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ES 2258 444 T4

DESCRIPCION

Compuestos de estilbeno sustituidos con actividad dafiina vascular.
Esta invencion se refiere a una serie de compuestos de estilbeno para uso como agentes daifiinos vasculares.

La formacién de nuevos vasos sanguineos por angiogénesis es una caracteristica patoldgica de diversas enferme-
dades (J. Folkman, New England Journal of Medicine 333, 1757-1763, 1995). Por ejemplo, para que un tumor sélido
pueda crecer, debe desarrollar su propio suministro de sangre, del cual depende de manera critica para el aprovisiona-
miento de oxigeno y nutrientes; si este suministro de sangre se interrumpe de forma mecénica, el tumor experimenta
la muerte por necrosis. La neovascularizacién es también una caracteristica clinica de las lesiones cutdneas en la pso-
riasis, del pafio invasivo en las articulaciones de pacientes con artritis reumatoide, y de las placas aterosclerdticas.
La neovascularizacién retiniana es patoldgica en la degeneraciéon macular y en la retinopatia diabética. En todas es-
tas enfermedades, se espera que la reversidn de la neovascularizaciéon mediante el dafio del endotelio vascular recién
formado tenga un efecto terapéutico beneficioso.

El fosfato de combretastatina A4 es un agente con una actividad perjudicial para los vasos sanguineos conocida
en modelos animales de tumores sélidos (Dark et al., Cancer Research 57, 1829-1834, 1997). Sin embargo, algunos
tumores son resistentes a este agente y se requieren dosis proximas a la dosis maxima tolerada para producir un dafio
vascular importante en estos tumores.

Una caracteristica de los tumores resistentes al fosfato de combretastatina A4 es su capacidad para producir grandes
cantidades de 6xido nitrico. El papel del 6xido nitrico en el crecimiento tumoral no estd claramente definido y ha
habido informes sobre efectos tanto estimulantes como inhibitorios sobre los tumores (Chinje y Stratford, Essays
Biochem. 32, 61-72, 1997).

La presente invencidn se refiere a nuevos derivados de combretastatina y a composiciones farmacéuticas que los
contienen, para su uso como agentes dafinos vasculares para el tratamiento de enfermedades que cursan con una
angiogénesis activa. Estos derivados son mds activos que el fosfato de combretastatina A4, en particular sobre tumores
resistentes a los agentes dafiinos vasculares conocidos. En tumores sélidos, los agentes daifiinos vasculares ejercen
su efecto antitumoral principalmente induciendo la necrosis del tumor mediante el cese del suministro sanguineo
al tumor. Los compuestos de la invencién muestran una actividad mejorada en la induccidén de necrosis en tumores
s6lidos. Aunque no representa una limitacién para la invencién, se cree que la capacidad de los compuestos de la
invencion para reducir la produccion de 6xido nitrico durante el dafio vascular, por la inhibicién de una o multiples
enzimas que producen 6xido nitrico (las 6xido nitrico-sintasas) es una forma a través de la que los compuestos logran
un incremento de su actividad.

La invencién proporciona un compuesto de la férmula I

A-X-B
i

en la que

A es un resto cis-estilbeno sustituido de la férmula II
R4
R3 Rs}
R mprr RS
"

en la que

R1, R2 y R3 son, independientemente, H, alcoxi opcionalmente sustituido, alquilo opcionalmente sustituido, o
hal6égeno

R4 es hidrégeno

RS, R6 y R7 son, independientemente, H, hidroxi, alcoxi opcionalmente sustituido, alquilo opcionalmente sus-
tituido, halégeno, amino, alquilamino, dialquilamino, ciano, nitro, carboxilo, alcanoilo, alcoxi-carbonilo, alcoxi-car-
bonil-oxi, alcoxi-carbonil-amino, amino-carbonil-amino, alquilamino-carbonil-amino, dialquilamino-carbonil-amino,
alquil-carbonil-amino, alquil-sulfonilo, amino-sulfonilo, alquilamino-sulfonilo, dialquilamino-sulfonilo, alquil-sulfo-
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nil-amino, amino-sulfonil-amino, alquilamino-sulfonil-amino, dialquilamino-sulfonil-amino, alquil-sulfanilo o alquil-
sulfinilo,
con la condicién de que al menos dos de R1, R2 y R3 deben ser alcoxi opcionalmente sustituidos;
X es una unién, 4tomo o grupo de enlace;

B es -C(O)CH(NH,)-(CH,),-NHC(NH)Z o un grupo -NHCH(CO,R10)-(CH,),-NHC(NH)Z en donde pes 1-5y Z
es alquilo, alquilamino, dialquilamino, nitroamino, hidrazino o alquiltio, y R10 es hidrégeno o alquilo;

y los hidratos y sales farmacéuticamente aceptables del mismo, para usar como agente dafiino vascular.

El resto estilbeno A puede estar unido al grupo de enlace X por cualquier valencia disponible.

