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Patente de Invencién
Capitulo I.

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL

SOLICITUD DE :

[ ]

Patente de Modelo de Utilidad
Capitulo Il

@ Nombre: WYETH
SOLICITANTE IDENTIFICACION
1) Direccidn: Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940, Estados Unidos
® cec. (] w~w []
Nacionalidad o Domicilio:  Nueva Jersey, Estados Unidos
Luger de Conetitucion:  Delaware, Estados Unidos ce [ ] om []
Teléfono: Fax Cual
E-Mall Numero
_o Nombre:  ALVARQ CORREA ORDOREZ IDENTFICACION
REPRESENTANTE | Direccién: Avenida 82 No.10-62 Piso 6 ce. [x] w []
O APODERADO CE. |:| ot |:|
Teléfono: 634 1500 Fax: 3782211 Cual
. 70.143.306 de .
E-Mall: office.bogota@bakemet.com Nimeo _Usequé P 20281
BO) Nombre: VU, An-Thien
.mvemon (ES) |Direccién: 1212 Chestarshira Drive, Poltstown, Pennayivania 18465, Extados Unidos ‘
72)
Nacionalidad o Domicillo: Estadounidenss

_@ PCT (85)

Solicitud Intemacional No.
Publicacién Intemacional No.

PCT/US2005/031696
WO 2006029146

Fecha (08-SEP-05
Fecha 18-MAR-08

(®) Trwio (54

6H{1]BENZOPIRANC{4, 3-bJQUINOLINAS, Y SU USO COMO AGENTES ESTROGENICOS

(@) ciasificacién Intemacional (51)

CO7D 491/06, AGIP 35/00, AG1K 31/47

07-2107

(® Prioridad (33) Pafs de Origen (32) Fecha (31) Namero de Solicitud
us (07-SEP-04 60/607.766
sif]x] w~o
1 Comprobante de pago No,  08-85244 06-85248, 078702y e ochg 310V-S, -n0v-8, -ene-T y

12-gne-7

Instrucciones para el diligenciamiento del presenta formulario, ver reverso de esta pagina




( () : ANEXO8 )
[[X7] comprobanta de pago do Ia tasa de presentacién de la solicitud nnpn

m Documento que acredita la existencla y representacion legal cuando i solicitante sea pereona juridica - 2

X7 Poderss, s fuere el caso

m Documento de cesldn del inventor al solichiante o a su causante

] Declaraciones

m Copia de la solicitud intemaclonal. {(Resumen, descripcidn, relvindicaclones, dibujos)

[[X7] Treduccion de la solicitud intemacional al castelianc. (Resumen, descripcion, retvindicaciones, dibujos)

[—] cople el examen preiiminar intemacional sfectuado por la Autoridad Intemacional de Examen praiminar (IPEA)
] Treduccion del axamen preliminar intemacional efectuado por la IPEA

D De ser el caso, copia del contrato de acceso

D De eer &l caso, documento que scradite la licencls o autorizecidn de uso de conocimienioa tradicionales de ias comunidedas
Indigenas

De ser el caso, certificado de depdsito del material bioldgico

[ ] Ao finat 12x12

D De sor ol caso, Iformacidn sobre otras solicudes de patents o tiulos obtanidos en el exdranjero por el mismo tiular o su
causante, relacionadas parcial o totaiments con la Invencién de esta solicitud
De ser ol ceao, modificaciones efeciuadas a la solichud intemacional.

x | otros: Extractoe, Reporte Internacional de blisqueda, copla de salicitud Intemnacional republicada y notificacion de
" prasentacidn de documento de prioridad

() FIGURA CARATERISTICA

DDYBOGDME-71237-V1-F2007_D0OI37-0103-FETITORNL.DOC
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SUPERIITEIDERCIA EE INBUSTRIA Y CONERCID
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NIT ¢ BolTiognz  CUPENTENLENCA GE MOUBTIOA Y COMTEIG
’ y ‘ Had: U/-022394- -00000-0000

HOC: AN -USUU 17 M0 LD, MK NULUHEALIUNES
i 11 FAIENIEIYE

. Eve: $7/0 FASENACIUNALI
RECIBO CFICIAL LECAOR ¢ 04 - 85,244 ACt 41T PHENENIACEN Folos:
FECHA 1 WOVIENBRE 3 DE 2004 e

‘SIHITE TIFD PASD CUENTR Ho. PASY FECHA P82 Ir. 4—
ORLANDN) LINARES CRSITACICH  BANCD POPRAR  CR-CC110-6 AT WL 124,285,009.00

$hass C O HEEPT O Uit

CANT. RENTISTICD CONCEPTD TOTAL CEICEPTO
{ 30005-01-0b REBISTRD DE CESION, CANBIO 3 Y DNSEMAS CONERCIALES, HAR 734,000.00
- AL : 3 734,000.00

S0M: EOSCIEMTCS TREINTA Y CUATRC MIL PESOS

RESPOBSABLE 1

RECIBC EE CATA APLICAN) A EIPERIENTE Ha.




SUPERINTEWDEXCIA DE I[XDUSTRIA Y CIMERCIC

Nt

RECIBD OFICIAL BECMA : % - 83,243
FECHA 3 NOVIENERE 3 3E 2004

» NORNE
o ol UZaTe Qo o,
b AN o, prl
Act 511 mﬁw Ay

sIn CONSISXACION 3ta08

il

‘llﬂl’ﬁ TIPD PAGD BANCO
CRLANDG LIRARER CONSIGRACION POPIRAR
3t C 0 ¥

AHbILTE  0U/1L72004

it

124,285,000.90

CHIT. RENTISTICO

TOTAL CCHCEFTO

'ﬂ 30003-01-06 REBISTRO DE CESION, CAXEID

SOM: BOSCIENTOS TREINTA Y CUATRC NIL PESOS

RECIBC EE CACA APLICADD AL EXPEDIENTE Ho.

i3 NONDRES ¥ COMERCIALES, AR

TTAL :

i, 0.
a3, 0.0
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& NNapg
‘mmm _"j;t CnECak oo T -
Rad: 07-0z; Do Y eI
- BRN- Y .
SUPERINTENDERCIA DE INGUSTRIA ¥ CMERCIC o ;}umuul};’.ﬂ"" LD, 0 N0 ACH
Act 4
21T : 860176089-7 T FULSENIACRN  roms: 1y
CIB0 OFICIAL DE CRJA : O7 - 8,702
1A 3 ENERD 30 DE 2007
$3833 CONSIGHACION Biasd
DEPOSTTANTE TIPO PASD  BARCO CUENTR No. PABD  FECHA PO ur..gﬁ
ORLANDD LINARES CONSIANACIDN  BAMCO POPULAR  C30-0011C-s BHECTI?  W/CLI200T  99,835,000.00
BIE S E R CEPT D M
[. REMTISTISH CONCEPTO TOTAL CORCEPTD
§ 50005-01-09 OTROS SERVICIOS OE PRIPIEBAE I 21 CERTIFICACIONES 11,009,
ToTAL ¢ 1,000.0¢

= CHCE AIL PESTS

RECIBC BE CAJA APLICADD AL EIPEZIENTE Ro.
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" SUPEKIVI ENUEMIA LE INDUSTHIA ¥ MERO
Rad: 07-U2Z384- -00000-0000
Foc: ARV 170010 LGP, AR NUELIEAUIUNES
(9, 11 PAIENIEITE

M8 HASENAUINALL
hu”.:"m'|m +oBoE- U

RIT 1 BCO17A0R9-2

.H CFICIAL BE CASA

s 7 - N7
FECHA : EMERC 12 BE 2007
19938 CONSIBMACION shame
BEPUSITANTE TIPO PASO BANCD CUENTA Mo. PAGD  FECHA PE0 . _@a
ORLANDO LINARES COMSISHACICH  BANCO POPIRAR  050-00110-5 MIN2%  13/01/2007  71,059,000.00
W C O W CEPTD pss
.nr RENTISTICD CONCEPTE TOTAL CONCEPTO
1 50003-0i~0% OTROS SERVICISS D€ PROPIEDAE I 998 VALOR CIMPLENENTC TARIFA MO ANTR 3,000.00

TOTAL : $ 3,000.90

SCM:  TRES MIL PESOS

RESPONSABLE :

iBC LE CAJA APLICADD AL RSUNTE Ha.
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TRADUCCION OFICIAL No. 046/07 de un documento escrito en Inglés, el cual
para su Identlficacién se sella con el sello del Traductor. Esta es una
Traduccién Oficlal efectuada el dia 1 de marzo de 2007 por la Sra. Marla
Teresa Lara, c.c. 41.568.055 de Bogotd, Traductora Oficial segin Resolucién
No. 01016 del 2 de octubre de 1998, expedida por el Ministerio de Justicla.

Poder otorgado por la compafila WYETH con respecto a la solicitud de patente
titulada “6H-[1]BENZOPIRANO{4,3-bJQUINOLINAS Y SU USO COMO AGENTES
ESTROGENICOS”". Certificacién notarlal suscrita por Michelle L. McGowan,

Notario Pulblico del estado de Nueva Jersey, E.U.A., y legalizaclones

subsiguientes.

EL PODER NO SE TRADUCE POR ENCONTRARSE EN INGLES Y ESPANOL EN EL
DOCUMENTO ORIGINAL.

ESTADO DE NUEVA JERSEY )

) SS:
CONDADO DE MORRIS )

A los 10 dias del mes de enero de 2007, ante ml personalmente
compareclé Willlam H. Calnan, Secretario Asistente de Wyeth, a qulen conozco
y de quien me consta que es |la persona descrita en el instrumento anterior y

quien lo suscribld, y reconoclé ante ml haber otorgado el mismo.

(Fdo.) Michelle L. McGowan
Notarlo Pubtico

(Sello notarial
en relieve)

[Sello] MICHELLE L. McGOWAN
Notario Plblico, Estado de Nueva lersey
No. 2108903
Habilitada en el Condado de Morris
La comisién expira el 9 de febrero de 2011
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Traduccién Oficial No, 046/07 - Pégina 2

AP STILLE
(Conventlon de La Haye du 5 octobre 1961)

1, Pals: Estados Unidos de América

A w N

Este documento publico ha sido firmado por: Michelle L. McGowan
actuando en calldad de:  Notario Plblico de Nueva Jersey

lleva el sello/timbre de: Michelle L. McGowan, Notarlo

CERTIFICADO

en Trenton, Nueva Jersey

el dia 16 de enero de 2007

No. A280643

Sello/Timbre:

(Selio del Estado
de Nueva Jersey)

por Bradley Abelow, TESORERO DE NUEVA JERSEY

10. Firma

(Fdo.) Bradley Abelow

pANNg

La anterlor es traduccién flel y completa del documento en referencia, de la
cual se deja copla en este archivo para su confrontacion.

Marfa Teresa Lara R.

c.c. 41.568.055 de Bogota
Traductora Oficlal segin
Resolucidn No. 01016 del
2 de octubre de 1998, del
Ministerio de Justicia
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APOSTILLE
(CONVENTION DE LA HAYE DU 5 OCTOBRE 1961)

COUNTRY: UNITED STATES OF AMERICA

THIS PUBLIC DOCUMENT HAS BEEN SIGNED BY:
MICHELLE L MC GOWAN

ACTING IN THE CAPACITY OF:
NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY

BEARS THE SEAL/STAMP OF:
MICHELLE L MC GOWAN, NOTARY

CERTIFIED

AT TRENTON, NEW JERSEY
THE 16TH DAY OF JANUARY 2007 °

BY: Bradley Abelow, NEW JERSEY TREASURER
-

“tad .
NO. A280643 o pe. SRR

L] h
4 o

SEAL/STAMP: 10. STENATUHE:







ARER & MY Lo

POWER OF ATTORNEY
The undersigned.
WYETH
with offices at

Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940,
United States of America

declares that it hereby grants to

ALVARO CORREA-ORDONEZ and/or
OLGA GEORGETTE OTERO and/or
RICARDO METKE and/or

JUAN PABLO CONCHA

@ all members of the law firm Raisbeck, Lara, Rodriguez & Rucda,

with domicile at Av. 82 No. 10 — 62, 6Th floor, of Bogotd D. C.,
Colombia, and for so long 8s they remain members of the law
firm, a full and sufficient power of attorney with respect to
Colombian patent application(s) based on PCT/US2005/031696
and entitled “'6H-[1]BENZOPYRANO[4.3-b]QUINOLINES
AND THEIR USE AS ESTROGENIC AGENTS”

and to obtain patent protection thereof, for which purpose I (we)
authorize the said attorneys to represent me (us) before any
suthorities or persons, with or without jurisdiction, specially those
administrative, administrative contentious and judicial, as well as
before Arbitration Court, in all matters concerning the following:
a) Obtainment of a patent(s) based upon said patent application(s},
including filing of assipnments, change of name or address,
voluntary cancellation; and defending oppositions, cancellations,
mullity, writ mandamus, and in general the civil, penal, an
administrative processes relating to those rights,

1 hereby ratify all lawful actions previously taken on behalf of this
company by the aforementioned attorneys with respect to the

mentioned matters.
day of Jhnry of 2007

Done and subscribed in
Signature of the person issning the Power

o

On the

WYETH

William H. Calnan ;

1

Assistant Secretary

Lara, Rodriguas & Rusda

Raisbeck,
Av. 82 No. 10 - 62 6th Ploor

Bogotl, Colombia

NIT: 380.088.840-3
Tal: +57 1834 1500
Fax: +57 1 378 2211
www.bakamet.com

M ﬂﬂnlo

PODER DE ABOGADO
La abajo firmada,
WYETH

con oficinas en

Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940,
Estados Unidos de América

declara por ¢l presente que otorgs 8

ALVARO CORREA-ORDONEZ y/o

OLGA GEORGETTE OTERO y/o

RICARDO METKE y/o

JUAN PABLO CONCHA
Todos miembros de la firma de sbogados Raisbeck, Lara,
Rodriguez & Rueda, con domicilio en la Av. 82 No. 10 — 62
Piso 6 en Bogoté D. C., Colombia, y hasta tanto ellos continien
siendo miembros de la firma, poder especial amplio y suficiente
respecto a la solicitud(es) de patente en Colombia basada(s)
PCT/US2005/031696 y titulada

y para obtener la proteccién de pateate de la misma, a cuyo
efecto sutorizo (amos) & los dichos apoderados para que me
{nos) representen ante cualesquiera entoridades o personas,
ejerzan o no jurisdiccién, especialmente ante las del orden
administrativo, contencioso-administrativo y judicial, as{ como
los tribunales de arbitramento, en todo lo concerniente a los
siguientes asuntos: a) Obtencidn de la(s) patente{s) de invencidn
basada(s) la mencionada solicitud de patente, incluyendo
presentacién de traspasos, cambio de nombre o direccién,
cancelacién voluntaria; y defensa en oposiciones, cancelaciones,
mulidades, 1a tutels, y en general procesos civiles, penales,
administrativos relacionados con estos derechos.

Igualmente, ratifico todo lo actuado en derecho hasta el
momento en nombre de esta compafiia por cualquiera de los

Dado y firmado en

Alos M diss del mes de  EAEve de 2007

Firma de la persona que firma ¢l Poder



Baxper &MCKRENSI:

POWER OF ATTORNEY
The undersigned.
WYETH
with offices at

Five Giralda Farms, Madison, NJ 07540,
United States of America

declares that it hereby grants to

ALVARO CORREA-ORDONEZ and/or

OLGA GEORGETTE OTERO and/or

RICARDO METKE and/or

JUAN PABLO CONCHA
all members of the law firm Raisbeck, Lara, Rodriguez & Rueda,
with domicile at Av. 82 No. 10 — 62, 6Th floor, of Bogoti D. C.,
Colombia, and for so long as they remain members of the law
firm, a full and sufficient power of attorney with respect to
Colombian patent application(s) based on PCT/US2005/031696
and entitled_ “§H-[1IBENZOPYRANOI[4.3-bJOUINOLINES
AND THEIR USE AS ESTROGENIC AGENTS"
and to obtain patent protection thereof, for which purpose 1 (we)
authorize the said attomeys to represent me (us) before any
authorities or persons, with or without jurisdiction, specially those
administrative, administrative contentious and judicial, as well as
before Arbitration Court, in all matters conceming the following:
a) Obtainment of a patent(s) based upon said patent application{s),
including filing of assignments, change of name or address,
voluntary cancellation; and defending oppositions, cancellations,
mullity, writ mandamus, and in general the civil, penal, an
administrative processes relating to those rights.

1 hereby ratify all lawful actions previously taken on behalf of this
company by the aforementioned attorneys with respect to the

mentioned matters.
day ofwaY of 2007

Done and subscribed in
Signature of the person Issulng the Power

Yo

On the

WYETH

William H. Calnan ;

Assistant Secretary

A0S Calomtia

Lamm, Rodrigus & Rusds
lzhb. 10 - 62 8th Fioor

Bogod, Colombla ﬂﬂnlo

NIT: 880.088.840-3
Tek +57 1 634 1300
Fex +37 1 376 2211
www.bhehkamat.com

DER GADO

La abgjo firmada,
WYETH

con oficinag en

Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940,
Estados Unidos de América

declara por el presente que otorga &

ALVARO CORREA-ORDONEZ y/o

OLGA GEORGETTE OTERO y/o

RICARDO METKE y/o

JUAN PABLO CONCHA
Todos miembros de 1a firma de abogados Raisbeck, Lara,
Rodriguez & Rueda, con domicilio en la Av. 82 No. 10 — 62
Piso 6 en Bogotd D, C., Colombin, y hasta tanto ellos continlien
giendo miembros de la firma, poder especial amplio y suficiente
con respecto a la solicitud{es) de patente en Colombia basada(s)
en PCT/US2005/031696 y titulada

y para obtener la proteccién de patente de la misma, a cuyo
efecto autorizo (amos) a los dichos apodemados para que me
(nos) representen ante cualesquiera sutoridades o personas,
ejerzan o no jurisdiccién, especialmenic ante las del orden
administrativo, contencioso-administrativo y judicial, asi como
los tribunales de arbitramento, en todo lo concerniente a los
siguientes asuntoa: a) Obtmr.xdnde la(l) pnwnte(s)demvmbn

presentacién de uupaso:. cambio de nombre o direccién,
cancelacién voluntaria; y defensa en oposiciones, cancelaciones,
milidades, 1a tutela, y en gensral procesos civiles, penales,
administrativos relacionadoa con estos derechos.

Igualmente, ratifico todo lo actusdo en derecho hasta el
momento en nombre de esta compailia por cuslquiern de los
mencionados apoderados en los casos mencionados.

Dado y firmado en

Alos I dias del mes de  Eaewo de 2007

Firma de la persona que firma el Poder
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STATE OF NEW JERSEY )
) SS:
COUNTY OF MORRIS )

On this 10™ day of January 2007, before me personally appeared William H.
Calnan, Assistant Secretary of Wyeth, to me known and known to me to be the individual
described in and who executed the foregoing instrument, and he acknowledged to me that

he executed the same.

Notary Public
MICHELLEL.McGOWAN - - S
mp.u,momwlﬁ'l. .-
No. 2108903 - )
Coanon Bepies Feb. 3, 2011
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TRADUCCION OFICIAL No. 047/07 de un documento escrito en Ingiés, el cual
para su Identiflcaclén se sella con el sello del Traductor. Esta es una
Traducclén Oficial efectuada el dia 1 de marzo de 2007 por la Sra. Marla
Teresa Lara, c.c. 41,568.055 de Bogotd, Traductora Oficlal segiin Resolucién
No. 01016 del 2 de octubre de 1998, expedida por el Ministerio de Justicla.

Cesibn a WYETH de solicitud de patente para el invento “6H-
[1]BENZOPIRANO[4,3-b]JQUINOLINAS Y SU USO COMO AGENTES
ESTROGENICOS”. Certificacién de la Oficina de Patentes y Marcas de los

Estados Unidos y legalizaclones subsigulentes,

LOS ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
A TODO AQUEL QUE VIERE EL PRESENTE:

DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE LOS ESTADOS UNIDOS
Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos

26 de enero de 2007

POR EL PRESENTE SE CERTIFICA QUE ADJUNTA SE ENCUENTRA UNA COPIA FIEL
TOMADA DE LOS REGISTROS DE ESTA OFICINA DE UN DOCUMENTO REGISTRADO
EL 5 de octubre de 2004

Por autoridad del

Subsecretario de Comerclo para Propledad Intelectual
y Director de la Oficina de Patentes y Marcas de los
Estados Unidos

(Selio de la Oficlna de
Patentes y Marcas de los (Fdo.) W. Montgomery
Estados Unidos de América)
W. MONTGOMERY
Funcionario Certificador
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RESOLUGION Xs. 0187

Iraducciéon Oficlal No, 047/07 - Pégina 2 nAnNt3

Expediente No: WYTH0085-001 (AM100545L1)

CARATULA DE FORMULARIO DE REGISTRO
PATENTES UNICAMENTE

Para el Honorable Comisionado de Patentes y Marcas: Favor registrar los
documentos originales adjuntos o copla de los mismos.

1. Nombre de la(s) parte(s) que efectia(n) el traspaso:

Thi iemb 4
Primer Cedente / Fecha de Firma

Segundo Cedente / Fecha de Firma

Tercer Cedente / Fecha de Firma

Cuarto Cedente / Fecha de Firma

Quinto Cedente / Fecha de Firma

Sexto Cedente / Fecha de Firma

Se adjunta(n) nombre(s) adicional(es)
de parte(s) que efecttie(n) el traspaso? [ 1S [X]No

N

Nombre y direccién de la(s) parte(s) receptora(s):
Nombre: Wyeth

Direcclén: 5 Giralda Farms
Ciudad: Madison
Estado: Nueva Jersey Zip: 07940

Se adjunta(s) nombre(s) y direccién(es) adicional(es): [ 1Sl [X] No

3. Naturaleza del traspaso:

[X] Nueva Ceslén [ 1 Fusién
[ ] Acuerdo de Garantla [ 1 Contrato de Licencla
[ ] Camblo de Nombre [ ] Otro

[ ] Referencla cruzada de Ceslén presentada en la Solicltud de los
Estados Unidos No.




Q

ARIA TERFRA VARA

o

RESOLINDN Hhy
DE ECNATIEE

Traduccién Oficlal No, 047/07 - Pégina 3 LA

4. Identificacion del(los) nimero(s) de Solicitud, niimero(s) de patente O fecha de
firma de la solicitud a la cual se refiere la cesldn:

Nos. de Solicitud: | Nos. de Patente: | Fecha de firma de la solicitud por el

60/607,766 primer Inventor firmante

8;?:7";5:' (Dlligenciar esta fecha Unicamente sl la
ceslén se presenta junto con una nueva
solicitud)

5. Nombre y direcclén de la parte a la cual se debe envlar la correspondencia
relativa a 1os documentos:

Nombre: Michael P. Straher

COZEN O'CONNOR

1800 Market Street

Philadelphia, Pennsylvania 19103-3508
215.665.2000

6. NuUumero total de solicitudes y patentes Incluldas: Una

7. Derechos totales (37 CFR 1.21(h) & 3.41) US$ 40
[ ] Adjuntos

[X] Autorizacién para cargarios a la Cuenta de Depdsito Nimero 50-1275

8. Favor cargar cualquier faltante o acreditar cualquier sobrante a la
Cuenta de Depésito Niimero 50-1275

(Adjuntar duplicado de esta pdgina si se paga medlante cuenta de depdsito)

NO UTILIZAR ESTE ESPACIO

9. Declaracién de firma

Segun mi leal saber y entender, la informacién anterior es veridica y correcta y
cualquler copla adjunta es fiel copla del documento original.

Janet S, Jjullantl (Fdo.) Janet S. Jiullant Octubre 5, 2004
Nombre de la Firma Fecha

persona que fima

Numero total de péginas Incluyendo cublerta, anexos y documentos: 4

Enviar documentos para registro con Informaclén requerida en la carétula a:
Commissioner for Patents, P.O. Box 1450, Alexandria, VA 22313-1450
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Traducciép Oficlal No, 047/07 - Pigina 4
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Expediente No: WYTH0085-001 (AM101545 L1)
Patente

Ceslén de Invento

En virtud del pago por la CESIONARIA al CEDENTE de contraprestacién
vdlida, el recibo de la cual se reconoce por la presente,
el CEDENTE:

(1) Nombre Completo del Inventor: An Thien VU
Residencla: 1212 Chestershire Drive, Pottstown, Pennsylvania 19465
Ciudadania: Estados Unidos de América

por la presente vende, cede y traspasa a la CESIONARIA:

Wyeth

Five Glralda Farms

Madison, New Jersey 07940
y a los sucesores, cesionarios y representantes legales de la CESIONARIA,
todo derecho, titulo e interés para los Estados Unidos y sus poseslones
territoriales y todos los paises extranjeros, Incluyendo todo los derechos a

reclamar prioridad, en y sobre el invento tituftado:

6H-[1]BENZOPIRANO[4,3-bJQUINOLINAS Y SU USO COMO AGENTES
ESTROGENICOS

e inventado por el CEDENTE y los siguientes Inventores adicionales, en caso

de haberlos:

y el cual se encuentra en la Solicltud Provisional de los E.U. No. 60/607,766

presentada el: 7 de septiembre de 2004

[marcar también sl se estdn cedlendo solicitud(es) extranjera(s}]
[X] y cualquler equivalente legal de las mismas en un pals extranjero,

debiendo Insertarse aqui la fecha de presentacion y el ndmero de dicha

solicitud de los E.U., una vez se conozcan, Incluyendo el derecho a reclamar
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prioridad, incluidas todas y cada una de las mejoras alli divulgadas, y en y
sobre todas las Patentes que hayan de obtenerse para dicho Invento en virtud
de la solicitud anterior o cualquler solicltud provisional, no provisional, de
continuacién, divisional, de renovacién o sustituta de la misma posterlormente

presentada, y respecto de Patentes, cualquler reemislén o reexamen de las

mismas.

El CEDENTE pacta por el presente que no se ha hecho nl se hard nl se

realizard ninguna cesién, venta, acuerdo o gravamen que pudiese entrar en

conflicto con esta cesién.

El CEDENTE autoriza a la CESIONARIA a presentar solicitudes y recibir
Patentes para dicho invento en cualquiera de dichos paises en su proplo

nombre, o en nombre del CEDENTE, a su eleccién.

El CEDENTE pactan y acuerdan suscribir u obtener cualquler garantia
adiclonal necesaria del titulo sobre dicho Invento y cualquier Patente que
pueda expedirse para el mismo y, en cualquler momento, a solicitud y por
cuenta de la CESIONARIA, entregar cualquier testimonlo en cualquier
Interferencla, litiglo o proceso relacionado con el mismo y otorgar todos los
documentos que puedan ser necesarios o convenlentes para perfecclonar el
titulo sobre dicho Invento o cualquler Patente que pueda otorgarse para el
mismo, a la CESIONARIA, sus sucesores, cesionarios u otros representantes
legales y, en cualguler momento, a solicitud y por cuenta de la CESIONARIA,
suscribir cualquier continuacién, continuacién en parte, solicitud divisional, de
renovaclén o sustituta del mismo, y en cuanto a Patentes y reemisléon o
reexamen de las mismas, o cualquier otra solicitud adiclonal de Patente para
dicho Invento o cualquler parte del mismo, todas las cuales solicitudes y

cualesquiera Patentes que se expldan sobre el mismo son por la presente
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cedidas a la CESIONARIA, y harén todo los juramentos o declaraclones licitos,
y realizardn todo los actos licltos requeridos para adquirir el mismo, sin otra

compensacién, pero por cuenta de la CESIONARIA, sus sucesores, ceslonarios

u otros representantes legales.

El CEDENTE autoriza y solicita al Comislonado de Patentes expedir todas
y cada una de las Patentes de los Estados Unidos para dicho invento,

resultantes de cualqulera de las anteriores solicltudes, a su CESIONARIA.

(Fdo.) An Thien Vu 9-28-2004
An Thlen VU Fecha

Estado de Pennsylvanla }

SS:
Condado de Montgomery }

A los 28 dias del mes de septlembre de 2004, comparecié personalmente ante
ml An Thien VU, a qulen conozco como la misma persona descrita en el
Instrumento anterior y qulen lo otorgd, y reconoclé haber otorgado el mismo,
por su propia voluntad y para los propdsitos alli senalados.

(Fdo.) Judith A. Johnston
Notarlo Plblico

[Sello] SELLO NOTARIAL
JUDITH A. JOHNSTON, Notarlo Pablico
Mplo. de Collegevllie, Condado de Montgomery
MI comisién expira Septiembre 19, 2006

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Pais: Estados Unidos de América

Este documento publico

2. ha sldo firmado por W. Montgomery
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3. actuando en calldad de  Funclonario Certificador
4. lleva ef sello/timbre de  Oficina de Patentes y Marcas
Certificado

5. en Washington, D.C.
6. el dia treinta y uno de enero de 2007

7. por el Funcionario Asistente de Autenticaciones, Departamento de
Estado de los Estados Unidos

B. No. 070117824

9. Sello/Timbre 10. Firma

(Sello en relleve del

Departamento de Estado (Fdo.) Denitra T. Hawkins
de los

Estados Unidos de América)

ADIUNTA, AL FINAL DEL DOCUMENTO, HOJA DE TRANSMISION DE FAX BAJO

LA CUAL SE REMITE LA CARATULA DEL FORMULARIO DE REGISTRO,
TRADUCIDA EN LA PAGINA 2 DE ESTE DOCUMENTO.

La anterlor es traducclén flel y completa del documento en referencla, de la
cual se deja copia en este archivo para su confrontaclén.

Mar{a Teresa Lara R.

c.c. 41.568.055 de Bogota
Traductora Oficial segln
Resolucién No. 01016 dei
2 de octubre de 1998, del
Ministerio de Justicia
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APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America

This public document

2. has been signed by W. Montgomery

3. acting in the capacity of Certifying Officer

4. bears the seal/stamp of Patent and Tradeamark Office

Certified

5. at Washington, D.C.

6. the thirty-first of January, 2007

7. by Authentication Officer, United States Department of State

m. ignature: J |

Denitra T. Hawkins

8. No. 070117824

9. Seal/Stamp:




Wow



A 1370207 .

.2 -‘lrm Iu\ IT

UNITED STATES DEPARTMENT OF COMMERCE
United States Patent and Trademark Office

Japuary 26, 2007 T

THIS IS TO CERTIFY THAT ANNEXED IS A TRUE COPY FROM THE 5
RECORDS OF THIS OFFICE OF A DOCUMENT RECORDED ON Rhe
October 5, 2004, - S

By Authority of the

Under Secretary of Commerce for Intellectual Property
and Director of the United States Patent and Trademark Office

7y

. MONTGOMERY
Certifying Officer
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Ilocket No: WYTHODB85-001(AM 10054511

RECORDATION FORM COVER SHEET

PATENTS ONLY
To tha Honorabla Commissionar of Patenis and TrRdemarie: Plesse Record tho efteched ariginal docusvents or copy themof.
1. Namo of conveying party(iea): 2. Name and address of recsiving party(ies):
Nama: Wysth

Flirst Assignor / Dain of Exsculion
Gtreet Address: & Glrolde Farms

Sacond Azsignor / Date of Exacution City. Madison
Stets: Now Jorsoy Zip: 07940

Tiird Asaignor / Date nf Execulion
Additional Nama(s) & addrasa(s) attached? I:I Yas & No

3 Nlﬂll‘ﬂm
Eaurth Assiongr / Daie of Exacution B NowAssignment [] Mergar
Socurity Agreement [ Ucense Agresment

Sbah Asuignor / Dale of Exacution

Fiith Aasignor / Date of Exacutl
“ on Change of Name O Oter

Cruus-rafurence of Assignment filed In United States
Application No. .

OO0

Asditinral name of conveying party(les) ottachad? [ Yoa B No

4. ideniification of Application number{y), palsnt number{a} OR date of sxscution of application fo which assignment refers:

Patent Application Noa.: Patent Nos.: Date application waa signed by tha firsi namad
Exacuting inventor:

60/607,766 Mlcul 0NO7/04 {F1ll In this dato only If assignmant ia fiad together
with a now applieation)

5. Name and address of paity % whom comaspondence 6. Total numbor of applications snd patants Invaived: One

concaming this dooument should be malied:
gg;;:ﬂ Ml!'m'lq :dsﬂ!ﬂm 7. Total feo (37 CFR341)..... .. $4
e o —
1
8 Authorized to be -] It meoount
215.686.2000 o 0 g Chaed 1o depce

8. Pisass charge any deficlency or credit any overpaymant
t0 Duposit sceount numbar 501376

(Attach duplicate copy of this page if paying by depoak account)

DO NOT USE THIS SPACE

9. Statemont and signature.

Ta the bast of my knowledge and betiaf, the fordgoix of @nd eny stiwchad copy i= & e copy
of the original document. -
Nama of Parson Signing

maqul ' [T
Gurlmhllnnu for Puient, P.O. Dax 1450, Ahlllﬁlh VA 22313-1400

PATENT --,
700120216 REEL: 016217 FRAME: 0554
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DocketNo: WYTHOOBG-001AMIO1BA6LY)
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Assignment of invention

In conaiderstion of tha payment by ASSIGNEE tn ASSIGNOR of good and valusble

comaidaration, the recelpt of which is hareby acknowiadgad,
ASSIGNOR:

{1) Full Name of Inventor: An Thisn VU
Residence: 1212 Chesterehire Orive, Pottstown, Penneytvanla 18465
Clizenship: United States of America

hereby sells, assigns and transfers 1o ABBIGNEE:

Wyeth
Five Giraida Farms
Madison, Now Jorsay 07040 .

and tha succeasomn, saalgna and legal represantativas of tha ASSIGNEE the entire right, title
and interest for the Uniiad Stotas and i fermiiorial possassiona and in all foraign couniries,
including all rights to claim priority, in and to the invention entitied:
SH{11BENTOPYRANO{4,3-bJQUINOLINES AND THEIR USE AS ESTROGENIC AGENTS

and invented by ASSIGNOR and the following additional inventore, if any:

and which Ia found In U.S. Provisional Application No. 50/607,766 fliad on: Saptamber 7,
2004

[also check ¥ forsign application{s) ls{are) also baing nssigned].
X  and any legal equivalent therecf in a foreign country,

the date of fling and application number of sakd U.S. application whan known, to be insarted
above, Including tha right to ciaim priority, including any and all improvemants disciosed
therein, and in and to0 afl Letiors Patent to be obtained for saki invention by the sbove
application or any subsaquently filed provisionsl, nonprovisional, continuation, divisional,
renewal, wmw -Muwmmmynlumormmlm

ASSIGNOR hereby covenants that no assignment, sale, agresment or sncumbrance
. has bean or wilf be maxie or snterad into wivich wouid conflict with this sssignment.

ASSIGNOR authorires ASSIGNEE to make applicalions for and to recsive Letters

patant for sald invantion in any of aald couniries in ks own name, or In ABSIGNOR's neme,
at itz alaction.

ASEBIGNOR covenants and agraas o axecite or procuna any further necessery
sasurance of the fitie io said invention and any Letters Patent which mey lssue therefore and
fo, at any tima, upon the requeat and st the sspense of ABSIGNEE deliver any tastimony In
sny inlarfarence, itigation of procesding ralsied thereto end exacute all papers thet may be
nacesaary or dasirabla 10 parfact the titie t0 asid invention ar any Lettens Patent which may

AssignmantMemhgp-Puoviaional a0t — Figv S04 Page 1of 2 Axsignment of invertion
Provisional Application

PATENT :
REEL: 016217 FRAME: 0555
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Docket No: WYTHO0B5-001(AM101545 L1)
Patent

be greniad tharefore in ASSIGNEE, its successorn, assigns or other legal representatives,
and that to, at any time, upon the request and ot the expanss of ASSIGNEE axacute any
continuation, continuation-in-part, divisional, renewal or substiiula thereof, and os to Leltors
Patent and relssue or re-examination therecf, or any other additional appilcations of Letters
Patent for sald invention or any part thereof, all of which applications and any Lotiers Patent
lssuing thareon are haereby assigned o ASSIGNEE, and will make ol ighthsl oaths or
declarstions, and do all lawful acte requisita for proowing the sams thereln, without fusthar
compeansation, but at the expense of ASSIGNEE, Its succsssors, assigne or other legel
reprasentatives.

ASSIGNOR authorizes and requests the Commissioner of Patonts o issue any and all
Lottare Patent of the umusmtuwdwmmmmmofmm
appiications to is ASSIGNEE.

Ml M e et soon
An Thien Date

ACKNOWLEOGMENT

State of '&Huqunmi} }
a8
Cotyor _Morrmomepy )

Onlhn”g' day of -iFT'EMAEP. 2004, An Thien \VU parsonally appesmed before
me, known by me fo be the same person describad in and who executad the foragoing
Instrument, and scinowlecdged that he/she executed the sams, of his/her own free will and
for the purposea set forth.

_8%% Opledte

AssignmentNemApg-Provisionsl.dot - Rev §04 Paga2of2 Assignment of invention
Provisional Appiication

PATENT

nﬂn23

REEL: 015217 FRAME: 0656
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== conN =
= O'CONNOR _vesmamme:
oo ATTORMNEYS WO

1900 MARKET STREET  PHLADELMHIA, FA TR103-0508 213.4435.2000 BO0.323.2000 215.443.2011PAX  wwiw.cosen.com

FACSIMILE

FROM:  Jorwt S. Jivlianf TWEKEEPER NO.: 2375 -
SENDER'S PHONE:  215.665.2165 SENDER'S FAX: 215.701.2098
# OF PAGES [INCLUDING COVER): 5 ALENAME:  WYTH0085-001
DATE: Oclober 5, 2004 FILE #: 145872.000

RECIPIENT(S) PHONE FAX
U.S. Patent and Trademark
Office (Asﬂqnn'_ilnl' Division) 1-703-308-4357 1-703-306-5995
messaGe: RE: SERIAL NO. 60/607,766 FILED September 7, 2004; INVENTOR:
An Thien VU

IF YOU DO NOT RECEIVE AlL PAGES, PLEASE CALL [215.665.2000] or [800.523.2900] IMMEDIATELY.
THIS TRANSMISSION IS ALSO BEING SENT VIA:

O Regular Mol

0] Cartthed Mail

[ Hond Dalivary
O Ovamight Maill
[J Federed Express
O emad

NOTICE

mmﬂnm-hum.pﬂqd-d-ﬁhﬂ i is intunded for tha waer of the individual or entlly el abune. ¥ tha remer of

mhwhn—dﬂﬂu—,hnﬁhhﬁy that any consideraion, dlsemination o duplication o this cormmsastion Is siriclly
B the ook s b remived s semumbzotion In srrer, pleate retum this Srenemisdon 1o s ol the alove sddvs by meil. W will minbure

you for pasiege. h-ﬂ-,"-——uhi—-nmdndh LS., plome noilfy ve inrmediasaly by phandeg ord nking ks e Fax Conier.

