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COMPUESTO ANTAGONISTA DEL RECEPTOR TRPV-1,
DERIVADOS DE 1,3,4-TIADIAZOL ALQUILAMIDAS Y DE CHALCONAS.

Sector técnico

La presente tecnologia esta orientada al sector farmacéutico, principalmente a
la elaboracién de farmacos antagonistas del receptor TRPV-1, para tratar
enfermedades en las que él se encuentre sobreactivado, como por ejemplo el
dolor crénico.

Técnica anterior

Un blanco para el desarrollo de drogas destinadas a combatir el dolor crénico
inflamatorio, son los receptores de potencial transitorio vainilloide 1 o
receptores TRPV-1, ya que estos estan relacionados con la modulacion de las
sefiales nociceptivas debido a su expresién en fibras sensoriales C y AJ,
principalmente (1, 2). Estos receptores se encuentran sobreactivados en estas
fibras sensoriales bajo condiciones patolégicas y tienen un rol directo en el
mantenimiento de la inflamacién neurogénica (3, 4, 5, 6). Ademas representan
un posible tratamiento para el dolor neuropatico debido a la sobreexpresiéon de
estos receptores en fibras no dafiadas vecinas a las fibras dariadas.

Los receptores TRPV-1 son canales catidnicos no selectivos con permeabilidad
a calcio conocidos como nociceptores polimodales debido a que pueden ser
activados por varios ligandos tanto fisicos y quimicos desde el medio endégeno
y exdgeno. Los activadores directos de los receptores TRPV-1 conocidos hasta
ahora son endovainilloides (anandamida, acido araquidénico o productos de la
lipooxigenasa), pH acido o basico, temperaturas dafinas (>42°C) y voltaje (8,
9), ademas de ligandos quimicos exégenos como capsaicina. Sin embargo los
receptores TRPV-1 pueden ser activados indirectamente o sensibilizados por
cambios en el estado de fosforilacion-defosforilacidn llevado a cabo por
quinasas, las cuales son activadas por vias secundarias resultado de la

activacion de receptores, tales como los receptores de bradiquinina, serotonina,
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histamina, somatostatina, prostaglandina, interleukina o los receptores de
tirosinasa, de esta forma la activaciébn de estos receptores culmina con la
activacion de los receptores TRPV-1 (3).

Los receptores relacionados con la activacién indirecta de los receptores
TRPV-1 son activados por moléculas proinflamatorias liberados en el sitio de
inflamacion tisular presente en patologias asociadas con un mecanismo
inflamatorio, tales como cancer, osteoporosis, artritis, diabetes, sindrome de
color irritable, cistitis y otras enfermedades (10, 11). Algunas de estas
moléculas proinflamatorias, ademas pueden activar directamente los
receptores TRPV-1, tales como anandamida, acido araquidénico, N-
araquidonoil dopamina, N-acildopamina, acido 12-(S)-
hidroxiperoxieicosatetraenocico, acido 15-(S)-hidroxiperoxieicosatetranoico y
leucotrieno B4, los cuales han mostrado activar los receptores TRPV-1 con
eficacia (12). Por lo tanto, los receptores TRPV-1 estan involucrados
directamente con la percepcion y transduccién del dolor.

La construcciéon de ratones knockout de TRPV-1 ha permitido confirmar la
principal funcién de la activacién del receptor en los procesos de nocicepcion y
su aplicacién en el tratamiento de enfermedades con dolor crénico. Estos
ratones carentes del receptor TRPV-1 presentan un comportamiento dafiino de
las respuestas fisiolégicas a compuestos vainilloides, ademas los cultivos
neuronales del ganglio de raiz dorsal (GRD) extraidos de los ratones knockout
no responden a activadores comunes del receptor, tales como capsaicina, calor
dafiino y protones, ademas estos ratones se caracterizan por no desarrollar
hiperalgesia térmica y alodinia mecanica, ambos sintomas recurrentes en
pacientes con dolor crénico (13, 14, 15).

Ademas de la inhibicién de los receptores TRPV-1 aplicada para el tratamiento
de las sensaciones de dolor, la modulacién de la activaciéon de los receptores
TRPV-1 puede ser usada para el tratamiento de patologias, tales como la
incontinencia urinaria, sobreactividad de la vejiga, asma, tos crénica,
hipertensién renal, neuroproteccién isquémica, pancreatitis u obesidad debido a
que la expresion de los receptores TRPV-1 abarca ademas células no
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sensoriales, tales como queratinocitos, células B del pancreas, células
dendriticas, entre otros fenotipos celulares (11), permitiendo ampliar la
farmacologia relacionada con estos receptores.

El primer ligando conocido para los receptores TRPV-1 fue capsaicina un
compuesto pungente presente en el aji, capsaicina actia como agonista de los
receptores TRPV-1 y su potencial terapéutico esta relacionado con la
propiedad de sensibilizar las neuronas sensoriales del GRD y causar un efecto
desensibilizador de estas neuronas después de la exposiciéon de capsaicina. La
respuesta exhibida por las neuronas del GRD se caracteriza por una
desensibilizacion aguda o taquifilaxis, segun el tiempo de exposicion o dosis
repetidas de capsaicina, respectivamente y ambos mecanismos de
desensibilizacién son dependientes del calcio extracelular (16). De este modo
el efecto producido por capsaicina altera la transduccién de las sefiales
nociceptivas y esta accion es la base del efecto analgésico mediado por ella en
aplicaciones topicas en pacientes con dolor crénico (17, 18).

Un grupo de compuestos naturales conocidos como vainilloides se caracterizan
por presentar actividad agonista sobre los receptores TRPV-1, por ejemplo
resineferatoxina, poligodial, isovaleral, escutigeral, neogrifolin, gingerol,
eugenol, y derivados de piperina. Estos compuestos son analogos estructurales
de capsaicina y su sintesis es de interés para el desarrollo de drogas debido a
gue capsaicina actla especificamente en los receptores TRPV-1 y causa
desensibilizacion especifica en las fibras C y Ad del GRD (19, 20). La actividad
agonista de los compuestos vainilloides puede ser modificada a través de
halogenacién en los carbono 5 y 6 del grupo vainillilo, cambiando el efecto a
una actividad antagonista, asi los atomos de cloro y bromo en estas posiciones
reducen la actividad agonista, mientras que el atomo de yodo ejerce una
reversion completa de actividad, de este modo 5/6-yodononivamida y 5-
yodoresineferatoxina se caracterizan por actuar como antagonista completos
del receptor TRPV-1 con mitad de concentracién maxima inhibitoria (ICso) de
10; 126,2 y 0,4 nM, respectivamente, de estos resineferatoxina un diterpeno
dafnano aislado de Euphorbia resinifera , ademas es un agonista 10 veces

mas potente que capsaicina y su yodacion no afecta esta potencia, sin
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embargo su desarrollo farmacolégico estad limitado debido a la baja
disponibilidad de este compuesto y alta toxicidad. EI efecto antagonista
ejercido por el atomo de yodo es también observado en otros analogos
vainilloides yodados (21, 22, 23).

El desarrolio de compuestos con actividad antagonista en receptores TRPV-1
referente tanto a analogos de capsaicina y otras clases estructurales de
antagonistas con actividad especifica es un area de investigacion farmacéutica
emergente tanto para el tratamiento del dolor crénico y otras enfermedades, en
las cuales la actividad de los receptores esta aumentada. Esto debido
principalmente a que la aplicaciéon terapéutica basada en agonistas presenta
desventajas como neurotoxicidad asociada al incremento del calcio intracelular,
ademas capsaicina si bien es eficaz en pacientes con dolor crénico su
aplicacién tépica en humanos induce dolor inicial, eritema e hiperalgesia y debe
ser aplicada repetidamente para alcanzar el efecto analgésico debido a las
bajas concentraciones de capsaicina presente en las formulaciones con el fin
de reducir sus efectos secundarios, esto ademas de evitar su uso prolongado
induce el abandono de las terapias topicas basadas en capsaicina por los
pacientes. Por otra parte la pungencia y los efectos laterales sistémicos
mostrado por analogos vainilloides impide el desarrolio de compuestos
agonistas con biodisponibilidad oral, ademas de la relacién existente entre
mayor potencia agonista y la presencia del grupo hidroxilo (3, 18).

Los principales compuestos antagonistas competitivos desarrollados hasta la
fecha se caracterizan por actuar en el sitio ortostérico del receptor TRPV-1
localizado entre el tercer y cuarto segmento transmembrana, en el cual los
residuos de treonina 550 y tirosina 510 son determinantes tanto en la
sensibilidad del receptor a compuestos agonistas y antagonistas (25-28). Este
sitio de union identifica dos requerimientos importantes para el reconocimiento
del receptor correspondientes a la lipofilicidad para alcanzar el sitio de unién y
el establecimiento de enlaces hidrégeno para interactuar con los residuos
identificados, estas caracteristicas son consistentes con las modificaciones
quimicas realizadas en compuestos con actividad en el receptor TRPV-1, las
cuales identifican tres regiones farmacoféricas importantes para la actividad
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correspondientes a una regién donante-aceptora de enlaces hidrogeno, una
regidbn con alta polaridad y una regiéon hidrofébica, estas tres regiones se
encuentran separadas por grupos espaciadores, los cuales regulan la
conformacién de los ligandos y por tanto su actividad agonista y antagonista
sobre el receptor. De este modo los compuestos agonistas, adquieren una
conformacion doblada, entre la regiéon donante-aceptora de enlaces hidrégeno
y la regién hidrofdbica, en la cual el grupo amida de capsaicina, por ejemplo
adquiere una orientacién trans- y la cadena alifatica una conformacion
extendida (29). Mientras que los compuestos antagonistas adoptan una
conformacién copianar entre la region hidrofébica y la regién donante-aceptora
de enlaces hidrégeno (30).

Basado en estos criterios estructurales y conformacionales los compuestos
antagonistas con mayor potencia, tales como derivados de cinamidas,
pirimidinas, quinazolinas entre varios otros (31-37), se caracterizan por
mantener estas caracteristicas y ademas por presentar alta restriccion
conformacional impuesta entre la regién polar e hidrofébica, los cual favorece el
rearreglo coplanar entre la region hidrofébica y la regién donante-aceptora de
enlaces hidrégeno, mejorando la potencia antagonista. De esta manera, el
compuesto  N-(4-tert-butiifenil)-4-(3-cloropiridin-2-il)piperazina-1-carboxamida
conocido como BCTC se caracteriza por ser un derivado de urea restringido
conformacionalmente con potente actividad antagonista del receptor TRPV-1
con mitad de concentracion maxima inhibitoria (ICso) de 2-6nM, segun el tipo de
especie (rata, raton o humano) del receptor TRPV-1, sin embargo aunque
muestra eficacia en modelos animales de dolor crénico presenta pobre
estabilidad metabdlica, corta vida media, pobre solubilidad acuosa y moderada
biodisponibilidad oral (31, 32, 33). Del mismo modo el derivado de cinamida
(E)-3-(4-tert butilfenil)-N-(2, 3-dihidrobenzo (b)-1, 4-dioxin-6-il) acrilamida
presenta actividad antagonista con 1Csp 79nm, el reemplazo del doble enlace
en este compuesto por un grupo 4-aminopiridina permitié obtener un derivado
con actividad antagonista aumentada mostrando un |Csq de 2nM (34). De forma
similar, la sintesis de derivados de oxazoles fue desarrollada a partir de
derivados de ureas como ABT-102, el reemplazo isostérico del grupo urea dio
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como resultado compuestos con potente actividad antagonistas y la obtencion
de compuestos con propiedades farmacocinéticas mejoradas y buena
penetracion en el SNC (41). Asi grupos isostéricos, tales como imidazol,
tiazolpirimidina, piridopirimidinas, piridopirazinas o tiazol carboxamidas han
permitido la obtencién de una amplia diversidad de antagonistas competitivos
restringidos conformacionalmente con potente actividad sobre receptores
TRPV-1 (31-44).