El grupo de enlace X puede ser, por ejemplo, una unién, una cadena metileno opcionalmente sustituida, o -
(CHy)n-Y-(CH,),- en donde Y se selecciona de -O-, -S-, -S(O)-, -SO,-, -NH-, -N-alquilo-, -CO-, -OC(O)-, -NHC
(O)-, -N-(alquil)-C(O)-, -NHC(O)NH-, -N-alquil-C(O)NH-, -N-alquil-C(O)-N-alquilo-, -NHSO,-, -N-alquil-SO,-,
-NHSO,NH-, -N-alquil-SO,NH-, -N-alquil-SO,-N-alquilo-, y -OC(0O)O-, m es 0-3 y n es 0-3. Cuando el grupo Y
no es simétrico, puede estar orientado en cualquier direccion, de forma que cualquier extremo puede estar unido al
grupo A.

El resto B, como se ha definido anteriormente, es un grupo derivado de un inhibidor de la 6xido nitrico-sintasa.
Como se usa en este documento, el término “alquilo”, solo o en combinaciones, significa un grupo alquilo de cadena
lineal o ramificada que contiene uno a siete, preferentemente un maximo de cuatro d&tomos de carbono, tales como
metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, sec-butilo, terc-butilo, y pentilo. Ejemplos de grupos alcoxi son metoxi, etoxi,
propoxi, isopropoxi, butoxi, y terc-butoxi. El término “halégeno” significa flior, cloro, bromo o yodo.

Los grupos alcoxi opcionalmente sustituidos, grupos alquilo opcionalmente sustituidos y las cadenas metileno
opcionalmente sustituidas pueden portar uno o multiples sustituyentes seleccionados independientemente de halége-
no, hidroxi, amino, alquilamino, dialquilamino, carboxilo, mercapto, alcoxi-carbonilo, amino-carbonilo, alquilamino-
carbonilo, dialquilamino-carbonilo, alquil-carbonilamino, alquil-carbonil-(alquil)-amino, sulfato y fosfato.

Un grupo de compuestos preferidos son los de la férmula IIT

R4

R3 B
R2 Rt RS
L]
en la que R8 es alquilo, amino, hidroxi, alcoxi o halégeno. Preferentemente, X es -O- o -NH-.

Un subconjunto todavia adicionalmente preferido incluye compuestos de la férmula IV

R3 XcB,
R2 RY R
v
en la que
R9 es alquilo, alcoxi o hal6geno,
X;esOoNH, y
B, es un grupo -C(O)CH(NH,)-(CH,),-NHC(NH)Z, en donde p es 1-5.
Compuestos particularmente preferidos incluyen:

(Z)-1-(4-metoxi-3-NC-nitroarginiloxifenil)-2-(3,4,5-trimetoxifenil)-eteno;
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éster metilico de (Z)-N-[2-metoxi-5-[2-(3,4,5-trimetoxifenil)-etenil]-fenoxicarbonil]-N®-nitroarginina;
(Z)-N-[2-metoxi-5-[2-(3,4,5-trimetoxifenil)-etenil]-fenoxicarbonil]-N®-nitroarginina;
éster metilico de (Z)-N-[2-metil-5-[2-(3,4,5-trimetoxifenil)-etenil]-fenoxicarbonil]-N¢-nitroarginina.

Para evitar cualquier duda, se debe entender que, en la memoria de especificacion, cuando un grupo se describe
como “anteriormente definido” o “definido anteriormente”, o “definido mds adelante” o “posteriormente definido”,
dicho grupo comprende la primera y mds extensa definicién, asi como todas y cada una de las definiciones preferidas
de ese grupo.

Cuando uno o mdltiples grupos funcionales en los compuestos de la férmula I son suficientemente basicos o acidos,
es posible la formacién de sales. Sales adecuadas incluyen sales farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, sales por
adicién de 4cido, incluidos hidrocloruros, hidrobromuros, fosfatos, sulfatos, hidrégeno-sulfatos, alquil-sulfonatos, aril-
sulfonatos, acetatos, benzoatos, citratos, maleatos, fumaratos, succinatos, lactatos, y tartratos, sales derivadas de bases
inorganicas que incluyen sales de metales alcalinos tales como sales sddicas o potésicas, sales de metales alcalino-
térreos tales como sales de magnesio o calcio, y sales derivadas de aminas orgénicas tales como sales de morfolino,
piperidina o dimetilamina.

Los compuestos de la férmula I o una sal de los mismos puede mostrar tautomerismo y los dibujos de las férmulas
dentro de esa especificacion representan sélo una de las formas tautémeras posibles. Se debe entender que la inven-
ciéon comprende cualquier forma tautomera que posea actividad vascular lesiva, y no debe estar limitada solamente a
cualquier forma tautémera utilizada en los dibujos de las férmulas.

Los expertos en la técnica reconoceran que los compuestos de la férmula I pueden existir como estereoisémeros
y, en consecuencia, la presente invencion incluye todos esos isdmeros y sus mezclas que poseen actividad vascular
lesiva. Cuando el grupo derivado de un inhibidor de la 6xido nitrico-sintasa deriva de un inhibidor aminoacido de
6xido nitrico-sintasa, se prefiere la configuracién L del aminodcido.

