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DESCRIPCION

Deshidrofenilahistinas y sus andlogos y la sintesis de deshidrofenilahistinas y sus andlogos.
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a compuestos y métodos para la preparacion sintética en los campos de la quimica
y la medicina. Mds especificamente, la presente invencién se refiere a compuestos y procedimientos para elaborar
compuestos Utiles en el tratamiento del cincer y el tratamiento de infecciones por hongos.

Breve descripcion de la técnica relacionada

Se considera que un solo mecanismo celular universal controla la regulacioén del proceso del ciclo celular euca-
riético. Ver, e.g., Hartwell, L.H. er al., Science (1989), 246: 629-34. También se sabe que cuando surge una anor-
malidad en el mecanismo de control del ciclo celular, puede ocurrir el cdncer o un trastorno inmune. De acuerdo
con lo anterior, también se sabe que los agentes antitumorales y los inmuno supresores pueden estar entre las sus-
tancias que regulan el ciclo celular. Asi, son necesarios nuevos métodos para producir inhibidores del ciclo celu-
lar eucaridtico como compuestos antitumorales e inmuno mejoradores y deben ser ttiles en el tratamiento del can-
cer humano como agentes quimioterapéuticos, anti-tumorales. Ver, e.g., Roberge, M. et al., Cancer Res. (1994), 54,
6115-21.

Los hongos, especialmente los hongos patogénicos e infecciones relacionadas representan un reto clinico incre-
mentado. Los agentes antifungales existentes son de eficacia y toxicidad limitada como el desarrollo y/o descubri-
miento de cepas de hongos patogénicos que son resistentes a las drogas actualmente disponibles o bajo desarrollo.
A manera de ejemplo, los hongos que son patogénicos en humanos incluyen entre otros Candida spp. incluyendo
C. albicans, C. tropicalis, C. kefyr, C. krusei y C. galbrata; Aspergillus spp. incluyendo A. fumigatus y A. flavus;
Crytococcus neoformans; Blastomyces spp. incluyendo Blastomyces dermatitidis;, Pneumocystis carini; Coccidioides
inmitis; Basidiobolus ranarum; Conidiobolus spp.; Histoplasma capsulatum; Rhizopus spp. incluyendo R. oryzae y R.
microsporus; Cunninghamella spp. Rhizomucor spp.; Paracoccidioides brasiliensis; Pseudallescheria boydii; Rhinos-
poridium seeberi; y Sporothrix schenckii (Kwon-Chung, K.J. & Bennett, J.E. 1992 Medical Mycology, Lea y Febiger,
Malvern, PA).

Recientemente, se ha reportado que las triprostatinas A y B (las cuales son dicetopiperazinas que consisten en
residuos de prolina y triptofano isoprenilado) y otras cinco dicetopiperazinas estructuralmente relacionadas, la pro-
gresion del ciclo celular inhibido en la fase M, ver Cui, C. et al., 1996 J Antibiotics 49:527-33; Cui, C. et al., 1996
J Antibiotics 49: 534-40 y que estos compuestos también afectan el ensamble de microtibulo, ver Usui. T. et al.,
1998 Biochem J 333: 543-48; Kondon, M. et al., 1998 J Antibiotics 51: 801-04. Ademas, se ha reportado que los
compuestos naturales y sintéticos inhiben la mitosis, inhibiendo asi el ciclo celular eucariético, mediante el enlace
hacia el sitio de enlace de colchicina (sitio CLC) en la tubulina, la cual es una macromolécula que consiste de dos
subunidades de 50 kDa (oooy oooOtubulina) y es el constituyente principal de los microtibulos. Ver,, e.g., Iwasa-
ki, S., 1993 Med Res Rev 13: 183-198; Hamel, E. 1996 Med Res Rev 16: 207-31; Weisenberg, R.C. et al., 1969
Biochemestry 7: 4466-79. Los microtibulos se cree que se encuentran involucrados en varias funciones celulares
esenciales, tales como el transporte axonal, la motilidad celular y la determinacién de la morfologia celular. Por lo
tanto, los inhibidores de la funcién del microtibulo pueden tener una amplia actividad biolégica y ser aplicables pa-
ra propdsitos medicinales y agroquimicos. También es posible que los ligandos del sitio de colchicina (CLC) tales
como CLC esteganacina, ver Kupchan, S.M. et al., 1973 J Am Chem Soc 95: 1335-36, podofilotoxina, ver Sac-
kett, D.L., 1993 Pharmacol Ther 59: 163-228 y combretastatinas, ver Pettit G.R. ef al.,, 1995 J Med Chem 38: 166-
67, puedan probar ser valiosos como inhibidores del ciclo celular eucariético y asi pueden ser utiles como agentes
quimioterapéuticos.

Aunque se han aislado los metabolitos tipo dicetopiperazina a partir de varios hongos como micotoxinas, ver
Horak R.M. et al., 1981 JCS Chem Comm 1265-67; Ali M, et al., 1898 Toxicology Letters 48: 235-41 o como
metabolitos secundarios, ver Smedsgaard J. et al., 1996 J Microbiol Meth 25: 5-17, se conoce poco acerca de la
estructura especifica de los metabolitos tipo dicetopiperazina o sus derivados y su actividad antitumoral, particular-
mente in vivo. No solamente se han aislado estos compuestos como micotoxinas, la sintesis quimica de un tipo de
metabolito tipo dicetopiperazina, fenilahistina se ha descrito por Hayashi et al., en J. Org. Chem. (2000) 65, pagina
8402. En la técnica, se ha preparado un derivado del metabolito tipo dicetopiperazina, deshidrofenilahistina median-
te deshidrogenacion enzimdtica de su fenilahistina original. Con las incidencias de cdncer en aumento, existe una
necesidad particular para producir quimicamente una clase de derivados de metabolitos tipo dicetopiperazina sus-
tancialmente purificados que tienen actividad que inhibe la proliferacion celular especifica animal y alta actividad y
selectividad antitumoral. Existe por lo tanto una necesidad particular para un método eficiente para producir sinté-
ticamente derivados de metabolito tipo dicetopiperazina sustancialmente purificados y estructural y biolégicamente
caracterizados.
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También, la Publicacién de PCT WO/0153290 (Julio 26, 2001) describe un método no sintético para producir des-
hidrofenilahistina mediante la exposicién de fenilahistina o un andlogo de fenilahistina particular a una deshidrogenasa
obtenida a partir de Streptomyces albulus.

Sumario de la invencion

Los compuestos y métodos para la elaboracién sintética de los compuestos se describen para una clase de com-
puestos que tienen la estructura de la Férmula (I):

R1| R1" R4
/\,’21/\2 Rz\ X4
Z{ (Zn N Z Ny —Rs

i
Zof NN N N=
R1 \24 \RS \<R6

X,

Los compuestos descritos tienen la estructura de la Férmula (I) en donde:

R;, Ry y Ry se seleccionan cada uno de manera separada del grupo que consiste de un dtomo de hidrégeno, un
atomo de halégeno y grupos alquilo C;-C,, saturado, alquenilo C;-C,, insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi,
cicloalcoxi, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino sustituido, nitro, azido, fenilo y
fenilo sustituido, hidroxi, carboxi, -CO-O-R;, ciano, alquiltio, alquilo halogenado incluyendo alquilo polihalogena-
do, carbonilo halogenado y carbonilo -CCO-R; , en donde R; se selecciona de un dtomo de hidrégeno, un dtomo de
halégeno y grupos alquilo C;-C,, saturado, alquenilo C,-C,, insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi, cicloal-
coxi, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino sustituido, nitro, azido, fenilo y fenilo
sustituido;

R,” y R,” se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en un dtomo de hidrégeno, un ato-
mo de halégeno y grupos alquilo C;-C,, saturado, alquenilo C,-C,, insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi,
cicloalcoxi, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino sustituido, nitro, azido, fenilo y
fenilo sustituido, hidroxi, carboxi, -CO-O-R;, ciano, alquiltio, alquilo halogenado incluyendo alquilo polihalogena-
do, carbonilo halogenado y carbonilo -CCO-R; en donde R; se selecciona de un d&tomo de hidrégeno, un dtomo de
halégeno y grupos alquilo C,-C,, saturado, alquenilo C,-C,, insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi, cicloal-
coxi, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino sustituido, nitro, azido, fenilo y fenilo
sustituido;

