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ES 2324 420 T3

DESCRIPCION

Derivados de hidroxiacetofenona sustituidos.

La invencidn se refiere a derivados de hidroxiacetofenona sustituidos que tienen propiedades antiproliferativas y
antimicrobianas, a composiciones farmacéuticas que los contienen asi como a un procedimiento para producirlos. Adi-
cionalmente, los derivados de hidroxiacetofenona segtin la invencidon pueden servir de productos intermedios organicos
para producir compuestos biolégicamente activos.

El documento US 5.449.794 describe el efecto antibacteriano, antiviral o inmunoestimulante de derivados de ben-
zopirano. Los documentos W(098/29404 y WO01/60359 también describen el uso de derivados de benzopirano.

La presente invencién proporciona derivados de hidroxiacetofenona sustituidos, un procedimiento para producir-
los, ademas de su uso en la produccién de una composicién farmacéutica antiproliferativa y antimicrobiana. Los deri-
vados de hidroxiacetofenona segiin la invencién pueden usarse adicionalmente como productos intermedios organicos
para la produccién de compuestos bioldgicamente activos.

Se omiten las desventajas del aislamiento/extraccién de propéleos con su composicién variable y localmente va-
riada; los compuestos segtin la invencion también estdn optimizados con respecto a su actividad.

Los compuestos nombrados en este documento son conocidos en la bibliografia como materiales de partida o
productos intermedios.

La produccién de 1-[2-(3-metilbut-2-eniloxi)fenil]etanona a partir de orto-hidroxiacetofenona en presencia de hi-
druro de sodio como base en dimetilsulf6xido se describe en Gazz. Chim. Ital. 1989, 119, 385-388. La desproteccién
electroquimica de 1-[2-(3-metilbut-2-eniloxi)fenil]etanona para formar orto-hidroxiacetofenona se describe en Tetra-
hedron 2002, 58(45), 9289-9296, y la desproteccién catalizada por titanio se describe en Tetrahedron Letters 1999, 40
(46), 8121-8124.

La desproteccion catalizada por triflato de iterbio de 1-[4-(3-metilbut-2-eniloxi)fenil]etanona para formar el deri-
vado de fenol respectivo se describe en J. Org. Chem. 1998, 63(24), 9103-9104. La sintesis catalizada por dcido de
1-[4-(3-metilbut-2-eniloxi)fenil]Jetanona partiendo de 1-[(4-hidroxi)fenil]etanona y 2-metil-3-buten-2-ol se describe
en Tetrahedron 2003, 59(27), 5091-5104.

La sintesis de varios derivados de chalcona se describe en el documento JP 54019948. Entre otras, la 1-[2,4-bis(3-
metilbut-2-eniloxi)fenil]etanona también se usa como material de partida.

Mitsuo Takasugi, Takahiro Masuda, Phytochemistry, vol. 43, n® 5, 1996, paginas 1019-1021, desvela tres fitoale-
xinas relacionadas con 4’-hidroxiacetofenona preparados a partir de Polymnia sonchifolia.

F. Tomas-Barberan y col. Phytochemistry, vol. 29, n°® 4, 1990, paginas 1093-1095, desvelan compuestos de fenol
antimicrobianamente activos preparados a partir de tres especies de Helichrysum espafiola.

Rios, J. L. y col., Journal of Ethnopharmacology, vol. 33, n° 1, 1991, paginas 51-55, describen el aislamiento y la
identificacién de compuestos antibacterianos preparados a partir de Helichrysum stoechas.

Parmar, V. S. y col. Bioorganic & Medicinal Chemistry, vol. 11, n® 6, 2003, paginas 913-929, trata la sintesis,
caracterizacion y seleccion in vitro con respecto al efecto antiinvasivo de compuestos polifenélicos y heterociclicos.

Parmer, V. S. y col. Bioorganic & Medicinal Chemistry, vol. 5, n° 8, 1997, paginas 1609-1619, también trata del
efecto antiinvasivo de alcaloides y polifenoles in vitro.

Los derivados de hidroxiacetofenona sustituidos de férmula general III:

o]
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ES 2324 420 T3

enlaque R", R?, R¥, y R¥ son, independientemente entre si, hidrégeno, un grupo prenilo, un grupo 1,1-dimetila-
lilo o un grupo 3-metilbut-2-eniloxi, con la condicién de que al menos uno de R, R*, R¥, y R* sea hidrégeno y que
al menos uno de R, R, R¥, y R¥ sea un grupo 3-metilbut-2-eniloxi,

pueden producirse haciendo reaccionar un derivado de hidroxiacetofenona de formula general I:

o]

R4

)

RZ

en la que R!, R?, R? y R* son, independientemente entre si, hidrégeno, un grupo prenilo, un grupo 1,1-dimetilalilo
o un grupo hidroxi, con la condicién de que al menos uno de R!, R?, R? y R* sea hidrégeno y que al menos uno de R',
R?, R?* y R* sea un grupo hidroxi,

en presencia de una base, a una temperatura de reaccion de 10 a 50°C, en un disolvente organico con un haluro de
3-metilbut-2-enilo de férmula II:

()

NN

en la que X es cloro, bromo o yodo, [O-alilacién segun el procedimiento general 1 (PG1), véase también el siguiente
esquema de férmulas (1)].

Preferentemente, los compuestos de férmula general II1 se producen segtin el PG1, en la que RY, y/o R* es un
grupo 3-metilbut-2-eniloxi, es decir, se producen a partir de compuestos de férmula general I, en la que R! y/o R® es
un grupo hidroxi.

La O-alilacion se realiza preferentemente en dimetilformamida (DMF) como disolvente a una temperatura de
reaccion de 20 a 40°C en presencia de la base carbonato de potasio (véase el PG1).

