. La concertacién final de DMSO fue 0.25% en
todas las muestras. Las células se trataron con 2nM-2ﬁM
KPU-02 por 15 minutos.

[0504] FITC-Dextrano (50 mg/ml) en dPBS de (38.2
kDa; SBSigma) se diluye 2.5 veces en EGM-2, 10 ul de FITC-
Dextran se agrega a cada injerto. La concentracién final

de FITC-Dextran fue 1 mg/ml. Las placas se regresarcn al
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incubador y 30 minutos después la fluorescencia de las
cimaras inferiores de los pozos de 24 placas se leyd
utilizando un fluorimétro Fusion (Packard Bioscience) con
filtros de lambda. = 485 nm y lambdaeg = 530 nm.

[0505] La Figura 34 muestra que KPU-02 es capaz
de inducir permeabilidad de mono-capa en una forma
dependiente de dosis. Los resultados ilustrados en la
Figura 34 representan el promedio i+ S. D. de tres
experimentos independientes.

Flujo de Sangre en el modelo de Sarcoma de Rata P22 con

1357-1AP

[0506] flujo de sangre en tumor se estima en un
modelo utilizando una técnica cuantitativa de !#I-yodo-
antipirina (IAP) en ratas que tienen un niimero de sarcoma
de rata P22. KPU-02 (15 mg/kg, IP) redujo en forma
marcada y selectiva el flujo de Bangre de tumor al 23% de
vehiculo a 1 hora después de administraci6n; flujo de
sangre permanecié marcadamente reducido 24 horas después
(59% del vehiculo)}. En contraste, el flujo de sangre en
tejidos no-tumorales concentrado en una proporcién wmucho
menor a 1 hora (ver Figura 35).

[0507] La reduccién de flujo de sangre a 24
horas posteriores a la dosis fue mas variable entre

tejidos para KPU-02 en comparacién con el vehiculo como se
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ilustra en la Figura 36. El flujo de sangre al tumor fue
el mis afectado. Otros tejidos exhibieron una pequefia
reduccién del flujo de sangre. Flujo de sangre de misculo
esquelético parecid incrementarse a 24 horas posteriores a
la dosis.

[0508] Los efectos de KPU-02 observadoe a 1 hora
parecen ser de mis duracién y mas selectivos para el flujo
de sangre de tumor que lo previamente reportado para CA4P
utilizando la misma técnica.

[0509] En un experimento con el modelo de
sacroma de rata P22, Be demostrd que KPU-02 7.5 Y 15
mg/kg IP(n=2 por dosis) produce una necrosis de tumor
dependiente de dosis por 24 horas posteriorea a la dosis,
con la mis alta dosis que resulta en una necrosis casi
total del tumor como se ilustra en la Figura 37. Todos
los tumores en las ratas tratadas como KPU-02 mostraron
evidencia de necrosis, mientras que tumores en las ratas
tratadas con vehiculo, no. Los VTAs que han entrado en una
clinica (por ejemplo, CA4P, ZD6126, AVEB062) muestran
efectos cualitativos similares en la sangre de tumor
utilizando la metodologia IAP (o tecnologfa similar) para
demostrar flujo de sangre reducido en el tumor de sarcoma
de rata P22 y en humanos utilizando la técnica dce-MRI.

Ver Stevenson JP, Rosen M, Sun W, Gallagher M, Haller DG,
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Vaughn D, et al., "Phase I trial of the antivascular agent
combretastatin A4 phosphate on a b5-day schedule to
patients with cancer: magnetic resonance imaging evidence
for altered tumor blood flow,"™ J Clin Oncol 2003 ; 21
(23): 4428-38; Evelhoch JL, LoRusso PM, He Z, PelProposto
Z, Polin L, Corbett TH, et al., "Magnetic resonanceimaging
measurements of the response of murine and human tumors to
the vascular-targeting agent 2ZD6126," Clin Cancer Res
2004; 10{11) : 3650-7; y Gadgeel SM, LoRusso PM, Wozniak
AJ, Wheeler C. "A dose-escalation study of the novel
vascular-targeting agent, ZD6126, in patients with solid
tumors,"” Proc Am Soc Clin COncol 2002; 21: abstract 438;
cada uno de los cuales aqui se incorpora por referencia
totalmente.

Terapia de Combinacién con Agentes Dirigidos a

Microtdbulos.

[0510] Los hallazgos de que VIAs daflan
selectivamente la vasculatura en la parte central del
tumor contra la periferia, que recupera funcionalidad,
soportan usar estos agentes en combinacién con agentes
quimioterapéuticos (Taxol, Vinblastine y Cisplatina),
radiacién e inhibidores de angiogénesis dirigidos contra
VEGF y EGF. Los nuevos VIAs suplementaran en vez de

suplantar a estas terapias y deberéin proporcionar mayores
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actividades anti-tumor.

Tratamiento de otras condiciones

[0511] Ademis de céncer, pueden tratarse otras
enfermedades utilizando los VTAs aqui descritos. Las
condiciones que incluyen otros neoplasmas, retinopatias y
cualquier otra condicién o enfermedad que se basa en
suministro de sangre, de preferencia suministro de sangre
de nueva vasculatura a fin de permanecer viable y/o
proliferar.

[0512] Muchas condiciones estin asociadas con
vasculatura excesiva o inapropiada. Ejemplos de
condiciones aBsociadas con vasculatura excesiva incluyen
degsordenes inflamatorios tales como inflamacién inmune y
non-inmune, artritis reumatoide, reumatismo articular
crénico y soriasis; desordenes asociados con invasidén
inapropiada o inoportuna de vasos tales como retinopatia
diabética, glaucoma neovascular, retinopatia de pre-
madurez, degeneracién macular, rechazo de injerto cérneo,
fibroplasia retrolental, rubeosis, proliferacidén capilar
en placas arterioesclerfsicas y osteoporosis; y desordenes
asociados con céncer, incluyendo por ejemplo tumores
s6lidos, metdstasis de tumor, tumores transportados en la
sangre tales como leucemia, angiofibromas, sarcoma de

kaposi, tumores benignos tales como hemangiomas, neuromas

2%



190

15

20

2459

acousticos, neurofibromas, tracomas, b 4 granulomas
piogénicos, asi como otros clnceres que requieren
vagcularizacién para soportar el crecimiento de tumor.
Ejemplos tradicionales de enfermedades dependientes de
vasculatoria incluyen por ejemplo el sindrome Osler-
Webber; angiogénesis miocardiacas, neovascularizacién de
placa; telangiectasia; articulaciones hemofiflicas vy
granulacién de heridas. Ademés, la vasculatura exceeiva
también esti4 asociada con problemas clinicos como partes
de implantes biolSgicos y mecénicos (implantes de
tejido/6rgano, endoprétesis o© cénulas intraluminales,
etc.). Los presentes compuestos y composiciones pueden
emplearse para hacer diana en la vasculatura, de
preferencia a hacer diana vasculatura enferma sobre
vasculatura de tejido no enfermo y de esta manera los
compuestos Yy composiciones pueden emplearse en el
tratamiento de estas condiciones. Otras enfermedades en
donde la vascularizacién juega un papel, y en los cuales
pueden emplearse los presentes compuestos y composiciones,
se conocen por agquellos con destreza en la especialidad.
[0513] Ejemplos de retinopatias incluyen
degeneracién macular relacionada a la edad (ARMD = age-
related macular degeneration), retinopatia diabética vy

pemejantes. Angiogénesis patoldgica es un factor
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contribuyente principal para una cantidad de retinopatias
que colectivamente son la causa principal de ceguera en el
mundo desarrollado. Kahn y Hiller Am J Ophthalmol (1974)
78,58-67, que se incorpora aqui por referencia totalmente.
Por ejemplo, 1la neovascularizacién retinal y de disco
ocurre en 30-50% de los pacientes con retinopatia
diabética por mas de 20 afios. Yanko et al., Retina (2003)
23, 518-522, que aqui se incorpora por referencia
totalmente. Ademfs, neovascularizacién es una complicacién
seria en 10% de los pacientes con degeneracién macular.
Ferris et al Arch Ophthalmol (1984), 102,1640-1642, que
aquf se incorpora totalmente por referencia.