R;’ y R;” son un enlace covalente entre si para formar un anillo o no son un enlace covalente entre sf;

R, R; y R; se seleccionan cada uno de manera separada del grupo que consiste de un &tomo de hidrégeno, un 4tomo
de halégeno y grupos alquilo C;-C,, saturado, alquenilo C,-C,, insaturado, acilo, cicloalquilo, alcoxi, cicloalcoxi,
arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino sustituido, nitro y nitro, grupos sulfonilo y
sulfonilo sustituido;

X,y X, se seleccionan de manera separada del grupo que consiste de un dtomo de oxigeno, un atomo de ni-
trogeno y un dtomo de azufre siendo cada uno ya sea sustituido o no sustituido con un grupo Rs; como se definié
anteriormente;

Y se selecciona del grupo que consiste de un atomo de nitrégeno, un dtomo de nitrégeno sustituido con un grupo
R; a partir de lo anterior, un 4tomo de oxigeno, un dtomo de azufre, un 4tomo de azufre oxidado, un grupo metileno y
un grupo metileno sustituido;

n es un entero igual a cero, uno o dos;

Z para cada n separada, si no es cero y Z,, Z,, Zs y Z, se seleccionan cada uno de manera separada a partir de un
atomo de carbono, un dtomo de azufre, un d&tomo de nitrégeno o un atomo de oxigeno; y

los enlaces a trazos pueden ser enlaces sencillos o dobles.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 295 695 T3

Los métodos comprenden las etapas de:

hacer reaccionar una diacildicetopiperazina con un primer aldehido para producir un compuesto intermediario;
y

hacer reaccionar dicho compuesto intermediario con un segundo aldehido para producir dicho compuesto, en el
que

dicho primer aldehido y dicho segundo aldehido se seleccionan del grupo que consiste en un oxazolcarboxialde-
hido, imidazolcarboxaldehido, un benzaldehido, derivados de imidazolcarboxaldehido y derivados de benzaldehido,
formando un compuesto.

Los compuestos descritos tienen la estructura de la Férmula (I) en la que:

Ri, Ry y Ry se seleccionan cada uno de manera separada del grupo que consiste de un dtomo de hidrégeno, un
atomo de halégeno y grupos alquilo C;-C,, saturado, alquenilo C;-C,, insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi,
cicloalcoxi, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino sustituido, nitro, azido, fenilo y
fenilo sustituido, hidroxi, carboxi, -CO-O-R;, ciano, alquiltio, alquilo halogenado incluyendo alquilo polihalogenado,
carbonilo halogenado y carbonilo -CCO-R; en donde R; se selecciona de entre un dtomo de hidrégeno, un dtomo de
halégeno y grupos alquilo C;-C,, saturado, alquenilo C;-C,, insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi, cicloal-
coxi, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino sustituido, nitro, azido, fenilo y fenilo
sustituido;

R,” y R,” se seleccionan independientemente del grupo que consiste en un dtomo de hidrégeno, un dtomo de
halégeno y grupos alquilo C,-C,, saturado, alquenilo C,-C,, insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi, cicloal-
coxi, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino sustituido, nitro, azido, fenilo y fenilo
sustituido, hidroxi, carboxi, -CO-O-R;, ciano, alquiltio, alquilo halogenado incluyendo alquilo polihalogenado, car-
bonilo halogenado y carbonilo -CCO-R; en donde R; se selecciona de entre un dtomo de hidrégeno, un dtomo de
halégeno y grupos alquilo C,-C,, saturado, alquenilo C,-C,, insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi, cicloal-
coxi, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino sustituido, nitro, azido, fenilo y fenilo
sustituido;

R;’ y R;” son un enlace covalente entre si para formar un anillo o no son un enlace covalente entre si;

R, R; y R; se seleccionan cada uno de manera separada del grupo que consiste de un &tomo de hidrégeno, un 4tomo
de halégeno y grupos alquilo C;-C,, saturado, alquenilo C,-C,, insaturado, acilo, cicloalquilo, alcoxi, cicloalcoxi,
arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino sustituido, nitro y nitro, grupos sulfonilo y
sulfonilo sustituido;

X,y X, se seleccionan de manera separada del grupo que consiste en un dtomo de oxigeno, un atomo de ni-
trogeno y un dtomo de azufre siendo cada uno ya sea sustituido o no sustituido con un grupo Rs; como se definié
anteriormente;

Y se selecciona del grupo que consiste en un atomo de nitrégeno, un dtomo de nitrégeno sustituido con un grupo
Rj a partir de lo anterior, un 4tomo de oxigeno, un dtomo de azufre, un 4tomo de azufre oxidado, un grupo metileno y
un grupo metileno sustituido;

n es un entero igual a cero, uno o dos;

Z para cada n separada, si no es cero y Z,, Z,, Zs y Z,4 se seleccionan cada uno de manera separada a partir de un
atomo de carbono, un dtomo de azufre, un 4tomo de nitrégeno o un atomo de oxigeno; y

los enlaces a trazos pueden ser enlaces sencillos o dobles.

En las realizaciones preferidas del compuesto y método, el imidazolcarboxaldehido es 5-(1,1-dimetil-2-etil)imida-
zol-4-carboxaldehido y el benzaldehido comprende un grupo metoxi sencillo. Las realizaciones adicionales preferidas
de los compuestos descritos en la presente incluyen los compuestos que tienen un grupo t-butilo, un grupo dimetoxi,
un grupo cloro y un grupo metiltiofeno y métodos para elaborar tales compuestos, asi como los compuestos descritos
en las Tablas 2, 3 y 4 asi como los métodos para elaborar tales compuestos.

También se describen los métodos y materiales para el tratamiento de tejido neopldsico o prevenir canceres o
infeccién por un hongo patogénico. Estos métodos y materiales se encuentran particularmente bien situados para el
tratamiento de sujetos mamiferos, mas particularmente humanos e involucran administrar al sujeto una deshidrofe-
nilahistina o su andlogo. El método comprende administrar al sujeto una composicién que comprende una cantidad
antitumoral o antifungal efectiva de una deshidrofenilahistina o su andlogo.
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Breve descripcion de los dibujos

Los dibujos acompaiiantes, que se incorporan y forman parte de la especificacidn, solo ilustran ciertas realizaciones
preferidas de la presente invencion. Junto con el resto de la especificacion, tienen la intencién de servir para explicar
los modos preferidos de elaborar ciertos compuestos de la invencion para aquellos expertos en la técnica. En los
dibujos:

La Figura 1 ilustra un esquema de reaccion para producir las deshidrofenilahistinas al hacer reaccionar una diacildi-
cetopiperazina 1 con un imidazolcarboxaldehido 2 para producir un compuesto intermediario 3 que se hace reaccionar
con un benzaldehido 4 para producir una deshidrofenilahistina.

La Figura 2 representa el perfil HPLC de la deshidrofenilahistina sintética cruda.

La Figura 3 ilustra un esquema de reaccion para producir deshidrofenilahistinas al hacer reaccionar una diacildi-
cetopiperazina 1 con un benzaldehido 4 para producir un compuesto intermediario 17 que se hace reaccionar con un
imidazolcarboxaldehido 15 para producir una deshidrofenilahistina.

La Figura 4 representa los perfiles HPLC de tBu-deshidrofenilahistidina sintética cruda producida a partir de la
Ruta A y a partir de la Ruta B.

La Figura 5 ilustra dos estrategias de modificacién para deshidroPLH para la actividad citotéxica potente.
La Figura 6 representa la conformacidn activa putativa de deshidroPLH en el residuo de fenilo.

La Figura 7 representa el metabolismo de Citocromo P450 de la fenilahistina.

La Figura 8 ilustra la migracién Z-E de tBu-deshidroPLH.

La Figura 9 representa la sintesis y la imagen de prodroga de acil-E-tBu-deshidroPLH.

La Figura 10 representa el gradiente de temperatura de 3-Z-Benciliden-6-[5"-(1,1-dimetilalil)-1H-imidazol-4"-Z-
ilmetilen]-piperazin-2,5-diona.