Los compuestos de la invencién se pueden preparar por cualquier procedimiento conocido por los expertos en la
técnica. Los compuestos de las formulas I, III y IV se pueden preparar por una serie de procedimientos, como se
describe mds adelante y, més especificamente, en los Ejemplos siguientes. En las preparaciones generales descritas
mas adelante puede ser necesario utilizar grupos protectores que se eliminan, entonces, durante las etapas finales de
la sintesis. El uso apropiado de estos grupos protectores, y procedimientos para su separacion, resultardn facilmente
evidentes para los expertos en la técnica. En la siguiente descripcion de procedimientos, se debe entender que los
simbolos R1, R2, R3, R4, RS, R6, R7, X y B, cuando se utilicen en las férmulas mostradas, representan los grupos
descritos anteriormente en relacion con la férmula I, a menos que se indique lo contrario.

Los compuestos de la invencién se pueden preparar por unién de un inhibidor de una 6xido nitrico-sintasa a un
estilbeno de la férmula V, usando reacciones de alquilacién, acilacién, sulfonilacién o de acoplamiento. De manera
alternativa, se pueden acoplar estilbenos de la férmula V (definidos més adelante) con un compuesto difuncional
(que proporciona el grupo de enlace -X-) y acoplarse, adicionalmente, al inhibidor de éxido nitrico a través de la
funcionalidad remanente en el grupo de enlace, segin sea apropiado. Los estilbenos de férmula V son conocidos, o se
pueden preparar usando métodos andlogos a los utilizados en la preparacién de estilbenos conocidos, que resultardn
evidentes para los expertos en la técnica.

En un ejemplo general, los compuestos de la férmula I se pueden preparar a partir de un estilbeno de la férmula
V, que contiene un OH o NH libre, por acilacién con un inhibidor de éxido nitrico-sintasa que contiene un acido
carboxilico, utilizando, por ejemplo, un agente de acoplamiento tal como una carbodiimida, por ejemplo, diciclohexil-
carbodiimida, o 1-(3-dimetil-aminopropil)-3-etil-carbodiimida y, opcionalmente, una base tal como una base organi-
ca, por ejemplo, trietilamina y, opcionalmente, un catalizador tal como 4-dimetilaminopiridina, en un disolvente tal
como un disolvente aprético, por ejemplo, dimetilformamida, o en un disolvente clorado, por ejemplo, cloroformo
o diclorometano, a una temperatura en el intervalo de aproximadamente -30°C a aproximadamente 60°C, de manera
conveniente a o préxima a la temperatura ambiental.

R4
ey
R2 griRrR7 R8

\;

En otro ejemplo general, se puede tratar un compuesto de la férmula V, que contiene un grupo OH o NH libre,
con cloroformiato de 4-nitrofenilo en un disolvente tal como piridina, a una temperatura de aproximadamente -10°C a
temperatura ambiente, seguido de un tratamiento con un inhibidor de 6xido nitrico-sintasa que contiene un grupo OH
o NH libre, para dar un compuesto de la férmula I que contiene un grupo carbonato, carbamato o urea.
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En un ejemplo general adicional, se puede tratar un compuesto de la férmula V, que contiene un grupo NH libre,
con un monoéster de dcido dicarboxilico tal como succinato monometilico en presencia de un agente de acoplamiento
tal como una carbodiimida, por ejemplo, diciclohexil-carbodiimida, o 1-(3-dimetilamino-propil)-3-etil-carbodiimida y,
opcionalmente, una base tal como una base orgénica, por ejemplo, trietilamina, en un disolvente tal como un disolvente
aprético, por ejemplo, dimetilformamida, o en un disolvente clorado, por ejemplo, cloroformo o diclorometano, a una
temperatura en el intervalo de aproximadamente -30°C a aproximadamente 60°C, de manera conveniente a o préxima
a temperatura ambiente. El éster resultante se puede hidrolizar por tratamiento con un 4cido acuoso o una base acuosa,
bajo condiciones estandares, y el 4dcido carboxilico obtenida de esta forma se trata con un inhibidor de 6xido nitrico-
sintasa que contiene un grupo OH o NH libre, utilizando un agente de acoplamiento como se ha descrito anteriormente,
para dar compuestos segun la invencion.

En otro ejemplo general, se puede convertir un compuesto de la férmula V, que contiene un grupo acido carbo-
xilico, en un compuesto de la férmula I que contiene una amida o éster, mediante tratamiento con un inhibidor de
oxido nitrico-sintasa que contiene un grupo amino o un grupo hidroxilo, respectivamente, utilizando un agente de
acoplamiento como se ha descrito anteriormente.

En un ejemplo general adicional, se puede hacer reaccionar un compuesto de la férmula V que contiene un grupo
monohalo-alquilo, con un inhibidor de 6xido nitrico-sintasa que contiene un grupo OH, NH o SH libre, en presencia
de una base tal como carbonato s6dico o un hidruro metalico tal como hidruro sédico, en un disolvente tal como
dimetilformamida, a una temperatura de aproximadamente 0°C hasta una temperatura de aproximadamente 100°C
para dar compuestos segtin la invencion.