[0514] Agentes de diana vascular tales como
Combretastatina A-4 (CA-4) se ha mostrado que provocan la
ruptura de nuevos vasos en tejido neovédsico. Grigge et al
Br J Cancer (2001)84, 832-835, que aqui se incorpora por
referencia totalmente. Adicionalmente, CA-4P se mesatra
que inhibe 1la neovascularizacién retinal que ocurre
durante la retinopatia proliferativa. Griggs et al Am J
Path (2002) 160,1097-1103, que aqui see incorpora por
referencia totalmente. Finalmente, fosfato de CA-4P se
demuestra que suprime el desarrollo de neovascularizaidn
retinal inducida por VEGF e inhibe el desarrollo y/o causa

regresién parcial de neovascularizacién coroidal. Nambu et
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al., Invest Ophthalmology & Visual Sci (2003) 44,3650-
3655, que aqui se incorpora por referencia totalmente. ILos
compuestos aqui descritos pueden emplearse para tratar
retinopatia. Por ejemplo, las metodologias de Griggs (2001
y 2002) y Nambu se emplean para tratar retinopatias.
Ademis, los compuestos y composiciones aqui descritas
pueden emplearse para tratar estas retinopatias al aplicar
los compuestos y/o composiciones al &rea diana en una
cantidad efectiva para reducir densidad vascular y/o
proliferacién vascular.

Tabla 21. Efecto de KPU-02 en combinacién con

quimioterapia en modelos de xenoinjerto de tumor humano

Tumor Dosis Referencia
Modelo KPU-02 Quimioterapéutica
(# Estudios) (mg/kg 1p)

Colon 7.5 CPT-11

HT29 Dias Dias 1,8,15
(3) 1,4,8,11,15

Pecho Taxotere
MCF-7 7.5 Dias

(2) gdx5 1,3,5

Pecho 7.5 Paclitaxel
MDA-231 Dias qdxs

20



Tumor
Modelo

(# Estudios)
(1)

Pulmén

A549

(1)

Dosla

KPU-02

(mg/kg 1ip)
1,4,8,11,15

7.5

qdx5

Tabla 21 (Continda)

de

305

Referencia

Quimioterapéutica

Taxotere
Dias

1,3,5

Regresién de tumox

de tumor (#/total)

Tumor Inhibicién
crecimiento
(%)
Modelo Referencia KPU-02+
(# Agente Referencia
Estudios)
Colon
HT29 3743 79+8
(3)
Pacho
MCF-7 12;58 26;81
{2)
Pecho
MDA-231 53 71

(1)

Agente de NPI +

referencia Referencia

0/30 4/30
0/20 3/20
1/10 0/10
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Tumor Inhibicién de Regresién de tumor
crecimiento de tumor (#/total)
(%)

Modeslo Referencia KPU-02+ Agente de NPI +

refarencia Referencia

(4 Agente Referencia
Estudios)
Pulmén
A549 26 74 0/10 0/10
(1)
EJEMPLO 13

Relacién de Estructura-Actividad

[0515] E1 efecto de actividad de diversas
modificaciones en el anillo fenilo de tBu-deshidroPLH se
ilustra por los datos en la Figura 38. Es aparente que la
gustitucién con grupos relativamente hidrofébicos vy
funcionales menores en la posicién -m u -o, aumenta o
mantiene la actividad citotéxica en las células HT-29
mientras que sustituciones en la posicifén -p, disminuye la
actividad. Mientras que no se estd ligado por ninguna
teorfa particular, estos datos sugieren un reconocimiento
riguroso del anillo fenilo por tubulina.

[0516] AnSlisis 3D-QSAR (CoMFA) (ver Figura 39)

FAS
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también soporta la existencia de campos estéricamente
favorables en las posiciones -m y -0 Yy campos
estéricamente desfavorables existen en la posicién -p.
Anéligis de cristales de rayos X (ver Figura 40) indica
que la conformacién de derivados potentes requiere una
cierta cantidad de &ngulo dihédrico entre el anillo fenilo
y la plantilla cor pseeudo-triciclica formada por DKP y
anillos imidazol. De esta manera, modificacién con la
restriccién de conformacién apropiada del anillo fenilo,
puede producir actividad potente. Mientras que no se esti
ligado por ninguna teoria particular, puede ser que el
modo de enlace de derivados PLH en el sitio de enlace
colchicina de tubulina es diferente de colchicina y sus
homélogos conocidos.
EJEMPLO 14

Accién In Vitro en Microtibulos

Purificacién de proteina de microtiibulos y tubulina

[0517] La proteina de microtGbulo (MTP) se
prepara como se describié previamente (Farrell KW y Wilson
L. (1987) . Complejos tubulina-colchicina envenenan
diferencialmente extremos opuestos de microtibulos.
Biochemistxry 23 (16): 3741-8, que aqui se incorpora por
referencia totalmente). Preparaciones de MTP consisten de

70% de tubulina y 30% de proteinas asociadas con
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microtdbulos (MAPs = microtubule-associated proteins) se
aislaron de cerebro bovino por tres ciclos de
polimerizacién caliente y despolimerizacién en frio en
PEM100 (1-4 &4cido piperazindietansulfénico 100 mM (Pipes),
MgSO, 1 mM, EGTA 1 mM, pH 6.8) y GTP 1 mM. MTP se congeld
por goteo en nitrSgeno liquido y almacené a -70 grados C
hasta usar. La tubulina se purifica a partir de proteina
de microttGbulos por cromatografia de fosfocelulosa (PC-
tubulina) y almacena en PEM50 (Pipes 50 mM, MgSO, 1 mM,
EGTA 1 mM, pH 6.8). Concentracién de proteina se
determina por un ensayo Bradpord (S8igma Chemicals, St.
Louis, MO) utilizando albfimina de suero bovino como la
norma (Bradpord, 1976).
Agentes de prueba

[0518] Soluciones esténdar de KPU-02 se
prepararon a una concentracién de 20 mM en DMSO.
Soluciones estfindar de Combretastatina A4 (Nacional Cancer
Institute, Bethesda, MD) (CA4) Be preparan a una
concentracién de S5 mM en DMSO. Colchicina (S8igma
Chemicals, St. Louis, MO) (CLC} s8e prepara a una
concentracién de 3 mM en agua. Todos los agentes se
protegieron de la luz ambiente con tubos Eppendorf &mbar.
Diluciones en serie se realizaron en DMSQ y/o PEMS0 a las

concentraciones deseadas.
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Determinacién de Mapa de Polimero de MicrotiGbulos en
Estado Estable

[05189] MTP {2 mg/ml) se polimerizé en
microtGbulos en 1la presencia de wun intervalo de
concentraciones de drogas en PEM100 que contienen GTP 1 mM
y una concentracién de DMSO final de 0.5%. Las muestras se
supervisaron por dispersi6n de luz a 350 nm a 37 grados C
por 75 minutos.

[0520] Reacciones de polimerizacién se
centrifugaron y las concentraciones de protefnas de
microtdbulos en el sobrenadante, una medida de tubulina
soluble en estado estable, y el precipitado, una medida de
polimero de microtibulos, se utiliza para calcular la
inhibicién de polimerizacién. Después de incubacibén, los
microtibulos polimerizados Be separaron y sedimentaron de
MTP ein polimerizar por centrifugacién (150,000 x g, 45
minutos, 37 grados C). El sobrenadante se retird, y los
precipitados de microtibulos se despolimerizaron en H;0
desionizada (24 horas, 0 grados C) antes de determinacidn
de proteina por el ensayo Bradford.

[0521] El por ciento de inhibicién se calculd en
dos formas y los valores obtenidos de las dos formas se
compararon. En una forma, una proporcién de la proteina

de microtidbulos en el precipitado, droga a no droga, se
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calculdé. Otra proporcién de proteina de microtfibulos en el
precipitado al scbrenadante, droga a no droga también se
calculS. Los nfimeros estuvieron en cercana conformidad y
los previos valores se emplearon debido a que Bse
sometieron a menos variancia y perturbacién experimental.
Distribuciones de Longltud Promedio de Microtfibulos

[0522] Microscopia electrénica de tranemisién se
emplea para determinar 1la distribucién de longitud
promedio de microtfibulos en la ausencia o presencia del
agente probado. A 75 minutos y antes de sedimentacién,
alfcuotas de 10 ul de los experimentos de masa de
polimero, se fijaron por dilucién en 290 pul de
glutaraldehido al 0.2% amortiguado con PEM100. Treinta
microlitros de muestra fija se sedimentan en rejillas de
microscopio electrénico de malla 150 ICG revestida con
formvar por 90 segundos. El exceso de muestra se succiond
por capilaridad con papel filtro Whatman. Treinta
microlitros de citocromo C (1 mg/ml) se aplican por 30
segundos para mejorar la resolucidn de protofilamentos y
facilitar la tincién negativa. Uranil acetato (1.5%) se
aplica por 20 segqundos y el exceso se absorbe por
capilaridad. BSe +vieron rejillas en un microscopio
electrfnico Jeol-1200EX11 a amplificaci6én de 2000X vy

30,000X. El1 2Zeiss MOPHI 8se empled para determinar
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distribucicones de longitud de microtGbulos y longitudes
promedio por al menos 100 microtiibulos por muestra.
Ensayos de campetencia CLC

[0523])] PC-tubulina (0.2 mg/ml) se incuba en
PEM50 con GTP 1 mM, DMSO al 1%, 10 uM de agente probado y
7-25FM[*H] CLC por 120 minutos a 37 grados C. Medicién de
enlace y [*H] CLC fue seguida por ensayo de enlace filtro
de celulosa-DEAE como se describié previamente (Wilson,
1970) . Este método depende de la adsorcién de tubulina al
papel filtro impregnado con DEAE-celulosa. Papel filtro
Whatman DE81 se pre-humect6 con PEMS0 antes de aplicacién
de la muestra. El volumen total de reaccién de 100 ul se
aplica a discos de 2.5 cm de papel filtro, sobre parafilm,
en hielo. Los discos de papel se lavaron por inmersién en
cinco cambios sucesivos de 50 wml de PEMSO0, 5
minutos/lavado, 4 grados C, para retirar toda 1la
colchicina sin ligar. Los discos de papel con colchicina
ligada a tubulina adherente se contaron directamente en un
frasco de destelleo que contiene 2 ml de soclucién de
proteina Beckman Coultex Ready Protein Solution
(Fullerton, CA). Todos los discos se lavaron en conjunto.
Enlace despreciable de CLC sin ligar a los discos de papel
ocurre en controles, ya sea en la presencia o ausencia de

tubulina.