PATENT
REEL: 016217 FRAME: 0657
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RECORDATION F RM COVER SHEET

PATENTS ONLY
To tha Honarshis Crmmissionar of Paiants and Tradamaries Pisssa Racord tha aftachad original documents ar copy Thame,
1. Nemea of comoying party(fes). 2. Name and address of receiving pariy(les):
Name: Wyeth

Firat Amsignor / Date of Exacullon
Strect Addreas: 5 Olrsida Fams

Swcord Aasignor / Duts of Execution City: Madieon
Sipte: New Jarasy Zip: OTB40

Third Assignor / Dals of Exacution
Additionsl Neme(s) & addrees(es) attached? (J Yes £ No

3. Nasture of canvayanou:

New Assignmant [ Merger

Secusity Agreement  []  Licenss Agreament
Changs of Nyrna O Other

Crasa-reference of Assignmer flad in Uniled Blates
Application No. .

Fourth Asalgnor / Date of Exscition

Fifth Assignor / Date of Exacution

000 ®

Sbah Assignor / Date of Execution
Addiional name of corweying partyfias) sttached? ] Yes B No

‘. 4, ldentthcation of Application number(s), patent number{s]) OR dits of exocution of epplication to which sssignmant refars:

Puient Application Nos.: lPﬂHNM Date application waa aigned by tha first rarmed
Exocuting Inventor:
GA/607, 754 flied 050704 (FMl in thia data only If sssignmant s fllad Wogether
with & new applicstion)
6. Nama and sddiress of pasty %o whom comsspandence 6. Total numbur of spplications snd patants volved: Ong
concamning this document shouid ba mallad:
Name: Michssl P. Straher 7. Total les (37 CFR 341} ....... $40
CQZEN O'CONNOR
1900 Market Streat [J Enclosed
Pritacelphia, Pennsyivania 19103-3500
B Authorized tobe o sccount
215.685.2000 : mmm daponil
8. Piasse cherge any m-m-\vm
-mmm
{Attach duplicale copy of this page ¥ paying by deposil secount)
DO NOT USE THIS SPACE

9. Gaternont mnd signeturs.

of the original dooumant.

Commisslonar i Paiend, P.O, Ban 1480, Almandris, VA 22313-1450

PATENT e,
RECORDED: 10/06/2004 REEL: 016217 FRAME: 0558
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PCT/US2005/031696
From the INTERNATIONAL BUREAU mo < ] m A,p
PCT ™
= NNNsE
NOTIFICATION CONCERNING ]
TRANSMITTAL OF COPY OF INTERNATIONAL m‘*g&:ﬂgw- P.
APPLICATION AS PUBLISHED OR REPUBLISHED 1900 Masket Street
Philadeliphia, PA 18103-3508
ETATS-UNIS D'AMERIQUE
Date of mailing (daymenth/year)
16 March 2006 (16.03.2006)
Applicant’s or ageni's file reference
AM101545 ™ IMPORTANT NOTICE
Wil 00%5-5c0  LivTL2])
Intemnational upplication No. Intemational filing date (day/monthyear) Priority date {day/month/vear)
PCTAUS2005/031606 06 September 2005 (06.09.2005) 07 September 2004 (07.09.2004)
Applicant
WYETH et al

The Intemnational Burenn transmits herewith the following documents:

No. WO 2006/029146

No. WO

copy of the intemational application as published by the Tntemalional Buresn on 16 March 2006 (16.03.2006) ander

I:I copy of international applicalion as republished by the International Buresu on onder

For an explanation as to the reason for thig republication of the international application, reference is made to INID codes (15), (48)
or (88) (as the case rnay be) on the front page of the atiached document.

RECEIVED
COZEN 1P NEST

MAR 2 4 7006

DUE DATE_ N\ AP
MAX DATE

DOCKETEDBY __ W1

The Imemational Buresu of WIPO
34, chemin des Colombeltes
1211 Gepeva 20, Switzerlani

Facsimile No+4] 22 740 14 35

Authorized officer
Philippe Becamel

Facsimile No.4+41 22 338 70 90

Form PCT/IB/311 (Junuary 2004)



(19) Worid Intelleciual Property Organization
International Burean

(43) Iuternatiinnal Publication Dale
16 March 2006 (16.03.2006)

nnnag

(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT) y’

= )
o HIRINIERNIDRETDEEINE

(10) International Publication Number

WO 2006/029146 A2

¢(91) [nterpailonal Patent Clamiflication:
CO7D 491706 (2006.01) AGIP 35/08 (2006.01)
ASIK 31/47 (2006.01)

(21) Iotermations] Application Number:
PCT/US2005/03 1696

(22) Intermations] Fiing Date:
6 Scptember 2005 (06.09.2005)

(25) Flling Langusge: English
(26) Publication Langnage: English
(30) Priority Data:

60%07,766 7 September 2004 (07.09.2004) US

(71) Applicant (for all designaread States except US): WYETH
[USAUS]; A corpomtion of the State of Deleware, Five Gi-
rulda Farms, Madison, N 07940 (US).

(72) |nvenior; and

(75) lnventor/Applieant {(for US only;: VU, An-Thien
[US/US|: 1212 Chestershire Drive, Pottstown, PA 19465
(US).

(74) Agenis: STRAHER, Michael, P. el al.; Cozen OConnor,
1900 Market Street, Philadciphis, PA 19103-3508 (US).

(81) Designaied Stuies (uxless otherwise indicaied, for every
kind of rasional protection availabls): AR, AG, AL, AM,
AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BW, BY, BZ, CA, CH, CN,
00, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, EG, ES, I1,
GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, D, IL, IN, IS, JP, KE,
KG, KM, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA,
MD, MG, MK, MN, MW, MX, MZ, NA, NG, NI, NO,NZ,
OM, PQ, PH, PL, PT, RO, RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL,
SM, SY, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC,
VN, YU, ZA, ZM, ZW.

(84) Designated States (unless otherwise indicated, for evary
kind of reglonal protection available): ARIPO (BW, GH,
UM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL. 87, TZ, UG, ZM,
7W), Rurasian (AM, AZ, BY, KG, K7, MD, RU, T3, T™),
European (AT, BR, BG, CH, CY, (7, DR, DK, RR, BS, F,
FR,GB, GR, HU, IR, IS, IT, LT, LU, LV, MC, NL, PL, P,
RO, SE, 31, SK, TR), OAPI (BF, BJ, CF, OO, C1, CM, GA,
ON, 0Q, GW, ML, MR, NR, SN, TD, TG).

Pubilished:
—  withou! indemmailonal seanch repors and to be mpublished
upon receipt of that report

For two-latter codes and other abbreviations, refer to the "Guld-
ance Natzr on Codex and Abbreviations" appearing at the hegin-
ning of each regular issue of the PCT Gazetta.

(54) Title: 6H- [ IBENZOPYRANO}4,3-bJQUINOLINES AND THEIR USE AS ESTROGENIC AGENTS

(57) Abstract: This invontion provides 6H-| 1 |benzopyrano}4,3-b|quinoline
compoonds having the formula I: The imvention forther provides composilions
inelnding the compounds, methods for the mxe of the compoands, and the
methods of preparstiun of the cumpounds,

WO 2006/029146 A2 1180 AAE V1 L D
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6H-{1]BENZOPYRANO{4,3-bJQUINOLINES AND THEIR USE
AS ESTROGENIC AGENTS

FIELD OF THE INVENTION

This invention relates to 6H-{1)benzopyrano{4,3-blquinoline compounds, thelr
use as estroganic agents, and methode of their preparation.

BACKGROUND OF THE INVENTION

The plelotropic effects of estrogens In mammallan tissues have been well
documented, and It ls now appreciated that estrogens affect many organ systems
(sse Mendsisohn and Karas, New Engiand Joumal of Medicine 340: 1801-1811
(1968), Epperson, et al., Psychosomatic Medicine 61: 676-897 (1988), Crandall,
Joumal of Womens Health & Gender Based Medicine B: 1156-1188 (18986), Monk
and Brodaty, Dementla & Gerlatric Cognitive Disorders 11: 1-10 (2000), Hum and
Macree, Joume! of Cerebral Biood Flow & Metaboilsm 20: 831-852 (2000), Calvin,
Maturitas 34: 185-210 (2000), Finking, et al., Zeftschnit fur Kardiologie 88: 442-453
(2000), Brincat, Mafuritas 35: 107-117 (2000), A-Azzewl, Posigraduele Medical
Journal 7T: 202-304 (2001)). Esirogens can exert effecis on tissues In several ways,
and the most wel characterized mechanlem of ection ls thelr Interaction with
estrogen receptors leading to alteratione In gene transcription. Estrogen receptors
are ligand-activated transcription factore and belong to the nuciear hormone receptor
superfamily, Other members of this famlly Include the progesterone, androgen,
glucocorticold and mineralocorticold receptors. Upon binding ligand, these receptors
dimerize and can activate gene trenscripion either by directly binding to specific
sequences on DNA (known as responsd elemenis) or by Interacting with other

" transcription factors (such ss AP1), which in tum bind directly to specific DNA

sequences (see Mogge and Orphankies, EMBO Reports 2. T75-781 (2001), Hall, et
al., Journal of Blalogical Chemiatry 276; 36886-36B72 (2001), McDonnell, Principies
of Molecular Reguiation 351-361 (2000)). A class of “coregulatory” proteina can also
Imeract with the ligand-bound recepior and further modulate Ite transcriptional activity
{sea McKenna, ot al., Endocrine Roviews 20: 321-344 (1968)). it has also besn
shown that estrogen receptors can suppress NFxB-mediated transcription In both a
ligand-depandent and Independent manner (sse Quaedackers, ot al., Endocrinology

nanes
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142: 1158-1168 (2001), Bhat, at al., Journel of Steroid Biochemistry & Molacuiar
Biology 87: 233-240 (1988), Petxer, ot al., Biochemical & Biophysical Research
Communications 286: 1153-7 (2001)).

Estrogen receptors can also be activated by phosphorylation. This
phosphorylation Is mediated by growth factors such as EGF and causes changes in
gens transcription in the absence of figand (see Moggs and Orphanides, EMBO
Reports 2: 775-781 (2001), Hal, et al., Jouna/ of Biological Chemistry 2T8: 36889-
38872 (2001)).

A less well-characterized means by which estrogens can affect calls Ia
through a so-called membrane receptor. The existence of such a receptor is
controversial, but it has been well documented that estrogens can elicit very rapid
non-genomic responses from cells. The molecular enilly responalble for ransducing
these effacts hee not been definlively lsclated, but there s evidence fo suggest It le
at least refated to the nuclear forms of the estrogen receptors (see Levin, Joune! of
Applied Physiology 91: 1860-1867 (2001), Levin, Trenda in Endocrinclogy &
Metaboiiam 10: 374-377 (1998)).

Two estrogen recaptore have been discovered to date. The first estrogen
receptor was cloned about 15 years ago and I8 how referred to as ERa (ses Green,
et al., Nature 320: 134-9 (1888)). The second forn of the estrogen recepior was
found comparstively recently and s called ERP (see Kulper, et al., Proceadings of
the National Academy of Sclences of the Unlted States of Amaerica 93: 5025-5830
(1998)). Early work on ERP focused on defining its affinity for a variely of ligands and
indeed, some differences with ERx wens seen. The tisaue dietribution of ERp has
been wall mapped In the rodent and It fs not coincident with ERa. Tiseues such as
the mouse and rat uterus express predominantly ERa, whereas other tissues such as
the mouse and mat lung express predominanly ERP (ses Couse, et al,
Endocrinology 138: 4813-4621 (1687), Kulper, et al., Endocrinology 138: 883-870
(1887)). Even within the same organ, the distribution of ERz and ERpP can be
comparimentalized. For axample, In the mouss ovary, ERP Is highly expressed In
the granuiosa calls and ERc Ia restricted to the thecal and stromel cells (see Sar and

Woelsch, Endocrinclogy 140: 883-871 (1008), Fitzpalrick, et al., Endocrinology 140:
2581-2501 (1068)). However, there are examples where the recepiors are
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coaxpressed and there Is evidence fram in vitro studlea that ERa and ERp can form
heterodimers (saa Cowley, et al., Joumal of Blological Chemistry 272: 19858-19802
(1887)). '

A large number of compounds have been describad that elther mimic or block
the activity of 17@-esfradiol. Compounds having roughily the same bioingical effects
as 17p-estradlol, the most potert endogencus esirogen, are referred to as “estrogen
receptor agonists”™. Those which, when given in combination with 17-astrediol,
block its effects are cafled "estrogen recepior antagonisis”. (n reaity there Is a
continuum beiween estrogen receptor agonist and estrogen receptor antagonist
activity, and Indeed, soms compounds beheve as setrogen receptor agonists In
some tissues and esiyogen receptor antagonists in others. Thess compounds with
mixed aectivity are called selective sstrogen receptor modulators (SERMS) and are
therapeutically useful agents (.g., EVISTA®) (see McDonnell, Journal of the Soclely
for Gynecologic Investigation 7: §10-815 (2000), Qoldsteln, et sl., Human
Reproduction Update 6: 212-224 (2000)). The precise resson why the same
compound can have cell-specific effocis has not been elucidated, but the differences
In recepior conformetion and/or In the milieu of coregulatory protelns have been
suggested.

It has been known for some time that estrogen receptors adopt different
comformations when binding liganda. However, the consequence and subtiety of
these changes have been only recently revealed. The three dimensional structures
of ERa and ERS have been solved by co-crystallization with various ligands and
clearly show the repositioning of helix 12 In the presence of an estrogen receptor
antegonist, which sterically hinders the proteln sequences required for receptor-
coregulatory proteln interaction (see Plke, et al., Embo 18: 4608-4818 (1908), Shiau,
et al., Celf 96: 827-937 (1698)). In addition, the technique of phage dlsplay has besn
used to identify peptidea thet interact with estrogen recaptors In the presence of
different ligands (ses Paige, et al., Procsedings of the Netional Academy of Sclences
of the United Stales of America 98: 3888-4004 (1998)). For example, a peptide was
identified that distingulshed beiween ERa bound fo the full estrogen recepior
agonists 17p-estradiol and diethystibesterol. A different peptide was shown to
disiinguish between clomiphene bound o ERa and ERf. Theas data Indicate that
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each ligand potontially placos the receptor in a unique end unpredictable
conformation thet Is tikely to have distinct blological activities.
As mentioned above, estrogens affect a panoply of biological processes. In
addition, where gender differences have been described (e.g. disease frequencies,
5 responses to challenge, efc.), it is possible that the expianation Fvoives the
difference in satrogen levels between males and females. Given the impottance of
these compounda, it can be seen that there s a need for new estrogenic agents.
This Invention Is directed to these, as well as other, important ende.

SUMMARY OF THE INVENTION

10 The present Invention provides 6H{1]benzopyranoj4,3-blquinofine
compounds that find use es estrogenic agents. In certaln embodiments, the
compounds have the formula I:

whereln:
15 A and A’ are sach independently OH, H or OR;
each R is Independsntly selected from the group consisting of Ci-Ce alkyl,
alkenyl, benzyl, acyl, aroyl, -C(=0)-OR’, sulfonyl and phosphoryl,
wherein each R' ls Indspendently aelected from C-Cs akyl, Cr-Cy
akenyl, CyC; alkynyl, or CyCyo cycloalkyl, each of which ere
20 optionally substituted by 1 to 3 substituents aelected from C;-Cq alkyl
or halogen; '
R! and R? ere independantly selected from the group conalsting of H,
halogen, C4-Cs alkyl, C1-Cy perhaloelkyl, CFs, C-Cy alkenyl and Cy-Cy alkonxy;
R? R%, R® and R® are each indepandently selected from the group conslsting
25  of H, halogen, CFs, C-Cs perhaloalkyl, C1-Cs alkyl, Cr-C; alkenyl, Cx-Cy aliynyl, Cs-
C; cycloalkyl, Cr-Cs alkoxy, CN, -CHO, acyl, phenyl, aryl and hetsroary;
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wherein the alkyl or alkenyl molstiea of R?, R*, R® and R® can each be
optionally substitiied with up to thres substiuents Independently selected from
halogen, OH, CN, triflucroalkyi, ttfluoroalikoxy, NO; or phenyl, wherein sald phenyl ls
optionally substitited with up to three independently selected R* groups;

wherein the alkynyl molety of R*, R*, R®'and R® can each be optionally
substituted with up to three substituents selectad from halogen, -CN, -CHO, acyl,
trifluoroalkyl, trialkylellyl or phenyl, wherein sald phenyl Is optionally substituted with
up o three Independently selectad R™ groups;

wherein the pheny!, ary! or hateroaryl molety of R?, R*, R® and R” can each be
optionally substitiried with up to thres substituents selectsd from halogen, -CN, alkyl,
alkaxy, perflucroalkyl or perfluoroalkoxy;

each R™ s independently selectad fram the group conslsting of halogen, Ci-
Cs akyl, CyC; akanyl, -OH, C,-C; alkoxy, -CN, -CHO, -NO3, amino, Cy-Ce
alkylamino, di-(C,-Ce)alkylamino, thiol, and C-Cq alkylthlo; and

nisQ,1,2,0r3;
provided that:

et leastoneof Aand A' s not H;

if n is 0, then Ry is not halogen; and

at least one of R?, R* and R® Is halogen, C-Cs alkyl, Cy-C; aikenyl, Cy-C;
alkynyl, C5-C; cycloalkyl, C,-Cy alkaxy, -CN, -CHO, acyl, phenyl, aryl or hetercaryl;
or an N-cxide thereof or a pharmeceutically acceptable salt thaereof or a prodrug
thereof.

The compounds of the Invention are estrogen receptor modulatomn ussiul In
the treatment or Inhibition of conditions, discrders, or disease states that aro at least
partially mediated by an estrogen deficlency or excess, or which may be treatsd or
inhibited through the usa of an estrogenic agent. Thus, in some aespecis, the
invention ls directed io the use of the compounds of the invention In the treatment or
prevention of dissases such a8 osteoporosis, inflammatory bowel diseases, Crohn'e
disease, uksrative proctiis, coiitis, estrogen dependent cancers,
hypearcholesteremia, hyperiipidemia, cardiovascular disease, atherosciercels, senlle
dementias, Alzhaimer's disease, amdety disorders, neurcdegenerative disorders,
Infertility, or arthritle.

PCT/US2005/031696 - - "
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DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

The present Mmvention provides 6H-{1}benzopyranci4,3-bjquinoline
compounds, compositions containing the compounds, and methods for use of the
compounds as estrogenic agents. The compounds of the Invention are ussful In the
freatment and prevention of dissases assoclated with the estrogen receptor,
particularty ERP. In some embodiments, the estrogenic compounds of the Invention
have the formula I:

wherein:

A and A' are each Independently OH, H or OR;

sach R s Independently selected from the group consisting of C,-C, alkyl,
alkenyl, benzyl, acyl, aroyl, -C(=O)-OR’, sulfonyl and phosphoryl,
whersin each R’ ls independently seiected from C.s akyl, Cr-Cy
alkenyl, C»C; alkynyl, aor CyCyp cycloalkyl, sach of which are
optionally substituted by 1 to 3 substiuents selected from C-Cs alkyl
ar halogen;

R! and R? are independently selected from the group consisting of H,
halogen, Cy-Ce alkyl, C1-Cy perhaioalkyl, CF,, Cy-Cy alkenyl and Cy-Cq alkoxy; -

R?, R*, R® and R® are each independently selectad from the group consiating
of H, halogen, CFj, C+Cy perhaioakyl, C~Cs alkyl, Cr-Cy alksnyt, Cy-C; alkynyl, Cy-
C7 cycloalkyl, C-C, alkaxy, CN, -CHO, acyl, phenyl, aryl and heteroaryl;

wherein the alkyl or alkenyl moleties of R?, R*, R® and R® can sach be
optionally substituted with up to three substituents Independently selected from
halogen, OH, CN, trifluoroalkyl, trifluoroalkexy, NO; or phenyl, whereln said phenyl le
optionally substituted with up to three Independently selectad R™ groups;

wharein the alkynyl molety of R®, RY, R® and R® can each be optionally
subetifuted with up to thres substifuents selected from halogen, -CN, -CHO, acyl,
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trifluoroaliyl, trialkyisiiyl or phenyl, whereln sald phanyl Is oplionally substitted with
up to three independently selectad R groups;

whavein the phenyl, aryl or heteroaryl molety of R?, R*, R® and R® can each be
optionally substituted with up to three subsittuents selectad from halogen, -CN, alkyl,
alkoxy, perflucroeliyl or perfiuoroalkoxy;

sach R' e Independently selected from the group conalating of helogen, Cy-
Cs akyl, C-C; alkenyl, -OH, Ci-Cy slkoxy, -CN, -CHO, -NO2, amino, Cy-Cy
alkylamino, d{C-Cy)alkyiamino, thiol, and C,-Cs alkyithlo; and

nias0,1,2,0r3;
provided that: .

at lsast one of A and A’ Is not H;

ifn le 0, then R ia not halogen; and

at least one of R®, R* and R® s halogan, C+-Cq alkyl, C-C; alkenyl, Cy-Cy
alkynyl, Cy-C; cycioalkyl, C,-Cq alkoxy, -CN, -CHO, acyl, phenyl, aryl or heteroaryl;
or an N-oxide thereof or a pharmaceutically accepiable salt thereof or a prodrug
thereof.

In soma embodiments, A and A’ are sach OH. In some further ambodiments,
one of A and A’ Is OH, and the other of A and A’ I8 OR. In gome further
embodiments, one of A and A’ is OH, and the other of A and A' Is O-C\-Cy afiyl. In
soma further ambodimants, A and A' are each OR. In silll further embodiments, A
and A' are sach -0-Cy-C; alkyl. In stlll further ambodiments, one of A and A' 1s H, and
the other of A and A’ Is OH or OR, In further embodiments, one of A and A' la H, and
the ather of A and A’ is OH or O-Cy-Cy alkyl.

)n some embodiments, R? and R® are each, Independently, H, halogen, Ci-Cs
alikyl, Cy-Cy alkenyl, CxC; alkynyl, -CN, -CHO, acyl or optionally substituted phenyl,
a8 previously deecribed. In some such embodiments, R? is other than H.

in some embodiments, R* Is halogen, C-Cy alkyl, Cs-Cy alkenyl, Cx-C;
alkynyl, -CN, -CHO, or phenyl optionally substituted with up to thres groups salected
from halogen, -O-C1-Cs alkyl (1.8., C1~Ce alkoxy), perfiuoroalkyl and GN; and R" I H,
halogen, C,-Cs sikyl, C+-Cy alkanyl, Cr-C; alkynyl, -CN, -CHOQ, or phenyl optionelly
subsituted with up fo three groupa selected from halogen, C.,-Cy akoxy,
perfluoroaliyl and CN. In some such embodiments, the phenyl of R? ls optionally
substituted with up to three substituents selectsd from £, Cl, Br, CN, OCH, and CF;.
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In eome embodiments, R? Is halogen, C+C; elkynyl or -CN. In some further
embodiments, R® and R® ere each Independently halogen, C;-Cy alkynyl or -CN.

in some embodiments, one of R' and R® s halogen. In some preferred
embodiments, one of R' and R? s fluorine. In some further embadiments, one of R’
and R? Is halogen, and the ofher of R’ and R? s H. in some further embodiments,
one of R' and R? Is fluorine, and the other of R' and R* Is H, In some further
embodiments, R* end R are each Independenty halogen. In aome further
embodiments, R' and R® are each fluarine. In some further embodiments, R and R?
are each H.

In some embodiments, R* s H, halogen or —CN, preferably H.

In some embodiments, R® ks halogen, C\-Cy alkyl, C-C; alkenyl, C»-C;
alkynyl, -CN, -CHO, ar phenyi optionslly substiiuted with up to three groups salactad
from halogen, C-Cy alkonty, perflucroalkyl and CN; R® Is H, halogen, C,-Cy alkyl, Cy-
Cy alkanyl, Cy-C, alkynyl, -CN, -CHO, or phenyl optionally substituted with up to.three
groups selected from halogen, C-Cs alkoxy, perfluoroalkyl and CN; and ane of R'
and R Is halogen; and R* is H, halogen or ~CN.

in some embodimenta, preferably those whersin A and A’ are each OH, R',
R?, R, R® and R* ere hydrogen, and R® is halogen, or R? I8 OH, or R Is C»-C,
alkenyl, or R® Is CN, or R® Is Cy-C; alkynyl, or R® I8 C,-Cs alkyi, or R® la optionally
substittad phenyl, preferably wherein the substituents of the phenyi are halogen, C;-
Co alkoxy, perfluorcalkyl or GN.

In some ambodiments of each of the foregoing, nis 1.

in some embadiments, the Invention provides compositions contalning one or
more compounds of the invention, or pharmaceutically acceptable salis, chelates,
complexes or prodruga thereof.

It Is to be understood that, when the compounds according to the prasent
Invention may be present efther in thelr free base forms, aa depictsd In the formulas
gat forth herein, or as sealla and/or hydrates thereof, and in perticular as
pharmaceutically acceptable ealts thereof. Pharmacsutically acceptable sals are
known In the art, aa are hydratee, and the person having skill In the art will find it
conventional fo prepare such salts wusing arirecognized techniques.
Phamaceutically acceptable ealts can be formed from omanic and norganic acids,
for example, acetic, propionic, lactic, ciiric, tartaric, succinic, fumaric, maleic, malonic,
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mandelic, mallc, phthalic, hydrochioric, hydrobromic, phosphoric, nitrie, sulfuric,
methanesulfonic,  nephthalenesuffonic,  benzenesulfonic,  ‘oluenesulionic,
camphorsulfonic, and simllarly known ecceptable acide when a compound of this
inverttion containg a baslc molety. Salts may also be formed from organic and
Inorganic bases, such as alkall metal salis (for exampie, sodium, ithium, or
potassium), elkaline earth metal salte, ammonium salls, alkylammonium .selts
contalning 1-8 carbon atoms or dialkylammonium ealts containing 1-8 carbon aioms
in each alkyl group, and trialkytammonium saits containing 1-8 carbon atoms In-each
alkyl group, when a compound of this Invertion conialna an eckile molely.
Exemplary ealts further include acid-addiion salis, 8.g., HCI, HaSO,, HBr, HI, HNO,,
HyPO,, NaH;PO,, NasHPO,, HyPO, NaHiPO,;, NagHPO, H.SO, NaHSO,,
carboxylic acide, such as acetic acid, malonic acid, caepric acid, lauric acid,
dichioroacetic acid, trichioroacetic acid, etc., and other pharmacologically tolsrated
salts. Hydrates Include hemlhydrates, monohydrates, dihydrates, etc. Unless
otherwise modified herein, the use of a free base formula ls Intended to Include the
salt and/or hydnate thereof.

The Instant Invention aleo encompassee N-oxide derivatives of the
compounde disclosed herein. These N-oxides can be prepared by methoda known
for preparing enalogous compounds. For exampis, the compourkis mayba oxidized
with a peracid, hydrogen percxdde, an alkall metal peroxdde or an alkyl peraxide. One
useful N-oxide darivative ls a composition where the nkrogen atom of the quinofine
ring forms the N-cxide group.

The Instant Invention also encompassee prodrug derivatives. "Prodrug
derivative® or "prodrug® means derivaiives of the Instant compounds that are
converted in vivo o the coresponding non-derivatized form of the Inetant
compounds.

The tarm "slkyl", as used hereln, whether used alone or as part of ancther
group, refers to an allphatic hydrocarbon chaln and Inchudes, but is not imited to,
streight and branched chaina containing from 1 to 12 carbon atoms, preferably 1 to 6
carbon atoms, uniess expliclly specifiad ctherwigs. For example, methyl, ethyi,
propyl, lsopropyl, butyl, lsobutyl, teri-butyl, etc. are encompassed by the term "alkyl "
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The number of carbon atoma as used In the definitions herein refdra o tha
carbon backbone and carbon branching of the molety, but does not Include carbon
atorne of the subsiiiuents, such as alkoxy substitutiona and the Iike, of the molaty.

The term “alkeny!”, as usad hereln, whether used alone or as part of another
group, refers 0 an aliphatic hydrocarbon chain and includes, but is not imited to,
straight and branched chalns having 2 to 8 carbon atoms, e.g., 2-7 carbon atome and
containing at least one double bond. Preferably, the alker molety has 1 or 2 double
bonds. For example, vinyi, allyl, 1-methyl vinyl, eic. are encompassed by the term
"alkeny”. Such akenyl moieties may exist in the E or Z conformations and the
compounds of this Invention include both conformations.

The term "alkynyl”, as used herein, whether used alone or as part of ancther
group, refers io an aliphatic hydrocarbon chein and Includes, but ls not Imited io,
straight and branched chaina having 2 to 8 carbon atoms, .g., 2-7 carbon atome and
containing at least one tripie bond. Preferably, the alkynyl molety hae 1 or 2 triple
bonds. For eample, ethynyl, propynyl, stc. are encompassad by the term "allynyf”.

The tarm “acyl” refers to alkyicarbonyl groups, e.g., where alkyl Is as defined
herein. The term “benzyl” has its accustomad meaning ss a phenyimethyl group.,
The term "aroyl” refers to an aryl molety connected through a carbonyl group, such
as a berzoyl group.

The slky!, alkenyl, alkyriyl, aryl, cycloalkyl, heteroaryt, aroyl, acyt and phenyt
groups that are described herein for variables R', R? R3, R*, R%, R®, A and A’ can be
optionally substituted with one or more substifuents, preferably, with up to three
substituents. The substituents are Independently selected, and Inciude nitro, cyano,
halo, hydroxy, carboxy, alkyl, alkenyl, alkynyl, cycloakyl, aryl, heteroaryl, alkoxy,
aryloxy, hetercaryloxy, alkylalkaxy, akoxyalkoxy, perfiuoroakyl, perfiuoroalkoxy,
arylalkyl, alkylaryl, hydroxyalyl, alkoxyalkyl, elkythio, S{O)-aryl (where s=0-2)
$(O)y-hetaroaryl (whera 8=0-2), or -C{=0)-OR’, where R’ is a8 previously described.
in certain smbodiments of the invaention, prefarmed substituents inciude halogen, OH,
CN, trifluoroalkyl, trifluorcalkoxy, perflucroalkyl, perflucroalkoxy, arylalkyl, alkylaryl,
NO,; and phemnyl, whereln sald phenyl ls optionally substituied with up to three
Independantly selectad R'® groupe as described herein.

For excarnpie, when alkyl or alkanyl molsties are substituted, they can typically
be mono-, di-, ir- or persubstitutad. Exampies for a halogen substituent include 1-
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bromo vinyl, 1-fluoro vinyl, 1,2-diflucro vinyl, 2,2-dHluorovinyl, 1,2,2-triflucrovinyl, 1,2-
dibromo ethane, 1,2-flucro ethane, 1-fluoro-2-bromo ethane, CF;CF;, CFyCF.CF;,
and the like.

The term "halogen" Inciudes fiuorine, chiorine, bromine, and lodine,

Exemplary cycloalkyl groups Inciude cyclopropyl, cyclobutyl, cyclopentyl,
cyclohexyl, cycloheptyl, adamantyl, etc. in some embodiments, the cycioalkyl groups
have 3-10 carbon atoms. Prefarably cycioalkyl groups have 3-7 carbon atoms. As
used herein, cycloalkyl further Inciudes unssiurated cycloalkyl groups, le.,
cycloalkenyl groupa. Exemplary unsaiuraiad cycloalkyl groups iInclude
cyclopsnienyl, cyclohexenyl, cyclioheptenyl, sie.

Aryl'groups are molaties that poaaess at least one arometic ring contalning no
hetero (L.e., non-carbon) ring sioms. The term "anyf" Includes mono- and polycyciic
aromatic ring aystems, a.g., of 8-15 carbon atome, for example, phanyl, naphthyl, aic,
Aryl groups can have fully or partiaily seturated rings fused to the aromatic ring.
Thus, exemplary aryl groups Include phenyl, nephthyl, pyrenyl, 5.6.7.8-
tetrehydranaphth-1-vl, and the Hke.

The term hetercaryl is intended fo mean an aromatic ring eystem that
conisins at least one non-carbon ring atom (e.g., one o three hetercatoma) selacted
from O, N and S and having for example five to 14 ring atoms. Examplary hateroaryl
groupa Include pyrrolyt, Imidezolyl, pyridy!, pyrimidinyl, pyridaziny!, pyraxinyl, quinolyl,
quaalinyl, quinazolinyl, thicphenyl, furanyl, oxarolyl, thiazolyl, thienyl, pyranyl,
thiopyranyi, benzofuranyl, indolyl, Indazolyl, benzimidazolyl, benzothlezoiyi,
benzopyranyl, benzothlopyranyl, indazolyl, pyridopymolyl, and the Ilke.

In some embodiments, the R’ group of the -C(=0)-OR’' molety of A or A', Is
Ci-Cs alkyl. In some embodiments, R' la Cy alkyl. In some embodiments, the-
C(=0)-OR’ molety Is i-butoxycarbonyl (BOC).

As used In accordance with this Invention, the term "providing," with respect
fo providing a compound or subsiance covered by this invention, means either
directly administering such @ compound or substance, or administering a prodrug,
derivative, or anelog that wil form the effecive amount of the compound or
subetance within the body.

Based on the mesults obtained In the siendard phamecologlcal test
procedure, as described below, the compounds of the Invantion are estrogen
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receptor modulators useful in the treatment or inhibition of conditions, disarders, or
disease sigies that are at least partially mediated by an estrogen deficlency or
excoes, or which may be freated or inhibited through the use of an estrogenic agent.
The compounds of thia Invention are particularly useful in treeting a peri-mencpausal,
menopausal, or postmenopausal patient in which the ievels of endogenous estrogens
produced are greatly diminished. Menopause ls generally defined as the Iset natural
menstrual period and ls cheracterized by the cessation of ovarian function, leading to
the substantial diminution of circulating estrogen In the bloodstream. As usad hereln,
menapause aiso includes conditions of decreased estrogen production thet may be
caused surgically, chemically, or by a discase siate that leads to premeture
diminution or casseation of ovarian function.

Accordingly, the compounda of this invention are useful in treating or
Inhibiing ostecporosls and In the Inhibition of bone deminerslization, which may
result from an imbalance In formation of new bone tissues and the resorption of older
tisauesa in an Individual, leading to a net loss of bane. Such bone depletion results in
a range of individuels, particularly In post-mencpausal woman, women who have
undergona bllateral oophorectomy, those recelving or who have received extended
corticosterold therapies, those experiencing gonadal dysgenssis, and thosa suffering
from Cuehing's syndrome. Special neads for bone replacament, inclixling teeth and
oral bone, can aiso be addressed using thess compounds In individuals with bone
fractures, defective bone structures, and thoss receiving bone-related surgeries
and/or the implantation of prosthesis. In addition to thosa probleme describad above,
thess compounds can be used In treetment or Inhibition for oatecarthriiis,
spondyloarthropathles, hypocalkcemia, hypercaicemia, Pagets disease,
osteomalacia, ostechalleteresls, multiple mysioma and other forms of cancer having
deleterlous offects on bone tissues.

The compounds of this Invention are further usaful In treating or Inhibiting Joint
damage secondary to arthroscopic or surgical proceduree. )

The compounda of this Invention ere also useful In freating or inhibiting
benign or mefignant abnormal tissus growth, Inciuding prostetic hypertrophy, uterine
lelomyomas, breast cancer, endometriosis, endometrial cancer, polycystic ovary
syndrome, endometial polyps, benign breast dissass, adenomyosis, ovarian cancer,
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melanoms, prostate cancer, cancers of the colon, CNS cancers, such as glioma or
astioblastomia,

The compounds of this invention are cardioprotective and they are useful in
lowering cholssterol, triglycerides, Lp(a) lipoprotein, and low density lipoproteln (LDL)
lavels; Inhibiting or treating hypercholssteremis; hyparipidemis; cardiovascular
dlssssa; atheroscierosis; peripheral vascular diseass; restencsis, and vascepasm;
and Inhibiting vaacular wall damage from cellular svents leading toward immune
mediated vascular damage. These cardiovascular protective properties are of great
importance when treeting postmenopaueal patients with estogens to Inhbit
ostsoporosis and in the maje when estrogen therapy [s indicated.

The compounds of this invention ere alsc anficddants, and therefore, are
useful in treating or inhibiting free radicsl Induced dissase states. Specific situations
in which antioxidant therapy Is [ndicated to be wamanted are with cancers, central
narvous aystom disorders, Azheimer's dissase, bone disaase, aging, Inflammatory
disorders, peripheral vascular dissase, rheumatold arthritis, auloimmune diseases,
mepiratoly dietrass, emphysema, asthme, pleurisy, uveltie, sepels, hemoarrhagic
shock, prevention of reperfusion Injury. viral hepatills, chronic active hepatitls,

tuberculosis, peoriasis, systemic lupus erythematoaus, adult respiratory distress
gyndrome, central nervous system trauma and stroks.

The compounds of this invention are also useful in providing cognition
enhancement, and in treating or (nhibling senlie dementias, Alzheimer's diseass,
cognitive deciine, neuropdegenerative disordams, providing neuroprotection or
cognition enhancement.

‘The compounds of this invention are also useful in treating or Inhibiting
inflammatory bowe! disease, ulcersiive proctils, Crohn's diseass, and colltis;
menopausal related conditions, such as vesomotor symptoms, Including hot flushee,
vaginal or vulvar atrophy, etrophic vaginitis, vaginal dryness, pruritus, dyspareunia,
dysuris, frequent urination, urinary Inconinence, urinary tract infections, myelgia,
arthraigla, Insomnia, iritability, end the ilke; mele pattemn baldnoes; akin atrophy;
acne; type Il diabetes; dysfunctional uterine bieading; and infertility.

