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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para tratar trastornos médicos relacionados con estrégenos
Campo técnico

La presente invencion se refiere a compuestos y a composiciones para su uso en el tratamiento y la identificacion de
trastornos médicos relacionados con estrogenos tales como cancer, inflamacioén, osteoporosis, atrofia vaginal,
enfermedades del sistema nervioso central y enfermedades del sistema cardiovascular.

Antecedentes

Ademas de las funciones del desarrollo, se ha descubierto que los estrégenos reducen la incidencia de cardiopatia
coronaria (1), mantienen la densidad mineral 6sea (2) y, en el SNC, fomentan la supervivencia neuronal (3, 4) y la
neurogénesis del hipocampo (5-7). Estudios mediante técnicas de neuroimagen revelan que la terapia con
estrogenos mejora el torrente sanguineo del cerebro y el rendimiento de las tareas de memoria dependientes del
hipocampo en seres humanos (8, 9). Otros estudios observacionales han descubierto que el estrégeno ayuda a
aliviar el deterioro cognitivo relacionado con la edad al conservar la funcién ejecutiva en el I6bulo frontal (10).

El raloxifeno (EVISTA) es un modulador selectivo de los receptores de estrogenos (SERM) de segunda generacion
usado clinicamente para el tratamiento de osteoporosis en mujeres posmenopausicas, que actia como
antiestrogeno en la mama y el endometrio (17-21). Sin embargo, el raloxifeno aumenta el riesgo de tromboembolia
de por vida (23). Se ha descubierto que el raloxifeno potencia los niveles de NO vasodilatador a través de la accion
sobre la éxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) (24-26) y el aumento de acontecimientos tromboembdlicos se ha
atribuido a la actividad eNOS disminuida en mujeres posmenopausicas (27). EI NO inhibe la formacién de trombos a
través de la inhibicién del reclutamiento, la adhesién y la agregacion de plaquetas (28). EI SERM de la siguiente
generacion, arzoxifeno (41, 42), un profarmaco de desmetilarzoxifeno (DMA), se disefi6 para mejorar el perfil
farmacocinético (PK) en relacion con el raloxifeno, del que difiere sélo en un atomo (43, 44). Las reacciones de 17§-
estradiol (E2), raloxifeno y un isémero con NO, peroxinitrito y especies reactivas del nitrégeno/oxigeno (RNOS)
generadas a partir de sistemas de NO2-/H202 se han examinado por Toader et al., 2003 (101). Notificaron que el
peroxinitrito de la inyeccién en bolo o la liberacion lenta a partir de mayores concentraciones de 3-
morfolinosidnonimina (SIN-1) reacciond con los benzotiofenos y E2 para dar una nitracion del anillo aromatico,
mientras que el peroxinitrito, producido a partir de la lenta descomposicion de menores concentraciones de SIN-1,
era relativamente no reactivo hacia Ez y dio lugar a productos de oxidacion y nitrosacion con raloxifeno y su isémero.
Los productos de oxidacion y nitrosacién formados se caracterizaron como un dimero y un derivado de quinona
oxima (101).

Sumario
En un aspecto, se da a conocer un compuesto de formula (l1),

A1

l\ N
— ,6(3
4 ),
1,

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. A1 se selecciona del grupo que consiste en haldgeno,
trifluorometilo y -OR1. A2 se selecciona del grupo que consiste en halégeno, trifluorometilo y -OR2. A3 se selecciona
del grupo que consiste en alquilo, arilo, cicloalquilo, cicloalquilalquilo, heterociclo y heteroarilo. A4 se selecciona del
grupo que consiste en hidrégeno, halégeno, alquilo, ciano, trifluorometilo, aril-heteroarilo, en el que el arilo esta
sustituido o no sustituido (por ejemplo, 1-(4-fluorofenil)-1H-1,2,3-triazolilo), y -ORs3. R1 se selecciona del grupo que
consiste en -SO3R*!, -PO3RY'R?" y -C(=O)R?, Rz y R3 se seleccionan cada uno independientemente del grupo que
consiste en hidrogeno, alquilo, -SO3R*!, -PO3RY'R?! y -C(=0)R2. R¥!, R¥! y R?!, en cada aparicién, se seleccionan
independientemente del grupo que consiste en hidrégeno y un catiéon farmacéuticamente aceptable. R? es alquilo o -
OH.

A modo de ilustraciéon unicamente, el compuesto de formula (ll) puede comprender un compuesto de férmula (I1-i),
un compuesto de formula (ll-ii), un compuesto de formula (lIl-iii), un compuesto de formula (ll-iv), un compuesto de
férmula (ll-v) o un compuesto de formula (l1-vi)
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(I1-v) (I-vi)
o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos. A1 se selecciona del grupo que consiste en halégeno,
trifluorometilo y -OR1. A2 se selecciona del grupo que consiste en halégeno, trifluorometilo y -OR2. A3 se selecciona
del grupo que consiste en alquilo, arilo, cicloalquilo, cicloalquilalquilo, heterociclo y heteroarilo. A4 se selecciona del
grupo que consiste en hidrégeno, halégeno, alquilo, ciano, trifluorometilo, aril-heteroarilo, en el que el arilo esta
sustituido o no sustituido (por ejemplo, 1-(4-fluorofenil)-1H-1,2,3-triazolilo), y -ORs. R+1 se selecciona del grupo que
consiste en -SO3R*!, -PO3RY'R?" y -C(=O)R?, R2 y R3 se seleccionan cada uno independientemente del grupo que
consiste en hidrogeno, alquilo, -SO3k*!, -POsRY'R?! y -C(=0)R?. R*!, R¥' y R?', en cada aparicion, se seleccionan
independientemente del grupo que consiste en hidrogeno y un cation farmacéuticamente aceptable. R? es alquilo o
-OH.
El compuesto de férmula (Il) puede seleccionarse del grupo que consiste en:
(2-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)(4-(trifluorometil)fenil)metanona;
(3-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)(4-(trifluorometil )fenil)metanona;
ciclopropil(2-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzol[b]tiofen-3-il)metanona;
ciclopropil(3-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzol[b]tiofen-2-il)metanona;
(2-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)(piridin-4-il)metanona;
(3-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)(piridin-4-il)metanona;
1-(2-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)-2-metilpropan-1-ona;
1-(3-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)-2-metilpropan-1-ona;
(4-etinilfenil)(2-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)metanona;
(4-etinilfenil)(3-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[bltiofen-2-il)metanona;
(2-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)(p-toli)metanona;

(3-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)(p-tolil)metanona;

(4-(1-(4-fluorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il )fenil)(2-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)metanona;
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(4-(1-(4-fluorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il )fenil )(3-(4-fluorofenil}-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)metanona;
(3r,5r,7r)-adamantan-1-il(2-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)metanona; y
(3r,5r,7r)-adamantan-1-il(3-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)metanona;

o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

En otro aspecto, se da a conocer una composicion para su uso en el tratamiento de un trastorno médico relacionado
con estrégenos en un sujeto que necesita tal tratamiento, en la que el trastorno se selecciona del grupo que consiste
en: cancer, inflamacion, osteoporosis, atrofia vaginal, enfermedades del sistema nervioso central y enfermedades
del sistema cardiovascular, en la que la composicion comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos
uno de dicho compuesto de férmula (Il) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

El trastorno médico relacionado con estrogenos puede ser una enfermedad del sistema nervioso central
seleccionada del grupo que consiste en enfermedad de Alzheimer y deterioro cognitivo leve. El trastorno médico
relacionado con estrégenos puede ser un enfermedad cardiovascular tal como trombosis. El trastorno médico
relacionado con estrégenos puede ser un cancer seleccionado del grupo que consiste en cancer de mama, cancer
de ovario, cancer de prostata y cancer de pulmon. El cancer de mama puede ser un cancer de mama resistente al
tamoxifeno o un cancer de mama triple negativo.

El al menos un compuesto de férmula (II) puede seleccionarse del grupo que consiste en: (2-(4-fluorofenil)-6-
hidroxibenzol[bltiofen-3-il)(4-(trifluorometil)fenil)metanona; (3-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)(4-
(trifluorometil)fenil)metanona;  ciclopropil(2-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzol[b]tiofen-3-il)metanona;  ciclopropil(3-(4-
fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)metanona; (2-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)(piridin-4-il)metanona;
(3-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)(piridin-4-il)metanona; 1-(2-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)-2-
metilpropan-1-ona; 1-(3-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)-2-metilpropan-1-ona; (4-etinilfenil)(2-(4-fluorofenil)-
6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)metanona;  (4-etinilfenil)(3-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)metanona;  (2-(4-
fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)(p-tolil)metanona; (3-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)(p-
tolil)metanona;  (4-(1-(4-fluorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)fenil)(2-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[bltiofen-3-il)metanona;
(4-(1-(4-fluorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il )fenil )(3-(4-fluorofenil}-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)metanona; (3r,5r,7r)-
adamantan-1-il(2-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)metanona;  (3r,5r,7r)-adamantan-1-il(3-(4-fluorofenil)-6-
hidroxibenzol[bltiofen-2-il)metanona; y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

A modo de ilustraciéon unicamente, en el presente documento se da a conocer un método para identificar un cancer
en un sujeto. El método puede comprender obtener una muestra de prueba del sujeto que tiene cancer y determinar
una cantidad de proteina cinasa C alfa (PKCa) en la muestra de prueba. Si la cantidad de PKCoa. en la muestra de
prueba es mayor que la cantidad de PKCa en una muestra de prueba de un sujeto que no tiene cancer, entonces el
cancer puede ser sensible a al menos un compuesto de férmula (Il) o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo.

El al menos un compuesto de formula (ll) puede seleccionarse del grupo que consiste en: (2-(4-fluorofenil)-6-
hidroxibenzol[b]tiofen-3-il)(4-(trifluorometil)fenil)metanona; (3-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)(4-
(trifluorometil)fenil)metanona;  ciclopropil(2-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)metanona;  ciclopropil(3-(4-
fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)metanona; (2-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)(piridin-4-il)metanona;
(3-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)(piridin-4-il)metanona;  1-(2-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)-2-
metilpropan-1-ona; 1-(3-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)-2-metilpropan-1-ona; (4-etinilfenil)(2-(4-fluorofenil)-
6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)metanona;  (4-etinilfenil)(3-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)metanona;  (2-(4-
fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)(p-tolil)metanona; (3-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)(p-
tolil)metanona;  (4-(1-(4-fluorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)fenil)(2-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)metanona;
(4-(1-(4-fluorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il )fenil )(3-(4-fluorofenil }-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)metanona; (3r,5r,7r)-
adamantan-1-il(2-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)metanona;  (3r,5r,7r)-adamantan-1-il(3-(4-fluorofenil)-6-
hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)metanona; y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra que la neuroproteccion provocada por SERM en neuronas corticales primarias expuestas a OGD
es dependiente de GPR30. Se sometieron los cultivos neuronales primarios a OGD durante 2 h con los compuestos
afiadidos al inicio de la OGD y se afiadieron inhibidores 45 min antes de OGD. Se midio la supervivencia celular a
las 24 h. El uso de inhibidores selectivos de la ruta indica que la neuroproteccién de DMA y NO-DMA esta mediada a
través de la sefalizacion de GPR30 dependiente de PI3K de una manera independiente de ER y NOS. Los datos
muestran la media y el E.E.M. normalizados con respecto al control de veh. y E2 (n=6); **=p<0,01, ***=p<0,001 en
comparacion con el control de veh. usando ANOVA unilateral con la prueba de Dunnett a posteriori.

La figura 2 muestra que la reversion de la deficiencia en la LTP en ratones 3xTg de edad avanzada por SERM es
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dependiente de GPR30. Se midi6 la LTP después de la TBS en la regiéon CA1 de secciones del hipocampo de
ratones macho 3xTg de 16 meses o controles WT. Se afiadieron los compuestos de prueba (SERM 100 nM; G15
100 nM) 30 min antes de la TBS. (A, B) DMA y NO-DMA restablecieron las deficiencias en la LTP con respecto a los
niveles WT y G15 bloqueé las acciones de DMA. (C) El andlisis secundario de rafagas theta indica accion durante
tanto la induccion como la estabilizacion de LTP, a través de un mecanismo dependiente de GPR30. Los datos
muestran la media y el E.E.M. normalizados con respecto al nivel inicial (n=4-9); *=p<0,05, **=p<0,01 en
comparacion con el control de veh. transgénico usando ANOVA unilateral con la prueba de Dunnett a posteriori.

La figura 3 muestra la relajacion de anillos aodrticos aislados inducida por SERM y NO-SERM. (A) Los valores de
CEso para la relajacion no fueron significativamente diferentes (p>0,05, ANOVA unilateral y prueba de Newman-
Keuls a posteriori). Las respuestas maximas de relajacion para arzoxifeno y FDMA fueron significativamente
menores que aquellas para DMA y raloxifeno (p<0,05, ANOVA unilateral y prueba de Newman-Keuls a posteriori).
Cada valor representa la media + E.E.M. (n=7-13). (B) La retirada del endotelio o la inhibicion de NOS con L-NAME
redujo la respuesta maxima de relajacion a DMA (p<0,01, ANOVA unilateral y prueba de Newman-Keuls a
posteriori). Cada valor representa la media + E.E.M. (n=7). (C) Los valores de CEso para la relajacion aumentaron
significativamente en presencia de L-NAME o después de la retirada del endotelio (p<0,05, ANOVA unilateral y
prueba de Newman-Keuls a posteriori). Cada valor representa la media + E.E.M. (n=7).

La figura 4 muestra los efectos de SERM y NO-SERM sobre los niveles de NO en plasma y en el SNC de ratones
WT y eNOS (-/-). Se evaluaron los niveles de NO midiendo los productos de descomposicion 1 h después de la
inyeccion i.p. de SERM (2 mg/kg) usando deteccion por quimioluminiscencia. Tanto DMA como NO-DMA
aumentaron los niveles de NO en ratones WT. La respuesta disminuida en eNOS (-/-) se atenué significativamente
en animales tratados con DMA en relacion con NO-DMA. Los datos muestran la media y el E.E.M. (n=4-12);
*=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001 usando ANOVA unilateral con la prueba de Bonferroni a posteriori.

La figura 5 muestra la reversion de la deficiencia de memoria en STPA en ratones WT y eNOS (-/-). Se indujo
deficiencia de memoria amnésico mediante inyeccion i.p. de o bien escopolamina (1 mg/kg) o bien L-NAME
(50 mg/kg) 30 min antes del adiestramiento en ratones macho C57BI/6. Se administraron SERM (2 mg/kg) 20 min
antes del adiestramiento y se evalud la latencia 24 h después del adiestramiento, retirandose los animales de la
tarea si la latencia > 300s. Todos los SERM, excepto F-DMA, restablecieron las deficiencias inducidas por
escopolamina en la STPA en animales WT. Contra la deficiencia inducida por L-NAME, sé6lo NO-DMA mostré
eficacia en la reversion de las deficiencias de memoria. En animales eNOS (-/-) sujetos a amnesia inducida por
escopolamina, s6lo NO-DMA mostr6 eficacia. Los datos muestran la media y el E.E.M. (n=4-10); **=p<0,01,
***=p<0,001 en comparacién con control de veh. usando ANOVA unilateral con la prueba de Dunnett a posteriori.

La figura 6 muestra el efecto de SERM y NO-SERM sobre las cascadas de coagulacion intrinseca (PTT) y
extrinseca (aPTT). Se extrajo sangre mediante puncion cardiaca y se determinaron PTT y aPTT 1 6 3 h después de
la administracion i.p. del farmaco (2 mg/kg). La actividad anticoagulante de DMA fue mas corta que la de NO-DMA y
no persistid en presencia del bloqueo de NOS. Los datos muestran la media y el E.E.M. (n=2-8); *=p<0,05,
**=p<0,01, ***=p<0,001 usando ANOVA unilateral con la prueba de Bonferroni a posteriori.