A
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[0524] Los <valores K; B8e calcularon por
regresién linear de un trazo doble reciproco de los datos
experimentales en Microsoft Excel. El1 valor Ky de tubulina
para CLC bajo las condiciones experimentales se determiné
primero, con x que interseca igual a -1/K, en la presencia
de droga, fue determinado experimentalmente. La K; Be
determina utilizando la relacién Kg app =alfa K,, Yy para
inhibicién competitiva alfa = Kg(1l +[I]/Kj).

Espectroscopia de Fluorescencia

[0525] Mediciones de fluorescencia se realizaron
utilizando un espectrofluorimetro Perkin-Elmer LS50B. PC-
tubulina (0.2 mg/ml) se incuba en PEM50, GTP 2 mM, DMSO
al 3%, con KPU-02 0-30 pM. La interaccifn de KPU-02 con
tubulina se reporta por fluoresecencia de &cido 4,4'-
dianilino-1, 1'-binaftil-5, 5'-disulfénico, sal dipotasio
{bis-ANS; Molecular Probes, Eugene, OR), con una longitud
de onda de excitacién de 395 nm y un miximo de longitud de
onda de emisién de 487 nm. Los pasos de banda de
excitacitn y emisién fueron 10 nm. Este experimento se
realiz6 dos veces.

[0526] El fluorSforo Dbis-ANS @sondea 1la
superficie hidrofébica de proteinas y un cambio en
intensidad de las sefiales de fluorescencia bis-ANS es un

resultado de un cambio en el &rea superficial accesible al
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golvente de una proteina. Si hay alglGn cambio en
conformacién que modifique la interaccién tubulina-bis-ANS
ante enlace de ligando, entonces bis-ANS puede emplearse
para reportar enlaces.

[0527] PC-tubulina (0.2 mg/ml) se incuba con
KPU-02 0-30 uM a 25 grados C por 20 minutos. Bis-ANS (25
uM) después se agrega e intensidades de fluorescencia
relativas de muestras se midieron a 25 grados C en 15
minutos. Espectros de blanco de amortiguador se
recolectaron y mostraron que KPU-02 mis bis-ANS producen
fluorescencia despreciable en el intervalo de longitud de
onda experimental.

[0528] lLa Ks Be determina al ajustar datos
experimentales en Sigmaplot y Microsoft Excel utilizando
la ecuacién F ={(-Fuax xL)/ (Kg + L) ) + Fp donde F es la
intensidad de fluorescencia de bis-ANS-tubulina en la
presencia de concentracién total de ligando L, Fuax €8 la
intensidad de fluorescencia bis-ANS de tubulina totalmente
con ligando, y Fo es fluorescencia bis-ANS en la ausencia
de droga. Fmx Be determina al trazar 1/ (F.-F) contra 1/L y
extrapolar a 1/L =0. La fraccién de sitios de enlace B
ocupada por KPU-02 se determina utilizando la siguiente
relacién: B=(Fp-F)/(Fo-Fmx)- La concentracién de ligando

libre se determina con Lsree = L-B [C] en donde [C] es la
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concentracién molar de sitios de enlace de ligando
considerando un s8olo sitio de enlace por dimero de
tubulina.

Inhibicién de polimerizacién de microtibulos por KPU-02

[0529] KPU-02, CA4, y CLC se ensayaron por su
capacidad para alterar la polimerizacién de tubulina rica
en MAP (MTP) (2 mg/ml) en un sistema libre de cé&lulas in
vitro. Inicialmente, la inhibicién de polimerizacibén se
enpay®d utilizando tubulina libre de proteinas asociada con
microttbulos, purificada con fosfocelulosa (datos no
mostrados). KPU-02 fue un inhibidor mis potente hacia MTs
ensamblado con glicerol y semillas de DMSO en comparacién
con MIs ensamblados en la presencia de MAPs que co-
purifican con tubulina. Aunque el polimero de
microtiibulos en 1la ausenf:ia de MAPs estabilizante no
alcanza a estar estable eri"IL un periodo de dos horas, estos
ensayos demuestran que KPU-02 interactfia directamente con
tubulina purificada y que no ejerce su efecto primario a
través de un MAP.

[0530] KPU-02 y CA4 inhiben polimerizacifén de MT
mis poderosamente que CLC como se mide por andlisis de
dippersién de luz (Figura 44) y de sedimentacién (Figura
45} . MTP (2 mg/ml) se polimeriza en microtGbulos en la

presencia de un intervalo de concentraciones de droga y
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permite alcanzar estado estable como se verifica por
disperpitn de luz a 350 nm. Ia Figura 41 ilustra
espectros de turbidez de polimerizacién de proteina de
microtfibulos en la presencia del vehiculo de droga DMSO
(0), 1.25 uM(O), 2.5 uM(a), Yy 5 uM (O) NPI-2358 (a), CA4
(b) y CLC (c). KPU-02 y polimerizacién inhibida por CA4
con potencias comparables. La Figura 45 ilustra inhibicién
de polimerizacién de microtibulos en la ausencia o
presencia de un intervalo de concentraciones de KPU-02
(0), cA4 (D), y colchicina (¢). La masa total de polimerc
después de 75 minutos de ensamblado se determinS por
sedimentacién. Barras de error son valores de desviacién
estAndar de tres experimentos. La concentracién en la
cual se inhibié la polimerizacién en 50% (ICs)., es 2.4
0. 4 pM for KPU-02, 2.2 + 0.3 uM para CA4, y 7.6 + 2.4 uM
para CLC (Tabla 22). (Variancias obtenidas por andlisis
egtadisetico se reportan como valores de desviacibn
estindar a menos de que de otra forma se establezca). A
concentraciones superiores a ICs; para polimerizacién in
vitro de tubulina rica en MAP, MTP exhibe cinética de
agregacién, sugiriendo que KPU-02 y CA4 secuestran
proteina para evitar el ensamblado de microtdbulos.

Tabla 22. Concentraciones para inhibicién de
polimerizacién de microtibulos.

3\5
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Compuesto Promedio de masa de|n

polimero. IC50+8d (4M)

KPU-02 2.440.4 4
CA4 2.2+0.3 3
CLC 7.642.4 3

[0531] Como se ilustra en la Figura 44, todos
los tres agentes probados producen una inhibicién
dependiente de <concentracién de la extensifn de
polimerizacién de microtGbulos desde 1.25-5 uM. Hay dos
diferencias importantes a notar entre los espectros.
Primero, la velocidad inicial de incremento en absorbancia
sobre el tiempo, disminuye al aumentar la concentracién de
droga (Figura 44A y 44B). Los espectros indican que hay
un periodo de retardo para formaci6én de MT en la presencia
de KPU-02 y CA4. Drogas que reducen en forma significativa
y répida el conjunto competente de ensamblado, soluble de
tubulina, disminuird la velocidad inicial de
polimerizacién. En contraste, la velocidad inicial de
polimerizacidn esta sin cambio en todas las
concentraciones de CLC {(Figura 44C). En segundo, MIP en
la presencia de KPU-02 o CA4 no alcanza estado estable a
altas coﬂcentraciones de droga (sobre 5 uM), como se

muestra por los valores de absorbancia que aumentan
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linealmente con el tiempo (Pigquras 44A y 44B). En
contraste, MIP en la presencia de CIC alcanza estado
estable a altas concentraciones de droga (Figura 44C).

