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DESCRIPCION

Receptores o-2 como biomarcadores de proliferacién de células tumorales.
Antecedentes de la invencion

El cancer de mama se caracteriza por un potencial proliferativo que puede variar considerablemente de un paciente
a otro. Se ha demostrado que el indice de proliferacion celular tumores de mama predice la respuesta a la radioterapia
y a la quimioterapia. Actualmente, se obtienen medidas de proliferacion celular por andlisis histolégico o citométrico
de flujo. Ambos procedimientos estan limitados por procedimientos de muestreo y s6lo el 60-70% de las muestras de
paciente son adecuadas para andlisis citométrico de flujo. Se demostré recientemente que los receptores sigma-2 (02)
se expresan en alta densidad en varias lineas celulares de cancer de mama humanas y de roedor (Cancer Research, 55,
408 (1995). Sin embargo, su expresion es heterogénea y su funcién se desconoce.

Existe la continua necesidad de procedimientos no invasivos que puedan evaluar con precision el estado prolifera-
tivo del cancer de mama. Dichos procedimientos podrian tener un impacto significativo sobre la determinacién de una
terapia Optima para tratar a los pacientes con cancer de mama.

El documento de Patente de Estados Unidos N° 4.808.588 desvela ureas heterociclicas y carbonatos ttiles como
productos farmacéuticos, siendo compuestos de la férmula que se ilustra a continuacién, o sales farmacéuticamente
aceptables de los mismos.

Ry
\(—- NHCO—L—Z
V4 \
: Het
N rd
/-‘ )
Ry

en la que:

Het es un heteroarilo monociclico que tiene dos dtomos de carbono adyacentes, a y b, representados en la
férmula (I); R; y R, se seleccionan independientemente entre hidrégeno, halégeno, CF;, alquilo y alcoxi C;_g;

R; es hidroxi, alcoxi C,_g, metoxi-alquenilo C;_;, fenoxi o fenil alcoxi C;_4 en el que el resto fenilo puede
estar sustituido por uno o dos alquilo C,_g, alcoxi C,_¢ 0 halo; CO,R¢ en el que R¢ es hidrégeno o alquilo C, _,
CONR;R;g 0 SO,NR;R; en el que R; y Rg son independientemente hidrégeno o alquilo C;_4 0 son juntos son
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enlasquenes263;pesl62;qesla3;resdela3;y

R, o Rs es alquilo C,_,.

La Patente de Estados Unidos N° 5.106.843 desvela compuestos heterociclicos, particularmente derivados de ari-
lureas y dcido carbamico de la férmula general dada a continuacién, que son utiles como antagonistas de 5-HTj:

A-NHCW-Y-B

en la que A es un radical aromadtico especifico incluyendo
3,5-diclorofenilo;
WesOoS;
YesNHuO,y
B es un anillo azaciclico saturado especifico tal como tropan-3-ilo o quinuclidin-3-ilo.
Sumario de la invencion

La presente invencion proporciona un procedimiento no invasivo para detectar células cancerosas o para evaluar el
estado de proliferacién de células cancerosas que expresan receptores de sigma-2 (02), tal como células de tumores
solidos. El procedimiento comprende preferentemente (a); poner en contacto una muestra celular del tumor in vitro
con una cantidad de compuesto marcado detectable de férmula (I):

|8

en la que R es C¢FsCH,, o T-C¢H,CH, en el que T es halo, CH;S, CH;0, NH, o H; Aes NH, O o0 S, B es
NH,O00S;GesOo0S;DesCHoN; Ees CHo N; Fes CHo N; Y son Z son individualmente H, halo, OH,
alquilo (C,-C,), alcoxi (C,-C,), alquilo (C,-C,)-C(0O), alquilo (C;-C,)-S, NH,, SH, N(R), o juntos son OCH,O,
en las que dicho alquilo puede ser lineal, ramificado, cicloalquilo o alquil (cicloalquilo); X es (CH,),, (CH,); o
CH=CH; o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en las que el marcador comprende un radiontclido;
y (b) determinar el grado en el que el compuesto de férmula (I) se une a las células de dicho tumor, dicho grado
proporciona una medida del estado proliferativo de dicho tumor, cuyo estado que se correlaciona con el grado
de expresion del receptor sigma-2 por dichas células. El procedimiento se basa en la habilidad del compuesto
de férmula (I) para unir selectivamente receptores de sigma-2 (0-2) con receptores de o°1.

Los grupos Z e Y pueden ocupar cualquier posicién del anillo, es decir, una cualquiera de E, D o F puede ser CY o
CZ. Preferentemente, al menos uno de Y o Z no es H. Preferentemente A es O y B es NH. Preferentemente, R es CH,
bencilo o fenilo. El alquilo puede ser ramificado, no ramificado, cicloalquilo o (cicloalquil)alquilo.

El marcador es un radionticlido, seleccionado entre un radioisétopo de halégeno ('*1, 1, 8F, F) o ''C. El
compuesto se administra preferentemente por via parenteral, es decir, por administraciéon por via intravenosa, i.p.,
intratecal o enteral.