En otro ejemplo general, se puede tratar un compuesto de la férmula V, que contiene un grupo 4cido carboxilico,
con un compuesto diamino, dihidroxi o aminohidroxi monoprotegido, tal como un diamino-alcano monoprotegido,
un dihidroxi-alcano monoprotegido o un aminohidroxi-alcano monoprotegido, utilizando un agente de acoplamiento
como se ha descrito anteriormente, y desproteger la amida o el éster resultante y hacerlo reaccionar con un inhibidor
de 6xido nitrico-sintasa que contiene un dcido carboxilico, usando un agente de acoplamiento como se ha descrito
anteriormente.

En otro ejemplo general, se puede sulfonilar un compuesto de la férmula V que contiene un grupo OH o NH con un
cloruro de amino-sulfonilo protegido tal como un cloruro de amino-alquilsulfonilo protegido, o un cloruro de hidroxi-
sulfonilo protegido tal como un cloruro de hidroxi-alquilsulfonilo protegido, en presencia de una base, por ejemplo,
una base de amina terciaria tal como trietilamina, en, por ejemplo, un disolvente tal como un disolvente hidrocarburo,
por ejemplo, diclorometano, a una temperatura en el intervalo de, por ejemplo, -30°C a 120°C, de manera conveniente
a o proxima a la temperatura ambiente, la sulfonamida o sulfonato resultante se desprotege y se hace reaccionar con
un inhibidor de 6xido nitrico-sintasa que contiene un acido carboxilico, utilizando un agente de acoplamiento como
se ha descrito anteriormente.

En otro ejemplo un compuesto de férmula V que contiene un grupo OH, SH 6 NH libre se puede alquilar con un
agente alquilante difuncional tal como un dihaloalcano en presencia de una base como carbonato sédico o un hidruro
metdlico tal como hidruro sédico en un disolvente como dimetilformamida a una temperatura de aproximadamente 0°C
hasta una temperatura de aproximadamente 100°C, y hacer reaccionar después el haloalcano resultante en condiciones
similares con un inhibidor de la 6xido nitrico sintasa que contiene un grupo OH, SH 6 NH libre.

Los compuestos de férmula VII también se pueden preparar mediante la sintesis de olefinas de Wittig que implica
la reaccién de una sal de fosfonio de férmula VI con una base fuerte, por ejemplo un alquillitio tal como n-butillitio o
t-butillitio o un hidruro metélico tal como un hidruro sédico en un disolvente tal como un disolvente de tipo éter por
ejemplo dietil éter o tetrahidrofurano o en un disolvente como un disolvente hidrocarbonado por ejemplo tolueno a una
temperatura de entre aproximadamente -100°C a aproximadamente 30°C seguido por un tratamiento con un aldehido
de férmula VII.

R +Br-

2%] R1

Vi wii \all

Los compuestos de férmula I también se pueden preparar a partir de otros compuestos de férmula I por modi-
ficacién quimica. Ejemplos de tales modificaciones quimicas que se pueden aplicar son las reacciones estdndar de
alquilacion, acilacién, tioacilacién, sulfonilacién, halogenacién aromatica y acoplamiento. Estas reacciones se pueden
usar para afiadir nuevos sustituyentes o para modificar sustituyentes existentes. Alternativamente, los sustituyentes
existentes en los compuestos de féormula I se pueden modificar mediante, por ejemplo, oxidacion, reduccién, elimina-
cidn, hidrolisis u otras reacciones de escision para dar lugar a otros compuestos de férmula L.
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De esta forma, por ejemplo, un compuesto de la férmula I que contiene un grupo amino, se puede acilar en el grupo
amino mediante tratamiento con, por ejemplo, un haluro o anhidrido acilico en presencia de una base, por ejemplo,
una base de amina terciaria tal como trietilamina en, por ejemplo, un disolvente tal como un disolvente hidrocarburo,
por ejemplo, diclorometano, a una temperatura en el intervalo de, por ejemplo, -30°C a 120°C, de manera conveniente
a o proxima a la temperatura ambiente.

En otro ejemplo general de un proceso de interconversion, se puede sulfonilar un grupo amino en un compuesto
de la férmula I por tratamiento con, por ejemplo, un cloruro de alquil- o aril-sulfonilo o un anhidrido alquil- o aril-
sulfénico en presencia de una base, por ejemplo, una base de amina terciaria tal como trietilamina en, por ejemplo, un
disolvente tal como un disolvente hidrocarburo, por ejemplo, diclorometano, a una temperatura en el intervalo de, por
ejemplo, -30°C a 120°C, de manera conveniente a o proxima a la temperatura ambiente.

En un ejemplo general adicional, se puede hidrolizar un compuesto de la férmula I que contiene un éster por trata-
miento con un 4cido, por ejemplo, 4cido sulfirico, en un disolvente tal como tetrahidrofurano, en presencia de agua, a
una temperatura de aproximadamente temperatura ambiente a la temperatura de reflujo del disolvente, preferentemente
a o alrededor de 60°C.

En un ejemplo general adicional, se puede hidrolizar un compuesto de la férmula I que contiene una amida por
tratamiento con, por ejemplo, un 4cido tal como &cido clorhidrico, en un disolvente tal como un alcohol, por ejemplo,
metanol, a una temperatura elevada, de manera conveniente a temperatura de reflujo.