La Figura 11 representa el gradiente de temperatura de 3-Z-benciliden-6-(5"-ter-butil- 1H-imidazol-4"-Z-ilmeti-
len)-piperazin-2,5-diona.

La Figura 12 representa el efecto de KPU-2, KPU-35 y t-butil-fenilahistina en comparacién con la colchicina y
taxol sobre la permeabilidad de la monocapa de HuVEC a FITC-Dextrano.

La Figura 13 representa el efecto de KPU-2 solo y en combinacién con CPT-11 sobre el crecimiento tumoral
estimado en el modelo HT-29 Xenoinjerto de Tumor de Colon Humano.

La Figura 14 representa el efecto de KPU-2 solo y en combinacién con CPT-11 sobre el peso de tumores extirpados
en la autopsia de ratones individuales en el modelo HT-29 Xenoinjerto de Tumor de Colon Humano.

La Figura 15 representa el efecto de KPU-2 solo y en combinacién con CPT-11 sobre el crecimiento tumoral
estimado en el modelo HT-29 Xenoinjerto de Tumor de Colon Humano.

La Figura 16 representa el efecto de KPU-2 solo y en combinacién con CPT-11 sobre el peso de tumores extirpados
en la autopsia de ratones individuales en el modelo HT-29 Xenoinjerto de Tumor de Colon Humano.

La Figura 17 representa los efectos de: A. KPU-2, B. KPU-35 y C. t-butil-fenilahistina solos y en combinacién
con CPT-11 sobre el crecimiento tumoral estimado en el modelo HT-29 Xenoinjerto de Tumor de Colon Huma-
no.

La Figura 18 representa los efectos de A. KPU-2, B. KPU-35 y C. t-butil-fenilahistina solos y en combinacién con
CPT-11 sobre el peso de los tumores extirpados en la autopsia de ratones individuales en el modelo HT-29 Xenoinjerto
de Tumor de Colon Humano.

La Figura 19 representa los efectos de KPU-2 solo y en combinacién con CPT-11 sobre el crecimiento tumoral en
el modelo HT-29 Xenoinjerto de Tumor de Colon Humano: comparacién de tres estudios.

La Figura 20 representa los efectos de KPU-2 solo y en combinacién con CPT-11 sobre los pesos del tumor finales
en el modelo HT-29 Xenoinjerto de Tumor de Colon Humano: comparacién de tres estudios.

La Figura 21 representa los efectos de KPU-2 solo o en combinacién con Taxotere sobre el crecimiento tumoral
estimado en el Modelo DU-145 Xenoinjerto de Tumor de Préstata Humano.
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La Figura 22 representa los efectos de A. KPU-2, B. KPU-35 y C. t-butil-fenilahistina solos y en combinacién
con Taxotere sobre el crecimiento tumoral estimado en base a las observaciones hechas durante la porcion en vida del
Modelo DU-145 Xenoinjerto de Tumor de Préstata Humano.

La Figura 23 representa los efectos de KPU-2 solo y en combinacién con Taxotere sobre los pesos del tumor
individual extirpado en la autopsia en el Modelo DU-145 Xenoinjerto de Tumor de Préstata Humano.

La Figura 24 representa los efectos de KPU-35 solo y en combinacién con Taxotere sobre los pesos de tumores
individuales extirpados en autopsia en el Modelo DU-145 Xenoinjerto de Tumor de Préstata Humano.

La Figura 25 representa los efectos de A. KPU-2, B. KPU-35 y C. t-butil-fenilahistina solos y en combinacién con
Taxotere en el Modelo MCF-7 Xenoinjerto de Tumor de Mama Humano.

La Figura 26 representa los efectos de KPU-2 solo y en combinacién con Taxotere sobre el crecimiento tumoral
estimado en el Modelo A549 Xenoinjerto de Tumor de Pulmén Humano.

La Figura 27 representa los efectos de KPU-2 solo y en combinacién con Taxotere sobre los pesos de tumores
extirpados en autopsia en el Modelo A549 Xenoinjerto de Tumor de Pulmén Humano.

La Figura 28 representa los efectos de KPU-2 solo y en combinacién con Paclitaxel sobre el peso estimado del
tumor en la almohadilla de grasa mamaria de murino implantada del Modelo MDA-231 Xenoinjerto de Tumor de
Mama Humano.

La Figura 29 representa los efectos de A. KPU-2, B. KPU-35 y C. t-butil-fenilahistina solos y en combinacién
con Paclitaxel en el Melanoma Murino del Modelo B16 F10 Tumor Metastasico. En ciertas Figuras, los compues-
tos se identifican utilizando una designacién alternativa. Un esquema completo para convertir estas designaciones
alternativas es como sigue:

Designacién alternativa Designacion utilizada en la
presente
NPI-2350 (-)-fenilahistina
NP1-2352 KPU-01
NPI-2353 KPU-03
NPI-2354 KPU-04
NPI-2355 KPU-05
NPI-2356 KPU-06
NPI-2357 KPU-07
NPI-2358 KPU-02
NPI-2359 KPU-08
NPI-2360 KPU-09
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NPI-2361 KPU-10
NPI-2362 KPU-11
NPI-2363 KPU-12
NPI-2364 KPU-13
NPI-2365 KPU-14
NPI-2366 KPU-15
NPI-2367 KPU-16
NPI-2368 KPU-17
NPI-2369 KPU-18
NPI-2370 KPU-19
NPI-2371 KPU-21
NPI-2372 KPU-22
NPI-2373 KPU-23
NPI-2374 KPU-24
NPI-2375 KPU-25
NPI-2376 KPU-28
NPI-2377 KPU-26
NPI-2378 KPU-27
NPI-2379 KPU-29
NPI-2380 KPU-20
NPI-2381 KPU-30
NPI-2382 KPU-31
NPI-2383 KPU-32
NPI-2384 KPU-33
NPI-2385 KPU-34
NPI-2386 KPU-35
NPI-2387 KPU-36
NPI-2388 KPU-37
NPI-2389 KPU-38
NPI-2390 KPU-39
NPI-2391 KPU-40
NPI-2392 KPU-41
NPI-2393 KPU-42
NPI-2394 KPU-43
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NPI-2395 KPU-44
NPI-2396 KPU-45
NPi-2397 KPU-46
NPI-2398 KPU-47
NPI-2399 KPU-48
NPI-2400 KPU-49
NPI-2401 KPU-50
NPI-2402 KPU-51
NPI-2403 KPU-52
NPI-2404 KPU-563
NPI-2405 KPU-54
NPI-2406 KPU-55
NPI-2407 KPU-56
NPI-2408 KPU-57
NPI-2409 KPU-58
NPI-2410 KPU-59
NPI-2411 KPU-60
NPI-2412 KPU-61
NPI-2413 KPU-62
NPI-2414 KPU-63
NPI-2415 KPU-64
NPI-2416 KPU-65
NPI-2417 KPU-66
NPI-2418 KPU-67
NPI-2419 KPU-68
NPI-2420 KPU-69
NPI1-2421 KPU-70
NPI-2422 KPU-71
NPI-2423 KPU-72
NPI-2424 KPU-73
NPI-2425 KPU-74
NPI-2426 KPU-75
NPI-2427 KPU-76
NPI-2428 KPU-77
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NPI-2429 KPU-79
NPI-2430 KPU-80
NPI-2431 KPU-81
NPI-2432 KPU-82
NPI-2433 KPU-83
NPI-2434 KPU-84
NPI-2435 KPU-86
NPI-2436 KPU-87
NPI-2437 KPU-88
NP!-2438 KPU-89
NPI-2439 KPU-90
NPI-2440 KPU-91
NPI-2441 KPU-92
NP|-2442 KPU-80
NPI-2455 KPU-94
NPI-2456 KPU-95
NP|-2457 KPU-96
NPI-2458 KPU-97
NPI-2459 KPU-98
NPI-2460 t-butil-fenilahistina

Descripcion detallada de la modalidad preferida

La descripcién proporciona los métodos para la preparacion sintética de compuestos, incluyendo nuevos com-
puestos, incluyendo deshidrofenialahistina y andlogos de deshidrofenialahistina y proporciona métodos para producir
inhibidores del ciclo celular farmacéuticamente aceptables, agentes antitumorales y agentes antifiingicos con rendi-
mientos relativamente altos, donde dichos compuestos y/o sus derivados se encuentran entre los ingredientes activos
en estos inhibidores del ciclo celular, agentes antitumorales y agentes antifungales. Otros objetivos incluyen propor-
cionar nuevos compuestos no obtenibles por métodos no sintéticos actualmente disponibles. También es un objetivo
proporcionar un método para tratar el cancer, particularmente cincer humano, que comprende la etapa de administrar
una cantidad efectiva que inhiba el crecimiento tumoral de un miembro de una clase de los nuevos compuestos anti-
tumorales. Esta invencién también proporciona un método para prevenir o tratar un hongo patogénico en un sujeto
lo cual involucra administrar al sujeto una cantidad afectiva anti-fiingica de un miembro de una clase de los nuevos
compuestos anti-flingicos, e.g., administrar una deshidrofenilahistina o su andlogo en una cantidad y forma la cual
proporcione el efecto antifliingico propuesto. En la realizacion preferida de los compuestos y métodos para elaborar
y utilizar tales compuestos descritos en la presente, pero no necesariamente en todas las realizaciones de la presente
invencion, estos objetivos se cumplen.