The compounds of this inventon are useful in dissase staies where
amsnorthea 8 advantageous, such as leukemnia, endometrial ablations, chronic renal
or hepatic diseass or coagulation dlseases or disordears.
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The compounds of this Invention can be used ss a contraceptive agent,
particularly, when combined with a progestin.

When administered for the treatment or inhibition of a particular disesse siats
or disorder, it is understood that the effective dosage may vary depending upon the
particular compound utfized, the moda of administration, the condition being treated,
and eevertity theracf, as well as, the various physical factors related to the Individual
being treated. Effective administration of the compounds of this Invention may be
given at an oral dose of from about 0.1 mg/day to about 1,000 mg/day. Preferably,
administration will be from about 10 mg/day to about 600 mg/day, more preferably
from about 50 mg/day to ebout 800 mg/day, In a aingle dose or in two or more
divided doses. The projected dally dosages are expectad to vary with route of
administration.

Such dosea may be adminieterad in any manner useaful In directing the active
compounds hareln o the reclplent’s bloodatream, inchxiing orally, vie implants,
parenterally {including Intravenous, Infraperiioneal and subcutaneous injactions),
rectally, intranasally, vaginally, and transdermelly. .

Oral formutations contalning the active compounds of this Invention
comprise any conventionally .used orsl forms, Including tablets, capsules, buccal
forms, troches, lazenges and orei liqukis, suspensions or solutions, Capsules may
contain mbdures of the active compound(s) with Inert fillers and/or diluents such as
the pharmaceutically acceptable starches (e.g., com, potaio or iapioca starch),
sugers, artificial sweetening agents, powdered celluloses, such ss crystaliine and
microcrystalline celluloses, fiours, gelatine, gums, etc. Usaful tablet formulations may
be made by conventional compresalon, wet granulstion or dry granulation methods
and utilze pharmaceutically acceptable diuents, binding aegenis, lubricants,
disintegrants, surface modifying agenis (including sufactants), suspending or
stabflizing agents, Inciuding, but not Iimited to, magnesium stearats, stearic acld, talg,
sodium lsuryl aulfate, microcrystalline cefulose, carboxymethyiceliulose calclum,
polyvinyipyrrofidone, gelatin, alginic acid, acacla gum, anthan gum, sodium cltrate,
complex slicates, calclum carbonete, glycine, dextrin, sucrose, sorbito), dicalcium
phosphate, caiclum suifate, lactoss, keolin, mannitoi, sodium chioride, taic, dry
starches and powdered sugar. Preferred surface modifying agents include nonlonlc
end anlonk surfaca modifying agents. Representative examples of surface
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modifying egents Inciude, but are not limitad to, poloommer 188, benzalkonlum
chioride, caicium stearuts, cetostear! alcohol, celomacrogol emulsifying wax, sorbitan
setery, colioldol sificon dioxide, phosphates, sodium dodecylsulfate, magnesium
aluminum sllicats, and triethanclamine. Oral formulations hereln may utlize standard
delay or time release formulations to alter the absorption of the active compound(e).
The oral formulation may aleo consist of administering the active ingredient in water,
or a frult Julce, coniaining appropriate solubliizers or emulsifiars, as needed.

In some cases, it may be desirable to administer the compounds directly to
the elrways in the form of an asrosol.

The compounds of this Invention may aiso be administered parentersily or
Intraperiioneally. Solutions or suspensions of these aclive compounds as a fres
base or phamacologically accaptable salt can be preparad in water sultably mboed
with a surfactant such sa hydroxy-propyiceliuiose. Diapersions can also be prepared
in glycerol, liquid polysthylene glycols and mbdures thereof In olls. Under ordinary
conditions of storags and use, these preparaiions contsin a preservative to prevent
the growth of microonganisms.

The pharmaceutical forms eultable for injectable uee Include sterlle aqueous
solutions or dispersions and starile powders for the extemporanecus preparation of
sterile Injactable solutions or diepersions. in all cases, the form must be sterile and
must be fluld o the axtent that easy syringabliity exdsts. 1t must be stable under the
condiions of manufaciure and storage and must be preserved against the
contaminating action of microorganiems such as bacteria and fungl. The carrier can
be a solvent or dispersion medium contalning, for example, water, ethanol, polyol
(e.g., glycerol, propylens glycol and liquid polyethylene glycol), sultable mbdures
thereof, and vagetabile olls.

For the purpcses of this disciosure, transdermal administrationa are
undarstoed fo Include all administrations acroes the surface of the body and the inner
inings of bodlly passages Inciuding epithellal and mucosal tissues. Such
adminlstrations may be carriad out using the present compounds, N-axides thereof,
prodrugs thereof, or pharmaceutically scceptable salts thereof, In lotions, creams,
foams, patches, suspansions, solutions, and suppositories (rectal and vaginal).

Transdermal adminisiretion may be accomplished through the use of a
tranedermal patch containing the active compound and a camriar thet le Inert io the
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active compound, 's non foudc to the akin, and allows delivery of the agent for
systemic absorption inio the blood etream via the skin. The canler may take any
number of forme such as creams and oirtments, pastes, gels, and occiusive devices.
The creame and oiniments may be viscous liquids or samisolld emulsions of either
the oll-in-water or water-in-oll type. Pastes comprised of absorplive powders
dispereed in petroleum or hydrophiiic petroleumn containing the active ingredient may
also ba sultabls. A veriely of occlusive devices may be used fo release the active
ingradient Into the blood stream such as a semi-pesmeabls membrane covering a
reservolr contalning the active Ingredient with or without & camier, or & matrix
containing the active Ingredient. Other occlusive devices are known In the literature.

Suppository formulstions may be made from tradiional materials, Including
cocoa butter, with or without the addition of waxes to alter the asuppository's malting

point, and glycerin. Watsr soluble suppository bases, such as polyethylene glycols of
various molecular weights, may also be used.

Synthesis Of Compounds Of The Invention

The compounds of this invention cen be prepared by methods known In the
art of organic chemistry. The reagents uged In the preparation of the compounds of
this invention can be elther commercially obtained or can bas prapared by standard
procedures described In the literature.

The syntheses of spresentsative examples of this invention ars described in
the following Schemes 1-4. The Synthetic Methods A-M referred to In Schemes 1-4
are described In the Exampies below.

Scheme 1 '

L - .Aimw\o»@«\iw"“
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Scheme 4
CucN
200 °C
Method L.
— 1
13, R = £-Chphanyl
Br R-B({OH)x 14, RY = 4-CN-phamyl
7 Pu(PPhy 18, R* = 4-MaO-phany!
18, R* = 4-GFy-phenyl
Mathod M 17, K = 3.C4 phvory
R 18, R = 3-Ma0-phunyl
19, R = 3-CN-phenyl
EXAMPLES
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Synthesis Of Reprosentative Compounds Of The Invention: General Method

Aldrich Sure Seal™ solvents, anhydrous without further purification, mey be
used for the reactions described herein and may be obtained from Aldrich Chemical
Company (St. Louls, MO). All maclions were camled out under a nitrogen
atmosphere. Chromatography wae performed uaing 230-400 mesh silica gel {(Merck
QGrade 80, Aldrich Chemical Company). Thin layer chromatography was performed
with Silica Gel 80 Fas plates from EM Sclence (). 'H and "F NMR spectra were
obtalned on a Bruker AM-400 or Bruker DPX-300 Instrument (Bruker, Blllarica, MA)
in deuteratad solvents seuch as CDCh, DMSO-d8 or acetone-d8. Chemical shifte (5)
are given in parts per milion (ppm) down fisid from tetramathylslane (TMS). Meiting
points were determined on s Thomas-Hoover apparatus and are uncomected.
Infrared (IR) spectra were recorded on a Perkin-Eimer diffraction grating or Perkin-
Elmer 764 spectrophotomaters (Perkin-Elmer, Sheiton, CT). Mass spectra were
recorded on & Kratoe MS 50 or Finnigan 8230 masse spsctrometers. Compound
nomenclature was generally amived at by use of the Belisisin Autonom™ program.

EXAMPLE 1
3{3-METHOXY-PHENOXY)-PROPIONIC ACID (1)

Method A: To a mixture of 3-bromoproplonic acid (14.70 g, 118 mmol) In watar (100
ml) was added slowly NaHCO, (8.40 g, 100 mmol) and the meulting mixiure was

18
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stimad for 5 mins. To this solution was sdded & 70-mL solution of 3-methoxyphenol
(14.70 g, 88 mmol) In aqueous NaOH (4.67 g, 118 mmol), and the resulting mbdure
was heated at 100 *C for 3 hours. After cooling to room tempersture, the reaction
mixture was ecidified with 1N HC), and extracted with Ety0. The E4O layer wes
washed with aquecus NaHCO; (3x). The aqueous layer was again acldified with 1N
HCl and extracted with Et;0. The Et;O iayer was washed with water, brine, dried
(NesSO,), filterad and concenirated to give a crude brown solid, which was
recryetallized (Et;0/-20 °C) to give a pure product as a yaliow solid. Yield: 17.0 g
(23%). *H-NMR (300 MHz, CDCh): 82.85 (, J = 6.3 Hz, 2H), .78 (s, 3H), 424 {t. J
= §.3 Hz, 2H), 8.50 (m, 3H), 7.18 (t, J = 8.2 Hz, 1H), 11.48 (br, 1H); MS (ES]) miz
165 (M-HT); Anal. Caled for CigH14O4: C:61.22, H:6.18. Found: C:81.24, H8.12.

EXAMPLE 2
7-METHOXY-CHROMAN-4-ONE (2)

Method B: To a reaction vessel containing 3-(3-methoxy-phenoxy)-proplonic ecld (1)
(7.00 g, 35.8 mmol) at 0 °C was added siowly tifiucromethanesulfonic acid (15 mL).
The reaction mixture was stirred for 3 hours while allowing to warm up fo room
femperature. Afier coaling to 0 "C, the reaction mbedure waa quenched with crushad
Ice, then extracted with E4O (2 x 300 mL). The organic layer was washad with water
{2x), aqueous NaHCO,, water, brine, then dried (NaySO,), fittered and concantrated
to give a cruds oll, which was purified by sllica gel chromatography to give a pure
product as a ysllow solid. Yield: 4.28 g (87%). 'H-NMR (300 MHz, CDC}): 82.78
(t, /= 6.3 Hz, 2H), 3.84 (s, 3H), 4.52 (, / = 6.3 Hz, 2H), 6.41 (d, /= 2.3 Hz, 1H), 6.58
(dd, /= 8.8, 2.3 Hz, 1H), 7.84 (d, J = 8.8 Hz, 1H); MS (ESI) m/z 179 ([M+H]"). .

EXAMPLE 3
3,8-DIMETHOXY-8H-CHROMENOI[4,3-bJQUINOLIN-7-OL (3)

Method C; A mbdure of 2-amino-5-methoxybenzoic acld {1.838 g, 11.00 mmol) and
7-methoxy-chroman-4-ona (2) (1.880 g, 11.00 mmol} In Ph;O (10 mL) was heated at
170 *C for 1 hour and at 200 *C for 7 hours. Afier cooling to room temparature,
hexane was added. The yellow precipiiate formed was collected by fitration and
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washed succeasfully with hexane and E:0 and dried in vaouo. Yield: 2.171 g
(64%). mp 288 °C (dec.); 'H-NMR (300 MHz, DMSO-d8) 5 3.82 (s, 3H), 3.84 (8, 3H),
5.17 (s, 2H), 6.84 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.70 (dd, J= 8.7, 24 Hz, 1H), 7.31 (dd, J = 9.0,
2.9 Hz, 1H), 7.50 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 7.74 (d, J = 0.0 Hz, 1H), 7.89 (d, J = 8.7 Hz,
1H), 11.88 (s, 1H); MS (ESI) m/z 308 ([M-H]), 310 ((M+HT"); HRMS (ES") calid for
CiaHisNOy 310.1074 (IM+H]"), found 310.1088.

EXAMPLE 4 .
7-GHLORO-3,8-DIME THOXY-8H-CHROMENO[#4,3-b]QUINOLINE (4)

Method C: A mixture of 3,8-dimethaxy-8H-chromenof4,3-bjquinolin-7-0l (3) (124 mg,
0.400 mmol} and POCly (1 mL) was heated &t reflux for 1 hour. After cooling, excesa
POCl was removed under reduced pressure. Water and then aqueous K;CO5 were
slowly added to the eolld residue and the maction mbdiure was exiracted with EtOAc.
The organic Wayer was weshed with brine, then dried (NsySO.), fitered and
concentrated fo give a crude salld, which was pessad through a short pad of slica
gel and recrysiallized (hot haptane/-20 °C) to give a pure product as a yellow powder.
Yiek: 124 mg (95%); mp 180-181 °C; 'H-NMR (300 MHz, CDCL) & 3.85 (s, 3H),
3.97 (e, 3H), 5.50 (s, 2H), 8.53 (d, J = 2.4 Hz, 1H), .71 (dd, J = 8.7, 24 Hz, 1H),
7.35 (dd, J= 8.9, 2.8 Hz, 1H), 7.38 (d, /= 3.2 Hz, 1H), 7.88 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 8.28
(d, J = 8.7 Hz, 1H); MS (ESI) m/z 320/330 (M+HT); HRMS (EST) caled for
CwH1CING, 328.0735 (IM+HI"), found 328.0728; Anal caled for CygH1CINOx:
C:65.96, H:4.31, N'4.27. Found: C:85.71, H:4.17, N.3.92.

EXAMPLE &
7-BROMO-3,8-DIMETHOXY-8H-CHROMENOQ[4,3-b]QUINOLINE {5)

Mathod E. A mbdure of 3,0-dimethoxy-8H-chromeno(4,3-bjquinolin-7-ol (3) (1.025 g,
3.31 mmol) and POBr, {1.430 g, 5.00 mmol, 1.5 equiv.) in DMF (15 mL) was heated
at 70 *C for 30 mins. After cooling o room temperature, water and then aquecus
K:CO; ware slowly added, and the reaction mbdure was sxiracted with warm CHCly
(2x). The organic layer was washed with water (2x) and brine, then drled (NesSO,),
filtered through a short pad of sllica gel and concerrirated to give a crude yellow solld,
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which wae recrystalized (hot EtOAc-20 *C) fo give a pure product ae yellow neadles.
Yield: 1.127 g {91%); mp 196-197 *C; 'H-NMR (300 MHz, CDCkL) 3 3.85 (s, 3H),
3.88 (s, 3H), 5.48 (s, 2H), 6.53 (d, J = 24 Hz, 1H), 6.71 (dd, J = 8.7, 2.5 Hz, 1H),
7.35 (dd, v = 9.0, 2.7 Hz, 1H), 7.39 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 7.87 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 8.30
d J = 8.7 Hz, 1H;; MS (ES)) m/z 372/374 (M+T), HRMS (ESI) calcd for
CaH,BrNOy 372.0230 ([M"'Hr). found 372.0228; Anal. calcd for CygHiBrNO;:
C:5B.08, H:3.78, N:3.78, Found: C:57.84, H:3.88, N:3.73.

EXAMPLE 8
7-CHLORO-3,8-DIHYDROXY-8H-CHROMENO[4,3-bJQUINOLINE (8)

Method F: To a solution of 7-chloro-3,8-dimethoxy-8H-chromenoi4,3-bjquinoline (4)
{88 mg, 0.21 mmol) in 1,2-dichloroethane {3 ml.) was added siowly a solution of BBr,
{16 M, 1 mL, 1 mmol) In CH,Ch. The reaction mixiure wes stired &t room
temperature for 30 mins. and then at 40 "C for 2 hours. After cooling In &n ice bath,
equeocus NaHCO, was added very slowly with vigorous stiting o quench the
reaction, and the resulting reaction mbdure was extractad with E{OAc. The organic
layer was washed with brine, then dried (Na;SO,), filtered through a short pad of
sliica gel, and concentrated fo give a yellow eolid, which was recrystaiiteed
(THFMexane). Yiald: 58 mg (80%); mp 235 °C (dec.); 'H-NMR (300 MHz, DMSO-
d6) 3 5.47 (s, 2H), 6.40 (s, 1H), 6.80 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.34 (d, J = 2.1 Hz, 2H),
7.88 (d, /= 6.8 Hz, 1H), 8.08 (d, /= 8.8 Hz, 1H), 10.10 (a, 1H), 10.35 (s, 1H); HRMS
(ESM) caled for CygH1pCINO, 300.0422 (IM+HT), found 300.0411.

EXAMPLE 7
7-BROMO-3,8-DIHYDROXY-8H-CHROMENC4,3-bJQUINOLINE (7)

Method G: To a solution of 7-bromo-3,8-dimethoy-8H-chromenof4,3-bjquinoline (5)
(881 mg, 2.37 mmoal) In 1,2-dichloroethane (20 mL) was added slowly AICl; {3.18 g,
23.7 mmoai) and EtSH (2.7 mL, 36 mmol) and the reaction mbxdure was atimed at room
ternperature for 3 hours. After cooling In an lce bath, aqueous NaHCO; was added
very slowly with vigorous etiming to quench the reaction, and the resulting reaction
mbdure was exiractad with EtOAc. The precipliate formed was fitersd through
Cellte®. The organic layer wes washed with brine, then dried (Na,;SO,), fitered and
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concentrated o glve a crude yeliow solld, which wae purified by allce gel
chromatograply to give a pure product as an orange solld. Yield: 478 mg (59%); mp
240 °C (dac.); ‘H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) 8 5.44 (s, 2H), 6.41 (d, J = 2.3 Hz,
1H), 8.59 (dd, J = 8.8, 2.3 Hz, 1H), 7.33 (dd, J= 8.7, 2.8 Hz, 1H), 7.35 (s, 1H), 7.88
(d, /= 8.7 Hz, 1H), 8.09 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 10.00 (s, 1H), 10.35 (s, 1H); M8 (ESI)
™z 342344 (IM-H]), 3447348 (M+HT); HRMS (ESI) caled for CyeHioBrNO;
343.9917 (IM+HT'), found 343.9911,

EXAMPLE &
3,0-DIHYDROXY-7-VINYL-8H-CHROMENOI[4,3-bJQUINOLINE (8)

Method H: A mbdure of 7-bromo-3,9-dihydroxy-8H-chromenc]4,3-b)quinoine (7)
(34.5 mg, 0.100 mmoi), tributyl(vinyltin (38 mg, 0.120 mmol, 1.2 equiv), end
Pd{PPhs), (11.6 mg, 0.0100 mmol, 10 mal%) in toluene (1.5 mL) was refiwmd under
nitrogen untl all starting material was consumed (1-2 hour(s)). Filtration through
Celta® and purification by paseing through a short pad of sllica gel gave a pure
product as an orange powder. Yieki: 24 mg (83%); mp 180 °C (dec.); 'H-NMR (400
MHz, DMSO-d8) § 5.38 (s, 2H), 547 (dd, J = 17.9, 1.4 Hz, 1H), 581 (dd, J = 11.8,
1.4 Hz, 1H), 6.38 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.58 (dd, J = 8.5, 2.3 Hz, 1H), 7.10 (dd, J =
17.7, 11.8 Hz, 1H), 7.22 (d, / = 2.5 Hz, 1H), 7.26 (dd, /= 0.1, 2.6 Hz, 1H), 7.04 (d, J
= 8.9 Hz, 1H), 8.10 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 9.04 (s, 1H), 9.95 (s, 1H); MS (ESI) m/z 200
(IM-HD), 262 ((M+H]"); HRMS (ESI) calcd for CraH1sNG, 292.0088 (IM+H]"), found
292.0862.

EXAMPLE 9
3,8-DIHYDROXY-74{(TRIMETHYLSILYL)ETHYNYL}-8H-CHROMENO[4,3-
LIQUINOLINE (8)

Method [: A mixture of 7-bromo-3,9-dihydroxy-8H-chromano{4,3-blquinoiine (7) (51.6
mg, 0.150 mmol), (trimethylsliylethynylitributyltin (70 mg, 0.180 mmoal, 1.2 equiv.),
and Pd{PPhy), (17 mg, 0.015 mmol, 10 moi%) in toluene (2 mL) wee refluxed under
nitrogen untll all starting material was consumed (1-2 hour(s)). Filliration through
Celite® and purification by passing through a short pad of aifica gel gave a pure
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product as a red solld. Yleld: 54 mg (99.8%); mp 180 °C (dec.); 'H-NMR (300 MHz,
acetone-dB) 5 0.43 (s, 8H), 6.53 (s, 2H), 6.52 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 8.71 (dd, / = 8.8,
2.3 Hz, 1H), 7.42 (dd, J = 8.1, 2.7 Hz, 1H), 7.61 (d, J= 2.7 Hz, 1H), 7.97 (d, /= 8.0
Hz, 1H), 8.26 (d, / = 8.6 Hz, 1H), B.94 (s, 1H), 0.16 (s, 1H); MS (ESI) m/z 380 (M-
HI), 362 ((M+H]"); HRMS (ESI") calcd for CayHgNO,SI 382.1207 ([M+H]"), found
3682.1207.

EXAMPLE 10
3,8-DIHYDROXY-7-ETHYNYL-8H-CHROMENO§4,3-b]QUINOLINE (10)

Method J: To a solution of 3,9-dihydroxy-7-{(trimethytallvi)ettynyl}-6H-chromeno(4,3-
bjquinoline () {54 mg, 0.16 mmol) In MeOH (2 mL) was added K:CO, (104 mg, 0.75
mmol, 5 equiv) and the reecion mixiure was stimed for 30 mins. at room
temperature. The reaction mbdure was quenched with aqusous NH.CI (5 mL).
Methanol (MeOH) was removed under reduced pressure and the reaction mbdure
was extracted with EtOAc. The organic layer was washed with water and brine, then
driad (Na;SQ,), filiered and concenirated to give & crude ysllow solid, which was
purified by paesing through a short pad of silca gel to give a pure product as a
burgundy powder. Yieid: 27 mg (83%); mp 220 °C (dec.); 'H-NMR (300 MHz,
DMSO-d8) 5 5.27 (s, 1H), 5.40 (s, 2H), 6.41 (d, /= 2.1 Hz, 1H), 8.50 (dd, /= 8.5, 2.1
Hz, 1H), 7.31 (dd, J=9.1, 2.8 Hz, 1H), 7.41 {d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.87 (d, J = 8.0 Hz,
1H), 8.09 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 10.04 (s, 1H), 10.23 (s, 1H); MS (ESI) m/z 288 (IM-HT
). 200 MM+H]'); HRMS (ESI") calcd for CyHyyNO; 20,0812 (IM+HT"), found
200.0808.

EXAMPLE 11
3,6-DIHYDROXY-7-ETHYL-8H-CHROMENOI4,3-bJQUINOLINE (11)

METHOD K: A mixturs of 3,B-dihydroy-7-ethynyl-8H-chromenoj4,3-b]quinoline (10)
{13 mg, 0.045 mmol) end Pd/C (10 wt %) In EtOAC/THF (1.5 ml) was stimed under
hydrogen atmosphere (1 aim, ballcon) for 30 mins. The reaction mixiure was filtered
through Cellin'. and concentrated to give a yellow solid, which was reclystefitzad
(EtOAchaxane/-20 °C). Yieki: 13 mg (88%). mp 145 °C (dec.); 'H-NMR (300 MHz,
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DMSO-08) 5 1,18 (1, J = 7.4 Hz, 3H), 2.85 (q, J = 7.8 Hz, 2H), 5.41 (s, 2H), .38 (d, J
= 2.2 Hz, 1H), 6.56 (dd, J = 8.5, 2.3 Hz, 1H), 7.24 (dd, J = 8.3, 2.4 Hz, 1H), 7.26 (s,
1H), 7.82 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 8.08 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 8.90 (s, 1H), 9.83 (s, 1H); MS
(ES) m/z 202 (IM-H]), 264 ((M+H]"); HRMS (ESI') caled for CoHysNO; 204.1125
(M+HT"), found 284.1123.

EXAMPLE 12
7-CYANO-3,8-DIHYDROXY-8H-CHROMENOI4,3-bJQUINOLINE (12)

Method L: A mbdure of 7-bromo-3,8-dihydroxy-8H-chromenc{4,3-bjquinaline (7) (47
mg, 0.14 mmol), CuCN (370 mg, 4.13 mmol} in anhydrous DMF (2 mL) was heated
at 200 *C In a sealed ftube until all starting material was consumed (5 hours). After
cooling o room tempersture, the reaction mixiure was fitered through Celite® and
rinsed with E{CAc. Water was added o the filirate and the reaction mbdure wae
exdracted with E{OAc. The organic laysr was washed with water (2x) and brine, then
dried (NaySO,), filtered and concantratad to give a crude solid, which was purified by
sHica gel chromatography to give a pure product as a brown powder. Yield: 8 mg
(23%); 'H-NMR (300 MHz, DMSO-d8) & 5.52 (s, 2H), 8.44 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 8.83
(dad, J= 8.8, 2.1 Hz, 1H), 7.27 (d, J= 2.4 Hz, 1H), 741 (dd, J = 8.1, 2.5 Hz, 1H), 7.98
{d, J = 8.1 Hz, 1H), 8.08 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 10.18 (s, 1H), 10.03 (s, 1H); MS (ESI)
miz 280 (IM-HD), 201 ((M+H]"); HRMS (ESI) caicd for CiyHoN:Os 201.0764
{IM+H]"), found 201.0758.

EXAMPLE 13
7+{4-CHLOROPHENYL)-3,8-DIHYDROXY-8H-CHROMENO{4,3-bJQUINOLINE (13)

Method M. A mixture of 7-bromo-3,8-dihydroxy-6H-chromenof4,3-bjquinaline (7) (40
mg, 0.12 mmol) end Pd(PPha)s (7 mg, 0.008 mmol, 5 mol%) In DME (3 mL) was
atirred for 10 mins. at oom femperature. To this mixture were added sequentially 4-
chiorophenylboronic ecid (22 mg, 0.14 mmol, 1.2 equiv.) and aqueous Ne,CO; (2 M
soln, 5 equiv.), end the reaction mixiure was refluxed unti all atarting material was
consumed (2-3 hours). After cooling, aqueous NH,Cl was added and the reaction
mibciure axtracted with EtOAc. The organic layer was washad with water and brine,
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then dried (Na;SO,), filterad and concentrated to pive a crude solld, which was
purified by passing through a short pad of ellica gel to give a pure product es a red
powder. Yield: 41 mg (94%); mp 215-218 °C (dec.); 'H-NMR (400 MHz, DMSO-d6)
6 5.01 (s, 2H), 8.38 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 6.50 (dd, /= 8.7, 22 Hz, 1H), 6.82 (d, J = 2.5
Hz, 1H), 7.26 (dd, J = 0.1, 2.8 Hz, 1H), 7.41 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.68 (d, J = 8.4 Hz,
2H), 7.80 (d, /= 8.0 Hz, 1H), 8.15 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 8.82 (s, 1H), 9.98 (s, 1H); MS
(ESI) m/z 374/378 ((M-H]), 376/378 (M+HT'); HRMS (ESI") caled for CnHuCINO,
376.0735 (M+H]"), found 376.0728.

EXAMPLE 14
7-(4-CYANOPHENYL)-3,9-DIHYDROXY-8H-CHROMENO{4,3-bJQUINCLINE (14)

This compound was prepared from 7-bromo-3,8-dihydroxy-8H-chromenci4,3-
blquinoline (7) using 4-cyanophenyfboronk ecid according to method M. Ivory
powder; Yleld: 88%; mp 265 °C (dec.); 'H-NMR (400 MHz, DMSO-d8) & 4.90 (s,
2H), 8.38 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 8.53 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 6.01 {dd, /= 8.7, 2.3 Hz, 1H),
7.27 (dd, J = 8.1, 2.8 Hxz, 1H), 7.82 (d, /= 8.5 Hz, 2H), 7.61 (d, J= 8.0 Hz, 2H), 8.00
(d, /= 8.3 Hz, 1H), 8.16 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 8.88 (s, 1H), 9.88 (s, 1H); MS (ESI) m/x
365 (IM-H}-), 387 (IM+HT"); HRMS (ESI") calcd for CaHigNzO5 367.1077 (INHHT),
found 387.1074,

EXAMPLE 15
3,8-DIHYDROXY-7-{4-METHOXYPHENYL)-8H-CHROMENO{4,3-b]JQUINOLINE (15)

Thia compound was prepared from 7-bromo-3,9-dihydroxy-8H-chromeno(4,3-
blquinoline (7} uesing 4-methoxyphenylboronic acid according to method M. Yellow
powder; Yield: 84%; mp 195 "C (dec.); 'H-NMR (400 MHz, DMSO-d8) & 3.87 (s,
3H), 5.03 (s, 2H), 6.38 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 6.80 (dd, /= 8.5, 2.5 Hz, 1H),0.73 {d, /=
2.8 Hz, 1H), 7.18 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.24 (dd, J = 8.0, 2.8 Hz, 1H), 7.30 (d, /= 8.8
Hz, 2H), 7.89 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 8.15 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 9.80 (s, 1H), 9.88 (s, 1H);
MS (ESI) m/z 370 (IM-H]), 372 (IM+HT'); HRMSB (ESI") caled for CuHNO,
372.1230 ((M+H]"), found 372.1226.
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EXAMPLE 16
3.6-DIHYDROXY-7-{4-(TRIFLUOROMETHYL)PHENYL}-8H-CHROMENO4,3-
bJQUINOLINE (18)

This compound was prepared from 7-bromo-3,8-dihydroxy-8H-chromenof4,3-
bjquinoiine (7) using 4-trifluoromethyiphenylboronic acid according fo method M.
Yellow powder; Yield: 95%; mp 175-177 °C (dec.); 'H-NMR (400 MHz, DMSO-d8)
55.00 (s, 2H), 6.38 (d, /= 2.3 Hx, 1H), 6.56 (d, /= 2.8 Hx, 1H), 8.61 (dd, J= 8.6,2.2
Hz, 1H), 7.28 (dd, /= 8.1, 2.8 Hz, 1H), 7.84 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.92 (d, J = 6.0 Hz,
1H), 7.88 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 8.18 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 8.84 (s, 1H), 10.00 (s, 1H);
"F-NMR (400 MHz, DMSO-d8) 3 -81.43 (s); MS (ESI) m/z 408 (IM-H]), 410
(IM+HT"); HRMS (ESI") caled for CpyH,FaNG; 410.0900 ((MH+HT"), found 410.0082,

EXAMPLE 17
7+(3-CHLOROPHENYL)-3,8-DIHYDROXY-8H-CHROMENOI[4,3-bJQUINOLINE (17)

Thie compound was prepared from 7-bromo-3,8-dihydroxy-8H-chromsnoj4,3-
blquinofine (7} using 3-chiorophenylboronkc acld according to method M. Onange
powder: Yield: 84%; mp 162-185 "C (dec.); 'H-NMR {400 MHz, DMS0-d8) 3 5.01
{s, 2H), 6.38 (d, /= 2.3 Hz, 1H), 6.60 (dd, J = 8.5, 2.2 Hz, 1H), 8.81 (d, J = 2.8 Hz,
1H), 7.26 (dd, J = 9.1, 2.8 Hz, 1H), 7.35 (m, 1H), 7.50 (d, J = 1.0 Hz, 1H), 7.64 (dd, J
= 3.0, 1.8, Hz, 2H), 7.80 (d, J = 6.1 Hz, 1H), 8.15 (d, J = 8.8 Hz, 1H], 0.88 (8, 1H},
0.98 (s, 1H}); MS (ESI) m/z 374/378 (IM-HY), 376/378 ((IM+H]"); HRMS (EBH) cakd
for CyaH14CINO, 376.0735 (IM+H]"), found 376.0721.

EXAMPLE 18
3,8-DIHYDROXY-7-{3-METHOXYPHENYL)-8H-CHROMENOI[4,3-b]JQUINOLINE (18)

This compound was prepared from 7-bromo-3,8-dihydroxy-8H-chromenof4,3-
biquinoline (7} using 3-mathoaxyphenylboronic acid according to method M. Yellow
powder; Yield: 87%; mp 166-158 °C (dec.); 'H-NMR (400 MHz, DMSO-d8) & 3.82
(s, 3H), 4.99 (d, J = 14.2 Hz, 1H), 5.04 (d, J = 14.2 Hz, 1H), 8.36 (d, J = 2.3 Hz, 1H),
8.00 (dd, /= 8.6, 2.3 Hz, 1H), 8.71 (d, /= 2.7 Hz, 1H), 8.80 {m, 1H), 6.02 (d, J= 1.8
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Hz, 1H), 7.12 (m, 1H), 7.24 (dd, J = 8.1, 2.7 Hx, 1H), 7.52 (dd, J/ = 8.2, 7.8 Hz, 1H),
7.86 (d, J= 8.1 Hz, 1H), 8.15 (d, J = 8.8 Hz, tH}, .80 (s, 1H), 8.88 (s, 1H); MS (ES])
miz 370 (M-HT), 372 (MHHT); HRMS (ESI) calod for CaHyNO, 372.1230
(M+HT, found 972.1223.

EXAMPLE 18
7+(3-CYANOPHENYL)-3,8-DIHYDROXY-8H-CHROMENO[4,3-bJQUINOLINE (16)

This compound was prepared from 7-bromo-3,6-dihydroxy-8H-chromenoj4,3-
blquinciine (7) using 3-cyanophenylboronic acid according fo method M. Yellow
powder; Yield: 74%; mp 275 °C (dec.); 'H-NMR (400 MHz, DMS0O-d6) 5 4.98 (d, J
= 14.2 Hz, 1H), 5.03 (d, J = 14.2 Hz, 1H), 6.36 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.54 (d, /= 2.6
Hz, 1H), .81 (dd, J = 8.8, 2.3 Hz, 1H), 7.27 (dd, J = 9.1, 2.8 Hz, 1H), 7.74 (dt, J =
7.8, 1.4 Hz, 1H), 7.82 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.82 (d, /= 0.1 Hz, 1H), 7.94 (d, J= 1.8 Hz,
1H), 8.05 (dt, J = 7.7, 1.4 Hz, 1H), 8.16 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 8.87 (s, 1H), 10.00 (s,
1H); MS (ESI) m/z 385 ((M-H]), 387 (IM+H]"); HRMS (ESI*) calcd for CxaH4N2Oy
367.1088 (IM+HT"), found 387.1083.

Phamacological Test Procedures

Demongiration Of Estrogenic Activily
Representative axamples of the invention wers avaluated for thelr abllity to

compete with 17p-estradiol for both ERa and ERf. The teet procedure used allows
one to determine whether a particular compound binds {o the estrogen receptor (and
ls therefore "estrogenkc”) and whather thers la selactivity for ERa or ERS. Results of
representative compound axamples are shown In Table 1 below, with the values
obtained reported as ICxs. Tha ICx I8 defined as the concentration of compound
that decremsas total 17p-eetradiol binding by 50%. The procedure used ls briefly
describad. A crude lysain of E. colf exprassing the estrogen receptor ligand binding
domalns (D, E, and F) of human ERa or ERp was prepared. Both receptors and
compounds were diuted In 1X Dulbecco’s phosphate buffered safine (DPBS)
supplemeniad with 1 mM ethylenediamine tetraacefic acid (EDTA). Using & high
binding masked microtiter plate, 100 ul. of receptor (1 uG/well) was combined with 2
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nM {°H}-17B-estradiol and various concentrations of compound. After between & and i
15 hours &t room tempersture, the plates wene washed with DPBS/M mM EDTA and
bound radioactivity determined by liquid ecintillation counting.

Table 1. Binding sffintties and receptor salectivity of mpressntative
compounds of the invention; reported as G,

Cpd R? ERB(nM) ERa(nM) o/

) a 13 88 Fid
7 Br a8 8 18
3 CH=CHy t1) a8
3 CaCTMS 225 199 08
10 CuCH Y 131 3
1 Et 50 88 13
12 CN 8 40 7

L 13 4CHPh 100 3080 19
14  4CN-Ph a2 140 17
18 4MsO-Ph 81 357 (]
18 4CFRyPh 137 0000 44
17 SCHPh 120 806 4
19 3MeOPh 2 20 10
19  3CNPH 180 1% 8

The rasulis obiained In this phermacologic test procedure demonstrate that
the compounds of this Invention are. estogenic compounds, many with strong
preferentinl affinifty for the ERB receptor. The compounds of this nvention range

10 from having high preferential affinity for ERP over ERa to aimost equal affinity for
both recapiors. Thus, compounds of this lnvention will span a range of activity
based, at least partially, on their receptor sffintly selectivity profiles. Additionally,
since each noval recaptor ligand complex ls unique and thus, lts interaction with
various coregulatory proteins is unique, compounds of this Invention will display

15 different modulatory behavior depending on the celiular context theay are In. For
sxamplas, in some cell-types, it Is possible far a compound to behave aa an estrogen
agonist whila in other tissues, as an antagonist. Compounds with such activity have
somelimes been referred to as SERMs (Selective Estrogen Receptor Modulators).
Unllke many satrogens, however, many of tha SERMs do not cause increasss in
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uterine wet weight. These compounds are antiesirogenic In the uterus and can
completely antagonize the trophic effects of estrogen agonists In uterine tissue.
These compounds, however, act as astrogen agonists In the bone, cardiovascular,
and ceniral nervous systems. Due io thie tissue selective nature of these
compounds, they are usaful In treating or preventing in @ mammal, e.g., @ human
such as a woman, diseese siaies or syndromes which are caused or assoclated with
an estrogen deficiency (e.g., in cartain tissues such as bone or cardlovascular) or an
axcess of estrogen (e.g., In the uterus or mammary glands).

Even bayond such csil-apecific modulation, compounds of this Invention also
have the potential to behave as agonists on one receptor type whils behaving as
antagoniste on the cther. For example, it has besn demonstrated that compounde
can be an antagoniat on ERB while being an agonist on ERa. {see Meyers, Marvin J.
et al, J. Med. Chom. 42(13): 2456-2468 (1608)). Such ERSAA (Estrogen Receptor
Selective Agonist Aniagonief) activily provides for pharmacologically distinct
eatrogenic activity within this serles of compounds, .

Other pharmacological test procedurss are readlly avaliable to determine the
activity profile of a representative compound of the invention. The following briefly
summarizes several representative test procedures. Phamacoiogical test
procedurse for SERMs are also provided In US Paisnt Noe. 4,418,088 and
6,998,402, each of which ls Incorporated by reference In iis entirety..