Ademas de antagonistas competitivos se han caracterizado antagonistas no
competitivos para el receptor TRPV-1, tales como rojo de rutenio con actividad
antagonista 1Cso: 0.177 pM y Lantano el cual exhibe actividad a una
concentracion mayor o igual a 100 pM, los cuales actuan como bloqueadores
del canal id6nico uniéndose a un sitio compuesto por residuos cargados
negativamente, asi también se han desarrollado hexapéptidos ricos en
arginina, sin embargo estos compuestos junto con rojo de rutenio y lantano
carecen de selectividad para el receptor, lo cual resulta en efectos laterales y
toxicidad impidiendo su desarrollo farmacolégico (45, 46).
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
Figura 1, derivados vainilloides de 1, 3, 4 tiadiazol alquilamidas.

Figura 2 y Figura 3, derivados de chalconas o derivados carbonilo alfa, beta
insaturados.

Figura 4, ruta de sintesis utilizada para la yodacién del 4-hidroxi-3-
metoxibenzaldehido o vainillina.

Figura 5, ruta de sintesis utilizada para la obtencién de los derivados de 1, 3,
4-tiadiazol-2-amino.

Figura 6, ruta de sintesis utilizada para la obtencién de los derivados de 1, 3,
4-tiadiazol alquilamidas.

Figura 7, ruta de sintesis utilizada para la obtencién de los derivados de
chalconas o derivados carbonilo alfa, beta insaturados.

Figura 8, espectro de Resonancia magnética Nuclear de 'H (DMSO, 400 MHz)
obtenido para el compuesto N-[5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1, 3, 4- tiadiazol-2-il}-
nonamida [b]

Figura 9, espectro de Resonancia magnética Nuclear de *C (DMSO, 100
MHz) obtenido para el compuesto N-[5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1, 3, 4-
tiadiazol-2-ill-nonamida [b].

Figura 10, espectro de Resonancia Magnética 'H (DMSO, 400 MHz) obtenido
para el compuesto N-[5-(4-hidroxi-5-metoxi-3-yodofenil)-1, 3, 4- tiadiazol-2-il}-
heptanamida [e].

Figura 11, espectro de Resonancia magnética Nuclear de *C (DMSO, 100
MHz) obtenido para el compuesto N-[5-(4-hidroxi-5-metoxi-3-yodofenil)-1, 3, 4-
tiadiazol-2-il]-heptanamida [e].

Figura 12, espectro de Resonancia Magnética '"H (DMSO, 400 MHz) obtenido
para el compuesto (2E)-1-(4-bromodifenil)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)prop-2-en-
1-ona [l].

Figura 13, espectro de Resonancia magnética Nuclear de *C (DMSO, 100
MHz) obtenido para el compuesto (2E)-1-(4-bromodifenil)-3-(4-hidroxi-3-

metoxifenil)prop-2-en-1-ona [l].
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Figura 14, grafico del ensayo de activacidn del receptor TRPV-1 por
Capsaicina para los derivados de 1, 3, 4-tiadiazol alquilamidas evaluados a una
concentracion 1 uyM.

Figura 15, grafico del ensayo de activacion del receptor TRPV-1 por
Capsaicina para los derivados de 1, 3, 4-tiadiazol alquilamida (representacién
sin capsaicina).

Figura 16, grafico del ensayo de activacion del receptor TRPV-1 por
Capsaicina para los derivados de chaiconas.

Figura 17, grafico del ensayo de activacion del receptor TRPV-1 por
Capsaicina para los derivados de chalconas (representacion sin capsaicina).

Figura 18, Respuesta del receptor TRPV-1 de rata a los incrementos de
temperatura.

Figura 19, grafico del ensayo de activacion del receptor TRPV-1 por
temperatura para los derivados de 1, 3, 4-tiadiazol alquilamidas.

Figura 20, grafico del ensayo de activacion del receptor TRPV-1 por
temperatura para los derivados de 1, 3, 4-tiadiazol alquilamidas,

(representacion sin capsaicina).

Figura 21, grafico del ensayo de activacibn del receptor TRPV-1 por
temperatura para los derivados de chaiconas.

Figura 22, grafico del ensayo de activacion del receptor TRPV-1 por
temperatura para los derivados de chalconas (representacion sin capsaicina).

Figura 23, curvas dosis respuesta para los derivados de 1, 3, 4-tiadiazol
alquilamida en células HEK-293T que sobreexpresan el receptor TRPV-1.

Figura 24, curvas dosis respuesta para los derivados de chalconas en células
HEK-293T que sobreexpresan el receptor TRPV-1.
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DIVULGACION DE LA INVENCION

En esta invencion se describen compuestos derivados de 1, 3, 4-tiadiazol
alquilamidas y derivados de chalconas con capacidad de inhibir la activacion
del receptor TRPV-1 por capsaicina y temperatura.

El primer aspecto de la invencién se relaciona con los derivados vainilloides de
1, 3, 4 tiadiazol alquilamidas descritos en la Figura 1.

Donde R, corresponde a una cadena alquilica saturada definida por cadenas
lineales saturadas de 6 a 8 carbonos y X es definido como un atomo de H o un
atomo de yodo.

El método de sintesis aplicado para la sintesis de estos derivados se inicia con
la proteccion del grupo 4-hidroxilo por acilacién con anhidrido acético del
material de partida correspondiente a 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido o
vainillina. Los derivados yodados en el carbono 5 del grupo vainillilo son
obtenidos mediante una reaccion de yodacidbn con yoduro de potasio e
hipoclorito de sodio comercial mostrado en la Figura 4, posteriormente el grupo
hidroxilo de este producto correspondiente a 4-hidroxi-3-yodo-5-
metoxibenzaldehido o 5-yodovainillina fue protegido con anhidrido acético. El
heterociclo 1, 3, 4-tiadiazol fue obtenido utilizando el método de ciclacion
oxidativa de tiosemicarbazonas, mostrado en la Figura 5, por lo cual el
aldehido de los respectivos compuestos de vainillina y 5- yodovainillina
protegidos fueron condensados con tiosemicarbazida para obtener los
derivados de tiosemicarbazonas, los cuales mediante ciclaciéon oxidativa con
cloruro férrico en medio acuoso se obtuvieron los derivados de 1, 3, 4-
tiadiazol-2 amino con el grupo hidroxilo desprotegido en la misma etapa de
reaccion. Posteriormente estos productos de 1, 3, 4-tiadiazol -2-amino fueron
acilados, segun la ruta mostrada en la Figura 6 con derivados de cloruros de
acilo correspondiente a cloruro de acidos con cadenas hidrocarbonadas
lineales de 6-9 carbonos, esta reaccion de acilacion dio como resultado
productos acilados tanto en los grupos hidroxilo y amino, por io tanto la Gltima
etapa de sintesis consistid en la hidrélisis basica del éster formado para
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obtener los respectivos compuestos descritos en la Figura 1 con el grupo
hidroxilo libre, obteniendo de este modo los siguientes compuestos:

[a] N-[5-(4-hidroxi-5-metoxi-3-yodofenil)-1, 3, 4- tiadiazol-2-ill-nonamida,

[b] N-[5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1, 3, 4- tiadiazol-2-il]-nonamida,

[c] N-[5-(4-hidroxi-5-metoxi-3-yodofenil)-1, 3, 4- tiadiazol-2-il]-octanamida,
[d] N-[5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1, 3, 4- tiadiazol-2-il}-octanamida,

[e] N-[5-(4-hidroxi-5-metoxi-3-yodofenil)-1, 3, 4- tiadiazol-2-il]-heptanamida,
[f] N-[5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1, 3, 4- tiadiazol-2-il}-heptanamida,

[g] N-[5-(4-hidroxi-5-metoxi-3-yodofenil)-1, 3, 4- tiadiazoi-2-il]-hexanamida, y
[h] N-[5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1, 3, 4- tiadiazol-2-il]-hexanamida.

El segundo aspecto de esta invencién se relaciona con derivados de chalconas
o derivados carbonilo alfa, beta insaturados descritos en las Figura 2y 3,

Donde los distintos R corresponden a diferentes grupos sustituyentes:
R1 corresponde a un hidrégeno, un grupo metoxilo 0 un grupo hidroxilo;
R2 es un hidrégeno o un grupo metoxilo;

R3 es un hidrégeno o un grupo cloro;

R4 es un hidrégeno o un grupo bromo; y

R5 es un hidrégeno, un grupo metoxilo o un grupo hidroxilo.

El método de sintesis para los compuestos descritos en las Figura 2 y 3
consisti6 en la aplicacion de la condensacién de Claisen-Schmidt entre
diferentes benzaldehidos y acetofenonas. Las reacciones de condensacion se
llevaron a cabo tanto en condiciones cataliticas basicas y acidas a temperatura
ambiente y condiciones de reflujo, respectivamente como es mostrado en la
Figura 7. La combinacion de estos distintos sustituyentes da lugar a los

siguientes compuestos con nombre:
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[i] (2E)-1-(4-bromodifenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona,

[i] (2E)-1-(4-bromadifenil)-3-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona,

[k] (2E)-1-(4-bromodifenil)-3-(4-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona,

[1] (2E)-1-(4-bromodifenil)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)prop-2-en-1-ona,
[m] (1E, 4E)-1,5-difenilpenta-1,4-dien-3-ona,

[n] (1E, 4E)-1,5-(4-hidroxidifenil)penta-1,4-dien-3-ona,

[o] (1E, 4E)-1,5-(4-metoxidifenil)penta-1,4-dien-3-ona,

[p] (2E)-2cloro-3-(4-hidroxifenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona,

[a] (2E)-2 cloro-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona.