En otro ejemplo general, se puede escindir un grupo O-alquilo al correspondiente alcohol (OH) por reaccion con
tribromuro bérico en un disolvente tal como un disolvente clorado, por ejemplo, diclorometano, a una temperatura
baja, por ejemplo, aproximadamente a -78°C.

En un ejemplo general adicional, se pueden alquilar compuestos de la férmula I mediante reaccién con un agente
alquilante apropiado tal como un haluro de alquilo, un toluenosulfonato de alquilo, un metanosulfonato de alquilo, o
un triflato de alquilo. La reaccién de alquilacidn se puede llevar a cabo en presencia de una base, por ejemplo, una base
inorgdnica tal como un carbonato, por ejemplo, carbonato de cesio o potasio, un hidruro tal como un hidruro sédico,
o un alcéxido tal como terc-butéxido de potasio, en un disolvente apropiado tal como un disolvente aprético, por
ejemplo, dimetilformamida, o un disolvente etérico tal como tetrahidrofurano, a una temperatura de aproximadamente
-10 a 80°C.

La preparacion de un compuesto de la férmula I en forma de enantiémero simple o, cuando sea adecuado, de dias-
tereoisdmero, se puede llevar a cabo por sintesis a partir de un material de partida o un intermedio enantioméricamente
puro, o mediante resolucién del producto final de manera convencional.

Las sales por adicién de 4cido de los compuestos de la férmula I se preparan de forma convencional, tratando una
solucidén o suspension de la base libre I con aproximadamente un equivalente de un dcido farmacéuticamente aceptable.
Sales de compuestos de la férmula I derivadas de bases inorganicas u orgénicas se preparan de manera convencional,
tratando una solucién o suspension del 4cido libre I con aproximadamente un equivalente de una base orgédnica o
inorgdnica farmacéuticamente aceptable. De forma alternativa, tanto las sales de adicién de 4cido como las sales
derivadas de bases se pueden preparar mediante tratamiento del compuesto parental con la resina de intercambio idnico
apropiada de manera estdndar. Para el aislamiento de las sales se utilizan técnicas convencionales de concentracion y
recristalizacion.

Los compuestos segtin la invencidn tienen la capacidad de destruir la red vascular tumoral y los vasos sangui-
neos de nueva formacion, sin afectar a los vasos sanguineos maduros y normales. La capacidad de los compuestos
para actuar de este modo se puede determinar mediante los ensayos descritos en los Ejemplos que se muestran mas
adelante.

Los compuestos segtin la invencion son, por consiguiente, particularmente ttiles en la profilaxis y el tratamien-
to de cdnceres que comprenden tumores sélidos, y en la profilaxis y el tratamiento de enfermedades en las que se
produce una angiogénesis inadecuada tales como retinopatia diabética, psoriasis, artritis reumatoide, aterosclerosis, y
degeneracién macular.

Los compuestos segin la invencién se pueden administrar como terapia inica o en combinacién con otros trata-
mientos. Para el tratamiento de tumores sélidos, los compuestos de la invencion se pueden administrar en combinacién
con radioterapia, o en combinacién con otras sustancias antitumorales, por ejemplo, las seleccionadas de inhibidores de
la mitosis, por ejemplo, vinblastina, paclitaxel y docetaxel; agentes alquilantes, por ejemplo, cisplatino, carboplatino
y ciclofosfamida; antimetabolitos, por ejemplo, 5-fluorouracilo, citosina arabinosa e hidroxiurea; agentes intercalan-
tes, por ejemplo, adriamicina y bleomicina; enzimas, por ejemplo, aspariginasa; inhibidores de la topoisomerasa, por
ejemplo, etopdsido, topotecdn e irinotecan; inhibidores de la timidinato-sintasa, por ejemplo, raltitrexed; modificado-
res de la respuesta bioldgica, por ejemplo, interferén; anticuerpos, por ejemplo, edrecolomab; y anti-hormonas, por
ejemplo, tamoxifeno. Dicho tratamiento de combinacién puede significar la aplicacién simultdnea o secuencial de los
componentes individuales del tratamiento.
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Para la profilaxis y el tratamiento de enfermedades, los compuestos segtin la invencién se pueden administrar como
composiciones farmacéuticas seleccionadas con respecto a la via de administracion prevista y al préactica farmacéuti-
ca estandar. Estas composiciones farmacéuticas pueden adoptar una forma adecuada para administracién oral, bucal,
nasal, tépica, rectal o parenteral, y se pueden preparar de manera convencional usando excipientes convencionales.
Por ejemplo, para la administracién oral, las composiciones pueden adoptar la forma de comprimidos o capsulas.
Para la administracion nasal o administracidn por inhalacidn, los compuestos se pueden suministrar, de manera con-
veniente, en forma de polvo o en solucién. La administracion topica puede realizarse en forma de ungiiento o crema,
y la administracion rectal puede hacerse en forma de supositorio. Para la inyeccion parenteral (incluidas intraveno-
sa, subcutdnea, intramuscular, intravascular o infusién), la composicién puede adoptar la forma de, por ejemplo, una
solucién, suspensién o emulsion estéril.