La figura 7 muestra que G15 no tiene ningun efecto sobre la LTP en ratones C57BI/6. Se midié la LTP después de la
TBS en la region CA1 de secciones del hipocampo de ratones macho C57BI/6 de 8 meses. Se afiadiéo G15 (100 nM)
30 min antes de la TBS y se continud hasta el final. G15 no tuvo ningun efecto sobre la LTP, que alcanzo niveles
iguales al fondo WT en la figura 2 tanto para los controles como para G15. Los datos muestran la media y el E.E.M
normalizados con respecto al nivel inicial (n=5-6).

La figura 8 muestra la biodisponibilidad de SERM en plasma y en el SNC de ratones WT y eNOS (-/-). Se evalué la
biodisponibilidad usando CL/EM-EM después de la extraccion de liquido con patron interno después de la inyeccion
i.p. de DMA 5 mg/kg. DMA muestra una biodisponibilidad sustancial, con una retencién preferencial en el hipocampo
de hasta 2 h después de la administracién. Los datos muestran la media y el E.E.M. (n=4).

La figura 9 muestra que ODQ bloquea el efecto de DMA sobre la LTP en ratones 3xTg. Se midié la LTP en la region
CA1 de secciones del hipocampo de ratones macho 3xTg de 16 meses usando el método detallado en el presente
documento, con la excepcion de un intervalo entre rafagas variable durante la TBS. Se afiadio ODQ (10 nM) 30 min
antes de la TBS y se continué hasta el final. Los datos muestran la media y el E.E.M. normalizados con respecto al
nivel inicial (n=9-10).

Descripcion detallada

En un aspecto, la presente invencion se refiere a un compuesto de formula (11),
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que A1 se selecciona del grupo que consiste en haldégeno,
trifluorometilo y -OR1; A2 se selecciona del grupo que consiste en halégeno, trifluorometilo y -OR2; A3 se selecciona
del grupo que consiste en alquilo, arilo, cicloalquilo, cicloalquilalquilo, heterociclo y heteroarilo; A4 se selecciona del
grupo que consiste en hidrégeno, halégeno, alquilo, ciano, trifluorometilo, aril-heteroarilo, en el que el arilo esta
sustituido o no sustituido (por ejemplo, 1-(4-fluorofenil)-1H-1,2,3-triazolilo), y -ORs; R+ se selecciona del grupo que
consiste en -SO3R*', -PO3RY'R?' y -C(=0)R?; R2 y R3 se seleccionan cada uno independientemente del grupo que
consiste en hidrégeno, alquilo, -SOs3k*!, -POsRY'R?" y -C(=O)R2. R¥!, R¥! y R?!, en cada aparicion, se seleccionan
independientemente del grupo que consiste en hidrogeno y un cation farmacéuticamente aceptable. R? es alquilo o
-OH.

Los ejemplos representativos de compuestos de férmula (Il) son:
(2-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)(4-(trifluorometil )fenil)metanona;
(3-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)(4-(trifluorometil )fenil)metanona;
ciclopropil(2-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)metanona;
ciclopropil(3-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)metanona;
(2-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)(piridin-4-il)metanona;
(3-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)(piridin-4-il)metanona;
1-(2-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)-2-metilpropan-1-ona;
1-(3-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)-2-metilpropan-1-ona;
(4-etinilfenil)(2-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[bltiofen-3-il)metanona;
(4-etinilfenil)(3-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[bltiofen-2-il)metanona;
(2-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)(p-tolil)/metanona;
(3-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)(p-tolil)metanona;

(4-(1-(4-fluorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il )fenil)(2-(4-fluorofenil }-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)metanona;
(4-(1-(4-fluorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il )fenil )(3-(4-fluorofenil }-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)metanona;
(3r,5r,7r)-adamantan-1-il(2-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)metanona;
(3r,5r,7r)-adamantan-1-il(3-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)metanona;

o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

El compuesto de férmula (lI) puede ser un modulador selectivo de los receptores de estrégenos (SERM). Los
compuestos de férmula (II) pueden prevenir o reducir el riesgo de trombosis a través de las rutas intrinseca y/o
extrinseca de los anticoagulantes. Los compuestos de férmula pueden prevenir o reducir el riesgo de trombosis
incluso cuando eNOS se inhibe o inactiva. Los compuestos de férmula (II) pueden ser procognitivos y
neuroprotectores incluso en presencia de disfuncién de la NOS.

La presente invencion también se refiere a una composicidon para su uso en el tratamiento de trastornos médicos
relacionados con estrégenos seleccionados del grupo que consiste en cancer, inflamacion, osteoporosis, atrofia

vaginal, enfermedades del sistema nervioso central (por ejemplo, enfermedad de Alzheimer y deterioro cognitivo
leve) y enfermedades del sistema cardiovascular (por ejemplo, trombosis), en la que la composicion comprende una
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cantidad terapéuticamente eficaz de al menos uno de dicho compuesto de formula (ll) y/o sales farmacéuticamente
aceptables de los mismos. El cancer puede seleccionarse del grupo que consiste en cancer de mama, cancer de
ovario, cancer de proéstata y cancer de pulmén. El cancer de mama puede ser un cancer de mama resistente al
tamoxifeno o un cancer de mama triple negativo.

A modo de ilustracion unicamente, en el presente documento se dan a conocer métodos para identificar un cancer
en un sujeto. Los métodos pueden incluir obtener una muestra de prueba del sujeto que tiene cancer y determinar
una cantidad de PKCa en la muestra de prueba. Si la cantidad de PKCa en la muestra de prueba es mayor que la
cantidad de PKCa en una muestra de prueba de un sujeto que no tiene cancer, entonces el cancer puede ser
sensible a al menos un compuesto de férmula (ll) y/o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

1. Definiciones

Los términos “comprende(n)’, “incluye(n)”, “que tiene”, “tiene”, “puede”, “contiene(n)” y variantes de los mismos, tal
como se usan en el presente documento, pretenden ser expresiones, términos o palabras de transicion abiertos que
no excluyen la posibilidad de actos o estructuras adicionales. Las formas en singular “un”, “uno(a)” y “el/la” incluyen
las referencias en plural, a menos que el contexto dicte claramente lo contrario. La presente divulgacion también
contempla otras realizaciones “que comprenden”, “que consisten en” y “que consisten esencialmente en” las

realizaciones o los elementos presentados en el presente documento, ya se expongan explicitamente o no.

El término “alcoxilo”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo alquilo, tal como se define en
el presente documento, unido al resto molecular original a través de un atomo de oxigeno. Los ejemplos
representativos de alcoxilo incluyen, pero no se limitan a, metoxilo, etoxilo, propoxilo, 2-propoxilo, butoxilo y terc-
butoxilo.

El término “alcoxicarbonilo”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo alcoxilo, tal como se
define en el presente documento, unido al resto molecular original a través de un carbonilo grupo, tal como se define
en el presente documento. Los ejemplos representativos de alcoxicarbonilo incluyen, pero no se limitan a,
metoxicarbonilo, etoxicarbonilo y terc-butoxicarbonilo.

El término “alquilo”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un hidrocarburo de cadena lineal o
ramificada que contiene desde 1 hasta 10 atomos de carbono. Los ejemplos representativos de alquilo incluyen,
pero no se limitan a, metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, sec-butilo, iso-butilo, terc-butilo, pentilo, hexilo,
heptilo, octilo, nonilo y decilo. Los grupos alquilo de esta invencion pueden no estar sustituidos o pueden estar
sustituidos con 1, 2 6 3 sustituyentes oxo.

El término “alquileno”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo divalente derivado de un
hidrocarburo de cadena lineal o ramificada de 1 a 10 atomos de carbono, por ejemplo, de 2 a 5 atomos de carbono.
Los ejemplos representativos de alquileno incluyen, pero no se limitan a, -CH2CHz-, -CH2CH2CH2-, -CH2CH2CH2CH2-
y -CH2CH2CH2CH2CH2-.

El término “alquilheterocicloalquilo”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo alquilo, tal
como se define en el presente documento, unido a un grupo heterociclo, tal como se define en el presente
documento, en el que el grupo heterociclo estd unido al resto molecular original a través de otro grupo alquilo, tal
como se define en el presente documento. Los ejemplos representativos de alquilheteroalquilo incluyen, pero no se
limitan a, etilpiperidinilpropilo.

El término “arilo”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo fenilo o un sistema de anillo
condensado biciclico. Los sistemas de anillo condensado biciclicos se ejemplifican por un grupo fenilo unido al resto
molecular original y condensado a un grupo cicloalquilo, tal como se define en el presente documento, un grupo
fenilo, un grupo heteroarilo, tal como se define en el presente documento, o un heterociclo, tal como se define en el
presente documento. Los ejemplos representativos de arilo incluyen, pero no se limitan a, indolilo, naftilo, fenilo,
quinolinilo y tetrahidroquinolinilo.

El término “carbonilo”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo -C(=0)-.

El término “cicloalquilo”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un sistema de anillo carbociclico que
contiene de tres a diez atomos de carbono, ningun heteroatomo y ninguin doble enlace. Los ejemplos representativos
de cicloalquilo incluyen, pero no se limitan a, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo, ciclooctilo,
ciclononilo y ciclodecilo. Los grupos cicloalquilo de esta invencion pueden estar opcionalmente sustituidos con 1, 2 6
3 sustituyentes alquilo.

El término “cicloalquilalquilo”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo cicloalquilo, tal como
se define en el presente documento, unido al resto molecular original a través de un grupo alquilo, tal como se define
en el presente documento. Los ejemplos representativos de cicloalquilalquilo incluyen, pero no se limitan a,
ciclopropilmetilo, 1-metilciclopropilmetilo, ciclohexilmetilo y 3,5-dimetilciclohexilmetilo.
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El término “halégeno”, tal como se usa en el presente documento, significa Cl, Br, | o F.

El término “heteroarilo”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un anillo monociclico aromatico o un
sistema de anillo biciclico aromatico. Los anillos monociclicos aromaticos son anillos de cinco o seis miembros que
contienen al menos un heteroatomo seleccionado independientemente del grupo que consiste en N, O y S. Los
anillos monociclicos aromaticos de cinco miembros tienen dos dobles enlaces y los anillos monociclicos aromaticos
de seis miembros tienen tres dobles enlaces. Los grupos heteroarilo biciclicos se ejemplifican por un anillo de
heteroarilo monociclico unido al resto molecular original y condensado a un grupo cicloalquilo monociclico, tal como
se define en el presente documento, un grupo arilo monociclico, tal como se define en el presente documento, un
grupo heteroarilo monociclico, tal como se define en el presente documento, o un heterociclo monociclico, tal como
se define en el presente documento. Los ejemplos representativos de heteroarilo incluyen, pero no se limitan a,
indolilo, piridinilo (incluyendo piridin-2-ilo, piridin-3-ilo, piridin-4-ilo), pirimidinilo y quinolinilo.

El término “heterociclo”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un anillo monociclico no aromatico o
un anillo biciclico no aromatico. El anillo monociclico no aromatico es un anillo de tres, cuatro, cinco, seis, siete u
ocho miembros que contiene al menos un heterodtomo, seleccionado independientemente del grupo que consiste en
N, O y S. Los ejemplos representativos de sistemas de anillo monociclicos incluyen, pero no se limitan a, azetidinilo
(incluyendo azetidin-2-ilo, azetidin-3-ilo), piperidinilo (incluyendo piperidin-2-ilo, piperidin-3-ilo, piperidin-4-ilo),
tetrahidrofuranilo (incluyendo tetrahidrofuran-2-ilo, tetrahidrofuran-3-ilo) y tetrahidropiranilo (incluyendo tetrahidro-2H-
piran-2-ilo, tetrahidro-2H-piran-3-ilo, tetrahidro-2H-piran-4-ilo). Los heterociclos biciclicos se ejemplifican por un
heterociclo monociclico unido al resto molecular original y condensado a un cicloalquilheterociclo monociclico, tal
como se define en el presente documento. Los sistemas de anillos biciclicos también se ejemplifican por un sistema
de anillo monociclico en puente en el que dos dtomos no adyacentes del anillo monociclico estan unidos por un
puente de entre uno y tres atomos adicionales seleccionados del grupo que consiste en carbono, nitrégeno y
oxigeno.

Los heterociclos de esta invencion pueden estar opcionalmente sustituidos con 1, 2 6 3 sustituyentes seleccionados
independientemente de alquilo, alcoxicarbonilo y oxo.

El término “heterocicloalquilo”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo heterociclo, tal como
se define en el presente documento, unido al resto molecular original a través de un grupo alquilo, tal como se define
en el presente documento. Los ejemplos representativos de heterocicloalquilo incluyen, pero no se limitan a,
etilpiperidinilo y 1-etilpiperidinilo.

El término “oxo0”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo =0.

El término “cation farmacéuticamente aceptable” se refiere a una molécula o un atomo cargado positivamente que
esta equilibrado por una molécula o un atomo cargado negativamente. Los cationes farmacéuticamente aceptables
representativos incluyen sales de metales tales como, por ejemplo, aluminio, calcio, cobre, férrica, ferrosa, litio,
magnesio, sales manganicas, manganosas, potasio, sodio, zinc y similares, asi como cationes no téxicos de amonio,
amonio cuaternario y amina, que incluye, pero no se limitan a, amonio, tetrametilamonio, tetraetilamonio, metilamina,
dimetilamina, trimetilamina, trietilamina, etilamina, amina sustituida de forma natural, aminas ciclicas, arginina,
betaina, cafeina, colina, N,N’-dibenciletiiendiamina, dietilamina, 2-dietilaminoetanol, 2-dimetilaminoetanol,
etanolamina, etilendiamina, N-etiimorfolina, N-etilpiperidina, glucamina, glucosamina, histidina, hidrabamina,
isopropilamina, lisina, metilglucamina, morfolina, piperazina, piperidina, procaina, purinas, teobromina, tripropilamina,
trometamina, trietanolamina y similares.

El término “trifluorometilo”, tal como se usa en el presente documento, significa un grupo -CFas.

En algunos casos, el nimero de atomos de carbono en un sustituyente hidrocarbilo (por ejemplo, alquilo o
cicloalquilo) se indica por el prefijo “Cx-Cy”, en el que x es el minimo e y es el maximo nimero de atomos de carbono
en el sustituyente. Por tanto, por ejemplo, “alquilo C1-C3” se refiere a un sustituyente alquilo que contiene desde 1
hasta 3 atomos de carbono.

Para la enumeracion de intervalos numéricos en el presente documento, se contempla explicitamente cada nimero
intermedio entre los mismos con el mismo grado de precisién. Por ejemplo, para el intervalo de 6-9, se contemplan
los numeros 7 y 8, ademas de 6 y 9, y para el intervalo de 6,0-7,0, se contemplan explicitamente los numeros 6,0,
6,1,6,2,6,3,6,4,6,5,6,6,6,7,6,8,69y7,0.