Entonces, los compuestos O-alilados de férmula general IIT que se producen de esta forma pueden hacerse reaccio-
nar segun los procedimientos generales 2 6 3 (PG2 o PG3) en N,N-dietilanilina y a una temperatura de reaccién de 160
a 220°C (preferentemente a reflujo) para formar los compuestos prenilados en C o alquilados en C correspondientes
de férmula general IV:

0O

R‘“
(V)

enlaqueR'", R, R* y R*' son, independientemente entre si, hidrégeno, un grupo prenilo, un grupo 1,1-dimetilalilo
0 un grupo hidroxi, con la condicién de que al menos uno de R, R*", R* y R*" sea un grupo prenilo o un grupo 1,1-
dimetilalilo y que al menos uno de R'", R*", R*" y R*" sea un grupo hidroxi [véase el siguiente esquema de férmulas

@]
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Esquema de férmulas 1

Preferentemente, los compuestos de férmula general IV se producen segtin el PG2 o PG3, en la que R'”" y/o R¥" es
un grupo hidroxi.

Los compuestos de férmula general IV, en la que R'" es un grupo hidroxi, pueden hacerse reaccionar adicionalmen-
te con al menos dos equivalentes en moles de oxicloruro de fésforo (POCl;) en DMF a una temperatura de reaccién
de 40 a 50°C (preferentemente 45°C) para formar los derivados de 4-oxo-4H-cromen-3-carbaldehido respectivos de
férmula general V, en la que R*, R¥" y R*" son, independientemente entre si, hidrégeno, un grupo prenilo, un grupo
1,1-dimetilalilo o un grupo hidroxi, con la condicién de que al menos un grupo de R¥", R*" y R*’ sea un grupo prenilo
o un grupo 1,1-dimetilalilo [véase el siguiente esquema de férmulas (3)].

O-alilacion de grupos hidroxi fendlicos con bromuro de 3-metilbut-2-enilo

R4
+
)\/\x

X =Cl, Br,I

Productos de partida I

Ia (o-Hidroxiacetofenona)

R' = OH
R}, R®, R* = H

Ib (p-Hidroxiacetofenona)

R’ = OH
R*, R, R" = H

Ic (2,4-Dihidroxiacetofenona)

R', R’ = OH
R’, R* = H
Id (L2)
R' = OH
R*, R®> = H

R* = 3-metil-but-2-enilo
Ie (LMK3)

R' = OH

R® = 1,1-dimetilalilo

R, R* = H
si (LP2)
R', R®-. = H
R’ = OH

Productos de reaccidén III

IITIa

(L1) :

eniloxi

IIIc

RrRY

=3-metil-but-2-

R¥, R, RY = H
IIIb (LPl): RY, R*, R* = H

R*
eniloxi
(2,40) : RY ,

but-2-eniloxi

R? , RY
IIId (L3): RY
eniloxi

RY =
enilo
R*, R*

IITe (LMKS6):

eniloxi

IIIf

R*
R

’

RrRY

=3-metil-but-2-

R¥ = 3-metil-

= H
=3-metil-but-2-

3-metil-but-2-

= H
3-metil-but-2-

= 1,1-dimetilalilo

RY

= H

(LP3): RY, R¥ = H

RrR*

=3-metil-but-2-
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R* = 3-metil-but-2-enilo

Esquema de férmulas 2

eniloxi
RY = 3-metil-but-2-

enilo

Transposicion de Claisen de los éteres 3-metilbut-2-eniloxifenilicos

O

PG3 (216°C) o

R?’
Eter 3-metil-but-2-
eniloxifenilico III
IITa (L1): RY =3-metil-but-2-
eniloxi
R*, R, R*Y = H
IIIb (LP1): RY, R*, R* = H

RrR* = 3-metil-but-2- IVb
eniloxi
IIIc (2,40): RY, R¥ =3-metil-

but-2-eniloxi

R*, RY = H

IIId (L3): RY =3-metil-but-2-
eniloxi
R* = 3-metil-but-2-
enilo
R*, R = H
IITe (LMK6): RY = 3-metil-but-

2-eniloxi
R¥= 1,1-dimetilalilo

R, RY = H

IIIf (LP3): RY = 3-metil-but-2-
enilo

R* = 3-metil-but-2-
eniloxi

RY, R¥ = H

PG2 (180°)

Y

Iva (L2):

(LP2)

IVe:

Ivd:

IVe:

IVE:

Productos de reaccidn IV

R'' = OH
R, R = H
R*" = 3-metil-but-2-
enilo
: RV, R = H
R’ = OH
R*" = 3-metil-but-2-
enilo
R'', R’ = OH
R, RY' = 3-metil-
but-2-enilo
R'' = OH
R = H
R, RY' = 3-metil-
but-2-enilo
R'" = OH
R*"’ = 1,1-
dimetilalilo
R = H
R*" = 3-metil-but-2-
enilo
RV = H
R*’" = 3-metil-but-2-
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IIZa (LI): RY =3-metil-but-2- enilo
eniloxi R = OH
R, R, RY = H R*" = 3-metil-but-2-
enilo
Ivg (LMK3): R' = OH
R*" = 1,1-
dimetilalilo
R, R =H

Esquema de férmulas 3

Heterociclacion de los fenoles segiin Vilsmeier-Haack

O

CHO

Fenoles IV 4-0x0-4H-cromen-3-carbaldehidos
v
IVa (L2): R¥', R* = H Va (LMK21): R¥*', R¥ = H
R*" = 3-metil-but-2- R*" = 3-metil-but-2-
enilo, R' = OH enilo
IVe: R’ = OH Ve: R, R*' = 3-metil-but-2-
R*', R*' = 3-metil-but- enilo
2-enilo R’ = OH
Ivd: R*’, R*'= 3-metil-but- vd: R*’, R*" = 3-metil-but-2-
2-enilo enilo
R’ = H; R' = OH R = H
IVe (LMK7) : R*" = 1,1- Ve: R*" = 1,1-dimetilalilo
dimetilalilo R = H
R = H, R' = OH R*' = 3-metil-but-2-
R = 3-metil-but-2- enilo
enilo Vg: R* = 1,1-dimetilalilo
IvVg (LMK3) : R*”’ = 1,1- R, RY = H
dimetilalilo
R, R =H
R' = OH
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Esquema de férmulas 4

Etapas de sintesis seleccionadas y su interdependencia para producir los compuestos reivindicados

0 7 1

Q /CE“\ _‘j\\\/\fdb\)\
HO OH
H o] 240
JOA °
(0] [0}
o M — o ™ O/\/l\
LMK3
— LMK6

OH L1 0

o CHO
/K/\d‘\ 3
L2 OH vg

L3 o)
= LMK21
LP1 ——3
T~ O
HO
Vb (LP2) Ve
2,40 —3p mru_m)
vd (14)
HO o)
Ve
vd

Los derivados de hidroxiacetofenona segin las férmulas III y IV (no englobados por el alcance de la invencién)
que son segun la invencién y se producen segun los procedimientos anteriormente mencionados, ademds de los deri-
vados de 4-oxo-4H-cromen-3-carbaldehido de férmula V (no englobados por el alcance de la invencidn), presentan
propiedades antiproliferativas y/o antimicrobianas y, por tanto, pueden usarse segin la invencion para la preparacién
de composiciones farmacéuticas antiproliferativas o antimicrobianas.