Rat Ulerotrophic/Antiuterotrophic Test Procedure

The estrogenk: and entiestrogenic properties of the compounds can be
determined In an immature rat utarctrophic assay (4 days) (see L.J. Black and R.L.
Goode, Life Sciences 28: 1453 (1980)). immature Sprague-Dawiey rets (female, 18
days oid) were tesied In groups of six. The animals were trsated by daily
Intraperitoneal (lp) injection with 10 ug compound, 100 pg compound, 100 pg
compound + 1 g 17p-eatradiol (to check antlestrogenicity), and 1 pg 17p-esiradiol,
with 50% DMSO/50% saline as the Injection vehicia. On day 4, the animais were
sacrificed by CO; asphyxiation and their uter] removed and stripped of excess Hipkd,
any fluld removed and the wat weight determined. A emall eection of one hom was
submitted for histology and the remainder used to lsolate total RNA to evaluate
caomplemant component 3 gene axpressicn.
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Six (8)-Week Ovariociomized Rat Teal Procedure - Bone and Cardioprotsciion

Famale Sprague Dawley CD rats, ovx or sham ovx, are obiained 1 day after
surgery from Taconic'(Greenwood, NY) (weight range 240-275 g). They are housed
3 or 4 rate/cage In a room on a 1212 (lght/dark) echeduie and provided with food
{Purina Mills® 5K96C rat chow) and water ad lbllum. Treatment for all studies begin
1 day after the animals’ arrival and dosed 7 days per week ae Indicated for 8 weeks.
A group of age maiched sham operated rats not recelving any tresiment eerve as an
intact, estrogen repiets control group for each study.

Al treatments are prepared In 1% Tween 80 In normal sallne at defined
concentrations eao thet the treatment volume 18 0.1 mLM00 g body weight 17p
satradiol ia diseoived in com oll (20 pg/mL) and delivered subcutaneously, 0.1 mL/rat,
All dosages are adjusted at three week Intervals acconding to group mean body
wealght messurements.

Five weeks after the Initlation of trestment and one week prior to the
termination of the study, each rat ls evaluated for bone mineral denelty (BMD). The
total and trebscular denslty of the pradmal tibla are svaluated in anesthetized mats
ueing an XCT-860M (pQCT ( ); Stratec Medizintechnik, Pforzhelm, Garmany). The
measurements are performed as follows: Fifteen minutes prior to scanning, each rat
ls gnesthatized with an Ip Injection of 45 mg/kg ketamine, B.5 mg/kg xylazine, and 1.5
mg/kg acapromazine.

The right hind [imb ks passed through a polycarbonate tube with a diametar of
25 mm and taped fo an acryfic frame with the ankle Joint at a 90° angle and the knee
Joint at 180°. The polycarboneate tube Is affied o a siiding platform that maintains it
perpendicular o the aperture of the pQCT. The platform s adjusted so thet the distal
end of the femur and the proximal end of the tibla would be in the scanning fleld. A
two dimensional scout view Is run for a length of 10 mm and a line resolution of 0.2
mm. After the scout view ia displayed on the monltor, the proximal end of the tibla Is
located. The pQCT scan Is Iniiated 3.4 mm distal from this point. Tha pQCT ecanls
1 mm thick, has a voxe! (three dimenslons! pbos!) skze of 0.140 mm, and conslsts of
145 projections through the aslice.

After the pQCT scan e completed, the Imege Is displayed on the monltor. A
region of interest Including the tibla but exciuding the fibula is outiined. The soft
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lesue le automatically removed using an lterative aigorithm. The density of the
remaining bone {total density) ls reportad In mg/em®. The outsr 55% of the bone le
peeled away in a concentric spiral. The denslty of the remelning bone (Trabecular
denslty) Is reported In mg/cm®. One week after BMD evalustion, the rats are
euthanizad by carbon dioxide suffocation and biood coliected for cholestero!
detarmination. The uter] are removed and the weights taken. Total cholesterol ls
determined ueing a Boshringer-Mannheim Hitachl 811 clinical analyzer using the
Cholesterol/HP kit. Statistics were compared using one-way enalysis of variance
(ANQVA) with Dunnet's teat.

MCF-7/ERE Antiproliferative Test Procedure

Stock solutions of test compounds (usually 0.1 M) are prepared In DMSO am
then dBuled 10 1o 100-old with DMSO 1o make working sohmjons of 1 or 10 mM. The
DMSO stocks are atored &t either 4 °C (0.1 M) or 20 °C (< 0.1M). MCF-7 cells are
passeged twice a week with growth medium [D-MEM/F-12 medium containing 10%
(viv) heat-inactivated fetal bovine serum, 1% (v/v) Penicliin-Streptomycin, and 2 mM
gluaMax-1]. The cells are maintained In vented flasks at 37 °C Inskle a 5%
CO2/85% humidifiad air incubator. One day prior to treatment, the cells are plated
with growth medium at 25,000/well into 98 well piates and Incubated at 37 °C
ovemight.

The cells are Infectad for 2 hours at 37 °C with 50 ulwell of a 1:10 dilution of
adenovirua 5-ERE-tk-uciferase in exparimental medium [phenol red-free D-MEM/F-
42 medium containing 10% (v/v) heainactivated charcoal-stripped feial bovine
serum, 1% (vA) Penicilin-Streptomycin, 2 mM glutaMax-1, 1 mM sodium pyruvets).
The welle are then washad once with 150 pl of experimental medium. Finally, the
cells are treated for 24 hours at 37 °C in replicates of 8 welis/treatment with 150
ulweall of vehicie (s 0.1% v/iv DMSO) or compound that le dliuted = 1000-fold Into
experimental medium,

Initlal screening of tsst compounde I8 done at a single dose of 1 uM that (s
tested aione (egonist made) or in combination with 0.1 nM 17p-estradiol (ECy;
antagonist mode). Each 88-well plate also Includes a vehicle control group (0.1% viv
DMSO) and an agonlet control group (either 0.1 or 1 nM 17p-sstradiof). Dose-
response expariments are parformed in elther the agonist and/or antagonist modes
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on acive compounds In log Increases from 10 to 10° M. From these doee-
response curves, ECe and ICyp values, respectively, are ganerated. The final well in
each treetment group contains 5 pl of 3 x 10° M ICI-182,780 (10° M final
concentration) as an ER antagonist control.

After treatment, the cells are lysed on a shaker for 16 mins. with 25 plAwell of
1X ceoll culturs lysls reagent (Promaga Corporation). The cell lysates (20ul) are
fransfermed to a 56-well luminometer plate, and luciferase activity is measured In a
MicroLumat LB 96 P luminometer (EG & G Berthold) using 100 uliwel of luclferase
substrute (Promega Corporation), Prior to the injection of substrate, @ 1 second
background measurement Is mede for sach well. Foliowing the injection of substrata,
luciferase activity is measurad for 10 seconds after a 1 second delay. The data are
tranefermed from the luminometer to a Macinfosh personal computer and analyzed
using the JMP software (SAS Inetiute); this program subtracts the background
reading from the hiclferase measurement for each well and then determines the
mean and standard deviation of each treatment.

The [uciferase data are trenaformed by logarithme, and the Huber M-
estimator Is used to down-welght the outlying transformed observations. The JMP
goftware ls used to analyze the transformed and weightad data for one-way ANOVA
{Dunnett's test). The compound freefments are compared to the vehicia control
results In the agonist mode, or the posiive agonist control results (0.1 nM 178-
estradiol) In the eniagonist mocde. For the initial eingle dose axperiment, If the
compound treatment reaults ere significantly different from the appropriate control
(p<0.05), then the results ere reportad as the percent relative io the 17p-estradiol
control [l.e., {{compound - vehicle control)/(17p-estradiol control - vehicle control)) x
100]. The JMP software ls also used 1o determine the ECy and/or IC Cx valuss
from the non-inear dose-responsa curves.

Inhibition of LDL Oxidation - Antioxidant Activily

Porcine aorias are obtalnad from an abetiolr, washed, transported in chilled
phosphate buffered saline (PBS), and aortic andothellal cells are harvested. To
harvest the calls, the Intercostal vessels of the aorta are tied off and one end of the
sorta clamped. Fresh, sterile flitered, 0.2% collagenasa (Sigma Type [) Ie placed In
the vessel and the ather end of the vessel then clamped to form a closad systam.
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The aeorta Is Incubated et 37 °C for 15-20 mins., after which the collagenase solution
ls colleciad and centrifuged for 5 mine. at 2000 x g. Each pellet ls suspended In 7
mL of endothelial call culture medium conelsting of phenol red free DMEMHam's
F12 medla supplementsd with charcoal siripped fetal bovine serum (FBS; 6%),
NuSerum® (5%), L-glutamine (4 mM), peniciilin-streptomycin (1000 U/mi, 100 pug/mi)
and gentimicin (76 ug/mi), sseded in a 100 mm petri dish and Incubated at 37 °C In
5% CO;. After 20 minutes, the celis are rinsed with PBS and fresh medium added,
and agaln, at 24 hours. The ceils are confluent after approximatsly 1 week. The
endathellal cella are routinely fed twica @ week and, when confluent, trypeinized and
seedad at 8 1:7 matio. Cell mediated oxidation of 12.5 pg/mL LDL Is allowed to
procead In the pressnce of the compound to be evaluated (5 uM) for 4 hours at 37
*C. Results are axpressed as the percent inhibifon of the oxidative process as
meseured by the TBARS (thiobarbliuric acld reaclive subsitances) method for
analysls of fres aldehydea (Yagl K., Biochem Med 15:212-216 (1978)).

D12 Hypothalmic Call Test Procedure

D12 rat hypothalamic cells are subcioned from the RCF17 parental cell line
and etored frozen. They are routinaly grown In DMEM:F12 (1:1), glutaMAX-1 (2
mM), penicillin (100 U/mi)-streptomyein (100 mg/mi), plus 10% FBS. The cela are
pialed In phenc) red-free medium (DMEM:F12, glutaMAX, penicliiin-streptomycin)
containing 2-10% charcoal stripped FBS at @ subconfluent denelty (1-4 x 10° calla/
160 mm dish). The celle are refed 24 hours later with medium containing 2%
stripped serum. To test for agonlist activity, cells are ireated with 10 nM 17p~estradiol
or various dosee of tast compound (1 mM or a range from 1 pM to 1 mM). To test for
antagoniet activity, the cells are treated with 0.1 nM 17p-esiradiol In the absence or
presence of varying dossa (100 pM to 1 mM) of test compound. Control dishee are
also treated with DMSO es a negative control, Forty-eight houre after hormone
addition, the cells are lysed and a binding test procedure performad.

For each binding test procedure 100-150 mg proteln [a incubated with 10 nM

"H-R5020 + 100-fold excess R5020 in a 150 mL volume. Triplicete reactions (three
with R5020, three without R5020) are prepared in a 98-well piate. The protein extract

ls added first followed by “H-R5020 or "H-R5020 + 100x unlabeled R5020. The
reaction ls parformed for 1-2 hour(s) &t room temperature . The reaction e stopped
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by the eddiion of 100 mL cold §% charcoal (Nort S§X-4), 0.5% dexiran 86K
(Pharmacha) in TE, pH 7.4 . After 5 mine. et room tempersture, the bound and
unbound ligand are saparated by centrifugation (5 mins., 1000 RCF, 4 *C). The
supernatent solution (~150 mi) is removed and fransfared o a scintliation viel.
Following the addlition of scintjliation fiuld (Backman Ready Prolsin+), the sampies
are countad for 1 min. In & scintillation counter.

Progesterone Recepior in the CNS Preaplic Area

Sixty (60) days old fomale Spragus-Dawley rats are ovarlectomized. The
animals ere housed In an animal care faclity with a 12-hour light, 12-hour dark
photoperiod and free access to tap water and modent chow.

Ovarlectomized animale are mndomly divided into groups that are injected
with vehicle (60% DMSO, 40% PBS, 10% ethanol vehicie), 17B-astradiol (200 ng/kg)
or the compound to be tested. Additional animals are injected with the test
compound 1 hour prior to Injection of 17B-estradiol 1o evaluate the antagonistic
properties of this compound. Six hours after subcutaneous (sc) injection, the animails
are euthanized with a lethal dose of GOy and thelr brains collected and frozen.

Tissua collected from the enimals ks cut on a cryostat et -18 *C and collected
on Silane-coated microscupe slides. The sacfion-mounted alides are than dried on a
slide warmer mainteined at 42 “C and stored in desiccated slide boxes at -80 *C.
Prior to procesasing, the desiccated skie boms ae siowly wamed to room
temparature (-20 *C for 12-18 hours; 4 °C for 2 hours; room temperature for 1 hour)
o eliminate condensation formation on slides and thus, minimize tlasuve and RNA
degradation. The dry slides are loaded into metal racks, postfixed In 4%
paraformaidetiyde (pH 8.0) for 5 mine. and processad, as previously described.

A pleamid containing a 815bp fragment of the ret PR cDNA 8 (ligand binding
domaln) ls Insarized and uvsed to generate a S 35-UTP labeled probe that Is
complimentary to a portion of the rat PR mRNA. Processed saction-mounted slides
are hybridized with 200 mL of hybridization mbx containing the rboprobe (4-8x10°
DPM/sikie) and 50% formamids, end incubated ovemight in a 55 *C humidified
chamber. In the moming, the alldes are placed In metal racks thet are immereed In
2x8SC (0.15M NaCl, 0.016M sodium clirate; pH 7.0)//10 mM DTT. The racks are all
transferred fo a large contalner and washed In 2xSSC/10 mM DTT for 16 mins. st
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room tsmperature with gentle agitetion. Sikies are then washed In RNase buffer at
37 °C for 30 mins., treated with RNass A (2 mg/ml) for 30 mine. at 37 °C, ang
washed for 15 mins. in room tempereture 1x8SC. Subsequantly, the slides are
washed (2x 30 mins.) in 65 *C In 0.1x88C tc remove nonspecific label, inssd n
room temperature 0.1xSSC for 16 mine. and dehydrated with a graded series of
sicohol: ammonium acetste (70%, 85%, and 100%). Air dried siides are opposed o
x-ray fim for 3 days and then photographically processed. The slides from al
enimals are hybridized, weshed, exposed and photogrephically processed together
o aliminate differances due to Inferasaay variation In condltions.

Rat Hot Flush - CNS Effects

Ovarlectomized-female, 60 days-old, Sprague-Dawiey rmais are obtalned
following surgery. The surgeries are done & minimum of 8 days pricr t» the firet
freafment. The animals are housed Individually under & 12/12 hours Night/dark cycle
and given standard rat chow and water ad Ibtum.

Two contral groups are Included In every study. Doses are prepared based

' on mg/kg mean group body welght In either 10% DMSO in sesame ofl {sc studias) or

in 1.0% Tween B0 In saline ((po) studies). Animals are administered test compounds
gl doses ranging from 0.01 to 10 mp/kg mean group body weight. Vehicle and
sthinyl eatradlo}l (EE) controls (0.1 mg/kg, sc or 0.3 mg/kg, po) conirol groups are
included In each test. When the compounds are tested for their antagoniat activity,
EE Is coadminietered at 0.1 or 0.3 mg/kg for sc or po studies, respectively. The test
compounds are administered up 1o the day that tail skin temperature ia measwed.
After the acclimation period of four days, the animals are treated once dally
with the compound(s) of interest There am 10 animaiafreatment group.
Adminlatration of the compound ls eilther by ac Injection of 0.1 m! in the nape of the
neck or po In & volume of 0.5 ml. On the 3rd day of treatment, @ morphine pellet (75
g morphine sulfate} ls implantad subcutanecusly. On the 5th day of treaiment, one
or iwo additional morphine peliels are implanted. On the eighth day, approximately
half of the animals are injacted with Ketamine (80 mg/kg, Intramuecularly) end a
thermocouple, connected to a MacLab Data Acquisition System (API| Instrumente,
Miford, MA) is taped on the tall appraxdmately one Inch from the root of the tell. This
eystem allowed the continuous measurement of tall ekin temperature. Baseline
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temperature la maasured for 15 mins., then naloxone (1.0 mg/kg) is givan ec (0.2 mL)
1o black the effect of morphine, and tall skin temperature is measured for one hour
thereafter. On the ninth day, remalning animals are set up and analyzed simtarly.

Vasomolor Function in Isolaied Ret Aortic Rings

Sprague-Dawiey rate (240-260 grams) are divided into 4 groups:

1. Norma! non-ovariectomized (Intact)

2. Qvarlactomized (ovex) vehicls treated

3. Ovariectomized 17-B eatradiol treated {1 mg/ig/day)

4. Ovarleciomized animals treated with teat compound {1.e., 1 mg/kg/day).

The animais are ovarisciomized approximately 3 weelks prior {0 treatment.
Each animal receives 1 mgkg/day of sither 17-§ estradiol sulfate or test compound
suspended In distilled, delonized water with 1% Twean-80 by gastric gavage.
Vehicla tremtad animais receivaed an appropriate volume of the vehicla used in tha
drug treated groupa.

Animals are euthanized by CO, Inhalation and sxaanguination. Thelr thoracie
sortas are mpkily removed and placed In 37 °C physlologice! solution with the
following compoaltion (mM): NaCl (64.7), KCI (5.0), NaHCO; (25.0), MgCly-2H,O
{2.5), D-glucose (11.6) and CaCls (0.2) gaesed with COy-O,, 85%/5% for a finsi pH of
7.4. The advantitia Is removed from the outer surface end the vessal Is cut into 2-3
mm wile rings. The rings are suspended In at 10 mL tissue bath with one end
attached to the bottomn of the bath and the other o a force tranaducar. A resting
tension of 1 gram Is placed on the rings. Rings are equilbrated for 1 hour, while
signais are acquired and analyzed.

After squilibration, the rings are axposed io Increasing concentrations of
phenylephrine (108 to 104 M) and the tension recorded. Baths are then rinsed 3
times with fresh buffer. Aftar washout, 200 mM L-NAME is added to the tissue bath
and equilibrated for 30 minutes. The phenylephrine concentration responsa curve s

then repeated.
Elght Arm Radial Arm Maze - Cognition Enhancement

Male, Sprague-Dawley, CD rats (Charies River, Kingston, NY) welghing 200-
250 g on amival are used. For one week, the rata are housed, six per cage, with
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standard laboratory chow end water available ad lIbitum. Housing s in a colony
room maintained at 22 °C with & 12/12 hours light/dark cycle with lights on at 8:00
AM. Following habltuation to the faclity, the animals are Individually housed and
maintained at 85% of free-feeding weight. Once stable welghts are atisined, the rats
are acclimated fo the 8-arm radlal maze.

The structure of the maze s an adapiation from that of Peele and Baron
{Pharmacology, Blochemistry, and Behavior 28:143-150 (1688)). The msze Is
elovatad to @ helght of 75.5 cm and composed of a circular area surrounded by 8
arms radiating eway from the centsr, equidistant from one ancther. Each arm Is 58
cm long x 13 cm high. A clear plexigiass cylinder Is lowered fo ancloss the animal in
the centsr portion of the maze prior to the efart of each sesslon. Each arm of the
meze |s equippad with 3 sefs of photocelis inferfacsd to a data ecquisition unkt, which
In tum s Interfaced to a computer. The photocelis are used to track the movement of
the rat In the maze. Pellel feaders located above food cups et the end of each am,
dispensed two 45 mg chocolate pellais when the outer photocell of the arm s,
activated for the firet ime In a given session. The maze ks located In a tasting room
with black and white geometric posters on each wall to serve as visual cuea. During
all training and testing procedures, white nolse is audible (~ 70 db).

The training procedure consiets of five phases, esch with daily sessione
lasting 5 or 10 minutes. A 10 second delay is imposed between the time the rat le
placed In the center portion of the maze and when the cylinder Is raised to begin the
session. During Phase 1, food-restricted pairs of rate are placed on the maze for 10
minutes with 45 mg chocolats food pellets scatiered throughout the 8 arms of the
maze. During Phase |1, each rat is placed individually on the maze for a 10 minute
period, with peliets scatterad from the middie photocell to the food cup of each erm.
During Phaes 1ii, each rat is piaced on the maze for & 10 minute period, with food
pellats located only In and around the food cups In each amm. In Phase IV, each rat
is allowed 10 minutes to collect fwo peliete from each arm. Re-entry into an arm Is
considered an emcr. Rets am trained dally In the manner untll they echieved
criterion performance with less than or equal o 2 total errors on three cohsecutive
days of tralning. Total habltuation and fraining time ks approxdmately 3 weele.

Teat compound | prepared In phosphate buffered saline and administered in

& volume of 1 mikg. Scopolamine HBr (0.3 mg/kg ac) served as the Impalring agent,
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producing an Increase In emor raie (loss of memory). Test compound is given
intraperitoneally, simultanecusily with scopolamine, 30 minutes prior to the first mazs
exposure on any given teet day.

To assess the test compound, an 8 x 8 balanced Latin equare for repeated
maasures ls designed, In order to achieve a high experimental efficlency with the
loast amount of animels. Elght axparimental sessions, two per week, are conducisd
with the 8 teatments (vehicle, scopolamine, 3 doses of test compound In
combination with scopolamine} randomized within each sesslon. Each treatment
followed every other troatment the same number of times. Therefore, the residua!
effect of every treatment could be estimated and removed from the direct treatment
effect. Following ANOVA, multiple comparisone are pesformad using Dunneit's two-
sided tast on adjusted means.

Animals that do not make 4 comect cholces within 5 minutes during the first
expoeure, or that have not made a total of 8 cholces by the end of the second
exposure, are consklered fo have "timed-out® for that session. Any animal thet
“timed-out” following administration of more than one dosa of the test compound Is
exciuded from the analysis.

Neuroprotaction

Inhibition of Time-Dependent Death of Caeiis In Primery Cortical Neuron Cultures

Primary cortical neurons were produced from at bralns that were 0-1 day old
using & variation of methods described by Monyer et al., Brain Ressarch 483:347-
354 (1980). Dispersed braln tissue was grown In DMEM/10% PDHS (pregnant donor
horse serum) for three daya and then treated with cytoaine arabinoside (ARC) for two
deys to remove conteminating giial celis. On day 5, the ARC media was removed
and replaced with DMEM/10% PDHS. The neuronal cefis were cultured for a further
4-T days before use.

Control primary neuronal culturea show prograssive cell death between deys
12 and 18 in culiure. Tweive cultures were evaluated on days 12 and 16 for levels of
the enzyme laciate dehydrogenese (LD) after adding test compound to 8 cultures
maintained In DMEM and 10% PDHS on day 9 and meintaining the remalning
cultures as controle. LD was assayed using a variation of the method by Wrobleweki
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et al., Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 90:210-213 (19855). LD Is a cytosofic anzyme that Is
commonly used in bath clinical and basic research to delermine tesve viebilty. An
Increase in media LD Is directly related to celi death.
Neuroprotection Ageainst CytotoxicRy induced by Hypoglycemia

C6 glioma calls obtained from American Tiesue Culture Center (ATCC) were
platad In RPMI media with FBS st a concentration of 1 x 10° cells/mL. In FALCON® 25
cm® tissue culture flaska. Four hours prior to the oneet of hypoglycemla, the
maintenance media was discarded, monolayers were washed twice In the
appropriate media and then incubated for four hours at 37 °C In elther serum free or
serum free plus teat compound. Kreb's Ringer Phosphate buffer was used to wash
the monolayers twice before the addiion of appropriats glucose treatment. RPMI
madium containe 2 mg glucose/mL; fissks wera divided into groups of 8 with each
receiving 100% glucoss (2 mg/ml), 80% glucose (1.6 mg/ml), 60% glucose (1.2
mg/ml) or 0% glucosa (buffer) or supplemented with test compound. All fasks were
Incubated for 20 hours and then evaluated for total, live, end dead cell number
uiizing trypan biue.

Neuroprolection Against Excitotaxic Amino Acids
Five cutture dishes comtaining SK-N-SH neuroblastoma cells were treated

with teet compound end 5 culiure dishes wore freated with RPMI media. Four hours
later, all coll were treated with NMDA (500 M) for 5 minutes. Total ve cells and
dead cells were then determined.
Neuroprotection Againat Oxygen-Glucoss Deprivetion - Analysis of pyknatic nuciel to
mesaurs apoplosis

Cortical neurons are preparad from E18 rat fetus and plated in 8-well
chamber sfidea pre-coated with poly-D-lysine (10 ng/ml) and sarum at a densMy of
100,000 cells’well. Cella are plated in high glucose DMEM corttalning 10% FCS and
kept In the Incubetor at 37 °C with 10% COy/80% air. On the next day, serum is
removed by replacing culture media with high glucose DMEM containing 827
suppiement, and calls are kept in the Incubator without further media change untfl the
day of experiment. On day 8, slides are divided Into two groups: a control group and
a OGD group. Cells in the control group recelve DMEM with glucoss and custom
B27 (without anticxddantts), Celis in the OGD group receive no-glucose DMEM with
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cusiom B27, which has bean degassed under vacuum for 15 mine. Celis are flushad
with 80% Ny/10% CO; for 10 mins. in an airtight chamber and incubated at 37 °C for
8 hours. After 8 hours, both control and OGD calls are subject to replacement of
madia containing elther vehicle (DMSO) or test compound In glucose-containing
DMEM with custom B27. Cells are relumed to a normoxic Incubator at 37 °C. After
24 hours, cella are fixed in 4% PFA for 10 mins. at 4 °C and stained with Topro
(fluorescent nuclear binding dye). Apoptosla ls esaeseed using a laser scanning
cytometer by measuring pyknotic nuclel.

Msasurement of LDH release as an indication of cell death

Cortical neurons are prepared from E18 ret fetus and plated In 48-well culture
plaies pre-coated with poly-D-lyelne (10 ng/ml) and serum et a density of 150,000
cells/well. Cells are plated In high glucose DMEM containing 10% FCS and kept In
the Incubator at 37 °C with 10% CO»/80% air. On the next day, serum s removed by
repiacing culture media with high glucose DMEM containing B27 supplement On
day 8, cells are divided Into two groups: & control group and a OGD group. Cells In
the control group receive DMEM with glucose and custorn B27 (without anticxddants).
Cells in the OGD group receive no-glucose DMEM with custom B27, which has been
degassed under vecuum for 15 mins. Cells are flushed with 80% N»/10% CO, for 10
mina. In an ektight chamber and incubatad at 37 °C for 8 hours. After 8 hours, both
control and OGD cells are subject o replacament of media containing either vehicle
(DMSO) or test compound In glucose-containing DMEM with custom B27, Cells are
retumed o & nonmoxc incubator at 37 “C. Aftar 24 hours, ceil death ia asesessad by
measuring cellular releass of LDH (laciate dehydrogenase) into the culture medium.
For the LDH assay, an aliquot of 50 pl culture medium Is transferred into the 88-well
plate. After the addition of 140 p! 0.1M potasalum phosphate buffer (pH 7.5) and 100
pl 0.2 mg/mi NADH, the piate 1s aliowed to sit in the dark at room temperature for 20
mins. Thae reaction ls Inilated by the addition of 10 pl of sodium pyruvate. The plate
s mad Immediately et 340 nM In a Thermomax plate reader {Molacular Devices),
The absorbance, an index of NADH concentration, 18 recorded every 8 seconds for &
minutes and the slope Indicating the rate of NADH disappearance Is used to
calculate LDH activity:

LDH Activity{U/mi) = {AA/min) (TCF)(20) (0.0833)/(.78)
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where:
0.0833 = proportionality constant and
0.78 = Instrument light path length (cm).

HLA Rat Test Procedure - Crohn's Disease and Inflammatory Bowel Disorders

Male HLA-B27 rats are obtained from Teconic and provided unrestricted
access {o a food (Purine Mille® LabDief® 5001) and water. At the start of the study,
rats ara 22-20 woeks old.

Rats are dosad subcutaneously once per day for seven days with one of the

* formuigtions {lated below. There are five rais In each group and the last dose s

sdminlstered iwo houre before euthanasia.

. Vehicle (50% DMSO0/50% Dulbecco’s PBS);

. 17a-ethinyl-17B-estradiol (10ug/kg); or

. text cornpound.

Stool quality le observed dally and graded according to the following scale:
Diarrhea = 3; soft atool = 2; normal siool = 1. At the end of the test procedure, serum
ls collectad and stored at —70 *C. A section of colon ls prepered for histological
analysls and an additions! segmeant is analyzed for myelapercxddase activity.

The following method Is used to measure myeloperoxidase activity. Colon
tissue s harvested and flash frozen In liquid nitrogen. A representative sample of the
entira colon is used to ensure conelstancy hetween samples. The tissue ia siored at
80°C untl use. Next, the tissue Is welghed (epproximately 500mg) and
homogenized In 1:15 wiv of § mM HzKPO, (pH 6) washing buffer. The fissue Is spun
down at 20,000 x g in a Sorvall RC 68 centriffuge for 45 minutes at 2-8 °C.
Supamatarnt la then dlecarded. Tissue Is resuspended and homogenized In 2.6 mL
(1:5 wiv) of 50 mM HyKPO, with 10 mM EDTA and 0.6% Hax Ammonium Bromide to
halp solubllize the Intracsliular MPO. Tissus Is frozen In liquid nitrogen, thawed in a
37 “C-water bath and sonicated for 15 saconds {o ensure membrane lysle. Thie
‘procedure o repested 3 imes. Samplas are then kept on ice for 20 minutes and
centrifuged at 12,000 x g for 15 minutes et 2-8 °C. The supematant ls analyzed
following theae steps.

The test mbdure is prepared by adding 2.9 mL of 50 mM HKPO, with 0.167
O-Dlanisidine/mi with 0,0005% H;0a Into & reacion tubs. When hydrogen peroxide
le degraded, O-Dianieidine Is oxidized and abeorbs at 460 nm In au‘:menuaﬂon
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dependent manner. The mbdure is heatad to 25 °C. One hundred (100} pL of the
tissue supematant Is added to the reaction tube and Incubatad for one minute at 25
*C, then 1 mi ie transferred to a disposable plasfic cuvetts. Optical density (OD) Is
measured every 2 minutes of reaction fime at 400 nm against a blank conieining 2.8
ml. of reaction mixture and 100 uL of the 0.5% ammonium bromide solution.

Enzyme activity unlia ere quaniified by comparison of absarbance at 480 nm
to a standard cutve prepared with purified human MPO 31.1 unitaivial. The MPO ia
reconetituted and serlally diluted using 50mM H,KPO, with 10 mM EDTA and 0.6%
Hex Ammonium Sromide to four known concentrations. Sampie absarbancies ame
compared against this curve io determine activity.

Histological analysie ks performed as follows. Colonic tsaue s immeamsed In
10% neutral buffered formalin. Each apecimen of colon s separatad Inio four
samples for evaluation. The formalin-fixed tiasues are processed In a vacuum
inflitration processor for parafiin enbedding. The samples are sectioned at 5 um and
then stalned with hamatoxylin end eosin (H&E) for blindsed histologic evaluations
using a scale modified after Boughton-Smith. Afler the scores are complsted the
sanples are unblinded, end data are tabulsted and analyzed by ANCVA [inear
modaling with muitipls mean comparisons.

Based on the resulis obfained In the standard pharmacological tests
procedures, as described herein, the compounds of this invention ere estrogen
recaptor modulators useful In the treatment or inhibition of condiions, disorders, or
disease states thet are at least partially mediated by an estrogen deficlency or
axcess, or which may be treated or Inhibited through the use of an eetrogenic agent.

H# Is Intended that each of the patents, epplications, and printed publications,
Including books, mentioned In this patent document be Incorporated hersin by
reference In their entirety. This application clalma priority benefit of U.S. Provisional
Application Serlal No. 80/807,768 filed Septamber 7, 2004, which Is incorporated
herein by reference in its entirety.

As thosp aldlled In the art will appreclats, numerous changss and
modifications may be made fo the preferred embodiments of the Invention without
deparling from the apirit of the Invention. It la Intendead that all auch variations feil
within the scope of the Invention.
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What s claimed ls; gs

1. A compound of formula | having etructure:

wherain:
A and A’ are each Independantly OH, H or OR;
sach R is Independently selactad from the group conaisting of C-Cq alkyt,
alkerryl, benzyl, acyl, aroyl, -C(=O)-OR’, autfonyl and phosphoryl,
whereln each R' Is independently seiected from C,-Cy alkyl, C»-C;
alkenyl, CrC; alkynyl, or Cs+Cyp cycloalkyl, sach of which are
optionally substituted by 1 to 3 substituents selected from C.-C, alkyl
or halogen;

R' end R' are independently selected from the group consisting of H,
halogen, C,-Cs alkyl, C,-Cq perhaicalkyl, CFy, Cr-C; aikeny! and C,-C, alkoxy;

R, R%, R® and R* are each independently selactsd from the group conslsting
of H, halogen, CFs, C+-Ce perhaioaikyl, C1-Cq aikyl, C+-C; alkenyl, Cr-C; alkynyl, Cy-
C; cycloalkyl, C,-Cq alkoxy, CN, ~CHO, acyl, phenyl, aryl and hetercaryi;

wherain the alkyl or alkenyl moleties of R?, R*, R" and R® can esch be
optionally substituted with up to three substituents Independently selected from
halogen, OH, CN, triflucroaliy, trifiluoroalkoxy, NO; or phenyl, wherein eeid phenyi ls
optionally substituted with up to thres independently selectad R groups;

whereln the alkynyl molety of R®, R, R® and R® can each be optionally
substtuted with up to three substiiuents sslected from halogen, -CN, -CHO, acyl,
trifluorcalkyl, trialkylailyl or phenyl, wherein sald phenyl Is optionally substituted with
up to threa independantly selected R' groups;

wherein the phenyl, aryl or heteroaryl molety of R®, R*, R® and R® cen each be
oplionally substituted with up to three substiiuents ealected from halogen, -CN, akkyl,
alkoxy, perflucroakyl or perfiucroalkoxy;
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sach R" |s Independently selecied from the group conslsting of halogen, C;-
Ce akyl, C;C; ekenyl, -OH, C,-Cy alkoxy, -CN, -CHO, -NO3, amino, CC,
alkylaming, d-{C,-Cq)alkylamino, thiol, and C4-C, alkyithlo; and

nia0,1,2 or3;
provided that:

at least one of Aand A’ Is not H;

ifn le 0, then Ry la not halogen; and

at least one of R®, R* and R® is halogen, C:-Cs alkyl, Cy-Cy akenyl, Cs-C;

aikynyl, Cs-Cy cycicalkyl, C1-Cq ailkaxy, -CN, -CHO, acyl, phanyl, aryl or heteroaryl;
or an N-oxide thereof or @ pharmacsutically acceptable salt thereof or @ prodrug
thereof.

1. The compound of claim 1 whamin A and A’ are each CH.

2. The compound of ¢laim 1 wherein one of A and A’ Is OH, and the other of A and
A'lsOR.

3. The compound of claim 1 wherein one of A and A’ s OH, and the other of A and
A’ Ia O-C-Cq alil.

4. The compound of claim 1 wherein A and A’ are sach OR.
5. The compound of claim § wherein A and A' are sach -O-C-Cs alkyl.

8. The compound of claim 1 wherein one of A and A’ Is H, and the other of A and A’
Is OH or OR.

7. The compound of claim 1 wherein one of A and A' is H, and the other of A and A’
is OH or O-C1-Cy alkyl.

8. The compound of any one of claims 1 to 8, wherein R® and R® are sach,
independently, H, halogen, C-Cq alkyl, C+-Cy alkemyl, C+-C; alkynyl, -CN, -CHO,
ecyl or optionally substituted phenyl, as previously defined.
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8. The compotuind of cialm 8 whareln R® Is other then H.

10. The compound of any one of ciaima 1 to 8, whereln R Is halogen, C,-Cq alkyl,
CxCy alkenyl, C+-Cy alkynyl, -CN, -CHO, or phenyi optionally subatituted with up
io three groups selectad from halogen, C-Cy alkoxy, perfluoroalikyl and CN; and
RY Is H, halogen, C;-Cq alkyl, Cz-C; alkenyi, C>-Cy alkynyl, -CN, -CHO, or phenyl
optionafly substituted with up to three groups eelected from halogen, Ci-Cy

alkaxy, perflucroalky! and CN.

11. The compound of ciaim 11 whersin said phenyl of sald R® s optionally substituted
with up to thres subetituents selacted from F, Ci, Br, CN, OCHy and CF,.

12. The compound of any one of clalms 1 to 8 whereln R? Is halogen, C-C; alkynyl
or -CN.

13.The compound of any ons of claims 1 to 8 wheraln R® and R® mre each
independently hatogen, C;-C; alkynyl or -CN.

14. The compound of any one of claims 1 fo 14 wherein one of R’ and R? Is halogen.
15. The compound of any one of claims 1 to 14 whereln one of R* and R? le fluorine.

18. The compound of any one of clalme 1 to 14 wherain one of R! and R* Is halogen,
and the other of R! and R%Is H.

17. The compound of any one of claims 1 to 14 whereln one of R* and R? s fluorine,
and the other of R' and R*ls H.

18. The compound of any one of clalme 1 to 14 wherein R' and R? are each
Independently halogen.

19. The compound of any one of clalme 1 to 14 wherain R' and R* are each H.
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20. The compoaund of any one of claime 1 to 14 wherain R' and R* are aech fluorine.
21, The compound of eny one of claima 1 to 21 wherein R* Is H, halogen or -CN.
22, The compound of any one of claims 1 to 21 whereln R* Is H,

23. The compound of any one of claima 1-8 wherain:

R? Is halogen, C;-Cq alky!, Cz-Cy akanyl, Cr-Cy alkymyl, -CN, -CHO, or phenyl
optionally substituted with up to three groups selected from halogen, C+-Cy alkoxy,
perflucroalkyl and CN; )

R® I8 H, halogen, C-C, alkyl, C,-C; alkenyi, Cr-Cy alkynyl, -CN, -CHO, or
phenyl optionally subsiiivied with up to three groups solected from halogen, Cy-C,
alkoxy, perflucroakkyl and CN;

one of R! and R? Is halogen; and R* Is H, halogen or —CN.