2. Compuestos de la invencion

Los compuestos de la invencion (también denominados en el presente documento “agentes”) son compuestos de
férmula (11)
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n,
o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos; en los que A1 se selecciona del grupo que consiste en
halégeno, trifluorometilo y -OR1; Az se selecciona del grupo que consiste en haldégeno, trifluorometilo y -ORz; As se
selecciona del grupo que consiste en alquilo, arilo, cicloalquilo, cicloalquilalquilo, heterociclo y heteroarilo; A4 se
selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, haldégeno, alquilo, ciano, trifluorometilo, aril-heteroarilo, en el que el
arilo esta sustituido o no sustituido (por ejemplo, 1-(4-fluorofenil)-1H-1,2,3-triazolilo), y -ORs. R1 se selecciona del
grupo que consiste en -SO3R*!, -POsRY'R#! y -C(=0)R?%; Rz y Rs se seleccionan cada uno independientemente del
grupo que consiste en hidrogeno, alquilo, -SOsk*!, -POsRY'R?! y -C(=0)R?. R¥!, RY' y R?', en cada aparicion, se
seleccionan independientemente del grupo que consiste en hidrégeno y un catién farmacéuticamente aceptable. R®
es alquilo o0 -OH.
Los ejemplos representativos de dichos compuestos de formula (1) son:
(2-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)(4-(trifluorometil )fenil)metanona;
(3-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)(4-(trifluorometil )fenil)metanona;
ciclopropil(2-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)metanona;
ciclopropil(3-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)metanona;
(2-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)(piridin-4-il)metanona;
(3-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)(piridin-4-il)metanona;
1-(2-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)-2-metilpropan-1-ona;
1-(3-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)-2-metilpropan-1-ona;
(4-etinilfenil)(2-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)metanona;
(4-etinilfenil)(3-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[bltiofen-2-il)metanona;
(2-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)(p-tolil)metanona;
(3-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)(p-tolil)metanona;
(4-(1-(4-fluorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il )fenil)(2-(4-fluorofenil }-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)metanona;
(4-(1-(4-fluorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il )fenil )(3-(4-fluorofenil }-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)metanona;
(3r,5r,7r)-adamantan-1-il(2-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)metanona;
(3r,5r,7r)-adamantan-1-il(3-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)metanona;
y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.
A modo de ilustracion Unicamente, los compuestos de la invencion pueden actuar o funcionar como agonista,
antagonista, modulador selectivo de los receptores de estrogenos (SERM) o imitador selectivo de estrégenos (SEM);
los compuestos pueden ser un modulador selectivo de los receptores de estrégenos donante de éxido nitrico (NO)
(NO-SERM); los compuestos pueden prevenir o reducir el riesgo de trombosis a través de las rutas intrinseca y/o
extrinseca de los anticoagulantes; los compuestos pueden prevenir o reducir el riesgo de trombosis incluso cuando
eNOS se inhibe o inactiva; y los compuestos pueden ser procognitivos y neuroprotectores incluso en presencia de

disfuncién de la NOS.

Los presentes compuestos pueden existir como una sal farmacéuticamente aceptable. El término “sal
farmacéuticamente aceptable” se refiere a sales o zwitteriones de los compuestos que son dispersables o solubles



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 857 196 T3

en agua o aceite, adecuados para el tratamiento de trastornos sin toxicidad, irritacion y respuesta alérgica indebidas,
de acuerdo con una relacion beneficio/riesgo razonable, y eficaces para su uso previsto. Las sales pueden
prepararse durante el aislamiento y la purificacion finales de los compuestos o haciendo reaccionar por separado un
grupo amino de los compuestos con un &acido adecuado. Por ejemplo, un compuesto puede disolverse en un
disolvente adecuado, tal como, pero sin limitarse a, metanol y agua, y tratarse con al menos un equivalente de un
acido, como acido clorhidrico. La sal resultante puede precipitarse y aislarse mediante filtracion y secarse a presion
reducida. Alternativamente, el disolvente y el acido en exceso pueden retirarse a presion reducida para proporcionar
una sal. Las sales representativas incluyen acetato, adipato, alginato, citrato, aspartato, benzoato, bencenosulfonato,
bisulfato, butirato, alcanforato, alcanforsulfonato, digluconato, glicerofosfato, hemisulfato, heptanoato, hexanoato,
formiato, isetionato, fumarato, lactato, maleato, metanosulfonato, naftilenosulfonato, nicotinato, oxalato, pamoato,
pectinato, persulfato, 3-fenilpropionato, picrato, oxalato, maleato, pivalato, propionato, succinato, tartrato,
tricloroacetato, trifluoroacetato, glutamato, para-toluenosulfonato, undecanoato, clorhidrico, bromhidrico, sulfurico,
fosforico y similares. Los grupos amino de los compuestos también pueden estar cuaternizados con cloruros,
bromuros y yoduros de alquilo, tales como metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, laurilo, miristilo, estearilo y
similares.

Las sales de adicion basicas pueden prepararse durante el aislamiento y la purificacion finales de los presentes
compuestos mediante la reacciéon de un grupo carboxilo con una base adecuada, tal como hidroxido, carbonato o
bicarbonato de un catién de metal tal como litio, sodio, potasio, calcio, magnesio o aluminio, o una amina organica
primaria, secundaria o terciaria. Dentro del alcance de la presente invencién se contemplan sales de amina
cuaternaria derivadas de metilamina, dimetilamina, trimetilamina, trietilamina, dietilamina, etilamina, tributilamina,
piridina, N,N-dimetilanilina, N-metilpiperidina, N-metilmorfolina, diciclohexilamina, procaina, dibencilamina, N,N-
dibencilfenetilamina, 1-efenamina y N,N’-dibenciletilendiamina, etilendiamina, etanolamina, dietanolamina, piperidina,
piperazina y similares.

3. Composiciones farmacéuticas

Los compuestos de la invencion pueden incorporarse en composiciones farmacéuticas adecuadas para la
administracién a un sujeto (tal como un paciente, que puede ser humano 0 no humano).

Las composiciones farmacéuticas pueden incluir una “cantidad terapéuticamente eficaz” o una “cantidad
profilacticamente eficaz” del agente. Una “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a una cantidad eficaz, a
dosificaciones y durante periodos de tiempo necesarios para lograr el resultado terapéutico deseado. A modo de
ilustracién Unicamente, una cantidad terapéuticamente eficaz de la composicion puede determinarla un experto en la
técnica y puede variar segun factores tales como el estado patoldgico, la edad, el sexo y el peso del individuo, y la
capacidad de la composicion para provocar una respuesta deseada en el individuo. Una cantidad terapéuticamente
eficaz también es aquella en la que cualquier efecto toxico o perjudicial de un compuesto de la invencion [por
ejemplo, un compuesto de férmula (II)] se supera por los efectos terapéuticamente beneficiosos. Una “cantidad
profilacticamente eficaz” se refiere a una cantidad eficaz, a dosificaciones y durante periodos de tiempo necesarios
para lograr el resultado profilactico deseado. Normalmente, puesto que se usa una dosis profilactica en los sujetos
antes de o en el estadio mas temprano de la enfermedad, la cantidad profilacticamente eficaz sera menor que la
cantidad terapéuticamente eficaz.

Por ejemplo, una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de formula (1), férmula (la), férmula (Ib), férmula
(Ic) o formula (II) puede ser de aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 1000 mg/kg, de aproximadamente
5mg/kg a aproximadamente 950 mg/kg, de aproximadamente 10 mg/kg a aproximadamente 900 mg/kg, de
aproximadamente 15 mg/kg a aproximadamente 850 mg/kg, de aproximadamente 20 mg/kg a aproximadamente
800 mg/kg, de aproximadamente 25 mg/kg a aproximadamente 750 mg/kg, de aproximadamente 30 mg/kg a
aproximadamente 700 mg/kg, de aproximadamente 35 mg/kg a aproximadamente 650 mg/kg, de aproximadamente
40 mg/kg a aproximadamente 600 mg/kg, de aproximadamente 45 mg/kg a aproximadamente 550 mg/kg, de
aproximadamente 50 mg/kg a aproximadamente 500 mg/kg, de aproximadamente 55 mg/kg a aproximadamente
450 mg/kg, de aproximadamente 60 mg/kg a aproximadamente 400 mg/kg, de aproximadamente 65 mg/kg a
aproximadamente 350 mg/kg, de aproximadamente 70 mg/kg a aproximadamente 300 mg/kg, de aproximadamente
75 mg/kg a aproximadamente 250 mg/kg, de aproximadamente 80 mg/kg a aproximadamente 200 mg/kg, de
aproximadamente 85 mg/kg a aproximadamente 150 mg/kg y de aproximadamente 90 mg/kg a aproximadamente
100 mg/kg.

A modo de ilustracion Unicamente, las composiciones farmacéuticas pueden incluir portadores farmacéuticamente
aceptables. El término “portador farmacéuticamente aceptable”, tal como se usa en el presente documento, significa
una carga, un diluyente, un material de encapsulacion o una sustancia auxiliar de la formulacién en forma sdlida,
semisolida o liquida, no toxica e inerte de cualquier tipo. Algunos ejemplos de materiales que pueden servir como
portadores farmacéuticamente aceptables son azucares, tales como, pero sin limitarse a, lactosa, glucosa y
sacarosa; almidones, tales como, pero sin limitarse a, almidén de maiz y almidon de patata; celulosa y sus
derivados, tales como, pero sin limitarse a, carboximetilcelulosa de sodio, etilcelulosa y acetato de celulosa;
tragacanto en polvo; malta; gelatina; talco; excipientes, tales como, pero sin limitarse a, manteca de cacao y ceras
para supositorio; aceites, tales como, pero sin limitarse a, aceite de cacahuete, aceite de semilla de algodoén, aceite
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de cartamo, aceite de sésamo, aceite de oliva, aceite de maiz y aceite de soja; glicoles, tales como propilenglicol;
ésteres, tales como, pero sin limitarse a, oleato de etilo y laurato de etilo; agar; agentes de tamponamiento, tales
como, pero sin limitarse a, hidroxido de magnesio e hidroxido de aluminio; también pueden estar presentes en la
composicion, segun el juicio del formulador &cido alginico; agua libre de pirégenos; solucién salina isoténica;
soluciéon de Ringer; alcohol etilico y disoluciones de tampon fosfato, asi como otros lubricantes compatibles no
téxicos, tales como, pero sin limitarse a, laurilsulfato de sodio y estearato de magnesio, asi como agentes
colorantes, agentes de liberacion, agentes de recubrimiento, agentes edulcorantes, aromatizantes y perfumantes,
conservantes y antioxidantes.

4. Tratamiento de trastornos médicos relacionados con estrégenos

Los compuestos y las composiciones de la presente invencion pueden ser para el tratamiento de trastornos médicos
relacionados con estrogenos seleccionados del grupo que consiste en: cancer, inflamacién, osteoporosis, atrofia
vaginal, enfermedades del sistema nervioso central y enfermedades del sistema cardiovascular en un sujeto que
necesita tal tratamiento; en el que la composiciéon comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos uno
de dicho compuesto de formula (ll) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

a. Trastornos relacionados con estrégenos

Un trastorno médico relacionado con estrégenos puede ser cualquier trastorno médico en el que se altera o cambia
la actividad de un receptor de estrogenos. La alteracion de la actividad de un receptor de estrogenos puede incluir la
regulacion por incremento o la regulaciéon por disminucion de la actividad del receptor de estrogenos. La alteracion
de la actividad de un receptor de estrogenos puede ser la misma o diferente en érganos, tejidos y/o células de un
sujeto.

Un trastorno médico relacionado con estrégenos también puede ser cualquier trastorno médico que responde a la
modulaciéon de la actividad de un receptor de estrogenos. Tal modulacion de la actividad de un receptor de
estrégenos puede incluir la regulacién por incremento o la regulacién por disminucién de la actividad del receptor de
estrogenos. La actividad de un receptor de estrogenos puede modularse o alterarse por un agonista, un antagonista,
un modulador selectivo de los receptores de estrégenos (SERM), un imitador selectivo de estrégenos (SEM), un
SERM donante de 6xido nitrico (NO-SERM) y/o un SEM donante de oxido nitrico (NO-SEM). La actividad del
receptor de estrégenos puede modularse igual o de forma distinta en drganos, tejidos y/o células diferentes de un
sujeto.

(1) Cancer

La composicion de la presente invencion puede usarse para el tratamiento del trastorno médico relacionado con
estrogenos, el cancer. El cancer puede ser un cancer de mama, un cancer de Utero, un cancer de ovario, un cancer
de préstata y un cancer de pulmén. Particularmente, el cancer de mama puede ser un cancer de mama resistente al
tamoxifeno o un cancer de mama triple negativo. La expresiéon o sobreexpresion de PKCa puede ser indicativa de o
estar asociada con el cancer de mama. La PKCa puede ser un biomarcador o marcador del cancer de mama.

A modo de ilustracién unicamente, el tratamiento puede prevenir o reducir el riesgo de cancer y el tratamiento puede
provocar la regresion parcial o completa del cancer en un sujeto.

A modo de ilustracidon unicamente, el tratamiento puede antagonizar la acciéon de los estrégenos en la mama; el
tratamiento puede bloquear o limitar las actividades mitégenas del estrogeno en la mama, el aparato reproductor y la
prostata; el tratamiento puede provocar la regresiéon parcial o completa de un cancer o tumor resistente al
tamoxifeno; y el tratamiento puede provocar la regresion parcial o completa de un cancer de mama triple negativo.

(2) Inflamacion

La composicidon de la presente invencion puede usarse para el tratamiento del trastorno médico relacionado con
estrégenos, la inflamacion. A modo de ilustracién unicamente, el tratamiento puede prevenir o reducir la inflamacion
en un sujeto que necesita tal tratamiento.

(3) Osteoporosis

La composicion de la presente invencion puede usarse para el tratamiento del trastorno médico relacionado con
estrégenos, la osteoporosis. A modo de ilustracion uUnicamente, el tratamiento puede prevenir o reducir la
osteoporosis en un sujeto que necesita tal tratamiento; el tratamiento puede prevenir o reducir la pérdida de
densidad mineral ésea en un sujeto; el tratamiento puede reducir o disminuir la tasa de recambio éseo o fracturas; y
el tratamiento puede mejorar o mantener la densidad mineral ésea en un sujeto.

(4) Atrofia vaginal
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La composicion de la presente invencion puede usarse para el tratamiento del trastorno médico relacionado con
estrégenos, la atrofia vaginal. A modo de ilustracién Unicamente, el tratamiento puede prevenir o reducir la atrofia
vaginal en un sujeto que necesita tal tratamiento.

(5) Enfermedades del sistema cardiovascular

La composicion de la presente invencion puede ser para el tratamiento de los trastornos médicos relacionados con
estrégenos, las enfermedades del sistema cardiovascular. A modo de ilustraciéon unicamente, el tratamiento puede
potenciar o mantener los efectos vasodilatadores del estradiol en la vasculatura coronaria; el tratamiento puede
disminuir o reducir los niveles de colesterol de lipoproteinas de baja densidad (LDL-C); el tratamiento puede
aumentar los niveles de colesterol de lipoproteinas de alta densidad (HDL-C); el tratamiento puede disminuir o
reducir el riesgo de infarto de miocardio; el tratamiento puede prevenir o reducir el riesgo de trombosis; el
tratamiento puede prevenir o reducir el riesgo de accidente cerebrovascular; y el tratamiento puede prevenir o
reducir el riesgo de cardiopatia coronaria.

(6) Enfermedades del sistema nervioso central

La composicion de la presente invencion puede ser para el tratamiento de los trastornos médicos relacionados con
estrogenos, las enfermedades del sistema nervioso central. La enfermedad del sistema nervioso central puede ser
enfermedad de Alzheimer o deterioro cognitivo leve. A modo de ilustracion Unicamente, el tratamiento puede
prevenir, reducir o revertir la enfermedad de Alzheimer o el deterioro cognitivo leve en un sujeto que necesita tal
tratamiento; el tratamiento puede revertir las deficiencias cognitivas; el tratamiento puede restablecer las funciones
intelectuales, la potenciacién a largo plazo (LTP) y la funcién sinaptica, y/o puede ser neuroprotector; y el tratamiento
puede fomentar la supervivencia neuronal y/o la neurogénesis del hipocampo.

b. Modos de administracion

A modo de ilustracion unicamente, el tratamiento puede incluir varios modos para administrar la composicion de la
presente invencion. Por ejemplo, los modos de administracion pueden incluir comprimidos, pastillas, grageas,
capsulas de gel duras y blandas, granulos, microgranulos, disoluciones acuosas, lipidicas, oleosas o de otro tipo,
emulsiones tales como emulsiones de aceite en agua, liposomas, suspensiones acuosas u oleosas, jarabes, elixires,
emulsiones soélidas, dispersiones sélidas o polvos dispersables. Para la preparacion de composiciones
farmacéuticas para administracion oral, el agente puede mezclarse con adyuvantes y excipientes conocidos y
usados habitualmente, tales como, por ejemplo, goma arabiga, talco, almidon, azlcares (tales como, por ejemplo,
manitosa, metilcelulosa, lactosa), gelatina, agentes tensioactivos, estearato de magnesio, disolventes acuosos o no
acuosos, derivados de parafina, agentes de reticulacion, dispersantes, emulsionantes, lubricantes, agentes
conservantes, agentes aromatizantes (por ejemplo, aceites etéreos), potenciadores de la solubilidad (por ejemplo,
benzoato de bencilo o alcohol bencilico) o potenciadores de la biodisponibilidad (por ejemplo, Gelucire.TM.). En la
composicion farmacéutica, el agente también puede dispersarse en un microparticula, por ejemplo, una composicion
de nanoparticulas.