Todavia no se han descrito los derivados de hidroxiacetofenona de férmula III, excepto 1-[2-(3-metilbut-2-enilo-
xi)fenil]etanona, 1-[4-(3-metilbut-2-eniloxi)fenil]etanona y 1-[2,4-bis(3-metilbut-2-eniloxi)fenil]etanona, y por tanto,
representan otro aspecto de la presente invencién.
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Los compuestos preferidos de la presente invencion son los siguientes compuestos de férmula I1I:
1-[5-(3-metilbut-2-enil)-2-(3-metilbut-2-eniloxi)fenil]etanona,
1-[3-(1,1-dimetilalil)-2-(3-metilbut-2-eniloxi) fenil] etanona y

1-[5-(3-metilbut-2-enil)-4-(3-metilbut-2-eniloxi)fenilJetanona.

Procedimientos generales (PG) para la sintesis de derivados de hidroxiacetofenona
PGI: O-agilacion de grupos hidroxi fendlicos con bromuro de 3-metilbut-2-enfilo

Se afladen 6 mmoles de carbonato de potasio a una disolucién con agitacién de 2 mmoles de la hidroxiacetofenona
respectiva de férmula general I en 10 ml de dimetilformamida. La disolucion se agita a temperatura ambiente durante
30 minutos bajo atmdsfera de argén. Luego se inyectan 3 mmoles de bromuro de 3-metilbut-2-enilo a la disolucién
con agitacion continua. Después de aproximadamente 8 horas de agitacién continua bajo gas inerte a 40°C, la mezcla
se vierte en 20 ml de una mezcla de hielo/agua. La suspensién acuosa se extrae tres veces con cada vez 30 ml de
cloroformo. Entonces, la fase orgdnica se lava con una disolucién de hidrogenosulfato de sodio y luego con agua.
El secado de la fase de cloroformo se lleva a cabo sobre sulfato de sodio. Después de la filtracion, la disolucion se
concentra a presion reducida y el residuo se trata finalmente mediante cromatografia.

PG2: Transposicion de CLAISEN de los éteres 3-metilbut-2-eniloxifenilicos

Se disuelve 1 mmol del éter alilfenilico respectivo de férmula general III en 10 ml de N,N-dietilanilina. La diso-
lucién se calienta hasta 180°C durante 5 horas. Después de enfriarse la disolucién de reaccidn, se recoge en 50 ml de
cloroformo. La disolucién de cloroformo se lava tres veces con dcido clorhidrico al 15% y luego con agua para obtener
un valor de pH neutro. Después de esto, el cloroformo se elimina mediante destilacién a presién reducida y el residuo
se recoge en 20 ml de metanol. A esta disolucién se afiade una punta de espdtula de Amberlite IR-120 y esta mezcla
se agita durante 20 minutos. Después de la filtracién, la disolucidn se concentra a presion reducida y el residuo se trata
finalmente mediante cromatografia.

PG3: Transposicion de CLAISEN-COPE de los éteres 3-metilbut-2-eniloxifenilicos

Se recoge 1 mmol del éter 3-metilbut-2-eniloxifenilico respectivo de féormula general III en 10 ml de N,N-dietila-
nilina. Entonces, esta disolucion se calienta a reflujo durante 8 horas (216°C). Después de completarse este tiempo de
reaccion, la mezcla se disuelve en 50 ml de cloroformo. La N,N-dietilanilina se extrae con acido clorhidrico al 15%
y la fase orgdnica restante se lava con agua hasta que se obtiene un pH neutro. La fase de cloroformo se separa y el
cloroformo se elimina mediante destilacion a presion reducida. El residuo se disuelve en 20 ml de metanol y se agita
durante 20 minutos después de haberse afiadido una punta de espatula de Amberlite IR-120. La disolucién se filtra y
se concentra a presion reducida. El residuo se trata finalmente mediante cromatografia.

Ejemplos de preparacion

1. Sintesis de 1-[2-(3-metilbut-2-eniloxi)fenil Jetanona (L1)

O

@) 7
férmula empirica: C,;H,0, masa molar: 204

Se hace reaccionar 1-(2-hidroxifenil)etanona con bromuro de 3-metilbut-2-enilo segin el PG1. Para el tratamiento
final cromatogréfico se us6 una mezcla de tolueno/acetato de etilo = 9/1 como eluyente.

Rendimiento: 85% como liquido incoloro; valor de Rf medido (CCEF, tolueno:acetato de etilo 9:1): 0,41.
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Identificacion estructural del compuesto sintetizado L1 mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear
(RMN) e infrarroja (IR)

Numeracidén de RMN de la estructura

RMN 'H (DMSO-d;): 7,6 (d, 2H, H-1’/H-5"), 7,1 (d, 2H, H-2’/H-6"), 5,44 (m, 1H, H-4), 4,6 (d, 2H, H-3), 2,6 (s,
3H, CH;CO), 1,8 (s, 3H, CH; prenilo), 1,7 (s, 3H, CHj; prenilo).

RMN "*C (CDCL,): 200,1 (CO), 158,3 (C-4"), 138,3 (C-5), 133,5 (C-6"), 130,4 (C-2°), 128,5 (C-3"), 120,4 (C-1"),
119,1 (C-4), 112,7 (C-5"), 65,3 (C-3), 32,0 (C-1), 25,7 (CH,), 18,2 (CH,).

IR (registrado como una pelicula): 3072, 3028 (=CH), 2976, (CH,), 2879 (CH,), 1674 (C=0), 1236 (C-O) cm"".