Los nuevos compuestos de férmula (I), marcados y no marcados, también estdn dentro del &mbito de la invencidn,
ya que son composiciones farmacéuticas que comprenden uno o més de dichos compuestos. Los compuestos no
marcados pueden usarse como intermedios para preparar compuestos marcados o como ligandos especificos de sigma-
2 que pueden usarse en ensayos competitivos para ensayar la presencia de receptores de 02, como se describe a
continuacién. La configuracion en la posicidon 3 puede ser exo- o endo-; de los cuales se prefiere endo-.
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Breve descripcion de las figuras
La Fig. 1 muestra compuestos de la invencion.
La Fig. 2 muestra compuestos de la invencion.
La Fig. 3 muestra compuestos de la invencion.
Descripcion detallada de la invencion

Se ilustran procedimientos para preparar compuestos de formula 1 mediante los siguientes procedimientos en los
que los significados de los radicales genéricos son como se dan anteriormente a menos que se indique otra cosa.

Los compuestos de férmula I en los que A es oxigeno y B es nitrégeno pueden prepararse generalmente haciendo
reaccionar un isocianato de férmula II con un alcohol de férmula III en condiciones convencionales.

HO
F‘-"""D\' £
l\" | x\\\__
% NCO
z \"-
(1D (m

Los disolventes, bases y condiciones de reaccién adecuados para una reaccién de este tipo se conocen bien en la
técnica. Por ejemplo, la reaccion puede realizarse convenientemente en condiciones similares a aquellas descritas en
el Ejemplo 1.

Los compuestos de férmula I en los que A es nitrogeno y B es nitrégeno pueden prepararse generalmente haciendo
reaccionar un isocianato de férmula II con una amina de férmula IV en condiciones convencionales.

Los disolventes, bases y condiciones de reaccidon adecuados para una reaccidon de este tipo se conocen muy bien
en la técnica.

Se observa que muchos de los materiales de partida que se emplean en los procedimientos descritos a continuacién
estdn disponibles en el mercado, se indican el la bibliografia cientifica, o se pueden preparar usando procedimientos
analogos a los descritos en la bibliografia.

En casos en los que los compuestos son suficientemente basicos o dcidos para formar sales de 4cido o de ba-
se estables no toxicas, puede ser apropiada la administracion de los compuestos en forma de sales. Son ejemplos
de sales farmacéuticamente aceptables las sales de adicién de 4cidos organicos formadas con dcidos que forman un
anién psicoldgicamente aceptable, por ejemplo, tosilato, metanosulfonato, acetato, citrato, malonato, tartarato, succi-
nato, benzoato, ascorbato, a-cetoglutarato y a-glicerofosfato. También pueden formarse sales inorgdnicas adecuadas,
incluyendo clorhidrato, sulfato, nitrato, bicarbonato y sales carbonato.

Las sales farmacetticamente aceptables pueden obtenerse usando procedimientos convencionales bien conocidos
en la técnica, por ejemplo, haciendo reaccionar un compuesto suficientemente basico como una amina con un acido
adecuado produciendo un anién psicolégicamente aceptable. También pueden prepararse sales de metales alcalinos
(por ejemplo, sodio, potasio o litio) o sales de metales alcalinotérreos (por ejemplo calcio) de 4cidos carboxilicos.
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Los compuestos de férmula I pueden formularse como composiciones farmacéuticas y administrarse a un huésped
mamifero, tal como un paciente humano en una diversidad de formas adaptadas a la via de administracién selecciona-
da, es decir, por via oral o parenteral, por via intravenosa, intramuscular, tépica o subcutanea.

Por lo tanto, los presentes compuestos pueden administrarse por via sistémica, por ejemplo, por via oral, en combi-
nacién con un vehiculo farmacéuticamente aceptable tal como un diluyente inerte o un vehiculo comestible asimilable.
Pueden incluirse en cdpsulas de gelatina de carcasa dura o blanda, pueden comprimirse en comprimidos que pueden
incorporarse directamente con el alimento de la dieta del paciente. Para su administracién terapéutica oral, el compues-
to puede combinarse con uno o mas excipientes y usarse en forma de comprimidos ingeribles, comprimidos bucales,
trociscos, capsulas, elixires, suspensiones, jarabes, obleas y similares. Dichas composiciones y preparaciones deberian
contener al menos el 0,1% del compuesto. El porcentaje de las composiciones y preparaciones puede por supuesto va-
riarse y puede estar convenientemente entre aproximadamente el 2 y aproximadamente el 60% del peso de una forma
farmacéutica monodosis dada. La cantidad de compuesto en dichas composiciones terapéuticamente ttiles es tal que
se obtendrd un nivel de dosificacién eficaz. Los comprimidos, trociscos, pildoras, cadpsulas y similares también pueden
contener lo siguiente: aglutinantes tales como goma tragacanto, goma ardbiga, almidén de maiz o gelatina; pueden
afiadirse excipientes tales como fosfato dicélcico; un agente disgregante tal como almidén de maiz, almidén de patata,
dcido alginico y similares; un lubricante tal como estearato de magnesio; y un agente edulcorante tal como sacarosa,
fructosa, lactosa o aspartamo o un agente saporifero tal como menta, aceite de gauteria o aroma de cereza. Cuando la
forma farmacéutica monodosis es una cdpsula, puede contener, ademds de los materiales del tipo anterior, un vehiculo
liquido tal como un aceite vegetal o un polietilenglicol. Pueden estar presentes diversos otros materiales como recubri-
mientos o para modificar de otro modo la forma fisiolégica de la forma farmacéutica monodosis sélida. Por ejemplo,
pueden recubrirse comprimidos, pildoras o cdpsulas con gelatina, cera, goma laca o azdcar y similares. Un jarabe o
elixir puede contener el compuesto, sacarosa o fructosa como agente edulcorante, metil y propil parabenos como con-
servantes, un colorante y saporifero tal como sabor de cereza o naranja. Por supuesto, cualquier material usado en la
preparacién de cualquier forma farmacéutica monodosis deberia ser farmacéuticamente aceptable y sustancialmente
no téxico en las cantidades empleadas. Ademads, el compuesto puede incorporarse en preparaciones y dispositivos de
liberacién sostenida.