Descritos en la presente también se encuentran los compuestos y métodos para producir una clase de compuestos,
donde los compuestos se representan por la Férmula (I):

R1' R1" X R4

/21/ R, 1

Z/\ N2 N

ﬁ (I In NWY"RS
Zy/ AN N, N==

R, \24 \Ra \<Ra

Xz

{0
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en la que:

R, R, y R¢ se seleccionan cada uno de manera separada del grupo que consiste en un dtomo de hidrégeno, un
atomo de halégeno y grupos alquilo C,-C,, saturado, alquenilo C,-C,, insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi,
cicloalcoxi, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino sustituido, nitro, azido, fenilo y
fenilo sustituido, hidroxi, carboxi, -CO-0-R;, ciano, alquiltio, alquilo halogenado incluyendo alquilo polihalogenado,
carbonilo halogenado y carbonilo -CCO-R; en donde R; se selecciona de entre un dtomo de hidrégeno, un dtomo de
halégeno y grupos alquilo C,-C,, saturado, alquenilo C,-C,, insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi, cicloal-
coxi, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino sustituido, nitro, azido, fenilo y fenilo
sustituido;

R’ y R,” se seleccionan independientemente del grupo que consiste en un atomo de hidrégeno, un dtomo de ha-
16geno y grupos alquilo C,-C,, saturado, alquenilo C,-C,, insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi,
arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino sustituido, nitro, azido, fenilo y fenilo susti-
tuido, hidroxi, carboxi, -CO-O-R;, ciano, alquiltio, alquilo halogenado incluyendo alquilo polihalogenado, carbonilo
halogenado y carbonilo -CCO-R; en donde R; se selecciona de un atomo de hidrégeno, un dtomo de hal6égeno y gru-
pos alquilo C,-C,, saturado, alquenilo C,-C,, insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo, arilo
sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino sustituido, nitro, azido, fenilo y fenilo sustituido;

R;’ y R;” se enlazan ya sea covalentemente entre si para formar un anillo o se enlazan no covalentemente entre si.

R, R; y R; se seleccionan cada uno de manera separada del grupo que consiste en un &tomo de hidrégeno, un 4tomo
de halégeno y grupos alquilo C;-C,, saturado, alquenilo C,-C,, insaturado, acilo, cicloalquilo, alcoxi, cicloalcoxi,
arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino sustituido, nitro y nitro, grupos sulfonilo y
sulfonilo sustituido;

X, y X, se seleccionan de manera separada del grupo que consiste en un 4tomo de oxigeno, un d&tomo de nitrégeno
y un dtomo de azufre siendo cada uno ya sea sustituido o no sustituido con un grupo Rs como se definié anteriormente;

Y se selecciona del grupo que consiste en un dtomo de nitrégeno, un 4tomo de nitrégeno sustituido con un grupo
R5 a partir de lo anterior, un dtomo de oxigeno, un dtomo de azufre, un dtomo de azufre oxidado, un grupo metileno y
un grupo metileno sustituido;

n es un entero igual a cero, uno o dos;

Z para cada n separada, si no es cero y Z,, Z,, Z; y Z, se seleccionan cada uno de manera separada a partir de un
atomo de carbono, un dtomo de azufre, un d&tomo de nitrégeno o un dtomo de oxigeno; y

los enlaces a trazos pueden ser enlaces sencillos o dobles.

El método comprende un método para producir los compuestos de la Férmula (I) mediante las etapas de:

hacer reaccionar una diacildicetopiperazina con un primer aldehido para producir un compuesto intermediario; y
hacer reaccionar dicho compuesto intermediario con un segundo aldehido para producir dicho compuesto, en donde

dicho primer aldehido y dicho segundo aldehido se seleccionan del grupo que consiste en un oxazolcarboxialde-
hido, imidazolcarboxaldehido, un benzaldehido, derivados de imidazolcarboxaldehido y derivados de benzaldehido,
formando por lo tanto un compuesto de la Férmula (I) en donde

R,, R, y R¢ se seleccionan cada uno de manera separada del grupo que consiste en un dtomo de hidrégeno, un
atomo de halégeno y grupos alquilo C,-C,, saturado, alquenilo C,-C,, insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi,
cicloalcoxi, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino sustituido, nitro, azido, fenilo y
fenilo sustituido, hidroxi, carboxi, -CO-0O-R;, ciano, alquiltio, alquilo halogenado incluyendo alquilo polihalogena-
do, carbonilo halogenado y carbonilo -CCO-R; en donde R; se selecciona de un dtomo de hidrégeno, un atomo de
halégeno y grupos alquilo C,-C,, saturado, alquenilo C,-C,, insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi, cicloal-
coxi, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino sustituido, nitro, azido, fenilo y fenilo
sustituido;

R,” y R,” se seleccionan independientemente del grupo que consiste en un dtomo de hidrégeno, un dtomo de ha-
16geno y grupos alquilo C;-C,, saturado, alquenilo C,-C,, insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi,
arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino sustituido, nitro, azido, fenilo y fenilo susti-
tuido, hidroxi, carboxi, -CO-O-R;, ciano, alquiltio, alquilo halogenado incluyendo alquilo polihalogenado, carbonilo
halogenado y carbonilo -CCO-R; en donde R; se selecciona de un dtomo de hidrégeno, un dtomo de halégeno y gru-
pos alquilo C,-C,, saturado, alquenilo C,-C,, insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo, arilo
sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino sustituido, nitro, azido, fenilo y fenilo sustituido;

R’ y R,” se enlazan ya sea covalentemente entre si para formar un anillo o se enlazan no covalentemente entre si.
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R,, R; y R se seleccionan cada uno de manera separada del grupo que consiste de un dtomo de hidrégeno, un dtomo
de halégeno y grupos alquilo C,;-C,, saturado, alquenilo C,-C,, insaturado, acilo, cicloalquilo, alcoxi, cicloalcoxi,
arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino sustituido, nitro y nitro, grupos sulfonilo y
sulfonilo sustituido;

X,y X, se seleccionan de manera separada del grupo que consiste de un 4tomo de oxigeno, un 4tomo de nitrégeno
y un dtomo de azufre y

Y se selecciona del grupo que consiste de un dtomo de nitrégeno, un atomo de nitrégeno sustituido con un grupo
Rjs a partir de lo anterior, un dtomo de oxigeno, un dtomo de azufre, un dtomo de azufre oxidado, un grupo metileno y
un grupo metileno sustituido;

Z para cada n separada, si no es cero y Z1, Z2,Z3 y Z4 se seleccionan cada uno de manera separada a partir de un
atomo de carbono, un dtomo de azufre, un d&tomo de nitrégeno o un atomo de oxigeno; y

los enlaces a trazos pueden ser enlaces sencillos o dobles.

También se proporcionan sales farmacéuticamente aceptables y ésteres de pro-droga del compuesto de la Férmula
(D y (Il) y se proporcionan los métodos para sintetizar tales compuestos mediante los métodos descritos en la presente.