Ejemplo de referencia

2. Sintesis de 1-[2-hidroxi-5-(3-metilbut-2-enil)fenil Jetanona (L2)

O
OH
férmula empirica: C,,H,0O, masa molar: 204

La 1-[2-(3-metilbut-2-eniloxi)fenilJetanona (L 1), obtenida en el ejemplo de preparacion 1, se hace reaccionar segin
el PG 3. Para el tratamiento final se usé una mezcla de tolueno/acetato de etilo (9,5/0,5) como eluyente.

Rendimiento: 70% como liquido incoloro; valor de Rf medido (CCEF, tolueno:acetato de etilo 9:1): 0,79.

Identificacion estructural del compuesto sintetizado L2 mediante espectrometria de resonancia magnética nuclear
(RMN), infrarroja (IR) y de masas (EM)

Numeracidn de RMN de la estructura

RMN 'H (DMSO-d,): 12,1 (s, 1H, OH), 7,5 (d, 1H, H-6"), 7,2 (d, 2H, H-2’/H-5"), 5,3 (m, 1H, H-4), 3,3 (d, 2H, H-
3), 2,5 (s, 3H, H-1), 1,8 (s, 3H, CHj; prenilo), 1,7 (s, 3H, CHj; prenilo).

RMN BC (CDClLy): 204,4 (CO), 160,5 (C-47), 136,8 (C-6"), 133,1 (C-5), 132,1 (C-1"), 129,6(C-2’), 122,7(C-4),
119,3(C-3’), 118,2 (C-5), 33,3(C-3), 26,6 (CH;CO), 25,7 (CHj; prenilo), 17,8 (CH; prenilo).

IR (registrado como una pelicula): 3437 (OH), 3029 (HC= hidrocarburo aromadtico), 2971, 2916 (CH;), 2857,
(CH,), 1642 (C=0), 1589 (C=C) cm™".

EM (70 V): 204 M*; 189 (M* -15 (CH3)); 161 (M* -43 (CH;CO); 69 (CsH, prenilo); 43 (CH,CO).
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Ejemplo de referencia

3. Sintesis de 1-[3-(1,1-dimetilalil)-2-hidroxifenil Jetanona (LMK 3)

o,

OH

F

férmula empirica: C;,H,0, masa molar: 204

La 1-[2-(3-metilbut-2-eniloxi)fenil]etanona (L1), obtenida en el ejemplo de preparacién 1, se hace reaccionar segin
el PG 2. Para el tratamiento final se usé una mezcla de tolueno/acetato de etilo (9,5/0,5) como eluyente.

Rendimiento: 28% como liquido incoloro; valor de Rf medido (CCEF, tolueno:acetato de etilo 9,5:0,5): 0,71.

Identificacion estructural del compuesto sintetizado LMK3 mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear
(RMN), infrarroja (IR) y de masas (EM)

Numeracidén de RMN de la estructura
RMN 'H (CDCly: 13,1 (s, 1H, OH); 7,64 (dd, 1H, H-6"); 7,49 (dd, 1H, H-4"); 6,83 (m, 1H, H-5"); 6,25 (dd, 1H, H-
4); 5,29 (dd, 1H, vinilo CH,); 4,97 (dd, 1H, vinilo CH,); 2,63 (s, 3H, CH;CO); 1,5 (s, 6H, CH;-alilo).

RMN 3C (75 MHz, CDCl,): 205,1 (CO); 161,7 (C-2"); 147,2 (C-4, vinil-CH); 134,1 (C-3"); 132,1 (C-3’); 129,1
(C-6), 124,3 (C-1"); 119,6 (C-5"); 110,5 (C-5, vinil-CH,); 40,6 (C-3); 27,0(C-2); 26,8 ((CH3)2C-5).

IR (registrado como una pelicula): 3435 (OH), 3030 (=CH hidrocarburo aromatico), 2970, 2915 (CHs), 2855,
(CH,), 1644 (C=0), 1587 (C=C) cm™".

EM (70 eV): 204 M*; 189 (M* -15 (CHy)); 161 (M* -43 (CH,CO); 43 (CH,CO).
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4. Sintesis de 1-[3-(1,1-dimetil-alil)-2-(3-metil-but-2-eniloxi)-fenil ]-etanona (LMK6)

O
O
F
férmula empirica: C, H,,0, masa molar: 272

La 1-[3-(1,1-dimetilalil)-2-hidroxifenilJetanona (LMK3), obtenida en el ejemplo de preparacién 3, se hace reac-
cionar con bromuro de 3-metilbut-2-enilo segin el PG1. Para el tratamiento final cromatogréfico se usé una mezcla de
tolueno/acetato de etilo = 9,5/0,5 como eluyente.

Rendimiento: 67% como liquido incoloro; valor de Rf medido (CCF, tolueno:acetato de etilo 9:1): 0,37.

Identificacion estructural del compuesto sintetizado LMK6 mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear
(RMN), infrarroja (IR) y de masas (EM)

Numeracién de RMN de la estructura

RMNN 'H (CDCl,): 7,43 (dd, 1H, H-6"); 7,33 (dd, 1H, H-4"); 7,07 (m, 1H, H-5"); 6,21 (dd, 1H, H-4); 5,48 (m, 1H,
H-7); 5,03 (dd, 1H, H-5, vinil-CH,); 4,98 (dd, 1H, H-5, vinil-CH,); 4,27 (d, 2H, H-6, O-CH,); 2,61 (s, 3H, CH;CO);
1,79 (s, 3H, CH;-prenilo); 1,63 (s, 3H, CH;-prenilo); 1,51 (s, 6H, (CH;),C-3).

RMN BC (75 MHz, CDCL;): 203,0 (CO); 157,0 (C-2"); 148,3 (C-4, vinil-CH); 136,8 (C-8); 131,3 (C-3"); 128,2
(C-8), 127,6 (C-4"); 123,2 (C-67); 120,3 (C-17); 120,1 (C-5"); 120,0 (C-7); 110,3 (C-5); 40,7 (C-3); 29,9 (C-2); 28,2
((CHj;),C-3); 25,7 (CH;-prenilo); 18,3 (CH;-prenilo).

