DEGRADADORES SELECTIVOS DEL RECEPTOR DE ESTROGENO

ANTECEDENTES

Los degradadores selectivos del receptor de estrogeno (SERD) se unen al receptor de

estrogeno (ER) y regulan negativamente la actividad transcripcional mediada por ER.
Esta degradacién y regulacidon negativa causada por los SERD puede ser Uutil en el
tratamiento de trastornos de proliferacion celular, tales como cancer. Se han descrito
en la bibliografia algunos ejemplos de moléculas pequefias de SERD (ver, por
ejemplo, los documentos W02005073204, W0O2014205136, y W0O2016097071). Sin
embargo, los SERD conocidos aun no han sido tan utiles como resulta necesario para
tratar el cancer de manera eficaz. Por ejemplo, en lo que respecta al tratamiento
contra el cancer, seria muy util descubrir SERD con mejores propiedades
farmacocinéticas (PK) y farmacodinamicas (PD), mayor €ficacia en la clinica y buena
biodisponibilidad oral. Un SERD antagonista puro con potente inhibicion de la
transcripcion mediada por ER seria expresamente beneficioso en el tratamiento del el
cancer. Existe una necesidad de nuevos SERD para tratar tipos de cancer, tales como
cancer de mama, cancer de ovario, cancer de endometrio, cancer de prostata, cancer
de utero, cancer gastrico y cancer de pulmon, asi como mutaciones debido a una
resistencia emergente. En particular, existe una necesidad de nuevos SERD para

tratar el cancer de mama, el cancer gastrico y/o el cancer de pulmén, ER positivos.

SUMARIO

Un compuesto de la féormula:

F

y sales farmacéuticamente aceptables de este y composiciones farmacéuticas de este.
También se proporcionan métodos para el uso de los compuestos como se describen
en la presente, sales farmacéuticamente aceptables de estos y composiciones
farmacéuticas de estos para tratar el cancer de mama, cancer de ovario, cancer de
endometrio, cancer de préstata, cancer de utero, cancer gastrico o cancer de pulmoén.

Los métodos incluyen administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un



compuesto como se describe en la presente, o una sal farmacéuticamente aceptable
de este, a un paciente que lo necesite.

Ademas, se proporciona el compuesto como se describe en la presente descripcion y
una sal farmacéuticamente aceptable de este para su uso en terapia. Los compuestos
descritos en la presente descripcion, y sales farmacéuticamente aceptables de estos,
pueden usarse en el tratamiento del cancer de mama, cancer de ovario, cancer de
endometrio, cancer de préstata, cancer de utero, cancer gastrico o cancer de pulmon.
Se proporciona, ademas, el uso de los compuestos como se describen en la presente
descripcion, y sales farmacéuticamente aceptables de estos, para la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento del cancer de mama, cancer de ovario, cancer de

endometrio, cancer de préstata, cancer de Utero, cancer gastrico o cancer de pulmon.

DESCRIPCION

En la presente descripcion se describe un compuesto tetraciclico novedoso y sales

farmacéuticas de este que actuan como SERD. Los SERD pueden usarse ya sea
como agentes Unicos o0 en combinacion con otras clases de farmacos, incluidos
moduladores selectivos del receptor de estrégeno (SERM), inhibidores de la
aromatasa, inhibidores de CDK4, inhibidores de CDK®, inhibidores de PI3K e
inhibidores de mTOR para tratar el cancer de mama positivo a receptor hormonal.

El compuesto novedoso descrito en la presente descripcion es un compuesto de

féormula:

F

Se describen, ademas, las sales farmacéuticamente aceptables del compuesto. El
compuesto puede nombrarse mediante el uso de la nomenclatura IUPAC como (4-{2-
[3-(fluorometil)azetidin-1-il] etoxilfenil){3-[2-fluoro-4-(trifluorometil )fenil]-7-
hidroxiquinolina-4-ilmetanona.

Ademas, en la presente descripcion se describe una composicion farmacéutica que
incluye un compuesto como se describe en la presente descripcion, o una sal
farmacéuticamente aceptable de este, en combinacién con un excipiente, portador o

diluyente farmacéuticamente aceptable. Las composiciones farmacéuticas descritas en



la presente pueden prepararse con aditivos farmacéuticamente aceptables. Como se
usa en la presente, el término "aditivos farmacéuticamente aceptables" se refiere a
uno o mas portadores, diluyentes y excipientes que son compatibles con los otros
aditivos de las composiciones o formulaciones y no son perjudiciales para el paciente.
El compuesto o sus sales farmacéuticamente aceptables, descritos en la presente
descripcion pueden formularse como composiciones farmacéuticas que se administran
por una variedad de vias, tales como oral o IV. La biodisponibilidad es a menudo un
factor en el tratamiento del cancer, y la capacidad de elegir métodos de administracion
y composiciones farmacéuticas para controlar u optimizar la biodisponibilidad de un
ingrediente activo es util. Una composicién de SERD biodisponible por via oral seria
particularmente util. EI compuesto, o sus sales farmacéuticamente aceptables, como
se describe en la presente descripcidn, se cree que tiene biodisponibilidad oral.
Pueden encontrarse ejemplos de composiciones farmacéuticas y procesos para su
preparacion en "Remington: The Science and Practice of Pharmacy", L. V. Allen Jr,
Editor, 222 edicion, Mack Publishing Co., 2012. Los ejemplos no limitantes de
portadores, diluyentes y excipientes farmacéuticamente aceptables incluyen los
siguientes: solucion salina, agua, almidén, azucares, manitol y derivados de silice;
agentes aglutinantes tales como carboximetilcelulosa y otros derivados de celulosa,
alginatos, gelatina y polivinilpirrolidona; caolin y bentonita; y polietilglicoles.

En la presente se describen también métodos para tratar un tipo de cancer. Los
métodos descritos en la presente incluyen administrar a un paciente que necesite tal
tratamiento una cantidad eficaz de un compuesto como se describe en la presente, o
una sal farmacéuticamente aceptable de este. Por ejemplo, el método de
administracion de la cantidad eficaz de un compuesto como se describe en la
presente, o una sal farmacéuticamente aceptable de este, puede ser la administracion
oral. El cancer puede ser un cancer sensible al estrogeno. Ademas, el cancer puede
ser cancer de mama, cancer de ovario, cancer de endometrio, cancer de prostata,
cancer de utero, cancer gastrico o cancer de pulmoén. Por ejemplo, el cancer puede ser
cancer de mama ER positivo, cancer gastrico ER positivo o cancer de pulmén ER
positivo.

Ademas, en la presente descripcion se describe un compuesto, o una sal
farmacéuticamente aceptable de este, para su uso en terapia. Los compuestos que se
describen en la presente, o sus sales farmacéuticamente aceptables, como se
describe en la presente descripcion, pueden usarse en el tratamiento del cancer de

mama, cancer de ovario, cancer de endometrio, cancer de proéstata, cancer de Utero,



cancer gastrico o cancer de pulmén. En particular, el cancer puede ser cancer de
mama ER positivo, cancer gastrico ER positivo o cancer de pulmoén ER positivo. Por
ejemplo, el compuesto, o una sal farmacéuticamente aceptable de este, pueden
administrarse por via oral.

Adicionalmente, para el compuesto como se describe en la presente, o las sales
farmacéuticamente aceptables de este, pueden usarse en la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento de un tipo de cancer. Por ejemplo, el medicamento
puede administrarse por via oral. Los tipos de cancer que se pueden tratar mediante el
uso de los medicamentos como se describen en la presente incluyen cancer de mama,
cancer de ovario, cancer de endometrio, cancer de prostata, cancer de utero, cancer
gastrico o cancer de pulmon. En particular, el cancer puede ser cancer de mama ER
positivo, cancer gastrico ER positivo o cancer de pulmén ER positivo.