24. The compound of claim 2 whereln R? Is halogen, and R', R?, R*, R? and R® are
hydrogen.

25. The compound of ciatm 2 whereln R® Is OH, and R', R?, R*, R® and R® are
hydrogen.

28. The compound of clalm 2 whersin R® ls Cr-Cy alkenyl, and R’, R?, R, R® nd R*
are hydrogen.

27. The compound of ciaim 2 wherein R* Is CN, and R', R, R*, R® and R* ame
hydrogen.

28. The campound of claim 2 wherein R® ta C-C; akynyl, and R*, R?, R®, R' end R®
are hydrogen.

26. The compound of claim 8 whersin R? is C-Cy alkyl, and R*, R?, R, R® and R* are
hydrogen.

PCT/US2003/031696
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30. The compound of claim @ wherein R? ia optionally substituted phenyl, and R, R?,
R*, R® and R" are hydmogen.

31. The compound of claim 31 wherein said substituents of said phenyl are selected
from the group coneleting of halogen, C,-C, alkoxy, perflucroalkyl and CN.

32. The compound of any one of claime 1-23 or 25-32 wherein n fa 1.
33. The compound of clalm 24 wherelnn Is 1.

34, A compound which le:
a) 3,8-Dimethoxy-8H-chromenof4,3-bjquinolin-7-ol;
b) 7-Chioro-3,8-dimethoxy-8H-chromenci4,3-blquincline;
c) 7-Bromo-3,8-dimsthoxy-6H-chromeno(4,3-bjquinoline;
d) 7-Chioro-3,8-dlhydroxy-6H-chromanci4,3-bjquincline;
8) 7-Bromo-3,8-dilydroxy-8H-chromencf4,3-bjquincline;
f 3,0-Dihydroxy-7-vinyl-8H-chromenci{4,3-bjquinaline;
@) 3,8-Dihydroxy-7-{(trimetiylsilylethynyl}-8H-chromenaj4,3-bjquinoline;
h) 3,8-Dihydroxy-7-sthynyl-8H-chromanof4,3-bjquinciine;
) 3,9-Dihytroxy-7-sthyl-8H-chromeno{4,3-bjquinoline;
) 7-Cyano-3,9-dlhydroxy-8H-chromenol4,3-bjquinciine;
k) 7-{4-Chlorophenyl)-3,8-dihydraxy-8H-chromeno|4,3-bjquinoiine;
) 7-{4-Cyanophenyl)-3,8-dihydraxy-8H-chromenof4,3-bjquincline;
m) 3,8-Dihydroxy-7-{4-methoxyphenyl)-8H-chromeno[4,3-blquinoline;
n) 3,8-Dihydroxy-7-{4~{triflucromethyl)phenyl}-8H-chromenof4,3-blquinoline;
o) 7-(3-Chiorophenyi)-3,8-dlhydrooy-8H-chromenof4,3-b]quinofine;
p) 3,8-Dihydroxy-7-{3-methoxyphenyf)-8H-chromenol4,3-blquinoline;
q) 7<{3-Cyanophenyi)-3,8-dihydroxy-8H-chromenof4,3-bjquinofine;
or phammaceutically acceptable salts, chelates, complaxes or prodrugs thereof.

35. A composition comprising a compound according to claim 35.
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38. A composition comprising a compound according to any one of clalims 1 to 35.

37. A method of treating or inhiblting osteoporosis or inhibiting bone deminerization
in a mammal in need therecf, which comprises providing {o said mammal an
effactive amount of one or more compounds according to any one of claims 1 to
35.

38. A method of treating or Inhibiting inflammatory bowel disease, Crohn's disease,
ulcerative proctith, or collis in a mammal In need thersof, which comprises
providing to sald memmal an effective amount of ons or more compounds
according 1o any one of claims 1 {0 35.

38. A method of lowering cholesterol, triglycerides, Lp(a), or LDL levels; inhibiting or
treating hypercholesteremia; hyperlipidemia; cardiovascular disease;
atheroclerosils; peripheral vascular disease; restencsis, or vasospasm; or
Inhibliing vascular demage in @ mammal in nead thersof, which comprises
providing to sald mammal an effective amount of one or mere compounde
according o any one of claims 1 to 35.

40. A method of providing cognition enhancement or neuroprotection; or tresting or
Inhibling senile dementias, Alzhelmer's diseese, cognitive decine, stroke,
anxety, or neurodegenretive disordars in @ mammal in need thereof, which
comprises providing to seld mammal an sffective amount of one or more
compounds according fo any one of claime 1 fo 35.

41. A method of treating or inhibiting free radical induced dissase states in a2 memmal
in need thereof, which comprises providing to sald mammal an effecive emount
of one or mone compounds according to any one of claims 1 to 35.

42. Amethod of treating or Inhibiting veginal or vulvar atrophy; atrophic vaginitis;

vaginal dryness; prurttus; dyspareunta; dysuria; frequent urination; urinary
Incontinence; urinary tract infectiona In a mammal in need thereof, which
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comprises providing to sald mammal an effective amount of one or mors
compounds according fo any one of claims 1 to 35.

43. A method of treating or inhiblting vazomotor symptoms in @ mammal In need
thereof, which comprises providing to sald mammal an effective amount of one or
more compounds according io any one of cialims 1 o 35,

44, A methof of claim 44 wherein the vasomotor symptom I8 hot flushes.

46. A method of contraception In a mammal in need thereof, which comprises
providing to sald mammal an effectiva amount of ane or more compounds
ccoiding to any ohe of clalma 1 to 35.

48. A method of treating or Inhibiting rheumsitold arthritls, catecarthritis, or
spandyloarthropathies In a mammal in need thereof, which comprises providing
1o sald mammal an effective amount of one or more compounds according to any
one of claime 1 to 35.

47. A method of treating or inhibiting joint dameage secondary to arthroacopic or
surgical procadures in @8 memmal In need thereof, which comprises providing to
sald memmal an effective amount of one or more compounds according to any
one of clalms 1 to 36.

48. A method of treating or Inhibiting Infertility In 8 mammal in need theraeof, which
comprises providing fo sald mammal an effective amount of one or more
compounds acconding to any ona of claims 1 to 36.

48. A mathod of treating or inhibiting lschemia, reperfusion Injury, asthma, plaurisy,
mulliple sciercsls, syetemic tupus erythematosls, myaigla, arthralgia, Ineomnia,
Irritabillty, uveltis, sepsia, hemomrhagic shock, or type 1l diabetes in a mammal In
need thereof, which comprisea providing to sald mammal en effecive amount of
one or more compounds according to any one of claims 1 to 35,
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50. A method of treating or Inhiblting hypocaicemia, hypercaicemia, Paget's disease,

osteomalacia, ostechalisteresis, multiple myeloma in a mammal In nead there of,
which comprises providing to salkd mammal an effective amount of ona or more
compounds according to any ona of claims 1 to 35.

51. Amethod of treating or inhibiting benlgn or malignant ebnormal flesue growth,

including prostatic hyperirophy, uterine leiomyomas, breast cancer,
sndometriosis, sndometrial cancer, polycystic ovary syndrome, endometrial
polyps, benign breast disease, adenomyosis, ovarian cancer, melanoma,
prostrate cancer, colon cancers or CNS cancers In a mammal in need thersof,
which comprises providing o sald mammal an effective amount of one or more
compounds according fo any one of claims 1 to 35.

52. A method of clalm 52 whereln the benign or malignant abnormal tissue growth is

prostatic hyperirophy, uterine (elormyomes, breast cancar, cancer, palycystic
ovary syndroms, endometrial polyps, benign breast dissase, adenomyosls,
ovarian cancer, malanoma, prosiate cancer, colon cancers or CNS cancers.

53. A method of claim 63 whereln the CNS cancers are glioma or estioblastomia,

54. A method of treating or inhibliing cancers, central nervous eyatem disorders or

traumna, bone disease, aging, Inflammatory discrdera, peripharal vasculer
disease, autoimmune dissases, respiratory distress, emphysema, viral hepetitis,
chronic active hepatitis, tuberculosls, psoriasis, aduit respiratory distress
syndrome In a mammal in need thereaf, which comprises providing to sald
memmal an effective amount of ohe or more compounds according to eny one of

_ clalme 110 35,

55. A mathod of treafing or Inhlbiting skin atrophy, acne or maile patiem balkdness In

a mammal In need theraof, which comprises praviding to sald mammal an
affective amount of one or more compounds according to any cne of claime 1 to
as5.
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§8. A method of tresting or Inhibiting lsukemia, endometrial ablations, chronic renal
dissase, hopatic diasass or coagulation diseases or disorders In a2 mammal In
need thereof, which comprises providing to sald mammal an effective amount of
one or more compounds acconding to any one of claims 1 fo 35.

57. A method for the preparation of a compound of Formula V:

¢2

OH

wherein:
10 wherein:
A and A' are each independently OH, H or OR;
sach R Is independently salected from the group conelsting of C+-Gy alkyl,
alkenyl, benzyl, acyl, aroyl, -C(=0)-OR', sulfonyl and phoaphoryl,
wherein each R’ I8 Indepandently eelected from C,-Cs alkyl, Cx-C;
156 alkenyl, CrC; alkynyl, or CxCyy cycioakyl, each of which are
optionally substituted by 1 to 3 substituents selectsd from C;-C, alkyl
or halogen; ]
R' and R* ere Independently selectad from, the group consisting of H,
halogen, C,-Ce alkyl, Cy-Cy perhaloalkyl, CF, C;-Cy alkenyl and Cy-Cs alkoxy; .
20 R? R*, R® and R® are each Indepsndently selectad from the group consieting
of H, halogen, GF;, Cy-Ce perhaloalkyl, C+-C, atkyl, Cy-C; alkenyl, Cy-C; alkynyl, Cy-
C; cycloalkyl, C1-Cq alkoxy, CN, -CHO, acyl, phenyl, aryl end heteroaryl;
wherein the alkyl or alkenyl moleties of R?, R*, R' and R* can each be
optionally substiited with up o three subsiituents independenty selectad from
25 halogen, OH, CN, triflucroalkyl, trifiuoroatkoxy, NO; or phenyl, wherein sald phenyl is
opticnaily substituted with up to three independently asisctad R*® groups;
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wherein the alkynyl molety of R’, R*, R® and R® can each be optionally
substitutad with up to three subetiiuents salected from halogen, -CN, -CHO, acyi,
trifluoroalkyl, trialkylslyl or phenyl, wherein sald phenyl s opionally substituted with
up to three Indepandently selactsd R*° groups;

whereln the phenyl, aryl or heteroaryl molaty of R?, R*, R® and R® can each be
optionally substituted with up fo three substituentis sslectad from halogen, -CN, alkyl,
alkoxy, perfluoroakyl or perfluoroalkoxy;

each R™ Is indepandently selectad from the group consisting of halogen, C-
Cy akyl, CrC; mkenyl, -OH, Ci-Cy alkoxy, -CN, -CHO, -NO3, amino, Ci-Cy
alkylamino, d{C+-Cg)elkylamino, thiol, and C,-Cs alkyithia; and

nls0,1,2,0r3;
previded thet:

atleastoneof Aand A’ Is not H;

i n Is 0, then R is not halogen; and

at least one of R, R* and R® Is halogen, C-Cy alkyl, C;-C; alkenyl, C;-C;
atkynyl, C+-C; cycloakyl, C1-Cy alkoxy, -CN, -CHO, ecyl, phenyl, ary! or hetercaryt;

ar an N-oxide thereof or a plnnnacauﬂmllymbleultmmwfornpmdmg.

therecf.
comprising the staps of:

a) providing a compound of Formule Il
R2
LA
\"/
R‘l

o]
n

]
and;
b) reacting the compound of Formula Il with a compound of Formule il

PCT/US2005/031696
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Rl
R? NHg

R* (o)
m
to produce the compound of Formula IV,

58. The method of claim 68 further comprising the step of contacting the compound
of Formula [V with a modifying reagent to form a compound of Formula I

RI
RS A X
R? N ;.:‘R‘
o]
A
RR R® "

I
whareln:

R Ia selected from the group conelating of H, halogen, CF,, Ci-Cs
perhaloalkyl, C1-Cs alkyl, C+-Cy alkenyl, Cx-C; alkynyl, C5-C, cycloalkyl, Cr-Cq alkoxy,
CN, -CHO, acy), phenyi, aryl and heteroaryl;

wherein the alkyl or alkenyl moleties of R? are optionally substituted with up to
three substituenis independently selected from halogen, OH, CN, trifiuorcalkyi,
trifiuorcalkoxy, NO, and phanyl, wherein sald pheny ls optionally substituted with up
to three indepsndently selected R groupe;

wherein the alkynyl molety of R? are optionally substituted with up to three
subastiiuents selectad from halogen, -CN, -CHQO, ecyl, trifluoroalky!, trialkylsllyl end
phenyl, wherein sald phenyl is optionafly substituted with up to three !ndapendently
salectad R' groups;

wherein the phenyl, aryl or heteroaryl molety of R* ks optionally substitutad
with up to three substituents selected from halogen, -CN, alkyl, alkoxy, perfiucroalkyl
or perfluoroalkoxy;
provided that:

20
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at lsast one of A and A’ la not H;
if n (s 0, then Ry is not halogen; and
at least one of R®, R* and R® s halogen, C,-C, alkyl, C+-C; alksnyl, C+-C;
" alkynyl, C5-Cy cycloalkyl, C1-Cy alkoxy, -CN, -CHQ, acyl, phenyl, aryl or heteroary};
5 or an N-oxide thereof or @ pharmaceufically acceptable aait thereof or a prodrug
thereof.

69. The product of the procsss of claim 58.

10 0. The product of the process of claim 58.
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6H{1]BENZOPIRAN [4.3-bJQUIN LINAS . YSUUSOC MO AGENTES
ESTROGENICOS

CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencibn se refiere a compuestos de 6H-
[1]benzopirano[4,3-b]quinclina, su uso como agentes estrogénicos, y métodos

para su preparacién,
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los efectos pleyotrépicos de los estrdgenos en tejidos de
mamifero han estado bien documentados, y se aprecia ahora que los
estrégenos afectan muchos sistemas de érganos (véase Mendelsohn y Karas,
New England Joumal of Medicine 340: 1801-1811 (1999), Epperson, et al.,
Psychosomatic Medicine 61: 676-697 (1998), Crandall, Journal of Womens
Health & Gender Based Medicine 8: 1155-1166 (1999), Monk y Brodaty,
Dementia & Geriatric Cognitive Disorders 11: 1-10 (2000), Hum y Macrae,
Joumnal of Cerebral Blood Flow & Metabolism 20: 631-652 (2000), Calvin,
Maturitas 34: 195-210 (2000), Finking, et al., Zeilschrift fur Kardiologie 89:
442-453 (2000), Brincat, Matuntas 35: 107-117 (2000), Al-Azzawi,
Postgraduate Medical Joumnal 77. 292-304 (2001)). Los estrdgenos pueden

ejercer efectos sobre los tejidos de varias formas, y el mecanismo de accién
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mas bjen caracterizado es su interaccién con receptores de estrégeno que
llevan a alteraciones en la transcripcién génica. Los receptores de estrégeno
son factores de transcripcién activados por ligandos y pertenecen a la
superfamilia de receptores de hormonas nucleares. Otros miembros de esta
familia incluyen los receptores de progesterona, andrégeno, glucocorticoide y
mineralocorticoide. Después de que se unen al ligando, estos receptores se
dimerizan y pueden activar la transcripcién génica uniéndose directamente a
secuencias especificas en el ADN {conocidas como elementos de respuesta),
o interactuando con otros factores de transcripcion (tales como AP1), los
cuales a su vez se unen directamente a secuencias de ADN especificas
(véase Moggs y Orphanides, EMBO Reports 2. 775-781 (2001), Hall, et al.,
Joumal of Biological Chemistry 276: 36869-36872 (2001), McDonnell,
Principles of Molecular Regulation 351-361 (2000)). Una clase de proteinas
"co-reguladoras®, puede interactuar también con el receptor unido al ligando, y
modula ademas su actividad de transcripcion (véase McKenna, ef al.,
Endocrine Reviews 20. 321-344 (1999)). Se ha mostrado también que los
receptores de estrégenc pueden suprimir la transcripcion mediada por NFxB
en una forma dependiente e independiente del ligando (véase Quaedackers,
et al., Endocrinology 142: 1156-1166 (2001), Bhat, et al., Journal of Steroid
Biochemistry & Molecular Biology 67: 233-240 (1998), Pelzer, el al.,
Biochemical & Biophysical Research Communications 286: 1153-7 (2001)).
Los receptores de estrdgeno pueden ser activados también por

la fosforilacion. Esta fosforilacién es mediada por factores de crecimiento tales
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como el EGF, y causa cambios en la transcripcion génica en ausencia del
ligando (véase Moggs y Orphanides, EMBO Reports 2: 775-781 (2001), Hall,
et al., Joumnal of Biological Chemistry 276: 36869-36872 (2001)).

Un medio menos bien caracterizado por el cual los estrogenos
pueden afeactar a las células, es a través del denominado receptor de
membrana. La existencia de dicho receptor es controversial, pero ha sido bien
documentado que los esirdgenos pueden inducir respuestas no genémicas
muy répidas de las células. No se ha aislado definitivamente la entidad
molecular responsable de la transduccion de estos efectos, pero existe
evidencia que sugiere que estd por lo menos relacionada a las formas
nucleares de los receptores de estrGgeno (véase Levin, Joumnal of Applied
Physiology 91: 1860-1867 (2001), Levin, Trends in Endocrinology &
Metabolism 10: 374-377 (1999)).

Dos receptores de estrégeno se han descubierto hasta la fecha.
El pimer receptor de estrégeno fue clonado desde hace aproximadaments 15
afos, y es referido ahora como ERa (véase Green, et al., Nature 320: 134-9
(1986)). La segunda forma del receptor de estrdgeno se encontrd
comparativamente recientemente, y se denomina ERP (véase Kuiper, ef al.,
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America 93: 5925-5930 (1996)). Los primeros trabajos sobre el ERP se
enfocaron en definir su afinidad por una variedad de ligandos, y por supuesto

se observaron algunas diferencias con el ERa. La distribucién del ERp en los

tejidos ha sido bien mapeada en el roedor, y no es coincidente con el ERa.
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Tejidos tales como el dtero de ratén y rata expresan predominantemente el
ERa, mientras que otros tajidos tales como el pulmén de raton y rata expresan
predominantemente el ERp (véase Couse, ef al., Endocrinclogy 138. 4613-
4621 (1997), Kuiper, et al., Endocrinology 138. 863-870 (1997)). Incluso
dentro del mismo drgano, la distribucién del ERa y el ERP puede estar
compartimentada. Por ejemplo, en el ovario de ratén, el ERp es altamente
expresado en las células de la granulosa, y el ERa es restringido a las células
de ia teca y el estroma (véase Sar y Welsch, Endocrinology 140: 963-871
(1999), Fitzpatrick, ef al., Endocrinology 140: 2581-2591 (1989)). Sin embargo,
existen ejemplos en donde los receptores son coexpresados, y existe
evidencia de estudios in vitro de que el ERa y el ERp pueden formar
heterodimeros (véase Cowley, et al., Joumal of Biological Chemistry 272:
19858-19862 (1997)).

Se ha descrito un gran niGmero de compuestos que imitan o
bloguean la actividad del 17p-estradiol. Los compuestos que tienen casi los
mismos efectos bioldgicos del 17p-estradiol, el estrdgeno endégeno mas
potente, son referidos como “agonistas del receptor de estrégeno®. Aquellos
que, cuando se administran en combinacién con el 17p-estradiol bloquean sus
efectos, se denominan “antagonistas del receptor de estrdgeno”. En realidad,
existe un continuum entre la actividad de los agonistas del receptor de
estrdgeno y los antagonistas del receptor de estrbgeno, y por supuesto,
algunos compuestos se comportan como agonistas del receptor de estrégeno

en algunos tejidos, y como antagonistas del receptor de estrbgeno en otros.

as
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Estos compuestos con actividad mixta se denominan moduladores del
receptor de estrégeno selectivos (SERMS), y son agentes terapéuticamente
utiles (por ejemplo, EVISTA®) (véase McDonnell, Jounal of the Soclety for
Gynecologic Investigation 7. S10-S15 (2000), Goldstein, et al., Human
Reproduction Update 6: 212-224 (2000)). No se ha dilucidado la razdn precisa
del por qué el mismo compuesto puede tener efectos especificos en las
células, pero se han sugerido diferencias en la conformacién del receptor y/o
en el ambiente de las proteinas co-reguladoras.

Se ha sabido por algin tiempo que los receptores de estrégeno
adoptan diferentes conformaciones cuando se unen a ligandos. Sin embargo,
la consecuencia y sutileza de estos cambios se han revelado sélo
recientemente. Las estructuras tridimensionales del ERa y el ERP se han
resuelto por co-cristalizacién con varios ligandos, y muestran claramente el
reposicionamiento de la hélice 12 en presencia de un antagonista del receptor
de estrégeno, que impide estéricamente las secuencias de protelna que se
requieren para la interaccién entre la proteina co-reguladora y el receptor
(véase Pike, of al., EMBO 18: 486084618 (1999), Shiau, ef al., Cel/ 95: 927-
937 (1998)). Ademas, la técnica de exhibicion de fagos se ha usado para
identificar péptidos que interactian con receptores de estrdgeno en presencia
de diferentes ligandos (véase Paige, ef al., Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America 96: 3999-4004 (1999)).

Por ejemplo, se identificd un péptido que distinguié entre el ERa unido a los

agonistas del receptor de estrdgeno completo 17p-estradiol vy

30

nnrun;s.



10

15

20

34

nongg

dietilestilbesterol. Se mostrd que un péptido diferente distingue entre
clomifenc unido al ERa y el ERp. Estos datos indican que cada ligando pone
potencialmente al receptor en una conformacién Gnica e impredecible que es
probable que tenga actividades bioldgicas distintas.

Como se menciond anteriormente, los estrdgenos afectan un sin
nimero de procesos bioldgicos. Ademés, en donde se han descrito
diferencias de género (por ejemplo, frecuencias de enfermedad, respuesta a
desafio, etc.), es posible que la explicacion implique la diferencia en los
niveles de estrégeno entre individuos de sexo masculino y femenino. Dada la
importancia de estos compuestos, puede verse que existe la necesidad de
nuevos agentes estrogénicos. Esta invencion estd dirigida a estos fines

importantes, asi como a otros.
BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presents invencibn provee compuestos de 6H-{1]}-
benzopirano[4,3-b]quinolina que encuentran uso como agentes estrogénicos.

En ciertas modalidades, los compuestos tienen la férmula I:

Al
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en donde:

A y A’ son cada uno independientemente OH, H u OR;

cada R se selecciona independientemente del grupo que
consiste de alquilo de CCs, alquenilo, bencilo, acilo, aroilo, -C(=0)-OR’,
sulfonilo y fosforilo, en donde cada R’ se selecciona independientemente de
alquilo de C4-Cs, alquenilo de C»-C7, alquinilo de C>-C; o cicloalquilo de Cs-
Ci, cada uno de los cuales es sustituido opcionalmente por 1 a 3
sustituyentes seleccionados de alquilo de C1-Cg 0 halégeno;

R' y R? se seleccionan independientemente del grupo que
consiste de H, halégeno, alquilc de Cs-Cs, perhaloalquilo de C4-Cg, CFs3,
alquenilo de C>-C; y alcoxi de C4-Ce;

R3, R*, R® y R? se seleccionan cada uno independientemente del
grupo que consiste de H, halégeno, CFs, perhaloalquilo de C4-Cs, alquilo de
C+-Cs, alquenilo de C2-C;, alquinilo de C2-C, cicloalquilo de C3-C7, alcoxi de
C4-Cs, CN, -CHO, acilo, fenilo, arilo y heteroarilo;

en donde las porciones alquilo o alquenilo de R?, R, R® y R®
pueden ser cada una sustituida opcionalmente con hasta tres sustituyentes
seleccionados independientemente de haldgeno, OHM, CN, trifluoroalquilo,
trifluoroalcoxi, NO2 o fenilo, en donde dicho fenilo es sustituido opcionalmente
con hasta tres grupos R'? seleccionados independientemente;

en donde la porci6n alquinilo de R?, R*, R® y R® puede ser cada
una sustituida opcionalmente con hasta tres sustituyentes seleccionados de

halégeno, -CN, -CHO, acilo, trifluoroalquilo, trialquilsililo o fenilo, en donde
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dicho fenilo es sustituido opcionalmente con hasta tres grupos R
geleccionados independientements;

en donde la porcién fenilo, arilo o heteroarilo de R®, R*, R® y R®
puede ser cada una sustitulda opcionalmente con hasta tres sustituyentes
seleccionados de halégeno, -CN, alquilo, alcoxi, perfluoroalquilo o
perfluoroalcox;

cada R se selecciona independientemente del grupo que
consiste de haldgeno, alquilo de C4-Cs, alquenilo de C2-Cz, -OH, alcoxi de Cy-
Ce, -CN, -CHO, -NO,, amino, alquilamino de C4-Cs, dialquilamino de C-C, tiol
y alquiltio de C4-Cs; ¥

nes0,1,263;

siempre que:

por lo menos uno de Ay A' no sea H;

si n es 0, entonces Ra no sea haldégeno; y

por lo menos uno de R®, R* y R® sea haldgeno, alquilo de C4-Cs,
alguenilo de C2-C7, alquinilo de C2-C,, cicloalquilo de C3-C;, alcoxi de C4-Ce, -
CN, -CHO, acilo, fenilo, arilo o heteroarilo; o un N-6xido de los mismos, o una
sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, 0 un profarmaco de los
mismos.

Los compuestos de la invencién son moduladores del receptor
de estroégeno (tiles en el tratamiento o inhibicion de condiciones, trastomos o
estados de enfermedad que son por lo menos mediados parcialmente por una

deficiencia o exceso de estrégeno, o que pueden tratarse o inhibirse a través

nnn.q_s
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del uso de un agente estrogénico. De esta manera, en algunos aspectos, la
invencién estd dirigida al uso de los compuestos de la invencién en el
tratamiento o prevencion de enfermedades tales como osteoporosis,
enfermedades inflamatorias del intestino, enfermedad de Crohn, proctitis
ulcerativa, colitis, canceres dependientes de estrbgeno, hipercolesteremia,
hiperlipidemia, enfermedad cardiovascular, aterosclerosis, demencias seniles,
enfeemedad de Alzheimer, trastomos de ansiedad, trastomos

neurodegenerativos, infertilidad o artritis.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencibn provee compuestos de 6H-
[1]benzopirano[4,3-bjquinolina, composiciones que contienen los compuestos,
y métodos para el uso de los compuestos como agentes estrogénicos. Los
compuestos de la invenciébn son Utiles en el tratamiento y prevencién de
enfermedades asociadas con el receptor de estrdgeno, en particular ERB. En
algunas modalidades, los compuestos estrogénicos de la invencién tienen la

férmula I:

10
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en donde:

Ay A' son cada uno independientemente OH, H u OR;

cada R se selecciona independientemente del grupo que
consiste de alquilo de C¢-Cs, alquenilo, bencllo, acilo, aroilo, -C(=0)}-OR',
sulfonilo y fosforilo, en donde cada R’ se selecciona independientemente de
alquilo de C4-Cs, alquenilo de C2-C;, alquinilo de C»-C; o cicloalquilo de Cs-
Ciw, cada uno de los cuales es sustituido opcionalmente por 1 a 3
sustituyentes seleccionados de alquilo de C4-Cg 0 halégeno;

R' y R? se seleccionan independientemente del grupo que
consiste de H, halégeno, alquilo de C4-Cg, perhaloalquilo de C4-Cs, CFj,
alquenilo de C2-Cy y alcoxi de C4-Ce;

R?, R*, R®y R® se seleccionan cada uno independientemente del
grupo que consiste de H, halégeno, CFs, perhaloalquilo de C4-Cs, alquilo de
C1-Ce, alquenilo de C-C7, alquinilo de C2-C;, cicloalquilo de Cs-C;, alcoxi de
C1-Ce, CN, -CHO, acilo, fenilo, arilo y heteroarilo;

en donde las porciones alquilo o alquenilo de R®, R*, R® y R®
pueden ser cada una sustituida opcionalmente con hasta tres sustituyentes
seleccionados independientemente de haldgeno, OH, CN, trifluoroalquilo,
trifluoroalcoxi, NO2 o fenilo, en donde dicho fenilo es sustituido opcionalmente
con hasta tres grupos R'° seleccionados independientemente;

en donde la porcién alquinilo de R?, R*, R® y R® puede ser cada
una sustituida opcionalmente con hasta tres sustituyentes seleccionados de

halégeno, -CN, -CHO, acilo, trifluoroalquilo, trialquilsililo o fenilo, en donde

nnngp 7 |
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dicho fenilo es sustituido opcionalmente con hasta tres grupos R
seleccionados independientemente;

en donde la porcién fenilo, arilo o heteroarilo de R?, R*, R® y R®
puede ser cada una sustituida opcionalmente con hasta tres sustituyentes
seleccionados de halégeno, -CN, alquilo, alcoxi, perfluoroalquilo o
perfluorocalcoxi;

cada R se selecciona independientemente del grupo que
consiste de halégeno, alquilo de C4-Cg, alquenilo de C2-C7, -OH, alcoxi de C4-
Cs. -CN, -CHO, -NO,, amino, alquilamino de C4-Cs, dialquilamino de C4-Cs, tiol
y alquiltio de C4-Cg; ¥

nes0,1,263;

siempre que:

por lo menos uno de Ay A’ no sea H;

si n es 0, entonces R3 no sea halégeno; y

por lo menos uno de R?, R* y R® sea haldgeno, alquilo de C1-C,
alquenilo de C»-C,, alquinilo de C2-C;, cicloalquilo de C3-C, alcoxi de C4-Csg, -
CN, -CHO, acilo, fenilo, arilo o heteroarilo; o un N-6xido de los mismos, o una
sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, o un profarmaco de los
mismos.

En algunas modalidades, A y A’ son cada uno OH. En algunas
otras modalidades, uno de A y A’ es OH, y el otro de A y A’ es OR. En algunas
otras modalidades, uno de Ay A' es OH, y el otro de A y A’ es O-alquilo de C+-

Ce. En algunas otras modalidades, A y A’ son cada uno OR. En algunas otras
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modalidades, A y A’ son cada uno -O-alquilo de C4-Cs. En algunas otras
modalidades, unode Ay A' es H, y el otro de A y A' es OH u OR. En otras
modalidades, unode Ay A’ es H, y el otro de A y A’ es OH u O-alquilo de Cs-
Ce.

En algunas modalidades, R® y R® son cada uno,
independientements, H, haldgeno, aiquilo de C4-Cg, alquenilo de CzC,,
alquinilo de CC;, -CN, -CHO, acilo o fenilo sustituido opcionalmente, como
se describié previamente. En algunas de dichas modalidades, R® es diferente
de H.

En algunas modalidades, R? es haldgeno, alquilo de Cy-Cs,
alquenilo de CzC;, alquinilo de C2-C;, -CN, -CHO, o fenilo sustituido
opcionalmente con hasta tres grupos seleccionados de halégeno, -O-alquilo
de C1-Cg (es decir, alcoxi de C;-Cg), perfluoroalquilo y CN; y R® es H,
halégeno, alquilo de C4-Cg, alquenilo de C-C;, alquinilo de C2-C7, -CN, -CHO,
o fenilo sustituido opcionaimente con hasta tres grupos seleccionados de
halégeno, alcoxi de C-Cq, perfluorcalquilo y CN. En algunas de dichas
modalidades, el fenilo de R® es sustituido opcionalmente con hasta tres
sustituyentes seleccionados de F, Cl, Br, CN, OCH; y CF3.

En algunas modalidades, R® es halégenc, alquinilo de C-C; 0 —
CN. En algunas otras modalidades, R® y R® son cada uno independientemente
halégeno, alquinilo de C2-C7 0 —CN.

En algunas modalidades, uno de R' y R? es halégeno. En

algunas modalidades preferidas, uno de R' y R? es flior. En algunas otras

nangse 73
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modalidades, uno de R’ y R? es halgeno, y el otro de R' y R es H. En
algunas otras modalidades, uno de R! y R? es fitior, y el otro de R' y R? es H.
En algunas otras modalidades, R' y R? son cada uno independientemente
halégeno. En algunas otras modalidades, R' y R? son cada uno fiGor. En
algunas otras modalidades, R! y R? son cada uno H.

En algunas modalidades, R* es H, halégeno o —CN, de
preferencia H.

En algunas modalidades, R® es halégeno, alquilo de Ci-Ce,
alquenilo de C2-C;, alquinilo de Cx-C;, -CN, -CHO, o fenilo sustituido
opcionalmente con hasta tres grupos seleccionados de halégeno, alcoxi de
C4-Ce, perflucroalquilo y CN; R°® es H, halégeno, alquilo de C4-Cs, alquenilo de
C2-C7, alquinilo de C>-C7, -CN, -CHO, o fenilo sustituido opcionalmente con
hasta tres grupos seleccionados de halégeno, alcoxi de C1-Cg, perfluoroalquilo
y CN; y uno de R' y R? es hal6geno; y R* es H, halégeno o —CN.

En algunas modalidades, de preferencia aquellas en donde A y
A’ son cada uno OH, R', R%, R*, R® y R® son hidrdgeno, y R? es hal6geno, o
R? es OH, o R? es alquenilo de C~C7, 0 R® es CN, o R? es alquinilo de C»Cy,
o R® es alquilo de Ci-Cs, 0 R® es fenllo sustituido opcionalmente, de
preferencia en donde los sustituyentes del fenilo son halégeno, alcoxi de C4-
Ce, perfluoroalquilo o CN.

En algunas modalidades de cada uno de los anteriores, n es 1.

En algunas modalidades, 1a invencién provee composiciones que

contienen uno o mas compuestos de la invencibn, o sales, quelatos,

VSR
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complejos o profarmacos farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Se entenderd que loa compuestos de conformidad con la
presente invencién pueden estar presentes ya sea en sus formas de base
libre, como se describe en las formulas expuestas en la presente, 0 como
sales y/o hidratos de los mismos, y en particular como sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos. Se conocen en la técnica sales
farmacéuticamente aceptables, como lo son los hidratos, y el experto en la
técnica encontrard convencional preparar dichas sales usando técnicas
reconocidas en la materia. Pueden formarse sales farmacéuticamente
aceptables de acidos organicos e inorganicos como por ejemplo, &cido
acético, propiénico, lactico, citrico, tartarico, succinico, fumarico, maleico,
malénico, mandélico, malico, ftalico, clorhidrico, bromhidrico, fosférico, nitrico,
sulfurico, metansulfénico, naftalensulfénico, bencensulfdnico, toluensulfénico,
alcanforsulfénico, y asimismo &cidos aceptables conocidos cuando un
compuesto de esta invencién contienen una porcién basica. Pueden formarse
también sales de bases organicas e inorgénicas, tales como sales de metal
alcalino {por ejemplo, sodio, litio o potasio), sales de metal alcalinotérreo,
sales de amonio, sales de alquilamonio con 1 a 8 atomos de carbono o sales
de dialquilamonio con 1 a 6 4tomos de carbono en cada grupo alquilo, y sales
de trialquilamonio con 1 a 6 4tomos de carbono en cada grupo alquilo, cuando
un compuesto de esta invencidbn contenga una porcidn acida. Ejemplos de
sales incluyen ademas sales acidas de adicién, por ejemplo, HCI, HzSO,, HBr,
HI, HNO3, HaPO4, NaH2PO4, NazHPO4, H3iPOs, NaH2POs, NazHPO,, HaSO,,
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NaHSO,, acidos carboxlilicos, tales como écido acético, acido malénico, acido
céprico, acido laurico, acido dicloroacético, écido trifluoroacético, etc., y otras
sales farmacolégicamente toleradas. Los hidratos incluyen hemihidratos,
monohidratos, dihidratos, etc. A menos que se modifique de otra manera en la
presente, se pretende que el uso de una férmula de base libre incluya la sal
y/o hidrato de la misma.

La presente invencién abarca también derivados de N-Oxido de
los compuestos descritos en la presente. Estos N-6xidos pueden prepararse
por métodos conocidos para la preparacion de compuestos analogos. Por
ejemplo, los compuestos pueden ser oxidados con un peracido, perdxido de
hidrdgeno, un perdxido de metal alcalino o un perdxido de alquilo. Un derivado
de N-6xido (til, es una composicién en donde el d4tomo de nitrégeno del anillo
de quinolina forme el grupo N-6xido.

La presente invencién abarca también derivados de profammaco.
El término “derivado de profarmaco” o “profarmaco”, significa derivados de los
presentes compuestos que son convertidos in vivo a la forma no derivatizada
corraspondiente de los prasentes compuestos.

El término "alquilo®, como se usa en la presente, ya sea que se
use solo o como parte de otro grupo, se refiere a una cadena de hidrocarburo
alifatica e incluye, pero no esta limitada a, cadenas rectas y ramificadas que
contienen de 1 a 12 atomos de carbono, de preferencia de 1 a 6 atomos de
carbono, a menos que se especifique explicitamente de otra manera. Por

ejemplo, los grupos metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, ter-butilo,
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etc., son abarcados por el término “alquilo”.

El nimero de &tomos de carbono, como se usa en las
definiclones de la presente, se refiere a la estructura de base de carbono y
ramificacién de carbonos de la porcién, pero no incluye atomos de carbono de
los sustituyentes, tales como sustituciones alcoxi, y similares, de la porcion.

El término "alquenilo®, como se usa en la presente, ya sea que
se use solo o como parte de otro grupo, se refiere a una cadena de
hidrocarburo alifatica e incluye, pero no esta limitado a, cadenas rectas y
ramificadas que tienen de 2 a 8 4tomos de carbono, por ejemplo, de 2 a 7
atomos de carbono, y que contienen por lo menos un doble enlace. De
preferencia, la porcién alquenilo tiene uno o dos dobles enlaces. Por ejemplo,
vinilo, alilo, 1-metil vinilo, etc. son abarcados por el término 'alqilenilo'. Dichas
porciones alquenilo pueden existir en las conformaciones E o Z, y los
compuestos de esta invencién incluyen ambas conformaciones.

El término "alquinilo®, como se usa en la presente, ya sea que se
use solo o como parte de otro grupo, se refiere a una cadena de hidrocarburo
alifitica e incluye, pero no esté limitada a, cadenas rectas y ramificadas que
contienen de 2 a 8 4tomos de carbono, por ejemplo, de 2 a 7 &tomos de
carbono, y que contienen por lo menos un triple enlace. De preferencia, la
porcién alquinilo tiene uno o dos triples enlaces. Por ejemplo, etinilo, propinilo,
etc., son abarcados por el término “alquinilo”.