IR (registrado como una pelicula): 3032 (=CH hidrocarburo aromético), 2975, 2917 (CH;), 2850, (CH,), 1675
(C=0), 1585 (C=C) cm™".

EM (70 eV): 272 M*; 257 (M* -15 (CHa)); 229 (M* -43 (CH;CO); 43 (CH,;CO).
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Ejemplo de referencia

5. Sintesis de 1-[3-(1,1-dimetilalil)-2-hidroxi-5-(3-metilbut-2-enil )fenil |-etanona (LMK7)

O
OH
=F
férmula empirica: C,H,,0, masa molar: 272

La 1-[3-(1,1-dimetilalil)-2-(3-metilbut-2-eniloxi)fenil]Jetanona (LMK®6) obtenida en el ejemplo de preparacién 4
se hace reaccionar segun el PG 3. Para el tratamiento final cromatografico se usé una mezcla constituida por tolue-
no/acetato de etilo = 9,5/0,5 como eluyente.

Rendimiento: 23% como liquido incoloro.

Identificacion estructural del compuesto sintetizado LMK7 mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear
(RMN), infrarroja (IR) y de masas (EM)

Numeracidén de RMN de la estructura

RMN 'H (CDCl5: 12,92 (s, 1H, OH); 7,40 (d, 1H, -H-6"); 7,31 (d, 1H, H-4"); 6,25 (dd, 1H, H-4); 5,30 (m, 1H, H-
7); 5,02 (dd, 1H, H-5, vinil-CH,); 4,97 (dd, 1H, H-5, vinil-CH,); 3,28 (d, 2H, H-6); 2,61 (s, 3H, CH;CO); 1,77 (s, 3H,
CHj;-prenilo); 1,73 (s, 3H, CH;-prenilo); 1,50 (s, 6H, (CH;),C-3).

RMN BC (75 MHz, CDCl): 204,5 (CO); 160,2 (C-2"); 147,6 (C-4, vinil-CH); 136,8 (C-8); 134,7 (C-3); 131,1 (C-
4); 129,9 (C-5°); 123,2 (C-6); 117,8 (C-1"); 110,1 (C-5); 40,6 (C-3); 38,1 (C-6); 34,1 (CH;CO); 33,9 ( (CH;),C-3);
26,2 (CH;-prenilo); 18,1 (CH;-prenilo).

IR (registrado como una pelicula): 3035 (=CH hidrocarburo aromatico), 2973, 2920 (CH;), 2847, (CH,), 1643
(C=0), 1580 (C=C) cm™".

EM (70 eV): 272 M*; 257 (M* -15 (CH3)); 229 (M* -43 (CH;CO); 43 (CH;CO).
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6. Sintesis de 1-[5-(3-metilbut-2-enil)-2-(3-metilbut-2-eniloxi)fenil |-etanona (L3)

0
I
o Z

férmula empirica: C,,H,,0, masa molar:272

La 1-[2-hidroxi-5-(3-metilbut-2-enil)fenil]etanona (L2), obtenida en el ejemplo de preparacién 2, se hace reac-
cionar con bromuro de 3-metilbut-2-enilo segtin el PG1. Para el tratamiento final cromatografico se usé una mezcla
constituida por tolueno/acetato de etilo = 9/1 como eluyente.

Rendimiento: 80%.

Identificacion estructural del compuesto sintetizado L3 mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear
(RMN) e infrarroja (IR)

Numeracidn de RMN de la estructura

RMN 'H (DMSO-dg): 7,5 (d, 1H, H-2"), 7,2 (d, 1H, H-6"), 6,8 (d, 1H, H-5"), 5,5 (m, 1H, H-4), 5,2 (m, 1H, H-7),
4,6 (d, 2H, H-6), 3,2 (d, 2H, H-3), 2,5 (s, 3H, H-1), 1,8 (s, 6H, CH; prenilo), 1,7 (s, 6H, CH; prenilo).

IR (registrado como una pelicula): 3070, 3026 (=CH), 2970 (CH3), 2879 (CHZ), 1678 (C=0), 1236(C-O) cm™".

7. Sintesis de 1-[4-(3-metilbut-2-eniloxi)fenil Jetanona (LP1)

\\\\ O

férmula empirica: C;;H,0, masa molar: 204

La 1-(4-hidroxifenil)etanona se hace reaccionar con bromuro de 3-metilbut-2-enilo segiin el PG1. La 1-[4-(3-
metilbut-2-eniloxi)fenil]etanona (LP1), precipitada como un sélido, se lava con agua para el tratamiento final y se seca
a temperatura ambiente.

Rendimiento: 80% como compuesto incoloro; p.f. 47°C.
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Identificacion cuantitativa del compuesto sintetizado LP1 mediante andlisis elemental
Relaciones de masa calculadas segin la composicion de la férmula: 76,47% de C; 7,84% de H.
Las relaciones de masa halladas confirman la férmula empirica: 76,43% de C; 7,81% de H.

Identificacion estructural del compuesto sintetizado LP1 mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear
(RMN), infrarroja (IR) y de masas (EM)

Numeracidén de RMN de la estructura
RMN 'H (DMSO-dy): 7,9 (d, 2H, H-2’/H-4"), 6,9 (d, 2H, H-1°/H-5), 5,5 (m, 1H, H-4), 4,6 (d, 2H, H-3), 2,6 (s,
3H, CH;CO), 1,8 (s, 3H, CH; prenilo), 1,7 (s, 3H, CH; prenilo)

RMN C (CDCLy): 196,7 (CO), 162, 7 (C-6), 138,8 (C-5), 130,5 (C-2’; C-4"), 130,1 (C-3’), 118,8 (C-4), 114,2
(C-5"; C-1"), 64, 9 (C-3), 26, 2 (C-1), 25,7 (CH,), 18,1 (CH,).

IR (registrado como una pelicula): 3072, 3029 (=CH), 2970, 2935 (CHs), 2875 (CH,), 1668 (C=0), 1242 (C-0O)
cm™.

EM (70 eV): 204 M*, 136 (M* -68), 69 (prenilo).