El compuesto como se describe en la presente, y sales farmacéuticamente aceptables
de este, puede tener utilidad clinica como agente unico o en combinacién con otros
agentes anticancerigenos para el tratamiento de tipos de cancer, tales como cancer de
mama, cancer de ovario, cancer de endometrio, cancer de proéstata, cancer de utero,
cancer gastrico o cancer de pulmén. Cuando se usa en combinacién con otros agentes
anticancerigenos, el compuesto como se describe en la presente descripcion, o sus
sales farmacéuticamente aceptables, puede usarse de forma simultanea, secuencial o
separada con los otros agentes anticancerigenos. Un ejemplo de otro agente
anticancerigeno que puede combinarse con el compuesto como se describe en la
presente descripcion es 5-(4-{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-il]etoxi}fenil)-8-(trifluorometil)-
5H[1]benzopirano[4,3-c]quinolin-2-ol.

Como se usa en la presente descripcion, el término "cantidad eficaz" se refiere a la
cantidad o dosis de un compuesto como se describe en la presente descripcidon, o
sales farmacéuticamente aceptable de este, que, tras administrarse al paciente en
dosis unica o multiple, proporciona el efecto deseado en el paciente bajo diagnéstico o
tratamiento. Preferentemente, un efecto deseado es la inhibicion de la proliferacion de
células tumorales, la muerte de células tumorales, o ambas. El compuesto como se
describe en la presente descripcion, o las sales farmacéuticamente aceptables del
mismo, como se describen en la presente descripcion, son generalmente eficaces en
un amplio intervalo de dosis. Por ejemplo, las dosis diarias suelen estar en el rango
diario de alrededor de 100 mg a alrededor de 2000 mg.

Como se usa en la presente, "tratar" o "tratamiento" se refiere a restringir, ralentizar,

detener o revertir la progresion o gravedad de un sintoma o trastorno existente.



Como se usa en la presente, el término "paciente" se refiere a un ser humano que
padece una enfermedad, trastorno o afeccion en particular.

Los compuestos como se describen en la presente, o sales farmacéuticamente
aceptables de estos, pueden prepararse mediante una variedad de procedimientos
conocidos en la técnica, algunos de los cuales se ilustran en las Preparaciones y
Ejemplos que figuran mas adelante. Las etapas de sintesis especificas para cada una
de las vias descritas pueden combinarse de diferentes maneras, o en combinacion con
etapas de diferentes procedimientos, para preparar el compuesto como se describe en
la presente, o sus sales farmacéuticamente aceptables. Los productos pueden
recuperarse mediante métodos convencionales conocidos en la técnica, que incluyen
extraccion, evaporacion, precipitacion, cromatografia, filtracion, trituracion vy
cristalizacion. Los expertos pueden acceder con facilidad a los reactivos y los
materiales de inicio.

En una etapa opcional, una sal farmacéuticamente aceptable de un compuesto como
se describe en la presente descripcidn puede formarse por la reaccién de una base
libre apropiada de la presente invencién con un acido adecuado farmacéuticamente
aceptable en un disolvente adecuado en condiciones estandar. Ademas, la formacién
de tales sales puede ocurrir simultdaneamente con la desproteccién de un grupo
protector de nitrégeno. La posible formacion de sales farmacéuticamente aceptables
es conocida. Ver, por ejemplo, Gould, PL, "Salt selection for basic drugs", International
Journal of Pharmaceutics, 33: 201-217 (1986); Bastin, R.J., et al. "Salt Selection and
Optimization Procedures for Pharmaceutical New Chemical Entities", Organic Process
Research and Development, 4. 427-435 (2000); y Berge, S.M., et al., "Pharmaceutical
Salts", Journal of Pharmaceutical Sciences, 66: 1-19, (1977). Un experto en la técnica
apreciara que un compuesto como se describe en la presente se convierte facilmente
en, y puede aislarse como, una sal farmacéuticamente aceptable.

A menos que se indique especificamente, las abreviaturas que se usan en la presente
se definen de acuerdo con Aldrichimica Acta, vol. 17, N. 1, 1984, o los significados
comunmente aceptados por los expertos en la técnica. Otras abreviaturas se definen
de la siguiente manera: "AUC" se refiere al area bajo la curva; "BSA" se refiere a
albumina de suero bovino; "DCM" se refiere a diclorometano o cloruro de metileno;
"DMA" se refiere a dimetilamina; "DMEM" se refiere a medio de Eagle modificado por
Dulbecco; "DMF" se refiere a N,N-dimetiformamida; "DMSQO" se refiere a
dimetilsulfoxido; "ADN" se refiere a acido desoxirribonucleico; "ADNc" se refiere a ADN

complementario; "DNasa" se refiere a desoxirribonucleasa; "DTT" se refiere a



ditiotreitol; "ECso" se refiere a la concentracion de un agente que produce 50 % de
respuesta de la actividad diana en comparacion con un compuesto de control positivo
predefinido (ECsp absoluta); "EDTA" se refiere a acido etilendiaminotetraacético; "ERa"
se refiere a receptor de estrogeno alfa; "EtOAcC" se refiere a acetato de etilo; "EtOH" se
refiere a etanol; "FBS" se refiere a suero bovino fetal;, "HBSS" se refiere a solucion
salina equilibrada de Hank; "HEPES" se refiere a acido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinetansulfonico; "ICso" se refiere a concentracion de un agente que produce 50
% de la respuesta inhibidora maxima posible para ese agente (ICso relativa), o la
concentracion de un agente que produce 50 % de inhibicién de la actividad enzimatica
diana en comparacion con el control de placebo (ICsq absoluta); "IPrOH" se refiere a
isopropanol o alcohol isopropilico; "IV" se refiere a administracion intravenosa; "K" se
refiere a constante de inhibicion; "MeOH" se refiere a alcohol metilico o metanol;
"MTBE" se refiere a metil t-butiléter; "PBS" se refiere a solucion salina amortiguada
con fosfato; "PO" se refiere a administracion oral; "PRa" se refiere a receptor alfa de
progesterona; "QD" se refiere a dosis una vez por dia; "ARN" se refiere a acido
ribonucleico; "RNasa" se refiere a ribonucleasa; "RT-PCR" se refiere a reaccion en
cadena de la polimerasa de transcripcion inversa; "RT-qgPCR" se refiere a reaccion en
cadena de la polimerasa cuantitativa de transcripcidon inversa; "THF" se refiere a
tetrahidrofurano; y "XPHOS Pd G2" se refiere a cloro(2-diciclohexilfosfino-2',4",6'-
triisopropil-1,1'-bifenil)[2-(2'-amino-1,1'-bifenil)]paladio(ll).

Las siguientes preparaciones y ejemplos ilustran adicionalmente la invencion.

Preparaciones y Ejemplos

Preparacion 1

2-[3-(fluorometil)azetidin-1-illetan-1-ol

F/\C\N\/\OH

Agregar triacetoxiborohidruro de sodio (405 g, 1,91 mol) en porciones durante un
periodo de 15 minutos a una solucién agitada a 0 °C de clorhidrato de 3-
(fluorometil)azetidina (160 g, 1,28 mol) en DCM (2,4 1) en N2 y agitar a 0 °C durante 10
minutos. Agregar 1,4-dioxan-2,5-diol (99 g, 0,83 mol) a 0 °C en 6 porciones durante un
periodo de 1 hora y luego agitar a 0-5 °C durante 15 minutos. Dejar que la reaccion se
caliente hasta temperatura ambiente y agitar durante 2 horas bajo Nj. Enfriar la
reaccion hasta 10-15 °C durante un periodo de 20 minutos. Agregar agua (800 ml)

durante un periodo de 25-30 minutos a 10-15 °C, dejar que se caliente hasta



temperatura ambiente durante 5-10 minutos y luego separar las capas. Lavar la capa
acuosa con DCM (800 ml), separar las capas, luego enfriar las capas acuosas
combinadas hasta 10-15 °C y ajustar el pH a 13-14 mediante el uso de solucion de
hidroxido de sodio al 50 % (~540 mL). Dejar que la capa acuosa se caliente hasta
temperatura ambiente, extraer con DCM (4 x 800 ml), secar con sulfato de sodio (80
g), filtrar y concentrar hasta sequedad para obtener el compuesto del titulo. Después
de esta preparacion, se obtuvieron 139 g (82 %) del compuesto del titulo como un
aceite amarillo espeso con un ES/MS (m/z) de 134,1 (M+H).