El término “acilo® se refiere a grupos alquilcarbonilo, por ejemplo,

en donde alquilo es como se define en la presente. El tdrmino "bencilo® tiene
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su significado acostumbrado como un grupo feniimetilo. El término "aroilo” se
refiere a una porcién arilo unida a través de un grupo carbonilo, tal como un
grupo benzoilo.

Los grupos alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo,
heteroarilo, arcilo, acilo y fenilo que se describen en la presente para las
variables R', R, R®, R*, R%, R, A y A’ pueden ser sustituidos opcionaimente
con uno o mas sustituyentes, de preferencia, con hasta tres sustituyentes. Los
sustituyentes se seleccionan independientements, @ incluyen nitro, ciano,
halo, hidroxi, carboxi, alquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo,
alcoxi, ariloxi, heteroariloxi, alquilalcoxi, alcoxialcoxi, perfluoroalquilo,
perfluoroalcoxi, arilalquilo, alquilarilo, hidroxialquilo, alcoxialquilo, alquiltio,
S(O)s-arilo (en donde s = 0-2), S(O)s-heteroarilo (en donde s = 0-2) o -C(=0)-
OR’, en donde R’ es como se describié previamente. En ciertas modalidades
de la invencién, sustituyentes preferidos incluyen halégeno, OH, CN,
triflucroalquilo, ftrifluoroalcoxi, perfiuoroalquilo, perfluoroalcoxi, arilalquilo,
alquilarilo, NO2 y fenilo, en donde dicho fenilo es sustituido opcionalmente con
hasta tres grupos R'° seleccionados independientemente, como se describe
en la presente.

Por ejemplo, cuando las porciones alquilo o alquenilo son
sustituidas, pueden ser tipicamente mono-, di-, tri- o per-sustituidas. Ejemplos
para un sustituyente de halégeno, incluyen 1-bromo vinito, 1-fluoro vinilo, 1,2-
difiuoro vinilo, 2,2-difluorovinilo, 1,2,2-triflucrovinilo, 1,2-dibromo etano, 1,2-

fluoro etano, 1-fluoro-2-bromo etano, CF.CF3, CF.CF2CF3, y similares.

78
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El término “halégeno” incluye fliGior, cloro, bromo y yodo.

Ejemplos de grupos cicloalquilo incluyen ciclopropilo, ciclobutilo,
ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo, adamantilo, etc. En algunas -modalidades,
los grupos cicloalquilo tienen de 3 a 10 atomos de carbono. De preferencia,
los grupos cicloalquilo tienen de 3 a 7 4tomos de carbono. Como se usa en la
presente, cicloalquilo incluye ademas grupos cicloalquilo insaturados, es decir,
grupos cicloalquenilo. Ejemplos de grupos cicloalquilo insaturados, incluyen
ciclopentenilo, ciclohexenilo, cicloheptenilo, etc.

Los grupos arilo son porciones que poseen por lo menos un
anillo aromético que no contiene heterodtomos de anillo (es decir, sin
carbono). El término “arilo® incluye sisternas de anillo aromético mono- y poli-
ciclico, por ejemplo, de 6 a 15 4tomos de carbono, por ejemplo, fenilo, naftilo,
etc. Los grupos arilo pueden tener anillos completamente o parciaimente
saturados fusionados al anillo aromatico. De esta manera, ejemplos de grupos
arilo incluyen fenilo, nattilo, pirenilo, 5,8,7,8-tetrahidronaft-1-ilo, y similares.

Se pretende que el término heteroarilo signifique un sistema de
aniflo aromético que contenga por lo menos un 4tomo de anillo no de carbono
(por ejemplo, de uno a tres heteroatomos) seleccionados de O, Ny S, y que
tenga, por ejemplo, de 5 a 14 atomos de anillo. Ejemplos de grupos
heteroarilo, incluye;n pirrolilo, imidazolilo, piridilo, pirimidinilo, piridazinilo,
pirazinilo, quinolilo, quinoxalinilo, quinazolinilo, tiofenilo, furanilo, oxazolilo,
tiazolilo, tienilo, piranilo, tiopiranilo, benzofuranilo, indolilo, indazolilo,

bencimidazolilo, benzotiazolilo, benzopiranilo, benzotiopiranilo, indazolilo,
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piridopirrolilo, y similares.

En algunas modalidades, el grupo R’ de la porcion -C(=0)-OR’
de A o A’, es alquilo de C+-Cs. En algunas modalidades, R’ es alquilo de Cy4.
En algunas modalidades, la porcién -C(=0)}-OR' es t-butoxicarbonilo (BOC).

Como se usa de conformidad con esta invenciédn, el tdrmino “que
provee”, con respecto a que provee un compuesto o sustancia abarcado por
esta invencién, significa administrar directamente dicho compuesto o
sustancia, o administrar un profarmaco, derivado o anélogo que forme la
cantidad efectiva del compuesto o sustancia dentro del cuerpo.

Con base en los resultados obtenidos en el procedimiento de
prueba farmacolégico estandar, como se describe a continuacion, los
compuestos de la invencidn son moduladores del receptor de estrdgeno utiles
en el tratamiento o inhibicibn de condiciones, trastomos o estados de
enfermedad que son por lo menos mediados parcialmente por una deficiencia
o exceso de estrégeno, que pueden tratarse o inhibirse a través del uso de un
agente estrogénico. Los compuestos de esta invenciébn son particularmente
(tiles en el tratamiento de un paciente perimenopéausico, menopdausico o post-
menopéusico, en el cual los niveles de estrogenos endégenos producidos
estan ampliamente disminuidos. La menopausia se define en general como el
ultimo perfodo menstrual natural, y se caracteriza por el cese de la funcién
ovarica, que lleva a la disminucién sustancial de estrégeno circulante en la
comriente sanguinea. Como se usa en la presente, la menopausia incluye

también condiciones de produccién disminuida de estrégeno que pueden ser
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causadas quinirgicamente, quimicamente o por un estado de enfermedad que
lleve a cese o disminucién prematura de la funcidn ovérica.

Por consiguiente, loa compuestos de esta invencion son Gtiles en
el tratamiento o inhibicion de osteoporosis y en la inhibicion de
desmineralizacién 6sea, que puede resultar de un desequilibrio en la
formacién de nuevos tejidos ¢seos y la resorcion de tejidos maduros en un
individuo, llevando a una pérdida neta de hueso. Dicha deplecion 6sea resulta
en una gama de individuos, en particular en mujeres post-menopausicas,
mujeres que han sufrido ooforactomia bilateral, aquellas que reciben o que
han recibido terapias extendidas con corticostercides, aquellas que
experimentan disgenesia gonadal, y aquellas que sufren de sindrome de
Cushing. Pueden consignarse también necesidades especiales para el
reemplazo de hueso, incluyendo dientes y hueso oral, usando estos
compuestos en individuos con fracturas 6seas, estructuras éseas defectuosas,
y aquelios que reciben cirugias relacionadas con el hueso y/o la implantacién
de protesis. Ademas de los problemas descritos anteriorments, estos
compuestos pueden usarse en el tratamiento o inhibicion de osteoartritis,
espondiloartropatias, hipocalcemia, hipercalcemia, enfermedad de Paget,
osteomalacia, osteohalistéresis, mieloma miltiple, y otras formas de céancer
con efectos deletéreos sobre los tejidos dseos.

Los compuestos de esta invencibn son ademés Gtiles en el
tratamiento o inhibicién de dafio a articulaciones secundario a procedimientos

artroscopicos 0 quinirgicos.

/0.
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Los compuestos de esta invencién son también utiles en el
tratamiento o inhibicién de crecimiento anormal de tejido benigno o maligno,
que incluye hipertrofia prostatica, leiomiomas uterinos, cancer de mama,
endomefriosis, cancer endometrial, sindrome de poliquistosis ovarica, pélipos
endometriales, enfermedad benigna de la mama, adenomiosis, céncer
ovéarico, melanoma, cdncer de prostata, caAnceres del colon y canceres del
sistema nervioso central, tales como glioma o astioblastoma.

Los compuestos de esta invencién son cardioprotectores, y son
atiles en la disminucion de los niveles de colesterol, triglicéridos, lipoproteina
Lp(a) y lipoproteina de baja densidad (LDL); inhibicién o tratamiento de
hipercolesteremia; hiperlipidemia; enfermedad cardiovascular; aterosclerosis;
enfermedad vascular periférica; restenosis y vasoespasmo; e inhibicién del
dafio a la pared vascular por eventos celulares que lievan hacia dafio vascular
mediado por el sistema inmune. Estas propiedades cardiovasculares
protectoras son de gran importancia cuando se trata a pacientes post-
menopausicas con estrégenos para inhibir la osteoporosis, y en individuos de
sexo masculino cuando se indica terapia con estrégeno.

Los compuestos de esta invencidén son también antioxidantes, y
por lo tanto, son (tiles en el tratamiento o inhibicibn de estados de
enfermedad inducidos por radicales libres. Situaciones especificas en las
cuales se indica que se garantizard terapia con antioxidantes, son con
canceres, trastornos del sistema nervioso central, enfermedad de Alzheimer,

enfermedad &sea, envejecimiento, trastomos inflamatorios, enfermedad
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vascular periférica, artritis reumatoide, enfermedades autoinmunes,
sufrimiento respiratorio, enfisema, asma, pleuresia, uveftis, sepsis, choque
hemorragico, prevencién de lesion por reperfusidn, hepatitis viral, hepatitis
activa cronica, tuberculosis, psoriasis, lupus eritematoso sistémico, sindrome
de sufrimiento respiratorio del adulto, trauma del sistema nervioso central y
apoplejla.

Los compuestos de esta invenciébn son también Utiles en la
provision de mejora de la cognicién, y en el tratamiento o inhibicion de
demencia seniles, enfermedad de Alzheimer, declinacibn cognitiva y
trastomos neurodegenerativos, proveyendo neuroproteccion o mejora de la
cognicion.

Los compuestos de esta invencion son también dtiles en el
tratamiento o inhibicion de enfermedad inflamatoria del intestino, proctitis
ulcerativa, enfermedad de Crohn y colitis; condiciones relacionadas con la
menopausia, tales como sintomas vasomotores, que incluyen bochomos,
atrofia vaginal o wvulvar, vaginitis atréfica, sequedad vaginal, prurito,
dispareunia, disuria, urinacién frecuente, incontinencia urinaria, infecciones del
tracto urinario, mialgia, artralgia, insomnio, iritabilidad, y similares; calvicie de
patrén masculino; atrofia de la piel; acné, diabetes tipo Ii; hemorragia uterina
disfuncional, e infertilidad.

Los compuestos de esta invencién son Gtiles en estados de
enfermedad en donde la amenomea sea ventajosa, tales como en leucemia,

ablaciones endometriales, enfermedad hepética o renal crénica o estados o

10%
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trastomos de coagulacion.

Los compuestos de esta invenciébn pueden usarse como un
agente contraceptivo, en particular, cuando se combinen con una progestina.

Cuando se administran para el tratamiento o inhibicién de un
estado de enfermedad o trastomo particular, se entiende que la dosificacién
efectiva puede variar dependiendo del compuesto particular usado, el modo
de administracion, la condicion que se esté tratando y la severidad de la
misma, asi como los varios factores fisicos relacionados con el individuo que
se ostéd tratando. La administracién efectiva de los compuestos de esta
invencion puede darse a una dosis oral de aproximadamente 0.1 mg/dfa a
aproximadamente 1,000 mg/dia. De preferencia, la administracion sera de
aproximadamente 10 mg/dila a aproximadamente 600 mg/dia, mas
preferiblemente de aproximadamente 50 mg/dia a aproximadamente 600
mg/dia, en una dosis individual o en dos 0 mas dosis divididas. Se espera que
las dosificaciones diarias proyectadas varfen con la via de administracién.

Dichas dosis pueden administrarse en cualquier forma uGtil para
dirigir los compuestos activos de la presente hacia la corriente sanguinea del
receptor, incluyendo oralmente, por medio de implantes, parenteralmente
(incluyendo inyecciones intravenosa, intraperitoneal y subcutanea),
rectalmente, intranasalmente, vaginalmente y transdérmicamente.

Las formulaciones orales que contienen a los compuestos
activos de esta invencién pueden comprender cualquier forma oral usada

convencionalmente, incluyendo tabletas, capsulas, formas bucales, trociscos,
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pastillas y liquidos orales, suspensiones o soluciones. Las cépmljlas pueden
contener mezclas de los compuestos activos con llenadores y/o diluyentes
inertes, tales como los almidones farmacéuticamente aceptables (por ejemplo,
almidén de papa, maiz o tapioca), azGcares, agentes edulcorantes artificiales,
celulosas puiverizadas, tales como celulosas cristalina y microcristalina,
harinas, gelatinas, gomas, etc. Pueden prepararse formulaciones de tableta
utiles por métodos convencionales de compresion, granulacién rhimeda o
granulacién seca, y pueden usarse diluyentes farmacéuticamente aceptables,
agentes aglutinantes, lubricantes, desintegrantes, agentes modificadores de
superficie (incluyendo agentes tensioactivos), agentes de suspension o
ostabilizacién que incluyen, pero no estén limitados a, estearato de magnesio,
4cido estearico, talco, lauril sulfato de sodio, celulosa microcristalina,
carboximetilcelulosa de calcio, polivinilpirmolidona, gelatina, acido alginico,
goma de acacia, goma de xantano, citrato de sodio, silicatos mixtos,
carbonato de calcio, glicina, dextrina, sacarosa, sorbitol, fosfato dicalcico,
sulfato de calcio, lactosa, caolin, manitol, cloruro de sodio, talco, aimidones
secos y azicar pulverizada. Agentes modificadores de superficie preferidos
incluyen agentes modificadores de superficie anidnicos y no iénicos. Ejemplos
representativos de agentes modificadores de superficie incluyen, pero no
estan limitados a, poloxamero 188, cloruro de benzalconio, estearato de
calcio, alcohol cetoestearllico, cera emuisificante de cetomacrogol, ésteres de
sorbitan, diéxido de silicio coloidal, fosfatos, dodecilsulfato de sodio, silicato de

aluminio-magnesio y trietanolamina. Las formulaciones orales de la presente

[0S
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pueden usar formulaciones de liberacién con el tiempo o de demora estandar,
para alterar la absorcion de los compuestos activos. La formulacion oral puede
consistir también de administrar el ingrediente activo en agua, o un jugo de
frutas, que contenga solubilizadores o emulsificadores adecuados, segln sea
necesario.

En algunos casos, puede ser deseable administrar los
compuestos directamente a las vias aéreas en la forma de un aerosol.

Los compuestos de esta invenclon pueden administrarse
también parenteraimente o intraperitonealmente. Pueden prepararse
soluciones o suspensiones de estos compuestos activos como una base libre
o sal farmacolégicamente aceptable en agua mezclada adecuadamente con
un agente tensioactivo tal como hidroxipropilcelulosa. Pueden prepararse
también dispersiones en glicerol, polietilenglicoles liquidos, y mezclas de los
mismos en aceites. Bajo condiciones ordinarias de almacenamiento y uso,
estas preparaciones contienen un conservador que previene el cracimiento de
microorganismos.

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable,
incluyen dispersiones o soluciones acuosas estériles y polvos estériles para la
preparacion extemporénea de dispersiones o soluciones inyectables estériles.
En todos los casos, la forma debe ser estéril y debe ser fluida al grado de que
exista facil aplicaciéon por jeringa. Debe ser estable bajo las condiciones de
fabricacion y almacenamiento, y debe preservarse co;ltra la accién

contaminante de microorganismos tales como bacterias y hongos. El vehiculo
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puede ser un solvente 0 medio de dispersion que contenga, por ejemplo,
agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol
liquido), mezclas adecuadas de l1os mismos, y aceites vegetales.

Para los propdsitos de esta descripcién, se entiende que las
administraciones transdérmicas incluyen todas las administraciones a través
de la superficie del cuerpo y los revestimientos intemos de pasajes corporales
que incluyen tejidos epiteliales y de mucosas. Dichas administraciones
pueden llevarse a cabo usando los presentes compuestos, N-6xidos de los
mismos, profAirmacos de los mismos, o sales farmacéuticamente aceptables
de los mismos, en lociones, cremas, espumas, parches, suspensiones,
soluciones y supositorios (rectal y vaginal).

Puede lograrse la administracién transdémmica a través del uso
de un parche transdérmmico que contenga al compuesto activo y un vehiculo
que sea inerte al compuesto activo, no sea téxico para la piel, y permita el
suministro del agente para absorcién sistémica en la comiente sanguinea por
medio de la piel. El vehiculo puede tomar cualquier nimero de formas tales
como cremas Yy unglientos, pastas, geles y dispositivos oclusivos. Las cremas
y unglentos pueden ser liquidos viscosos o emulsiones semisélidas del tipo
de aceite en agua o agua en aceite. Pueden ser también adecuadas pastas
formadas de polvos absortivos dispersos en petréleo o petrdleo hidrofilico que
contengan al ingrediente activo. Puede usarse una variedad de dispositivos
oclusivos que liberen al ingrediente activo en la cormriente sanguinea, tales

como una membrana semipermeable que cubra un depésito que contenga al

- N0 jg}
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ingrediente activo con o sin un vehiculo, 0 una matriz que contenga al
ingrediente activo. Otros dispositivos oclusivos se conocen en la literatura.
Pueden prepararse formulaciones de supositorio a partir de
materiales tradicionales que incluyen manteca de cacao, con o sin la adicién
de ceras, para alterar el punto de fusién del supositorio, y glicerina. Pueden
usarse también bases de supositorio solubles en agua, tales como

polietilenglicoles de varios pesos moleculares.

Sintesis de los compuestos de la invencién

Los compuestos de esta invencién pueden prepararse por medio
de métodos conocidos en la técnica de quimica orgénica. Los reactivos
usados en la preparacion de los compuestos de esta invencién pueden
obtenerse comerciaimente, o pueden prepararse por procedimientos estandar
descritos en la literatura.

Las sintesis de ejemplos representativos de esta invencion, se
describen en los esquemas 1 a 4 siguientés. Los métodos de sintesis Aa M

referidos en los esquemas 1 a 4, se describen en los ejemplos siguientes.
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ESQUEMA 1
HH,O TIOH
N.1':::0':: 4°Cc-ta
“o’@*ou * a/\/ﬁ\u., Método A on Método B
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ESQUEMA 3

y BuyBnCaCTMS w
Método | Método J

I
™S 10
]

ESQUEMA 4

GuCN

200°C

Método L

1
Br R2-B{OH)y
Pd{(PPhy),
Método M

o

13, R®= 4-Cl-fenilo
14, R3 = 4-CN-fenilo

15, R? = 4-MeO-fenilo
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16, R*= 4-CFj-fenilo
17, R?= 3-Cl-fenilo
18, R? = 3-MeO-fenilo
19, R®*= 3-CN-fenilo

EJEMPLOS

Sintesis de compuesios represeniativos de la invencién: Método

general

Pueden usarse solventes Sure Seal™ de Aldrich, anhidros sin
mas purificacién para las reacciones descritas en la presente, y pueden
obtenerse de Aldrich Chemical Company (St. Louis, MO). Todas las
reacciones se llevaron a cabo bajo una atmdsfera de nitrbgeno. Se realizd
cromatografla usando gel de silice de malla 230 a 400 (Merck, grado 60,
Aldrich Chemical Company). Se realizb cromatografila de capa delgada con
placas de gel de silice 80 F2s, de EM Science ( ). Se obtuvieron espectros de
'H y ™F RMN en un instrumento Bruker AM-400 o Bruker DPX-300 (Bruker,
Billerica, MA) en solventes deuterados tales como CDCl;, DMSO-d6 o
acetona-d6. Los cambios quimicos (8) se dan en partes por millon (ppm)
campo abajo de tetrametilsilano (TMS). Se determinaron puntos de fusién en
un aparato Thomas-Hoover, y estan no corregidos. Se registraron espectros
inframojos (IR) en una nmejila de difraccibn de Perkin-Eimer o

espectrofotdbmetros de Perkin-Elmer 784 (Perkin-Elmer, Shelton, CT). Se
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registraron espectros de masa en un Kratos MS 50 o espectrometros de masa
Finnigan 8230. Se llegd en general a la nomenclatura de los compuestos por

el uso del programa Beilstein Autonom™.

EJEMPLO §
Acido 3{3-metoxi-fenoxi}-proplénico (1)

Método A: A una mezcla de acido 3-bromopropibnico (14.70 g,
118 mmoles) en agua (100 mL), se afiadié lentamente NaHCO; (8.40 g, 100
mmoles), y la mezcla resultante se agité por 5 minutos. A esta solucidn se
afiadié una solucién de 70 mL de 3-metoxifenol (14.70 g, 96 mmoles) en
NaOH acuoso (4.67 g, 119 mmoles), y la mezcla resultante se calentd a
100°C por 3 horas. Después de enfriamiento a temperatura ambiente, la
mezcla de reaccion se acidificé con HCl a 1N y se extrajo con Et;O. La capa
de Et2O se lavé con NaHCO3 acuoso (3x). La capa acuosa se acidificd de
nuevo con HCI a 1N y se extrajo con Et20. La capa de Et;O se lavé con agua,
salmuera, se secd (Na.S0,), se filtrd y se concentrd, para dar un sélido pardo
crudo, el cual se recristalizé (Et,0/-20°C) para dar un producto puro como un
sdlido amarillo. Rendimiento: 17.0 g (23%).

'H-RMN (300 MHz, CDCl,): 5 2.85 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 3.79 (s,
3H), 4.24 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 6.50 (m, 3H), 7.18 (t, J = 8.2 Hz, 1H), 11.45 (br,
1H);

1t2
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MS (ESI) m/z 185 ([M-HJ); analisis calculado para C1oH1204: C:
61.22, H: 6.18. Encontrado: C: 61.24, H: 8.12.

EJEMPLO 2
7-Metoxi-croman-4-ona (2)

Método B: A un recipiente de reaccién que contenia acido 3-(3-
metoxi-fenoxi)-propidnico (1) (7.00 g, 35.6 mmoles) a 0°C, se afiadid
lentamente 4cido trifluorometansulfénico (15 mL). La mezcla de reaccién se
agité por 3 horas mientras se dejd que se calentara hasta temperatura
ambiente. Después de enfriamiento a 0°C, la mezcla de reaccion se extinguid
con hielo picado y se extrajo entonces con Et;O (2 x 300 mL). La capa
organica se lavé con agua (2x), NaHCO; acuoso, agua, salmuera, se secd
entonces (Na-S0,), se filtrd y se concentrd, para dar un aceite crudo, el cual
se purificé por cromatografia de gel de sllice para dar producto puro como un
sélido amarillo. Rendimiento: 4.26 g (67%)-

'H-RMN (300 MHz, CDCl3): 8 2.76 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 3.84 (s,
3H), 4.52 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 6.41 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.58 (dd, J = 8.8, 2.3 Hz,
1H), 7.84 (d, J = 8.8 Hz, 1H);

MS (ESI) m/z 179 ((M+H]").

EJEMPLO 3
3,8-Dimetoxi-8H-cromeno[4,3-bjquinolin-7-ol (3)

/13
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Método C: Una mezcla de &acido 2-amino-5-metoxibenzoico
(1.839 g, 11.00 mmoles) y 7-metoxi-croman-4-ona (2) {(1.960 g, 11.00 mmoles)
en Ph2O (10 mL), se calenté a 170°C por 1 hora y a 200°C por 7 horas.
Después de enfriamiento a temperatura ambiente, se afiadié hexano. El
precipitado amarillo formado se recogid por filtracidn y se lavd exitosamente

con hexano y Et;Q y se secd en vaclo. Rendimiento: 2.171 g (64%). Punto de

_ fusion de 288°C (descomposicion);

'H-RMN (300 MHz, DMSO-d6) 5 3.82 (s, 3H), 3.84 (s, 3H), 5.17
(s, 2H), 6.64 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.79 (dd, J = 8.7, 2.4 Hz, 1H), 7.31 (dd, J =
9.0, 2.9 Hz, 1H), 7.50 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 7.74 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.99 (d, J =
8.7 Hz, 1H), 11.56 (s, 1H);

MS (ES!) m/z 308 (M-H), 310 (M+H]*); HRMS (ESI*) calculado
para C1gHisNO, 310.1074 (IM+H]"), encontrado 310.1068.

EJEMPLO 4
7-Cloro-3,9-dimetoxi-6H-cromeno[4,3-blquinolina {4}

Método C: Una mezcla de 3,9-dimetoxi-6H-cromeno[4,3-
b]quinolin-7-ol (3) (124 mg, 0.400 mmoles) y POCl; (1 mL), se calenté a reflujo
por 1 hora. Después de enfriamiento, se removié el exceso de POCI3 bajo
presion reducida. Al residuo sélido se afladieron lentamente agua y entonces

KzCO3; acuoso, y la mezcla de reaccion se extrajo con EtOAc. La capa

//4
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organica se lavd con salmuera, y se secd entonces (NazSQO,), se filtrd y se
concentré para dar un sdlido crudo, el cual se hizo pasar a través de una
aimohadilla corta de gel de sllice, y se recristalizd (heptano caliente/-20°C),
para dar un producto puro como un polvo amarillo. Rendimiento: 124 mg
(95%); punto de fusién de 180-191°C;

'H-RMN (300 MHz, CDCl3) 5 3.85 (s, 3H), 3.97 (s, 3H), 5.50 (s,
2H), 6.53 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.71 (dd, J = 8.7, 2.4 Hz, 1H), 7.35 (dd, J = 8.9,
2.8 Hz, 1H), 7.38 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 7.98 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 8.29 (d, J = 8.7
Hz, 1H);

MS (ESI) m/z 328/330 ([M+H]"); HRMS (ESI") calculado para
C18H14CINO, 328.0735 ([M+H]"), encontrado 328.0728; anélisis calculado
para C1gH14CINO;: C: 65.96, H: 4.31, N: 4.27. Encontrado: C: 65.71, H: 4.17,
N: 3.92.

EJEMPLO 5
7-Bromo-3,9-dimetoxi-6H-cromeno[4,3-bjquinolina (5)

Método E: Una mezcla de 3,9-dimetoxi-8H-cromeno[4,3-
blquinolin-7-o (3) (1.025 g, 3.31 mmoles) y POBr; (1.430 g, 5.00 mmoles, 1.5
equivalentes) en DMF (15 mL), se calentd a 70°C por 35 minutos. Después de
enfriamiento a temperatura ambiente, se afadieron lentamente agua y
entonces K>CO; acuoso, y la mezcla de reaccién se extrajp con CHCly

caliente (2x). La capa organica se lavé con agua (2x) y salmuera, se seco

115
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entonces (Na;S0O,), se filtrd a través de una almohadilla corta de gel de sflice,
y se concentrd para dar un sdlido amarilio crudo, el cual se recristalizé (EtOAc
caliente/~20°C), para dar un producto puro como agujas amarillas.
Rendimiento: 1.127 g (91%); punto de fusién de 196-197°C;

TH-RMN (300 MHz, CDCl,) 3 3.85 (s, 3H), 3.98 (s, 3H), 5.48 (s,
2H), 6.53 (d, J =24 Hz, 1H), 6.71 (dd, J = 8.7, 2.5 Hz, 1H), 7.35 (dd, J = 9.0,
2.7 Hz, 1H), 7.39 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 7.97 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 8.30 (d, J = 8.7
Hz, 1H);

MS (ESI) m/z 372/374 (M+H]'); HRMS (ESI") calculado para
CigH14BrNO3 372.0230 ([M+H]'), encontrado 372.0228; anaélisis calculado
para C1sH1sBrNO3: C: 58.08, H: 3.79, N: 3.76. Encontrado: C: 57.94, H: 3.68,
N: 3.73.

EJEMPLO 6
7-Cloro-3,9-dlhidroxi-6H-cromenoj4,3-blquinolina (6)

Método F: A una solucidn de 7-cloro-3,9-dimetoxi-6H-
cromeno[4,3-b]quinolina (4) (68 mg, 0.21 mmoles) en 1,2-dicloroetano (3 mL),
se afladi6 lentamente una solucién de BBRy (1.0 M, 1 mL, 1 mmol) en CH;Cls.
La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente por 30 minutos, y
entonces a 40°C por 2 horas. Después de enfriamiento en un bafio de hiselo,
se afiadi6 muy lentamente con agitaciébn vigorosa NaHCOs; acuoso para

extinguir la reaccién, y la mezcla de reaccién resultante se extrajo con EtOAc.

s
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La capa orgénica se lavé con salmuera, se seco entonces (Na2S0,), se filtr a
través de una almohadilla corta de gel de sllice y se concentrd para dar un
sblido amarillo, el cual se recristalizd (THF/hexano). Rendimiento: 56 mg
(90%); punto de fusién de 235°C (descomposicion);

'H-RMN (300 MHz, DMSO-d8) 5 5.47 (s, 2H), 6.40 (s, 1H), 6.60
(d, J=8.0 Hz, 1H), 7.34 (d, J = 2.1 Hz, 2H), 7.89 (d, J = 9.6 Hz, 1H), 8.09 (d, J
= 8.6 Hz, 1H), 10.10 (s, 1H), 10.35 (s, 1H);

HRMS (ESI*) calculado para CigHioCINOs 300.0422 (M+H]Y),
encontrado 300.0411.

EJEMPLO 7
7-Bromo-3.9-dlhidroxl-6H-cromenol4,3-bjquinolina (7)

Método G: A una solucibn de 7-bromo-3,9-dimetoxi-6H-
cromeno[4,3-b]quinolina (5) (881 mg, 2.37 mmoles) en 1,2-dicloroetano (20
mL), se afiadié lentamente AICl; (3.16 g, 23.7 mmoles) y EtSH (2.7 mL, 36
mmoles), y la mezcla de reacciébn se agitd a temperatura ambiente por 3
horas. Desplués de enfriamiento en un bafilo de hielo, se afiadi6 muy
lentamente con agitacion vigorosa NaHCOj3; acuoso para extinguir la reaccién,
y la mezcla de reaccién resultante se extrajo con EtOAc. El precipitado
formado se filtrd a través de Celite®. La capa orgénica se lavd con saimuera,
se socd entonces (NazS0,), se filtrd y se concentrd para dar un sélido amarillo

crudo, el cual se purificd por cromatografla de gel de sllice, para dar un

[



10

15

20

1%

37

producto puro como un sélido anaranjado. Rendimiento: 478 mg (59%); punto
de fusioén de 240°C (descomposicion);

'H-RMN (300 MHz, DMSO-d8) 5 5.44 (s, 2H), 6.41 (d, J = 2.3 Hz,
1H), 6.59 (dd, J = 8.6, 2.3 Hz, 1H), 7.33 (dd, J = 8.7, 2.6 Hz, 1H), 7.35 (s, 1H),
7.88 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 8.09 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 10.09 (s, 1H), 10.35 (s, 1H);

MS (ESI) m/z 342/344 ([M-H]), 344/346 ((M+H]"), HRMS (ESI")
calculado para C1eH1oBrNO3 343.9917 ([M+H]"), encontrado 343.9911.

EJEMPLO 8
3,9-DihidroxI-7-vinll-6H-cromeno[4,3-blguinoclina (8)

Método H: Una mezcla de 7-bromo-3,9-dihidroxi-6H-
cromeno[4,3-bjquinolina (7) (34.5 mg, 0.100 mmoles), tributil(vinil)estafio (38
mg, 0.120 mmoles, 1.2 equivalentes) y Pd(PPhs) (11.6 mg, 0.0100 mmoles,
10% en moles) en tolueno (1.5 mL), se puso a refiujo bajo nitrégeno hasta que
todo el material de partida se consumiera (1-2 hora(s)). La filtracién a través
de Celite® y la purificacion por el paso a través de una aimohadilla corta de gel
de sllice, dieron un producto puro como un poivo anaranjado. Rendimiento: 24
mg (83%); punto de fusioén de 160°C (descomposicion);

'H-RMN (400 MHz, DMSO-d6) & 5.36 (s, 2H), 5.47 (dd, J = 17.8,
1.4 Hz, 1H), 5.91 (dd, J = 11.6, 1.4 Hz, 1H), 6.38 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.58 (dd,
J =8.5, 2.3 Hz, 1H), 7.10 (dd, J = 17.7, 11.6 Hz, 1H), 7.22 (d, J = 2.5 Hz, 1H),
7.26 (dd, J = 9.1, 2.6 Hz, 1H), 7.84 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 8.10 (d, J = 8.5 Hz,
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1H), 9.94 (s, 1H), 8.95 (8, 1H);
MS (ESI) m/z 280 ([M-HT), 292 (M+H]*); HRMS (ESI*) calculado
para CyaH1sNO; 282.0968 ([M+H]*), encontrado 202.0962.

EJEMPLO 9
3,9-Dihidroxi-7-[(trimetlisliil)etinil]-8H-cromeno[4,3-blquinolina (9)

Método |: Una mezcla de 7-bromo-3,8-dihidroxi-86H-cromeno[4,3-
blquinolina (7) (51.6 mg, 0.150 mmoles), (trimetilsililetinil)tributiiestafio (70 mg,
0.180 mmoles, 1.2 equivalentas) y Pd(PPha)s (17 mg, 0.015 mmoles, 10% en
moles) en tolueno (2 mL), se puso a reflujo bajo nitnbgeno hasta que todo el
material de partida se consumiera (1-2 hora(s)). La filtracién a través de
Celite® y la purificacién por el paso a través de una almohadilla corta de gel de
sflice, dieron un producto puro como un sdlido rojo. Rendimiento: 54 mg
(99.6%); punto de fusién de 160°C (descomposicion);

'H-RMN (300 MHz, acetona-d6) 5 0.43 (s, 9H), 5.53 (s, 2H), 6.52
(d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.71 (dd, J = 8.6, 2.3 Hz, 1H), 7.42 (dd, J = 9.1, 2.7 Hz,
1H), 7.61 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 7.97 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 8.26 (d, J = 8.6 Hz, 1H),
8.94 (s, 1H), 9.16 (s, 1H);

MS (ESI) m/z 360 ((M-H]"), 362 ((M+H]"); HRMS (ESI*) calculado
para C21H1gNOaSi 362.1207 ((M+H]"), encontrado 362.1207.

\\9
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EJEMPL 10
3.9-dlhidroxi-7-etinll-8H-cromeno[4,3-blquinolina {10)

Método J: A una solucién de 3,9-dihidroxi-7-[(trimetilsilil)etinil]-
6H-cromeno[4,3-bjquinolina (9) (54 mg, 0.15 mmoles) en MeOH (2 mL) se
afiadié K2CO5 (104 mg, 0.75 mmoles, 5 equivalentes), y la mezcia de reaccion
se agitd por 30 minutos a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se
extinguié con NH,Cl acuoso (5 mL). Se removié metanol (MeOH) bajo presion
reducida, y la mezcla de reaccién se extrajo con 'EtOAc. La capa organica se
lavé con agua y salmuera, s secd entonces (Na;S0,), se filtrd y se concentrd
para dar un sélido amarillo crudo, el cual se purificd por paso a través de una
almohadilla corta de gel de silice, para dar un producto puro como un polvo
color vino tinto. Rendimiento: 27 mg (63%); punto de fusion de 220°C
(descomposicion);

'H-RMN (300 MHz, DMSO-d6) & 5.27 (s, 1H), 5.46 (s, 2H), 6.41
(d, J = 2.1 Hz, 1H), 6.59 (dd, J = 85, 2.1 Hz, 1H), 7.31 (dd, J = 9.1, 2.6 Hz,
1H), 7.41 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.87 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 8.09 (d, J = 8.5 Hz, 1H),
10.04 (s, 1H), 10.23 (s, 1H);

MS (ESI) m/z 288 (M-HJ), 290 (M+H]"); HRMS (ESI*) calculado
para CygH11NO;3 290.0812 ([M+H]"), encontrado 290.0808.
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EJEMPLO 11
3,9-dlhidroxi-7-etil-8H-cromeno[4,3-b]lquinolina (11)

Método K: Una mezcla de 3,9-dihidroxi-7-etinil-6H-cromeno[4,3-
blquinolina (10) (13 mg, 0.045 mmoles) y Pd/C (10% en peso) en EtOAc/THF
(1.5 mL), se agitd bajo atmoésfera de hidrégeno (1 atmdsfera, globo) por 30
minutos. La mezcla de reaccion se filtré a través de Celite®, y se concentrd
para dar un sélido amarillo, el cual se recristalizd (EtOAc/hexano/-20°C).
Rendimiento: 13 mg (98%). Punto de fusion de 145°C (descomposicion);

TH-RMN (300 MHz, DMSO-d6) 5 1.18 (t, J = 7.4 Hz, 3H), 2.95 (q,
J = 7.6 Hz, 2H), 5.41 (s, 2H), 6.38 (d, J = 2.2 Hz1 1H), 6.56 (dd, J = B.5, 2.:;
Hz, 1H), 7.24 (dd, J = 8.3, 2.4 Hz, 1H), 7.26 (s, 1H), 7.82 (d, J = 9.0 Hz, 1H),
8.09 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 9.90 (s, 1H), 8.93 (s, 1H):

MS (ESI) m/z 292 ([M-H]), 284 (M+H]"); HRMS (ESI") calculado
para CygH1sNO3 294.1125 ([M+H]"), encontrado 284.1123.

EJEMPLO 12
7-Clano-3,9-dlhidrox|-6H-cromeno[4,3-blquinolina (12)

Método L: Una mezcla de 7-bromo-3,9-dihidroxi-8H-cromeno|[4,3-
blquinolina (7) (47 mg, 0.14 mmoles), CuCN (370 mg, 4.13 mmoles) en DMF
anhidra (2 mL) se calentd a 200°C en un tubo sellado, hasta que todo el

material de partida se consumiera (5 horas). Después de enfriamiento a
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temperatura ambiente, la mezcla de reaccion se filtrd a través de Celite® y se
enjuagd con EtOAc. Se afiadid agua al filtrado, y la mezcla de reaccidn se
extrajo con EtOAc. La capa orgénica se lavé con agua (2x) y salmuera, se
sacO entonces (Na2S0,), se filtrd y se concentrd para dar un sélido crudo, el
cual se purificé por cromatografia de gel de silice para dar un producto puro
como un polvo pardo. Rendimiento: 8 mg (23%);

1H-FIMN (300 MHz, DMSO-d6) § 5.52 (s, 2H), 6.44 (d, J = 2.1 Hz,
1H) 6.63 (dd, J = 8.6, 2.1 Hz, 1H), 7.27 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.41 (dd, J = 9.1,
2.5 Hz, 1H), 7.98 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 8.09 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 10.19 (s, 1H),
10.63 (s, 1H);

MS (ESI) m/z 289 ([M-H]), 291 ([M+H]"); HRMS (ESI") calculado
para Cy7H1oNz0O3 291.0764 ([M+H]"), encontrado 291.0758.