Estos compuestos se presentan como una alternativa al tratamiento de
enfermedades involucradas con la sobreactivaciéon de los receptores TRPV-1.
Los ensayos in vitro realizados en cultivos de células HEK-293T
sobreexpresadas con el receptor TRPV-1 de rata, basados en mediciones
fluorométricas del influjo de calcio inducido, tras la activaciéon del receptor
TRPV-1 por capsaicina, indicaron que los compuestos [a-h] y [i-q] inhiben el
influjo de calcio observado por una disminuciéon en la fluorescencia celular,
exhibiendo una potente actividad antagonista para el modo de activacién del
receptor TRPV-1 por capsaicina (Figuras 14-17). Ademas, estos compuestos
[a-h] y [i-q], exhiben actividad antagonista sobre el modo de activaciéon del
receptor TRPV-1 por temperatura (Figuras 19-21) la actividad es representada
como el promedio de fluorescencia relativa para dos ensayos independientes
obtenida a 54°C, temperatura a la cual el receptor TRPV-1 presenta su maxima

activacion.

Desde de las respectivas curvas dosis-respuesta para los compuestos con
actividad antagonista presentadas en las Figuras 22 y 23, se determiné la
mitad de la concentracién inhibitoria maxima (ICsp) presentadas en las Tablas
7 y 8, estos valores indican una actividad antagonista en el orden nanomolar,
con rangos de ICso entre 0.4-1.2 nM, lo que revela que estos compuestos son
potentes antagonistas del receptor TRPV-1, la cual es superior a la actividad
mostrada por muchos antagonistas competitivos y por antagonistas derivados
de compuestos vainilloides, lo cual esta asociado a un modo distinto de union
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en el sitio ortostérico del receptor TRPV-1 y el establecimiento de interacciones
hidrofébicas en un sitio de unién no descrito y que contribuye en el aumento de
actividad antagonista, basado en el analisis estructura-actividad y aspectos
conformacionales de los compuestos sintetizados relacionados con la
planaridad y restricciéon conformacional impuesta por el heterociclo 1, 3, 4-
tiadiazol y el sistema carbonilico alfa, beta insaturado, presente en los
compuestos [a-h] y [i-q], respectivamente.

Los compuestos descritos aqui, se caracterizan principalmente por exhibir
actividad antagonista en receptores TRPV-1 con alta restriccion
conformacional, lo cual contribuye al incremento de la energia de unién
ligando-receptor e influye en la mayor actividad antagonista y ademas por
adquirir entre las regiones farmacoféricas una conformaciéon diferente a la
asociada con la actividad antagonista descrita hasta ahora. De este modo en
los derivados de 1, 3, 4-tiadiazol alquilamidas, la restriccion conformacional es
regulada a través del reemplazo isostérico del grupo amida presente en
analogos de capsaicina por el heterociclo 1, 3, 4-tiadiazol, lo cual permite que
los compuestos sintetizados adquieran una conformacion coplanar entre la
regibn donante-aceptora de enlaces hidrégeno conformada por el grupo
vainillilo y la regién polar conformada por el grupo 1, 3, 4-tiadiazol, mientras
que la incorporacion de un grupo amida como espaciador permite una
conformacién doblada entre la regién donante-aceptora de enlaces hidrogeno
(grupo vainillilo) y la regién hidrofébica conformada por las cadenas alifaticas
lineales. Esto permite la obtencién tanto de analogos vainilloides yodados y no
yodados con potente actividad antagonista, siendo el efecto de estos ultimos
contrario al efecto mostrado por compuestos vainilloides con grupo vainillilo no
yodado, los cuales cominmente presentan actividad agonista, con excepciéh
de capsazepina, el cual es un derivado vainilloide no yodado y primer
antagonista competitivo de capsaicina identificado, sin embargo presenta baja
potencia (ICsp: 56.2 nM), inestabilidad metabdlica y baja selectividad para el
receptor TRPV-1 (23,45). A diferencia de los derivados de 1, 3, 4-tiadiazol
alquilamidas, los cuales presentan alta restriccién conformacional, favoreciendo
su selectividad en receptores TRPV-1. De esta manera la restriccion
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conformacional impuesta por el heterociclo 1, 3, 4-tiadiazol y el grupo amida
permiten estabilizar el estado conformacional del receptor TRPV-1 responsable
de su inactivacion, explicando el antagonismo exhibido tanto por derivados no
yodados y yodados en el grupo vainillilo y que se asocian a un modo de unién
distinto al adoptado por compuestos vainilloides antagonistas en el sitio de
unién ortostérico del receptor.

En los derivados de chalconas o derivados carbonilo alfa, beta insaturados, la
restriccidn conformacional es regulada a través del doble enlace insaturado y la
eliminacion de los grupos espaciadores cominmente presentes en compuestos
con actividad en receptores TRPV-1, tales como grupos amino, oxo o metileno
y los cuales han mostrado influir en la actividad agonista y antagonista, asi se
ha mostrado que en agonistas analogos de capsaicina, la sustituciéon del grupo
metileno entre el grupo vainilllo (region donante-aceptora de enlaces
hidrégeno) y amida (regién poiar) por un grupo etileno o un grupo carbonilo
reduce notablemente la actividad agonista de los compuestos (47) , mientras
que la ausencia de esta regidn espaciadora en andlogos de capsaicina y
analogos de tiourea elimina la actividad tanto agonista y antagonista,
respectivamente (47,48,49). De esta manera los cambios estructurales
obtenidos a través de la sintesis de derivados de chalconas permitieron la
obtencién de potentes antagonistas del receptor TRPV-1 con actividad
nanomolar, lo cual ademas de estar asociado con la mayor restriccién
conformacional se relaciona con la conformacién anticoplanar entre la regién
donante-aceptora de enlaces hidrégeno y la regidén hidrofébica conformadas
por los grupos arilos. Ademas de la obtencién de moléculas de bajo peso
molecular, lo cual facilita el desarrollo farmacolégico de antagonistas del
receptor TRPV-1 para ser administrados por via oral, para aumentar su
biodisponibilidad.
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EJEMPLOS DE APLICACION

EJEMPLO N°1: Sintesis de los compuestos

Procedimientos generales.

Las reacciones de sintesis para cada uno de los compuestos propuestos se
llevaron a cabo en solventes sin tratamiento previo, excepto para la reacciones
de acilacién, en la cual el catalizador piridina, utilizado estuvo previamente
secado con KOH sélido. El transcurso de las reacciones fueron evaluadas
mediante cromatografia en capa fina en placas de silice gel, utilizando como
fase mévil 60% acetato de etilo/bencina. Las placas fueron reveladas mediante
luz ultravioleta y soluciones de vainillina/acido sulfarico /metanol, 30% acido
sulfarico/metanol y reactivo de Folin. Los productos fueron purificados mediante
cristalizaciébn o cromatografia en columna y los respectivos analisis de
caracterizacion espectroscédpica fueron realizados en un espectrdmetro
infrarrojo y un espectrometro de resonancia magnética nuclear para los analisis
de RMN-'H y RMN-"3C.

Se presentan los 7 primeros compuestos que corresponde a los intermediarios
de reaccién descritos en las Figura 4y 5.

Acetato de 4-formil-2-metoxifenilo (1).

En un matraz Erlenmeyer de 100ml se adicionan 10 gr (0,066 moles) de 4-
hidroxi-3-metoxibenzaldehido y 40 ml de anhidrido acético, bajo agitacion se
adicionan 3 gotas de acido sulfirico concentrado. La mezcla de reaccidon se
deja bajo agitacion a temperatura ambiente por 4 horas y posteriormente se
adicionan al medio de reaccion 40 ml de agua destilada, el sélido formado es
filtrado y cristalizado en metanol, obteniendo 9,13 gr (0,047 moles) de cristales
color rosado-naranjo claro en un rendimiento de 71,27%.
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Acetato de 4-(carbamotioilhidrazinilideno) metil-2-metoxifenilo (2).

En un bal6én fondo redondo de 250 mi, se agregan 8 g (0,041 moles) de acetato
de 4-formil-2-metoxifenilo y 3,73 g (0,041 moles) de tiosemicarbazida en 50 ml
de metanol, el medio de reaccién se acidifica con acido acético glacial hasta
obtener un pH 4-5 y la mezcla de reaccion se refluye por 6 horas bajo
agitacién. Posteriormente se deja enfriar en un bafio de agua-hielo, formandose
un precipitado color amarrillo-blanco, el cual es filtrado y cristalizado en
metanol, obteniendo 9,37 g (0,036 moles) de los cristales en un rendimiento de
89,2%.

2-amino-5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)- 1, 3, 4 tiadiazol (3).

En un balén fondo redondo de 250 ml se agregan 5g (0,0195 moles) de
tiosemicarbazona, 20 ml (9,48 g; 0,059 moles) de una solucién acuosa de
cloruro férrico y 30 ml de metanol. La mezcla de reacciéon se refluye bajo
agitacion por el periodo de 1-2 horas. Posteriormente la mezcla de reaccién en
caliente es filtrada sobre carbén activado y posteriormente se adicionan al
filtrado 30 ml de una solucién acuosa de acido citrico (11,52 g; 0,06 moles) y
citrato de sodio (6,42 g; 0,03 moles) y se refluye por 1 hora bajo agitacion. La
mezcla de reaccioén es neutralizada con 10% de amoniaco a pH 4-5 y luego se
deja enfriar en un bafio de agua hielo, formandose un precipitado amarrillo, el
cual es cristalizado varias veces en una mezcla de etanol/metanol, obteniendo
2,61 g (0,0116 moles) del producto como un polvo color amarillo en un
rendimiento de 60%.

4-hidroxi-5-metoxi-3-yodobenzaldehido (4).

En un matraz Erlenmeyer se disuelven 10g (0,065 moles) de 4-hidroxi-3-
metoxibenzaldehido y 9,73 g (0,065 moles) de Kl en 20 mi de metanol. La
solucién se enfria en un bafio de agua—hielo por 15 minutos. A través de un
embudo de adicidn y bajo agitacién en un bafio de agua-hielo, se agrega a la
mezcla de reaccion, gota-gota 74 ml de NaOCI (0,065 moles) comercial (4,7%
v/v). Terminado de agregar todo el NaOCI, la reaccién se agita por 60 minutos
adicionales en el bafio agua-hielo. Posteriormente se adicionan 20 ml de una
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solucién de tiosulfato de sodio 10% (%p/p) y se agita por 15 minutos a
temperatura ambiente, luego se acidifica la mezcla de reaccién con HCI 37%
hasta pH 3-4 y el precipitado formado se filtra y se lava con agua enfriada en
hielo. E! sélido se deja secar y se cristaliza en alcohol isopropilico, obteniendo
13,549 (0,048 moles) del producto como cristales color amarrillo ciaro, en un
rendimiento de 75,22%.

Acetato de 4-formil-6-metoxi-2-yodofenilo (5).