Preparacion 2

Clorhidrato de 2-[3-(fluorometil)azetidin-1-illetan-1-ol

F/\CN\/\OH

HCI

Disolver 2-[3-(fluorometil)azetidin-1-illetan-1-ol (529 g, 4 mol) en MTBE (2,6 1) y enfriar
hasta 0 °C. Agregar solucion de HCI/EtOH (492 ml, 30 % en peso) por goteo durante
30 minutos y luego agitar a 0 °C durante 30 minutos. Filtrar los sélidos y lavar la torta
de filtro con MTBE (2 x 200 ml). Secar bajo N, durante 8 horas para obtener el
compuesto del titulo. Después de esta preparacion, se obtuvieron 580 g (86 %) del
compuesto del titulo como un sélido blanco con una ES/MS (m/z) de 134,0 (M+H).
Preparacion 3

(3-cloro-7-metoxiquinolin-4-il)-(4-fluorofenil)metanona
F
(o
| X Cl
~o g N7

Enfriar una mezcla de 4-bromo-3-cloro-7-metoxiquinolina (70 g, 254 mmol) y THF (1 1)
hasta -40 °C bajo N2, lo que da como resultado la precipitacién del material. Agregar
cloruro de isopropilmagnesio (2 M en THF, 254 ml, 509 mmol) durante 20 minutos y
agitar la mezcla durante 1 hora. Agregar una solucién de cloruro de 4-fluorobenzoilo
(66 ml, 559 mmol) en THF (140 ml) por goteo y luego dejar que se caliente hasta
temperatura ambiente. Inactivar la reaccidon con solucion saturada de cloruro de

amonio (300 ml) y agua (200 ml) y separar las capas. Lavar la capa organica con



solucion saturada de cloruro de amonio (300 ml), secar sobre MgSOy, filtrar y
concentrar para obtener un residuo oleoso. Filtrar el aceite marrén crudo a través de
gel de silice que se eluye con una mezcla de MTBE/hexano (1:1) para obtener el
producto crudo como un solido amarillo (84 g). Tratar el solido con 10 % de
metilacetato/heptano (800 ml) y agitar a temperatura ambiente durante toda la noche.
Filtrar para recolectar los solidos y reservar. Concentrar el filtrado y purificar en gel de
silice que se eluye con 10-40 % de EtOAc/hexanos, luego tratar el producto con
metilacetato/heptano al 10 % (200 ml) y agitar a temperatura ambiente durante 3
horas. Filtrar los solidos resultantes, combinar con los sélidos de la filtracion anterior y
secar al vacio durante toda la noche para obtener el compuesto del titulo. Después de
esta preparacion se obtuvieron 31 g (38%) del compuesto del titulo como un sdlido
amarillo con unES/MS (m/z) de 316,0 (M+H).

Preparacion 4

(3-cloro-7-hidroxiquinolin-4-il)-(4-fluorofenil)metanona
F
s
X Cl
HO l N

Agregar tribromuro de boro (1 M en DCM, 295 ml, 295 mmol) a una mezcla de (3-
cloro-7-metoxiquinolin-4-il)-(4-fluorofenil)metanona (31 g, 98 mmol) en DCM (217 ml) y
agitar la mezcla a temperatura ambiente durante 3 dias. Verter la mezcla lentamente
en una solucién a 0 °C de fosfato de potasio dibasico (2 M en agua, 700 ml) y agua
(200 ml). Dejar que la mezcla se caliente hasta temperatura ambiente y agitar durante
1 hora. Concentrar la solucion al vacio para eliminar los disolventes organicos, filtrar,
recolectar el filtrado y secar el filtrado al vacio a 45 °C durante toda la noche. Tratar los
solidos con DCM/heptano (1:1, 450 ml) y agitar durante la noche. Recolectar los
solidos y secar al vacio durante toda la noche para obtener el compuesto del titulo.
Después de esta preparacion, se obtuvieron 32 g (rendimiento cuantitativo) del
compuesto del titulo como un sélido de color marrén claro con una ES/MS (m/z) de
302,0 (M+H).

Preparacion 5
(3-cloro-7-hidroxiquinolin-4-il)-(4-{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-il]etoxi}fenil)metanona



N/\/O
F\/C/ O
X Cl
O ~
HO N

Agregar clorhidrato de 2-[3-(fluorometil)azetidin-1-illetan-1-ol (3,90 g, 23,0 mmol) a una
solucién agitada de (3-cloro-7-hidroxiquinolin-4-il)-(4-fluorofenil)metanona (5,00 g, 15,3
mmol) en DMF (75 ml) seguido de hidruro de sodio (60 % en aceite mineral, 3,07 g,
76,6 mmol). Agitar bajo N, y calentar hasta 40 °C durante 45 minutos. Inactivar la
solucion con agua y concentrar. Dividir el residuo entre 20 % de iPrOH/CHCIs y
solucion acuosa saturada de bicarbonato de sodio y separar, extraer lo acuoso con 2 x
20 % de iPrOH/CHCIs, combinar los extractos organicos, secar las capas organicas
combinadas sobre sulfato de magnesio, filtrar y concentrar el filtrado para obtener el
producto crudo como un aceite rojo oscuro. Purificar el material crudo mediante
cromatografia en columna de gel de silice que se eluye con un gradiente de 5-10 % de
NHz 7 N en MeOH/DCM para obtener el compuesto del titulo. Después de esta
preparacion, se obtuvieron 5,31 g (84 %) del compuesto del titulo como un sdlido
amarillo con un ES/MS (m/z) de 415,0 (M+H).

Preparacion 6

(4-fluorofenil)-[3-[2-fluoro-4-(trifluorometil)fenil]-7-hidroxi-4-quinolillmetanona

Desgasificar/purgar con 5 X N2 una mezcla de acido (3-cloro-7-hidroxi-4-quinolil)-(4-
fluorofenil)metanona (140 g, 440,8 mmol), acido 2-fluoro-4-(trifluorometil)fenilborénico
(183,3 g, 881,7 mmol), carbonato de potasio (184,6 g, 1,3 mol), 2-metil-2-butanol (1,7
L) y agua (0,56 L). Afadir XPhos Pd G2 (7,1 g, 8,82 mmol) y calentar a 80 ° C durante
2 horas. Enfriar la mezcla hasta temperatura ambiente y evaporar el disolvente
organico. Agregar EtOAc (1 L) y agua (0,2 L). Separar la capa organica y secarla
sobre sulfato de magnesio. Filtrar este material a través de gel de silice y concentrar

hasta sequedad. Triturar el material crudo con una mezcla de hexanos (1,25 L) y



MTBE (0,25 L) para proporcionar un solido. Filtrar el sélido y secar al vacio. Disolver el
solido en THF (1,5 L) y afadir un depurador de SiliaMetS® Tiol (150 g). Revolver la
mezcla a temperatura ambiente durante toda la noche. Filtrar el depurador y evaporar
el filtrado hasta sequedad para dar el compuesto del titulo. Después de esta
preparacion, se obtuvieron 185,5 g (96 %) del compuesto del titulo como un sdlido
blanco con una ES/MS (m/z) de 430,0 (M+H).

Ejemplo 1
(4-{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-illetoxi}fenil){3-[2-fluoro-4-(trifluorometil)fenil]-7-

hidroxiquinolin-4-il}metanona

A un recipiente, equipado con una entrada de N, agregar THF (2,8 L), terc-butdxido
de potasio (274,5 g, 2,45 mol) y 2- (3-(fluorometil)azetidin-1-il)etan-1-ol (168 g, 1,22
mol). Revolver la mezcla durante 10 minutos. Afadir gota a gota una solucién de (4-
fluorofenil)-[3-[2-fluoro-4-(trifluorometil)fenil]-7-hidroxi-4-quinolillmetanona (350 g, 0,81
mol) en THF (0,7 L). Revolver a temperatura ambiente durante una hora. Inactivar la
reaccion con HCI 1 N hasta pH 8 y diluir con EtOAc (4 L). Separar la capa organica y
lavarla con salmuera (2 L). Secar la solucion sobre sulfato de magnesio, filtrar la
solucion y concentrar hasta sequedad para obtener el compuesto del titulo. Después
de esta preparacion se obtuvieron 415 gramos (93,8 %) del compuesto del titulo como
un sélido marrén palido con un ES/MS (m/z) de 543,2 (M+H).