EJEMPLO 13
7-{4-Clorofenil)-3,9-dlhidrox]-8H-cromenoif4,3-b]quinolina (13)

Método M: Una mezcla de 7-brc-:mo-3.9-dlhidroxi-6H-
cromeno[4,3-b]lquinolina (7} (40 mg, 0.12 mmoles) y Pd(PPhs3), (7 mg, 0.006
mmoles, 5% en moles) en DME (3 mL), se agité por 10 minutos a temperatura
ambiente. A esta mezcla se afladieron secuenciaimente &cido 4-
clorofenilborbnico (22 mg, 0.14 mmoles, 1.2 equivalentes) y Na.CO; acuoso
(solucién a 2 M, 5 equivalentes), y la mezcla de reaccién se puso a reflujo

hasta que todo el material de partida se consumiera (2-3 horas). Después de
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enfriamiento, se afiadi6 NH,Cl acuoso, y la mezcla de reaccidn se extrajo con
EtOAc. La capa organica se lavé con agua y salmuera, se secd entonces
(NazS0,), se filtré y se concentré para dar un soélido crudo, el cual se purificd
por paso a través de una aimohadilla corta de gel de sllice, para dar un
producto puro como un polvo rojo. Rendimiento: 41 mg (84%); punto de fusién
de 215-218°C (descomposicién),

'H-RMN (400 MHz, DMSO-d6) 5 5.01 (s, 2H), 6.36 (d, J = 2.2 Hz,
1H), 6.60 (dd, J = 8.7, 2.2 Hz, 1H), 6.62 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.26 (dd, J = 8.1,
2.6 Hz, 1H), 7.41 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.68 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.90 (d, J = 9.0
Hz, 1H), 8.15 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 9.82 (s, 1H), 9.98 (s, 1H);

MS (ESI) m/z 374/376 ([M-H]"), 376/378 ([M+H]*); HRMS (ESI*)
calculado para C2H14CINO; 376.0735 ([M+H]"), encontrado 376.0728. f

EJEMPLO 14
~ I{4-Clanofenil)-3,9-dlhidroxi-8H-cromeno|4,3-blquinolina (14

Este compuesto se prepard a partir de 7-bromo-3,9-dihidroxi-6H-
cromeno[4,3-b]quinolina (7) usando acido 4-cianofenilborénico, de acuerdo al
meétodo M. Polvo marfil; rendimiento: 96%; punto de fusién de 205°C
{descomposicion);

TH-RMN (400 MHz, DMSO-d6) 5 4.99 (s, 2H), 6.36 (d, J = 2.3 Hz,
1H), 6.53 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 6.61 (dd, J = 8.7, 2.3 Hz, 1H), 7.27 (dd, J = 9.1,
2.6 Hz, 1H), 7.62 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.91 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 8.09 (d, J = 8.3

123
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Hz, 1H), 8.16 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 8.86 (s, 1H), 9.99 (s, 1H);
MS (ESI) m/z 365 ([M-HJ), 367 ((M+H]"); HRMS (ESI") calculado
para CzH14N203 367.1077 (M+H]"), encontrado 367.1074.

EJEMPLO 15
3,.9-Dihldroxi-7-{4-metoxifenil)-8H-cromeno[4,3-b]quinolina {15)

Este compuesto se prepard a partir de 7-bromo-3,9-dihidroxi-6H-
cromeno(4,3-bJquinolina (7) usando acido 4-metoxifenilborénico, de acuerdo al
método M. Polvo amarillo; rendimiento: 84%; punto de fusion de 185°C
(descomposicidny);

'H-RMN (400 MHz, DMSO-d6) & 3.87 (s, 3H), 5.03 (s, 2H), 6.36
(d, J = 2.2 Hz, 1H), 6.60 (dd, J = 8.5, 2.5 Hz, 1H), 6.73 (d, J = 2.6 Hz, 1H),
7.16 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.24 (dd, J = 9.0, 2.6 Hz, 1H), 7.30 (d, J = 8.6 Hz,
2H), 7.89 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 8.15 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 9.80 (s, 1H), 5.98 (s,
1H)

MS (ESI) m/z 370 ([M-H]), 372 (IM+H]"); HRMS (ESI") calculado
para C23Hy7NO} 372.1230 ([M+H]"), encontrado 372.1226.

EJEMPLO 18
3,9-Dihidroxi-7 triflucrometil)fenii]-8H-cromeno[4.3-blquinolina (16

Este compuesto se preparé a partir de 7-bromo-3,8-dihidroxi-6H-
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cromeno[4,3-b]quinolina (7) usando é&cido 4-trifluorometitfenilborénico, de
acuerdo al método M. Polvo amarillo; rendimiento: 95%; punto de fusion de
175-177°C (descomposicidn);

'H-RMN (400 MHz, DMSO-d6) 3 5.00 (s, 2H), 8.36 (d, J = 2.3 Hz,
1H), 6.56 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 6.61 (dd, J = 8.6, 2.2 Hz, 1H), 7.26 (dd, J = 9.1,
2.6 Hz, 1H), 7.64 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.92 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.98 (d, J = 8.1
Hz, 2H), 8.16 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 9.84 (s, 1H), 10.00 (s, 1H);

%F-RMN (400 MHz, DMSO-d6) 5 -61.43 (s); MS (ESI) m/z 408
(IM-HI), 410 ((M+H]"; HRMS (ESI") calculado para CH14F3NOs 410.0999
(IM+HT"), encontrado 410.0982.

EJEMPLO 17
7-{3-Clorofenil)-3.9-dlhidrox|-6H-cromeno[4,3-blquinolina (1

Este compuesto se prepard a partir de 7-bromo-3,9-dihidroxi-6H-
cromeno[4,3-b]quinolina (7) usando acido 3-clorofenilborénico, de acuerdo al
método M. Polvo anaranjado; rendimiento: 94%; punto de fusién de 162-
165°C (descomposicién);

"H-RMN (400 MHz, DMSO-d6) 5 5.01 (s, 2H), 6.36 (d, J = 2.3 Hz,
1H), 6.60 (dd, J = 8.5, 2.2 Hz, 1H), 8.61 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 7.26 (dd, J = 9.1,
2.6 Hz, 1H), 7.35 (m, 1H), 7.50 (d, J = 1.0 Hz, 1H), 7.84 (dd, J = 3.9, 1.6, Hz,
2H), 7.90 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 8.15 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 9.86 (s, 1H), 9.98 (s,
1H);

125
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MS (ESI) miz 374/376 ([M-HJ), 376/378 ([M+H]'); HRMS (ESI')
calculado para CzH14CINO; 376.0735 (M+H]"), encontrado 376.0721.

EJEMPLO 18
5 3,9-Dihidroxi-7-{3-metoxifenil)-8H-cromeno|4,3-blquinolina (18)

Este compuesto se prepard a partir de 7-bromo-3,8-dihidroxi-8H-
cromenof4,3-b]quinolina (7) usando Acido 3-metoxifenilborénico, de acuerdo al
método M. Polvo amarilio; rendimiento: 87%; punto de fusién de 155-158°C

10 (descomposicion);

'H-RMN (400 MHz, DMSO-d6) 5 3.82 (s, 3H), 4.99 (d, J = 14.2
Hz, 1H), 5.04 (d, J = 14.2 Hz, 1H), 6.35 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.60 (dd, J = 8.6,
2.3 Hz, 1H), 6.71 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 8.90 (m, 1H), 6.92 (d, J = 1.6 Hz, 1H),
7.12 (m, 1H), 7.24 (dd, J = 9.1, 2.7 Hz, 1H), 7.52 (dd, J = 8.2, 7.9 Hz, 1H), 7.89

15 (d,J=8.1Hz, 1H), 8.15(d, J = 8.8 Hz, 1H), 9.80 (s, 1H), 9.96 (8, 1H);

MS (ESI) m/z 370 ([M-H]), 372 ((M+H]"); HRMS (ESI") calculado

para Ca3sH7NO4 372.1230 ((M+H]"), encontrado 372.1223.

EJEMPLO 19
20 7<{3-Clanofenill)-3,9-dihidrox|-6H-cromenof4,3-blquinolina (19)

Este compuesto se prepar6 a partir de 7-bromo-3,9-dihidroxi-6H-

cromenoj4,3-b]quinolina (7) usando acido 3-cianofenilborénico, de acuerdo al
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método M. Polvo amarillo; rendimiento: 74%; punto de fusién de 275°C
(descomposicion);

'H-RMN (400 MHz, DMSO-d8) 5 4.98 (d, J = 14.2 Hz, 1H), 5.03
(d, J = 14.2 Hz, 1H), 6.36 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.54 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 6.61
(dd, J = 8.6, 2.3 Hz, 1H), 7.27 (dd, J = 9.1, 2.6 Hz, 1H), 7.74 (dt, J = 7.8, 14
Hz, 1H), 7.82 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.92 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.94 (d, J = 1.6 Hz,
1H), 8.05 (dt, J = 7.7, 1.4 Hz, 1H), 8.16 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 9.87 (s, 1H), 10.00
(s, 1H);

MS (ESI) m/z 365 ([M-HT), 367 ((M+H]*); HRMS (ESI*} calculado
para C;H14N203 367.1066 (M+H]"), encontrado 367.1083.

Procedimientos de prueba farmacoldgicos

Demostracion de la actividad estrogénica

Se evaluaron ejemplos representativos de la invencién, para su
capacidad para competir con el 17p-estradiol por ERa y ERp. El
procedimiento de prueba usado permite determinar si un compuesto particular
se une al receptor de estrdgeno y es por lo tanto “estrogénico”), y si existe
selectividad por ERa o ERp. Los resultados de ejemplos de compuestos
representativos se muestran en el cuadro 1 siguiente, con los valores
obtenidos reportados como IC5S. La ICs 8 define como la concentracién de
compuesto que disminuye la union total al 17p-estradiol por 50%. El

procedimiento usado se describe brevemente. Se prepard un lisado crudo de

T2
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E. coli que expresa los dominios de unién al ligando del receptor de estrégeno
(D, E y F) de ERa 0 ERP humano. Se diluyeron receptoreé y compuestos en
1X solucién salina regulada en su pH con fosfato de Dulbecco (DPBS)
complementada con &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) a 1 mM. Mediante
el uso de una placa de microtitulo enmascarada de alta unién, se combinaron
100 pL de receptor (1 pG/cavidad) con [*H]-17p-estradiol a 2 nM y varias
concentraciones de compuesto. Después de entre 5 y 15 horas a temperatura
ambiente, las placas se lavaron con DPBS/EDTA a 1 mM, y se determind la

radiactividad unida por conteo de escintilacién de liquidos.
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CUADRO 1

nn1ag |24

Afinidades de unién y selaectlvidad por el receptor de compuestos

representativos de |a Invencién; reportadas como ICxs

Compuesto R’ ERB (nM) ERa(nM) o/f
5 C 33 88 27
7 Br 3.6 63 18
8 CH=CH, 31 548 18

C=C-
9 apa 225 169 08
10 C=CH a7 131 3
11 Et 5.0 66 13
12 CN 5.6 40 7
13 4CI-Ph 160 3080 19
14 4CN-Ph 82 1420 17
4-MeO-
15 e 61 357 6
16 4-3: T 137 6080 44
17 3-C-Ph 130 505 4
18 3"‘|£:°' 86 820 10
19 3CN-Ph 150 1130 8

Los resultados obtenidos en este procedimiento de prueba

farmacolégico, demuestran que los compuestos de esta invencién son

compuestos estrogénicos, muchos con fuerte afinidad preferencial por el

receptor ERpB. Los compuestos de esta invencién varian de los que tienen alta -
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afinidad preferencial por ERP sobre ERa, a afinidad casi igual por ambos
receptores. De esta manera, los compuestos de esta invencion abarcaran una
gama de actividad basada, por lo menos en parte, en sus perfiles de
selectividad para afinidad por el receptor. Ademas, puesto que cada complejo
novedoso de ligando-receptor es Gnico y de esta manera su interaccién con
varias proteinas co-reguladoras es (nica, los compuestos de esta invencion
exhibirdn diferente comportamiento modulador, dependiendo del contexto
celular en el que estén. Por ejemplo, en algunos tipos de células, es posible
que un compuesto se comporte como un agonista de estrégeno, mientras que
en otros tejidos, como un antagonista. Los compuestos con dicha actividad
han sido referidos a veces como SERMs (moduladores selectivos del receptor
de estrdgenc). Sin embargo, a diferencia de muchos estrégenos, muchos de
los SERMs no causan incrementos en el peso himedo uterino. Estos
compuestos son antiestrogénicos en el Gtero, y pueden antagonizar por
completo los efectos tréficos de los agonistas de estrdgeno en el tejido
uterino. Sin embargo, estos compuestos actiian como agonistas de estrégeno
en los sistemas 0seo, cardiovascular y nervioso central. Debido a la
naturaleza selactiva de estos compuestos por el tejido, son (tiles en el
tratamiento o prevencién en un mamifero, por ejemplo, un humano tal como
una mujer, de sindromes o estados de enfermedad que son causados o estan
asociados con una deficiencia de estrdgeno (por ejemplo, en ciertos tejidos
tales como el tejido 6seo o cardiovascular), o un exceso de estrégeno (por

ejemplo, en el Gtero o las glandulas mamarias).

N 035 /30
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Incluso méas alla de dicha modulacién especifica de células, los
compuestos de esta invencidn tienen también el potenclal de comportarse
como agonistas sobre un tipo de receptor, mientras que se comportan como
antagonistas sobre el otro. Por ejemplo, se ha demostrado que los
compuestos pueden ser un antagonista sobre ERP, mientras que son un
agonista sobre ERa (véase Meyers, Marvin, J. et al., J. Med. Chem. 42(13):
2456-2468 (1999)). Dicha actividad ERSAA (antagonista-agonista selectivo
del receptor de estrbgeno) provee actividad estrogénica farmacolégicamente
distinta dentro de esta serie de compuestos.

Otros procedimientos de prueba farmacolégicos estan faciimente
disponibles para determinar el perfil de actividad de un compuesto
representativo de la invencién. Lo siguiente resume brevemente varios
procedimientos de prueba representativos. Procedimientos de prueba
farmacolégicos para SERMs se proveen también en las patentes de E.U.A.
Nos. 4,418,068 y 5,098,402, cada una de las cuales se incorpora en su

totalidad en la presente como referencia.

Procedimiento de prueba uterotréfica/antiuterotréfica en ratas

Las propiedades estrogénicas y antiestrogénicas de los
compuestos pueden determinarse en una prueba uterotrdfica en ratas
inmaduras (4 dias) (véase L. J. Black y R. L. Goode, Life Sciences 26: 1453
(1980)). Se pusieron a prueba ratas Sprague-Dawley inmaduras (hembras, de

18 dias) en grupos de seis. Los animales se trataron por inyeccién

ﬂﬂl-n_-e., ,3’
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intraperitoneal (ip) diaria con 10 ug de compuesto, 100 ug de compuesto, 100
ug de compuesto + 1 ug de 17p-estradiol (para verificar la antiestrogenicidad)
y 1 ug de 17p-estradiol, con DMSO a 50%/solucién salina a 50% como el
vehiculo de inyaccién. En el dia 4, se sacrificO a los animales por asfixia con
CO.. y sus uteros se removieron y se privaron del exceso de lipidos, se
removié todo fluido, y se determiné el peso himedo. Una pequefia seccion de
un asta se sometié a histologia, y el resto se us6 para aislar ARN total para

evaluar la expresion génica del componente 3 del complemento.

Procedimiento de prueba en ratas ovariectomizadas de seis (6}

semanas — proteccién dsea y cardioproteccion

Se obtienen ratas Sprague-Dawley CD hembras, ovx o sham
ovx, 1 dia después de la cirugia de Taconic (Greenwood, NY) (escala de peso
de 240-275 g). Se aloja a 3 6 4 ratas/jaula en un sitio bajo un plan de 12/12
horas de luz/oscuridad, y se proveen con alimento (alimento para ratas Purina
Mills® 5K96C) y agua a voluntad. El tratamiento para todos los estudios
comienza 1 dia después de la llegada de los animales, y se dosifica 7 dias por
semana como se indica para 6 semanas. Un grupo de ratas pseudooperadas
de igual edad que no recibieron tratamiento alguno, sirve como un grupo
control intacto repleto de estrégeno para cada estudio.

Tod_os los tratamientos se preparan en Tween 80 a 1% en
solucién salina normal a concentraciones definidas, de modo que el volumen

de tratamiento sea de 0.1 mL/100 g do peso corporal. Se disuelve 17p-
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estradiol en aceite de malz (20 ug/mL) y se suministra subcutdneamente, 0.1
mlL/rata. Todas las dosificaciones se ajustan a intervalos de tres semanas de
acuerdo a mediciones de peso corporal de la media de grupo.

Cinco semanas después del inicio del tratamiento, y una semana
antes de la terminacion del estudio, cada rata se evalia para densidad mineral
6sea (BMD). La densidad trabecular y total de la tibia proximal se evalia en
ratas anestesiadas usando un XCT-960M (pQCT ( ); Stratec Medizintechnik,
Pforzheim, Alemania). Las mediciones se realizan de la manera siguiente:
quince minutos antes de la exploracién, se anestesia a cada rata con una
inyeccioén intraperitoneal de 45 mg/kg de cetamina, 8.5 mg/kg de xilazina y 1.5
mg/kg de acepromazina.

La pata trasera derecha se hace pasar a través de un tubo de
policarbonato con un didmetro de 25 mm, y se ata t-:on cinta a un armaz6n de
acrllico con la articulacién del tobillo a un dngulo de 90° y la articulacion de la
rodila a 180°. El tubo de policarbonato se fija a una plataforma de
deslizamiento que lo mantiene perpendicular a la abertura del pQCT. La
plataforma se ajusta de modo que el extromo distal del fémur y el extremo
proximal de la tibia estén el campo de exploracién. Se realiza una vista de
reconocimiento bidimensional para una longitud de 10 mm y una resolucién de
linea de 0.2 mm. Después de que la vista de reconocimiento se muestra en el
monitor, se localiza el extremo proximal de la tibia. La exploracion del pQCT
se inicia 3.4 mm distal de este punto. La exploracién del pQCT es de 1 mm de

espesor, tiene un tamafio de voxel (pixel tridimensional) de 0.140 mm, y
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consiste de 145 proyecciones a través del corte.

Después de que la exploracién del pQCT concluye, la imagen se
muestra en el monitor. Se esboza una regién de interés que incluye la tibia,
pero que excluye la flbula. El tejido blando se remueve autométicamente
usando un algoritmo iterativo. La densidad del hueso.rast;ant'e (densidad total)
se reporta en mg/cm®. El 55% exterior del hueso se desprende en una espiral
concéntrica. La densidad del hueso restante (densidad trabecular) se reporta
en mg/cm®. Una semana después de la evaluacién de la BMD, se somete a

outanasia a las ratas por sofocaciéon con diéxido de carbono, y se colecta

sangre para la determinacién de colesterol. Se remueven los Gteros y se

toman los pesos. Se determina el colesterol total usando un analizador clinico
Hitachi 911 de Boehringer-Mannheim usando el equlpo-de colesterol/HP. Se
compararon las estadisticas usando analisis de variancia unidireccional

(ANOVA) con prueba de Dunnet.

Procedimiento de prueba antiproliferativo en células MCF-7/ERE

Se preparan soluciones de existencia de compuestos de prueba
(usualmente a 0.1 M) en DMSO, y se diluyen entonces 10 a 100 veces con
DMSO, para obtener soluciones de trabajo de 1 6 10 mM. Las existencias de
DMSO se almacenan a 4°C (0.1 M) o -20°C (< 0.1M). Se hacen pasar células
MCF-7 dos veces por semana con medio de crecimiento [medio de D-MEM/F-
12 conteniendo suero de bovino fetal a 10% (v/v) inactivado con calor,

estreptomicina-penicilina a 1% (v/v) y glutaMax-1 a 2 mM]. Las células se
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mantienen en matraces ventilados a 37°C dentro de una incubadora con aire
humidificado a 95%/CO2 a 5%. Un dia antes del tratamiento, las células se
siembran con medio de crecimiento a 25,000/cavidad en placas de 96
cavidades, y se incuban a 37°C durante |la noche.

Se infecta a las células por 2 horas a 37°C con 50 pl/cavidad de
una dilucién 1:10 de adenovirus 5-ERE-tk-luciferasa en medio experimental
[medio de D-MEM/F-12 libre de rojo de fenol conteniendo suero de bovino
fetal a 10% (v/v) privado de carbén e inactivado con calor, estreptomicina-
penicilina a 1% (v/iv), glutaMax-1 a 2 mM, piruvato de sodio a 1 mM]. Las
cavidades se lavan entonces una vez con 150 ul de medio experimental. Por
Gitimo, las células se tratan por 24 horas a 37°C en réplicas de 8
cavidades/tratamiento con 150 pl/cavidad de vehiculo (DMSO < 0.1% viv) o
compuesto que es diluido 2 1000 veces en medio experimental.

La seleccién inicial de compuestos de prueba se realiza a una
dosis individual de 1 uM que se pone a prueba sola (modo agonista) o0 en
combinacién con 178-estradiol a 0.1 nM (ECg; modo antagonista). Cada placa
de 96 cavidades incluye también un grupo control de vehiculo (DMSO a 0.1%
viv) y un grupo control de agonista (17p-estradiol a 0.1 o 1 nM). Se realizan
experimentos de respuesta a la dosis en los modos agonista y/o antagonista,
en compuestos activos en incrementos logaritmicos de 10'* a 10° M. A partir
de estas cur\;as de respuesta a la dosis, se generan valores de ECsy @ |Csg,
respectivamente. La cavidad final en cada grupo de tratamiento contiene 5 pl

de 3 x 10° M ICI-182,780 (concentracién final de 10® M) como un control de
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antagonista de ER.

Después del tratamiento, se lisa a las células en un agitador por
15 minutos con 25 pl/cavidad de 1X reactivo de lisis de cultivo de células
(Promega Corporation). Los lisados de células (20 pl) se transfieren a una
placa de luminémetro de 96 cavidades, y se mide la actividad de luciferasa en
un luminémetro MicroLumat LB 96 P (EG & G Berthold) usando 100 pl/cavidad
de substrato de luciferasa (Promega Corporation). Antes de la inyeccién del
substrato, se hace una medicién de fondo por 1 segundo para cada cavidad.
Después de la inyeccién del substrato, se mide la actividad de luciferasa por
10 segundos después de una demora de 1 segundo. Los datos se transfieren
del luminémetro a una computadora personal Macintosh, y se analizan usando
el software JMP (SAS Institute); este programa resta la lectura de fondo de la
medicién de luciferasa para cada cavidad, y determina entonces la media y
desviacion estandar de cada tratamiento.

Los datos de la luciferasa se transforman por medio de
logaritmos, y se usa el estimador M de Huber para restar el peso de las
observaciones transformadas externas. Se usa el sofiware JMP para analizar
los datos transformados y ponderados para ANOVA unidireccional (prueba de
Dunnett). Los tratamientos con los compuestos se comparan con los
resultados del control de vehiculo en el modo agonista, o los resultados del
control de agonista positivo (17p-estradiol a 0.1 nM) en el modo antagonista.
Para el experimento de dosis individual inicial, si los resultados del tratamiento

con el compuesto son significativamente diferentes del control apropiado
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(p<0.05), entonces los resultados se reportan como el por ciento respecto al
control de 17-p estradiol [es decir, ((compuesto — control de vehiculo)/(control
de 17p-estradiol — control de vehiculo)) x 100]. El software JMP se usa

también para determinar los valores de ECs y/0 ICso @ partir de las curvas de

respuesta a la dosis no lineal.

Inhibicién de oxidacién de LDL — actividad antioxidante

Se obtienen aortas de porcino de un matadero de reses, se
lavan, se transportan en solucién salina regulada en su pH con fosfato (PBS)
enfriada, y se cosechan células endoteliales aérticas. Para cosechar las
células, los vasos intercostales de la aorta se atan, y se sujeta un extremo de
la aorta. Se pone colagenasa a 0.2% fresca, filtrada estéril (Sigma, tipo ) en el
recipients, y el otro extremo del vaso se sujeta entonces para formar un
sistema cemado. La aorta se incuba a 37°C por 15 a 20 minutos, después de
lo cual la solucién de colagenasa se colecta y se centrifuga por 5 minutos a
2000 x g. Cada pella se suspende en 7 mL de medio de cultivo de células
endoteliales que consiste de DMEM libre de rojo de fenol/medio F12 de Ham
complementado con suero de bovino fetal (FBS; 5%) privado de carbén,
NuSerum® (5%), L-glutamina (4 mM), penicilina-estreptomicina (1000 U/m,
100 ug/mi) y gentamicina (75 ug/ml), se siembra en una caja de Petri de 100
mm, y se incuba a 37°C en COz a 5%. Después de 20 minutos, las células se
enjuagan con PBS, y se afiade medio fresco, y de nuevo, a 24 horas. Las

células son confluentes después de aproximadamente 1 semana. Las células

3



10

15

20

nOTIrYy

57 “13¢

endoteliales se alimentan habitualmente dos veces por semana y, cuando son
confluentes, se tripsinizan y se siembran a una relacion de 1:7. Se deja que
proceda la oxidacién mediada por células de 12.5 pg/mL de LDL en presencia
del compuesto que se va a evaluar (5 pM) por 4 horas a 37°C. Los resultados
se expresan como el por ciento de inhibicién del proceso oxidativo medido por
el método de TBARS (sustancias reactivas a acido tiobarbitirico) para analisis
de aldehidos libres (Yagi K., Biochem Med 15: 212-216 (1976)).

Procedimiento de prueba de células hipotaldmicas D12
Se subclonan células hipotaldmicas D12 de rata de la linea de

células precursora RCF17, y se almacenan congeladas. Se desarrollan
habitualmente en DMEM: F12 (1:1), glutaMAX-1 (2 mM), penicilina (100 U/ml)-
estreptomicina (100 mg/ml), mas FBS a 10%. Las células se siembran en
medio libre de rojo de fenol (DMEM: F12, glutaMAX, penicilina-estreptomicina)
conteniendo FBS a 2-10% privado de carbdn a una densidad de confluencia
(1-4 x 10° células/placa de 150 mm). Las células se vuelven a alimentar 24
horas después con medio que contiene suero a 2% privado. Para poner a
prueba la actividad agonista, las células se tratan con 17p-estradiol a 10 nM o
varias dosis de compuesto de prueba (1 mM o una escala de 1 pM a 1 mM).
Para poner a prueba la actividad antagonista, las células se tratan con 17p-
estradiol a 0.1 nM en ausencia o presencia de dosis variables (100 pM a 1
mM) de compuesto de prueba. Se tratan también placas control con DMSO

como un control negativo. Cuarenta y ocho horas después de la adicion de
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hormonas se lisa a las células, y se realiza un procedimiento de prueba de
unién,

Para cada procedimiento de prueba de unién, se incuban de 100
a 150 mg de proteina con 3H-R5020 a 10 nM + 100 veces exceso de R5020
en un volumen de 150 mL. Se preparan reacciones por triplicado (tres con
R5020, tres sin R5020) en una placa de 96 cavidades. El extracto de proteina
se aflade primero, seguido de 3H-R5020 o 3H-R5020 + 100x R5020 no
marcado. La reaccién se lleva a cabo por 1 a 2 horas a temperatura ambiente.
La reaccién se interrumpe por la adicién de 100 mL de carbén a 5% frio (Norit
S§$X-4), dextran 69K a 0.5% (Pharmmacia) en TE, pH 7.4. Después de 5 minutos
a temperatura ambiente, el ligando unido y no unido se separa por
centrifugacién (5 minutos, 1000 RCF, 4°C). La solucién de sobrenadante
(~150 ml) se remueve, y se transfiere a un vial de escintilacion. Después de la
adicion de fluido de escintilacion (Beckman Ready Protein+), se hace el

conteo de las muestras por 1 minuto en un contador de escintilacién.

Receptor de progesterona en el 4rea predptica del SNC

Se realiza ovariectomia de ratas Sprague-Dawley hembras de
sesenta (60) dias. Se aloja a los animales en una instalacién de cuidados
animales con un fotoperiodo de 12 horas de luz, 12 horas de oscuridad, y libre
acceso a agua de la llave y alimento para roedores.

Se divide aleatoriamente a los animales ovariectomizados en

grupos que son inyectados con vehliculo (DMSO a 50%, PBS a 40%, vehliculo

129
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de etanol a 10%), 17p-estradiol (200 ng/kg) o el compuesio que se va a poner
a prueba. Se inyecta a mas animales con el compuesto de prusba 1 hora
antes de la inyeccibn de 17p-estradiol, para evaluar las propiedades
antagonistas de este compuesto. Seis horas después de la Inyeccién
subcutanea (sc), se somete a los animales a eutanasia con una dosis letal de
CO., y sus cerebros se colectan y se congelan.

El tejido colectado de los animales se corta en un cribstato a -
16°C, y se colecta sobre portaobjetos de microscopio revestidos de silano. Los
portaobjetos montados con las secciones se secan entonces en un calentador
corredizo mantenido a 42°C, y se almacenan en cajas comredizas desecadas a
-80°C. Antes del procesamiento, las cajas corredizas desecadas se calientan
lentamente a temperatura ambiente (-20°C por 12 a 16 horas; 4°C por 2
horas; temperatura ambiente por 1 hora), para eliminar la formacién de
condensacion sobre los portaobjetos, y de esta manera reducir al minimo la
degradacion del ARN y del tejido. Los portaobjetos secos se cargan en rejillas
de metal, son post-fijlados en paraformaldehido a 4% (pH 9.0) por 5 minutos, y
se procesan como se describié previaments.

Un plasmido que contienen un fragmento de 815 pb del ADNc 9
de PR de rata (dominio de unién al ligando) es linealizado, y se usa para
generar una sonda marcada con S 35-UTP que es complementaria a una
porcion del ARN de PR de rata. Se hibridan portaobjetos montados con
secciones procesadas con 200 mL de mezcla de hibridacién que contiene a la

ribosonda (4-6x10° DPM/portaobjeto) y formamida a 50%, y se incuban
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durante la noche en una cadmara humidificada a 55°C. En la mafiana, los
portaobjetos se ponen en rejillas de metal que se sumergen en 2xSSC (NaCl
a 0.15 M, citrato de sodio a 0.015 M; pH 7.0yDTT a 10 mM. Todas las rejillas
se transfieren a un gran contenedor, y se lavan en 2xSSC/DTT a 10 mM por
15 minutos, a temperatura ambiente con agitacion suave. Los portaobjetos se
lavan entonces en regulador de pH de ribonucleasa a 37°C por 30 minutos, se
tratan con ribonucleasa A (2 mg/ml) por 30 minutos a 37°C, y se lavan por 15
minutos en 1xSSC a temperatura ambiente. Después, los portaobjetos se
lavan (2 x 30 minutos) a 65°C en 0.1xSSC para remover i[a marca no
especifica, se enjuagan en 0.1xSSC a temperatura ambiente por 15 minutos,
y se deshidratan con una serie graduada de alcohol: acetato de amonio (70%,
95% y 100%). Los portaobjetos secados al aire son contrapuestos ante
pelicula de rayos X por 3 dias, y entonces se procesan fotograficamente. Los
portaobjeﬁs de todos los animales se hibridan, se lavan, se exponen y se
procesan fotograficamente, para eliminar diferencias debidas a variacién en

las condiciones entre las pruebas.

Bochomos en ratas - efectos sobre el SNC

Se obtienen ratas Sprague-Dawley hembras ovariectomizadas
de 60 dias después de cirugla. Las ciruglas se realizan un minimo de 8 dlas
antes del primer tratamiento. Se aloja individuaimente a los animales bajo un
ciclo de 12/12 horas de luz/oscuridad, y se les da alimento estadndar para ratas

y agua a voluntad.
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Se Incluyen dos grupos control en cada estudio. Se preparan
dosis basadas en mg/kg de peso corporal medic del grupo en DMSO a 10%
en aceite de ajonjoll (estudios subcutdnecs) o en Tween 80 a 1.0% en
estudios con solucion salina ((po)). Se administra a los animales compuestos
de prueba a dosis que varian de 0.01 a 10 mg/kg de peso corporal medio del
grupo. Se incluyen en cada prueba grupos control de vehiculo y de etinil
estradiol (EE) (0.1 mg/kg, sc o 0.3 mg/kg, po). Cuando los compuestos se
ponen a prueba para su actividad antagonista, se coadministra EE a 0.1 6 0.3
mg/kg para estudios sc o po, respectivamente. Los compuestos de prueba se
administran hasta el dia en que se mide la temperatura de la plel de la cola.

Después del periodo de aclimatacibn de cuatro dias, los
animales se tratan una vez diariamente con los compuestos de interés.
Existen 10 animales/grupo de tratamiento. La administracién del compuesto
es por inyeccién subcutinea de 0.1 ml en la nuca del cuello o por la boca en
un volumen de 0.5 ml. En el tercer dia de tratamiento, se Implanta
subcutdneaments una pella de morfina (75 mg de sulfato de morfina). En el
quinto dia de tratamiento, se implantan una o dos pellas de morfina
adicionales. En el octavo dia, se inyecta a aproximadamente la mitad de los
animales con cetamina (80 mg/kg, intramuscularments), y un termopar,
conectado a un sistema de adquisicion de datos MacLab (APl Instruments,
Milford, MA), se ata con cinta en la cola aproximadamente 2.54 cm de la ralz
de la cola. Este sistema permitié la medicién continua de la temperatura de la

piel de la cola. Se mide la temperatura a la linea de referencia por 15 minutos,

nrict (G
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entonces se administra subcutdneamente naloxona (1.0 mg/kg) (0.2 mL) para
bloquear el efecto de la morfina, y se mide después la temperatura de la piel
de la cola por una hora. En el noveno dia, se establece a los animales

restantes y se analizan en forma similar.

Funcién vasomotora en anillos adrticos aislados de rata
Se divide a ratas Sprague-Dawley (240-260 g) en 4 grupos:

1. Normales, no ovariectomizadas (intactas)

2. Ovariectomizadas (ovex), tratas con vehiculo

3. Ovariectomizadas, tratadas con 17-p estradiol (1 mg/kg/dia)

4. Animales ovariectomizados, tratados con compuesto de
prueba (es decir, 1 mg/kg/dia).

Se realiza ovariectomia de los animales aproximadamente tres
semanas antes del tratamiento. Cada animal recibe 1 mg/kg/dia de sulfato de
17p-estradiol o compuesto de prueba suspendido en agua desionizada
destilada con Tween-80 a 1% por gavaje gastrico. Los animales tratados con
vehiculo reciben un volumen aproximado del vehiculo usado en los grupos
tratados con farmaco.

Se somete a eutanasia a los animales por inhalacién de CO; y
exsanguinacién. Sus aortas toracicas se remueven rapidamente, y se ponen
en solucion fisioldgica a 37°C con la siguiente composicion (mM): NaCl (54.7),
KCi (5.0), NaHCO3 (25.0), MgCi>-2H20 (2.5), D-glucosa (11.8) y CaCl; (0.2)

gasificado con CO2>-0,, 95%/5% para un pH final de 7.4. Se remueve la

nf”,f-e- /q)
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adventicia de la superficie exterior, y se corta el vaso en anillos de 2 a 3 mm
de ancho. Los anillos se suspenden en 10 ml de bafio para tejidos con un
extremo unido al fondo del bafio, y el otro a un transductor de fuerza. Se
aplica una tensién de reposo de 1 g sobre los anillos. Los anillos se equilibran
por 1 hora, mientras se adquieren y se analizan sefiales.

Después del equilibrio, los anilios se exponen a concentraciones
crecientes de fenilefrina (10 a 10* M), y se registra la tension. Los bafios se
enjuagan entonces 3 veces con regulador de pH fresco. Después de un
descanso, se afiade L-NAME a 200 mM al bafio para tejidos, y se equilibra por
30 minutos. Se repite entonces la curva de respuesta a la concentracion de

fenilefrina.

Laberinto radial de ocho brazos - mejora de la cognicién

Se usan ratas Sprague-Dawley CD machos (Charles River,
Kingston, NY) que pesan 200 a 250 g a la llegada. Por una semana, se aloja a
las ratas, seis por jaula, con alimento estdndar de laboratorio y agua
disponible a voluntad. El alojamiento es en un sitio para las colonias
mantenido a 22°C con un ciclo de 12/12 horas de luz/oscuridad con luces
encendidas a las seis de la mafiana. Después de la habituacién a la
instalacion se aloja individualmente a los animales, y se mantienen a 85% de
peso por medio de alimentacion libre. Una vez que se alcanzan pesos
estables, las ratas se aclimatan al laberinto radial de ocho brazos.

La estructura del laberinto es una adaptacién de Peele y Baron
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(Pharmacology, Biochemistry, and Behavior 29: 143-150 (1988)). El laberinto
es elevado a una altura de 75.5 cm, y estd formado de un area circular
rodeada de 8 brazos que radian desde el centro, equidistantes de algin otro.
Cada brazo tiene 58 cm de longitud x 13 cm de altura. Un cilindro de plexiglas
claro es abatido para encerrar al animal en la porcion central del laberinto
antes del inicio de cada sesion. Cada brazo del laberinto esta equipado con 3
series de fotoceldas interconectadas a una unidad de adquisicién de datos, la
cual a su vez esta interconectada a una computadora. Las fotoceldas se usan
para seguir el movimiento de la rata en el laberinto. Alimentadores de pellas
localizados amiba de copas de alimento en el extremo de cada brazo,
dispensan dos pellas de chocolate de 45 mg cuando la fotocelda exterior del
brazo es activada por primera vez en una sesién determinada. El laberinto se
localiza en un sitio de prueba con carteles geométricos negros y blancos en
cada pared para servir como sefiales visuales. Durante todos los
procedimientos de prueba y adiestramiento, se escucha ruido blanco (~ 70
db).