[0532] La cantidad de droga requerida para
inhibir polimerizaciftn en 50% (ICsy), se determina a partir
del anilisis de la relaciém lineal entre el decremento en
polimero de microtfbulos sedimentado por centrifugacién
con el incrementc en concentracién de droga (Figura 45).
Las barras de error en la Figura 45 representan valores
de desviacifn estindar de al menos tres experimentos
independientes.
Decremento en longitud promedio de microtGbulos medida por
microscopia electrénica de transmisién

[0533] Se realizé microscopia electrénica de
transmigién en reacciones de polimerizacién de
microtGbulos-agentes, para describir el polimero formado
en estado estable y evaluar conclusiones tomadas de los
espectro de dispersién de luz. KPU-02, CA4, y CILC tecdas
disminuyen las longitudes de los microtibulos formados en
estado estable. MTs fueron progresivamente mis cortos al
aumentar la concentracién de la droga (Figuras 46, 47 y
48). La Figura 46 ilustra histogramas de frecuencia de
longitudes promedico de microtibulos in vitro en estado

egtable en la presencia de (A) KPU- 02, (B) CaA4, y (C)
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CLC. El1 Zeiss MOPIII se emplea para determinar
distribuciones de 1longitud de microtGbulos y longitudes
promedio. Al menos 100 microtibulos por concentracién de
droga se contaron. La Figura 47 ilustra microscopia de
electrones wutilizada para registrar microtiibuloe en 1la
augencia © presencia de los compuestos probados. A 75
minutos, muestras de los experimentos de masa de polimeros
se fijaron y tifieron ‘; vieron en un microscopio
electrfnico Jeol-1200EX11 a una ampliacién de 2000x.
Microfotografia electrbnicas representativas de
microtfibulos ricos en MAP formados in wvitro en estado
estable en la presencia de (A) KPU-02, (b) CA4, y (C) CLC.
La barra de escala, 10 uM. La Figura 48 ilustra un resumen
gréfico de disminucién de longitud de MT en estado estable
en la presencia de KPU-02, CA4, y colchicina. Las barras
negras, 1.25 uM, y barras sombreadas, 2.5 uM de droga. En
la presencia de KPU-02, y CA4, MTs son progresivamente mis
cortos con incrementada concentracién de droga, hasta gque
la concentracién de la droga en la cual MIP exhibe
cinética de agregacién como se detecta por turbidez, y no
se observan MTs. Barras de error son valores de desviacién
estindar de la medicién de al menos 100 microtdbulos.

[0534] KPU-02, CA4 y CLC no afectan la

nucleacién MT. Los numerosos microtiibulos cortos formados
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en las reacciones de polimerizacién evidencian que la
presencia de KPU-02, CA4, o CLC no afecta la nucleacién.
Si la nucleacién se afectara, entonces menos y mis largos
microtlibulos, en oposicién a numerosoe y mis cortos
microtiibulos se hubieran observado en las muestras de
control contra las tratadas con droga.

[0535] KPU-02 y CA4 fueron comparativamente
potentes para disminuir la longitud de MT promedio. A
1.25uM, la mds baja concentracién de droga analizada por
microscopia de electrones, KPU-02 y CA4 disminuyen la
longitud de MT promedio en aproximadamente 70%, y CLC por
40% (Figura 48).

[0536] A concentraciocnes de droga sobre ICsy para
polimerizacién de microtfibulos in wvitro no se observan
microtiibulos por microscopia de electrones para KPU-02 y
CA4. En contraste, se observaron microtiibulos por
microscopia de electrones para todas las concentraciones
de CLC ensayado. A las concentraciones sobre ICs, la
proteina de microtfbulos en la presencia de KPU-02 y CA4
exhibe cinética de agregacién, caracterizada por un
aumento lineal en absorbancia de luz con el tiempo
(Figuras 44A y 44B), mientras que en la presencia de CLC,
la dispersién de luz de polimero alcanza estado estable

(Figura 44C). A pesar de la observacitn de que MIP con
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KPU-02 o CA4 aumentan absorbancia a 350nm con el tiempo,
no se observaron agregados de proteina especificos de
droga.
Espectroscopia de fluorescencia

[0537] Tubulina (0.2 mg/ml) se incub& con un
intervalo de concentraciones de KPU-02 por 20 minutos a 25
C en PEM50 y GIP 2 mwM. La fluorescencia de bis-ANS
neutralizada por XKPU-02 en una forma dependiente de
concentracién (Figura 49A). Para KPU-02 y tubulina como se
mide por andlisis de regresién no lineal de intensidad de
fluorescencia bis-ANS al miximo de emisién, Kq = 10+1.6 uM
(error esténdar) (Figura 49B). El trazo doble reciproco de
datos de enlace, considerando un sitio de enlace sencillo
para KPU-02 por dimero de tubulina, produce una constante
de disociacién de 6.4 uM (Figura 49C). Los dos diferentes
valores de K4 obtenidos por métodos de andlisis de
regresién lineal y no 1lineal, fueron suficientemente
cercanos Yy los valores se consideraron aproximadamente
equivalentes. La Figura 49A ilustra espectros de emisién
de fluorescencia de tubulina en la presencia de incremento
de KPU-02. El enlace de droga resulta en neutralizacidn de
su fluorescencia bis-ANS. La Figura 49B ilustra miximos de
emisién de fluorescencia a 487 nm ajustado para obtener la

Kqa de tubulina para KPU-02, 10uM, desviacién esténdar 1.6
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UM. Insexto, residuales. La Figura 49C ilustra la
tranaformacién doble reciproca de datos de enlace
considerando un mol de droga/mol de dimero de tubulina.
Inhibicién competitiva de enlace CLC

[053B] KPU-02 y CA4 inhibieron en forma
competitiva enlace de CLC con tubulina (Figura 50). La
Figura 50 ilustra los resultados de un ensayo de
inhibicién en donde tubulina purificada con fosfocelulosa
(0.2 mg/ml) se incuba con diversas concentraciones de [*H]
CLC en la ausencia (¢), o presencia de KPU-02 10 uM (O) o
CA4 10 uM (0). Ky de Tubulina-CLC fue 11+4.4 uM y las
constantes de inhibicién para KPU-02 y CA4 fueron 3.2 3
1.7 yM v 2.4 + 0.3uM, respectivamente. Las constantes se
calcularon para tres experimentos independientes. La
reaccién de enlace de colchicina-tubulina depende de
tiempo y temperatura y la constante de disociacién de
enlace es Kg = 0.1-1 uM, dependiendo de las condiciones del
ensayo (Wilson L and Meza. (1973) The mechanism of action
of colchicine. Colchicine bindinf properties of sea urchin
gperm tail outer doublet tubulin. Journal of Cell Biology
58 (3): 709-19, que aqui Bse incorpora por referencia
totalmente). Bajo las condiciones de prueba, la Ko de
tubulina para CLC es 11 + 4.4 uM. La K, puede considerarse

la Ksq total de tubulina para CLC, sin embargo, debido a la
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dependencia del tiempo de enlace de CLC, la Ku es mayor que
los valores reportados para Kg. Las K; para KPU-02 y CA4
fue 3.241.7uM y 2.4 + 0.3 uM, respectivamente. La K; se
define como 1la cantidaq de droga requerida para inhibir
enlace de CLC en 50% y se basa en la cantidad de CLC
radioactivo que se liga a tubulina. La K; es una medida de
la capacidad de la droga para competir con CLC; no es una
medida directa de la disociacién de enlace de droga-
tubulina debido al método en el cual se reporta la
afinidad de enlace.
Resultados

A todas las concentraciones de CLC ensayadas, la
tubulina rica en MAP alcanzb6 estado estable. En contraste,
a superiores concentraciones de droga KPU-02 o CA4,
tubulina rica en MAP no polimeriza a estado estable y
microtGbulos no se observaron por microscopia de
electrones. KPU-02 y CA4 disminuyen efectivamente 1la
concentracién de la tubulina disponible. Esta disminucién
en el conjunto de tubulina soluble aumenta la
concentracién critica de MT y evita la polimerizacién. Las
cantidades estequiométricas de KPU-02 y CA4 requeridos
para disminuir la masa de polimero in vitro a acoplar con
los datos que la proteina de microtibulos no alcanza a

estado estable sobre esas concentraciones, sugiriendo que

320



10

15

20

270

KPU-02 y CA4 actfian por un mecanismo de secuestro en donde
la tubulina soluble se liga y evita que polimerice.

Observaciones por microscopia de electrones en
los microtiGbulos ricos en MAP de estado estable, formados
en la presencia de los agentes probados, fueron
consistentes con el mecanismo propuesto en que KPU-02 vy
CA4 secuestran tubulina. Hubo una disminucién dependiente
de concentracién en la longitud de microtiGbulos promedio
en la presencia de KPU-02, CA4, y CLC. En la presencia de
KPU-02 y CA4, hubo una disminucién dependiente de la
concentracién de droga en el estado inicial de
polimerizacién, indicando que estas drogas reducen la
tubulina disponible para elongacién. Esta disminucién en
la velocidad de polimerizacién inicial no se vié con CLC
debido a su lenta asociacién con tubulina. Adem&s, se
formaron microtibulos a concentraciones de CLC socbre su
ICsy para polimerizacién, pero no se formaron microtGbulos
a concentraciones de KPU-02 o CA4 sobre su ICs; para
polimerizacidn. Mientras qQque no se estd ligado por
ninguna teoria particular, la concentracién de tubulina
soluble ligada por KPU-02 o CA4 debe estar bajo 1la
concentracién critica requerida para que proceda a la
polimerizacién de tubulina.