Los presentes compuestos también pueden administrarse por via intravenosa o intraperitoneal por infusién o inyec-
cién. Puede prepararse soluciones de un compuesto o sus sales en agua, opcionalmente mezcladas con un tensioactivo
no téxico. También pueden prepararse dispersiones en glicerol, polietilenglicoles liquidos, triacetina y mezclas de los
mismos y en aceites. En condiciones normales de almacenamiento y uso, estas preparaciones contienen un conservante
que evita el desarrollo de microorganismos.

Las formas de dosificacién farmacéutica adecuadas para inyeccién o infusién pueden incluir soluciones o disper-
siones acuosas estériles o polvos estériles que comprenden un compuesto marcado o no marcado de férmula I adaptado
para la preparacion extempordnea de soluciones o dispersiones infundibles o inyectables estériles, opcionalmente en-
capsuladas en liposomas. En todos los casos, la forma farmacéutica tdltima debe ser estéril, liquida y estable en las
condiciones de fabricacion y almacenamiento. El vehiculo o excipiente liquido puede ser un disolvente o medio de
dispersién liquido que comprenda, por ejemplo, agua, etanol, un poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, polieti-
lenglicoles liquidos y similares), aceites vegetales, ésteres de glicerilo no téxicos y mezclas adecuadas de los mismos.
La fluidez apropiada, puede mantenerse, por ejemplo, por formacién de liposomas, por mantenimiento del tamafio de
particula necesario en el caso de dispersiones o por el uso de tensioactivos. La prevencion de la accién de microor-
ganismos puede producirse por diversos agentes antibacterianos y antiftingicos, por ejemplo parabenos, clorobutanol,
fenol, 4cido sérbico, atimerosal y similares. En muchos casos es preferible incluir agentes isotonicos, por ejemplo,
azucares, tampones o cloruro sédico. Puede producirse la absorcién prolongada de las composiciones inyectables me-
diante el uso en las composiciones de agentes retardantes de la absorcién, por ejemplo, monoestearato de aluminio y
gelatina.

Se preparan soluciones inyectables estériles por incorporacién del compuesto en la cantidad necesaria en el di-
solvente apropiado con varios de los otros agentes enumerados anteriormente, segiin sea necesario, seguido de es-
terilizacion por filtracion. En el caso de polvos estériles para la preparacién de soluciones inyectables estériles, los
procedimientos preferidos de preparacion son secado al vacio y las técnicas de liofilizacién, que dan un polvo del
compuesto de férmula (I) marcado o no marcado més cualquier ingrediente deseado adicional presente en las solucio-
nes previamente esterilizadas por filtracién.

Para su administracién tdpica, los presentes compuestos pueden aplicarse en forma pura, es decir, cuando son
liquidos. Sin embargo, generalmente serd deseable administrarlos a la piel como composiciones o formulaciones en
combinacién con un vehiculo dermatolégicamente aceptable que puede ser un sélido o un liquido.

Pueden determinarse dosificaciones utiles de los compuestos de férmula I comparando su actividad in vitro y su
actividad in vivo en modelos animales. Se conocen en la técnica procedimientos para la extrapolacién de dosificaciones
eficaces en ratones y otros animales a seres humanos; por ejemplo, véase la Patente de Estados Unidos N° 4.938.949.

En general, la concentracion del compuesto o compuestos de formula I en una composicién liquida tal como una
locién serd de aproximadamente el 0,1-25% en peso, preferentemente de aproximadamente el 0,5-10% en peso. La
concentracion en una composicion sélida o semi-sélida tal como un gel o un polvo serd de aproximadamente el 0,1-5%
en peso, preferentemente de aproximadamente el 0,5%-2,5% en peso. Las dosificaciones individuales para inyeccion,
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infusién o ingestidn variardn generalmente entre 50-1500 mg y pueden administrarse, es decir, 1-3 veces al dia para
dar niveles de aproximadamente 0,5-50 mg/kg para adultos.

Por consiguiente, la invencién incluye una composicion farmacéutica que comprende un compuesto marcado o
no marcado de férmula I como se ha descrito en el presente documento anteriormente; o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo; y un diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Los compuestos de férmula (I) pueden marcarse usando cualquiera de varios procedimientos que son bien conoci-
dos en la técnica. Por ejemplo, puede incorporarse un radioisétopo en dicho compuesto o afiadirse a dicho compuesto
de férmula (I) usando procedimientos bien conocidos en la técnica, por ejemplo, técnicas andlogas de las descritas en:
Arthur Murry III, D. Lloyd Williams; Organic Synthesis with Isotopes, vol. I y II, Interscience Publishers Inc., N.Y.
(1958) y Melvin Calvin y col. Isotopic Carbon John Wiley and Sons Inc., N.Y. (1949). Preferentemente, un compues-
to de férmula (I) puede marcarse por adicién de un radioisétopo de un halégeno al DEF que comprende un anillo
aromatico.