En un matraz Erlenmeyer, se colocan 4g (0,0144 moles) de 4-hidroxi- 5-metoxi-
3-yodo benzaldehido y 20 ml de anhidrido acético. En agitacion son agregados
3 gotas de H,SO,; (c). La mezcla de reaccion se deja en agitacion a
temperatura ambiente por 6 horas, luego se agregan 30 ml de agua destilada
formando un precipitado, el cual es filtrado y lavado varias veces con agua
destilada. Posteriormente el sélido es cristalizado en metanol, obteniendo 4,57
g (0,0142 moles) del producto como cristales color café claro en un 99,13% de
rendimiento.

Acetato de 4-(carbamotioilhidrazinilideno) metil-6-metoxi-2-yodofenilo (6).
En un matraz fondo redondo, se agregan 4g (0,012 moles) de acetato de 4-
formil-8-metoxi-2-yodofenilo, 1,09g (0,012 moles) de tiosemicarbazida en 50 mi
de metanol, el medio de reaccién se acidifica con acido acético glacial hasta
obtener un pH 4-5 y la mezcla de reaccion se refluye por 6 horas bajo
agitacion. Posteriormente se deja enfriar en un bafio de agua-hielo, formandose
un precipitado color amarrillo-blanco, el cual es filtrado y cristalizado en
metanol, obteniendo 4,03 g (0,01moles) de cristales color amarrillo-blanco en
un rendimiento de 85,38%.

2-amino-5-(4-hidroxi-5-metoxi-3-yodofenil)-1, 3, 4-tiadiazol (7).

En un matraz fondo redondo, se agregan 4g (0,0106 moles) de
tiosemicarbazona, 5.2g (0,032 moles) de FeCl; disuelto en 10 ml de agua
destilada y 20 ml de metanol. La mezcla de reaccién se refluye por 2 horas,
posteriormente se adicionan 20 ml de una solucién de acido citrico (6,15 g;
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0,032 moles) y citrato de sodio (3,43g; 0,016 moles) y se agita bajo reflujo por 1
hora. Luego la mezcla de reaccion se calienta en carbdn activado y se filtra en
caliente. El filtrado se concentra hasta la mitad y se deja enfriar en un bafo de
agua-hielo, formandose un soélido café claro, el cual se cristaliza varias veces
con agua y metanol, obteniendo 1,66g (0,0047 moles) con un 44,86% de
rendimiento.

A continuaciéon se presentan las sintesis de los compuestos [a-h] y [i-q],
descritos en las Figura6y 7:

N-[5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1, 3, 4-tiadiazol-2-il] nonanamida (a).

En un matraz fondo redondo secado previamente, se adicionan 2 m! (0,011
moles) de acido nonanoico y 0,6 ml (0,0083 moles) de cloruro de tionilo, la
mezcla se agita y refluye por 16 horas a 80°C. Posteriormente se deja enfriar a
temperatura ambiente y bajo agitacion vigorosa se adicionan rapidamente 0,2 g
(0,000895 moles) de 2- amino-5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1, 3, 4 tiadiazol
seguido de 2 ml de piridina. La mezcla de reaccidn se deja en agitacion a
temperatura ambiente por 2 horas, obteniendo el producto diacilado vy
posteriormente en un matraz fondo redondo secado previamente, se adicionan
0,3 g (0,0006 moles) de éste, seguido de 2ml de una solucién de NaOH (30%)
en 10ml de metanol por 3 horas a reflujo y bajo agitacion. Una vez que la
reaccion alcanza la temperatura ambiente se acidifica hasta pH 4 con HCI 37%.
Obteniendo un sélido color blanco que es purificado por cromatografia en
columna, utilizando como fase moévil 20% acetato de etilo/hexano, finalmente el
producto obtenido es cristalizado en metanol agua, obteniendo 0,185g de un
solido blanco en un rendimiento de 84,86%.

N-[5-(4-hidroxi-5-metoxi-3-yodofenil)-1, 3, 4-tiadiazol-2-il] nonanamida (b).

En un matraz fondo redondo secado previamente, se adicionan 1 ml (0,011
moles) de acido nonanoico y 0,6 ml (0,0083 moles) de cloruro de tionilo, la
mezcla se agita y refluye por 16 horas a 80°C. Posteriormente se deja enfriar a
temperatura ambiente y bajo agitacioén vigorosa se adicionan rapidamente 0,2 g

20



10

15

20

25

30

WO 2014/078971 PCT/CL2013/000085

(0,000573 moles) de 5-(4-hidroxi-5-metoxi-3-yodofenil)-1,3,4 tiadiazol-2- amino
seguido de 2 ml de piridina. La mezcla de reaccion se deja en agitacién a
temperatura ambiente por 2 horas y posteriormente la reaccién se particiona
entre una solucién acuosa acida y diclorometano, la fase organica se extrae y
se lava con una solucién de NaCl saturado, la fase organica se concentra y el
residuo obtenido se hidroliza en una solucion de NaOH (30%) en metanol por 3
horas a reflujo y bajo agitacién. Una vez que la reaccién alcanza la temperatura
ambiente se acidifica hasta pH 4 con HCI 37%. Obteniendo un sélido color café
que es purificado por cromatografia en columna, utilizando como fase movil
20% acetato de etilo/hexano, finaimente el producto obtenido es cristalizado en
metanol agua, obteniendo 0,064g de un sdélido café en un rendimiento de
22,85%.

N-[5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1, 3, 4-tiadiazol-2-il] octanamida (c).

En un matraz fondo redondo secado previamente, se adicionan 1 ml (0,013
moles) de acido octanoico y 0,8 ml (0,011 moles) de cloruro de tionilo, la
mezcla se agita y refluye por 16 horas a 80°C. Posteriormente se deja enfriar a
temperatura ambiente y bajo agitacion vigorosa se adicionan rapidamente 0,2 g
(0,000895 moles) de 5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1, 3, 4 tiadiazol-2- amino
seguido de 2 ml de piridina. La mezcla de reaccién se deja en agitacién a
temperatura ambiente por 2 horas y posteriormente la reacciéon se particiona
entre una solucién acuosa acida y diclorometano, la fase organica se extrae y
se lava con una solucién de NaCl saturado, la fase organica se concentra y el
residuo obtenido se hidroliza en una solucién de NaOH (30%) en metanol por 3
horas a reflujo y bajo agitacion. Una vez que la reaccioén alcanza la temperatura
ambiente se acidifica hasta pH 4 con HCl 37%. Obteniendo un sélido color
blanco que es purificado por cromatografia en columna, utilizando como fase
moévil 20% acetato de etilo/hexano, finalmente el producto obtenido es
cristalizado en metanol agua, obteniendo 0,173g de un sélido blanco en un
rendimiento de 55,27%.
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N-[5-(4-hidroxi-5-metoxi-3-yodofenil)-1, 3, 4-tiadiazol-2-il] octanamida (d).
En un matraz fondo redondo secado previamente, se adicionan 1 mi (0,013
moles) de acido octanoico y 0,8 ml (0,011 moles) de cloruro de tionilo, la
mezcla se agita y refluye por 16 horas a 80°C. Posteriormente se deja enfriar a
temperatura ambiente y bajo agitacidn vigorosa se adicionan rapidamente 0,2 g
(0,000573 moles) de 5-(4-hidroxi-5-metoxi-3-yodofenil)-1, 3, 4 tiadiazol-2-
amino seguido de 2 ml de piridina. La mezcla de reaccién se deja en agitacién
a temperatura ambiente por 2 horas y posteriormente la reaccién se particiona
entre una solucién acuosa acida y diclorometano, la fase organica se extrae y
se lava con una solucién de NaCl saturado, la fase organica se concentra y el
residuo obtenido se hidroliza en una solucién de NaOH (30%) en metanol por 3
horas a reflujo y bajo agitacién. Una vez que la reaccién alcanza la temperatura
ambiente se acidifica hasta pH 4 con HCI 37%. Obteniendo un sélido color café
que es purificado por cromatografia en columna, utilizando como fase movil
20% acetato de etilo/hexano, finalmente el producto obtenido es cristalizado en
metanol agua, obteniendo 0,091g de un sélido café en un rendimiento de
33,46%.

N-[5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1, 3, 4-tiadiazol-2-il] heptanamida (e).

En un matraz fondo redondo secado previamente, se adicionan 1 mi (0,014
moles) de acido heptanoico y 0,9 ml (0,012 moles) de cloruro de tionilo, la
mezcla se agita y refluye por 16 horas a 80°C. Posteriormente se deja enfriar a
temperatura ambiente y bajo agitacién vigorosa se adicionan rapidamente 0,2 g
(0,000895 moles) de 5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,3,4 tiadiazol-2- amino seguido
de 2 mi de piridina. La mezcla de reaccién se deja en agitacién a temperatura
ambiente por 2 horas y posteriormente la reaccién se particiona entre una
solucion acuosa acida y diclorometano, la fase organica se extrae y se lava con
una solucién de NaCl saturado, la fase organica se concentra y el residuo
obtenido se hidroliza en una solucion de NaOH (30%) en metanol por 3 horas a
reflujo y bajo agitacion. Una vez que la reacciéon alcanza la temperatura
ambiente se acidifica hasta pH 4 con HCI 37%. Obteniendo un sdélido color
blanco que es purificado por cromatografia en columna, utilizando como fase
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movil 20% acetato de etilo/hexano, finaimente el producto obtenido es
cristalizado en metanol agua, obteniendo 0,167g de un sdlido blanco en un
rendimiento de 55,48%.

N-[5-(4-hidroxi-5-metoxi-3-yodofenil)-1, 3, 4-tiadiazol-2-il] heptanamida (f).
En un matraz fondo redondo secado previamente, se adicionan 1 ml (0,014
moles) de acido heptanoico y 0,9 ml (0,012 moles) de cloruro de tionilo, la
mezcla se agita y refluye por 16 horas a 80°C. Posteriormente se deja enfriar a
temperatura ambiente y bajo agitacién vigorosa se adicionan rapidamente 0,2 g
(0,000573 moles) de 2- amino-5-(4-hidroxi-5-metoxi-3-yodofenil)-1, 3, 4
tiadiazol seguido de 2 ml de piridina. La mezcla de reaccién se deja en
agitaciéon a temperatura ambiente por 2 horas y posteriormente la reaccién se
particiona entre una solucién acuosa acida y diclorometano, la fase organica se
extrae y se lava con una solucién de NaCl saturado, la fase organica se
concentra y el residuo obtenido se hidroliza en una solucién de NaOH (30%) en
metanol por 3 horas a reflujo y bajo agitacién. Una vez que la reaccién alcanza
la temperatura ambiente se acidifica hasta pH 4 con HCI 37%. Obteniendo un
sélido color café que es purificado por cromatografia en columna, utilizando
como fase moévil 20% acetato de etilo/hexano, finalmente el producto obtenido
es cristalizado en metanol agua, obteniendo 0,078g de un sélido café en un
rendimiento de 29,55%.

N-[5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1, 3, 4-tiadiazol-2-il] hexanamida (g).