[0539] Los estudios de enlace indican que
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tubulina tiene una menor afinidad para KPU-02 gque para
CLC. Inhibicién de enlace de CLC con tubulina por KPU-02
y CA4 ocurre dentro de un periodo de incubacién de 20
minutoe, indicando que la asociacién de KPU-02 y CA4 con
tubulina se aproxima al equilibrio relativamente més
rdpido que para CIC (datos no mostrados). KPU-02 inhibe
competitivamente el enlace de CLC con tubulina en un sitio
superpuesto con el sitio de enlace de CLC, consistente con
estudios que caracterizan fenilahistina (halimide) (Kanch
K, Kohno S, Xataka J, Takahashi J and Uno I. (1999) (-) -
Fenilahistina frena células en mitosis al inhibir 1la
polimerizacién de tubulina. The Journal of Antibiotics 52
(2): 134-141, que 8se incorpora aqul por referencia
totalmente). CA4, un andlogo estructural de CLC, también
inhibe en forma competitiva el enlace de CLC. Sin estar
ligados por ninguna teoria particular, parece ser que a
pesar de que comparten una regién de enlace tubulina con
CLC, KPU-02 y CA4, interactian con tubulina e inhiben
microtiibulos por un mecanismo distinto de CLC.
EJEMPLO 15.

Accién in vivo en microtibulos

Estudios de cultivo celular
[0540] Cé&lulas de carcinoma de pecho humano MCF?7

(American Type Culture Collection, Manassas, VA)
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transfectados en forma estable con GFP-alfa-tubulina
(Clontech, Palo Alto, CA) se cultivaron en medio Tagle
modificado con Dulbecco suplementado con suero bovino
fetal al 5%, |©penicilina al 0.1%/estreptomicina vy
aminofcidos no esenciales (Sigma) en matraces de cultivo
de tejidos de 250 ml o placas de seis pozos de 35-mm
(tiempo de duplicacién, 29 horas) a 37 grados C en CO; al
5%. Se incubaron células con KPU-02, Ch4, o CILC,
preparadas como 8Be describen en el Ejemplo 14, al
reemplazar el medio original con un volumen igual de medio
que contiene la concentracién requerida del agente probado
o vehiculo DMSO, y la incubacién se continfia a 37 grados C
por 20 horas.
Avance Mitético

[0541] La fraccién de cé&lulas en mitosis ahora
concentracién de droga dada (indice de mit6tico), se
determina en la linea de células de céncer de pecho MCF7.
Las células se revistieron a una densidad de 3x10*
células/ml en placas de seis pozos. Después de 24 horas,
las células se incubaron en la ausencia o presencia de
droga en un intervalo de concentraciones (1 nM a 1 uM) por
20 horas. Se recolectd medio y células se enjuagaron con
versene (NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, KI-I;PQ.. 1.5 mM, NaPO, 8.1
mM y EDTA 0.5 mM), desprendieron con tripsina y agregaron

de nuevo al medio para asegurar que las células mitdticas
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flotantes y deficientemente conectadas se incluyeran en el
anilisis. Las células se fijaron con formalina al 10% en
PBS durante la noche a 37 grados C, permeabilizaron del
metancl por 10 minutos y tifieron con 4, 6-diamino-
fenilindol (DAPI) para visualizar nGcleos. Las células
tefiidas Be dispersaron en cubreobjetos en medio de
montajes Vectashield (Burlingame, CA) y sellaron el
portacbjetos con barniz de  uilas. Microscopia de
fluorescencia se empleo para determinar indices mit&Sticos.
Los resultados fueron desviacién promedio estdndar de 4-7
experimentos en donde 300 células se contaron por cada
concentracién. La Icsg fue la concentracién de droga que
indujo experimentalmente 50% de la acumulacién mitética
mixima a 20 horas.

Microscopia de Inmmunofluorescencia.

[0542] Se ©prepararon células para avance
mitético, excepto que 1las células se sembraron en
cubrecbjetos tratados con L-lisina (50 pg/ml, sigma) el
dfia de la tincién, las células se enjuagaron en PBS y
fijaron en formalina al 10% durante la noche a 37 grados
C. las células se enjuagaron en PBS, permeabilizaron en
metanol a -20 grados C e hidrataron con PBS. Los
cubrecbjetos se trataron con suero de cabra normal al 20%
en PBS/BSA (1%) por una hora a temperatura ambiente. Las

células sBe incubaron en un cbctel monoclonal de ratén de
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anti-alfa- y beta-tubulina, DM1A/DM1B diluido en PBS/BSA
por 1 hora a temperatura ambiente, luego tifieron con
anticuerpos secundarios y conjugados con FITC y DAPI. Los
cubreobjetos se montaron utilizando medio de anti-
desvanecimiento Prolong (Molecular Probes, Eugene OR).
Preparacién de Células para Andlisis Yy Dinfmica de
Microtibulos.

[0543] Se prepararon células para avance
mitético, excepto que para promover dispersién celular,
las células se sembraron en cubreobjetos de vidrio que se
han pre-tratados con poli-L-licina (50 ug/ml, sigma) por 2
horas, seguido por laminina y fibronectina (10 pg/ml,
gigma) por 1 hora a 37 grados C. las células se incubaron
condroma o DMSO por 20 horas y privaron de suero. Antes de
anilieis, los cubreobjetos se transfirieron a medio de
regigtro o grabacién (medio de cultivo que carece de rojo-
fenol y bicarbonato de sodio amortiguado con HEPES 25mM y
suplementado con 3.5 g/L de sacarosa). Para evita
fotoblanqueado, se agrega Oxyrase (30 pl/ml, Oxyrase
Inc., Mansfield, OH) al medio de grabacifn inmediatamente
antes de sellar las celdas en una camara circunscrita con
dobles cubreobjetos.

Microscopla a Intervalos y Adquisicién de Imagen

[0544] Microtibulos se cobservaron utilizando una



10

15

20

275

microscopia de fluorescencia Nikon Eclipse EB00 con un
lente objetivo plan apochromat 1. 4N. A. x 100. La platina
se circunscribié en una caja Pyrex y mantuvo a 36 + 1
grado C mediante un sistema de calentamiento con aire
forzado. 30 imigenes de cada célula se adquirieron a
intervalos de 4-s8 utilizando una camara digital
Photometricse Cool SNAP HQ (Tucson, AZ) dirigida por el
programa Metamorph (Universal Imaging, Media, PA) a 10
MHz, con un tiempo de exposicién de 300 ms, una ganancia
de 2, y combinacién 2 x 2 para mejorar la brillantez.
Anflisis de Dinimica de MicrotiGbulos

[0545] Las ubicaciones de los extremos plus de
microtGbulos con el tiempo fueron seguidas utilizando la
aplicacién Metamorph Track Points exportada a Microsoft
Excel y analizada wutilizando el programa Real Time
Measurement. Las longitudes de microtGbulos individuales
se graficaron como una funcién del tiempo. El crecimiento
individual y las velocidades de recortado se terminaron
por regresién lineal. Cambios de > 0.5 um entre dos puntos
pe consideraron eventos de crecimientc © acortamiento, y
cambios de < 0.5 puM entre dos puntos, se consideraron
periodos de dinSmica o pausa atenuadas. Al menos 25
microtfibuloe se analizaron para cada condicién. Los

resultados son la desviacién promedico y esténdar de al
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menos tres experimentos independientes.

[0546] La frecuencia de catdstrofe basada en
tiempo para cada microtGbulo se calculd al dividir el
numeroc de catéstrofes por microtibulo por el tiempo
dedicado en el crecimiento o atenuacién. La frecuencia
rescate basada en tiempo por microtidbulos, se calcula al
dividir el niGmero total de rescates por microtibulo pro el
tiempo dedicado en el acortamiento. Las frecuencias de
rescate y catédstrofe basadas en distancia, se calcularon
generalmente al dividir el nGmero de transiciones por la
longitud desarrollada o acortada, respectivamente.
MicrotGbulos que fueron visibles por < 2 min se incluyeron
en el anidlisis de frecuencia. La dinfmica estructural
(dinamicity) por microtiGbulos se calcula como la longitud
de crecimiento y recortada dividida pro la extensifén de
vida total del microtdbulo. MicrotGbulos que fueron
visibles por > 0.3 min se incluyeron en el andlisis de
dinamicidad.