La dosis de un compuesto de la invencién requerida para la profilaxis o el tratamiento de una enfermedad particular
variard en funciéon del compuesto elegido, la via de administracion, la forma y gravedad del trastorno, y de si el
compuesto se administrard solo o en combinacién con otro medicamento. Por lo tanto, el médico responsable del
tratamiento determinard la dosis precisa, pero, en general, las dosificaciones diarias pueden estar en el intervalo de
0,001 a 100 mg/kg, preferentemente 0,01 a 50 mg/kg.

Actividad biologica
Se utilizé el siguiente ensayo para demostrar la actividad de los compuestos segtin la invencion:
Actividad contra la red vascular tumoral medida por tincion fluorescente

El siguiente experimento demuestra, adicionalmente, la capacidad de los compuestos para dafiar la red vascular
tumoral.

Se midi6 el volumen de la red vascular funcional de un tumor en ratones portadores de tumores CaNT. usando la
tincién fluorescente Hoechst 33343, de acuerdo con el método de Smith et al. (Brit J Cancer 57, 247-253, 1988). La
tincién fluorescente se disolvié en solucidn salina a 6,25 mg/ml y se inyect6 por via intravenosa a una dosis de 10
mg/kg 24 horas después del tratamiento farmacolégico. Un minuto mds tarde, los animales fueron sacrificados y se
escindieron y congelaron los tumores; se cortaron secciones de 10 um a 3 niveles diferentes, observandolas bajo ilumi-
nacién UV usando un microscopio Olympus equipado con epifluorescencia. Los vasos sanguineos se identificaron por
su contorno fluorescente, y se cuantificé el volumen vascular usando un sistema de puntuacién basado en el descrito
por Chalkey (J Natl Cancer Inst. 4, 47-53, 1943). Todas las estimaciones se basaron sobre un recuento minimo de 100
campos a partir de secciones cortados e los 3 niveles diferentes.

Induccion de necrosis
Los ratones portadores de tumores CaNT o SaS se trataron con el compuesto de ensayo y los tumores se escindieron

después de 24 h, se fijaron en formalina, se incluyeron en parafina, se seccionaron y tifieron con hematoxilina y eosina.
Las secciones se puntuaron sobre la base de la zona de necrosis de la forma siguiente:

% necrosis puntuacién % necrosis puntuacién
0-10 1 51-60 6
11-20 2 61-70 7
21-30 3 71-80 8
31-40 4 81-90 9
41-50 5 91-100 10

Los tumores de control tuvieron puntuaciones medias de 2,0 (CaNT) y 1,0 (SaS). Se obtuvieron valores medios de
al menos tres tumores diferentes para cada compuesto de ensayo.
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TABLA

Reduccion del Volumen Vascular e Induccion de Necrosis en el Tumor NT de Carcinoma, 24 h después de la Dosis:
Comparacion con Fosfato de Combretastatina A4 (CA4P)

Compuesto Dosis % de Reduccién del Puntuacién de
Volumen Vascular Necrosis
CA4P 50 mg/kg i.v. 88 5,7
CA4pP 50 mg/kg i.v. 91 6,0
Comp. Ejemplo 1 50 mg/kg i.v. 98 10,0
Comp. Ejemplo 2 50 mg/kg i.p. 95 8,0

Los siguientes Ejemplos ilustran la invencién:
Ejemplo 1
(Z)-1-(4-metoxi-3-NC-nitroarginiloxifenil)-2-(3,4,5-trimetoxifenil )-eteno

Se agreg6 dcido trifluoroacético (0,2 ml) a una solucién de (Z)-1-(3-(N-a-terc-butoxicarbonil-N-w-nitroarginilo-
xi)-4-metoxifenil)-2,3,4-trimetoxifenil)-eteno (82 mg) en diclorometano (3 ml) a 0°C, se dejé que la mezcla alcanzara
temperatura ambiente, y se agité durante 16 h. La mezcla se concentrd bajo presion reducida, se agregd etanol (5 ml),
la mezcla se reconcentrd bajo presion reducida, y el procedimiento se repitid tres veces. La trituracién con éter dietilico
proporcioné el compuesto del titulo (69 mg) en forma de polvo de color blancuzco, p.f. 157-159°C. El (Z)-1-(3-(N-
a-terc-butoxicarbonil-N-w-nitroarginiloxi)-4-metoxifenil)-2-(2,3,4-trimetoxifenil)-eteno utilizado en el procedimien-
to anterior se preparé de la forma siguiente: A temperatura ambiente, se agité durante 72 h una solucién de (Z)-1-(3-
hidroxi-4-metoxifenil)-2-(3,4,5-trimetoxifenil)-eteno (65 mg, 0,21 mmol), N-a-t-BOC-w-nitro-L-arginina (134 mg,
0,42 mmol), hidrocloruro de 1-(3-dimetil-aminopropil)-3-etil-carbodiimida (110 mg, 0,54 mmol), y 4-dimetil-amino-
piridina (5 mg) en diclorometano (2,1 ml). La mezcla de reaccién se distribuyé entre diclorometano y agua, y la fase
acuosa se extrajo con dos porciones de diclorometano. Los extractos orgdnicos combinados se lavaron sucesivamente
con dos porciones de agua y una de salmuera, se secaron (MgSQO,) y se concentraron bajo presiéon reducida. El re-
siduo se cromatografié sobre gel de silice, eluyendo con acetato etilico al 33%/hexano, seguido de acetato etilico al
100% para dar (Z)-1-(3-(N-a-terc-butoxicarbonil-N-w-nitroarginiloxi)-4-metoxifenil)-2-(2,3,4-tri-metoxifenil )-eteno
(82 mg) en forma de aceite blanco.