El procedimiento de entrenamiento consiste de cinco fases, cada
una con sesiones diarias que duran 5 6 10 minutos. Se impone una demora
de 10 segundos entre el tiempo en que la rata es puesta en la porcidon central
del laberinto, y cuando el cilindro es elevado para empezar la sesién. Durante
la fase 1, se ponen pares de ratas con alimento restringido en el laberinto por
10 minutos con pellas alimenticias de chocolate de 45 mg dispersas por los 8

brazos del laberinto. Durante la fase I, cada rata se pone individuaimente en
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el laberinto por un periodo de 10 minutos, con pelias dispersas de la fotocelda
media a la copa de alimento de cada brazo. Durante la fase lll, cada rata se
pone en el laberinto por un periodo de 10 minutos, con pellas alimenticias
localizadas solo en las copas de alimento en cada brazo, y alrededor de las
mismas. En la fase IV, cada rata se deja por 10 minutos para que colecte dos
pellas de cada brazo. La reentrada en un brazo se considera como un error.
Las ratas se entrenan diariamente de esta forma, hasta que logran el criterio
de desempefio con menos que o igual a 2 errores en total en 3 dias de
entrenamiento consecutivos. El tiempo total de habituacién y entrenamiento es
de aproximadamente 3 semanas.

Se prepara compuesto de prueba en solucién salina regulada en
su pH con fosfato, y se administra en un volumen de 1 mi/kg. El bromhidrato
de escopolamina (0.3 mg/kg sc) sirvi6 como el agente de deterioro,
produciendo un incremento en la frecuencia de errores (pérdida de memoria).
Se administra intraperitonealmente el compuesto de prueba, simultdineamente
con escopolamina, 30 minutos antes de la primera exposicion al laberinto en
cualquier dla de prueba determinado.

Para evaluar el compuesto de prueba, se disefia un cuadrado
latino balanceado de 8 x 8 para mediciones repetidas, hasta lograr una alta
eficiencia experimental con la menor cantidad de animales. Ocho sesiones
experimentales, dos por semana, se llevan a cabo con los 8 tratamientos
(vehiculo, escopolamina, 3 dosis de compuesto de prueba en combinacién

con escopolamina) aleatorizados dentro de cada sesién. Cada fratamiento
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siguié a cada otro tratamiento, el mismo nimero de veces. Por lo tanto, el
efecto residual de cada tratamiento pudo estimarse y removerse del efacto del
tratamiento directo. Después de ANOVA, se realizan comparaciones miiltiples
usando la prueba bilateral de Dunnett en medias ajustadas.

Se considera que los animales que no hacen 4 elecciones
cormrectas dentro de 5 minutos durante la primera exposicién, 0 que no han
hecho un total de 8 elecciones al final de la segunda exposicion, se han
"“tardado” para esa sesion. Cualquier animal que "se haya tardado® después
de la administracibn de mas de una dosis del compuesto de prueba, se

excluye del andlisis.

Neuroproteccion

Inhibicién de muerte de las células dependiente del tiempo en
cultivos de neuronas corticales primarias

Se produjeron neuronas corticales primarias a partir de cerebros
de ratas que tenfan de 0 a 1 dia, usando una variacion de los métodos
descritos por Monyer ef al, Brain Research 483. 347-354 (1989). Se
desarrollé tejido cerebral disperso en DMEM/PDHS (suero de caballo donador
prefiado) a 10% por tres dias, y se tratd entonces con arabindsido de citosina
(ARC) por dos dlas, para remover células gliales contaminantes. En el dia 5,
el medio de ARC se removié, y se reemplazé con DMEM/PDHS a 10%. Las

células neuronales se cultivaron por otros 4 a 7 dias antes de su uso.
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Los cultivos neuronales primarios control muestran muerte
progresiva de células entre los dlas 12 y 18 en cultivo. Se evaluaron 12
cultivos en los dias 12 y 16 para niveles de la enzima lactato deshidrogenasa
(LD) después de la adiciéon del compuesto de prueba a 6 cultivos mantenidos
en DMEM y PDHS a 10% en el dia 8, y manteniendo los cultivos restantes
como controles. Se puso a prueba la LD usando una variacién del método de
Wroblewski ef al., Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 90: 210-213 (1955). La LD es
una enzima citosdlica que se usa cominmente en investigacién clinica y
basica para determinar la viabilidad de los tejidos. Un incremento en la LD del

medio, se relaciona directamente con la muerte de las células.

Neuroproteccién contra citotoxicidad inducida por hipoglicemia

Se sembraron células de glioma C8 obtenidas de The American
Tissue Culture Center (ATCC) en medio del RPMI con FBS a una
concentracién de 1 x 10° células/mL en matraces de cultivo de tejidos
FALCON® de 25 cm? Cuatro horas antes del inicio de la hipoglicemia, el
medio de mantenimiento se desechd, [as monocapas se lavaron dos veces en
el medio adecuado, y se incubaron entonces por cuatro horas a 37°C en
medio libre de suero 0 medio libre de suero més compuesto de prueba. Se
usé regulador de pH de fosfato de Ringer de Krebs para lavar ias monocapas
dos veces antes de la adicién del tratamiento adecuado con glucosa. El medio
del RPMI contiene 2 mg de glucosa/mL; se dividieron los matraces en grupos

de 6, cada uno recibiendo glucosa a 100% (2 mg/ml), glucosa a 80% (1.6
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mg/ml), glucosa a 60% (1.2 mg/ml) o glucosa a 0% (regulador de pH), o
complementado con compuesto de prueba. Todos los matraces se incubaron
por 20 horas, y se evaluaron entonces para numero total de células vivas y

muertas usando azul tripano.

Neuroproteccién contra aminoécidos excitotéxicos

Se trataron cinco placas de cultivo que contenlan células de
neuroblastoma SK-N-SH con compuesto de prueba, y se trataron 5 placas de
cultivo con medios del RPMI. Cuatro horas después, se trataron todas las
células con NMDA (500 pM) por 5 minutos. Se determiné entonces el total de

células vivas y células muertas.

Neuroproteccion contra la privacion de glucosa y oxigeno -
andlisis de nicleos picnéticos para medir apoptosis

Se preparan neuronas corticales de fetos de rata E18, y se
siombran en portaobjetos con camara de 8 cavidades pre-revestidos con poli-
D-lisina {10 ng/ml) y suero a una densidad de 100,000 células/cavidad. Las
células se siembran en DMEM de alto contenido de glucosa conteniendo FCS
a 10%, y se mantienen en la incubadora a 37°C con CO; a 10%/aire a 90%. Al
dia siguiente, se remueve suero reemplazando el medio de cultivo con DMEM
de alto contenido de glucosa conteniendo complemento B27, y las células se
mantienen en la incubadora sin mas cambio de medio hasta el dia del

experimento. En el dia 6, se dividen los portaobjetos en dos grupos: un grupo

/49
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control y un grupo de OGD. Las células en el grupo control reciben DMEM con
glucosa y B27 como de costumbre (sin antioxidantes). Las células en el grupo
de OGD reciben DMEM sin glucosa con B27 como de costumbre, el cual se
ha desgasificado bajo vacio por 15 minutos. Las células se baldean con N; a
90%/CO2 a 10% por 10 minutos en una camara hermética, y se incuban a
37°C por 6 horas. Después de 6 horas, las células control y de OGD se
someten a reemplazo de medio conteniendo vehiculo (DMSO) o compuesto
de prueba en DMEM conteniendo glucosa con B27 como de costumbre. Las
células se regresan a una incubadora normoéxica a 37°C. Después de 24
horas, las células se fijan en PFA a 4% por 10 minutos a 4°C, y se tifien con
Topro (colorante fiuorescente de unidn nuclear). Se evalia la apoptosis

usando un citdmetro de exploracién con laser midiendo los nacleos picnéticos.

Medicion de la_ liberacién de LDH como_una indicacién de la
muerte de células

Se preparan neuronas corticales de feto de rata E18, y se
siembran en placas de cultivo de 48 cavidades pre-revestidas con poli-D-lisina
(10 ng/ml) y suero a una densidad de 150,000 células/cavidad. Las células se
siembran en DMEM de alto contenido de glucosa conteniendo FCS a 10%, y
se mantienen en la incubadora a 37°C con CO; a 10%/aire a 90%. Al dia
siguiente, se remueve el suero reemplazando el medio de cultivo con DMEM
de alto contenido de glucosa conteniendo complemento B27. En el dia 6, se

divide a las células en dos grupos: un grupo control y un grupo de OGD. Las
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células en el grupo control reciben DMEM con glucosa y B27 como de
costumbre (sin antioxidantes). Las células en el grupo de OGD reciben DMEM
sin glucosa con B27 como de costumbre, el cual se ha desgasificado bajo
vaclo por 15 minutos. Las células se baldean con N> a 80%/CO; a 10% por 10
minutos en una camara hermética, y se incuban a 37°C por 6 horas. Después
de 6 horas, las células control y de OGD se someten a reemplazo de medio
conteniendo vehiculo (DMSO) o compuesto de prueba en DMEM conteniendo
glucosa con B27 como de costumbre. Las células se regresan a una
incubadora norméxica a 37°C. Después de 24 horas, se evalGa la muerte de
las células midiendo la liberacién celular de LDH (lactato deshidrogenasa) en
el medio de cultivo. Para la prueba de LDH, se transfiere una alicuota de 50 pl
de medio de cultivo en la placa de 96 cavidades. Después de la adicion de
140 i de regulador de pH de fosfato de potasio a 0.1 M (pH 7.5) y 100 pl de
0.2 mg/ml de NADH, se deja que la placa repose en la oscuridad a
temperatura ambiente por 20 minutos. La reaccién se inicia por la adicion de
10 ul de piruvato de sodio. La placa se lee de inmediato a 340 nM en un lector
de placa Thermomax (Molecular Devices). La absorbancia, un Indice de la
oonoen.traciOn de NADH, se registra cada 68 segundos por 5 minutos, y la
pendiente que indica la rapidez de desaparicion de NADH, se usa para
calcular la actividad de LDH:
Actividad de LDH (U/ml) = (AA/min) (TCF)(20) (0.0833)/(.78)
en donde:

0.0833 = proporcionalmente constante, y

ISl



10

16

20

71 no+5t

0.78 = longitud de la trayectoria de luz del instrumento (cm).

Procedimiento de prueba en ratas HLA — enfermedad de Crohn y

trastomc;s inflamatorios del intestino

Se obtienen ratas HLA-B27 machos de Taconic, y se proveen
con acceso no restringido a un alimento (Purina Mills® LabDiet® 5001) y agua.
Al inicio del estudio, ias ratas tienen de 22 a 26 semanas.

Se dosifica a las ratas subcutAneamente una vez por dia por
siete dias con una de las formulaciones enlistadas a continuacién. Existen
cinco ratas en cada grupo, y la Gltima dosis se administra dos horas antes de
la sutanasia.

- Vehiculo (DMSO a 50%/PBS de Dulbecco a 50%);

- 17a-etinil-17p-estradiol (10 pg/kg); o

- Compuesto de prueba.

Se observa diariamente la calidad de las heces, y se clasifica de
acuerdo a la siguiente escala: diarrea = 3; heces blandas = 2; heces normales
= 1. Al final del procedimiento de prueba, se colecta suero y se almacena a -
70°C. Se prepara una seccién de colon para andlisis histoldgico, y se analiza
un segmento adicional para actividad de mieloperoxidasa.

El siguiente método se usa para medir la actividad de
mieloperoxidasa. Se cosecha tejido del colon, y se congela instantdneamente
en nitrdgeno liquido. Una muestra representativa del colon entero se usa para

asegurar la consistencia entre las muestras. El tejido se almacena a -80°C

IS2
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hasta su uso. Después, el tejido se pesa (aproximadamente 500 mg) y se
homogeniza en 1:15 p/v de regulador de pH de lavado de H.KPO; a 5 mM (pH
8). El tejido se centrifuga a 20,000 x g en una centrifuga Sorvall RC 5B por 45
minutos a 2-8°C. Se desecha entonces el sobrenadante. Se resuspende el
tejido y se homogeniza en 2.5 mL (1:5 p/v) de H.KPO, a 50 mM con EDTA a
10 mM y bromuro de hexamonio a 0.5%, para ayudar a solubilizar la MPO
intracelular. El tejido se congela en nitrégenc liquido, se descongela en un
bafio de agua a 37°C, y se sonica por 15 segundos para asegurar la lisis de la
membrana. Este procedimiento se repite 3 veces. Se mantienen entonces
muestras en hielo por 20 minutos, y se centrifugan a 12,000 x g por 15
minutos a 2-8°C. El sobrenadante se analiza siguiendo estos pasos.

La mezcla de prueba se prepara afiadiendo 2.9 mL de H2KPO, a
50 mM con 0.167 O-Dianisidina/ml con H.02 a 0.0005% en un tubo de
reaccién. Cuando el peréxido de hidrégeno es degradado, la O-Dianisidina es
oxidada, y absorbe a 460 nm en una forma dependiente de la concentracién.
La mezcla se calienta a 25°C. Cien (100) uL del sobrenadante del tejido se
afiaden al tubo de reaccion, y se incuban por un minuto a 25°C, y entonces se
transfiere 1 ml a una probeta de plastico desechable. Se mide la densidad
éptica (DO) cada 2 minutos de tiempo de reaccion a 460 nm contra un blanco
que contiene 2.9 ml de mezcla de reaccién y 100 ul de la solucién de bromuro
de amonio a 0.5%.

Las unidades de actividad enzimatica se cuantifican por

comparacién de la absorbancia a 460 nm con una curva estandar preparada

153
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con 31.1 unidades de MPO purificada de humanofvial. La MPO se
reconstituye, y se diluye en serie usando H2KPO4, a 50 mM con EDTA a 10
mM y bromuro de hexamonio a 0.5% a cuatro concentraciones conocidas. Las
absorbancias de las muestras se comparan contra esta curva para determinar
la actividad.

Se realiza el andlisis histolégico de la manera siguiente. Se
sumerge tejido colénico en formalina neutra a 10% regulada en su pH. Cada
muestra de colon se separa en cuatro muestras para evaluacion. Los tejidos
fijados en formalina se procesan en un procesador de infiitracién a vacio para
inclusién en parafina. Las muestras se seccionan a 5 um, y se tifien entonces
con hematoxilina y eosina (H&E) para evaluaciones histologicas simuladas
usando una escala modificada de Boughton-Smith. Después de que
concluyen las puntuaciones, las muastras se observan, y los datos se tabulan
y se analizan por elaboracién de modelos lineales de ANOVA con
comparaciones de media maltiples.

Con base en los resultados obtenidos en los procedimientos de
pruebas famacolégicas estdndar, como se describe en la presents, los
compuestos de esta invencién son moduladores del receptor de estrégeno
atiles en el tratamiento o inhibicién de condiciones, trastomos o estados de
enfermedad que son por lo menos mediados parciaimente por una deficiencia
0 exceso de estrdgeno, o que pueden tratarse o inhibirse a través del uso de
un agente estrogénico.

Se pretends que cada una de las patentes, solicitudes y
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publicaciones impresas, incluyendo libros, mencionados en este documento
de patente, se incorpore en su totalidad en la presente como referencia. Esta
solicitud reclama el beneficio de prioridad de la solicitud provisional de E.U.A.
nimero de serie 60/607,766, presentada en septiembre 7 de 2004, la cual se
incorpora en su totalidad en la presente como referencia.

Como los expertos en la técnica apreciarén, numerosos cambios
y modificaciones pueden hacerse a las modalidades preferidas de Ila
invencién, sin que se aparten del espiritu de la invencién. Se pretende que

dichas variaciones estén dentro del aicance de la invencién.
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REVINDICACIONES

1.- Un compuesto de férmula | que tiene la estructura:

en donde: A y A’ son cada uno independientemente OH, H u OR; cada R se
selecciona independientemente del grupo que consiste de alquilo de C+-Csg,
alquenilo, bencilo, acilo, aroilo, -C(=0)-OR'’, sulfonilo y fosforilo, en donde
cada R' se selecciona independientemente de alquilo de C4-Cg, alquenilo de
C2-C7, alquinilo de C2-C7 o cicloalquilo de C3>-C40, cada uno de los cuales es
sustituido opcionalmente por 1 a 3 sustituyentes seleccionados de alquilo de
C1-Cs 0 halégeno; R' y R? se seleccionan independientemente del grupo que
consiste de H, haldgeno, alquilo de C4-Cg, perhaloalquilo de C4-Cs, CFs,
alquenilo de C2-C; y alcoxi de C1-Cg; R?, R*, R® y R® se seleccionan cada uno
independientemente del grupo que consiste de H, halégeno, CFj,
perhaloalquilo de C+-Cs, alquilo de C4-Cs, alquenilo de C2-C;, alquinilo de C-
C,, cicloalquilo de Cs-C;, alcoxd de C4-Cg, CN, -CHO, acilo, fenilo, arilo y

heteroarilo; en donde las porciones alquilo o alquenilo de R3, R*, R® y R®

ISp
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pueden ser cada una sustituida opcionalmente con hasta tres sustituyentes
seleccionados independientemente de haldégeno, OH, CN, triflucroalquilo,
trifluoroalcoxi, NO2 o fenilo, en donde dicho fenilo es sustituido opcionalmente
con hasta tres grupos R seleccionados independientements; en donde la
porcién alquinilo de R}, R* R® y R® puede ser cada una sustituida
opcionalmente con hasta tres sustituyentes seleccionados de halégeno, -CN, -
CHO, acilo, trifluoroalquilo, trialquilsiliio o fenilo, en donde dicho fenilc es
sustituido opcionalmente con hasta tres grupos R' seleccionados
independientemente; en donde la porcién fenilo, arilo o heteroarilo de R?, R,
R® y R® puede ser cada una sustituida opcionalmente con hasta tres
sustituyentes seleccionados de haldgeno, -CN, alquilo, alcoxi, perfluoroalquilo
o perfluoroaicoxi; cada R' se selecciona independientemente del grupo que
consiste de haldgeno, alquilo de C1-Cg, alquenilo de C2>-Cy, -OH, alcoxi de C;-
Ca, -CN, -CHO, -NO,, amino, alquilamino de C-Cg, dialquilamino de C-Cg, tiol
y alquiltio de C4-Cg; yn 85 0, 1, 2 6 3; siempre que: por lo menos unode Ay A’
no sea H; si n es 0, entonces Ry no sea halégeno; y por lo menos uno de R3,
R* y R® sea hal6geno, alquilo de C1-Cg, alquenilo de C2-C5, alquinilo de C2-Cs,
cicloalquilo de C3-C;, alcoxi de C:-Cg, -CN, -CHO, acilo, fenilo, arilo o
heteroarilo; o un N-6xido del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, o un profarmaco del mismo.

1.- El compuesto de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado ademas porque A y A’ son cada uno OH.

2.- El compuesto de conformidad con la meivindicaciéon 1,
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caracterizado ademas porque unode Ay A'es OH, yelotrode Ay A’ es OR.

3.- El compuesto de conformidad con la reivindicacion 1,
caracterizado ademés porque unode Ay A’es OH,yelotrode Ay A’ es O-
alquilo de C4-Ca.

4- El compuesto de conformidad con la reivindicacion 1,
caracterizado ademés porque A y A' son cada uno OR.

5.- El compuesto de conformidad con la reivindicacibn 5,
caracterizado ademés porque A y A’ son cada uno -0O-alquilo de C4-Ce.

6.- El compuesto de conformidad con la reivindicacion 1,
caracterizado ademas porque unode AyA’es H, yelotrode Ay A'es OH u
OR.

7.- El compuesto de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado ademés porque unode AyA'es H,yelotrode Ay A' es OH u
O-alquilo de C4-Ce.

8.- El compuesto de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8, caracterizado ademés porque R® y R® son cada uno,
independientements, H, halégeno, alquilo de C4-Ces, alquenilo de C2-C,,
alquinilo de C-C7, -CN, -CHO, acilo o fenilo sustituido opcionalmente, como
se definié previamente.

9.- El compuesto de conformidad con la reivindicacion 9,
caracterizado ademas porque R® es diferente de H.

10.- El compuesto de conformidad con cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 8, caracterizado ademés porque R® es halégeno, alquilo
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de C4-Cg, alquenilo de Cx-C, alquinilo de C2-Cy, -CN, -CHO, o fenilo sustituido
opcionalmente con hasta tres grupos selecclonados de halégeno, alcoxi de
C+-Cs, perfluoroalquilo y CN; y R® es H, halégeno, alquilo de C4-Cs, alquenilo
de C2-Cy, alquinilo de C2-C7, -CN, -CHO, o fenilo sustituido opcionalmente con
hasta tres grupos seleccionados de haldgeno, alcoxi de C4-Cg, perfluoroalquilo
y CN.

11.- El compuesto de conformidad con la reivindicacién 11,
caracterizado ademés porque dicho fenilo de dicho R? es sustituido
opcionaimente con hasta tres sustituyentes seleccionados de F, Cl, Br, CN,
OCH; y CF;.

12.- El compuesto de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8, caracterizado ademas porque R? es halégeno, alquinilo
de C-C7 0 —CN.

13.- El compuesto de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8, caracterizado ademés porque R® y R® son cada uno
independientemente halégeno, alquinilo de C>-Cy o —CN.

14.- El compuesto de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 14, caracterizado ademas porque uno de R' y R? es
halégeno.

15.- El compuesto de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 14, caracterizado ademas porque uno de R' y R? es flior.

16.- ElI compuesto de conformidad con cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 14, caracterizado ademéas porque uno de R' y R? es
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halégeno, y el otro de R' y R? es H.

17.- El compuesto de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 14, caracterizado ademas porque uno de R' y R? es fitior,
yelotode R'yR%?es H.

18.- El compuesto de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 14, caracterizado ademés porque R' y R? son cada uno
independientemente halégeno.

19.- El compuesto de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 14, caracterizado ademés porque R’ y R? son cada uno
H.

20.- El compuesto de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 14, caracterizado ademés porque R' y R? son cada uno
fiGor.

21.- El compuesto de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 21, caracterizado ademas porque R* es H, halégeno o —
CN.

22.- El compuesto de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 21, caracterizado ademéas porque R* es H.

23.- El compuesto de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8, caracterizado ademas porgue: R® es halégeno, alquilo
de C4+-Cg, alquenilo de C>-C, alquinilo de C-C;, -CN, -CHO, o fenilo sustituido
opcionalmente con hasta tres grupos seleccionados de haldégeno, alcoxi de

C4-Ce, perfluoroalquilo y CN; R® es H, halégeno, alquilo de C-Csg, alquenilo de

(60
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C2-C7, alquinilo de CCs, -CN, -CHO, o fenilo sustituido opcionalmente con
hasta tres grupos seleccionados de halégeno, alcox de C4-Cg, perfluoroalquilo
y CN; uno de R' y R? es halégeno; y R* es H, halégeno o —CN.

24.- E|l compuesto de conformidad con la reivindicacion 2,
caracterizado ademéas porque R® es halégeno, y R', R?, R*, R® y R® son
hidrégeno.

25.- El compuesto de conformidad con la reivindicaclén 2,
caracterizado ademas porque R® es OH, y R’, R?, R*, R® y R® son hidrégeno.

26.- El compuesto de conformidad con la reivindicacién 2,
caracterizado ademas porque R? es alquenilo de C»C7, y R, R, R, RSy R®
son hidrégeno.

27.- El compuesto de conformidad con la reivindicacion 2,
caracterizado ademés porque R® es CN, y R', R?, R*, R® y R® son hidrégeno.

28.- El compuesto de conformidad con la reivindicacion 2,
caracterizado ademas porque R?® es alquinilo de C-C7, yR', R, R, R®y R®
son hidrogeno.

29.- El compuesto de conformidad con la reivindicacién 6,
caracterizado ademés porque R? es alquilo de C1-Cg, y R', R, RY, R® y R® sgn
hidrégeno.

30.- El compuesto de conformidad con la reivindicacién 6,
caracterizado ademas porque R® es fenilo sustituido opcionalmente, y R', R?,
R* R®y R® son hidrégeno.

31.- El compuesto de conformidad con la reivindicacion 31,
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caracterizado ademas porque dichos sustituyentes de dicho fenilo se
soleccionan del grupo que consiste de haldégeno, alcoxi de Ci-Cg,
perfluoroalquilo y CN.

32- El compuesto de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 23 6 25 a 32, caracterizado ademas porque nes 1.

33.- El compuesto de conformidad con la reivindicacion 24,
caracterizado ademas porque nes 1.

34.- Un compuesto que es: a) 3,8-Dimetoxi-8H-cromeno[4,3-
blquinolin-7-ol; b) 7-Cloro-3,9-dimetoxi-6H-cromeno|4,3-b]quinolina; c) 7-
Bromo-3,9-dimetoxi-8H-cromeno[4,3-b]quinclina; d) 7-Cloro-3,9-dihidroxi-6H-
cromeno[4,3-bjquinolina; e) 7-Bromo-3,9-dihidroxi-6H-cromeno|4,3-
blquinolina; f) 3,9-Dihidroxi-7-vinil-8H-cromenoi4,3-b]quinolina; g) 3,8-
Dihidroxi-7-[(trimetilsilil)etinil-6H-cromeno[4,3-b]quinolina; h) 3,9-Dihidroxi-7-
etinil-6H-cromeno[4,3-b]quinolina; i)  3,9-Dihidroxi-7-etil-6H-cromeno[4,3-
blquinolina; j) 7-Ciano-3,9-dihidroxi-8H-cromeno[4,3-b]quinolina; k) 7-(4-
Clorofenil)-3,9-dihidroxi-6H-cromeno[4,3-bJquinclina; 1) 7-(4-Cianofenil)-3,9-
dihidroxi-8H-cromenoj4,3-bjquinolina; m) 3,9-Dihidroxi-7-(4-metoxifenil}-6H-
cromeno[4,3-b]quinolina; n) 3,9-Dihidroxi-7-[4-(trifluorometil }enil]-6H-
cromenof4,3-blquinolina; o) 7-(3-Clorofenil}-3,9-dihidroxi-6H-cromenoj4,3-
bjquinolina; p) 3,9-Dihidroxi-7-(3-metoxifenil)-8H-cromeno[4,3-bjquinclina; q)
7-(3-Cianofénil)-3,9-dihidroxi—6H-cromeno[4.3—b]quinolina: o sales, quelatos,
complejos o profarmacos del mismo farmacéuticamente aceptables.

35.- Una composicibn que comprende un compuesto de
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conformidad con la reivindicacion 35.

36.- Una oompdsicién que comprende un compuesto de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 35.

37.- Un método para tratar o inhibir osteoporosis, o inhibir
desmineralizacion 6sea en un mamifero que necesita del mismo, que
comprende proveer a dicho mamifero una cantidad efectiva de uno o més
compuestos de conformidad con cualquiera de |as reivindicaciones 1 a 35.

38.- Un método para tratar o inhibir enfermedad inflamatoria del
intestino, enfermedad de Crohn, proctitis ulcerativa o colitis en un mamifero
que necesita del mismo, que comprende proveer a dicho mamifero una
cantidad efectiva de uno o mas compuestos de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 35.

39.- Un método para disminuir los niveles de colesterol,
triglicéridos, Lp(a) o LDL; inhibir o tratar hipercolesteremia; hiperlipidemia;
enfermedad cardiovascular;, aterosclerosis; enfermedad vascular periférica;
restenosis o vasoespasmo; o inhibir dafio vascular en un mamifero que
necesita del mismo, que comprende proveer a dicho mamifero una cantidad
efectiva de uno o més compuestos de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 35.

40.- Un meétodo para proveer mejora de la cognicién o
neuroproteccién; o fratar o inhibir demencias seniles, enfermedad de
Alzheimer, declinacidn cognitiva, apoplejla, ansiedad o trastomos

neurodegenerativos en un mamifero que necesita del mismo, que comprende

~ NOFRE
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proveer a dicho mamifero una cantidad efectiva de uno o més compuestos de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 35.

41.- Un método para tratar o inhibir estados de enfermedad
inducidos por radicales libres en un mamifero que necesita del mismo, que
comprende proveer a dicho mamifero una cantid'ad efectiva de uno o més

compuestos de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 35.

42.- Un método para tratar o inhibir atrofia vaginal o vulvar;

vaginitis atréfica; sequedad vaginal; prurito; dispareunia; disuria, urinacién
frecuente; incontinencia urinaria; o infacciones del tracto urinario en un
mamifero que necesita del mismo, que comprende proveer a dicho mamifero
una cantidad efectiva de uno o mas compuestos de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 35.

43.- Un método para tratar o inhibir sintomas vasomotores en un
mamifero que necesita del mismo, que comprende proveer a dicho mamifero
una cantidad efectiva de uno o maés compuestos de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 35.

44.- E! método de conformidad con la reivindicacion 44,
caracterizado porque el sintoma vasomotor son bochomos.

45.- Un método de contracepcién en un mamifero que necesita
del mismo, que comprende proveer a dichoc mamifero una cantidad efectiva de
uno o méas compuestos de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones
1a 35.

46.- Un método para tratar o inhibir artritis reumatoide,

l64

~ Nn1ggq



10

15

20

o NN L4 I&S

osteoartritis 0 espondiloartropatias en un mamifero que necesita del mismo,
que comprende proveer a dicho mamifero una cantidad efectiva de uno o mas
compuestos de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 35.

47.- Un método para fratar o inhibir dafio de las articulaciones,
secundario a procedimientos artroscopicos o quirirgicos en un mamifero que
necesita de mismo, que comprende proveer a dicho mamifero una cantidad
efectiva de uno o méas compuestos de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 35.

48.- Un método para tratar o inhibir infertilidad en un mamifero
que necesita del mismo, que comprende proveer a dicho mamifero una
cantidad efectiva de uno o més compuestos de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 35.

49.- Un método para tratar o inhibir isquemia, lesién por
reperfusién, asma, pleuresia, esclerosis miiltiple, lupus eritematoso sistémico,
mialgia, artralgia, insomnio, imtabilidad, uveltis, sepsis, choque hemorrégico o
diabetes tipo Il en un mamifero que necesita del mismo, que comprende
proveer a dicho mamifero una cantidad efectiva de uno o mas compuestos de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 35.

50.- Un método para tratar o inhibir hipocalcemia, hipercalcemia,
enfermedad de Paget, osteomalacia, osteohalistéresis o mieloma muttiple en
un mamifero que necesita del mismo, que comprende proveer a dicho
mamifero una cantidad efectiva de uno o mas compuestos de conformidad

con cuaiquiera de las reivindicaciones 1 a 35.
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51.- Un método para tratar o inhibir crecimiento anormal de tejido
benigno o maligno, incluyendo hipertrofia prostética, leiomiomas uterinos,
cncer de mama, endometriosis, cancer endometrial, sindrome de
poliquistosis ovarica, pélipos endomefriales, enfermedad benigna de mama,
adenomiosis, cancer ovérico, melanoma, cancer de prostata, canceres del
colon o canceres del SNC en un mamifero que necesita del mismo, que
comprende proveer a dicho mamifero una cantidad efectiva de uno o méas
compuestos de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 35.

62.- El método de conformidad con la reivindicaciébn 52,
caracterizado porque el crecimiento anormal de tejido benigno o maligno es
hipertrofia prostatica, leiomiomas uterinos, cdncer de mama, céncer, sindrome
de poliquistosis ovarica, pélipos endometriales, enfermedad benigna de
mama, adenomiosis, cancer ovarico, melanoma, cancer de prostata, canceres
del colon o cénceres del SNC.

63.- El método de conformidad con la reivindicacién 53,
caracterizado ademés porque los céanceres del SNC son glioma o
astioblastoma.

54.- Un método para tratar o inhibir canceres, trastomos del
sisteama nervioso central o trauma, enfermedad ésea, envejecimiento,
trastomos inflamatorios, enfermedad vascular periférica, enfermedades
autoinmunes, sufrimiento respiratorio, enfisema, hepatitis viral, hepatitis activa
cronica, tuberculosis, psoriasis o sindrome de sufrimiento respiratorio del

adulto en un mamifero que necesita del mismo, que comprende proveer a

6@
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dicho mamifero una cantidad efectiva de uno o mas compuestos de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 35.

55.- Un método para tratar o inhibir atrofia de la piel, aché o
calvicie de patrén masculino en un mamifero que necesita del mismo, que
comprende proveer a dicho mamifero una cantidad efectiva de uno o més
compuestos de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 35.

56.- Un método para tratar o inhibir leucemia, ablaciones
endometriales, enfermedad renal cronica, enfermedad hepéatica o
enfermedades o trastomos de la coagulacién en un mamifero que necesita del
mismo, que comprende proveer a dicho mamifero una cantidad efectiva de
uno o més compuestos de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones
1 a35.

57.- Un método para la preparacion de un compuesto de férmula

en donde: A y A' son cada uno independientemente OH, H u OR; cada R se

selecciona independientemente del grupo que consiste de alquilo de C+-Cs,
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alquenilo, bencilo, acilo, aroilo, -C(=0)-OR', sulfonilo y fosforilo, en donde
cada R' se selecciona independientemente de alquilo de C4-Cs, alquenilo de
C=-C;, alquinilo de C2-C; o cicloalquilo de Cs-C1p, cada uno de los cuales es
sustituido opcionalmente por 1 a 3 sustituyentes seleccionados de alquilo de
C4-Cs 0 halégeno; R! y R? se seleccionan independientemente de! grupo que
consiste de H, halégeno, alquilo de C¢-Cg, perhaloalquilo de C4-Cs, CFj,
alquenilo de C2-C; y alcoxi de C4-Cg; R?, R*, R® y R® se seleccionan cada uno
independientemente del grupo que consiste de H, halégeno, CFj,
perhaloalquilo de C4-Cs, alquilo de C4-Cs, alquenilo de Cz-C7, alquinilo de Co-
Gy, cicloalquilo de C3-C7, alcoxi de C4-Cg, CN, -CHO, acilo, fenilo, arilo y
heteroarilo; en donde las porciones alquilo o alquenilo de R?, R*, R® y R®
pueden ser cada una sustituida opcionalmente con hasta tres sustituyentes
seleccionados independientemente de halégeno, OH, CN, trifluoroalquilo,
trifluoroalcoxi, NO2 o fenilo, en donde dicho fenilo es sustituido opcionalmente
con hasta tres grupos R' seleccionados independientemente; en donde la
porcién alquinilo de R, R*, R® y R® puede ser cada una sustituida
opcionalmente con hasta tres sustituyentes seleccionados de halégeno, -CN, -
CHO, acilo, trifluoroalquilo, trialquilsiliio o fenilo, en donde dicho fenilo es
sustituido opcionalmente con hasta tres grupos R seleccionados
independientemente; en donde la porcién fenilo, arilo o heteroarilo de R3, R*,
R® y R® puede ser cada una sustituida opcionalmente con hasta tres
sustituyentes seleccionados de halégeno, -CN, alquilo, alcoxi, perfluoroalquilo

o perfluoroalcoxi; cada R se selecciona independientemente del grupo que
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consiste de haldgeno, alquilo de C1-Cg, alquenilo de C>-Cy, -OH, alcoxi de C-
Cs, -CN, -CHO, -NO_, amino, alquilamino de C4-Cs, dialquilamino de C4-Cs, tiol
y alquiltio de C+-Ce; ynes 0, 1, 2 6 3; siempre que: por lo menos unode Ay A'
no sea H; si n es 0, entonces R3 no sea halégeno; y por lo menos uno de R?,
R* y R® sea hal6geno, alquilo de C-Cs, alquenilo de C-Cs, alquinilo de CC;,
cicloalquilo de C3-C;, alcoxi de Cy-Cs, -CN, -CHO, acilo, fenilo, arilo o
heteroarilo; o un N-6xido del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, o un profirmaco del mismo, que comprende los pasos de: a)

proveer un compuesto de férmula Il

Al

y:; b) hacer reaccionar el compuesto de férmula Il con un compuesto de

férmula Iil:

169
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para producir el compuesto de férmula |V.

58.- El método de conformidad con la reivindicacion 58,

"caracterizado ademas porque comprende el paso de poner en contacto el

compuesto de férmula IV con un reactivo de modificacion para formar un

compuesto de férmula |:

en donde: R? se selecciona del grupo que consiste de H, halégeno, CFj,
perhaloalquilo de C4-Cs, alquilo de C+-C,, alquenilo de C>-C7, alquinilo de Co-
C;, cicloalquilo de C3-C;, alcoxi de C+-Cg, CN, -CHO, acilo, fenilo, arilo y
heteroarilo; en donde las porciones alquilo o alquenilo de R® son sustituidas
opcionalmente con hasta tres sustituyentes seleccionados
independientemente de halégeno, OH, CN, trifluoroalquilo, trifluoroalcoxi, NOz
y fenilo, en donde dicho fenilo es sustituido opcionalmente con hasta tres
grupos R'® seleccionados independientemente; en donde la porcién alquinilo
de R? es sustituida opcionalmente con hasta tres sustituyentes seleccionados
de halégeno, -CN, -CHO, acilo, trifluoroalquilo, trialquilsililo y fenilo, en donde
dicho fenilo es sustituido opcionalmente con hasta tres grupos R
seleccionados independientemente; en donde la porcion fenilo, arlo o

heteroarilo de R? es sustituida opcionaimente con hasta tres sustituyentes
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seleccionados de halégeno, -CN, alquilo, alcoxi, perfluoroaiquilo o
perfiuoroalcoxi; siempre que: por lo menos uno de A y A’ no sea H; si {l es 0,
entonces Ry no sea halégeno; y por lo menos uno de R® R* y R® sea
halégeno, alquilo de C1-Cs, alquenilo de C2-C;, alquinilo de c}-c,. cicloalquilo
de C3-C7, alcoxi de C4-Cg, -CN, -CHO, acilo, fenilo, arilo o heteroarilo; o un N-
6xido del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o un
profarmaco del mismo.

59.- El producto del procedimiento de conformidad con la
reivindicacion 58.

60.- El producto del procedimiento de conformidad con la

reivindicacion 59.

(2|
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RESUMEN DE LA INVENCION

Esta invencién provee compuestos de 6H-[1]benzopirano[4,3-

b]quinolina que tienen la férmula I:

MC
PO7/308F
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