En un matraz fondo redondo secado previamente, se adicionan 1 ml (0,016
moles) de acido hexanoico y 0,9 ml (0,012 moles) de cloruro de tionilo, la
mezcla se agita y refluye por 16 horas a 80°C. Posteriormente se deja enfriar a
temperatura ambiente y bajo agitacion vigorosa se adicionan rapidamente 0,2 g
(0,000895 moles) de 2- amino-5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1, 3, 4 tiadiazol
seguido de 2 ml de piridina. La mezcla de reaccién se deja en agitacion a
temperatura ambiente por 2 horas y posteriormente la reaccién se particiona
entre una solucién acuosa acida y diclorometano, la fase organica se extrae y
se lava con una solucién de NaCl saturado, la fase organica se concentra y el
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residuo obtenido se hidroliza en una solucién de NaOH (30%) en metanol por 3
horas a reflujo y bajo agitacién. Una vez que la reacciéon alcanza la temperatura
ambiente se acidifica hasta pH 4 con HCI 37%. Obteniendo un sélido color
blanco que es purificado por cromatografia en columna, utilizando como fase
movil 20% acetato de etilo/hexano, finaimente el producto obtenido es
cristalizado en metanol agua, obteniendo 0,118g de un sélido blanco en un
rendimiento de 41,11%.

N-[5-(4-hidroxi-5-metoxi-3-yodofenil)-1, 3, 4-tiadiazol-2-il}] hexanamida (h).
En un matraz fondo redondo secado previamente, se adicionan 1 ml (0,016
moles) de acido hexanoico y 0,9 ml (0,012 moles) de cloruro de tionilo, la
mezcla se agita y refluye por 16 horas a 80°C. Posteriormente se deja enfriar a
temperatura ambiente y bajo agitacidén vigorosa se adicionan rapidamente 0,2 g
(0,000573 moles) de 2- amino-5-(4-hidroxi-5-metoxi-3-yodofenil)-1, 3, 4
tiadiazol seguido de 2 ml de piridina. La mezcla de reacciéon se deja en
agitacion a temperatura ambiente por 2 horas y posteriormente la reaccién se
particiona entre una solucién acuosa acida y diclorometano, la fase organica se
extrae y se lava con una solucion de NaCl saturado, la fase organica se
concentra y el residuo obtenido se hidroliza en una solucién de NaOH (30%) en
metanol por 3 horas a reflujo y bajo agitacién. Una vez que la reaccioén alcanza
la temperatura ambiente se acidifica hasta pH 4 con HCI 37%. Obteniendo un
sélido color café que es purificado por cromatografia en columna, utilizando
como fase moévil 20% acetato de etilo/hexano, finalmente el producto obtenido
es cristalizado en metanol agua, obteniendo 0,058g de un sélido café en un
rendimiento de 22,66%.

(2E)-1-(4-bromofenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona (i)

En un matraz Erlenmeyer, se disuelven 2g (0,01 moles) de 4-bromo
acetofenona y 1,02 ml (1,06 g; 0,01moles) de benzaldehido en 30 ml de
metanol. Bajo agitacién en una placa agitadora se agregan gota a gota 2 mi de
una solucion acuosa de KOH 50% y la mezcla de reaccién se agita por 18
horas a temperatura ambiente. Posteriormente se neutraliza a pH 7 con HCI
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37% y se deja enfriar en un bafio de hielo por 24 horas, formandose un
precipitado amarrillo claro, el cual se filtra y lava con abundante agua destilada.
El sélido se recristaliza en metanol, obteniendo 2,42 g del producto en un
84,32% de rendimiento.

(2E)-1-(4-bromofenil)-3-(4-metoxifenil) prop-2-en-1-ona (j)

En un matraz Erlenmeyer, se disuelven 2g (0,01 moles) de 4-bromo
acetofenona y 1.22 ml (1,36 g; 0,01moles) de anisaldehido. Bajo agitacidén en
una placa agitadora se agregan gota a gota 2 ml de una solucién acuosa de
KOH 50% y la mezcla de reaccién se agita por 18 horas a temperatura
ambiente. Posteriormente se neutraliza a pH 7 con HCI 37% vy se deja enfriar
en un bafio de hielo por 24 horas, formandose un precipitado amarrillo claro, el
cual se filtra y lava con abundante agua destilada. El sélido se recristaliza en
metanol, obteniendo 2,48 g (0,007 moles) del producto en un 78,2% de
rendimiento.

(2E)-1-(4-Bromofenil)-3-(4-hidroxifenil) prop-2-en-1-ona (k)

En un matraz fondo redondo, se disuelven 2g (0,01 moles) de 4-bromo
acetofenona y 1,22 g (0,01moles) de 4-hidroxibenzaldehido en 20 ml de etanol
absoluto. Se adicionan 1 ml de H2SO, (c) y bajo agitacién se refluye la mezcla
de reaccién a 60°C por 18 horas. Posteriormente se neutraliza a pH 7 con
NaOH (c) y la fase organica es extraida con diclorometano y se concentra. El
residuo se purifica por cromatografia en columna, utilizando como fase moévil
30% acetato de etilo/hexano, obteniendo 0,875 g (0,003moles) del producto
puro como soélido amarillo en un 28,9% de rendimiento.

(2E)-1-(4-bromofenil)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil) prop-2-en-1-ona ()

En un matraz fondo redondo, se disuelven 2,58g (0,01 moles) de 4-bromo
acetofenona y 2 g (0,01moles) de 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido en 20 ml de
etanol absoluto. Se adicionan 1 mi de H,SO4 () y bajo agitacidn se refluye la
mezcla de reaccién a 60°C por 18 horas. Posteriormente se neutraliza a pH 7
con NaOH (c) y la fase organica es extraida con diclorometano y concentra. El
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residuo se purifica por cromatografia en columna, utilizando como fase mévil
30% acetato de etilo/hexano, obteniendo 0,789 g (0,002moles) del producto

puro como un sélido naranjo, en un 18,2% de rendimiento.

(1E, 4E)-1,5-difenil penta-1,4-dien-3-ona (m)

En un matraz Erlenmeyer, se disuelven 2g (0,019 moles) de benzaldehido y
0,69 mi (0,55 g; 0,0095 moles) de acetona en 10 ml de metanol. Bajo agitacion
y gota a gota se adicionan 2 ml de una solucién de KOH 40%, la cual terminada
de agregar se deja la mezcla de reaccién en agitacién por 30 minutos
adicionales a temperatura ambiente. Se forma un precipitado amatrrillo, el cual
se filtra y cristaliza en metanol. Se obtienen 4,23g (0,018 moles) de cristales
amarillo en un 95,05 % de rendimiento.

(1E, 4E)-1,5-(4-hidroxifenil) penta-1,4-dien-3-ona (n)

En un matraz Erlenmeyer, se disuelven 2g (0,016 moles) de 4-
hidroxibenzaldehido y 0,58 ml (0,46 g, 0,008 moles) de acetona en 10 mi de
metanol. Bajo agitacion y gota a gota se adicionan 2 ml de una solucién de
KOH 40%, la cual terminada de agregar se deja la mezcla de reaccién en
agitacion por 30 minutos adicionales a temperatura ambiente. La reaccion
resultante se acidifica a pH 4 con HCIl 37% vy la fase organica se extrae con
diclorometano y concentra. El residuo se cristaliza en metanol/agua tres veces,
obteniendo 0,324g (0,001 moles) de producto como cristales naranjo claro en
un 7,6% de rendimiento.

(1E, 4E)-1,5-(4-metoxifenil) penta-1,4-dien-3-ona (o)

En un matraz Erlenmeyer, se disuelven 2g (0,015 moles) de 4-
metoxibenzaldehido y 0,53 ml (0,42 g; 0,0073 moles) de acetona en 10 mi de
metanol. Bajo agitacién y gota a gota se adicionan 2 ml de una solucién de
KOH 40%, la cual terminada de agregar se deja la mezcla de reaccién en
agitacion por 30 minutos adicionales a temperatura ambiente. Se forma un
precipitado amarrillo, el cual se filtra y cristaliza en metanol, obteniendo 2,52¢g
(0,00086 moles) de cristales amarrillo en un 58,74% de rendimiento.
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(2E)-cloro-3-(4-hidroxifenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona. (p)

En un matraz fondo redondo, se disuelven 2g (0,01 moles) de cloruro de
fenacilo y 1,22 g (0,01moles) de 4-hidroxibenzaldehido en 20 ml de etanol
absoluto. Se adicionan 1 ml de H.SO, (c) y bajo agitacion se refluye la mezcla
de reaccion a 60°C por 18 horas. Posteriormente se neutraliza a pH 7 con
NaOH (c) y la fase organica es extraida con diclorometano y concentrada. El
residuo se purifica por cromatografia en columna, utilizando como fase moévil
30% acetato de etilo/hexano, obteniendo 0,834 g (0,004 moles) del producto
como soélido naranjo claro, en un 37,23% de rendimiento.

(2E)-cioro-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1-fenil prop-2-en-1-ona (q).

En un matraz fondo redondo, se disuelven 1,95g (0,01 moles) de cloruro de
fenacilo y 2 g (0,01moles) de 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido en 20 m! de
etanol absoluto. Se adicionan 1 mi de H2SO, (c) y bajo agitacién se refluye la
mezcla de reacciéon a 60°C por 18 horas. Posteriormente se neutraliza a pH 7
con NaOH (c) y la fase organica es extraida con diclorometano y concentra. El
residuo se purifica por cromatografia en columna, utilizando como fase moévil
30% acetato de etilo/hexano, obteniendo 0,796g (0,003moles) del producto
como un sélido naranjo, en un 31,33% de rendimiento.

EJEMPLO N° 2: Caracterizaciéon de los compuestos

Factor de Retencion:

Se determina el factor de retencién de los compuestos derivados vainilloides y
chalconas purificados por cromatografia en columna o por cristalizacion, los
respectivos valores se presentan en la Tabla 1y 2,

Tabla 1: Factor de Retencion (Rf) de derivados 1, 3, 4-tiadiazol alquilamidas:

Fase movil (@ ()] (c) | (d) | (e) | () |(a)]|(h)
60% acetato de etilo /bencina { 0,310,3/0,27(1029|0,26{0,3({0,2(0,2
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Tabla 2: Factor de Retencién (Rf) de derivados de chalconas:

Fase movil @@ || M |m|(n| (]| (p)|(q

30% acetato de etilo 0,86|0,74|050{044|08 /033036048 0,51

/hexano

Espectros infrarrojos:

La caracterizacibn mediante espectroscopia infrarroja (IR) se realizé mediante
la identificacién de las respectivas frecuencias de absorciéon para cada grupo
la Tabla 3
espectroscopia IR de los compuestos derivados vainilloides de 1, 3, 4-tiadiazol

funcional. En mediante

se presenta la caracterizacién,
alquilamidas.