El término “éster de pro-droga” especialmente cuando se refiere a un éster de pro-droga del compuesto de la
Férmula (I) sintetizado por los métodos descritos en la presente, se refiere a un derivado quimico del compuesto
que se transforma rapidamente in vivo para producir el compuesto, por ejemplo, mediante hidrélisis en sangre o
tejidos internos. El término “éster de pro-droga” se refiere a los derivados de los compuestos descritos en la presente
formados mediante la adicién de cualquiera de varios grupos que forman el éster que se hidrolizan bajo condiciones
fisiologicas. Ejemplos de grupos de éster de pro-droga incluyen pivoiloximetilo, acetoximetilo, ftalidilo, indanilo
y metoximetilo asi como otros grupos conocidos en la técnica, incluyendo un grupo (5-R-2-oxo-1,3-dioxolen-4-il)
metilo. Otros ejemplos de grupos de éster de pro-droga pueden encontrarse en por ejemplo, T. Higuchi y V. Stella
en “Pro-drugs as Novel Delivery Systems” Vol. 14, A.C.S. Symposium Series, American Chemical Society (1975);
y “Bioreversible Carriers in Drug Design: Theory and Application”, editado por E.B. Roche, Pergamon Press: New
York, 14-21 (1987) (que proporciona los ejemplos de ésteres ttiles como prodrogas para los compuestos que contienen
grupos carboxilo).

El término “éster de pro-droga” como se utiliza en la presente, también se refiere a un derivado quimico del
compuesto que se transforma rdpidamente in vivo para producir el compuesto por ejemplo, mediante hidrélisis en
sangre. El término “éster de pro-droga” se refiere a los derivados de los compuestos descritos en la presente formados
mediante la adicién de cualquiera de los diversos grupos que forman el éster que se hidrolizan bajo condiciones
fisiolégicas. Ejemplos de grupos de éster de pro-droga incluyen pivoiloximetilo, acetoximetilo, ftalidilo, indanilo
y metoximetilo asi como otros grupos conocidos en la técnica, incluyendo un grupo (5-R-2-oxo-1,3-dioxolen-4-il)
metilo. Otros ejemplos de grupos de éster de prodroga pueden encontrarse en por ejemplo T. Higuchi y V. Stella
en “Pro-drugs as Novel Delivery Systems” Vol. 14, A.C.S. Symposium Series, American Chemical Society (1975);
y “Bioreversible Carriers in Drug Design: Theory and Application”, editado por E.B. Roche, Pergamon Press: New
York, 14-21 (1987) (proporcionando los ejemplos de ésteres ttiles como prodrogas para los compuestos que contienen
grupos carboxilo).

El término “sal farmacéuticamente aceptable” especialmente cuando se refiere a una sal farmacéuticamente acep-
table del compuesto de la Férmula (I) sintetizada mediante los métodos descritos en la presente, se refiere a cualquiera
de las sales farmacéuticamente aceptables de un compuesto y preferentemente se refiere a una sal de adicién dcida
de un compuesto. Ejemplos preferidos de sal farmacéuticamente aceptable son las sales del metal alcalino (sodio o
potasio), las sales de metal alcalinotérreo (calcio o magnesio) o sales de amonio derivadas a partir de amoniaco o a
partir de aminas organicas farmacéuticamente aceptables, por ejemplo alquilamina C,-C,, ciclohexilamina, trietano-
lamina, etilenodiamina o tris-(hidroximetil)-aminometano. Con respecto a los compuestos sintetizados por el método
que son aminas basicas, los ejemplos preferidos de sales farmacéuticamente aceptables son las sales de adicién acida
de dcidos inorganicos u orgdnicos farmacéuticamente aceptables, por ejemplo dcido hidrohdlico, sulfirico, fosférico
o0 4cido carboxilico o sulfénico alifaticos o aromadticos, por ejemplo dcido acético, succinico, lactico, mélico, tartarico,
citrico, ascorbico, nicotinico, metanosulfénico, p-toluenosulfénico o naftalenosulfénico.

El término “sal farmacéuticamente aceptable” como se utiliza en la presente, también se refiere a cualquiera de
las sales farmacéuticamente aceptables de un compuesto y preferentemente se refiere a una sal de adicién dcida de
un compuesto. Ejemplos preferidos de sal farmacéuticamente aceptable son sales de metal alcalino (sodio o pota-
sio), sales de metal alcalinotérreo (calcio o magnesio) o sales de amonio derivadas a partir de amoniaco o a partir
de aminas orgdnicas farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, alquilamina C;-C5, ciclohexilamina, trietanolamina,
etilenodiamina o tris-(hidroximetil)-aminometano. Con respecto a los compuestos que son aminas bésicas, los ejem-
plos preferidos de sales farmacéuticamente aceptables son las sales de adicion 4cida de 4cidos inorgdnicos u organicos
farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, dcido hidrohdlico, sulfirico, fosférico o 4cido carboxilico o sulfénico
alifaticos o aromadticos, por ejemplo dcido acético, succinico, lactico, malico, tartarico, citrico, ascérbico, nicotinico,
metanosulfénico, p-toluenosulfénico o naftalenosulfénico.
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Las composiciones farmacéuticas preferidas descritas en la presente incluyen sales y ésteres de prodroga farma-
céuticamente aceptables del compuesto de la Férmula (I) sintetizado por el método descrito en la presente. De acuerdo
con lo anterior, si la elaboracién de las formulaciones farmacéuticas involucra el mezclado intimo de los excipientes
farmacéuticos y el ingrediente activo en su forma de sal, entonces se prefiere utilizar los excipientes farmacéuticos que
no son bdsicos, es decir, ya sea excipientes acidicos o neutros.

En las realizaciones preferidas de los métodos de los compuestos descritos en la presente, puede formarse una
pseudo estructura, de tres anillos, plana relativamente rigida. Para estabilizar tal pseudo estructura, de tres anillos
plana, relativamente rigida, puede seleccionarse preferentemente R; para ser hidrégeno.

En otras realizaciones preferidas de los compuestos y métodos descritos en la presente, n es igual a cero o uno, mas
preferentemente uno, y Z,, Z; y Z, y cada uno de manera separada se selecciona de un dtomo de oxigeno, un dtomo
de nitrégeno y un dtomo de carbono, mds preferentemente al menos uno de Z,, Z; y Z, es un dtomo de carbono, y
mas preferentemente al menos dos de Z,, Z; y Z, es un d&tomo de carbono. Todas las Z’s pueden ser simultdneamente
atomos de carbono.

Aln otras realizaciones preferidas de los métodos y composiciones descritos en la presente involucran compuestos
que tienen las estructuras de las Férmulas (Ia) y (Ib) de abajo:

en donde los grupos variables son como se define en la presente.

El término “atomo de halégeno” como se utiliza en la presente se refiere a cualquiera de los 4tomos radio-estables
de la columna 7 de la Tabla Periddica de los Elementos, i.e., flior, cloro, bromo o yodo, siendo preferidos el flior y el
cloro.