Ejemplo Alternativo 1

Desgasificar/purgar con N2 x 5 una mezcla de (3-cloro-7-hidroxiquinolin-4-il)-(4-{2-[3-
(fluorometil)azetidin-1-illetoxi}fenil)metanona (200 mg, 0,48 mmol), acido 2-fluoro-4-
(trifluorometil)fenilborénico (158 mg, 0,72 mmol), carbonato de potasio (202 mg, 1,45
mmol), 2-metil-2-butanol (3 ml), y agua (1 ml) en un vial de microondas. Agregar
XPhos Pd G2 (12 mg, 0,015 mmol), sellar la mezcla, y calentar en microondas a 80 °C
durante 2 horas. Repartir el residuo entre MTBE y solucién saturada de cloruro de
amonio. Separar las capas y extraer la capa acuosa con MTBE. Combinar los
extractos organicos, secarlos sobre sulfato de magnesio, filtrar y concentrar el filtrado

para obtener un residuo anaranjado. Purificar el material crudo mediante cromatografia
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en columna de gel de silice que se eluye con 5 % de MeOH/DCM para obtener el
compuesto del titulo. Después de esta preparacion, se obtuvieron 205 mg (78 %) del
compuesto del titulo como un sélido amarillo con ES/MS (m/z) de 543,2 (M+H).
EJEMPLO 2
5-(4-{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-il]etoxi}fenil)-8-(trifluorometil)-5H-[1]benzopirano[4,3-

c]quinolin-2-ol racémico

Enfriar una solucion de (4-{2-[3-(fluorometil)azetidin-1-ilJetoxi}fenil){3-[2-fluoro-4-
(trifluorometil)fenil]-7-hidroxiquinolin-4-il}metanona (5,27 g, 9,71 mmol) en 1,4-dioxano
(100 ml) hasta 5 °C. Agregar trietilborohidruro de litio (1 M en THF, 30,0 ml, 30,0
mmol). Retirar el bafio de enfriamiento y agitar durante 1,5 horas a temperatura
ambiente. Inactivar la mezcla con agua. Agregar solucion saturada de NH4Cl y EtOAc.
Separar las capas y extraer la capa acuosa con EtOAc. Combinar los extractos
organicos, secar sobre MgSQOs anhidro, filtrar y concentrar el filtrado. Disolver el
residuo crudo en THF (100 ml). Agregar hidruro de sodio (60 % en aceite mineral, 1,94
g, 48,5 mmol). Someter la solucion a reflujo durante 1,5 horas. Agregar hidruro de
sodio adicional (60 % en aceite mineral, 1,94 g, 48,5 mmol) y luego someter a reflujo
durante 30 minutos adicionales. Enfriar la solucién hasta temperatura ambiente e
inactivar con agua. Agregar EtOAc y solucion saturada de NH4Cl. Separar las capas y
extraer la capa acuosa con EtOAc. Combinar el extracto organico, secar en MgSQO4
anhidro, filtrar y concentrar el filtrado. Purificar el residuo mediante cromatografia en
columna de gel de silice que se eluye con un gradiente de 5-7 % de MeOH en DCM
para obtener el compuesto del titulo (3,70 mg, 72 %) como una espuma amarilla clara.
ES/MS (m/z): 525,2 (M+H).

Ensayos biolégicos

La relacion entre la expresién del receptor de estrogeno y ciertos canceres se ha
informado en la literatura (para el cancer de mama, ver, por ejemplo, Puhalla S,
Bhattacharya S, Davidson N., Hormonal therapy in breast cancer: A model disease for
the personalization of cancer care, Molecular Oncology, 2012, 6:222-236; Kennecke H,
Yerushalmi R, Woods R, Cheang MCU, Voduc D, Speers CH, Nielsen TO, Gelmon K,
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Metastatic behavior of breast cancer subtypes, J Clin Oncol, 2010, 28(20):3271-3277;
para el cancer de ovario ver, por ejemplo, O'Donnell AJ, Macleod KG, Burns DJ, Smyth
JF, Langdon SP, Estrogen receptor-alpha mediates gene expression changes and
growth response in ovarian cancer cells exposed to estrogen, Endocr Relat Cancer,
2005;12(4):851-66; Walker G, MacLeod K, Wiliams AR, Cameron DA, Smyth JF,
Langdon SP, Estrogen regulated gene expression predicts response to endocrine
therapy in patients with ovarian cancer, Gynecol Oncol, 2007, 106(3):461-8; Smyth JF,
Gourley C, Walker G, MacKean MJ, Stevenson A, Williams AR, y otros, Antiestrogen
therapy is active in selected ovarian cancer cases: The use of letrozole in estrogen
receptor-positive patients, Clin Cancer Res, 2007, 13(12):3617-22; para el cancer de
prostata, ver, por ejemplo, Bonkohoff H, Fixemer T, Hunsicker | y Remberger K,
Estrogen receptor expression in prostate cancer and premalignant prostate lesions, Am
J Pathol, 1999, 155:641-647; para el cancer de endometrio y utero, ver, por ejemplo,
Krasner C, Aromatase inhibitors in gynecologic cancer, J Steroid Biochem Mol Biol,
2007, Aug-Sep;106(1-5):76-80; Boisen MM, Andersen CL, Sreekumar S, y otros,
Treating gynecologic malignancies with selective estrogen receptor downregulators
(SERDs): Promise and challenges, Mol Cell Endocrinol, 2015, 418:322-3330; para el
cancer de pulmoén, ver, por ejemplo, Baik CS, Eaton KD y otros, Estrogen signaling in
lung cancer: An opportunity for novel therapy, Cancer, 2012, 4:969-988; Marquez-
Garban DC, Chen H-W, Goodglick L, Fishbein MC y Pietras RJ, Targeting aromatase
and estrogen signaling in human non-small cell lung cancer. Steroid enzymes and
cancer, Ann. N. Y. Acad Sci, 2009, 1155:194-205; Hamilton DH, Griner LM, Keller JM,
Hu X, Southall N, Marugan J, David JM, Ferrer M y Palena C, Targeting estrogen
receptor signaling with fulvestrant enhances immune and chemotherapy mediated
cytotoxicity of human lung cancer, Clin Cancer Res, 2016, 22(24):6204-16; Rodriguez-
Lara V, Hernandez-Martinez JM, Arrieta O, Influence of estrogen in non-small cell lung
cancer and its clinical implications, J Thoracic Disease, 2018, 10(1):482-497; para
cancer gastrico, ver, por ejemplo, Tang W, Liu R, Yan Y, Pan X, Wang M, Han X, Ren
H, y Zhang Z, Expression of estrogen receptors and androgen receptor and their
clinical significance in gastric cancer, Oncotarget, 2017, 8(25) 40765-777).

Los siguientes ensayos demuestran que los compuestos ejemplificados son potentes
degradadores de las proteinas ERa de tipos silvestres y mutantes. Los resultados de
los ensayos demuestran, ademas, que los compuestos ejemplificados son potentes
antagonistas de los receptores mutantes y de tipo silvestre ERa e inhiben la actividad

transcripcional mediada por ER. Ademas, los ensayos demuestran que el compuesto
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del ejemplo 1 inhibe la proliferacion de lineas celulares de cancer de mama ER+, y la
sefalizacion de ERa y la inhibicion del crecimiento tumoral en un modelo de
xenoinjerto de cancer de mama ER positivo.

Ensayo de unién competitiva a ERa (tipo silvestre), ERa (mutante Y537S)

El propdsito de los siguientes ensayos de unién competitiva con ER es determinar la
afinidad de union de un compuesto de prueba contra ERa (tipo silvestre) y ERa
(mutante Y537S) Ver Fanning y otros, “Estrogen receptor alpha somatic mutations
Y537S and D538G confer breast cancer endocrine resistance by stabilizing the
activating function-2 binding conformation,” eLife 2016;5:e12792.