Tabla 3: Frecuencias de absorcion (KBr) vem™:

N-H 3 C-H sp? c=C
) O-H C-H sp . C=0 L
amida aromatico aromatico
2920,21- 1573, 98;1533,04;
(a) 3538,2 3398 3155,60 1680,21
2730,72 1466,44
2924,58- 1660,03; 1502,41;
(b) | 3536,22 3334,22 3161,33 169422
2853,71 1463,92
2946,86- 1563,81;
{¢) | 3308,01 3308,01 3154,41 1672,79
2861,81 1522,28,1456,18
2929,56-
(d) | 3386,16 3386,16 3158,92 1695,60 | 1560,42:1503,70;1463,51
2864,87
2930,79-
(e) | 3536,01 3212,54 3091,83 1676,99 1565,76; 1519,69;1460
2775,56
2929,09- 1559,19;
(f) | 3400,52 3400,52 3163,52 1696,07
2863,98 1498,60;1461,47
2997,19- 1566,99;
(g) | 3402,67 3402,67 3162.49 1679,61
274207 1523,72;1457,78
2927,67-
(h) | 3404,63 3404,63 273599 3164,74 1699,04 | 1562,54;1497,57;1462,09

28




10

15

WO 2014/078971

PCT/CL2013/000085

En la Tabla 4 se presentan las frecuencias de absorcién de los compuestos

derivados de chalconas o derivados carbonilo alfa, beta insaturados [i-q].

Tabla 4: Frecuencias de absorcién (KBr) vem™:

O-H C-H sp® c=0 Cc=C Cc=C C-0-C c-0C
aromatico asimétrico | simétrico
1578,96
(i 1657,24 1602,33
1440,16
1508,28
() 1654,24 1591,49 1254,60 1030,35
1457,82
(k) | 3264,75 1644,90 1511,87 1679,33
() { 3362,78 1647,20 1514,85 1578,01 1274,81 1031,25
{m) 1628,82 | 1510,96,1433,32 | 1597,69
2959,76 1508,11
(o) 1628,05 1597,48 1244,03 1028,35
2854,39 1416,72
(n) | 3423,31 1649,02 | 1492,82,1445,75 | 1593,06
1505,81
(p) | 3298,05 1642,99 1570,60
1445,37
1510,32
(q) | 3336,48 1632,47 1568,06 1251,18 1028,47
1463,60

Resonancia magnética nuclear

Los espectros de resonancia magnética nuclear de 'H y '3C, de los compuestos

fueron caracterizados, los desplazamientos quimicos (ppm) de los grupos

funcionales caracteristicos para la estructura de los compuestos son mostrados

en las Tablas 5 y 6, y en las Figuras 8 a 13 se muestran los espectros de

resonancia de 'H y *C para los compuestos [b], [e] y [I] con los respectivos

desplazamientos quimicos asignados para cada hidrégeno y carbono de la

molécula.
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Tabla 5. Desplazamientos quimicos determinados para los derivados de 1, 3,

4- tiadiazol alquilamidas.

Compuesto RMN-'H (ppm) RMN-*C (ppm)
R H-Alifatico: 0.82-0.86 ppm (t, J=6.9 C-Amida: 172.39
(CH,),CH Hz, 3H), 1.50-1.24 (m, 10H), 1.87- C-Heterociclo:163.34, 159.87.
R"17H * 1 1.79(m, 2H),2.77-2.81 (, 7.7Hz, | C-Alifatico: 36.87, 32.20, 29.74,
(@) 2H). 29.66, 29.57, 25.87, 23.05,
a
H- Amida: 12.56 (s, NH). 14.46.
H-Alifatico: 0.85-0.82 (t, J= 6.6 Hz, )
C-Amida: 172.47
R- 3H), 1.35-1.24 (m, 8H), 1.42-1.46 (m, ]
C-Heterociclo:161.75, 160.29
(CH,);CH5- 2H), 1.80-1.84 (m, 2H), 2.78-2.74 (t, N
. C-Alifatico: 36.91, 32.26, 29.78,
R"I 6.6 Hz, 2H).

(b)

H-Hidroxilo: 9.77 (s)
H- Amida: 12.77 (s, NH).

20.71, 29.62, 25.86, 23.11,
14.53.

R-(CH2)sCHs
R'-H
(c)

H-Alifatico: 0.78-0.82 (t, J=6.7 Hz,
3H), 1.20-1.22 ( m, 8H), 1.563-1.57 (m,
2H), 2.41-2.45 (t, J= 7.4 Hz, 2H)
H-Hidroxilo: 9.7 (s)

H- Amida: 12.48 (s, NH).

C-Amida: 171.49
C-Heterociclo:162.00, 157.46
C- Alifatico: 34.87, 31.13, 28.49,

28.39, 24.65, 22.08, 13.96

R-(CH_)sCHs
R‘l
|
(d)

H-Alifatico: 0.87-0.84 ( t, J= 6.9 Hz,
3H), 1.27-1.25 (m, 8H), 1.63-1.59 (m,
2H), 2.20-2.16 (t, J= 7.4Hz, 2H)
H-Hidroxilo: 10.04 (s)

H- Amida: 12.57 (s, NH).

C-Amida; 172.54

C-Heterociclo: 163.85, 158.44

C- Alifatico: 32.75, 31.13, 28.45,

28.35, 24.62, 22.06, 13.97

R-(CH2)sCHs
R'-H
(e)

H-Alifatico: 0.31-0.35 (t, J= 6.5 Hz,
3H), 0.74 (m, 6H), 1.05-1.10 (m, 2H),
1.98-1.95 (t, J=7.4 Hz, 2H)

H- Amida: 12.02 (s, NH).

C-Amida: 171.51

C-Heterociclo: 162.05, 157.49

C- Alifatico: 34.91, 30.99, 28.23,

24 .64, 22.01, 13.96
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R-(CH2)sCH;
R-I
f

H-Alifatico: 0.77-0.81(t, J=6.6Hz, 3H),
1.20 (m, 6H), 1.50-1.56 (m, 2H), 2.40-

2.43 (t, J=7.5Hz, 2H).
H-Hidroxilo: 10.13 (s)
H-Amida: 12.51 (s, NH).

C-Amida: 171.56
C-Heterociclo: 160.48, 157.91
C- Alifatico: 34.89, 30.95, 28.19,

24.60, 21.97, 13.95

R-(CH2)4CHs
R-H
(9)

H-Alifatico: 0.82-0.86 (t, J=6.8 Hz,
3H), 1.24-1.26 (m, 4H), 1.55-1.62 (m,

2H), 2.43-2.47 (t, J=7.5 Hz, 2H)
H-Hidroxilo: 9.66 (s)
H-Amida: 12.49 (s, NH).

C-Amida: 171.46
C-Heterociclo: 161.98, 157.47
C-Alifatico: 34.83, 30.72, 24.32,

21.83, 13.83

R-(CH.)sCHs
R'-|
(h)

H-Alifatico: 0.72-0.74 (t, J= 6.8Hz,
3H), 1.15-1.18 (m, 4H), 1.47-1.52 (m,

2H), 2.34-2.37 (t, J=7.4Hz, 2H)
H-Hidroxilo: 10.07 (s)
H-Amida: 12.45 (s, NH).

C-Heterociclo:160.47,

C-Amida: 171.54
157.74
C-Alifatico: 34.86, 30.74, 24.34,

21.86, 13.85

Tabla 6: Desplazamientos quimicos determinados para los derivados de

chalconas.
Compuesto RMN 'H (ppm) RMN"C (ppm)

P Hp: 7.80-7.84 C=0: 186.21
O O (d, J=15.7 Hz) CB: 145.60

B _ Ha: 7.46-7.50 _
(d, J=15.7 Hz) Ca: 121.63
i - HB: 7.7-7.81 C=0: 189.56
O O (d, 15.7Hz) CP: 145.44

" . o Ha: 7.37-7.33 _
: | (d, J=15.6Hz) Ca: 119.28
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1 HB: 7.65-7.70 C=0: 188.09
O O (d, J=20 Hz) CB: 145.09
o . oH Ha: 7.64-7.69
(d, J= 20 Hz) Ca: 118.13
1 o HB: 7.73-7.77 C=0: 189.62
~ —
O O (d, J=15.6Hz) CB: 145.96
B | oH Ha: 7.29-7.33

(d, J=15.6Hz) Ca: 119.22
0 C=0 189.04
0 NTNF O HB: 7.77-7.73 (d, J=16 Hz) CB: 143 .44
- Ha: 7.08-7.12 (d, J= 16Hz) o 195,53

a: .
5 C=0 197.78
O =T O HpB: 7.43-7.48 (d, J= 16Hz) CB: 143.56
po . o | Ha:6.51-6.55 (d, J= 16Hz) o 124.00

a: .
g C=0 188.80
O NN O HB: 7.67-7.71 (d, J= 16 Hz) CB: 142.65
o o 0 Ha: 6.92-6.96 (d, J=16Hz) o 123.46

a: .

(o] H
P C=0: 192.45
O c O oH HB: 7.45 CB: 141.30
b Ca: 125.86
O H

gy o C=0: 191.86
Q a O on HB: 7.47 CB: 141.05
q Ca: 126.94

Ejemplo N° 3: Caracterizacidn Fisioldgica

Ensayos Bioldgicos

Los compuestos sintetizados fueron evaluados en cultivos de células HEK-
293T transfectadas con el cDNA del receptor TRPV-1 de rata. La actividad de
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los compuestos estuvo basada en el mecanismo de activacién del receptor
TRPV-1 por capsaicina y temperatura, los cuales aumentan los niveles de
calcio intracelular como consecuencia de la apertura del canal i6nico del
receptor, el influjo de calcio fue medido con una sonda fluorescente Fluo 4-AM,
asi en presencia de un antagonista el influjo de calcio es bloqueado por
inactivacion del receptor TRPV-1 y la fluorescencia celular disminuye.

Cultivo celular.

Células HEK-293T fueron cultivadas en un medio DMEM suplementado con
5% of suero bovino fetal, 50U/ml penicilina, 50mg/mi estreptomicina y 2mM L-
glutamina. Los cultivos se mantuvieron a 37°, en un ambiente de 5% CO, vy
80% de humedad relativa.

Transfeccion DNA

Las células HEK-293T fueron transfectadas con pcDNA3 TRPV-1 de rata, en
un tubo de reaccién fueron agregados 97uL de optimem y 3uL de lipofectamina
2000, y en un segundo tubo fue adicionado 1ug de DNA y un volumen de
optimen, tal de completar 100uL. Ambos tubos fueron incubados por 10
minutos, tras lo cual fueron mezclados e incubados por 15 minutos
adicionales.

Soluciones de los compuestos ensayados.

Los compuestos destinados para los ensayos de tamizaje sobre receptores
TRPV-1 fueron preparados en una solucion madre de 10.000X en DMSO,
etanol o isopropanol y posteriormente para el ensayo fueron diluidos en medio
Ringer hasta una concentracién de 1uM.

Como controles se utilizaron soluciones de capsaicina, BCTC, Lantano, Rojo
de Rutenio a concentraciones finales de 0,031 pM, 1 yM, 100 uM vy 10 uM,
respectivamente.