Avance de Ciclo celular Blogqueado en prometa-fase

[0547] El1 intervalo concentracién para KPU-02,
CA4 y CLC sobre el cual las células se acumulan en
mitosis, fue determinadoc. Después de 20 horas, 60-70% de
las células se inhibieron en la prometa-fase, en

comparacién con 30-40% de células en meta-fase en estudios

3‘?.3’



1o

15

20

277

en despolimerizadores MT tales como los vinca alcaloides y
2-metoxisodicl y los estabilizantes de MT tales como
taxol, epotilona B y discodermolida (Jordan MA (2002)
Current Medicinal Chemistry-Anti-cincer Agents 2: 1-17,
(que aqui se incorpora por referencia totalmente). La
concentracién de droga necesaria para 50% de bloqueo
mitStico miximo (ICse) se evalGa entre 1 nM y 1 uM de droga
(Figura 51). La Figura 51 ilustra curvas de respuesta
[Drogal] para inhibicién de avance mitético por KPU-02,
CA4, y CLC. Células MCF7 se cultivaron en la presencia de
NPI-2358 (o), CA4(O0), y colchicina (Q¢). Para evaluar
fndices mitéticos, c¢élulas MCF7 se revistieron a una
densidad de 3 x 10* cé&lulas/ml en placas de 6 pozos.
Después de 24 horas, las células se incubaron en 1la
ausencia o presencia de droga sobre un intervalo de
concentraciones (1 nM a 1 uM) por 20 horas. Las células
se fijaron y tifieron con DAPI para visualizar los niicleos.
Microscopia de fluorescencia se utiliza para determinar
indices mitéticos. Los resultados son la desviacién
promedio y estindar de tres o cuatro experimentos en donde
300 células se contaron por cada concentracién de droga.
El bloque mitético ICsp para KPU-02 fue 17.4 3 1.2 nM, CA4
fue 5.4 + 0.7 nM, y CLC fue 23.8 + 3.1 nM (Tabla 23).

Tabla 23. Inhibicién de avance mitético.

L]
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Compuesto Promedio de bloque|n

mitético. ICso+sd (nM)

KPU-02 17.4+1.2 4
CA4 5.4+0.7 3
CLC 23.8+3.1 4

[0548] La mayoria de los agentes dirigidos a MT
bloquean mitosis en la transicién de meta-fase a ana-fase.
El blogque mitético en la transicién de meta-fase a ana-
fase, se asocia con supresién de la din&mica de MT. Sin
estar ligados por ninguna teoria particular el bloque
prometa-fase previo, junto con el agotamiento de polimetro
MT, sugiere un distinto mecanismo de accién para KPU-02 en
comparacién con otras drogas despolimerizantes de MI, por
ejemplo vinblastina, que a bajas concentraciones
estabilizan la dinamica de MT.

Despolimerizacién del huso acromfitico y el arreglo de
interfase MTs

[0549] KPU-02, CA4, y CILC se observaron como
despolimerizadores de microtiibulos potentes en células
MCF7. Aunque microtibulos de huso acromitico son més
susceptibles a despolimerizacién y/o inhibicién de

polimerizacién que 1los microtbulos de arreglo de
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interfase, ambas poblaciones de microtGbulos fueron
afectadas (Figura 52). La Figura 52 ilustra imigenes de
microscopia de inmuno-fluorescencia de células MCF7.
Arreglos de interfase son relativamente mis estables a
polimerizacién por KPU-02, CA4 CLC que los husos
acromiticoe. Se prepararon células y sembraron para avance
mitStico y trataron con el blogue mitético ICs, para cada
droga por 20 horas. Se incubaron células en un cb6ctel
monoclonal de ratén de anti-alfa-y-beta-tubulina,
DM1A/DM1B después tifleron con anticuerpo secundario
conjugado FITC y DAPI. a-d, Tubulina en control (a), KPU-
02 (b), caA4 (c), y CLC (d) células tratadas, y e-h, ADN en
control (e) células tratadas con KPU-02(f), CA4 (g), y CLC
(h) . Flechas estrechas indican polimerc de huso acroméitico
y cromosomas mitéticos y flechas mis gruesas indican
arreglo de interfase y nGcleos.

[0550] A IC;s para bloque mitdtico, KPU-02 altera
dramfticamente la morfologia del huso. La Figura 53A-C
ilustra imfigenes de microscopia de inmuno-fluorescencia de
células MCF7 tratadas con KPU-02 (A), CA4 (B), y CLC (C)
por 20 horas. Destruccién de huso acromidtico con creciente
concentracién de drogas. 1-4, Alfa y beta tubulina en
control (1), una concentracién de IC;s para bloque mitético

(2), la ICsy para bloque mitético (3), y dos veces la ICs
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imigenes de ADN para los paneles adjuntos. No hubo husos
normales, bipolares en ICys para KPU-02 o CA4 (Figuras S53A
y B). Células tratadas con compuesto tuvieron husos
monopolares o bipolares con cromosomas no congregados. En
contraste, husos bipolares normales persisten en IC;s para
CLC (Figura 53C). En ICs para KPU-02, 75% de las células
mitéticas contienen focoe o asteres de tubulina, y las
células restantes no tuvieron polimero mitético
detectable. En la presencia CLC, la mitad de las cé&lulas
fueron bipolares con cromosomas no congregados y la mitad
restante fueron monopolares. A concentraciones del doble
ICso para blogque mitético, hubo poco polimero MT detectable
en células mitéticas tratadas como KPU-02, CA4, o CLC.
[0551] Los conjuntos de interfase de
microtibulos fueron mis resistentes a despolimerizacidn
que los husos acromiticos para todos los compuestos
examinados (Figura 52). Sin embargo, un decremento
cualitativo en polimeros se observa en una forma
dependiente de dosis para todos los tres compuestos
(Filgura 54 A-C). La Figura 54A-C ilustra imigenes de
microscopia de inmunofluorescencia de células MCF7
tratadas con KPU-02 (a), CA4 (b), y CLC (¢c) por 20 horas.

Degpolimerizacién de interfase de MI con creciente

ccl
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concentracién de drogas. 1-4, Alfa y beta tubulina en
control (1), una concentracién ICys para bloque mitético
(2), ICso para bloque mitético (3), 2X ICs para bloque
mitético (4); 5-8 imigenes correspondientes de ADN para
los paneles adjuntos. Supuestamente, se secuestra tubulina
en estas células de interfase a pesar de la presencia de
MAPs estabilizantes intracelulares, tal como tubulina rica
en MAP se pecuestran en ensayos de masa de polimero in
vitro.
Falte de supresién o modulacidén de inestabilidad dinémica
de MT en células MCF7 vivas

[{0552] KPU-02, asi como CA4 no tiene un efecto
medible en la inestabilidad dinémica de MI a
concentraciones que afectan 25% (Tabla 24) o 50% (Tabla
25) del bloque mitbético méiximo en células MCF7. 8in estar
ligados por ninguna teorfia en particular estos datos
sugieren que el mecanigpmo anti-proliferativo de accidn
KPU-02 (y CA4) se debe primordialmente a inhibicién de
polimerizacién de MT en vez de supresién de dinfdmicas de
microtibulos.

Tabla 24. Inestabilidad dindémica en el blogue mitético

Control sd NPI-2358 8d

Velocidades

3L
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Control ad NPI-2358 sd
Promedio
(uM/min)
Crecimiento (9.03 4.66 11.89 6.23
Acortamiento |[32.85 18.06 31.87 15.12
Duracién 0.41 0.27 0.31 0.15
Promedio (min)
Crecimiento
Acortamiento {0.20 0.07 0.20 0.07
Atenuacién 0.58 0.38 0.73 0.36
Por ciento de(41.83 29.66
tiempo
dedicado
Crecimiento
Acortamiento |18.57 20.53
Atenuacién 39.60 49.81
Frecuencia de|l.15 1.27
catastrofe
(min -1)
Rescate 3.05 2.79
Din. {(pm/min) |9.87 10.07
MTs/células 16/30 11/33
Minutos 40.66 43.69

235
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Tabla 24 {(continta)

33

CA4 sd CLC sd

Velocidades 10.59 4.75 11.31 8.46
Promedio
(uM/min)

Crecimiento

Acortamiento [40.21 18.90 29.17 17.13
Duracién 0.27 0.12 .26 0.14
Promedio (min)
Crecimiento

Acortamiento (0.21 0.09 0.23 0.29

Atenuacién 0.45 0.32 0.56 0.43
Por ciento de|35.31 33.07
tiempo
dedicado
Crecimiento

Acortamiento |25.19 25.96

Atenuacidn 39.50 40.97
Frecuencia de|l.52 1.57

catéstrofe

(min -1)
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CA4 sd CLC sd
Rescate 1.90 2.95
Din. (um/min) 13.87 11.31
MTs/células 13/39 8/26
Minutos 39.62 35.29