Ejecutar el ensayo de union competitiva en un tampon que contenga HEPES 50 mM,
pH 7,5, EDTA 1,5 mM, NaCl 150 mM, glicerol al 10 %, 1 mg/ml| de ovalbumina y DTT 5
mM, mediante el uso de 0,025 uCi por pocillo de *H-estradiol (118 Ci/mmol, 1 mCi/ml),
7,2 ng/pocillo de ERa (tipo silvestre), o 7,2 ng/ pocillo de ERa (mutante Y537S).
Agregar el compuesto de prueba a 10 concentraciones diferentes que oscilen de 10
000 nM a 0,5 nM y determinar la fijacién no especifica en presencia de 1 yM de 17-
estradiol. Incubar la reaccion de fijacion (140 pl) durante 4 horas a temperatura
ambiente y luego agregar amortiguador frio de dextrano-carbén (70 pl) (que contenga
por 50 ml de amortiguador de ensayo, 0,75 g de carbon y 0,25 g de dextrano) a cada
reaccion. Mezclar las placas durante 8 minutos en un agitador orbital a 4 °C y luego
centrifugar a 3000 rpm a 4 °C durante 10 minutos. Transferir una alicuota (120 ul) de
la mezcla a otra placa de fondo plano blanca de 96 pocillos (Costar) y agregar fluido
de centelleo Perkin Elmer Optiphase Supermix (175 ul) a cada pocillo. Sellar las placas
y agitar vigorosamente en un agitador orbital. Después de una incubacion de 2,5
horas, leer las placas en un contador Wallac Microbeta. Calcular la 1Csp mediante el
uso de un ajuste de curva logistica de 4 parametros y calcular el % de inhibicion a 10
MM. Convertir los valores de ICso para el compuesto a Ki mediante el uso de la
ecuacion de Cheng-Prusoff. Los resultados de este ensayo demuestran que el
compuesto del Ejemplo 1 se une al ERa tipo silvestre recombinante con una K; (nM) de
3,78 + 0,74 (n=3) y se une al ERa mutante (Y537S) con una Ki (nM) de 21,24 + 2,12
(n=3).

Los resultados de este ensayo demuestran la afinidad y potencia de unién del
compuesto ejemplificado contra proteinas de ERa de tipos silvestres y mutantes
(ESR1 Y537S).

Ensayo de degradacién de ERa en células MCF7
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El propdsito del siguiente ensayo de degradacion de ERa es medir la degradacion de
ERa mediante un compuesto de prueba en una linea celular de cancer de mama ERa
positivo, tal como MCF7.

Cultivar células MCF7 (adquiridas a través de ATCC HTB-22) en medio DMEM
complementado con FBS al 10 %, 0,01 mg/ml de insulina humana 1 y 1 % de
antibidticos de penicilina/estreptomicina y colocar en placas de fondo plano de 384
pocillos a una densidad de 4 000 células por pocillo en medio DMEM libre de rojo de
fenol (20 pl) que contiene FBS al 10 % despojado de carbon. Incubar las células
durante toda la noche en una incubadora de cultivo celular (5 % de CO2, 95 % de
humedad relativa y 37 °C) y permitir que las células se adhieran a la placa. Al dia
siguiente dosificar las células con el compuesto de prueba. Usar un dispensador
acustico Echo 555 para preparar diluciones en serie del compuesto de prueba (1:3) en
un intervalo de 6 uM a 0,0003 uM. Dosificar las células con la adicién de 5 ul de la
placa de dilucion en serie a la placa celular, lo que produce una concentracion final de
DMSO de 0,2 % con un intervalo de dosis de concentracion del compuesto de prueba
final que oscila entre 2 y 0,0001 uM. Para el punto maximo, usar medios que
contengan DMSO al 0,2 % vy, para el punto minimo, usar fulvestrant diluido en
concentraciones finales de 2 uM en los medios de crecimiento que contengan DMSO
al 0,2 %. Después de la dosificacion con el compuesto de prueba, incubar las placas
celulares a 37 °C y 5 % de CO, durante 24 horas. Fijar las células al agregar
paraformaldehido al 14 % (10 pl) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Lavar
las células una vez con PBS (20 ul) e incubar con PBS (20 pl) que contenga TWEEN®
20 al 0,5 % (v/v) durante 1 hora. Lavar las células con PBS que contenga TWEEN® 20
al 0,05 % (2x) y bloquear con BSA al 3 % en PBS que contenga TWEEN® 20 al 0,05
% y TRITON™ X-100 al 0,1 % (20 pl/pocillo) durante 1 hora a temperatura ambiente.
Agregar 1:500 de dilucion de anticuerpo primario (20 ul) (anticuerpo contra ERa (Clone
SP1) monoclonal de conejo #RM-9101-S, Thermo Scientific) en BSA al 1 % en PBS
que contenga TWEEN® 20 al 0,05 % por pocillo, sellar las placas e incubar durante
toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente, lavar las células con PBS que contenga
TWEEN® 20 al 0,05 % (2x) e incubar con un anticuerpo secundario (20 pl/pocillo)
(dilucion 1:1000, anti-IgM de conejo en cabra ALEXA FLUOR™ 488) en BSA al 1 % en
PBS durante 105 minutos a temperatura ambiente. Después de lavar las placas con
PBS (2 x 20 pl), agregar RNasa (Sigma) (20 pl de 50 pg/ml) y 1:1000 de dilucion de
yoduro de propidio en PBS por pocillo (20 pl). Sellar las placas e incubar 1 hora a

temperatura ambiente en la mesa de trabajo (preservada de la luz). Someter las
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placas a barrido con ACUMEN EXPLORER™ [citbmetro de microplaca de
fluorescencia de barrido laser fabricado por TTP LABTECH LTD] para medir el ERa. El
analisis de imagenes es en funcién de las senales fluorescentes celulares para
identificar células positivas. Identificar las células positivas al receptor de estrogeno
por medio de la intensidad. Usar la intensidad total a 575-640 nm de yoduro de
propidio/ADN para identificar células individuales. El resultado del ensayo es el % de
células positivas al receptor de estrégeno. Determinar la ICso mediante el ajuste de la
curva a una logistica de cuatro parametros para cada resultado mediante el uso de
GENE DATA™,

Los resultados de este ensayo demuestran que el compuesto de la formula (I) es un
SERD con una potente actividad de degradacion de ERa en las células.
Especificamente, los resultados muestran una potente degradacion de ERa por parte
del compuesto del Ejemplo 1 en células de cancer de mama MCF7. Mediante el uso
de este ensayo, el valor de la ICsy Relativa (uM) para el compuesto del Ejemplo 1 es
2,16 + 0,96 nM (n=15).

Ensayo de induccion de PRa en células MCF7

El proposito del siguiente ensayo de induccion de PRa es determinar si un compuesto
de prueba tiene actividad agonista contra el receptor ERa (se esperaria que un
agonista active el receptor).