Ademads, un compuesto de férmula (I) puede marcarse con un grupo quelante de metales que comprende opcional-
mente un radiontclido tal como un radiois6topo metalico. Dichos grupos quelantes son bien conocidos en la técnica
e incluyen 4cidos policarboxilicos tales como, por ejemplo, dcido dietilentriaminopentacético, 4cido etilendiaminote-
tracético y similares o andlogos u homdlogos de los mismos, asi como los grupos quelantes descritos en S. Meegalla
y col. J. Am. Chem. Soc. 117 11037-11038, 1995 y en S. Meegalla y col. Bioconjugate Chem. 7: 421-429, 1996.

El grupo quelante o el radiontclido del mismo puede unirse directamente a un compuesto de férmula (I), o puede
unirse a un compuesto de férmula (I) por medio de un grupo de engarce organico bifuncional o divalente. Dichos
grupos de engarce bifuncionales son bien conocidos en la técnica y tienen preferentemente menos de 50 dngstrom
de longitud. Los ejemplos de grupos de engarce adecuados incluyen 2-aminoetilo, 2-mercaptoetilo, 2-aminopropilo,
2-mercaptopropilo, dcido €-amino caproico, 1,4-diaminobutano y similares. Preferentemente, el grupo de engarce
bifuncional se une a un compuesto de férmula (I) en el nitrégeno cabeza de puente que estd sustituido con el grupo
R en la féormula (I). Un compuesto de férmula (I) que lleva un grupo de engarce puede prepararse convenientemente
a partir de un compuesto de férmula (I) en el que R es hidrégeno por alquilacién del nitrégeno cabeza de puente.
Se conocen bien en la técnica condiciones adecuadas para la alquilacién de aminas secundarias. El grupo de engarce
también puede unirse a cualquier posicién sintéticamente viable. Por ejemplo, la Figura 3 muestra dos compuestos de
la invencién (compuestos V 'y VI) que son compuestos de formula (I), marcados con un grupo quelante de metales que
comprende un radiontclido (M).

Cualquier radiois6topo metalico que pueda detectarse en un procedimiento de diagndstico puede emplearse como
radiontclido. Por ejemplo, los radioisétopos adecuados incluyen: Antimonio-124, Antimonio-125, Arsénico-74, Ba-
rio-103, Bario-140, Berilio-7, Bismuto-206, Bismuto-207, Cadmio-109, Cadmio-115m, Calcio-45, Cerio-139, Cerio-
141, Cerio-144, Cesio-137, Cromio-51, 152, Gadolinio-153, Oro-195, Oro-199, Hafnio-175, Hafnio-175-181, Indio-
111, Iridio-192, Hierro-55, Hierro-59, Cripton-85, Plomo-210, Manganeso-54, Mercurio-197, Mercurio-203, Molib-
deno-99, Neodimio-147, Neptunio-237, Niquel-63, Niobio-95, Osmio-185 + 191, Paladio-103, Platino-195m, Praseo-
dimio-143, Prometio-147, Protactinio-233, Radio-226, Renio-186, Rubidio-86, Rutenio-103, Rutenio-106, Escandio-
44, Escandio-46, Selenio-75, Plata-110 ml, Plata-111, Sodio-22, Estroncio-85, Estroncio-89, Estroncio-90, Azufre-
35, Tantalo-182, Tecnecio-99m, Telurio-125, Telurio-132, Talio-204, Torio-228, Torio-232, Talio-170, Estafio-113,
Titanio-44, Tungsteno-185, Vanadio-48, Vanadio-49, Yterbio-169, Ytrio-88, Ytrio-90, Ytrio-91, Cinc-65 y Zirconio.
Preferentemente, el tecnecio-99m puede ser Util para estudios de formacién de imdgenes SPECT y el renio-188, renio-
186, cobre-64 y yitrio-90 pueden ser Utiles para radioterapia de tumores de mama.

La invencién se describird adicionalmente por referencia a los siguientes ejemplos detallados.

Ejemplo 1

En el presente estudio, se examind la expresion de receptores o, sobre células proliferativas (P) y quiescentes
(Q) de la linea de adenocarcinoma mamario de ratén 66. Se realizaron andlisis de Scartchard de receptores o, sobre
preparaciones de membrana de células 66 P (3 dias de cultivo) y 66 Q (7, 10, 12 dias de cultivo). Las membranas
celulares (30 ug de proteina) se incubaron con [*H] 1,3-di-o-tolilguanidina (*H]DTG) 4 nM y cantidades variables
DTG sin marcar (0,1-1000 nM) en presencia de (+)-pentazocina 100 nM, que enmascara receptores o;. Los estudios
de Scatchard pusieron de manifiesto que las células P tenfan aproximadamente tres veces mds receptores o,/célula que
las células Q de siete dias y aproximadamente 10 veces mds receptores o,/célula que las células Q de 10 dias. Por lo
tanto, aunque > 97% de las células eran quiescentes después de 7 dias en cultivo (Cell Tissue Kinet, 17, 65, (1984)),
el diferencial maximo en la expresion de o, entre células 66 P y Q no se alcanzaba hasta que estas se habian estado en
cultivo durante 10 dias (véase la Tabla 1).
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TABLA 1

Células de 7 dias

células P células Q relacion P:Q
receptores/célula  5,10x 10° 1,8x 10° 2,8
Kd+xE.T.M 56,3+7,3 416%+4,3 --
Células de 10 dias
receptores/célula 8,40 x 10°  8,0x 10* 9,8
Kd+xE.T.M 43,8+8,1 34,0x72 --

La diferencia en receptores/células entre las células Q de dia 7 y de dia 10 indican que la quiescencia prolongada
da como resultado una regulacién negativa de receptores delta 2.