Por ejemplo, para la administracion parenteral, el agente puede disolverse o suspenderse en un diluyente
fisioldgicamente aceptable, tal como, por ejemplo, agua, tampoén, aceites con o sin solubilizantes, agentes
tensioactivos, dispersantes o emulsionantes. Como aceites, por ejemplo y sin limitacion, pueden usarse aceite de
oliva, aceite de cacahuete, aceite de semilla de algodén, aceite de soja, aceite de ricino y aceite de sésamo. Mas
generalmente hablando, para la administracién parenteral, el agente puede estar en forma de una disolucién o
suspension acuosa, lipidica, oleosa o de otro tipo, o incluso puede administrarse en forma de liposomas o
nanosuspensiones.

El término “por via parental”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a modos de administraciéon que
incluyen la inyeccion e infusion intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, intraesternal, subcutanea e intraarticular.

La presente invencion se ilustra mediante los siguientes ejemplos.

6. Ejemplos

En los ejemplos a continuacion, se prepararon analogos de DMA y NO-DMA para el estudio de los efectos
neuroprotector y procognitivo de SERM y del potencial de un NO-SERM para superar los efectos adversos
asociados con la formacion de trombos y disfuncion de la eNOS. Se demostré que la neuroproteccién con SERM
estda mediada a través de un mecanismo dependiente de GPR30 y se ampliaron estos resultados para mostrar que
GPR30 media las acciones de SERM en la restablecimiento de la transmision sinaptica en un modelo de raton
transgénico de EA. También se demostré que los efectos procognitivos y vasodilatadores de los SERM son
dependientes de la sefalizacion de NOS intacta, mientras que los NO-SERM conservar la accion en modelos en los
que se altera la sefalizacion de NOS. Este es el primer informe de un NO-SERM que actia como agente
antitrombotico que puede revertir las deficiencias en la transmision sinaptica y la memoria en modelos de ratén, a la
vez que conserva la unién al ER y mantiene la eficacia frente a la actividad atenuada de eNOS.
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Ejemplo 1
Materiales y métodos para los ejemplos 2-8

Sintesis de NO-DMA (es decir, compuesto 8) y analogos de DMA. La sintesis de F-DMA y DMA se ha descrito (96).
La sintesis de NO-DMA (nitrato de 3-(1-(2-(4-(6-hidroxi-2-(4-hidroxifenil)benzo[b]tiofen-3-iloxi)fenoxi)etil)piperidin-4-
il)propilo) y los datos de caracterizacion completos se proporcionan en el ejemplo 11.

Uso de animales. EI Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de lllinois en Chicago
aprobd el uso de animales. Todos los experimentos cumplieron con la ley de bienestar animal, la guia de uso y
cuidado de animales de experimentacion y los principios del gobierno de los EE.UU. sobre la utilizacion y el cuidado
de animales vertebrados usados en las pautas de pruebas, investigacion y adiestramiento sobre el uso ético de
animales.

Preparacion de neuronas primarias. Se prepararon cultivos primarios de neuronas corticales disociadas de la
siguiente manera; en resumen, se disecaron las cortezas de ratas Sprague-Dawley E16-18 (Charles River). Después
de la retirada de las meninges, se disociaron las cortezas a mano y se sembraron en placa a una densidad de
108 células/ml en placas de 96 pocillos. Veinticuatro horas después de la siembra en placa, se hicieron crecer los
cultivos en medio Neurobasal A complementado con B27, glutamina y pen./estrep., con cambios del medio cada 3-
4 dias. Segun los protocolos publicados, los niveles medidos de la glia en cultivo después de DIV2 son < 0,5%.

Privacion de oxigeno y glucosa (OGD). Se cambid el medio celular a medio de crecimiento libre de rojo de fenol al
menos 3 h antes de la OGD. Se afiadieron bloqueadores de receptores 45 min antes del inicio de la OGD vy se
afiadieron SERM al inicio de la OGD, con concentraciones que se mantuvieron durante los cambios del medio. Para
la OGD, se transfirieron las células a una camara hipoxica controlada al 5% de CO2 y <1% de Oz y se reemplazo el
medio de crecimiento con solucion salina fisiolégica (en mM: NaCl 116, CaClz 1,8, MgSO4 0,8, KCI 5,4, NaHCO3
14,7, NaHPO4 1, HEPES 10, pH=7,4). Después de 2 h de OGD, se retiraron las células de la camara y se reemplazé
el medio de crecimiento. Después de 24 h, se midié la viabilidad celular mediante un ensayo MTT usando un
espectrofotometro de microplacas Dynex MRX 11.

Electrofisiologia. Todos los experimentos usaron controles de fondo WT de la misma edad o 3xTg macho
transgénicos de 16 meses. Para la electrofisiologia, se decapitaron rapidamente los ratones y se extrajeron los
cerebros en una disolucion de LCRa helada (en mM: NaCl 124, KCI 3,0, KH2PO4 1,25, NaHCOs 25,7, D-glucosa 10,
L-ascorbato 2,0, MgSO4 2,5 y CaClz 3,3) y se seccionaron en un cortador de tejidos para dar secciones de 400 um.
Se transportaron los cortes a una disolucion de LCRa a 37°C, se burbujearon de manera continua con el 95% de
Oz2/el 5% de CO:2 y se dejaron recuperar al menos 60 min antes de la experimentacion. Después de la colocacion de
un electrodo de estimulacioén en las fibras comisurales de Schaffer y registrar los electrodos con disolucién de NaCl
2 M en el estrato irradiado de la zona CA1, se ajust6 la intensidad del estimulo para provocar un fEPSP por debajo
del maximo y se monitorizé de manera continua en intervalos de 20 s durante al menos 15 min para establecer un
nivel inicial estable. Se prepararon SERM (100 nM) y G15 (100 nM) nuevos en perfundido y se inicié al menos
30 min antes de la induccién de LTP para alcanzar un nuevo nivel inicial después de observar la potenciacion de la
transmision sinaptica basal (97). Se indujo la LTP usando un protocolo de induccién de rafagas theta aplicando
10 rafagas de cuatro pulsos a 100 Hz con un intervalo entre rafagas de 200 ms. Se monitorizé el fEPSP resultante
en intervalos de 20 s durante ~60 min después de la TBS.

Biodisponibilidad en el SNC y medicién de NOx. Todos los experimentos se realizaron o bien en ratones macho
C57B1/6 (Charles River Laboratory) o bien en animales eNOS (-/-). Se inyectaron los animales (i.p.) en diversos
puntos de tiempo antes del sacrificio a las dosis especificadas. Después de la eutanasia mediante CO2, se recogio
plasma y se extrajeron las cortezas y los hipocampos después de la perfusién de PBS y se almacenaron a -80°C. SE
pesaron las muestras de tejido y se extrajeron con metanol. Se extrajeron las muestras de plasma con acetonitrilo
frio. El andlisis cuantitativo de las concentraciones de farmaco en plasma y cerebro utilizé patrones internos con
adiciones conocidas de homogeneizados de plasma y cerebro antes de la extraccion liquida con acetonitrilo o
metanol, y la separacion y la medicidon se realizaron con espectrometria de masas en tandem LC-MS/MS. El
sobrenadante (desproteinizado) se analizé mediante quimioluminiscencia con un analizador de 6xido nitrico
SIEVERS 280i.

Evitacién pasiva por cruce. Todos los experimentos se realizaron o bien en ratones macho C57B1/6 o bien en
animales eNOS (-/-). Se inyectaron (i.p.) escopolamina (1 mg/kg) o L-NAME (50 mg/kg) 30 min antes del
adiestramiento, mientras que los SERM (2 mg/kg) se inyectaron 20 min antes del adiestramiento. Se colocaron los
ratones en el compartimento de luz de la caja de luz/oscuridad y, tan pronto como entraron en el compartimento de
oscuridad, recibieron un choque eléctrico (0,5 mA, 60 Hz durante 2 segundos). Se repitidé este adiestramiento hasta
que la latencia para entrar en el lado de oscuridad alcanzé los 300 s. A las 24 h después del adiestramiento, los
animales se colocaron individualmente en el compartimento de luz y se registréd la latencia para entrar en el
compartimento de escuridad con un valor de corte de 300 s. Los detalles de este ensayo de comportamiento
ampliamente usado se han comentado previamente para compuestos donantes de NO (51, 98, 99).
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Relajacion del anillo adrtico. Se prepararon anillos aislados de las aortas de ratas macho Sprague-Dawley (250-
300 g) para las mediciones de la tensién isométrica y se equilibraron durante 1 h a una tension de reposo 6ptima de
10 mN. Se contrajeron los tejidos por debajo del maximo con fenilepinefrina 0,3 uM vy, después de 10-15 min, se
obtuvieron curvas de concentracion acumulada-respuesta para los SERM (0,01-30 uM). Algunas preparaciones de
anillo aértico se despojaron del endotelio o se trataron con L-NAME 100 uM, antes de la evaluacion de las
respuestas de relajacion inducida por SERM.

Anticoagulacién. Se inyectaron (i.p.) los SERM 1 h antes de la extraccién de sangre y se inyect6 (i.p.) L-NAME
30 min antes de la extraccidon de sangre. Se sedo al ratén exponiéndolo a CO2 hasta que quedod inconsciente y se
extrajo sangre en tubos de extraccion de sangre vacios de vidrio BD Vacutainer de 4,5 ml (con citrato de sodio
tamponado 0,105 M) mediante puncién cardiaca. Se centrifugaron las muestras de sangre a 300 g durante 30 min
para separar el plasma de la sangre y, a continuacion, se tomaron 200 ul de plasma de cada muestra y se midieron
TP y aPTT usando un analizador de coagulacion ACL 7000. El analizador inyecta 125 uM de PT-fibrinogeno
(tromboplastina calcica de cerebro de conejo liofilizado con estabilizante, polibreno, tampén y conservantes) a 75 pl
de muestra de plasma para medir el PT y se afiadieron 75 pl de synthAFAX (0,025 M) + 100 ul de CaClz (0,02 M) a
75 ul de plasma para medir el aPTT. El analisis fue a 37°C usando un fotosensor a A = 671 nm.

Ejemplo 2
Sintesis de un NO-SERM que conserva afinidad de unién nanomolar por ER

La modificacién estructural de DMA para introducir propiedades donantes de NO, tal como se detalla a continuacion,
se logro sin la perdida de union a ER. Se midi¢ la afinidad de unién a ligando mediante desplazamiento de E2
competitivo tal como se describié previamente (52). Los valores de Clso para ERa y ERB medidos para NO-DMA
fueron 21,4 + 6,7 nM y 24,4 + 9,6 nM, respectivamente. A modo de comparacion, se midieron valores de Clso para
ERa de 21,0+2,7nM, 7,8 £+1,9nMy 17 = 0,6 nM para raloxifeno, DMA y F-DMA, respectivamente.

Ejemplo 3
La neuroproteccion esta medida a través de la activacion del receptor GPR30, independiente de ERa y NOS

Previamente, se ha demostrado que las acciones neuroprotectoras de raloxifeno y DMA son dependientes de
GPR30 y estan mediadas mediante la sefializacion de PI3K/Akt (53). Se usé el ensayo de privacion de oxigeno y
glucosa (OGD) como un modelo compuesto en un cultivo neuronal primario de lesion por reperfusion isquémica para
determinar si la adicidon de capacidad donante de NO a DMA alteraba el mecanismo de accion. Veinticuatro horas
después de un periodo de privacion de glucosa de 2h, se observd que NO-DMA 100 nM provocaba una
neuroproteccion robusta idéntica a DMA, tal como se mide mediante MTT (figura 1) o LDH (datos no mostrados) y
normalizada con respecto a estradiol (E2, 10 nM). El bloqueo de la sefializacién de ERa clasica por ICI 182780
(100 nM) no bloqued este efecto. Sin embargo, tanto la toxina de la tosferina (100 ng/ml), un bloqueante de GPR, y
G15 (100 nM), un antagonista selectivo de GPR30 (54), bloquearon la actividad neuroprotectora de NO-DMA y DMA.
LY294002 (10 uM), un inhibidor selectivo de PI3K, fue eficaz, mientras que L-NAME (100 uM), un antagonista no
selectivo de NOS, fue ineficaz en la atenuacion de la actividad neuroprotectora, lo que respalda la hipétesis de que
NO-DMA sefaliza a través de la ruta PI3K/Akt aguas abajo de GPR30 de una manera similar a DMA. En este
modelo experimental, no se indica la sefializacion mediante NOS aguas abajo de PI3/Akt.

Ejemplo 4
La restablecimiento de LTP en un modelo de ratén de Alzheimer es dependiente de GPR30

La potenciacion a largo plazo (LTP) en el campo CA1 del hipocampo es un modelo celular bien estudiado para el
aprendizaje y la memoria. Para medir el efecto de DMA y NO-DMA en la reversion de las deficiencias en la
plasticidad sinaptica, se indujo LTP con un protocolo de estimulacion de rafagas theta (TBS) en las sinapsis de las
fibras comisurales/de Schaffer en el campo CA1 de cortes del hipocampo de ratones macho 3xTg de 16 meses.
Estos ratones han demostrado que tienen una notable deficiencia en LTP que se vuelve evidente a los 6 meses de
edad (55). A los 16 meses, una edad avanzada a la que una neuropatologia similar al Alzheimer esta bien
desarrollada en estos animales, no se han notificado previamente estudios sobre LTP. Se observé una deficiencia
robusta y reproducible en LTP en estos ratones transgénicos de edad avanzada, con potenciales postsinapticos
excitadores de campo (fEPSP) que mostraban una potenciaciéon promedio final de 97,0+6,4% de nivel inicial a los
45 min después de la TBS, en comparacion con 134,7+10,3% observada en los controles de tipo natural (WT) (figura
2A,B). La adicion de DMA 100 nM al perfundido de LCRa 30 min antes de la induccién de LTP dio como resultado
una reversion significativa de la deficiencia en LTP a una potenciacion promedio final de 144,94+8,7% (figura 2A,B).
NO-DMA (100 nM) tuvo efectos similares a DMA, con una potenciacion promedio de 144,2+5,2% de nivel inicial, con
una tendencia hacia una potenciacion aumentada con respecto a los ratones transgénicos sin tratar observada
inmediatamente después de la TBS (figura 2A,B). Finalmente, la adicién del bloqueante selectivo de GPR30, G15
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(100 nM), impidio la accion de DMA, con un fEPSP final que se aproxima a los niveles de ratones transgénicos sin
tratar (96,8+7,1%), mientras que no tuvo ningun efecto sobre los cortes de C57BI/6 WT en ausencia de DMA (figura
7), lo que sugiere que el receptor GPR30 es critico para los efectos de potenciacion de LTP de los SERM. Los datos
preliminares también indican que la actividad de DMA es dependiente de NOS (figura 9).