Cultivar MCF7 (adquiridas a travées de ATCC HTB-22) en medio DMEM
complementado con FBS al 10 %, 0,01 mg/ml de insulina humana 1 y antibiéticos de 1
% de penicilina/estreptomicina y colocar las células (antes de que se vuelvan 70 %
confluentes) en placas de fondo plano de 384 pocillos a una densidad de 4 000 células
por pocillos en 20 pl de volumen en medio DMEM libre de rojo de fenol que contiene
FBS al 10 % (despojado de carbdn). Incubar las células durante toda la noche en una
incubadora de cultivo celular (5 % de CO2, 95 % de humedad relativa a 37 °C) y
permitir que las células se adhieran a la placa. Al dia siguiente, dosificar las células
con el compuesto de prueba. Usar un dispensador acustico Echo 555 para preparar
diluciones en serie del compuesto (1:3) en un intervalo de 6 uM a 0,0003 uM. Dosificar
las células con la adicion del compuesto de prueba (5 pl) de la placa de dilucion en
serie a la placa celular, lo que produce una concentracion final de DMSO de 0,2 % con
una concentracion final del compuesto de prueba que oscila entre 2 y 0,0001 uyM. Para
el punto maximo, usar medios que contengan DMSO al 0,2 % y, para el punto minimo,
usar fulvestrant diluido en concentraciones finales de 2 pyM en los medios de

crecimiento que contengan DMSO al 0,2 %. Después de la dosificacion con el
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compuesto de prueba, incubar las placas celulares a 37 °C y 5 % de CO; durante 24
horas. Fijar las células al agregar paraformaldehido al 14 % (10 pl) durante 30 minutos
a temperatura ambiente. Lavar las células una vez con PBS (20 pl) e incubar con PBS
(20 pl) que contenga TWEEN® 20 al 0,5 % (v/v) durante 1 hora. Lavar las células dos
veces con PBS (20 ul) que contenga TWEEN® 20 al 0,05 % y bloquear con BSA al 3
% en PBS que contenga TWEEN® 20 al 0,05 % y TRITON™ X-100 al 0,1 % (20
pl/cavidad) durante 1 hora a temperatura ambiente. Agregar (20 pl) de anticuerpo
primario 1:500 (anticuerpo monoclonal anti-receptor de progesterona humano
generado en ratén, clon PgR 636 Dako, M3569) en 1 % de BSA/PBS con TWEEN® 20
al 0,05 por pocillo, sellar las placas e incubar durante toda la noche a 4 °C.

Al dia siguiente, lavar las células con TWEEN® 20 al 0,05 % en PBS (2 x 20 pl) e
incubar con un anticuerpo secundario (20 ul/pocillo) (dilucién 1:1000, anti-IgM de
conejo en cabra ALEXA FLUOR™ 488) en BSA al 1 % en PBS durante 105 minutos a
temperatura ambiente. Después de lavar con PBS (2 x 20 ul), agregar RNasa (20 ul de
50 pg/ml) (Sigma) y 1:1000 de dilucion de yoduro de propidio en PBS por pocillo.
Sellar las placas e incubar 1 hora a temperatura ambiente en la mesa de trabajo
(preservada de la luz). Someter las placas a barrido con ACUMEN EXPLORER™
[citometro de microplaca de fluorescencia de barrido laser fabricado por TTP
LABTECH LTD] para medir el receptor alfa de progesterona. El analisis de imagenes
es en funcion de las sefiales fluorescentes celulares para identificar células positivas.
Identificar las células positivas al receptor de progesterona por intensidad media. Usar
la intensidad total a 575-640 nm de yoduro de propidio/ADN para identificar células
individuales. El resultado del ensayo es el % de células positivas para el receptor de
progesterona. Determinar la ICsp mediante el ajuste de la curva a una logistica de
cuatro parametros para cada resultado mediante el uso de GENE DATA™.,

Mediante el uso de este ensayo, la ICsy Relativa (uM) del compuesto del Ejemplo 1 es
> 2 UM. Los resultados de este ensayo no demuestran una actividad agonista
significativa del Ejemplo 1, en células de cancer de mama MCF7. Estos resultados
demuestran, ademas, que el compuesto del Ejemplo 1 es un antagonista puro de ERa
en células de cancer de mama MCF7.

Ensayo celular de inhibicion de PRa (antagonismo funcional de ERa) en células
MCF7-ESR1 Y537N 682 CRISPR

El propdsito del siguiente ensayo celular de inhibicion de PRa (antagonismo funcional
de ERa) es determinar la actividad antagonista de un compuesto de prueba contra el

receptor ERa mutante Y537N. Se espera que un antagonista en este ensayo bloquee
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la funcién del receptor ERa. PRa (PGR) es una diana transcripcional aguas abajo de
ERay, por lo tanto, se espera que un antagonista de ERa inhiba la expresion de PRa.
Cultivar MCF7-ESR1 Y537N-682 (generadas por la edicion génica CRISPR/Cas9 del
gen ESR1 en células MCF7, clon #682) en medio DMEM complementado con FBS al
10 % y antibidticos penicilina/estreptomicina al 1 % y colocar las células (antes de que
se vuelvan 70 % confluentes) en placas de fondo plano de 384 pocillos a una densidad
de 4 000 células por pocillo en FBS al 10 % en medio DMEM libre de rojo de fenol (20
pl de volumen) (despojado de carbon). Incubar las células durante toda la noche en
una incubadora de cultivo celular (5 % de CO2, 95 % de humedad relativa y 37 °C) y
permitir que las células se adhieran a la placa. Al dia siguiente dosificar las células con
el compuesto de prueba. Usar un dispensador acustico Echo 555 para preparar
diluciones en serie del compuesto (1:3) en un intervalo de 6 uM a 0,0003 uM. Dosificar
las células con la adicion de 5 pl de la placa de diluciéon en serie a la placa celular, lo
que produce una concentracion final de DMSO de 0,2 % con un intervalo de dosis de
concentracion del compuesto de prueba final que oscila entre 2 y 0,0001 uM. Para el
punto maximo, usar medios que contengan DMSO al 0,2 % vy, para el punto minimo,
usar fulvestrant diluido en concentraciones finales de 2 uM en los medios de
crecimiento que contengan DMSO al 0,2 %. Después de la dosificacion con el
compuesto de prueba, incubar las placas celulares a 37 °C y 5 % de CO, durante 72
horas. Fijar las células al agregar paraformaldehido al 14 % (10 pl) durante 30 minutos
a temperatura ambiente. Lavar las células con PBS (1 x 20 pl) e incubar con PBS (20
pl) que contenga TWEEN® 20 al 0,5 % (v/v) durante 1 hora. Lavar las células con
TWEEN® 20 al 0,05 % en PBS (2 x 20 pl) y bloquear con TWEEN® 20 al 0,05 % en 3
% de BSA/PBS y TRITON™ X-100 al 0,1 % (20 pl/pocillo) durante 1 hora a
temperatura ambiente. Agregar (20 pl) de dilucién de anticuerpo primario 1:500
(anticuerpo monoclonal anti-receptor de progesterona humano generado en raton, clon
PgR 636 Dako, M3569) en 1 % de BSA/PBS con TWEEN® 20 al 0,05 por pocillo,
sellar las placas e incubar durante toda la noche a 4 °C.

Al dia siguiente, lavar las células con PBS al 0,05 % ® (2 x 20 pl) e incubar con un
anticuerpo secundario (20 pl/pocillo) (dilucion 1:1000, anti-IlgM de conejo en cabra
ALEXA FLUOR™ 488) en BSA al 1 % en PBS durante 105 minutos a temperatura
ambiente. Después de lavar con PBS (2 x 20 ul), agregar RNasa (20 ul de 50 pg/ml)
(Sigma) y 1:1000 de dilucion de yoduro de propidio en PBS por pocillo. Sellar las
placas e incubar 1 hora a temperatura ambiente en la mesa de trabajo (preservada de
la luz). Someter las placas a barrido con ACUMEN EXPLORER™ [citdmetro de
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microplaca de fluorescencia de barrido laser fabricado por TTP LABTECH LTD] para
medir el receptor alfa de progesterona. El analisis de imagenes es en funcion de las
senales fluorescentes celulares para identificar células positivas. Identificar las células
positivas al receptor de progesterona por intensidad media. Usar la intensidad total a
575-640 nm de yoduro de propidio/ADN para identificar células individuales. El
resultado del ensayo es el % de células positivas para el receptor de progesterona.
Determinar la ICsp mediante el ajuste de la curva a una logistica de cuatro parametros
para cada resultado mediante el uso de GENE DATA™,

Mediante el uso de este ensayo, la ICsy Relativa (nM) del compuesto del Ejemplo 1 es
7,602 + 4,804 nM (n=14). Estos resultados demuestran una potente inhibiciéon de PRa
y antagonismo funcional del Ejemplo 1 en células de cancer de mama MCF7 (ESR1
Y537N, mutante heterocigoto). Como tal, el compuesto del Ejemplo 1 es un
antagonista potente del mutante ERa (Y537N) y un inhibidor potente de la
transcripcion mediada por ERa. PRa (PGR) también es una diana transcripcional de
ERa, y los resultados de este ensayo demuestran una potente inhibicion de la
transcripcion mediada por ERa de PRa.