Ejemplo 2
(3-endo)-9-bencil-9-azabiciclo[3.3.1 Jnonanil-3-N-(3°,4’-diclorofenil)-carbamato (2)

Una mezcla de (3-endo)-9-bencil-9-azabiciclo[3.3.1]nonanol (100 mg, 0,43 mmol) y el isocianato de 3,4-diclo-
rofenilo (78 mg, 0,43 mmol) en tolueno seco (10 ml) se calent6 a reflujo durante 2 horas. Después de un periodo
de refrigeracion, la solucién orgédnica se hizo alcalina con una solucién saturada de bicarbonato sédico y después se
extrajo con cloroformo (3 x 20 ml). Las fases orgénicas se combinaron se secaron con sulfato sédico. El disolvente se
retiré al vacio y el residuo cristalizé en pentano/acetato de etilo, dando el compuesto del titulo.

RMN (CDCLy) 6 1,14-1,58 (m, 4H), 1,92-2,15 (m, 4H), 2,42-2,52 (m, 2H), 3,01-3,07 (d, AJ = 21 Hz, 2H), 3,80 (s,
2H), 5,20-5,29 (p, 1H), 6,58 (s, 1H), 7,13-7,65 (m, SH).

Ejemplo 3

Una mezcla de (3-endo)-9-bencil-9-azabiciclo[3.3.1]nonanol (100 mg, 0,43 mmol) y el isocianato de 2,5-dimeto-
xifenilo (78 mg, 0,43 mmol) en tolueno seco (10 ml) se calentd a reflujo durante 2 horas. Después de un periodo de
refrigeracion, la solucién organica hizo alcalina con una solucién saturada de bicarbonato sédico y después se extrajo
con cloroformo (3 x 20 ml). Las fases orgdnicas se combinaron y se secaron con sulfato sédico. El disolvente se retird
al vacio y el residuo cristaliz6 en pentano/acetato de etilo, dando el compuesto del titulo.

RMN (CDCly) § 1,41-2,18 (m, 8H), 2,42-2,52 (m, 2H), 2,99-3,04 (d, AJ = 15 Hz, 2H), 3,83 (s, 3H), 3,80 (s, 2H),
3,75 (s, 3H). 5,21-5,30 (p, 1H), 6,49-7,36 (m, 8H), 7,85 (s a, 1H).

Ejemplo 4
(3-endo)-9-bencil-9-azabiciclo[3.3.1 [nonanil-3-N-(5’-cloro-2’,4’-dimetoxifenil)-carbamato (4)

Una mezcla de (3-endo)-9-bencil-azabiciclo[3.3.1]nonanol (100 mg, 0,43 mmol) y el isocianato 5-cloro-2,4-di-
metoxifenilo (91,85 mg, 0,43 mmol) en diclorometano seco (10 ml) se agité con diacetato de dibutilestafio (2 gotas)
durante 12 horas. La solucién organizada se concentrd a sequedad al vacio. El aceite vitreo resultante se cromatografié
sobre gel de silice con 1:1:0,02 de EtOAc:hexano:trietilamina. El disolvente se retird al vacio y el residuo cristaliz6 en
pentano/EtOAc, dando el compuesto del titulo.

RMN (CDCl,) 6 1,45-2,22 (m, 8H), 2,50-2,55 (m, 2H), 3,01-3,06 (d, DJ = 15 Hz, 2H). 3,84 (s, 3H), 3,82 (s, 2H),
3,75 (s, 3H), 5,24-5,30 (p, 1H), 6,97-7,36 (m, 7H), 8,04 (s a, 1H).
Ejemplo 5
(3-endo)-9-bencil-9-azabiciclo[3.3.1 Jnonanil-3-N-(2’-cloro-5’-metoxifenil )-carbamato (5)

Una mezcla de (3-endo)-9-bencil-9-azabiciclo[3.3.1]nonanol (100 mg, 0,43 mmol) y el isocianato de 5-cloro-2-

metoxifenilo (78,94 mg, 0,43 mmol) en diclorometano seco (10 ml) se agit6 con diacetato de dibutilestafio (2 gotas)
durante 12 horas. La solucién orgénica se concentré a sequedad al vacio. El aceite vitreo resultante se cromatografié
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sobre gel de silice con 1:1:0,02 de EtOAc:hexano:trietilamina. El disolvente se retird al vacio y el residuo cristaliz6 en
pentano/EtOAc, dando el compuesto del titulo.

RMN (CDC13) 6 1,39-2,18 (m, 8H), 2,42-2,53 (m, 2H), 2,99-3,03 (d, DJ =15 Hz, 2H), 3,83 (s, 3H), 3,81 (s, 2H),
5,24-5,32 (p, 1H), 6,75-7,21 (m, 8H), 8,14 (s a, 1H).