Para determinar si los farmacos potenciaron la LTP al alterar las respuestas fisioldgicas durante la induccién de LTP,
tales como las corrientes mediadas por receptores de NMDA o acontecimientos aguas abajo implicados en la
expresion o la estabilizacion, se cuantificaron las respuestas postsinapticas a las rafagas theta tal como se describio
previamente (56, 57). La potenciacion de las rafagas posteriores aumenté con DMA y NO-DMA pero no con
DMA+G15 (figura 2C), lo que sugiere que los SERM pueden actuar, al menos en parte, potenciando la
despolarizacién y la actividad de los receptores de NMDA durante la TBS, ademas de las acciones aguas abajo
sobre los acontecimientos de sefializacién que conducen a la estabilizacion de la respuesta de LTP.

Ejemplo 5
La relajacion vascular dependiente de eNOS se conserva con NO-SERM en ausencia de eNOS

Se evalud la actividad vasodilatadora de los SERM y NO-SERM usando preparaciones de anillo adrtico aislado.
Todos los SERM mostraron una relajacion dependiente de la dosis, mostrando raloxifeno y DMA una eficacia que se
aproxima a una relajacion del 100% (figura 3A). Se calcularon los siguientes valores de CEso (medio, D.E.), pero no
se encontré que fueran significativamente diferentes: FDMA, 2,4 + 1,2 uM; arzoxifeno, 3,3 + 2,5 uM; DMA, 3,5 +
2,5 uM; raloxifeno, 4,0 £ 2,9 uM, lo que sugiere una misma potencia como vasodilatadores para todos los SERM
estudiados. La retirada del endotelio o la inhibicion de NOS por L-NAME dieron como resultado una disminucion
significativa de la eficacia de DMA, lo que indica que la mayor parte de la actividad vasodilatadora de DMA esta
mediada a través de la activacion de eNOS (figura 3B). Por tanto, los SERM inducen relajacién en el modelo de
anillo adrtico a bajas concentraciones micromolares, dependiente de la sefalizacion de eNOS/NO intacta. NO-DMA
indujo una relajacion maxima en este modelo, con al menos una potencia aumentada en diez veces (CEso = 130 +
90 nM) con respecto a DMA (figura 3C). La potencia de NO-DMA se redujo en tejidos despojados del endotelio
(valor de CEso de 0,90 + 0,69 uM) y tejidos tratados con L-NAME (valor de CEso de 1,0 + 0,54 uM). Se demostré que
NO-DMA tenia acciones vasodilatadoras tanto dependientes como independientes del endotelio, mediadas a través
de eNOS vy la liberacién directa de NO.

Ejemplo 6
Los SERM biodisponibles en el SNC aumentan los niveles de NO dependiendo de la actividad de eNOS

Se midio la biodisponibilidad en cerebro y plasma de DMA (5 mg/kg; i.p.) en ratones C57BI/6 usando deteccién por
CL/EM-EM. DMA mostré una permeabilidad sustancial de la barrera hematoencefdlica, con una retenciéon
preferencial en el hipocampo con respecto a la corteza (figura 8). Se evaluaron los niveles de NO en cerebro y
plasma midiendo los productos de oxidacién metabdlica, NOz y NOs (NOx), usando deteccion por
quimioluminiscencia. Una hora después de la inyeccion de 2 mg/kg de DMA o NO-DMA, hubo una elevacion de NOx
de mas del doble en el hipocampo y plasma (figura 4). Para evaluar la contribucion relativa de eNOS, se
administraron DMA y NO-DMA a animales eNOS (-/-). En estos animales, DMA no tuvo ningun efecto sobre NOx en
plasma o hipocampo, mientras que se encontré que NO-DMA aumentaba NOx significativamente, tanto en el
hipocampo como en plasma.

Ejemplo 7

Los SERM revierten las deficiencias cognitivas colinérgicas; NO-SERM revierte la deficiencia en ratones con
desactivacion de eNOS

Para investigar los efectos procognitivos de los SERM y NO-DMA en un modelo de comportamiento in vivo de
memoria, se uso la evitacion pasiva de cruce (STPA) en ratones C57BI/6 tratados con escopolamina (1 mg/kg)
30 min antes del adiestramiento. En este ensayo, se somete a prueba la memoria 24 h y 48 h después del
adiestramiento y, puesto que los farmacos sélo se administran durante el adiestramiento, cualquiera de los efectos
secundarios de los farmacos, tales como la sedacién, son muy poco probables de confundir los resultados de las
pruebas. Una alta latencia refleja una fuerte memoria consolidada del estimulo aversivo. En animales tratados con
escopolamina, todos los tratamientos (2 mg/kg, i.p., 20 min antes del adiestramiento), excepto F-DMA y nitrato
inorganico, indujeron una reversion completa de la deficiencia de memoria a las 24 h después del adiestramiento
(figura 5). NO-DMA mostrdé una restablecimiento equivalente de la proteccidon con respecto a DMA. Para aislar los
efectos procognitivos debidos a la liberacion de NO de los debidos a NO-DMA, se repitieron los experimentos
después de la administracién de L-NAME (50 mg/kg, 30 min antes del adiestramiento) en lugar de escopolamina. L-
NAME solo dio como resultado una deficiencia cognitiva que se revirti6 sélo mediante NO-DMA. Se observaron
resultados similares en STPA después de una deficiencia inducida por escopolamina en ratones con desactivacion
de eNOS, lo que implica fuertemente a eNOS como un mediador del mecanismo de accion procognitivo de los
SERM y demuestra la capacidad de un NO-SERM para evitar la pérdida de actividad de eNOS.
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Ejemplo 8

Los SERM actuan a través de la ruta intrinseca; NO-SERM activa las rutas tanto intrinseca como extrinseca de los
anticoagulantes

El NO se ha implicado en la reduccién directa de la coagulacion (28), por tanto, se evaluaron los tiempos de
protrombina (PT) y tromboplastina activada (aPTT) para DMA y NO-DMA. A la 1 h, tanto DMA como NO-DMA
aumentaron significativamente el aPTT y ambos aumentaron el PT, pero sélo NO-DMA alcanzé un nivel de
significacion (figura 6). Después de 3 h, el efecto de DMA habia disminuido hasta el de las muestras de control,
mientras que el efecto de NO-DMA permanecié significativamente superior al control. Para someter a prueba la
actividad anticoagulante de los compuestos en modelos de funcién alterada de NOS, a ratones inyectados con L-
NAME (50 mg/kg, 30 m antes de la de la extraccion) se les administr6 DMA o NO-DMA (2 mg/kg, 1 h antes de la
extraccién) y s6lo NO-DMA mostré una anticoagulacion significativa en comparacién con el control, con un aumento
del PT significativamente superior a DMA.

Ejemplo 9
Resumen de los ejemplos 2-8

Aunque los moduladores selectivos de los receptores de estrogenos (SERM) de 22 generacion han superado
problemas ginecolégicos, el potencial de los estrogenos en la terapia neuroprotectora y procognitiva esta limitado
por el riesgo de acontecimientos tromboticos. La hipdtesis del periodo critico también postula una respuesta
atenuada a los estrogenos con la edad. Se demostré que los SERM de 32 generacién, desmetilarzoxifeno (DMA), en
cortes del hipocampo de ratones 3xTg transgénicos de edad avanzada con Alzheimer, restablecen la funcién
sinaptica con dependencia de GPR30. La neuroprotecciéon en neuronas de rata primarias también fue dependiente
de GPR30. EI DMA estaba biodisponible en el cerebro y revirtié las deficiencias cognitivas colinérgicas, sin embargo,
el DMA no pudo restablecer las funciones intelectuales en ratones en los que se inhibio o eliminé la 6xido nitrico
sintasa endotelial (eNOS). Se disefié un novedoso SERM donante de NO (NO-SERM) y demostré ser procognitivo y
neuroprotector incluso con la disfuncion de la NOS: el NO-SERM restablecio las funciones intelectuales en ratones
eNOS (-/-), restablecid la LTP en cortes del hipocampo de ratones 3xTg y protegioé a las neuronas primarias contra la
lesién por reperfusion isquémica. La activacion de eNOS subyace a los beneficios cardiovasculares de los
estrégenos y se indujo la relajacién de los anillos aorticos por SERM, aunque sélo NO-DMA conservo la eficacia en
ausencia de eNOS. Finalmente, a diferencia de DMA, se demostré que NO-DMA reducia la trombosis a través de la
ruta tanto intrinseca como extrinseca, incluso cuando se inhibié la eNOS. El NO-SERM conserva los atributos
positivos de los SERM, sin efecto secundario trombético, y puede ser Gtil en una poblaciéon en envejecimiento en la
que se atenua la actividad de eNOS.

Ejemplo 10
Discusion de los ejemplos 2-8

La menopausia se ha asociado con demencia, depresion y ansiedad, y la gestién de tales efectos con terapias
hormonales seguras y eficaces es una necesidad en gran parte insatisfecha. Los mujeres que comienzan con la
menopausia notifican dificultades de memoria y concentracion (58, 59) y se demostré que la tasa de mortalidad por
EA ajustada a por edad era del 21,7% superior para mujeres que para hombres (60). Se ha notificado que la terapia
con reposicion de estrogenos mejora o mantiene los niveles de funcién cognitiva en mujeres posmenopausicas y
reduce el riesgo de enfermedad de Alzheimer (EA), observaciones de acuerdo con los papeles propuestos para el
estrégeno en la cerebro en la proteccion, el crecimiento y la diferenciacion de neuronas (7, 61-63). Sin embargo, los
acontecimientos adversos asociados con el estrégeno recomiendan a los SERM como un enfoque alternativo. Los
efectos beneficiosos del estrégeno en el SNC, el sistema 6seo y el sistema cardiovascular son la base de la
busqueda de un SERM ideal que pueda conservar estos efectos beneficiosos a la vez que minimice o antagonice los
efectos adversos potencialmente graves de los estrogenos en los 6rganos sexuales.

El SERM de benzotiofeno, raloxifeno, ha demostrado efectos beneficiosos significativos sobre los perfiles 6seo y
lipidico en mujeres posmenopausicas (17-19), con evidencias que sugieren que los perfiles del SNC y cardiaco
permanecen positivos (14, 23). Ademas, el raloxifeno muestra actividad antiestrogénica en la mama y el endometrio
(20, 21). Estudios clinicos sobre el raloxifeno han demostrado sefiales positivas sobre las habilidades cognitivas (18,
64-66) y se han notificado efectos procognitivos y neuroprotectores en ratas hembra (67-69). Sin embargo, el
raloxifeno también ha demostrado eficacia en ratas macho (70) y se han notificado respuestas cognitivas positivas
en hombres de edad avanzada (71, 72). Los SERM de benzotiofeno, raloxifeno y DMA, tienen muchas
caracteristicas de un SERM ideal de uso potencial en el SNC, en particular si pueden eliminarse los efectos
secundarios trombaticos.

Para el disefio de un SERM ideal es relevante la interacciéon entre la sefializacion mediada por ER clasica y los
mecanismos que surgen de la rapida sefalizacion extranuclear, tal como mediante GPR30 (54, 73, 74). Con estas
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rutas de sefalizacion se asocian papeles para el NO en la sefializacién mediante la activacion de eNOS a través de
la ruta PI3K/Akt (25, 26). Se ha notificado que la neuroproteccién inducida por estrogenos y SERM esta mediada
mediante la rapida sefializacion, incluyendo la regulacion de Ca?* intracelular y la fosforilacion de ERK (75, 76). Se
ha demostrados que el ER extranuclear, vinculado a rutas de sefializacion de cinasas, incluyendo PI3K/Akt y
Src/ERK/CREB, desempefia un papel en la neuroproteccién estrogénica (75, 77), proporcionando vinculos directos a
los mecanismos antiapoptéticos (78). Se observé que el estradiol y DMA provocan neuroproteccién en neuronas
primarias sujetas a lesién por reperfusion isquémica, con la novedosa observacion de que las acciones del
estrogeno y los SERM estaban mediadas mediante GPR30 vinculado a las rutas PI3K/Akt, Src y ERK aguas abajo.
Esta actividad se conservo por NO-DMA, un NO-SERM que por si mismo es un potente antiestrégeno; aunque la
neuroproteccién en este sistema de modelo era independiente de NOS.

Para ampliar las observaciones sobre el rescate neuronal por los SERM y NO-SERM a un sistema de modelo para
el rescate sinaptico, se usé un modelo de raton 3xTg de Alzheimer. Estos ratones representan un modelo mas
completo de la enfermedad que algunas otras razas, con una produccion progresiva de AB en areas relevantes del
cerebro, patologia en placas y ovillos similares a las observadas en pacientes con EA y alteracién de la transmision
sinaptica y LTP a los 6 meses de edad (55, 79). Se eligié estudiar la funcion sinaptica en ratones 3xTg a los
16 meses, lo que representa un modelo de envejecimiento, combinado con neuropatologia sustancial de AB y tau.
Afortunadamente, se observo que DMA restablecia las deficiencias sinapticas, medidas mediante LTP en cortes del
hipocampo de ratones 3xTg; y esta actividad era de nuevo dependiente de GPR30 y se conservaba por NO-DMA.

La relajacion de los vasos sanguineos por los estrogenos y SERM esta mediada por mecanismos dependientes e
independientes del endotelio, implicando estos ultimos la activacion de eNOS. Las isoformas de ER y GPR30 se han
implicado en estas acciones (80). Los efectos vasculares del raloxifeno se han establecido bien en arterias de
conducto y, recientemente, en arterias de resistencia (81), lo que respalda el beneficio terapéutico en la
conservacion de la funcion endotelial. Se notificd por primera vez que el raloxifeno inducia vasodilatacion mediante
una ruta dependiente de ER y eNOS (82) y, posteriormente, demostré que activaba eNOS mediante PI3K/Akt (26).
En la aorta de rata, se observé vasodilatacion en respuesta a todos los SERM de benzotiofeno sometidos a prueba.
La relajacion inducida por DMA fue en gran medida dependiente del endotelio y eNOS, mientras que el NO-DMA
conservo una potencia equivalente a DMA incluso en ausencia de endotelio y eNOS.

Las deficiencias colinérgicas son la base de la terapia sintomatica actual de EA (83). Los papeles que la disfuncién
colinérgica puede desempefiar en EA y deterioro cognitivo leve (DCL) tempranos se han revisado recientemente
(84). EI DCL amnésico es un supuesto estadio prodromico de la enfermedad de Alzheimer y, con frecuencia, se ha
inducido amnesia quimica en modelos de hombre y animal en el descubrimiento y desarrollo de farmacos usando el
bloqueo colinérgico con escopolamina (85). Los SERM de benzotiofeno, raloxifeno, arzoxifeno y DMA, restablecieron
la deficiencia cognitiva inducida en ratones por la escopolamina. Son necesarias las acciones concertadas de eNOS
y nNOS para la LTP normal en el hipocampo vy, en tejidos de ratones con genes inactivados, el NO exdgeno puede
reemplazar la funcion de NOS (38). Por tanto, dadas las observaciones sobre los SERM y NO-SERM en la
vasculatura, se indic6 el uso tanto de inhibicion de NOS como ratones con desactivacion de eNOS para someter a
prueba la eficacia de DMA y NO-DMA. Se identificd el mecanismo de accidn procognitivo de DMA como dependiente
de eNOS; se observé que NO-DMA conservaba las acciones procognitivas en ambos modelos de exposicion a
eNOS.