Ensayo celular de inhibicién de PRa (antagonismo funcional de ERa ) en células
MCF7

El propdsito del siguiente ensayo celular de inhibicion de PRa (antagonismo funcional
de ERa ) es determinar la actividad antagonista de un compuesto de prueba contra el
receptor ERa. Se espera que un antagonista en este ensayo bloquee la funcion del
receptor ERa. PRa es una diana transcripcional aguas abajo de ERa y, por lo tanto, se
espera que un antagonista de ERa inhiba la expresion de PRa.

Llevar a cabo las condiciones del ensayo como se detalla en el ensayo Acumen a
base de células de degradacién de ERa anterior mediante el uso de la linea celular
MCF7, excepto que, antes de dispensar el compuesto de prueba, retirar el medio de la
placa celular y tratar previamente todas los pocillos, excepto los pocillos de control
negativo (columna 24 de la placa) con medio de ensayo que contiene estradiol 0,47
nM durante 30 minutos. En este ensayo, llevar a cabo la inmunotincion para la
deteccion de PRa y someter las placas a barrido con ACUMEN EXPLORER™
[citometro de microplaca de fluorescencia de barrido laser fabricado por TTP
LABTECH LTD] para medir el PRa. El analisis de imagenes es en funcion de las
senales fluorescentes celulares para identificar células positivas. Identificar las células
PRa positivas mediante la intensidad media. Usar la intensidad total a 575-640 de

yoduro de propidio/ADN para identificar células individuales. El resultado del ensayo
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es el % de células PRa positivas. Determinar la 1Cso mediante el ajuste de la curva a
una logistica de cuatro parametros para cada resultado mediante el uso de GENE
DATA™.

Mediante el uso de este ensayo, la ICsy Relativa (nM) del compuesto del Ejemplo 1 en
este ensayo es 15,75 + 9,037 nM (n=15). Los resultados de este ensayo demuestran
una inhibicion potente de PRa y antagonismo funcional del Ejemplo 1 en células de
cancer de mama MCF7. Como tal, el compuesto del Ejemplo 1 es un antagonista
potente de la proteina de tipo silvestre ERa y un inhibidor potente de la transcripcion
mediada por ERa. PRa (PGR) también es una diana transcripcional de ERaq, y los
resultados de este ensayo demuestran una potente inhibicién de la transcripcion
mediada por ERa de PRa.

Ensayo de proliferacion celular en MCF7 y MCF7-ESR1 Y537N-682

Por lo general, el proposito de los siguientes ensayos de proliferacion celular es
detectar si un compuesto de prueba tiene efectos sobre la proliferacion celular, la
viabilidad celular y la citotoxicidad en respuesta al tratamiento en experimentos de
cultivo celular. La proliferacion celular se monitorea por el nimero de células a lo largo
del tiempo y el ensayo de yoduro de propidio que se usa permite la medicion continua
de la viabilidad celular a lo largo del tiempo.

Sembrar células MCF7 (adquiridas a través de ATCC HTB-22) a una densidad de
2,000 células por cavidad en medio DMEM libre de rojo de fenol, FBS al 10 % (20 pl
de volumen) (despojado de carbdn) en una placa de cultivo de células de 384 pocillos
de fondo transparente. Sembrar en placas MCF7-ESRY537N -682 (generadas por la
edicion génica CRISPR/Cas9 del gen ESr1 en células MCF7, clon #682) en medio
DMEM complementado con FBS al 10 % y antibioticos penicilina/estreptomicina al 1 %
a una densidad de 1000 células por pocillo. Incubar las placas a 37 °C y 5 % de CO..
Al dia siguiente dosificar las células con el compuesto de prueba. Usar un dispensador
acustico Echo 555 para preparar diluciones en serie del compuesto de prueba (1:3) en
un rango de 60 uyM a 0,003 uM. Dosificar las células con la adicion de 5 pl de la placa
de dilucién en serie a la placa celular, lo que produce una concentracion final de
DMSO de 0,2 % con un intervalo de dosis de concentracion del compuesto de prueba
final que oscila entre 20 y 0,001 uM. Para el punto maximo, usar medios que
contengan DMSO al 0,2 % vy, para el punto minimo, usar fulvestrant diluido en
concentraciones finales de 2 uyM en los medios de crecimiento que contengan DMSO
al 0,2 %. Después de la dosificacion con el compuesto de prueba, incubar las placas

celulares a 37 °C y 5 % de CO.. Siete dias después de la adicion del compuesto de
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prueba, retirar las placas de la incubadora y agregar etanol frio al 96 % (65 pl) a cada
pocillo. Después de 30 minutos, remover el medio y agregar RNasa (20 ul de 50
pg/ml) (Sigma) y 1:1000 de dilucion de yoduro de propidio en PBS por pocillo. Sellar
las placas e incubar 1 hora a temperatura ambiente en la mesa de trabajo (preservada
de la luz). Someter las placas a barrido con ACUMEN EXPLORER™ [citometro de
microplaca de fluorescencia de barrido laser fabricado por TTP LABTECH LTD]. La
linea celular MCF-7 crece formando agregados, es posible que no pueda usarse como
lectura la cantidad de células como cantidad de objetos; por lo tanto, la cantidad de
células puede evaluarse a través de la cantidad estimada de células, calculada a
través del parametro de area (relacion de area total de la poblacion total de células (un
intervalo designado de intensidad pico de FL-1 (Pl) y la media de area de la poblacion
de células individuales (definida por el perimetro)). Determinar la 1Csp mediante el
ajuste de la curva a una logistica de cuatro parametros para cada resultado mediante
el uso de GENE DATA™.

Mediante el uso de este ensayo, la ICso Relativa (nM) del compuesto del Ejemplo 1 en
el tipo silvestre MCF7 ESR1 es 9,243 + 1,741 nM (n=2) y en las células mutantes
MCF7-ESR1 Y537N es 7,960 + 3,691 nM (n=6). Estos resultados demuestran una
actividad antiproliferativa potente y la inhibicidn del crecimiento celular por el Ejemplo
1, en células de cancer de mama MCF7 (ESR1 de tipo silvestre) y MCF7 (ESR1
Y537N mutantes).

Ensayo de inhibicién de la diana in vivo (IVTI) (ensayo de PGR RT-qPCR) en
tumores MCF7

El propdsito de este ensayo de IVTI es medir la capacidad de un compuesto de prueba
(SERD) para inhibir la expresion del gen PRa (Receptor alfa de progesterona) aguas
abajo de ERa en tumores de xenoinjerto implantados en ratones.

Implantar ratones NOD SCID hembras (22-25 g) de Envigo RMS, Inc., Madison,
Wisconsin con 5 x 10e® células de cancer de mama MCF7 ER positivas (ATCC, #HTB-
22) por via subcutanea en la region del flanco derecho en solucién 1:1 de HBSS +
MATRIGEL™ (200 uL). Implantar un granulo de 17-f estradiol (0,18 mg/granulo,
liberacion de 90 dias, de Innovative Research) por via subcutanea 1 dia antes de la
implantacién de la célula tumoral. Medir el crecimiento tumoral y el peso corporal dos
veces por semana a partir del séptimo dia después de la implantaciéon. Cuando los
tamarios tumorales alcanzan 250-350 mm?, aleatorizar los animales y agruparlos en
grupos de cinco animales. Dosificar los animales con el compuesto de prueba en un
vehiculo especifico (hidroxietilcelulosa al 1 %/TWEEN® 80 al 0,25 %/antiespumante al
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0,05 % en agua purificada) o vehiculo solo por via oral durante 3 dias y recolectar los
tumores y la sangre en los intervalos de tiempo deseados después de la ultima dosis.
Someter a eutanasia a los animales con anestesia de isoflurano mas dislocacién
cervical. Congelar rapidamente los tumores y almacenar a -80 °C hasta el
procesamiento para el aislamiento de ARN y el ensayo de RT-qPCR. Recolectar la
sangre en tubos EDTA, centrifugar para obtener plasma y congelar a -80 °C en una
placa de 96 pocillos. Determinar las exposiciones del compuesto de prueba mediante
espectrometria de masas.