El término “alquilo” como se utiliza en la presente, se refiere a cualquier hidrocarburo saturado sustituido o no
sustituido ramificado o no ramificado, siendo preferidos los hidrocarburos C,-C¢ no sustituidos, saturados, no rami-
ficados, siendo los mas preferidos metilo, etilo, isobutilo y ter-butilo. Entre los hidrocarburos saturados sustituidos,
se prefieren los hidrocarburos C,-C¢ saturados, de mono- y di- y per-halégeno sustituidos y los hidrocarburos ami-
no-sustituidos siendo los mas preferidos perfluorometilo, perclorometilo, perfluoro-ter-butilo y percloro-ter-butilo. El
término “sustituido” tiene su significado ordinario, como se encuentra en numerosas patentes contemporédneas de la
técnica relacionada. Ver, por ejemplo, las Patentes U.S. Nos. 6,583,143; 6,509,331; 6,506,787; 6,500,825; 5,922,683;
5,886,210; 5,874,443; y 6,350,759. Especificamente, la definicién de sustituido es tan amplia como aquella que se
proporciona en la Patente U.S. No. 6,583,143, la cual define el término sustituido como cualquiera de los grupos tales
como alquilo, arilo, arilalquilo, heteroarilo, heteroarilalquilo, heterociclo y heterocicloalquilo, en donde al menos un
atomo de hidrégeno se reemplaza con un sustituyente. El término “sustituido” es también tan amplio como la defi-
nicién proporcionada en la Patente U.S. No. 6,509,331, la cual define el término “alquilo sustituido” de modo que
se refiere a un grupo alquilo, preferentemente desde 1 hasta 10 dtomos de carbono, teniendo desde 1 hasta 5 susti-
tuyentes y preferentemente 1 hasta 3 sustituyentes, seleccionados del grupo que consiste en alcoxi, alcoxi sustituido,
cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, cicloalquenilo, cicloalquenilo sustituido, acilo, acilamino, aciloxi, amino, ami-
no sustituido, aminoacilo, aminoaciloxi, oxiacilamino, ciano, halégeno, hidroxilo, carboxilo, carboxilalquilo, ceto,
tioceto, tiol, tioalcoxi, tioalcoxi sustituido, arilo, ariloxi, heteroarilo, heteroariloxi, heterociclico, heterociclooxi, hi-
droxiamino, alcoxiamino, nitro, -SO-alquilo, -SO-alquilo sustituido, -SO-arilo, -SO-heteroarilo, -SO,-alquilo, -SO,-
alquilo sustituido, -SO,-arilo y -SO,-heteroarilo. Las otras patentes anteriormente listadas también proporcionan de-
finiciones estdndar para el término “sustituido” que se entienden bien por aquellos con experiencia en la técnica. El
término “cicloalquilo” se refiere a cualquier anillo de hidrocarburo no aromético, preferentemente teniendo de cinco
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hasta doce dtomos que comprenden el anillo. El término “acilo” se refiere a grupos alquilo o arilo derivados a partir
de un oxodcido, siendo preferido un grupo acetilo.

El término “alquenilo” como se utiliza en la presente, se refiere a cualquier hidrocarburo insaturado sustituido o no

sustituido, ramificado o no ramificado incluyendo hidrocarburos poliinsaturados, siendo preferidos los hidrocarburos
C,-Cs no sustituidos, no ramificados, mono-insaturados y di-insaturados y siendo mds preferidos los hidrocarburos
sustituidos mono-insaturados, di-halégeno. En las posiciones R, y R,, del compuesto de la estructura (I) se prefiere
particularmente un residuo de z-isoprenilo. El término “cicloalquenilo” se refiere a cualquier anillo de hidrocarburo
no aromadtico, que preferentemente tiene de cinco hasta doce dtomos que comprenden el anillo.
Los términos “arilo”, “arilo sustituido”, “heteroarilo” y “heteroarilo sustituido” como se utilizan en la presente
se refieren a los anillos de hidrocarburo aromadticos, que preferentemente tienen cinco, seis o siete dtomos y mas
preferentemente tienen seis dtomos que comprenden el anillo. “Heteroarilo” y “heteroarilo sustituido” se refieren a
anillos de hidrocarburo aromadticos en los cuales al menos un heteroatomo, e.g., &tomo de oxigeno, azufre o nitrégeno
se encuentra en el anillo con al menos un dtomo de carbono.

El término “alcoxi” se refiere a cualquier éter saturado o insaturado, sustituido o no sustituido, ramificado o no

ramificado, prefiriéndose éteres C;-C4 no sustituidos, saturados, no ramificados, prefiriéndose metoxi, y también pre-
firiéndose dimetil, dietil, metil-isobutil y metil-ter-butil éteres. El término “cicloalcoxi” se refiere a cualquier anillo de
hidrocarburo no aromatico, que preferentemente tiene de cinco hasta doce atomos que comprenden el anillo.
Los términos “purificado”, “sustancialmente purificado” y “aislado” como se utiliza en la presente se refiere al
compuesto que se encuentra libre de otros compuestos diferentes con los cuales el compuesto se asocia normalmente
en su estado natural, de modo que el compuesto de la invencién comprende al menos 0.5%, 1%, 5%, 10% o 20% y
mas preferentemente al menos 50% o 75% de masa, por peso de una muestra dada.

El compuesto de la Férmula (I) puede sintetizarse o producirse quimicamente a partir de reactivos conocidos
y disponibles en la técnica. Por ejemplo, se han descrito las modificaciones de por ejemplo diacildicetopiperazina
(diacetildicetopiperazina), por Loughlin et al., 2000 Bioorg Med Chem Lett 10: 91 o por Brocchini et al., en WO
95/21832. Puede prepararse por ejemplo la diacildicetopiperazina (diacetildicetopiperazina) mediante diacetilacion de
2,5-piperazinadiona econémica (TCI Cat. No. GO100, 25 g) con acetato de sodio y anhidrido de sodio. La estructura
de diacetilo de la descetopiperazina activada puede reemplazarse con otros grupos acilo, para incluir carbamatos tales
como Boc (t-butoxicarbonilo), Z(benzoiloxicarbonilo).

Puede prepararse el imidazolcarboxaldeido por ejemplo de acuerdo con el procedimiento descrito en Hayashi et
al., 2000 J Organic Chem 65: 8402 como se representa abajo:

LDA, CHgCHO kY4 Tos-Cl DBU
/L O~ 3 \‘T/—v\n/()\ — - O~ -
THF . -70°C OH 0 piridina, ta. Ots © reflujo (140°C)
88% 88% 96%
\ 4N NaOH 00012 N ETOQOCHQCOOH
WO\/ . \,}ﬂ s X 0 Bul
0 EtOH, ta. Cﬁz% fa. 0 THF .70 a-10°C
99% 88% 92%
50,01, cL H2 NCHO. DIBALH
- OEt 2 CODEt
— Xy rOET . — —
o o CHClg. reflujo 0 O refiujo. 146°C Ny NH Tolueno, 50°C
7% 482 59%
Mn02
~~0OH
N\,NH acetona, ta. Ny NH
96% 2
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Otro ejemplo de un derivado de imidazolcarboxaldehido es un derivado de imidazol-4-carbaxaldehido 15 el cual
puede producirse a partir de por ejemplo un beta-cetoéster 18 comercialmente disponible (TCI Cat. No. P1031, 25 ml)
mediante la siguiente ruta:

H,NCHO
. 50,Cl ! 2 .
W/ OEL 2412 , C \ H,0 /s COOMe DABALH

0 O CHCly, reflujo 0 0 reflujo, 145°C N« NH Tolueno, -50°C
18 b 21% (etapa 2] 66%
LialH4
—_—
THF, ta.
oH Mn02 . B4x
/\ —— — = U
Ny NH acetona, ta. & NH
15

5%

El método sintético descrito en la presente puede llevarse a cabo preferentemente en presencia de carbonato de
cesio como una base en DMF y en una atmdésfera desoxigenada. La atmdsfera inerte evita la oxidacién probable de
los 4tomos de a-carbono activado del anillo de dicetopiperazina durante el tratamiento con carbonato de cesio (ver
abajo) como se reportd por ejemplo, por Watanabe et al., 18th International Congress of Heterocyclic Chemistry en
Yokohama, Japén (30 de Julio de 2001), Resumen, pagina 225.

sal d Cs
s ¥
R H DMF R

Oxidacién por Aire de Compuestos de Carbonilo
Activado con Sales de Cesio

Otras realizaciones del método sintético involucran las modificaciones a los compuestos utilizados o de otro modo
involucrados en la sintesis de los compuestos representados por la Férmula (I). Tales derivados pueden incluir modifi-
caciones al anillo de fenilo, la introduccién de otros sistemas de anillo aromatico, la posicion del anillo aromético, las
alteraciones al sistema de anillo de imidazol y/o modificaciones adicionales en la posicién 5 del anillo de imidazol.
Ejemplos de tales modificaciones se tratan por ejemplo en el Ejemplo 4. El resultado de tales modificaciones incluye
el contenido de nitrégeno incrementado del anillo de fenilo y/o el compuesto el cual puede incrementar la solubilidad
del compuesto. Otras modificaciones pueden incorporar derivados de inhibidores de tubulina conocidos, imitando por
lo tanto la actividad de los inhibidores de tubulina. Otras modificaciones pueden simplificar la sintesis del 8-cetoéster
involucrado en la produccién del imidazolcarboxaldehido utilizado en los métodos descritos en la presente.