La conocida disfuncion endotelial asociada con el envejecimiento, la expresion disminuida de eNOS en mujeres
posmenopausicas y la potencial contribucién de eNOS a la hipétesis del periodo critico recomiendan el estudio
adicional de enfoques terapéuticos que refuercen la sefalizacion de NO/cGMP en combinacién con la modulacién
de ER. Se han propuesto otras contribuciones a la patofisiologia relacionada con la edad, ademas de la expresion
atenuada de eNOS, incluyendo: inhibicion de eNOS por la elevacion de ADMA (86, 87); eliminacién de cofactores,
en particular, BH4 (88-90); y polimorfos de eNOS (91). La atenuacion de la produccion de cGMP dependiente de NO
por guanilil ciclasa soluble (GCs) también se ha vinculado directamente con Af (92). El enfoque con NO-SERM es
informativo, sin embargo, también estan respaldados enfoques relacionados con la activacion combinatoria de (1)
sefializacidn estrogénica y (2) sefalizacion de NO/cGMP (27, 93).

En resumen, se disefid un prototipo de NO-SERM, y demostré que conservaba la unién a ER y las acciones
antagonistas de ERa clasicas del SERM original y proporcionaba neuroproteccion y restablecimiento sinaptica en un
modelo de EA, dependiente de GPR30. Contra una deficiencia cognitiva colinérgica en ratones, los SERM
neuroprotectores restablecieron la memoria, sin embargo, este efecto procognitivo se perdié cuando la actividad de
eNOS estaba bloqueada o ausente. EI NO-SERM restablecio las funciones intelectuales después del ataque
colinérgico en ratones eNOS (-/-) y los niveles de NO medidos después del tratamiento con SERM y NO-SERM
fueron compatibles con el papel central de la sefializacién de NO. En la EA, en particular, esta surgiendo un papel
para el NO para tratar deficiencias colinérgicas (49) y atenuar la amiloidogénesis (94, 95).

Desde una perspectiva terapéutica, la conocida disfunciéon endotelial asociada con el envejecimiento, la expresién
disminuida de eNOS en mujeres posmenopausicas y la potencial contribucion de eNOS a la hipétesis del periodo
critico recomiendan el estudio adicional de NO-SERM. También estan respaldados enfoques relacionados con la
activacion combinatoria de (1) sefializacion estrogénica y (2) sefalizacion de NO/cGMP (27, 89). La capacidad de un
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NO-SERM para reducir la coagulacion al aumentar tanto el PT como el aPTT hasta niveles comparables a los de
anticoagulantes clinicos sugiere que este enfoque también puede abordar el riesgo de trombosis asociada con la
terapéutica con SERM. Estos hallazgos, junto con el historial de seguridad por lo demas excelente del raloxifeno en
la clinica, respaldan el desarrollo adicional de NO-SERM o terapias de combinacion para la EA y otros trastornos
neurodegenerativos en la cohorte posmenopausica y sugieren la utilidad de este enfoque en la poblacion general.

Ejemplo 11

Sintesis de NO-DMA, compuesto 8 (es decir, nitrato de 3-(1-(2-(4-(6-hidroxi-2-(4-hidroxifenil)benzo[b]tiofen-3-
iloxi)fenoxi)etil)piperidin-4-il)propilo)
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Se obtuvieron los espectros de 'H-RMN y 3C-RMN con los espectrometros Bruker Ultrashield 400 MHz y Advance
300 MHz. Los desplazamientos quimicos se notifican como valores de 5 en partes por milldn (ppm) en relacion con
tetrametilsilano (TMS) para todos los espectros de RMN registrados. Todos los reactivos y disolventes se obtuvieron
comercialmente de Acros, Aldrich y Fluka y se usaron sin purificacion.

AgNO3, CH3CN i
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Se sintetizé el material de partida 1 a partir de 6-metoxi-2-(4-metoxifenil)benzo[b]tiofeno disponible comercialmente
seglin un método en 6 etapas publicado (53). LA desmetilacion de 4 dio lugar a una mezcla compleja, que podria
deberse a la incompatibilidad del acido de Lewis con el nitrato organico. Se obtuvo el NO-DMA 8 mediante la
reaccion de 5 con nitrato de plata con bajo rendimiento (método A); o, usando nitrato de tetrabutilamonio como
reactivo de nitracion, el rendimiento mejoré drasticamente, pero el método requeria repetitivas purificaciones en
columna para retirar la sal de amonio (método B); alternativamente, se acetilaron los grupos fenol de 5 y se convirtié
el bromuro 6 en nitrato 7 usando sal de plata, se obtuvo finalmente 8 con buena pureza mediante desacetilacion de
7 con alto rendimiento (método C).

Compuesto 2. Se disolvieron el compuesto 1 (2,6 g, 5,3 mmol), 4-piperidinpropanol (1,0 g, 6,9 mmol) en acetonitrilo
anhidro (100 ml) y se afiadié K2COs anhidro (2,9 g, 21,5 mmol). Se someti6 a reflujo la mezcla de reacciéon durante
6 h y se enfrio hasta temperatura ambiente. Después de la filtracion, se elimin6 el disolvente, se disolvié el residuo
en DCM (150 ml) y se lavo con agua (2x50 ml). Se separo6 la fase organica y se concentré. Se purifico el residuo
mediante cromatografia en columna (DCM/MeOH 20:1, 2,9 g, rendimiento cuantitativo). 'H-RMN (acetona-ds,
400 MHz): & 7,66-7,69 (m, 2H), 7,42 (d, 1H, J=2,0 Hz), 7,24 (d, 1H, J=8,8 Hz), 6,81-6,93 (m, 7H), 3,97 (t, 2H,
J=6,0 Hz), 3,84 (s, 3H), 3,76 (s, 3H), 3,51 (t, 2H, J=6,4 Hz), 2,88-2,91 (m, 2H), 2,63 (t, 2H, J=6,0 Hz), 1,95-2,01 (m,
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2H), 1,60-1,62 (m, 2H), 1,46-1,53 (m, 2H), 1,21-1,27 (m, 5H); *C-RMN (acetona-ds, 100 MHz): 160,23, 159,01,
155,19, 152,34, 140,57, 137,56, 129,32, 128,77, 127,06, 125,78, 122,64, 116,95, 116,26, 115,28, 115,05, 106,36,
67,30, 62,64, 58,28, 55,90, 55,52, 55,13, 36,32, 33,62, 33,31, 30,90.

Compuesto 3. Se disolvio el compuesto 2 (1,1 g, 2,0 mmol) en cloroformo (25 ml), se afiadieron CBrs (2,7 g,
8,0 mmol) y PhsP unida a polimero (2,6 g, de aproximadamente 3 mmol/g), se agité la mezcla de reaccién a t.a.
durante la noche. Después de la filtracion, se eliminé el disolvente y se purifico el residuo mediante cromatografia en
columna (DCM/AcOEt/MeOH 3:1:0,2, 1,1 g, 89%). "H-RMN (acetona-ds, 400 MHz): 7,68-7,72 (m, 2H), 7,46 (d, 1H,
J=2,0 Hz), 7,25 (d, 1H, J=8,8 Hz), 6,84-6,97 (m, 7H), 4,00 (t, 2H, J=6,0 Hz), 3,87 (s, 3H), 3,80 (s, 3H), 3,47 (s, 2H,
J=6,8 Hz), 2,91-2,94 (m, 2H), 2,67 (t, 2H, J=6,0 Hz), 1,99-2,04 (m, 2H), 1,82-1,89 (m, 2H), 1,62-1,65 (m, 2H), 1,32-
1,37 (m, 2H), 1,15-1,24 (m, 3H); § "3C-RMN (acetona-ds, 100 MHz): 160,35, 159,12, 155,29, 152,43, 140,64, 137,63,
129,38, 128,82, 127,10, 125,63, 122,68, 117,00, 116,36, 115,37, 115,12, 106,43, 67,43, 58,30, 55,96, 55,58, 55,06,
35,83, 35,78, 34,98, 33,22, 30,98.

Compuesto 4. Se disolvié el compuesto 3 (110 mg, 0,18 mmol) en acetonitrilo anhidro (3 ml), se afadi6 AgNOs
(306 mg, 1,8 mmol). Se agité la mezcla de reaccion a t.a. durante 24 h. Se eliminé el disolvente y se purificé el
residuo mediante cromatografia en columna (DCM/AcOEt/MeOH 2:1:0,25, 85 mg, 79%). 'H-RMN (acetona-ds,
400 MHz): § 7,66-7,72 (m, 2H), 7,43 (d, 1H, J=2,0 Hz), 7,25 (d, 1H, J=8,8 Hz), 6,82-6,95 (m, 7H), 4,49 (t, 2H,
J=6,8 Hz), 3,98 (t, 2H, J=6,0 Hz), 3,85 (s, 3H), 3,77 (s, 3H), 2,89-2,92 (m, 2H), 2,64 (t, 2H, J=2,0 Hz), 1,97-2,02 (m,
2H), 1,67-1,73 (m, 2H), 1,61-1,64 (m, 2H), 1,13-1,34 (m, 5H); "3C-RMN (acetona-ds, 100 MHz): § 160,30, 159,07,
155,25, 152,39, 140,62, 137,61, 129,36, 128,81, 127,09, 125,62, 122,67, 116,99, 116,32, 115,32, 115,09, 106,41,
74,69, 67,40, 58,27, 55,94, 55,56, 54,99, 36,03, 33,09, 24,64.

Compuesto 5. Se disolvio el compuesto 3 (240 mg, 0,39 mmol) en DCM (5 ml), se afiadioé disolucion de HCl-éter
(2,0 M, 1,0 ml). Se agité la mezcla de reaccién a 4°C durante 2 h. Se elimind el disolvente, volvio a disolverse el
residuo en DCM (10 ml), se enfriéd en un bafio de agua helada, se afiadié gota a gota BBrs en DCM (1,0 M, 1 ml). Se
agitd la mezcla de reaccion a 4°C durante 3 h y luego a t.a. durante otra hora. Se vertié la mezcla de reaccion en
agua helada (50 ml), se neutralizé con NaHCOs y se extrajo con AcOEt (3x30 ml). Se combind la disolucién organica
y se concentrd, Se purifico el residuo mediante cromatografia en columna (DCM/MeOH 50:3, 160 mg, 70%). 'H-
RMN (acetona-ds, 400 MHz): § 7,59-7,62 (m, 2H), 7,32 (d, 1H, J=2,0 Hz), 7,19 (d, 1H, J=8,8 Hz), 6,83-6,89 (m, 7H),
4,06 (t, 2H, J=5,9 Hz), 3,47 (t, 2H, J=6,7 Hz), 3,01-3,04 (m, 2H), 2,77 (t, 2H, J=5,9 Hz), 2,11-2,17 (m, 2H), 1,82-1,90
(m, 2H), 1,65-1,67 (m ,2H), 1,22-1,38 (m, 5H); "3C-RMN (acetona-ds, 100 MHz): § 158,14, 156,63, 154,99, 152,52,
140,31, 137,46, 129,41, 128,06, 126,60, 124,59, 122,67, 116,97, 116,54, 116,30, 115,64, 108,79, 66,85, 58,04,
54,83, 35,61, 35,52, 34,95, 32,68, 30,90.

Compuesto 6. Se disolvidé el compuesto 5 (300 mg, 0,52mmol) en DCM (10 ml), se afadieron piridina (0,84 ml,
10,3 mmol) y Ac20 (0,34 ml, 3,6 mmol), se agité la mezcla de reaccién a t.a. durante la noche. Se eliminé el
disolvente, volvié a disolverse el residuo en acetato de etilo (50 ml) y se lavé con agua, se separd la disolucion
organica y se concentro, Se purificd el residuo mediante cromatografia en columna, se obtuvo el producto como una
espuma ligeramente amarilla (DCM/MeOH 30:1, 298 mg, 87%). 'H-RMN (acetona-de, 400 MHz): § 7,83 (d, 2H,
J=8,4 Hz), 7,74 (d, 1H, J=2,0 Hz), 7,40 (d, 1H, J=8,8 Hz), 7,19 (d, 2H, J=8,8 Hz), 7,10 (dd, 1H, J=8,8 Hz, 2,0 Hz),
6,86-6,93 (m, 4H), 4,05 (t, 2H, J=6,0 Hz), 3,47 (t, 2H, J=6,8 Hz), 2,95-2,98 (m, 2H), 2,71 (t, 2H, J=6,0 Hz), 2,29
(s,3H), 2,26 (s, 3H), 2,06-2,11 (m, 2H), 1,82-1,89 (m, 2H), 1,64-1,66 (m, 2H), 1,32-1,38 (m, 2H), 1,20-1,28 (m, 3H);
3C-RMN (acetona-ds, 100 MHz): 169,75, 169,46, 155,42, 152,20, 151,79, 149,90, 141,64, 136,84, 132,49, 130,24,
129,33, 129,24, 123,25, 122,81, 120,61, 117,13, 116,89, 116,46, 67,17, 58,12, 54,93, 35,69, 35,66, 34,98, 32,96,
30,94, 20,93.

Compuesto 7. Se disolvio el compuesto 6 (280 mg, 0,45 mmol) en acetonitrilo anhidro (15 ml), se afadi6 AgNOs
(1,1 g, 1,8 mmol). Se agité la mezcla de reaccion a t.a. durante 24 h. Después de la filtracion, se elimind el
disolvente y se purificd el residuo mediante cromatografia en columna, se obtuvo el producto como una espuma
ligeramente amarilla (DCM/MeOH 30:1, 190 mg, 70%). 'H-RMN (acetona-ds, 400 MHz): § 7,81 (d, 2H, J=8,8 Hz),
7,71 (d, 1H, J=2,0 Hz), 7,38 (d, 1H, J=8,8 Hz), 7,17 (d, 2H, J=8,8 Hz), 7,08 (dd, 1H, J=8,8 Hz, 2,0 Hz), 6,82-6,92 (m,
4H), 4,48 (t, 2H, J=6,8 Hz), 4,00 (t, 2H, J=6,0 Hz), 2,92-2,95 (m, 2H), 2,68 (t, 2H, J=6,0 Hz), 2,27 (s, 3H), 2,24 (s,3H),
2,02-2,04 (m, 2H), 1,61-1,74 (m, 4H), 1,16-1,31 (m,5H); '"3C-RMN (acetona-ds, 100 MHz): § 169,69, 169,41, 155,34,
152,12, 151,70, 149,82, 141,58, 136,77, 132,44, 130,19, 129,25, 129,19, 123,18, 122,77, 120,53, 117,08, 116,82,
116,38, 74,65, 67,09. 58,07, 54,85, 35,83, 32,96, 32,79, 24,58, 20,93.

Compuesto 8. Método A: se disolvié el compuesto 5 (55 mg, 0,095 mmol) en acetonitrilo anhidro (2 ml), se afadié
AgNOs (160 mg, 0,95 mmol). Se agitd la mezcla de reaccion a t.a. durante la noche. Después de la filtracion, se
elimind el disolvente y se purifico el residuo mediante cromatografia en columna (DCM/AcOEt/MeOH 3:1:0,3), se
obtuvo el producto como una espuma blanca (15 mg, 28%). Método B: se disolvié el compuesto 5 (100 mg,
0,17 mmol) en acetonitrilo anhidro (5 ml), se afadié nitrato de tetrabutilamonio (523 mg, 1,7 mmol). Se calent6 la
mezcla de reaccién a 70°C durante 8 h. Se elimind el disolvente y se purificd el residuo repetidamente mediante
cromatografia en columna (DCM/AcOEt/MeOH 3:1:0,3) tres veces, se obtuvo el producto como una espuma blanca
(68 mg, 70%). Método C: se disolvié el compuesto 7 (130 mg, 0,2 mmol) en una mezcla de THF-MeOH-H20 (4,5 ml,
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2:2:0,5), se afadié K2COs (79 mg, 0,58 mmol). Se agitd la mezcla de reaccion a t.a. durante 1,5 h. Después de la
filtracidon y concentracion, se purifico el residuo mediante cromatografia en columna (DCM/MeOH 20:1), se obtuvo el
producto como una espuma blanca (103 mg, 91%). 'H-RMN (acetona-ds, 400 MHz): & 7,60 (d, 2H, J=8,8 Hz), 7,31
(d, 1H, J=2,0 Hz), 7,19 (d, 1H, J=8,8 Hz), 6,84-6,90 (m, 7H), 4,53 (t, 2H, J=6,7 Hz), 4,03 (t, 2H, J=5,9 Hz), 2,95-2,98
(m, 2H), 2,70 (t, 2H, J=5,9 Hz), 1,98-2,04 (m, 2H), 1,73-1,77 (m, 2H), 1,66-1,69 (m, 2H), 1,19-1,35 (m, 5H); "3*C-RMN
(acetona-ds, 100 MHZz): & 158,14, 156,62, 155,11, 152,50, 140,36, 137,49, 129,43, 128,12, 126,63, 124,64, 122,71,
116,98, 116,56, 116,29, 115,47, 108,81, 74,69, 67,12, 58,21, 54,93, 35,94, 33,03, 32,86, 24,63.