Ejemplo 6
(3-endo)-8-bencil-8-azabiciclo[ 3,2, 1 Joctil-3-N-(2°,5 -dimetoxifenil )-carbamato (6)

Una mezcla de (3-endo)-8-bencil-8-azabiciclo[3,2,1]octanol (100 mg, 0,46 mmol) y el isocianato de 2,5-dimeto-
xifenilo (82 mg, 0,46 mmol) en diclorometano seco (10 ml) se agité con diacetato de dibutilestafio (2 gotas) durante
12 horas. La solucién orgdnica se concentrd a sequedad al vacio. El aceite vitreo resultante se cromatografié sobre
gel de silice con 1:1:0,02 de EtOAc:hexano:trietilamina. El disolvente se retir6 al vacio y el residuo cristalizé en
pentano/EtOAc, dando el compuesto del titulo.

RMN (CDCly) d 1,80-3,22 (m, 8H), 3,64 (s a, 2H), 3,72 (s, 3H), 3,82 (s, 3H), 4,05 (s, 2H), 5,22-5,32 (m, 1H),
6,64-7,40 (m, SH), 8,14 (s a, 1H).

Ejemplo 7
(3-endo)-8-bencil-8-azabiciclo[3,2,1 ]octil-3-N-(3’,4’-diclorofenil )-carbamato (7)

Una mezcla de (3-endo)-8-bencil-8-azabiciclo[3,2,1,]octanol (100 mg, 0,46 mmol) y el isocianato de 3,4-dicloro-
fenilo (86 mg, 0,46 mmol) en diclorometano seco (10 ml) se agit6 con diacetato de dibutilestafio (2 gotas) durante
12 horas. La solucién orgénica se concentré a sequedad al vacio. El aceite vitreo resultante se cromatografié sobre
gel de silice con 1:1:0,02 de EtOAc:hexano:trietilamina. El disolvente se retir6 al vacio y el residuo cristalizé en
pentano/EtOAc, dando el compuesto del titulo.

RMN (CDCL) ¢ 1,79-3,20 (m, 8H), 3,66 (s a, 2H), 3,72 (s, 3H), 3,83 (s, 3H), 4,05 (s, 2H), 5,19-5,30 (m, 1H),
7,22-7,81 (m, 8H), 8,24 (s a, 1H).

Ejemplo 8

La capacidad de los siguientes compuestos para unirse selectivamente a receptores de o, puede demostrarse por
la medicién de sus afinidades a receptores sigma usando ensayos de unidn a receptor conocidos (Mach y col. Life
Sciences, 57, PL57-62 (1995)).

Ejemplo 9
Estudios farmacologicos
A. Union a Receptor Sigma

Los sitios de unién a Sigma-1 se marcaron el radioligando o -selectivo, [*H](+)-pentazocina (Dupont-NEN) en
membranas cerebrales de cobaya (Rockland Biological). Se ensayaron sitios Sigma-2 en membranas hepdticas de
rata con [’H]DTG (Dupont-MEN) en presencia de (+)-pentazocina (100 nM). También se ensay6 el sitio Sigma-2 en
membranas de cobaya con [*H]DTG en presencia de (+)-pentazocina (100 nM).

B. Ensayo de Union o1

Se incubaron membranas cerebrales de cobaya (100 ug de proteina) con [*H](+)-pentazocina 3 nM (31,6 Ci/mmol)
en Tris-HC1 50 mM, pH 8,0 a 25°C durante 120 6 240 minutos. Los compuestos de ensayo se disolvieron en etanol (7
concentraciones que variaban de 1-1000 nM) y después de diluyeron en tamp6n para un volumen de incubacidn total
de 0,5 ml. Los ensayos se terminaron por adicién de Tris-HCl 10 mM enfriado en hielo, pH 8,0 seguido de filtracién
rdpida a través de filtros de fibra de vidrio Whatman GF/B (preempapados en polietilenimina al 0,5%) usando un
recolector de células Brandel (Gaithersburg, MD). Los filtros se lavaron dos veces con 5 ml de tampén enfriado en
hielo. Se determind la unién inespecifica en presencia de (+)-pentazocina 10 uM. Se realizé el recuento de escintilacién
liquida en EcoLite (+) (ICN Radiochemicals; Costa Mesa, CA) usando un espectrometro Beckman LS 6000IC con una
eficacia de recuento del 50%. Los recuentos tipicos eran de 70 dpm/ug proteina para unién total, 6 dpm/ug proteina
para union inespecifica y 64 dpm/ug proteina para union especifica.
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C. Ensayo de Union o2

Se incubaron membranas hepdticas de rata (35 ug de proteina) o membranas cerebrales de cobaya con PH]DTG
3 nM (360 ug) en presencia (+)-pentazocina 100 nM para enmascarar sitios o-;. Las incubaciones se llevaron a cabo
usando el compuesto de los Ejemplos 2-5 y el antagonista competitivo (7 concentraciones diferentes que variaban de
1-1000 nM) en Tris-HC1 50 mM, pH 8,0 durante 120 minutos a 25°C en un volumen de incubacién total de 0,5 ml.
Los ensayos se determinaron por adiciéon de Tris-HCI 10 mM enfriado en hielo, pH 8,0 seguido de filtracion rapida
a través de filtros de fibra de vidrio Whatman GF/B (preempapados en polietilenimina al 0,5%) usando un recolector
de células Brandel (Gaithersburg, MD). Después, los filtros se lavaron dos veces con 5 ml de tampén enfriado en
hielo. Se determind la unién inespecifica en presencia de DTG 5 uM. Se realizé el recuento de escintilacién liquida en
EcoLite (+) (ICN Radiochemicals; Costa Mesa, CA) usando un espectrometro Beckman LS 6000IC con una eficacia
de recuento del 50%. Los recuentos tipicos para higado de rata eran de 297 dpm/ug de proteina para unién total, 11
dpm/ug de proteina para unién inespecifica y 286 dpm/ug de proteina para unién especifica. Los recuentos tipicos para
cerebro de cobaya eran de 16 dpm/ug de proteina para unién total, 2 dpm/ug de proteina para unién inespecifica y 14
dpm/ug de proteina para unién especifica.