Composiciones Farmacéuticas

La presente invencién también abarca los compuestos descritos en la presente, opcional y preferentemente produ-
cidos por los métodos descritos en la presente, en composiciones farmacéuticas que comprenden un portador farma-
céuticamente aceptable preparado para el almacenamiento y administracién subsecuente, el cual tiene una cantidad
farmacéuticamente efectiva de los productos anteriormente descritos en un portador o diluyente farmacéuticamente
aceptable. Los portadores o diluyentes aceptables para uso terapéutico son bien conocidos en la técnica farmacéutica y
se describen por ejemplo en Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co. (A.R. Gennaro edit. 1985).
Los conservadores, estabilizadores, tinturas y atin agentes saborizantes pueden proporcionarse en la composicién far-
macéutica. Por ejemplo, pueden agregarse como conservadores benzoato de sodio, dcido ascorbico y ésteres de dcido
p-hidroxibenzdico. Ademads, pueden utilizarse agentes antioxidantes y de suspension.
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Pueden formularse las composiciones de deshidrofenilahistina o andlogos de deshidrofenilahistina y utilizarse co-
mo tabletas, cdpsulas o elixires para administracién oral; supositorios para administracion rectal; soluciones estériles,
suspensiones para administracion inyectable; parches para administracién transdérmica y depdsitos sub-dermales y lo
similar. Los inyectables pueden prepararse en formas convencionales, ya sea como soluciones o suspensiones liquidas,
formas sélidas adecuadas para la solucién o suspension en liquido antes de la inyeccion o infusién o como emulsio-
nes. Los excipientes adecuados son por ejemplo, agua, salina, dextrosa, manitol, lactosa, lecitina, albimina, glutamato
de sodio, hidrocloruro de cisteina, albiumina de suero humano y lo similar. Ademads, si se desea, las composiciones
farmacéuticas inyectables pueden contener cantidades menores de sustancias auxiliares no téxicas, tales como agentes
humectantes, agentes amortiguadores de pH y lo similar. Si se desea, pueden utilizarse las preparaciones que mejoran
la absorcién (por ejemplo, liposomas).

Las formulaciones farmacéuticas para administracién parenteral incluyen soluciones acuosas de los compuestos
activos en la forma soluble en agua. Adicionalmente, las suspensiones de los compuestos activos pueden preparar-
se como suspensiones de inyeccién aceitosas apropiadas. Los solventes o vehiculos lipofilicos adecuados incluyen
aceites grasos tales como aceite de sésamo u otros aceites orgdnicos tales como aceites de soja, pomelo o almendra
o ésteres de acido graso sintéticos tales como oleato de etilo o triglicéridos o liposomas. Las suspensiones de in-
yeccidn acuosas pueden contener sustancias que incrementan la viscosidad de la suspension, tal como carboximetil
celulosa de sodio, sorbitol o dextrano. Opcionalmente, la suspensién puede contener también estabilizadores o agen-
tes adecuados que incrementan la solubilidad de los compuestos para permitir la preparacion de soluciones altamente
concentradas.

Las preparaciones farmacéuticas para uso oral pueden obtenerse al combinar los compuestos activos con el exci-
piente sélido, opcionalmente triturando una mezcla resultante y procesando la mezcla de granulos, después agregar
auxiliares adecuados si se desea, para obtener tabletas o nicleos de grageas. Los excipientes adecuados son en particu-
lar rellenadores tales como azicares, incluyendo lactosa, sacarosa, manitol o sorbitol; preparaciones de celulosa tales
como por ejemplo almidén de maiz, almidon de trigo, almidén de arroz, almidon de patata, gelatina, goma, tragacanto,
metil celulosa, hidroxipropilmetil-celulosa, carboximetilcelulosa de sodio y/o polivinilpirrolidona (PVP). Si se desea,
pueden agregarse agentes desintegrantes, tales como polivinil pirrolidona reticulado, agar o dcido alginico o una sal del
mismo tal como alginato de sodio. Se proporcionan los niicleos de grageas con recubrimientos adecuados. Para este
propdsito, pueden utilizarse soluciones de azicar concentrada, las cuales pueden contener opcionalmente goma arabi-
ga, talco, polivinil pirrolidona, gel carbopol, polietilen glicol y/o di6éxido de titanio, soluciones laqueadas y solventes
orgdnicos o mezclas de solventes adecuados. Las materias colorantes o pigmentos pueden agregarse a las tabletas o re-
cubrimientos de grageas para identificacidn o para caracterizar las diferentes combinaciones de la dosis del compuesto
activo. Para este propdsito, pueden utilizarse las soluciones de azicar concentrada, las cuales pueden contener opcio-
nalmente goma ardbiga, talco, polivinil pirrolidona, gel carbopol, polietilen glicol y/o didxido de titanio, soluciones
laqueadas y solventes orgdnicos o mezclas de solventes adecuados. Pueden agregarse materias colorantes o pigmentos
a las tabletas o recubrimientos de grageas para identificacion o para caracterizar diferentes combinaciones de la dosis
del compuesto activo. Tales formulaciones pueden elaborarse utilizando los métodos conocidos en la técnica (ver por
ejemplo, las Patentes U.S. No. 5,733,888 (composiciones inyectables); 5,726,181 (compuestos deficientemente solu-
bles en agua); 5,707,641 (proteinas o péptidos terapéuticamente activos); 5,667,809 (agentes lipofilicos); 5,576,012
(agentes poliméricos solubilizantes); 5,707,615 (formulaciones anti-virales); 5,683,676 (medicamentos de particu-
lado); 5,654,286 (formulaciones tépicas); 5,688,529 (suspensiones orales); 5,445,829 (formulaciones de liberacién
prolongada); 5,653,987 (formulaciones liquidas); 5,641,515 (formulaciones de liberaciéon controlada); y 5,601,845
(formulaciones esferoides).

Se describen ademads en la presente varias composiciones farmacéuticas bien conocidas en la técnica farmacéutica
para usos que incluyen la administracién intraocular, intranasal e intraauricular. Las formulaciones farmacéuticas in-
cluyen soluciones oftdlmicas acuosas de los compuestos activos en forma soluble en agua, tales como gotas para 0jos
o en goma de gelana (Shedden et al., 2011 Clin Ther 23(3): 440-50) o hidrogeles (Mayer et al., 1996, Ophtalmologic
210: 101-3); ungiientos oftdlmicos; suspensiones oftdlmicas tales como microparticulados, particulas poliméricas pe-
quefias que contienen droga que se suspenden en un medio portador liquido (Joshi, A., 1994 J Ocul Pharmacol 10: 29-
45), formulaciones solubles en lipidos (Alm et al., 1989 Prog Clin Biol Res 312: 447-58) y microesferas (Mordenti,
1999 Toxicol Sci 52: 101-6); e insertos oculares. Tales formulaciones farmacéuticas adecuadas son mas frecuentes y
se formulan preferentemente para ser estériles, isotonicas y amortiguadas para estabilidad y confort. Las composicio-
nes farmacéuticas pueden también incluir gotas y pulverizadores preparados con frecuencia para estimular en muchos
aspectos las secreciones nasales para asegurar el mantenimiento de la accién ciliar normal. Como se describe en Re-
mington’s Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing, 18.° Edicién) y se conoce bien por los expertos en la técnica, las
formulaciones adecuadas son mds frecuentes y preferentemente isotdnicas, ligeramente amortiguadas para mantener
un pH de 5.5 hasta 6.5 y mas frecuente y preferentemente incluyen conservadores antimicrobiales y estabilizadores
de droga apropiados. Las formulaciones farmacéuticas para administracién intraocular incluyen suspensiones y un-
giientos para aplicacion tépica en el oido. Los solventes comunes para tales formulaciones aurales incluyen glicerina

y agua.