Tabla 25. Inestabilidad dindmica MT en el bloque mitético

Control sd NPI-2358 8d

Velocidades 9.03 4.66 10.63 6.78
Promedio
{(uM/min)

Crecimiento

Acortamiento [32.85 18.06 34.06 12,84
Duracién 0.41 0.27 0.30 0.18
Promedio (min)
Crecimiento

Acortamiento |0.20 0.07 0.22 0.08

Atenuacién 0.58 0.38 0.61 0.41
Por ciento de|41.83 33.02
tiempo
dedicado
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Control sd NPI-2358 8d

Crecimiento

Acortamiento |18.57 20.92

Atenuacidn 39.60 46.06
Frecuencia de|l.15 1,22
catéstrofe
{(min -1)
Rescate 3.05 2.60
Din. (pm/min) {9.87 10.64
MTs/células 30/16 25/11
Minutos 40.66 33.13
Tabla 25 (contingGa)

CA4 sd sd

Velocidades 11.21 5.64
Promedio
(uM/min)

Crecimiento

Acortamiento (29.88 18.87
Duraci6n 0.33 0.18
Promedio (min)
Crecimiento

Acortamiento [0.22 0.08

Atenuacién 0.55 0.44
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Por ciento de}43.64
tiempo
dedicado

Crecimiento

Acortamiento |20.13

Atenuacidn 36.23

Frecuencia de|l1.09
catastrofe

{(min -1)

Rescate 2.79

Din. (um/min) 10.91

MTs/células 29/9

Minutos 39.14

[0553] Los ejemplos descritos anteriormente se
establecen solo para ayudar en 1la comprensién de la
invencién. De esta manera, una persona con destreza en la
técnica apreciard que los métodos y compuestos descritos
abarcan y de otra forma pueden proporcionar adicionales
derivados de deshidrofenilahistinas.

[0554] Una persona con destreza en la técnica
facilmente apreciari que la presente invencidén estd bien
adaptada para obtener, por ejemplo los fines y ventajas

mencionados, asi como otros inherentes. Los métodos y

237
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procedimientos aqui descritos actualmente son
representativos de modalidades preferidas y son ejemplares
Yy no se pretenden como limitaciones en el alcance de la
invencién. Cambios ahi y otros usos se les ocurrirén a
aquellos con destreza en la técnica que son abarcados
dentro del espiritu de la invencién.

[0555] Seri ficilmente aparente para una persona
con deptreza en la técnica que variantes sustituciones y
modificaciones pueden realizarse en la invencién aqui
descrita, sin apartarse del alcance y espiritu de la
invencién.

[0556] Como se mostrd anteriormente, todas las
patentes Y publicaciones mencionadas en esta
especificacién son indicativas de los niveles de aquellos
con destrezi’ en la técnica a la cual se refiere 1la
invencién. Todas las patentes y publicaciones aqui se
incorporan por referencia en la medida permitida por la
ley, de manera tal que cada patente y publicacién
individual pueda ser tratada como se indica especifica e
individualmente para incorporarse por referencia.

[0557] La invencién descrita en forma
ilustrativa aqui, convenientemente puede practicarse en la
ausencia de cualquier elemento o elementos, limitacién o

limitaciones que no se describen especificamente aqui. Los
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téxrminos y expresiones que se han empleado, se utilizan
como términos de descripcién y no de limitacién, y no hay
intencién de que el uso de estos términos y expresiones
indique la exclusién de equivalentes de las
caracteristicas constadas y descritas o sus porciones. Se
reconoce que diversas modificaciones son posibles dentro
del alcance de la invencién. De esta manera, habri de
entenderse que aungue la presente invencién se ha descrito
especificamente por modalidades, preferencias Y
caracteristicas, modificaciones y wvariaciones opcionales
de los conceptos aqui descritos pueden ser contemplades
por aquellos con destreza en la técnica y que dichas
modificaciones y variaciones se consideran que caben

dentro del alcance de la invencién.

53"\
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REIVINDICACIONES
1. Un compuesto que tiene la estructura de la

fé6rmula (I)

en donde:

Ri, Re, Y R¢, cada uno se elige por separado del grupo que
consiste de un &tomo de hidrégeno, un &tomo de haléSgeno y
C1-Ca¢ alquilo saturado, C;-C3¢ alquenilo insaturado,
cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo,
arilo sustituido, heterocarilo, heterocarile sustituido,
amino, amino sustituido, nitro, azido, nitro sustituido,
fenilo, y grupos fenilo sustituidos, hidroxi, carboxi,
-CO0-0-R7, ciano, alquiltio, alquilo halogenado que
incluye alquilo polihalogenado, carbonilo halogenado, y
carbonilo -CCO-R;, en donde R; se elige de un &tomo de
hidrégeno, un &4tomo de halégeno, un C;-C3y alquilo
saturado, C;-Ca¢ alquenilo insaturado, cicloalquilo,
cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo, arilo

gustituido, hetercarilo, hetercarilo sustituido, amino,

3([.0
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amino sustituido, nitro, azido, nitro sustituido, fenilo,

y grupos fenilo sustituidos;

Ri' ¥ Ri" Be elige cada uno independientemente del
grupo que consiste de un &tomo de hidrégeno, un &tomo de
halégeno, y C1-Ca alquilo saturado, ;-Ciq algquenilo
insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi,
cicloalcoxi, arilo, arilo sustituido, hetercarilo,
hetexrcarilo sustituido, amino, amino sustituido, nitro,
azido, nitro sustituido, fenilo, y grupos fenilo
sustituidos, hidroxi, carboxi, -CO-0-Ry, ciano,
alquiltio, alquilo halogenado incluyendo alquilo
polihalogenado, carbonilo halogenado, y carbonilo -CCO-
R,;, en donde R; se elige de un &tomo de hidrSgeno, un
&tomo de halégeno y C;-C;¢ alquilo saturado, C;-Ca,
alquenilo ineaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo,
alcoxi, cicloalcoxi, arilo, arilo sustituido,
heterocarilo, heterocarilo sustituido, amino, amino
sustituido, nitro, azido, nitro sustituido, fenilo, vy

grupos fenilo sustituidos;

R, Ria' ¥y R;" estén ligados ya sea covalentemente

entre 8f o no covalentemente;
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Ra, Ri, ¥ Rs cada uno se eligen por separado del
grupo que consiste de un a4tomo de hidrSgeno, un &tomo de
halSgeno y grupos C;-C;3 alquilo saturado, C;-C;z alquenilo
insaturado, acilo, cicleoalquilo, alcoxi, cicloalcoxi,
arilo, arilo sustituido, hetercarilo, heterocarilo
sustituido, amino, amino sustituido, nitro, y nitro

sustituido, grupos sulfonilo y sulfonilo sustituido;

X, vy X; se eligen por separado del grupo que consiste
de un &tomo de oxigeno, un 4tomo de nitrfgeno y un &atomo
de azufre, cada uno ya sea sin sustituir o sustituido con

un grupo Rs; como se definié anteriormente;

Y se elige del grupe que consiste de un &Atomo de
nitrégeno, un &tomo de nitrégeno sustituido con Rs, un
dtomo de oxigeno, un &tomo de azufre, un &tomo de azufre
oxidado, un grupo metileno y un grupoe metileno

sustituido;

n es un entero igual a cero, uno o dos;

Z, por cada n separada, 8i no es cero, Y Z;, Za, Z3 Yy
Z, cada uno ee eligen por separado de un &atomo de
carbono, &tomo de azufre, &tomo de nitr6geno o &tomo de

oxigeno; y

3¢
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los enlaces punteados pueden ser enlaces sencillos o

dobles;

Yy en donde dicho compuesto reduce la proliferacién
vascular o densidad vascular.

2. El compuesto de conformidad con 1la
reivindicacién 1, caracterizado porque cada uno de R;, Ra,
Rs Y R¢ es un dtomo de hidrégeno.

3. El compuesto de conformidad con 1la
reivindicacién 1, caracterizado porque cada uno de X; y X
es un 4tomo de oxigeno.

4. El compuesto de conformidad con 1la
reivindicacién 1, caracterizado porque R, es un C;-C,;
alquilo saturado.

5. El compuesto de conformidad con 1la
reivindicacién 4, caracterizado porque el C;-Ci3 alquilo
saturado es un grupo butilo terciario.

6. El compuesto de conformidad con 1la
reivindicacién 1, caracterizado porque R; comprende un
fenilo sustituido.

7. El compueato de conformidad con 1la
reivindicacién 6, caracterizado porque el grupo fenilo

sustituido es metoxibenceno.
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8. El compuesto de <conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizado porque n es igual a cero o
uno.

9. Bl compuesto de <conformidad con la
reivindicaci6n 1, caracterizado porque n es igual a uno.

10. El compuesto de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizado porque n es igual a uno y
Z, Z,, Z3, Z y Z; son cada uno un dtomo de carbono.