D. Andlisis de Datos

Los valores de Cls, en sitios sigma se determinaron por triplicado a partir de una regresion no lineal de los datos
de unidn seguin se analiz6 por JMP (SAS Institute; Cary, NC), usando 5-10 concentraciones de cada compuesto. Se
calcularon los valores K; usando la ecuacién de Cheng-Prusoff, representan los valores medios + ETM. Todos los
ensayos se realizaron por triplicado a menos que se indicara otra cosa. El valor K, usado para [*’H]DTG en higado de
rata era 17,9 nM y era de 4,8 nM para [*H](+)-pentazocina en cerebro de cobaya. El valor K, para [’ H]DTG en cerebro
de cobaya se determiné por anélisis de Scatchard separados que era de 21,6 nM.

E. Resultados

Los datos de union in vitro para los compuestos descritos en la presente solicitud de patentes se muestra en la Tabla

2.
TABLA 2
Ki [nM]
O o>
Compuesto 2 33,3 91,9
Compuesto 3 329,11 28,2
Compuesto 4 189 22,9
Compuesto 5 >1000 63,5
Compuesto 6 72,4 22,1
Compuesto 7 716 16,2

Generalmente compuestos de la invencién demuestran una alta selectividad por receptores o, frente a 0.

Se cree que los compuestos de férmula pueden proporcionar ligandos marcados de forma detectable que pueden
unirse selectivamente a células transportadoras y pueden cuantificarse usando técnicas de formacién de iméagenes
funcionales tales como tomografia por emision de positrones (PET), tomografia computerizada por emisién de fotén
tnico (SPECT) y formacién de imdgenes de resonancia magnética funcional (fMRI). Dichos componentes tienen
el potencial de evaluar de forma no invasiva el estado proliferativo de células tumorales conocidas o sospechosas o
células sometidas a hiperplasia, en vejiga, colon, préstata, mama, pulmon, intestino, pancreas, sistema reproductor,
cerebro y similares. Los compuestos de féormula (I) marcados también pueden usarse para tratar el cancer o células en
divisién anormal inhibiendo selectivamente su proliferacion.
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REIVINDICACIONES
1. Un compuesto de férmula (I):
Y
D
Fl\\ N ¢
‘\ /\/l\ L/LA
Z '*\»\\\

N

(1)

en la que
R es C¢FsCH,, y T-C¢H,CH, en la que T es halo, CH,S, CH;0, NH, o H;
AesNH,Oo0S;
BesNH,Oo0S;
GesOoS;
DesCHoON;
EesCHoN;
FesCHoN;
Y y Z son individualmente H, halo, OH, alquilo (C,-C,), alcoxi (C,-C,), alquilo (C,-C,)-C(0O), alquil (C,-C,)-
S, NH,, SH, N(R), o juntos son OCH,O0, en las que dicho alquilo puede ser lineal, ramificado, cicloalquilo o
(cicloalquil)alquilo; y
X es (CH,),, (CH,); o CH=CH;

o su sal farmacéuticamente aceptable.

2. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que Aes O o S.
3. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que G es S.

4. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que D es CH.
5. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que E es CH.

6. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que Y y Z son individualmente H, halo, OH, alquilo
(C,-C,), alquilo (C,-C4)-C(0), alquilo (C,-C,)-S, NH,, SH, N(R), o juntos son OCH,O.

7. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que X es (CH,); o CH=CH.

8. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que Y y Z son ambos alcoxi (C,;-C,).
9. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que D es N.

10. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que E es N.

11. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que F es N.
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12. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que Y y Z son H.
13. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, seleccionado entre el grupo que consiste en:
(3-endo)-9-bencil-9-azabiciclo[3.3.1]nonanil-3-N-(3’,4’-diclorofenil)-carbamato;
(3-endo)-9-bencil-9-azabiciclo[3.3.1]nonanil-3-N-(2°,5’-dimetoxifenil)-carbamato;
(3-endo)-9-bencil-9-azabiciclo[3.3.1]nonanil-3-N-(2’-cloro-5’-metoxifenil )-carbamato;
(3-endo)-8-bencil-8-azabiciclo[3,2,1]octil-3-N-(2’,5’-dimetoxifenil)-carbamato; o
(3-endo)-8-bencil-8-azabiciclo[3,2,1]octil-3-N-(3’,4’-diclorofenil )-carbamato;
o su sal farmacéuticamente aceptable;
o un derivado marcado detectable del compuesto seleccionado o de su sal farmacéuticamente aceptable, en el que
el marcador comprende un radiontclido.
14. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 13 que es (3-endo)-9-bencil-9-azabiciclo[3.3.1]nonanil-3-
N-(2’,5’-dimetoxifenil)-carbamato.

15. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 en el que

R es bencilo;

Aes O;

B es NH;

GesO;

E es CH;

F es CH;

cada uno de Y y Z es metoxi

Xes (CH,)s;
e incluyendo adicionalmente un sustituyente adicional en el anillo fenilo, en el que el compuesto es (3-endo)-9-

bencil-9-azabiciclo[3.3.1]nonanil-3-N-(5’-cloro-2’,4’-dimetoxifenil)-carbamato.

16. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 o una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12 en el que dicho
compuesto o su sal farmacéuticamente aceptable es marcado de forma detectable y en el que el marcador comprende
un radiondclido.

17. Un compuesto de la reivindicacion 16, en el que E, D y F son CH.

18. Un compuesto de la reivindicacién 16, en el que Bes NHy A es O.

19. Un compuesto de la reivindicacién 16, en el que Y y Z son halo.

20. Un compuesto de la reivindicacién 16, en el que Y y Z son OCH;.

21. Un compuesto de la reivindicacién 16, en el que R es bencilo o CHj;.

22. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 16, en el que el alquilo puede ser de cadena lineal, ramificado,
cicloalquilo o (cicloalquil)alquilo; y cuyo compuesto estd marcado de forma detectable afiadiendo un radiois6topo de
un halégeno al anillo aromdtico que comprende DEF; o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

23. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 16, en el que el alquilo puede ser de cadena lineal, ramifica-

do, cicloalquilo, o (cicloalquil)alquilo; y dicho compuesto estd marcado de forma detectable con un grupo quelante
metélico que comprende un radiontclido; o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

11
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24. El compuesto de la reivindicacién 23, en el que el grupo quelante metélico se afiade directamente a un com-
puesto de férmula (I), o el grupo quelante metdlico se une a un compuesto de férmula (I) por medio de un grupo
enlazador orgédnico divalente o difuncional.

25. El compuesto de la reivindicacién 24, en el que el grupo enlazador bifuncional es 2-aminoetilo, 2-mercaptoetilo,
2-aminopropilo, 2-mercaptopropilo, dcido e-amino caproico o 1,4-diaminobutano.

26. El compuesto de la reivindicacién 23, en el que el radiontclido es un radioisétopo metélico.

27. El compuesto de la reivindicacién 24 en el que el grupo enlazador bifuncional es menor de 5 nm (50 dngstrom)
de longitud.

28. Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-21;
y un diluyente farmacéuticamente aceptable o un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

29. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 22 a
27 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

30. Un procedimiento para determinar el estado de proliferacién de un tumor que comprende:

(a) poner en contacto una muestra celular in vitro del tumor con un compuesto marcado de forma detectable de
férmula (I):

en el que el marcador comprende un radiondclido y
R es C¢FsCH,, y T-CH,CH, en el que T es halo, CH,S, CH;0, NH, o H;
AesNH,Oo0S;
BesNH,Oo0S;
GesOoS;
DesCHoN;
EesCHoN;
FesCHoN;
Y y Z son individualmente H, halo, OH, alquilo (C,-C,), alcoxi (C,-C,), alquilo (C,-C,)-C(O), alquilo (C,-C,)-
S, NH,, SH, N(R), o juntos son OCH,O, en el que dicho alquilo puede ser lineal, ramificado, cicloalquilo o
(cicloalquil)alquilo;
X es (CH,),, (CH,); o CH=CH;

o su sal farmacéuticamente aceptable; y

(b) determinar el grado en que el compuesto de férmula (I) se une a las células de dicho tumor, proporcionando
dicho grado una medicién del estado de proliferacion de dicho tumor.

12
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31. El procedimiento de la reivindicacién 30, en el que E, D y F son CH.
32. El procedimiento de la reivindicacién 30, en el que B es NHy A es O.
33. El procedimiento de la reivindicacion 30, en el que Y y Z son halo.
34. El procedimiento de la reivindicacién 30, en el que Y y Z son OCHj.
35. El procedimiento de la reivindicacién 30, en el que R es bencilo.

36. Un procedimiento para determinar in vitro el estado de proliferacion de un tumor que comprende células que
expresan receptores de sigma-2, comprendiendo:

(a) poner en contacto las células tumorales in vitro con un ligando sigma-2 marcado de forma detectable, en
el que el marcador comprende un radiontclido, y

(b) determinar el grado en que el ligando se une a las células, en el que el grado proporciona una medicion del
estado de proliferacion del tumor caracterizado porque el ligando sigma-2 marcado de forma detectable
es un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 16, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

37. El procedimiento de la reivindicacién 36, en el que la muestra celular se toma de un tumor localizado en la
vejiga, colon, prdstata, mama, pulmon, intestino, pancreas, sistema reproductor o cerebro.

38. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 27 para el tratamiento de un tumor
s6lido en un ser humano.

39. Una composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 28 o la reivindicacién 29 para el tratamiento
de un tumor sélido en un ser humano.

40. Un compuesto marcado de forma detectable de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 27 para
identificar la presencia de un tumor sé6lido en un sujeto humano, en el que el marcador comprende un radiontclido.

41. Una composicion farmacéutica marcada de forma detectable de acuerdo con la reivindicacion 28 o la reivindi-
cacion 29 para identificar la presencia de un tumor sélido en un sujeto humano, en el que el marcador comprende un
radiontclido.

42. Compuestos segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 27 para su uso como una sustancia terapéutica
activa o como una ayuda en el diagnéstico.
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