Pulverizar los tumores en nitrégeno liquido y lisar en tampon de lisis de ARN 1 x (de
kits de aislamiento de ARN) mediante el uso de microesferas Matrix D (MP Biomedical,
#6913-500) en una maquina de disruptor celular FASTPREP-24™ (MP Biomedical).
Transferir los lisados tumorales a tubos nuevos después de girar a 14000 rpm durante
20 minutos a 4 °C. Aislar el ARN de los lisados tumorales mediante el uso del mini kit
de ARN PURELINK® (Invitrogen #12183018A) o el mini kit RNeasy (Qiagen #74104 y
#74106). Eliminar los contaminantes de ADN mediante el uso del conjunto de DNasa
PURELINK® (Invitrogen #12185010) o el conjunto de DNasa libre de RNasa (Qiagen
#79254). Medir la concentracion de ARN aislado al diluir muestras en agua libre de
RNasa y al medir la absorbancia a 260 nm en un lector de placas (SpectraMax190).
Sustraer la medicidon de absorbancia promedio de 260 nm del blanco (solo agua libre
de RNasa) de las mediciones de 260 nm de todas las demas muestras de ARN. Diluir
las muestras de ARN a concentraciones iguales en agua libre de RNasa. Sintetizar el
cDNA a partir de ARN diluido mediante el sistema de sintesis de la primera cadena
para RT-PCR (Invitrogen, #18080-051). Para realizar la RT-qPCR, primero diluir el
cDNA en agua libre de RNasa. Combinar la mezcla Absolute Blue gPCR ROX 2x
(Thermo, #AB-4139/A), el cebador de PGR (Thermo, Hs01556702_m1) y ADNc diluido
para cada reaccion en una placa de PCR (Applied Biosystems, #4309849). Ampliar el
cDNA al incubar las muestras durante 2 minutos a 50 °C seguido de 15 minutos a 95
°C en el termociclador (sistema de deteccion de secuencias ABI Prism 7900HT).
Continuar incubando a 95 °C durante 15 segundos, seguido de 50 °C durante 60
segundos para un total de 40 ciclos. Los ciclos se normalizan al gen de mantenimiento
y se usan para calcular el % de inhibicion de PGR en comparacion con el vehiculo
solo. Analizar cada muestra por duplicado y usar nimeros promedio para los célculos.
Calcular el porcentaje de inhibiciéon de la diana (PGR) mediante el uso de Excel y XL
Fit.
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Los resultados de este ensayo demuestran que el compuesto del Ejemplo 1 inhibe la
expresion de PRa (PGR) en el modelo de xenoinjerto tumoral. Ademas, el compuesto
del Ejemplo 1 inhibe la expresion de PRa (PGR) en 57 % en el modelo de xenoinjerto
tumoral durante 24 horas con una dosis de 30 mg/kg cuando se administra por via
oral. Estos resultados demuestran una inhibicion significativa y sostenida de la
actividad antagonista de ERa y la actividad transcripcional mediada por ERa in vivo en
un modelo de xenoinjerto tumoral.
Estudio in vivo de inhibicion del crecimiento tumoral en tumor de xenoinjerto
MCF7 implantado en ratones
El propdsito del siguiente ensayo de inhibiciéon de tumores de xenoinjerto es medir la
reduccion en el volumen tumoral en respuesta a la administracion del compuesto de
prueba.
Expandir las células de cancer de mama humano MCF7 (ATCC #HTB-22) en cultivo,
recolectar e inyectar 5x10e® células en solucion 1:1 de HBSS+MATRIGEL™ (200 plL)
por via subcutanea en el flanco posterior derecho de ratones hembra NOD SCID (22-
25 g, Envigo RMS, Inc). Veinticuatro horas antes de la implantacion de las células
MCF7, implantar granulos de estrégeno (0,18 mg/granulo, 17 estradiol, liberacion de
90 dias, Innovative Research) por via subcutanea. Medir el crecimiento tumoral y el
peso corporal dos veces por semana a partir del séptimo dia después de la
implantacién. Cuando los tamafios tumorales alcanzan 250-350 mm?, aleatorizar los
animales y agruparlos en grupos de 5 animales. Preparar el compuesto de prueba, en
un vehiculo apropiado (hidroxietilcelulosa al 1 %/TWEEN® 80 al 0,25
Y%/antiespumante al 0,05 % en agua purificada) y administrar por alimentacion por
sonda nasogastrica durante 42 dias. Determinar la respuesta tumoral mediante la
medicion del volumen tumoral realizada dos veces por semana durante el transcurso
del tratamiento. Tomar el peso corporal como una medicidon general de la toxicidad
cuando se mida el volumen tumoral.
Cuando se usa en este ensayo, se encuentra que el compuesto del Ejemplo 1 tiene
valores delta T/C % como se proporciona en la Tabla 6 a continuacion. Estos
resultados indican que el compuesto del Ejemplo 1 demuestra una buena
biodisponibilidad oral en ratones y una actividad antitumoral significativa o regresiones
tumorales en un modelo de xenoinjerto de cancer de mama humano MCF7.
Estudio in vivo de inhibicion del crecimiento tumoral en tumor de xenoinjerto
MCF7 implantado en ratones

Tabla 6
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% de Delta T/C
Modelo de )
Dosis (mg/kg) Cronograma 0 % de valor de p
tumor
Regresion
MCF7
(xenoinjerto de

) 30 QD -36 <0,001*
cancer de

mama)

El analisis del volumen tumoral es en funcion de la estructura de covarianza
SpatialPower y Log 10.

*: significativo (p<0,05) en comparacion con el control de vehiculo.

El % de delta T/C se calcula cuando el volumen tumoral de criterio de valoracion en un
grupo tratado esta en el valor inicial del volumen tumoral o por encima de este. La
férmula es 100*(T-To)/(C-Co), donde T y C son medias de volumenes tumorales de
criterio de valoracion en el grupo tratado o de control, respectivamente. To y Co son
medias de volumenes tumorales de valor inicial en esos grupos.

El % de regresion se calcula cuando el volumen de criterio de valoracion esta por
debajo del valor inicial. La férmula es 100*(T-To)/To, donde Ty es la media de volumen
tumoral de valor inicial para el grupo tratado.

La media grande de todos los grupos del valor inicial (aleatorizacién) en el dia 32 se
usa para calcular el % de cambio de T/C.

Ensayo de biodisponibilidad oral en ratas

El proposito del siguiente ensayo es demostrar si un compuesto de prueba es
biodisponible por via oral.

Administrar el compuesto de prueba a ratas Sprague-Dawley IV a 1 mg/kg (mediante
el uso de vehiculos de: CAPTISOL® al 20 % en amortiguador de fosfato de sodio 25
mM, cantidad suficiente de pH2; o DMA al 25 %, EtOH al 15 %, propilenglicol al 10 %,
2-pirrolidona al 25 % y agua purificada al 25 %) y PO a 10 mg/kg (mediante el uso de
un vehiculo de hidroxietilcelulosa al 1 %, polisorbato 80 al 0,25 %, antiespumante
1510-US al 0,05 % y cantidad suficiente de agua purificada). Recolectar muestras
seriadas de sangre 0,08, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8 y 12 horas después de la dosis para el
bolo IV y 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8 y 12 horas después de la administracion oral. Después
del tratamiento con un coagulante EDTA, obtener plasma mediante centrifugacion y

almacenar a -70 °C hasta el analisis mediante LC-MS/MS. Determinar la concentracion
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del compuesto de prueba en plasma y cargarla en el sistema LIMS™ de Watson,
donde se usa un analisis no compartimental para calcular el area bajo la curva (AUC)
para los grupos tanto IV como PO. Calcular la biodisponibilidad oral (% de F) mediante
la siguiente ecuacion,

%F = (AUCpo X Dosisw) / (AUC X Dosispo) X 100.

Mediante el uso de este ensayo, el compuesto del Ejemplo 1 muestra un valor de %F
del 27 %. Este ensayo demuestra que el Ejemplo 1 tiene una buena biodisponibilidad

oral.
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