11. El compuesto de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizado porque R' se elige del
grupo que consiste de un &tomo de halégeno, ter-butilo,
cicloalquile, cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo,
arilo sustituido, hetercarilo, heterocarilo sustituido,
ammino, amino sustituido, nitro, azido, nitro sustituido,
fenilo, y grupos fenilo sustituidos, hidroxi, carboxi,
-CO-0-R;, ciano, alquiltio, alquilo halogenadc incluyendo
alquilo polihalogenado, carbonilo halogenado, y carbonilo
-CCO-R,;, en donde R; se elige de un &tomo de hidrdgeno, un

dtomo de halégeno y C;-Ca; alquilo saturado, C;-Cai

alquenilo insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo,
alcoxi, cicloalcoxi, arilo, arilo sustituido,
heteroarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino

sustituido, nitro, azido, nitro sustituido, fenilo, vy

grupos fenilo sustituidos;

4y
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12. El1 compuesto de conformidad con 1la
relvindicacién 1, caracterizado porque el compuesto
es KPU-02.

5 13. Un compuesto que tiene la estructura de la

Formula (I):

en donde:

10 Ri, R4, Y Rs, cada uno se elige por separado del grupo que
consiste de un &tomo de hidrégeno, un &tomo de halSgeno y
C,-Cz¢ alquilo saturado, C;-Ci; algquenilo insaturado,
cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo,
arilo sustituido, heteroarilo, heterocarilo sustituido,

15 amino, amino sustituido, nitro, azido, nitro sustituido,
fenilo, y grupos fenilo sustituidos, hidroxi, carboxi,
-CO-0-R,7, ciano, alquiltio, alquiloc halcgenado que
incluye alquilo polihalogenado, carbonilo halogenado, y
carbonilo -CCO-R;, en donde R, se elige de un &tomo de

20 hidrégeno, un &tomo de haléSgeno, y Ci-Cay alquilo
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saturado, C;-C3¢ alquenilo insaturado, cicloalquilo,
cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo, arilo
sustituido, heteroarilo, heterocarilo sustituido, amino,
amino sustituido, nitro, azido, nitro sustituido, fenilo,

y grupos fenilo sustituidos;

Ri' ¥y Ri" 8se elige cada uno independientemente del
grupo que consiste de un &tomo de hidrégeno, un atomo de
hal6geno, y C;-Cz¢ alquile saturado, C;-Czy alquenilo
insaturado, cicleoalquilo, cicloalquenilo, alcoxi,
cicloalcoxi, arilo, arilo sustituido, heteroarilo,
heterocarilo sustituido, amino, amino sustituido, nitro,
azido, nitro sustituido, fenilo, y grupocs fenilo
sustituidos, hidroxi, carboxi, -CO-0-R,, ciano,
alquiltio, alquilo halogenado incluyendo alquilo
polihalogenado, carbonilo halogenado, y carbonilo -CCO-
R,;, en donde R, se elige de un &tomo de hidrSgeno, un

dtomo de halégeno y C;-Ca¢ alquilo Bsaturado, Ci-Ci4

alquenilo insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo,
alcoxi, cicloalcoxi, arilo, arilo sustituido,
heteroarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino

gustituido, nitro, azido, nitro sustituido, fenilo, vy

grupos fenilo sustituidos;

a4l
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R, Ri' y R;" estédn ligados ya Bsea covalentemente

entre 8f o no covalentemente;

Rz, Ri, Y Rs cada uno se eligen por separado del
grupo que consiste de un 4tomo de hidrSgeno, un &tomo de
halégeno y grupos C;-C;2 alquilo saturado, Ci-Ciz alquenilo
insaturado, acilo, cicloalquilo, alcoxi, cicleoalcoxi,
arilo, arilo sustituido, hetercarilo, heteroarilo
gustituido, amino, amino sustituido, nitro, y nitro

sustituido, grupoa sulfonilo y sulfonilo sustituido;

X, ¥ X; se eligen por separado del grupo que consiste
de un &tomo de oxigeno, un Atomo de nitrégeno y un &tomo
de azufre, cada uno ya sea sin sustituir o sustituido con

un grupo Rs como se definié anteriormente;

Y se elige del grupo que consiste de un &tomo de
nitrSgeno, un &tomo de nitrSgeno sustituido con Rs, un
dtomo de oxigeno, un atomo de azufre, un &tomo de azufre
oxidado, un grupo metileno y un grupo metileno

suatituido;

n es un entero igual a cero, uno o dos;

347
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Z, por cada n geparada, 8i no es cero, y 21, Z;, 23 y
Zs cada uno se eligen por separado de un &tomo de
carbono, &tomo de azufre, &tomo de nitrégeno o &dtomo de

oxigeno; y

los enlaces punteados pueden ser enlaces sencillos o

dobles;

y en donde dicho compuesto apunta preferncialmente a
la wvasculatura de tumor contra vasculatura de tejido sin

tumor.

14. E1 compuesto de conformidad con 1la
reivindicacién 13, caracterizado porque cada uno de Rz, R,
Rs Y R¢ e8 un 4tomo de hidrégeno.

15, El compuesto de conformidad con 1la
reivindicacién 13, caracterizado porque cada uno de X; y Xz
eBs un atomo de oxigeno.

16. El compuesto de conformidad con 1la
reivindicacién 13, caracterizado porque R, es un C;-Ci
alquilo saturado.

17. El compuesto de conformidad con 1la
reivindicacién 16, caracterizado porque el C;-C,3 alquilo

saturado es un grupo butilo terciario.

47
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18. E1l compuesto de conformidad con la
reivindicacién 13, caracterizado porque R; comprende un
fenilo sustituido.

19. El compuesto de conformidad con 1la
reivindicacién 18, caracterizado porque el grupo fenilo
sustituido es metoxibenceno.

20. El compuesto de conformidad con 1la
reivindicacién 13, caracterizado porque n es igual a cero
© uno.

21. El compuesto de conformidad con 1la
reivindicacién 13, caracterizado porque n es igual a uno.

22. El1 compuesto de conformidad con 1la
reivindicacién 13, caracterizado porque n ea igual a uno y
Z, Z,, Z3, Z; y Z, son cada uno un &tomo de carbono.

23. El1 compuesto de <conformidad con 1la
reivindicacién 13, caracterizado porque R*' Be elige del
grupo que consiste de un &tomo de halégeno, ter-butilo,
C;-Cz¢ alquenilo insaturado, cicloalquileo, cicloalquenilo,
alcoxi, cicloalcoxi, arilo, arilo sustituido, heteroarilo,
heteroarilo sustituido, ammino, amino sustituido, nitro,
azido, nitro sustituido, fenilo, y grupos fenilo
sustituidos, hidroxi, carboxi, -C0-0-R;, ciano, alquiltio,
alquilo halogenado incluyendo alquilo polihalogenado,
carbonilo halogenado, y carbonileo -CCO-R;, en donde R; se

elige de un &tomo de hidrégeno, un &tomo de haldgeno y
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C1-Ca¢ alquilo saturado, C;-Ca¢ alquenilo inpaturado,
cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo,
arilo sustituido, heteroarilo, hetercarilo sustituido,
amino, amino sgustituido, nitro, azido, nitro sustituido,

fenilo, y grupos fenilo sustituidos;

24, El compuesto de conformidad con 1la
reivindicacién 13, caracterizado porque el compuesto es
KPrU-02.

25. Una composicién farmacéutica caracterizada
porque comprende el compuesto de la reivindicacién 1.

26. Una composicién farmacéutica caracterizada

porque comprende el compuesto de la reivindicaci6n 13.
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REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT
PATENTE DE INVENCION [ X ] MODELO DE UTILIDAD [ ]
¢ Indicaci6én de que se solicita la concesion de una patente [X]L
¢ Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ X]3-
¢ Descripcién de la invencién [X]88
¢ Dibujos de ser estos pertinentes [ 1]
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas [X]12s
COMPLETA [X] INCOMPLETA []
DISENO INDUSTRIAL [ ]
+ Indicacién de que se solicita el registro de Disefio Industrial [ ]

¢ Datos de [dentiflcacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]
¢+ Representacion gréafica y fotografica del Disefio Industrial o muestra del material

que incorpora el disefio [ ]
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas []
COMPLETA [ ] INCOMPLETA []

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

Indicacién de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado |
Datos de Identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacion grafica del esquema trazado

[
|
Comprobante de pago de las tasas establecidas [

et el e B

* & &0

COMPLETA | INCOMPLETA [ ]
Firma Responsable/
Fecha Carrera 13 No. 27-00 Piso 5, 7y 10
Conmutador: 3 82 08 40
Fax: 350 52 20
E-mail: infofisic.gov.co
WWW.SIC.gOV.CO

Bogota, D.C., Colombia