Ejemplo 12

Sintesis de NO-SERM 13 y 14

I\O "O OM'O HO)"?—ONO2

o™ o™ 0
Q MOMCI Q KOH Q 11
—_— —— —_—
DIPEA szdba3 0
o 0 . EDCI
\ I8y Lgando LIS<O—oH pIPEA
HOBr MOMO < AWt MOMO < AW DMAP
4'Br-DMA 9 10
0 O
TsOH Q
—
QL o1 e
<o o sos
MOMO S O),—Q,(mo2 HO S O)"“Z»ONO2
12 13

& 14, EDCI o
o DIPEA, ij
. R~C)—F  DwAP ),OgOF
4'F-DMA O2NO 14

Compuesto 9. Se disolvio 4'Br-DMA (75 mg, 0,14 mmol) en una mezcla THF (4 ml) y DIPEA (347 pl, 2,1 mmol), se
anadid6 MOM-Br (16 ul, 0,17 mmol). Se sometié a reflujo la mezcla de reaccion durante 5 h. Se retiré la mayor parte
del disolvente a presion reducida. Se disolvio el residuo en DCM y se lavé con NaHCOs acuoso y salmuera. Se
separd la fase organica y se concentrd. Se purifico el residuo mediante cromatografia en columna (DCM/MeOH
20:1), se obtuvo el producto como un aceite (55 mg, 68%). "H-RMN (acetona-ds, 400 MHz): § 7,70 (d, 2H, J=8,8 Hz),
7,58 (d, 1H, J=2,0 Hz), 7,55 (d, 2H, J=8,4 Hz), 7,30 (d, 1H, J=8,8 Hz), 7,02 (dd, 1H, J=8,8 Hz, 2,0 Hz), 6,83-6,90 (m,
4H), 5,26 (s, 2H), 3,99 (t, 2H, J=6,0 Hz), 3,45 (s, 3H), 2,64 (t, 2H), 2,44(pico ancho, 4H), 1,48-1,54 (m, 4H), 1,38-1,41
(m, 2H); "8C-RMN (acetona-ds, 100 MHz): 155,89, 155,43, 152,08, 142,33, 137,78, 132,76, 132,33, 129,76, 129,33,
126,21, 123,20, 122,08, 117,12, 116,79, 116,37, 109,73, 95,35, 67,25, 58,60, 56,16, 55,59, 26,70, 24,93.

Compuesto 10. Se cargdé un matraz de fondo redondo con el compuesto 9 (50 mg, 0,088 mmol), Pdzdbas (4,1 mg,
5% en moles), KOH (20,1 mg, 4 equiv.), ligando 2-di-terc-butilfosfino-2’,4’,6'-triisopropilbifenilo (4,2 mg, 10% en
moles) y se llené con argén. Se afiadié una mezcla de 1,4-dioxano (2 ml) y H20 (1 ml). Se agit6 la reaccién a 80°C
durante 6 h. Se retir6 la mayor parte del disolvente y se purificé directamente mediante cromatografia en columna
(DCM/MeOH 50:3 con acido acético al 0,1%), se obtuvo el producto como una sal de acido (45 mg, 90%). 'H-RMN

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 857 196 T3

(acetona-ds, 400 MHz): & 7,60 (d, 2H, J=8,8 Hz), 7,56 (d, 1H, J=2,0 Hz), 7,26 (d, 1H, J=8,8 Hz), 7,01 (dd, 1H,
J=2,0 Hz, 8,8 Hz), 6,83-6,89 (m,6H), 5,26 (s, 2H), 4,18 (t, 2H, J=5,6 Hz), 3,45 (s, 3H), 3,02 (t, 2H, J=5,6 Hz), 2,84
(pico ancho, 4H), 1,94 (s, 3H), 1,65-1,70 (m, 4H), 1,48-1,50 (m, 2H); "*C-RMN (acetona-ds, 100 MHz): 172,86,
158,54, 156,36, 154,66, 152,66, 140,08, 137,09, 129,79, 129,55, 128,31, 124,24, 122,52, 117,02, 116,64, 116,47,
116,43, 109,84, 95,42, 65,64, 57,54, 56,10, 54,79, 25,18, 23,77, 20,96.

Compuesto 12. Se disolvié el compuesto 10 (40 mg, 0,07 mmol) en DCM (20 ml) y se lavé con NaHCO3 saturado
(2x10 ml), se separ6 la fase organica, se concentré y se seco a alto vacio durante 1 h. Se disolvié el residuo en
DCM (2 ml), se afadieron sucesivamente DIPEA (116 pl, 0,7 mmol), DMAP (8,5 mg, 0,07 mmol), compuesto 11
(16,9 mg, 0,11 mmol) y EDCI (27 mg, 0,14 mmol). Se agité la mezcla de reaccion a t.a. durante 3 h, se diluyé con
DCM (20 ml), se lavé con NaHCOs acuoso (10 ml) y H20 (10 ml), se separo la fase organica y se concentr6. Se
purificd el residuo mediante cromatografia en columna (acetato de etilo/MeOH 30:1), se obtuvo el producto como un
aceite ligeramente amarillo (30 mg, 65%). 'H-RMN (acetona-ds, 400 MHz): § 7,81-7,83 (m, 2H), 7,60 (d, 1H,
J=2,0 Hz), 7,31 (d, 1H, J=8,8 Hz), 7,18-7,21 (m, 2H), 7,03 (dd, 1H, J=8,8 Hz, 2,0 Hz), 6,84-6,92 (m, 4H), 5,27 (s, 2H),
4,86 (s, 2H), 4,00 (t, 2H, J=6,0 Hz), 3,46 (s, 3H), 2,65 (t, 2H, J=6,0 Hz), 2,45 (pico ancho, 4H), 1,58-1,61 (m, 2H),
1,49-1,54 (m, 4H), 1,35-1,40 (m, 4H); '"*C-RMN (acetona-ds, 100 MHz): 171,46, 156,82, 155,43, 152,23, 151,15,
141,89, 137,74, 130,92, 129,45, 129,12, 126,70, 123,10, 123,01, 117,10, 116,75, 116,38, 109,78, 95,39, 76,53,
67,31, 58,66, 56,15, 55,65, 26,76, 24,98, 22,35, 15,36.

Compuesto 13. Se disolvié el compuesto 12 (30 mg, 0,046 mmol) en una mezcla de DCM (2 ml) y EtOH (0,5 ml), se
afiadié TsOH-H20 (20 mg, 0,11 mmol). Se agité la mezcla de reaccion a 40°C hasta que se consumié todo el
material de partida. Después de la dilucién con DCM (25 ml) y el lavado con NaHCOs saturado (2x5 ml), se separo
la fase organica y se concentré. Se purificd el residuo mediante cromatografia en columna (DCM/MeOH 25:2), se
obtuvo el producto como una espuma ligeramente amarilla (16 mg, 58%). "H-RMN (THF-dg, 400 MHz): § 7,43 (d, 2H,
J=8,8 Hz), 7,15-7,17 (m, 2H), 7,08 (d, 2H, J=8,8 Hz), 6,85 (d, 2H, J=9,2 Hz), 6,78 (d, 2H, J=9,2 Hz), 6,73 (dd, 1H,
J=2,0 Hz, 8,8 Hz), 4,76 (s,2H), 4,00 (t, 2H, J=6,0 Hz), 2,70 (t, 2H, J=6,0 Hz), 2,51 (pico ancho, 4H), 1,51-1,59 (m,
6H), 1,38-1,43 (m, 4H); "*C-RMN (THF-ds, 100 MHz): 171,04, 157,50, 155,36, 152,52, 150,98, 142,16, 138,22,
131,34, 128,83, 127,76, 125,04, 123,19, 122,62, 117,02, 116,21, 115,57, 108,61, 76,32, 68,22, 58,68, 55,76, 26,72,
24,92, 22,44, 15,19.

Compuesto 14. Se disolvieron 4FDMA (155 mg, 0,33 mmol), DIPEA (330 ul, 2,0 mmol), DMAP (30 mg, 0,25 mmol),
compuesto 14 (82 mg, 0,51 mmol) en DCM (5 ml), se afiadié EDCI (134 mg, 0,7 mmol) a esta disolucion. Se agito la
reaccion a t.a. durante la noche. Se diluy6 la mezcla de reaccién con acetato de etilo (50 ml), se lavé con agua y se
concentrd, Se purificéd el residuo mediante cromatografia en columna (DCM/MeOH 25:1), se obtuvo el producto
como una espuma blanca (151 mg, 74%). 'H-RMN (acetona-ds, 400 MHz): & 7,82-7,85 (m, 2H), 7,78 (d, 1H,
J=1,6 Hz), 7,41 (d, 1H, J=8,8 Hz), 7,18-7,23 (m, 2H), 7,13 (dd, 1H, J=8,4 Hz, 2,0 Hz), 6,85-6,92 (m, 4H), 4,89 (s,2H),
4,03 (t, 2H, J=6,0 Hz), 2,69 (t, 2H, J=6,0 Hz), 2,49 (pico ancho, 4H), 1,62-1,65 (m, 2H), 1,50-1,55 (m, 4H), 1,38-1,41
(m, 4H); ®C-RMN (acetona-ds, 100 MHz): § 171,73, 164,54, 162,09, 155,46, 152,17, 149,59, 141,51, 136,81, 132,65,
(130,51, 130,43), (129,19, 129,16), 122,88, 120,38, 117,11, 116,83, 116,61, 116,46, 76,54, 67,16, 58,53, 55,56,
26,59, 24,84, 22,40, 15,43.

Ejemplo 13
Farmacocinética de SEM en ratones

Se han preparado profarmacos SEM usando técnicas convencionales de quimica organica que pueden aumentarse
de escala. Se prepararan SEM con propiedades antitrombdéticas usando la estrategia descrita anteriormente para los
NO-SERM (por ejemplo, los compuestos 8, 13 y 14). Se verificara la estabilidad metabdlica en incubaciones
microsémicas hepaticas humanas e intestinales humanas y en plasma, con o sin esterasa (PLE). Los SEM con alta
estabilidad, metabolitos oxidativos minimos y bioactivacion enzimatica eficiente a TTC-352 [es decir, 3-(4-fluorofenil)-
2-(4-hidroxifenoxi)benzo[b]tiofen-6-ol] avanzaran a los estudios farmacocinéticos.

A ratones atimicos de 4 a 6 semanas de edad desnudos sometidos a ovariectomia (OVX) se les administrara TTC-
352 y no mas de 3 profarmacos SEM y/o NO-SEM por zona gastrica en etanol usando un vehiculo de
propilenglicol/carboximetilcelulosa a una unica dosis de 4,4 umol (equivalente a 1,5 mg/dia usados en estudios de
xenoinjerto). Se extraeran muestras de sangre a los 20 min, las 2 h y 6 h después del tratamiento, usando EDTA
como anticoagulante. Se separara el plasma de la sangre completa mediante centrifugacion a 4°C y se analizaran
inmediatamente las muestras para determinar el profarmaco y el farmaco usando CL-EM/EM.

Ejemplo 14
Eficacia de los profarmacos SEM y NO-SEM en el crecimiento tumoral de xenoinjerto resistente a TAM

Se usaran los modelos de tumor de xenoinjerto T47D-Tam1 y T47D/PKCa para evaluar la eficacia de 2 tratamientos
con SEM a 2 dosis (4,4 umol y 0,44 umol/dia, basandose en los datos mostrados en la figura 11). Se haran crecer
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los tumores en ratones atimicos sometidos a OVX y tratadas una vez que el volumen tumoral alcance
aproximadamente 0,5 cm?. Se comparara la respuesta a los SEM y/o NO-SEM con el tratamiento habitual (por
ejemplo, tamoxifeno).

Ejemplo 15

Confirmaciéon del mecanismo de acciéon

Para tumores tratados por SEM y/o NO-SEM, se evaluaran los biomarcadores de PKCao y ER mediante
inmunohistoquimica. Se medira la actividad anticoagulante ex vivo.

Se entiende que la descripcion detallada anterior y los ejemplos que la acompafian son simplemente ilustrativos y no
deben interpretarse como limitaciones del alcance de la invencion, que se define Unicamente por las reivindicaciones
adjuntas y sus equivalentes.

Diversos cambios y modificaciones de las realizaciones dadas a conocer resultaran evidentes para los expertos en
la técnica. Tales cambios y modificaciones, incluyendo, sin limitacién, aquellas que se refieren a las estructuras
quimicas, los sustituyentes, los derivados, los productos intermedios, las sintesis, las composiciones, las
formulaciones o los métodos de uso de la invencién, pueden realizarse sin apartarse del espiritu y alcance de la
misma.

Ejemplo 16

Sintesis de un compuesto de formula (1)

Esquema 1

Westonuile s vl N ¢ éava

R,0

Br O
c /A . d e
— 7/ — ,E\ —
RiO % /@'\ ‘TQ—F
0
R.O s\’\
o
HO R40 R30,
O o Q Q
0 —_— 9 in-- Y
N AN i
R,0 S R/O S HO s
Ry = TBCPS, TBDMS, TMS, bencilo Reactivos y condiciones: (a) BBrg, DCM, 0 °C; (b) TBDPSCI, Im, DMF; (c)
Ro 7TBDPS TBDMS TIVIS bencilo H,O,, TFA, DCM; {d) 4-benzoxifenol , NaH, DMF; (e} i), LiAlH4, THF,0°C;

ii), Pd/C, Hy, MEOH (f) acido 1- ((nltroox|)mel||)mclopropanocarbox|I|co

- DIPEA, DMAP, EDCI, DCM; (g) BusNF, THF
Ro= f"aﬂ\ %H/ "'LJ\< ‘%X\owoz )
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Esquema 2
R0
Br B(OH),
/2 a I b @
O - O30 = X
R,O S R,0 S fa F
QW
R,O S
HO, R3o Rgo
o " LMo
— e} — 0 —_— o)
A F N A
) 7/ F ? F
R0 s R0 S HO s

R, = TBDPS, TBDMS, TMS, bencilo
R, = TBDPS, TBDMS, TMS, bencilo

0 0 0 o
Re= s aﬂ\]/ Eak]( :"'-LJJX\ONoz

Reactivos y condiciones: (a) n-BuLi, THF, B(OMe); (b) 4-(benzoxi)fenal,
Cu(OAC),, piridina, DCM; (c) Pd/C, Hy, MeOH; (d) acido 1-((nitrooxi)
metil)ciclopropanocarboxilico, DIPEA, DMAP, EDCI, DCM; (e) BuyNF, THF

5 Esquema 3
R>0 HO
Br
a a b
¥ F - -
R,0 S 9) o
g 7/
R0 R0 s
R3O R30.
. Q . Q
. —
o Q
R AN
% F 7 F
R40 S HO S
Ry = TBDPS, TBDMS, TMS, bencilo Reactivos y condiciones: (a) Cu,0, colidina,
R, = TBDPS, TBDMS, TMS, bencilo 4-benzoxifenol; (b) Pd/C, H;, MeOH; ({c)
(0] (o] o) (0] acido 1-((nitrooxi)metil)ciclopropanocarboxilico,
R. = J\ DIPEA, DMAP, EDCI, DCM:; (d) BusNF, THF
3% N HNT X g ONO,
Puede prepararse un compuesto de formula (1), en el que A1 es halégeno, Az es -ORz, Rz es hidrogeno, X1 es -O-, A3
10 es ariloy A4 es -ORs3, en el que Rs se describe anteriormente, segun los métodos ilustrados en el esquema 1,2 6 3.
Esquema 4
X X X
X
R™ °CI R BBr, R
; _— ™ —_— A
JQ & j@us! Ly
MeO s AlCl; MeO g 0 HO s 0
X= OH, F, Cl, Br
R = arilo, heteroarilo,
alifatico o aliciclico
15
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Esquema 5

BBr, R

X=0H, F, Cl, Br
R = arilo, heteroarilo,
alifatico o aliciclico

5 Esquema 6
9 1) nBuLi /
Br N -N
N° Br — o o
‘—@—x H I . N f RMgBr
O - O 3 O
MeO s MeO S 2) A MeG s
0 T'O\
R R
7“0 BEr; ?”'O
MeG S HO s
X= OH, F, CI, Br
R = arilo, heteroarilo,
alifatico o aliciclico
Puede prepararse un compuesto de formula (Ic) o formula (II) seguin los métodos ilustrados en el esquema 4, 5 6 6.
10

KOH, EtOH
L —
BrArK@ SN
O MeQ SH
F

F
O OMe
-
MeO S,
o]

Esquema 7

F
F
BF3.0Et,
: 0O B —
MeO S O N
MeO S

OMe
F
H,0,, CF,CO0H Q i
OH
N >
Q Br NaH
MeO S,
Q

F F
OMe OH
—_— —
b b
MeO S HO S

TTC-352

15 Puede prepararse el compuesto 3-(4-fluorofenil)-2-(4-hidroxifenoxi)benzo[b]tiofen-6-ol (TTC-352) tal como se
describié anteriormente en el esquema 7 y en los siguientes ejemplos.