8. Sintesis de 1-[2,4-bis(3-metilbut-2-eniloxi)fenil Jetanona (2,40)

férmula empirica: C; H,,0; masa molar: 288

La 1-(2,4-dihidroxifenil)etanona se hace reaccionar con bromuro de 3-metilbut-2-enilo segin el PG1. Para el
tratamiento final cromatografico se usé una mezcla constituida por tolueno/acetato de etilo = 9/1 como eluyente.

Identificacion estructural del compuesto sintetizado 2,40 mediante espectrometria de resonancia magnética nuclear
(RMN)

Numeracidén de RMN de la estructura

RMN 'H (DMSO-d;): 7,6 (d, 1H, H-6"), 6,5 (d, 1H, H-5"), 6,4 (d, 1H, H-3"), 5,6 (m, 1H, H-7), 5,5 (m, 1H, H-4),
4,7 (d, 2H, H-6), 4,6 (d, 2H, H-3), 2,5 (s, 3H, H-1), 1,8 (s, 6H, CHj; prenilo), 1,7 (s, 6H, CH; prenilo).
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Ejemplo de referencia

9. Sintesis de 6-(3-metilbut-2-enil)-4-oxo-4H-cromen-3-carbaldehido (LMK21)

O

férmula empirica: C,.H,,0, masa molar: 242

Se disuelven 4 mmoles de la 1-[2-hidroxi-5-(3-metilbut-2-enil)-fenil]etanona (L2) obtenida en el ejemplo de pre-
paracién 2 en 2 ml de dimetilformamida anhidra. Se afaden gota a gota con enfriamiento 1,29 g de oxicloruro de
fosforo. La mezcla de reaccion se calienta durante 1 hora a 45°C con agitacién. Entonces, la mezcla de reaccién se
vierte en agua con hielo y luego se agita a temperatura ambiente durante 4 horas. La fase acuosa se extrae tres veces
con cloroformo, se seca sobre sulfato de sodio, se concentra a vacio y se purifica por cromatografia en columna (n-
hexano/acetato de etilo = 1/0,1).

Rendimiento: 11%.

Identificacion estructural del compuesto sintetizado LMK21 mediante espectroscopia de resonancia magnética nu-
clear (RMN), infrarroja (IR) y de masas (EM)

Numeracidén de RMN de la estructura

RMN 'H (CDCl;: 10,35 (s, 1H, CHO); 8,52 (s, 1H, H-2); 8,07 (d, 1H, H-5); 7,56 (m, 1H, H-7); 7,44 (d, 1H, H-8);
5,32 (m, 1H, =CH vinilo); 3,46 (d, 2H, CH,); 1,77 (s, 3H, CH;-prenilo); 1,73 (s, 3H, CH;-prenilo).

RMN BC (75 MHz CDCl;): 188,6 (CHO); 175,3 (C-4); 164,1 (C-2); 156,1 (C-9); 135,7 (C-7), 127,2 (C(CH3),),
125,8(C-6); 125,1 (C-10); 123,6 (C-5); 119,2 (C-8); 117,9 (=CH-prenilo); 36,5 (CH,-prenilo); 25,1 (CH;-prenilo);
18,9 (CHj;-prenilo).

IR (registrado como una pelicula): 3040, 3020 (=C-H), 2975 (CH3), 2870 (CH,), 1695 (CHO) y 1645 (CO) cm™'.

EM (70 eV): 242 M*, 241 (M* -1(H), 69 (prenilo), 29 (CHO).

Efecto antitumoral de los compuestos segiin la invencion
(Resultados de pruebas referentes a la actividad antitumoral de los compuestos sintetizados (véanse las figuras 1-6))
Las pruebas se llevaron a cabo con las siguientes lineas de células cancerosas humanas:
Pulmén NCI-460, mama normal MCF-7, mama NCI-ADR (expresa el fenotipo MDR), cancer de piel (melanoma)
UACC-62, leucemia K-562, colon HT-29, céncer renal 786-0, cancer de ovario OVCAR-3 y cancer de prdstata PC-3

(una donacion del Instituto nacional del cancer, Frederik, MA, EE.UU.).

Las células se cultivaron en matraces de cultivo de células de 25 ml (Nunc) con 5 ml de RPMI 1640 (Gibco BRL,
Life Technologies) con 5% de suero bovino fetal.
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Las células adherentes se tripsinaron (0,5 ml de tripsina, Nuticell Nutrientes Cellulares). Entonces, la tripsina se
inactivé afiadiendo 5 ml de 5% de suero en RPMI 1640. Se prepard una unica suspensién de células pipeteando
cuidadosamente, las células se contaron, se prepararon diluciones con una densidad celular apropiada, variando segtin
la linea celular, y se sembraron 100 ul/pocillo en placas de microtitulacion de 96 pocillos. Las placas de microtitulacién
se preincubaron durante 24 horas a 37°C para estabilizar los cultivos. Las células se incubaron durante 48 horas a 37°C
y 5% de CO, con 100 ul de las diluciones de las sustancias de prueba (0,25; 2,5; 25 y 250 ug/ml, por triplicado). La
doxirubicina (Sigma Chemical Co.) y el tamoxifen (Sigma Chemical Co.) sirvieron de controles positivos.

La prueba de la sulforodamina B (SRB) para la actividad antiproliferativa se llevé a cabo segtin las especificaciones
de Skehan y col. (Journal of National Cancer Institute vol. 82, pdginas 1107-1118, 1990). Las células se fijaron durante
una hora a 4°C mediante precipitacion de proteinas con dcido tricloroacético al 50% (TCA, Sigma Chemicals Co.) (50
wul/pocillo, concentracién final 10%)). El sobrenadante se desechd y las placas se lavaron cinco veces con agua de grifo.
Las células se tifieron durante 30 minutos con SRB al 0,4% en écido acético al 1% (50 ul/pocillo) y posteriormente
se lavaron cuatro veces con dcido acético al 1% con el fin de eliminar el colorante no unido. Las placas se secaron
y el colorante unido se solubilizé con 150 pl/pocillo de tampdn Trizma 10 mM (Sigma Chemicals Co.). La densidad
optica se determiné con un lector de placas automatizado (lector de microplacas Max de Molecular Devices) a 540
nm. Todas las determinaciones se realizaron como determinacion por triplicado. La densidad 6ptica se calcul6 con el
programa Excel® (Microsoft Office Package).