Ejemplo 2

Ester metilico de (Z)-N-[2-metoxi-5-[ 2-(3,4,5-trimetoxifenil)-etenil ]-fenoxicarbonil ]-N®-nitroarginina

Se agregd, gota a gota, una solucién de (Z)-1-(3-hidroxi-4-metoxifenil)-2-(3,4,5-trimetoxifenil)-eteno (400 mg,
1,27 mmol) en piridina anhidra (2 ml) a una mezcla refrigerada (0°C) de cloroformiato de 4-nitrofenilo (282 mg,
1,40 mmol) y piridina anhidra (1 ml). Después de 20 min, la mezcla de reaccidn se calentd a temperatura ambiente
y se agité durante 6 h adicionales. A esto se agregé hidrocloruro del éster metilico de L-NC-nitroarginina (343 mg,
1,27 mmol, azeotropado con tolueno), y la mezcla se calent6 (70°C) durante 72 h. Después de enfriar a temperatura
ambiente, se distribuyé la mezcla de reaccién (acetato etilico, agua), la capa orgdnica se lavé (agua x 3), se extrajo la
capa acuosa (acetato etilico x 3), las fracciones orgdnicas combinadas se lavaron adicionalmente (agua x 2, NaCl,,
saturado x 1), se secaron (MgSO,) y se concentraron al vacio. La cromatografia instantdnea sobre silice, eluyendo
con acetato etilico al 50%/hexano y, a continuacién, acetato etilico al 100%, proporcioné el compuesto del titulo en
forma de espuma blanca (292 mg). Andlisis elemental: calculado C 54,26%, H 5,78%, N 12,7%, hallado C 53,97%, H
6,07%, N 11,55%.

Ejemplo 3
(Z)-N-[2-metoxi-5-[2-(3,4,5-trimetoxifenil)-etenil -fenoxicarbonil ]-N®-nitroarginina
Se calenté una mezcla de éster metilico de (Z)-N-[2-metoxi-5-[2-(3,4,5-trimetoxifenil)-etenil]-fenoxicarbonil]-

NC-nitroarginina (95 mg, 0,165 mmol), tetrahidro-furano (10 ml), agua (10 ml) y 4cido sulftrico concentrado (1 ml)
a 60°C durante 72 h. Después de enfriar a temperatura ambiente, la mezcla de reaccién se distribuyé (acetato etilico,
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agua), se extrajo la capa acuosa (acetato etilico x 3), las fracciones orgdnicas combinadas se lavaron adicionalmente
(agua x 2, NaCly,, saturado x 1), se secé (MgSO,) y se concentrd al vacio. El compuesto del titulo se obtuvo en forma
de aceite opaco (90 mg, 98%). La LC-MS indicé una pureza >95%.

De manera similar el Ejemplo 2, se prepard:
Ejemplo 4
Ester metilico de (Z)-N-[2-metil-5-[2-(3,4,5-trimetoxifenil)-etenil ]-fenoxicarbonil |-N®-nitroarginina

A partir de (Z)-1-(3-hidroxi-4-metil)-2-(3,4,5-trimetoxifenil)-eteno (125 mg, 0,42 mmol), cloroformiato de nitro-
fenilo (93 mg, 0,46 mmol), e hidrocloruro del éster metilico de L-NC-nitroarginina (113 mg, 0,42 mmol), se obtuvo el
compuesto del titulo (15 mg) en forma de aceite incoloro. La LC-MS indic6 una pureza >95%. MS (m/z) 300 (M*),
285. El (Z)-1-(3-hidroxi-4-metil)-2-(3,4,5-trimetoxifenil)-eteno utilizado como material de partida se prepar6 de la
forma siguiente:

Una suspensién de bromuro de 3,4,5-trimetoxibencil-trifenil-fosfonio (8 g, 15,3 mmol) en tetrahidrofurano (450
ml) a -23°C se traté con n-butil-litio (10 ml de una solucién en hexanos, 15,3 mmol), gota a gota, y la mezcla se agit6
durante 1 h. Se agregd 4-metoxi-3-terc-butil-dimetil-silil-oxi-benzaldehido (4,07 g, 15,3 mmol) y la mezcla se agit6
durante 4 h adicionales a -23°C, antes de calentarla a temperatura ambiente y agitar durante 16 h adicionales. La mezcla
se vertié sobre agua helada (150 ml) y se extrajo con éter dietilico (tres porciones de 150 ml). Los extractos combinados
se lavaron con agua (tres porciones de 150 ml) y salmuera (150 ml), se secaron (MgSQO,), y se concentraron bajo
presion reducida. El residuo se purifico por cromatografia sobre gel de silice, eluyendo con acetato etilico al 5% en
hexano, seguido de acetato etilico al 15% en hexano, para dar un sélido de color blanco (4,61 g) consistente en (Z)-
1-(4-metil-3-terc-butil-dimetil-silil-oxi-fenil)-2-(3,4,5-trimetoxifenil)-eteno. Una porcién de este material (3,46 g, 8
mmol) se disolvié en tetrahidrofurano (60 ml), y se trat6 con fluoruro de tetrabutilamonio (8,3 ml de una solucién 1,0
M en tetrahidrofurano, 8,3 mmol), y se agité durante 20 min. Se agreg6 hielo (20 g) y la mezcla se extrajo con éter
dietilico (200 ml). El extracto se lavé con agua (tres porciones de 80 ml), se secé (MgSQO,) y se concentrd bajo presién
reducida. El residuo se purificé por cromatografia sobre gel de silice, eluyendo con acetato etilico al 40% en hexano.
Se obtuvo 1-(3-hidroxi-4-metil)-2-(3,4,5-trimetoxifenil)-eteno (2,01 g) en forma de sélido blanco.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2258 444 T4

REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de la férmula I

A-X-B

en la que

A es un resto cis-estilbeno sustituido de la férmula II

R4
RZ RiRpr RS
I

en la que R1, R2 y R3 son, independientemente, H, alcoxi opcionalmente sustituido, alquilo opcionalmente sustituido,
o halégeno,

R4 es hidrégeno,

R5, R6 y R7 son, independientemente, H, hidroxi, alcoxi opcionalmente sustituido, alquilo opcionalmente sus-
tituido, hal6geno, amino, alquilamino, dialquilamino, ciano, nitro, carboxilo, alcanoilo, alcoxicarbonilo, alcoxi-car-
boniloxi, alcoxi-carbonilamino, amino-carbonilamino, alquilamino-carbonilamino, dialquilamino-carbonilamino, al-
quil-carbonilamino, alquil-sulfonilo, amino-sulfonilo, alquilamino-sulfonilo, dialquilamino-sulfonilo, alquil-sulfoni-
lamino, amino-sulfonilamino, alquilamino-sulfonilamino, dialquilamino-sulfonilamino, mercapto, alquil-sulfanilo o
alquil-sulfinilo,

con la condicién de que al menos dos de R1, R2 y R5 deben ser alcoxi opcionalmente sustituidos;

X es una unién, dtomo o grupo de enlace;

B es -C(O)CH(NH,)-(CH,),-NHC(NH)Z o un grupo -NHCH(CO,R10)-(CH,),-NHC(NH)Z, en donde pes 1-5 y
Z es alquilo, alquilamino, dialquilamino, nitroamino, hidrazino o alquiltio, y R10 es hidrégeno o alquilo;

y los hidratos y sales farmacéuticamente aceptables del mismo, para usar como agente dafiino vascular.

2. Un agente segtn la reivindicacién 1, en el que X es una unién de enlace.

3. Un agente segun la reivindicacion 1, en el que el enlace X se selecciona de una cadena metileno opcionalmente
sustituida, o -(CH,),,-Y-(CH,),- en donde Y se selecciona de -O-, -S-, -S(O)-, -SO,-, -NH-, -N-alquilo-, -CO-, -OC(O)-,
-NHC(O)-, -N-(alquil)-C(O)-, -NHC(O)NH-, -N-alquil-C(O)NH-, -N-alquil-C(O)-N-alquilo-, -NHSO,-, -N-alquil-
S0O,-, -NHSO,NH-, -N-alquil-SO,NH-, -N-alquil-SO,-N-alquilo-, y -OC(O)O-, m es 0-3 y n es 0-3.

4. Un agente segun la reivindicacién 1, en el que el compuesto es

R4
s ORW A
R Rt RS

en el que RS es alquilo, amino, hidroxilo, alcoxi o halégeno.

5. Un agente segtin la reivindicacion 4, en el que los compuestos son de la férmula III, y X es -O- o -NH-.
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6. Un agente segtn la reivindicacién 1, de la férmula

en la que
R9 es alquilo, alcoxi o halégeno,
X;esOoNH,y
B, es un grupo -C(O)CH(NH,)-(CH,),-NHC(NH)Z, en donde p es 1-5.
7. Un agente segun la reivindicacion 1, que se selecciona de
(Z)-1-(4-metoxi-3-NC-nitroarginiloxifenil)-2-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-eteno;
éster metilico de (Z)-N-[2-metoxi-5-[2-(3,4,5-trimetoxifenil)-etenil]-fenoxicarbonil]-N®-nitroarginina;
(Z)-N-[2-metoxi-5-[2-(3,4,5-trimetoxifenil)-etenil]-fenoxicarbonil]-N€-nitroarginina; y
éster metilico de (Z)-N-[2-metil-5-[2-(3,4,5-trimetoxifenil)-etenil]-fenoxicarbonil]-N¢-nitroarginina.
8. Uso de un compuesto de estilbeno sustituido, hidrato o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, segin una

cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de la retinopatia
diabética, psoriasis, artritis reumatoide, aterosclerosis o degeneraciéon macular.
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