Tratamiento con FLUO-4AM
Después de 48 horas de transfeccion las células fueron tratadas con 200 pL de
tripsina, se dejo incubar por 5 minutos a temperatura ambiente, luego las
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células fueron suavemente pipeteadas y transpasadas a un tubo de 15mL. Se
centrifugo a una velocidad de 6000 rpm por 10 min. y se resuspendieron en 1
ml de medio Ringer, luego se agregdé 1 yl Fluo-4AM 1000X y se incubd por
media hora a 37°C. Posteriormente, se centrifugd y se lavé con PBS 1X, pH
7,34 para eliminar el exceso de la sonda. Finalmente el pellet de células se
resuspendi6é en 1,5 ml de medio Ringer.

Ensayo de activacion del receptor TRPV-1 por capsaicina.

En placas de 48 pocillos las células HEK 293T transfectadas con el receptor
TRPV-1 de rata y cargadas con Fluo-4 AM, fueron plagueadas a una densidad
celular de 50,000 células por pocillo, con un porcentaje de transfeccion 40-
50%. Seguido de la adicién de 2 pl/pocillo de cada compuesto a ensayar y
2ul/pocillo de una solucién de capsaicina 0,031uM en 0,1% de etanol. Por un
periodo de 2-5 minutos a temperatura ambiente se dejaron incubar las células
para posteriormente hacer las mediciones de fluorescencia, las cuales se
efectuaron antes de la adicion de capsaicina y después de adicionar
capsaicina. Las medidas de fluorescencia se llevaron a cabo en un equipo de
PCR en tiempo real, donde las mediciones de fluorescencia a 25°C se
realizaron en 13 ciclos, cada 10 segundos. Los datos normalizados fueron
expresados como cambios de fluorescencia en respuesta a la capsaicina en el
tiempo, lo que se muestra en las Figuras 14 a 17. Se grafican los valores
promedio + la desviacion estandar, que resultaron de la realizacion de dos
experimentos independientes.

Ensayo de activacion del receptor TRPV-1 por temperatura

En placas de 48 pocillos, las células HEK 293T transfectadas con el receptor
TRPV-1 de rata y cargadas con Fluo-4AM, fueron plaqueadas a una densidad
celular de 50,000 ceélulas por pocillo, con un porcentaje de transfeccion 40-
50%. Seguido de la adicion de 2 pL/pocillo de cada compuesto a ensayar y por
un periodo de 5-10 minutos a temperatura ambiente se dejaron incubar las
células antes de Ila realizacion del experimento por temperatura.
Posteriormente se procedié a hacer lectura de las medidas de fluorescencia en
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un equipo de PCR en tiempo real, el cual permite incrementar 1°C cada 35
segundos desde 36°C hasta 55°C para los compuestos y desde 22-56 °C para
las células transfectadas en ausencia de los compuestos. La lectura de las
medidas de fluorescencia se realiz, utilizando el filtro FAM (483-533nM). Los
datos de fluorescencia obtenidos para cada temperatura y cada compuesto, se
presentan corregidos restando el fondo celular y la linea base correspondiente
a la fluorescencia al inicio de la rampa (22 o 36°C) para cada muestra.
Posteriormente los valores se normalizaron expresando los datos como
fluorescencia relativa, que corresponde a la razén entre el cambio de
fluorescencia y la linea base. Los resultados se graficaron en las Figuras 18 a
21 como el promedio + desviacion estandar, obtenidos en dos experimentos
independientes a una temperatura de 54° C.

Curva Dosis Respuesta.

Se realiza un ensayo de activaciéon del receptor TRPV-1 por temperatura,
incubando las células HEK-293T transfectadas y cargadas con Fluo-4AM, en
presencia de diferentes conceniraciones de cada compuesto a ensayar
correspondientes a 1 pM; 0,1 uM; 0,01 uM; 0,003 pyM; 0,001uM; 0,0003 uM,
0,0001 pM y 0,00001 pM. Posteriormente los datos de fluorescencia relativa
obtenidos a 50°C fueron utilizados para calcular la razén de fluorescencia, la
cual se presenta normalizada con respecto a la fluorescencia relativa a la
concentracion inicial. De este modo la razén de fluorescencia obtenida para
dos experimentos independientes fue promediada y expresada junto a la

respectiva desviacion estandar.

En las Figuras 22 y 23 se presentan las curvas dosis respuesta, en las cuales
la razén de fluorescencia versus logaritmo molar de concentracion se ajustaron
a una curva sigmoidea de inhibicibn de 4 parametros, determinando los
respectivos valores correspondientes a la mitad de la maxima concentracién
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inhibitoria (ICs0) para cada uno de los compuestos evaluados. Estos valores
son mostrados en las Tabla 7 y 8 de los dos grupos de compuestos.

Tabla 7: Valores ICs9, de los compuestos derivados de 1, 3, 4-tiadiazol
5 alquilamidas vy el antagonista control BCTC.

Compuesto ICso(NM)
a 0,046 + 0,004
b 0,145 £ 0,051
d 1,092 + 0,497
e 1,263 + 0,009
h 0,298 + 0,026
BCTC 2,120 £ 0,354

Tabla 8: Valores ICs, de los compuestos derivados de chalconas, o derivados
alfa, beta carbonilo insaturados y el antagonista control BCTC.

Compuesto IC50(nM)
i 3,892 £ 0,225
| 1,016 £ 0,206
m 7,551 £ 1,898
n 0,184 1+ 0,023
q 0,257 £ 0,016
BCTC 2,120+ 0,354
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REIVINDICACIONES

1.- Compuestos derivados de 1, 3, 4-tiadiazol alquilamidas
CARACTERIZADOS por que inhiben la activacion del receptor TRPV-1.

2.- Compuestos derivados de 1, 3, 4-tiadiazol alquilamidas, segun
reivindicacion 1, CARACTERIZADOS por que inhiben la activacion del receptor
TRPV-1 por capsaicina y temperatura.

3.- Compuestos derivados de 1, 3, 4-tiadiazol alquilamidas, segln
reivindicacién 1, CARACTERIZADOS por que en su estructura R, corresponde
a una cadena alquilica saturada definida por cadenas lineales saturadas de 6 a
8 carbonos y X es definido como un atomo de H o un atomo de yodo.

4.- Compuestos derivados de 1, 3, 4-tiadiazol alquilamidas, segun
reivindicacién 1, CARACTERIZADOS por que son obtenidos mediante reaccion
de O-acilacidbn, condensaciébn de aminas, ciclacibn oxidativa de
tiosemicarbazonas, reacciéon de N- acilacion e hidrélisis alcalina.

5.- Compuestos derivados de 1, 3, 4-tiadiazol alquilamidas, segun
reivindicacion 1, CARACTERIZADOS por que corresponden especificamente a
los siguientes compuestos:

a) N-[5-(4-hidroxi-5-metoxi-3-yodofenil)-1, 3, 4- tiadiazol-2-il]-nonamida,

b) N-[5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1, 3, 4- tiadiazol-2-il}-nonamida,

¢) N-[5-(4-hidroxi-5-metoxi-3-yodofenil)-1, 3, 4- tiadiazol-2-il}-octanamida,
d) N-[5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1, 3, 4- tiadiazol-2-il}-octanamida,

e) N-[5-(4-hidroxi-5-metoxi-3-yodofenil)-1, 3, 4- tiadiazol-2-il}-heptanamida,
f) N-[5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1, 3, 4- tiadiazol-2-il}-heptanamida,

g) N-[5-(4-hidroxi-5-metoxi-3-yodofenil)-1, 3, 4- tiadiazol-2-il}-hexanamida, y
h) N-[5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1, 3, 4- tiadiazol-2-il]-hexanamida.
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6.- Compuestos derivados de chalconas CARACTERIZADOS por que inhiben
la activacion del receptor TRPV-1.

7.- Compuestos derivados de chalconas, segin reivindicacion 6,
CARACTERIZADOS por que inhiben la activacion del receptor TRPV-1 por
capsaicina y temperatura.

8.- Compuestos derivados de chalconas, segln reivindicacion 6,
CARACTERIZADOS por que en su estructura R puede corresponder a
diferentes grupos sustituyentes, tales como

R1: hidrégeno, un grupo metoxilo 0 un grupo hidroxilo;
R2: hidrégeno o un grupo metoxilo;

R3: hidrégeno o un grupo cloro;

R4: hidrégeno o un grupo bromo; y

R5: hidrégeno, un grupo metoxilo o un grupo hidroxilo.

9.- Compuestos derivados de chalconas, segun reivindicaciébn 6,
CARACTERIZADOS por que el método para su sintesis consistid en la
aplicacion de la condensacion de Claisen-Schmidt entre diferentes
benzaldehidos y acetofenonas.

10.- Compuestos derivados de chalconas, segun reivindicacion 6,
CARACTERIZADOS por que corresponden especificamente a los siguientes
compuestos:

a) (2E)-1-(4-bromodifenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona,
b) (2E)-1-(4-bromodifenil)-3-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona,
c) (2E)-1-(4-bromodifenil)-3-(4-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona,
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d) (2E)-1-(4-bromodifenil)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenii)prop-2-en-1-ona,
e) (1E, 4E)-1,5-difenilpenta-1,4-dien-3-ona,

f) (1E, 4E)-1,5-(4-hidroxidifenil)penta-1,4-dien-3-ona,

g) (1E, 4E)-1,5-(4-metoxidifenil)penta-1,4-dien-3-ona,

h) (2E)-2cloro-3-(4-hidroxifenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona,

i) (2E)-2 cloro-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1-feniiprop-2-en-1-ona.

11.- Compuestos derivados de 1, 3, 4-tiadiazol alquilamidas y chalconas, segun
reivindicaciones 1 y 6, CARACTERIZADOS por que presentan una potente
actividad antagonista para el modo de activaciéon de! receptor TRPV-1 por
capsaicina y por temperatura.

12.- Compuestos derivados de 1, 3, 4-tiadiazol alquilamidas y chalconas, segin
reivindicaciones 1 y 6, CARACTERIZADOS por que presentan una actividad

antagonista en el orden nanomolar, con rangos de ICsg entre 0.04-1.2 nM,

13.- Compuestos derivados de 1, 3, 4-tiadiazol alquilamidas y chalconas, segin
reivindicaciones 1y 6, CARACTERIZADOS por que presentan un modo distinto
de unidén en el sitio ortostérico del receptor TRPV-1, que contribuye en el
aumento de la actividad antagonista.

14.- Compuestos derivados de 1, 3, 4-tiadiazol alquilamidas y chalconas, segun
reivindicaciones 1 y 6, CARACTERIZADOS por que exhiben actividad
antagonista en receptores TRPV-1 con alta restriccién conformacional, que es
regulada a través del reemplazo isostérico del grupo amida presente en
analogos de capsaicina por el heterociclo 1, 3, 4-tiadiazol, y a través del doble
enlace insaturado y la eliminacion de los grupos espaciadores, en las

chalconas.