Los compuestos segun la invencién presentan tanto actividad citostatica como citocida a concentraciones que 0sci-
lan entre 0,5 y 250 ug/ml. La 1-[2-hidroxi-5-(3-metilbut-2-enil)etanona, ejemplo de referencia, presenté propiedades
selectivas sin dafiar los fibroblastos y todavia estaba activa a una dilucién de 1:2000.

La inhibicién del crecimiento celular dependiente de la concentracion de los compuestos elegidos segtn la inven-
cién se muestra en las figuras 1 a 6.

Figura 1

El compuesto L1 presenté actividad citostdtica (inhibicién del crecimiento celular) contra todas las lineas celulares
probadas y actividad citocida contra NCI-460, UACC-62 y NCI-ADR.
Figura 2

El compuesto L2, ejemplo de referencia, mostr6 una actividad muy fuerte en todas las lineas celulares a concen-
traciones que oscilaban entre 0,5 y 250 pg/ml.

Ademds, esta sustancia se probd en las siguientes lineas celulares:

MIAPaCa2 pancredtica; C205 de colon y T47D de mama y para comparacion se probé en la linea no patdgena:
WI38 (fibroblastos).

El compuesto L2 fue selectivamente activo contra las 3 lineas tumorales (es decir, no fue activa contra fibroblastos)
e incluso era activa a una dilucion de 1:2000.

TABLA 1

DEys (dosificacion eficaz que destruyo el 50% de las células cancerosas humanas, valores en pg/ml)

Compuesto NCI460 UACC62 MCF7 NCIADR
L1 25,0 45,0 25,0 8,0
L2 9,0 4,2 6,0 6,0
Ejemplo de
referencia

Figura 3

La actividad citostética y citocida contra las lineas celulares probadas, ademds de la selectividad del compuesto
L3, se ilustra en la figura 3.
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Figura 4

El compuesto LP1 mostré una actividad citostdtica media contra todas las lineas celulares probadas empezando a
25 pg/ml y actividad citocida empezando a 250 pg/ml.

Figura 5

El compuesto 2,40 mostrd una actividad citostatica media contra todas las lineas celulares probadas empezando a
25 pg/ml y actividad citocida empezando a 250 pg/ml.

Figura 6

El compuesto LMK?7, ejemplo de referencia, mostré una actividad citostdtica media contra todas las lineas celulares
probadas empezando a 25 ug/ml, sin embargo, no presentd actividad citocida contra la linea celular de cancer de
pulmén probada.

Pruebas antimicrobianas (concentracion minima de inhibicion, CMI)

El indculo para las pruebas se preparé diluyendo los microorganismos en NaCl al 0,85%, la dilucidn se ajusté al
nivel 0,5 segiin McFarland y se comprobé a 580 nm en el espectrofotémetro. Las suspensiones de células se diluyeron
a 10* UFC/ml para la aplicacién en las pruebas. Las pruebas de CMI se llevaron a cabo segtn las instrucciones de
J.N.P. Eloff (Planta Medica Vol. 64, paginas 711-713, 1998)) en placas de microtitulacién con 96 pocillos. Se prepara-
ron diluciones seriadas de las concentraciones de 1,00-0,0015 mg/ml. El cloranfenicol o la nistatina, respectivamente
(Merck), sirvieron de sustancias de control en una concentracién de 0,062-0,005 mg/ml 0 0,0125-0,001 mg/ml, respec-
tivamente. El indculo (100 ul) se colocé en todos los pocillos y las placas se incubaron durante 48 h a una temperatura
de 36°C. La actividad antimicrobiana se detectd afiadiendo 20 ul de una disolucién acuosa al 0,5% de TTC (cloruro de
tetrazolio, Merck) por pocillo. La concentracién minima de inhibicién (CMI) se definié como la menor concentracién
del compuesto que inhibid el crecimiento visible (indicado por tincién con TTC).

Los resultados de las pruebas antimicrobianas se muestran en la tabla 2

TABLA 2
Valores de CMI (en mg/ml)

Microorganismos | L1 L2 L3 Sustancia
Ejemplo de comparativa
referencia Cloranfenicol

B. subtilis 0,5-1,0 0,5-1,0 > 1,0 0,02

Micrococcus 0,25-0,5 {0,5-1,0 0,5-1,0 0,05

luteus

Rhodococcus > 1,0 > 1,0 > 1,0 0,04

equi

E. falcillm 0125 0,5-1’0 0,5'1,0 0112

Salmonella 0,25 0,5-1,0 > 1,5 0,06

choterasuis

Escherichia > 1,0 0,05 > 1,0 0,04

coli

Candida 0,06 0,05 0.9 0,05%*x*

albicans

Staphylococcus 0,5 > 1,0 > 1,0 0,02

aureus

**  Sugtancia comparativa contra nistatina de Candida

albicans
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TABLA 3

Valores de CMI (en mg/ml)

2,40

Microorganismos Sustancia
comparativa
Cloranfenicol
S. epidermides 0,5-1,0 0,04
E. coli 0,5-1,0 0,04
Rhodococcus equi 0,5-1,0 0,04
S. falcium 0,5-1,0 0,12
B. subtilis 0,5-1,0 0,02
Micrococcus luteus | 0,5-1,0 0,05
E. faecium 0,5-1,0 0,12
Salmonella 0,5-1,0 0,06
S. aureus 0,5-1,0 0,02
Candida albicans 0,5-1,0 0,12%%*
**  Sustancia comparativa contra nistatina de Candida
albicans
TABLA 4
Valores de CMI (en mg/ml)
Microorganismos LP1 Sustancia
comparativa
Cloranfenicol
S. epidermides 0,06-0,12 0,04
E. coli > 1,5 0,04
Rhodococcus equi > 1,5 0,04
Candida albicans > 1,5 0,12*%%*
B. subtilis > 1,5 0,02
Micrococcus luteus |> 1,5 0,05
E. faecium > 1,5 0,12
Salmonella 0,12-0,25 0,06
S. aureus > 1,5 0,02
S. falcium > 1,5 0,12
**  Qustancia comparativa contra nistatina de Candida