1-(4-Fluorofenil)-2-(3-metoxifenilsulfanil)etanona. Se afadid 3-metoxibencenotiol (1 g, 7,1 mmol) en una porcion a
una disolucién recién preparada de 7,5 ml de etanol, 3 ml de agua y 470 mg de KOH (8,4 mmol). Se enfrié la
20 disolucion hasta 5-10°C. Se afiadié una disolucién de 2-bromo-1-(4-fluorofenil)etanona (1,54 g, 7,1 mmol) en 2,5 ml
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de EtOAc a esta disolucion a una velocidad de tal manera que la temperatura no superé los 25°C y se dejo agitar la
mezcla de reaccion durante la noche a temperatura ambiente. Se retiraron los disolventes a presion reducida y se
sometid a reparto el residuo entre agua y acetato de etilo. Se aislé la fase acuosa y se extrajo varias veces con
acetato de etilo, y se lavaron los extractos combinados con porciones consecutivas de HCI al 10%, agua, NaHCOs3
saturado y agua antes de secarse sobre Na2SO4 anhidro. Después de la concentracion a vacio para dar un aceite,
se purificod el producto en bruto mediante cromatografia ultrarrapida [SiO2, hexano/acetato de etilo (10:1, v/v)] para
dar 1,4 g (74%) de producto deseado. 'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) § 3,73 (s, 3H), 4,67 (s, 3H), 6,75 (m, 1H), 6,91
(m, 2H), 7,18 (t, J=8,2 Hz, 1H), 7,34 (t, J=8,9 Hz, 2H), 8,12 (q, J=8,9 Hz, 2H).

3-(4-Fluorofenil)-6-metoxibenzo[b]tiofeno. Se cargd un matraz con 1-(4-fluorofenil)-2-(3-metoxifenilsulfanil)etanona y
BF3.OEt2 bajo una atmoésfera de argon a temperatura ambiente. Se agité la mezcla de reaccion hasta que se
consumié el material de partida, tal como se monitoriza mediante CCF. Se vertié la mezcla de reacciéon en NaHCOs3
saturado/agua helada, se agité 30 min y se extrajo con diclorometano. Se purificé el producto en bruto mediante
cromatografia ultrarrapida [SiO2, hexano/diclorometano (20:1, v/v)]. Se recristalizaron las fracciones combinadas de
la columna para conseguir un producto puro al 50%. 'H-RMN (400 MHz, CDCIlz) & (ppm) 3,89 (s, 3H), 7,02 (dd,
8,9 Hz, 2,2 Hz, 1H), 7,15 (m, 3H), 7,37 (d, 2,2 Hz, 1H), 7,52 (m, 2H), 7,71 (d, 8,9 Hz, 1H), '3C-RMN (100 MHz,
CDCls) & (ppm) 55,62, 105,24, 114,52, 115,50, 115,71, 120,67, 123,30, 130,09, 130,17, 131,96, 132,17, 136,62,
142,07, 157,56, 162,31.

2-Bromo-3-(4-fluorofenil)-6-metoxibenzo[b]tiofeno. Se afiadié gota a gota N-bromoacetamida (1,46 g, 10,5 mmol) en
10 ml de etanol a una disolucién de 3-(4-fluorofenil)-6-metoxibenzo[b]tiofeno (2,58 g, 10 mmol) en 300 ml de CH2Cl2
y 20 ml de etanol a temperatura ambiente. Después de agitar la mezcla durante 1 h, se eliminé el disolvente a vacio.
A continuacién, se someti6 a valoracion el residuo con etanol y se filtré para dar 3,0 g (89%) del producto deseado.
"H-RMN (400 MHz, CDCI3) & (ppm) 3,898 (s, 3H), 6,94 (dd, 8,9 Hz, 2,3 Hz, 1H), 7,24 (m, 3H), 7,38 (d, 8,9 Hz, 1H),
7,45 (m, 2H), "®C-RMN (100 MHz, CDCIs) & (ppm) 55,27, 104,1, 109,47, 114,20, 115,14, 115,36, 122,99, 129,57,
131,23, 131,31, 132,29, 135,28, 140,61, 157,36, 162,05.

1-Oxido de 2-bromo-3-(4-fluorofenil)-6-metoxibenzo[b]tiofeno. Se afiadié gota a gota acido trifluoroacético (13 ml) a
una disolucion de 2-bromo-3-(4-fluorofenil)-6-metoxibenzo[bltiofeno (2,4 g, 7 mmol) en 13 ml de CH2Cl2 anhidro.
Después de agitar la mezcla durante 5 min, se afiadié gota a gota H202 (1,0 ml, 7 mmol, disolucién acuosa al 30%) y
se agitd la mezcla resultante durante 2 h a temperatura ambiente. Se afiadié bisulfito de sodio (0,3 g) a la disolucion,
seguido por 5 ml de agua. Se agitd vigorosamente la mezcla durante 30 min y luego se concentré a vacio. Se
sometié a reparto el residuo entre CH2Cl2 y disolucién acuosa de NaHCOs3 saturado (50 ml cada uno). Se separaron
las fases y se lavo la fase organica con porciones consecutivas de agua, NaHCOs saturado y agua, y luego se seco
sobre Na2SO4 anhidro y se concentrd a vacio; se sometié a valoracion el residuo con dietil éter y se filtré6 para dar
2,1 g (84%) del producto deseado.

1-Oxido de 3-(4-fluorofenil)-6-metoxi-2-(4-metoxifenoxi)benzo[bltiofeno. Se afadi6 NaH (237 mg, 9,9 mmol,
dispersion al 60% en aceite mineral) a una disolucion de 4-metoxifenol (1,31 g, 59 mmol) en 25 ml de DMF anhidra a
temperatura ambiente. Después de agitar la mezcla durante 15 min, se afiadié 1-6xido de 2-bromo-3-(4-fluorofenil)-
6-metoxibenzo[b]tiofeno (2 g, 5,7 mmol) en pequefias porciones. Después de agitar la mezcla durante 1 h, se
afnadieron acetato de etilo y agua, y se lavo la fase organica varias veces con agua y luego se secé sobre NazSOsa.
Se sometié a valoracion el residuo con hexano/acetato de etilo (10:1, v/v) y se filtré para producir 2,47 g (89%) del
producto deseado.

3-(4-Fluorofenil)-6-metoxi-2-(4-metoxifenoxi)benzo[b]tiofeno. Se afadié LiAlH4 (0,27 g, 7,2 mmol) en pequefias
porciones a una disolucion de 1-Oxido de 3-(4-fluorofenil)-6-metoxi-2-(4-metoxifenoxi)benzo[b]tiofeno (2,37 g,
4,8 mmol) en 180 ml de THF anhidro bajo argén a 0°C. Después de agitar la mezcla durante 30 min, se extinguié la
reaccion mediante la lenta adicion de 4 ml de NaOH 2,0 M. Se agité vigorosamente la mezcla durante 30 min y se
afnadié una minima cantidad de NaOH 2,0 M para disolver las sales. Luego se sometié a reparto la mezcla entre
agua y etanol/acetato de etilo (1:9, v/v). Se aisl6 la fase acuosa y luego se extrajo varias veces con etanol/acetato de
etilo (1:9, v/v). Se combinaron las fases organicas, se secaron sobre Na2SO4 anhidro, se concentraron a vacio para
dar un aceite y luego se purificaron mediante cromatografia ultrarrapida para dar 1,2 g (67%) del producto deseado.

3-(4-Fluorofenil)-2-(4-hidroxifenoxi)benzo[b]tiofen-6-ol  (TTC-352). Se disolvid  3-(4-fluorofenil)-6-metoxi-2-(4-
metoxifenoxi)benzo[b]tiofeno (1,5 g, 2,9 mmol) en 150 ml de CH2Cl2 anhidro y se enfrié hasta 0°C. Se afiadié BBr3
(1,0 M en CH2Cl2, 11,6 ml, 11,6 mmol) a esta disolucion, seguido por agitacion a 0°C durante 4 h. Se extinguio la
reaccion con NaHCOs saturado (100 ml) y se enfrid hasta 0°C. Se aisl6 la fase acuosa y se extrajo con
metanol/acetato de etilo (5:95, v/v) (3 x 100 ml). Se combinaron los extractos organicos, se secaron sobre Na>SO4
anhidro, se concentraron a vacio y luego se purificaron mediante cromatografia ultrarrapida [SiO2, CH2Cl2/MeOH
(8:1, v/v)] para obtener 1,1 g (75%) del producto deseado. "H-RMN (400 MHz, acetona-ds) & (ppm) 6,84 (m, 2H),
6,97 (dd, 8,9 Hz, 2,2 Hz, 1H), 7,02 (m, 2H), 7,24 (m, 2H), 7,28 (d, 2,2 Hz, 1H), 7,47 (d, 8,9 Hz, 1H), 7,61 (m, 2H) '3C-
RMN (100 MHz acetona-ds) 6 (ppm) 162,84, 155,94, 155,02, 153,81, 152,35, 135,21, 132,28, 132,20, 130,90,
130,32, 123,70, 120,81, 119,67, 119,66, 116,95, 116,95, 116,39, 116,17, 115,52, 109,00.
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4-((3-(4-Fluorofenil)-6-metoxibenzo[b]tiofen-2-il)oxi)fenol ~ (monometoxil-TTC-352). Elaborado a partir del
procedimiento general como TTC-352. 'H-RMN (400 MHz, acetona-d6) § = 7,62 (m, 2H), 7,52 (d, 8,9 Hz, 1H), 7,41
(d, 2,3 Hz, 1H), 7,25 (t, 8,9 Hz, 2H), 7,02 (dd, 9,0 Hz, 2,6 Hz, 3H), 6,83 (d, 9,0 Hz, 2H), 3,86 (s, 3H)."*C-RMN
(100 MHz, acetona-d6) & (ppm) 161,95, 157,52, 154,09, 153,58, 151,34, 134,15, 131,34, 131,26, 130,71, 129,25,
122,60, 119,70, 118,79, 118,79, 116,00, 115,91, 115,46, 115,24, 114,20, 105,89, 55,04.
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REIVINDICACIONES

Compuesto de férmula (I1)

an,
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
en el que
A1 se selecciona del grupo que consiste en haldégeno, trifluorometilo y -OR¢;
A2 se selecciona del grupo que consiste en haldégeno, trifluorometilo y -ORz;

As se selecciona del grupo que consiste en alquilo, arilo, cicloalquilo, cicloalquilalquilo, heterociclo y
heteroarilo;

A4 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, haldégeno, alquilo, ciano, trifluorometilo, aril-
heteroarilo, en el que el arilo esta sustituido o no sustituido, y -OR3;

R1 se selecciona del grupo que consiste en -SO3RX!, -PO3RY'R?!, y -C(=0O)R?,

R2 y Rs se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo,
-SO3R*", -PO3RY'R?, y -C(=0)R?,

RX!, RY' y R#', en cada aparicion, se seleccionan independientemente del grupo que consiste en hidrégeno
y un catién farmacéuticamente aceptable; y

R2 es alquilo o -OH.

Compuesto segun la reivindicacién 1, seleccionado del grupo que consiste en:
(2-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)(4-(trifluorometil)fenil)metanona;
(3-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)(4-(trifluorometil)fenil)metanona;
ciclopropil(2-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)metanona;
ciclopropil(3-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)metanona;
(2-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)(piridin-4-il)metanona;
(3-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)(piridin-4-il)metanona;
1-(2-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)-2-metilpropan-1-ona;
1-(3-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)-2-metilpropan-1-ona;
(4-etinilfenil)(2-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)metanona;
(4-etinilfenil)(3-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)metanona;
(2-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)(p-tolil)metanona;

(3-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)(p-tolil)metanona;
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(4-(1-(4-fluorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il )fenil)(2-(4-fluorofenil )-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)metanona;
(4-(1-(4-fluorofenil)-(1H-1,2,3-triazol-4-il)fenil)(3-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)metanona;
(3r,5r,7r)-adamantan-1-il(2-(4-fluorofenil)-6-hidroxibenzo[b]tiofen-3-il)metanona; y
(3r,5r,7r)-adamantan-1-il(3-(4-fluorofenil )-6-hidroxibenzo[b]tiofen-2-il)metanona;

o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

Composicion para su uso en el tratamiento de un trastorno médico relacionado con estrégenos, en un
sujeto que necesita tal tratamiento, en la que el trastorno médico relacionado con estrégenos se selecciona
del grupo que consiste en: cancer, inflamacion, osteoporosis, atrofia vaginal, enfermedades del sistema
nervioso central y enfermedades del sistema cardiovascular, en la que la composicion comprende una
cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un compuesto de formula (1) segun la reivindicacion 1 6 2, o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Composicion para su uso en el tratamiento de un trastorno médico relacionado con estrogenos segun la
reivindicacion 3, en la que la enfermedad del sistema nervioso central se selecciona del grupo que consiste
en enfermedad de Alzheimer y deterioro cognitivo leve.

Composicion para su uso en el tratamiento de un trastorno médico relacionado con estrogenos segun la
reivindicacion 3, en la que la enfermedad del sistema cardiovascular es trombosis.

Composicion para su uso en el tratamiento de un trastorno médico relacionado con estrogenos segun la
reivindicacion 3, en la que el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de mama, cancer de
ovario, cancer de prostata y cancer de pulmon.

Composicion para su uso en el tratamiento de un trastorno médico relacionado con estrogenos segun la
reivindicacion 3, en la que el trastorno médico relacionado con estrégenos es un cancer de mama.

Composicion para su uso en el tratamiento de un trastorno médico relacionado con estrogenos segun la
reivindicacion 7, en la que el cancer de mama es un cancer de mama resistente al tamoxifeno.

Composicion para su uso en el tratamiento de un trastorno médico relacionado con estrogenos segun la
reivindicacion 7, en la que el cancer de mama es un cancer de mama triple negativo.
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