15.- Compuestos derivados de 1, 3, 4-tiadiazol alquilamidas y chalconas, segun
reivindicaciones 1 y 6, CARACTERIZADOS por que la restriccion
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conformacional impuesta permite estabilizar el estado conformacional del

receptor TRPV-1 responsable de su inactivacién.

16.- Uso de compuestos derivados de 1, 3, 4-tiadiazol alquilamidas y
chalconas, segun reivindicaciones 1 y 6, CARACTERIZADOS por que se
utilizan para la elaboracién de un medicamento para tratar enfermedades en
las que el receptor TRPV-1 se encuentre sobreactivado, como por ejemplo el

dolor crénico.
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because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box No. IIl  Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

see supplemental sheet
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claims. o
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SUPPLEMENTAL SHEET RELATING TO BOX Il

The invention relates to compounds derived from 1,3,4-dithiazole alkyl amide and chalcones with
activity as inhibitors of TRPV-1 receptor activation.

The international application lacks unity of invention because it comprises two inventions covered by
the following claims:

Invention 1: Claims: 1-5 and claims 11-16 (in part). 1,3,4-dithiazole alkyl amide derivatives that inhibit
the activation of the TRPV-1 receptor.

Invention 2: Claims: 6-10 and claims 11-16 (in part). Chalcone derivatives that inhibit the activation of
the TRPV-1 receptor.

These two inventions are not so linked as to form a single general inventive concept, and therefore do
not meet the requirements of PCT Rule 13.1.

The problem addressed by the present application is that of providing new compounds that inhibit the
activation of the TRPV-1 receptor and that are useful in diseases in which the TRPV-1 receptor is
overactivated, such as chronic pain.

The first solution to this problem is the use of the compounds defined in figure 1 of the application,
which are 1,3,4-dithiazole alkyl amide derivatives.

The second solution is the use of the compounds defined in formulae 2 and 3, which are chalcone
derivatives.

Said compounds do not belong to the same family of compounds, that is to say, they do not share a
common structure, and therefore each represents a different solution to the technical problem
addressed.

Consequently, the requirement in respect of unity of invention is not met, since there is no technical
relationship among the above-mentioned groups of claims involving a single general inventive concept
(PCT Rule 13.1).

Moreover, there is no other identical or corresponding special technical feature that could substantiate a
technical relationship among the above-mentioned inventions within the meaning of PCT Rule 13.2.
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Ver Hoja Adicional

De acuerdo con la Clasificacién Internacional de Patentes (CIP) o segtin la clasificacion nacional y CIP.

B. SECTORES COMPRENDIDOS POR LA BUSQUEDA

Documentacién minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacién)

CO07D, A61K, A61P

Otra documentacién consultada, ademds de la documentacién minima, en la medida en que tales documentos formen parte de los sectores
comprendidos por la biisqueda

Bases de datos electrénicas consultadas durante la biisqueda internacional (nombre de la base de datos y, si es posible, términos de
buisqueda utilizados)

EPODOC, INVENES, WPI, NPL, EMBASE, MEDLINE, BIOSIS, XPESP, XOPESP2, REGISTRY, HCAPLUS

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Relevante para las

Categoria*® Documentos citados, con indicacion, si procede, de las partes relevantes reivindicaciones n°
A EP 0371438 A2 (WARNER LAMBERT CO) 06/06/1990, 1-5,11-16
pagina 6
A GOWRAMMA, B et al. Synthesis of 2-[(bis(2-chloroethyl)amino) 1-5,11-16

acetamido]-5-substituted-1,3,4-thiadiazoles as possible alkylating
anticancer agents. Asian Journal of Chemistry, 2006; Volumen 18, n°® 4.
Pédginas 2705-2711, ISSN0970-7077, tabla 1, esquema 1.

En la continuacién del recuadro C se relacionan otros documentos Los documentos de familias de patentes se indican en el

anexo

* Categorias especiales de documentos citados: "T" documento ulterior publicado con posterioridad a la fecha de

"A" documento que define el estado general de la técnica no presentacion internacional o de prioridad que no pertenece al

considerado como particularmente relevante. estado de la técnica pertinente pero que se cita por permitir

"E" solicitud de patente o patente anterior pero publicada en la la comprension del principio o teoria que constituye la base
fecha de presentacién internacional o en fecha posterior. de la invencién.

e ey . . . .
"L"  documento que puede plantear dudas sobre una reivindicacién X documento  particularmente  relevante; la  invenci6n
de prioridad o que se cita para determinar la fecha de reivindicada no puede considerarse nueva o que implique

publicacién de otra cita o por una razén especial (como la una actividad inventiva por referencia al documento
indicada). aisladamente considerado.

. . . 7 . . . .

"0" documento que se refiere a una divulgacién oral, a una 'Y  documento particularmente relevante; la  invencién

utilizacion, a una exposicién o a cualquier otro medio. reivindicada no puede considerarse que implique una
actividad inventiva cuando el documento se asocia a otro u

otros documentos de la misma naturaleza, cuya combinacién
resulta evidente para un experto en la materia.

"P" documento publicado antes de la fecha de presentacién
internacional pero con posterioridad a la fecha de prioridad

reivindicada.
"&" documento que forma parte de la misma familia de patentes.
Fecha en que se ha concluido efectivamente la biisqueda internacional. Fecha de expedicién del informe de biisqueda internacional.
13/03/2014 18 de marzo de 2014 (18/03/2014)
Nombre y direccién postal de la Administracién encargada de la Funcionario autorizado
buisqueda internacional H. Aylagas Cancio

OFICINA ESPANOLA DE PATENTES Y MARCAS
Paseo de la Castellana, 75 - 28071 Madrid (Espafia)
N° de fax: 91 349 53 04 N° de teléfono 91 3498563
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reivindicaciones n°

P.X REBOLLEDO C L et al. Design and

synthesis of conformationally restricted capsaicin
analogues based in the 1, 3, 4-thiadiazole heterocycle
reveal a novel family of transient receptor

potential vanilloid 1 (TRPV1) antagonists. European
Journal of Medicinal Chemistry 2013 Elsevier
Masson SAS fra 00/00/2013 VOL: 66 Pags: 193

- 203 ISSN 0223-5234 (print) ISSN 1768-3254
(electronic) Doi: doi:10.1016/j.ejmech.2013.05.001,
todo el documento.

1-5,11-16
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PCT/CL2013/000085

Recuadro II Observaciones cuando se estime que algunas reivindicaciones no pueden ser objeto de biisqueda (continuacién
del punto 2 de la primera hoja)

Este informe de brisqueda internacional no se ha realizado en relacién a ciertas reivindicaciones segtin el articulo 17.2.a) por los siguientes
motivos:

1. O Las reivindicaciones n:
se refieren a un objeto con respecto al cual esta Administracion no estd obligada a proceder a la biisqueda, a saber:

2. O Las reivindicaciones n°*
se refieren a elementos de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos establecidos, de tal modo que no pueda
efectuarse una biisqueda provechosa, concretamente:

3. O Las reivindicaciones n°:
son reivindicaciones dependientes y no estin redactadas de conformidad con los parrafos segundo y tercero de la regla 6.4(a).

Recuadro III Observaciones cuando falta unidad de invencién (continuacién del punto 3 de la primera hoja)

La Administracién encargada de la Biisqueda Internacional ha detectado varias invenciones en la presente solicitud internacional, a saber:

Ver hoja adicional

1. [ Dado que todas las tasas adicionales requeridas han sido satisfechas por el solicitante dentro del plazo, el presente informe de
buisqueda de tipo internacional comprende todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de biisqueda.

2. O pado que todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de biisqueda podrian serlo sin realizar un esfuerzo que justifique tasas
adicionales, esta Administracién no requiri6 el pago de tasas adicionales.

3. O pado que tan sélo una parte de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha dentro del plazo por el solicitante, el presente
informe de biisqueda de tipo internacional comprende solamente aquellas reivindicaciones respecto de las cuales han sido
satisfechas las tasas, concretamente las reivindicaciones n®:

4. Ninguna de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha por el solicitante dentro de plazo. En consecuencia, el presente
informe de biisqueda de tipo internacional se limita a la invencién mencionada en primer término en las reivindicaciones, cubierta

por las reivindicaciones n*: 1-5, 11-16 (en parte)

Indicacion en cuanto a la protesta O se acompafié a las tasas adicionales la protesta del solicitante y, en su caso,
el pago de una tasa de protesta.

Se acompafi6 a las tasas adicionales la protesta del solicitante, pero la tasa de protesta
aplicable no se pagé en el plazo establecido para ello.

O pago de las tasas adicionales no ha sido acompafiado de ninguna protesta.

Formulario PCT/ISA/210 (continuacién de la primera hoja (2)) (Julio 2009)
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HOJA ADICIONAL DE REC. 111

El objeto de la invencién son compuestos derivados de 1, 3, 4 ditiazol alquilamidas y de chalconas
con actividad como inhibidores de la activacién del receptor TRPV-1.

La solicitud internacional no tiene unidad de invencién ya que comprende 2 invenciones cubiertas
por la siguientes reivindicaciones:

Invencion 1: Reivindicaciones 1-5 y reivindicaciones 11-16 (en parte). Compuestos derivados de
1, 3, 4 ditiazol alquilamidas inhibidores de la activacién del receptor TRPV-1.

Invencion 2: Reivindicaciones 6-10 y reivindicaciones 11-16 (en parte). Compuestos derivados de
chalconas inhibidores la activacién del receptor TRPV-1.

Estas dos invenciones no estan relacionadas entre si de forma que se integren en un tinico concepto
inventivo general, incumpliendo por tanto los requisitos establecidos en la regla 13.1 PCT.

El problema que subyace en la presente solicitud es la provisién de nuevos compuestos inhibidores
de la activacion del receptor TRPV-1 titiles en enfermedades en las que el receptor TRPV-1 se
encuentre sobreactivado, tales como el dolor crénico.

La primera solucién a dicho problema es la utilizacién de compuestos definidos en la figura 1 de la
solicitud que son derivados de 1, 3, 4 ditiazol alquilamidas.

La segunda solucién es la utilizacién de compuestos definidos en las férmulas 2 y 3 que son
derivados de chalconas.

Los compuestos mencionados no pertenecen a la misma familia de compuestos, esto es, no
comparten una estructura comun, por lo que cada uno de ellos representa una solucion distinta al
problema técnico planteado.

Por lo tanto, el requisito de unidad de invencién no se cumple, ya que no existe una relacién
técnica entre los grupos de reivindicaciones antes mencionadas de forma que se integren en un
unico concepto inventivo general (Regla 13.1 PCT).

Asimismo, no existe otro elemento técnico particular idéntico o correspondiente que pueda servir
de base para establecer una relacién técnica entre las invenciones arriba mencionadas en el sentido
de la Regla 13.2 PCT.
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