albicans
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Los resultados de las pruebas anteriores demuestran la excelente actividad antimicrobiana (contra bacterias y hon-
gos), antiviral o antiproliferativa de los compuestos segtin la invencién y, por tanto, pueden usarse para la terapia y la
profilaxis de tumores malignos en seres humanos, como por ejemplo tumores sélidos tales como carcinoma de colon,
carcinoma de recto, cdncer de estomago, cancer de tiroides, cdncer de la lengua, cdncer de vejiga, carcinoma de co-
rion, cancer de higado, cancer de utero, carcinoma de prdstata, carcinoma de faringe, cancer de pulmon, carcinoma de
mama, melanoma maligno, sarcoma de Kaposi, tumores cerebrales, neuroblastoma, carcinoma de ovario, cdncer de
testiculos, osteosarcoma, cancer de pancreas, cadncer de rifién, hipernefroma y angioendotelioma; y tumores malignos
hematopoyéticos tales como leucemia o linfoma.

Ademads, los compuestos segin la invencién pueden usarse como farmacos contra bacterias y micosis como, por
ejemplo, aquellas producidas por Candida albicans en el caso de candidosis bucal, faringitis, micosis interdigitales y
para el tratamiento de micosis locales y sistémicas.

Ademads, los compuestos segtin la invencion también pueden usarse como agentes activos inmunoestimulantes o
inmunomoduladores.

Ademds, la presente invencidn también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden uno o al menos
un compuesto segtin la invencion, opcionalmente en mezcla con adyuvantes y excipientes que son cominmente usados
en el campo. Las composiciones farmacéuticas segtin la invencioén pueden formularse/producirse segtin procedimientos
y técnicas convencionales muy conocidos para un experto en la materia.

Por este documento se prefieren las formas farmacéuticas para administracion oral, parenteral (por ejemplo, i.v.,
s.c., 1.p., i.c., intratecal) y local (por ejemplo, tépica, rectal, vaginal, bucal, aplicacion en el ojo o por medio de inhala-
cién).

Por tanto, las composiciones farmacéuticas segtin la invencién pueden presentarse en particular como comprimi-
dos (especialmente también comprimidos gastrorresistentes o comprimidos con una liberacién modificada de agentes
activos), cdpsulas (cdpsulas de gelatina duras y blandas), pildoras, granulos, supositorios, 6vulos, pomadas, cremas,
geles, escayolas, TTS o también como emulsiones, suspensiones, disoluciones o como polvos reconstituibles (también
para administracién parenteral).
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REIVINDICACIONES

1. Derivado de hidroxiacetofenona de férmula general III:

0

()

R?

en la que R", R¥, R¥ y R* son, independientemente entre si, hidrégeno, un grupo prenilo, un grupo 1,1-dimetilalilo
o un grupo 3-metilbut-2-eniloxi, con la condicién de que al menos uno de R", R, R¥ y R sea hidrégeno y que al
menos uno de R", R¥, R¥ y R¥ sea un grupo 3-metilbut-2-eniloxi, en el que se excluyen 1-[2-(3-metilbut-2-eniloxi)
fenil]etanona, 1-[4-(3-metilbut-2-eniloxi)fenil]letanona y 1-[2,4-bis(3-metilbut-2-eniloxi)fenil]etanona.

2. Derivado de hidroxiacetofenona segin la reivindicacion 1, que comprende:
1-[5-(3-metilbut-2-enil)-2-(3-metilbut-2-eniloxi) fenil] etanona,
1-[3-(1,1-dimetilalil)-2-(3-metilbut-2-eniloxi)fenilJetanona y

1-[5-(3-metilbut-2-enil)-4-(3-metilbut-2-eniloxi)fenilJetanona.

3. Composicién farmacéutica que comprende al menos un compuesto seleccionado de un compuesto segiin una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, 1-[2-(3-metilbut-2-eniloxi)fenil]etanona, 1-[4-(3-metilbut-2-eniloxi)fenil]
etanona y 1-[2,4-bis(3-metilbut-2-eniloxi)fenil]etanona.

4. Uso de al menos un compuesto seleccionado de un compuesto segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2,
1-[2-(3-metilbut-2-eniloxi)fenil]etanona, 1-[4-(3-metilbut-2-eniloxi)fenil]etanona y 1-[2,4-bis(3-metilbut-2-eniloxi)
fenil]etanona para la preparacién de una composicién farmacéutica antiproliferativa, antimicrobiana (contra bacterias
y hongos), antiviral, inmunomoduladora o inmunoestimulante.

5. Uso segtn la reivindicacion 4 para la profilaxis o terapia de enfermedades neoplésicas seleccionadas de cancer
de pulmén, cidncer de mama (normal y que expresa el fenotipo MDR), melanoma, leucemia, carcinoma de colon,
carcinoma renal, carcinoma de ovario, cancer de pancreas y cancer de prostata.

6. Uso segtin la reivindicacién 4 para la profilaxis o terapia de una infeccién producida por un microorganismo del
género Candida, Bacillus, Micrococcus, Rhodococcus, Escherichia, Enterococcus, Staphylococcus, Neisseria, Salmo-
nella, Pseudomonas, Treponema, Mycobacterium o Trichomonas.

7. Uso segun la reivindicacién 6 para la profilaxis o terapia de una infeccién que se produce por un microorganismo
seleccionado del grupo que estd constituido por Bacillus subtilis, Micrococcus luteus, Rhodococcus equi, Enterococ-
cus faecium, Salmonella choterasuis, Escherichia coli, Candida albicans, Staphylococcus aureus 'y S. epidermides, S.
falcium, Neisseria gonorrhoeae, Salmonella pullorum, Pseudomonas aeruginosa, Treponema pallidum, Bacillus coa-
gulans, Mycobacterium leprae, Trichomonas vaginalis, Bacillus cereus, Bacillus megaterium, Micrococcus roseus,
Micrococcus varians, Salmonella typhi o Mycobacterium tuberculosis.

20



ES 2324 420 T3

Figura 1: Compuesto L1
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Figura 2: Compuesto L2
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Figura 3: Compuesto L3
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Figura 4: Compuesto LP1
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Figura 5: Compuesto 2,40
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Figura 6: Compuesto LMK7
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