Cuando de utiliza como un inhibidor del ciclo celular, un compuesto que inhibe el crecimiento del tumor o que
inhibe el crecimiento del hongo, puede administrarse el compuesto de la Férmula (I) ya sea mediante via oral o
no oral. Cuando se administra oralmente, puede administrarse en cdpsula, tableta, granulo, pulverizador, jarabe u
otra forma. Cuando se administra no oralmente, puede administrarse como una suspensién acuosa, una preparacion
oleosa o lo similar o como goteo, supositorio, ungiiento, pomada o lo similar, cuando se administra a través de la
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inyeccidn o infusién, de manera subcutdnea, intraperitoneal, intravenosa, intramuscular o lo similar. De manera si-
milar, puede administrarse topica, rectal o vaginalmente, como se considera apropiado por aquellos de experiencia
en la técnica para poner el compuesto en contacto 6ptimo con un tumor, inhibiendo asi el crecimiento del tumor.
También se contempla la administracion local en el sitio del tumor ya sea antes o después de la reseccion del tu-
mor, como son las formulaciones de liberacién controlada, formulaciones de depdsito y liberacién por bombeo de
infusion.

Métodos de Administracion

La presente invencién también abarca los métodos para elaborar y para administrar los compuestos quimicos des-
critos y las composiciones farmacéuticas descritas. Tales métodos descritos incluyen entre otros, (a) la administracién
a través de via oral, cuya administracién incluye la administracién en cédpsula, tableta, granulo, pulverizado, jarabe
u otras formas; (b) la administracién a través de vias no orales, cuya administracion incluye la administraciéon como
una suspension acuosa, una preparacion oleosa o lo similar o como un goteo, supositorio, ungiiento o lo similar; la
administracién a través de la inyeccion o infusidn, de manera subcutdnea, intraperitoneal, intravenosa, intramuscular,
intradérmica o lo similar; asi como (c) la administracién tépica, (d) la administracién rectal o (e) la administracién
vaginal, como se considere apropiado por aquellos con experiencia en la técnica para poner el compuesto en con-
tacto con el tejido vivo; y (f) la administracidn a través de formulaciones de liberacién controlada, formulaciones de
depésito y de suministro por bombeo de infusién. Como ejemplos adicionales de tales modos de administracion y
como descripciéon adicional de modos de administracion descritos en la presente se encuentran varios métodos pa-
ra la administracion de los compuestos quimicos y composiciones farmacéuticas descritos incluyendo los modos de
administracion a través de vias intraoculares, intranasales e intraauriculares.

La cantidad farmacéuticamente efectiva de la composicién de deshidrofenilahistina o andlogo de deshidrofenila-
histina requerida como una dosis que dependera de la via de administracion, el tipo de animal, incluyendo el humano,
a tratarse y las caracteristicas fisicas del animal especifico bajo consideracién. La dosis puede adaptarse para lograr
un efecto deseado, pero dependerd de factores tales como peso, dieta, medicacién concurrente y otros factores que se
reconocerdn por el experto en las técnicas médicas.

Al practicar los métodos, los productos o composiciones pueden utilizarse solos o en combinacién entre si 0 en
combinacidn con otros agentes terapéuticos o de diagnéstico. Por ejemplo, como se describe en la presente, los com-
puestos descritos en la presente son efectivos en el tratamiento del cdncer cuando se utilizan en combinacidn con otros
activos, especificamente otros quimioterapéuticos por ejemplo, quimioterapéuticos CPT-11 biolégicos y especificos,
Taxoteno (docataxel) y pacitaxel. Los compuestos descritos en la presente también son efectivos en el tratamiento del
cancer cuando se utilizan en combinacién con otros activos, incluyendo agentes anti-vasculares, agentes anti-angio-
génicos, tales como Erbuitux (Imclone/bristol-Myers) e Iressa (AstraZeneca), otros inhibidores VEGF y biolégicos,
mds especificamente al menos un anticuerpo anti-VEGF, especialmente anticuerpos monoclonales para el receptor
VEGTF, incluyendo DC101, un anticuerpo monoclonal de rata, el cual bloquea el receptor 2 de VEGF de ratén (fik-1).
Pueden utilizarse tales combinaciones in vivo, cominmente en un mamifero, preferentemente en un humano o in vitro.
Al emplearlos in vivo los compuestos descritos solos 0 en combinacién con otros quimioterapéuticos u otros produc-
tos bioldgicos pueden administrarse al mamifero en una variedad de formas incluyendo la parenteral, intravenosa, a
través de infusién o inyeccidn, subcutdnea, intramuscular, colonica, rectal, vaginal, nasal o intraperitonealmente, em-
pleando una variedad de formas de dosis. Tales métodos también pueden aplicarse para actividad quimica de prueba
in vivo.

Como serd facilmente aparente para el experto en la técnica, la utilidad de la dosis in vivo para administrarse y el
modo particular de administracion variard dependiendo de la edad, peso y especie de mamifero tratado, los compuestos
particulares empleados y el uso especifico para el cual se emplean estos compuestos. La determinacion de los niveles
de dosis efectiva, es decir, los niveles de dosis necesarios para lograr el resultado deseado, pueden llevarse a cabo
por un experto en la técnica utilizando los métodos farmacolégicos de rutina. Tipicamente, las aplicaciones clinicas
a humanos de los productos se inician en niveles de dosis inferiores, incrementiandose el nivel de dosis hasta que se
logra el efecto deseado. Alternativamente, pueden utilizarse los estudios in vitro aceptables para establecer la dosis
util y las rutas de administracién de las composiciones identificadas por los métodos presentes utilizando los métodos
farmacolégicos establecidos.

En estudios animales no humanos, las aplicaciones de los productos potenciales se inician a niveles de dosis ele-
vadas, decreciendo la dosis hasta que el efecto deseado ya no se logra o los efectos colaterales adversos desaparecen.
La dosis puede variar ampliamente, dependiendo de las efectos deseados y de la indicacion terapéutica. Tipicamente
las dosis pueden ser entre aproximadamente 10 microgramos/kg y 100 mg/kg del peso corporal, preferentemente en-
tre aproximadamente 100 microgramos/kg y 10 mg/kg de peso corporal. Alternativamente las dosis pueden basarse
y calcularse en el drea de superficie del paciente, como se entenderd por el experto en la técnica. La administra-
cién puede ser oral, sobre una base de cada tres dias, cada tercer dia, diariamente, dos veces al dia o tres veces al
dia.

La ruta de administracion y dosis de la formulacion exacta puede seleccionarse mediante el médico individual en
vista de la condicién del paciente. Ver por ejemplo, Fingl et al., en The Pharmacological Basis of Therapeutics, 1975.
Debe notarse que el médico que atiende puede conocer como y cudndo terminar, interrumpir o ajustar la administracién
debido a la toxicidad o a las disfunciones del 6rgano. A la inversa, el médico que atiende también puede saber ajustar
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el tratamiento a niveles mayores si la respuesta clinica no es la adecuada (evitando la toxicidad). La magnitud de una
dosis administrada en el manejo del trastorno de interés variard con la severidad de la condicidén a tratarse y con la
ruta de administracién. La severidad de la condicién puede evaluarse por ejemplo, en parte mediante los métodos de
evaluacidn de prondstico estdndar. Ademds, la dosis y tal vez la frecuencia de la dosis también variard de acuerdo con
la edad, peso corporal y respuesta del paciente particular. Un programa comparable a lo tratado anteriormente puede
utilizarse en la medicina veterinaria.

Dependiendo de las condiciones especificas a tratarse, tales agentes pueden formularse y administrarse sistémica
o localmente. Puede encontrarse una variedad de técnicas para la formulacién y administracién en Remington’s Phar-
maceutical Sciences, 18.° Ed. Mack Publishing Co., Easton, PA (1990). Las rutas de administracion adecuadas pueden
incluir la administracién oral, rectal, transdermal, vaginal, transmucosal o intestinal; la administracién parenteral in-
cluyendo las inyecciones intramuscular, subcutanea, intramedular asi como las inyecciones intratecal, intraventricular
directa, intravenosa, via infusion, intraperitoneal, intranasal o intraocular.

Para la inyeccién o infusién, los agentes pueden formularse en soluciones acuosas, por ejemplo en amortiguadores
fisiolégicamente compatibles tales como la solucién de Hank, la solucién de Ringer o amortiguador de salina fisio-
16gica. Para tal administracién transmucosal, se utilizan en la formulacién penetradores apropiados para la barrera a
penetrar. Tales penetradores se conocen generalmente en la técnica. El uso de vehiculos farmacéuticamente aceptables
para formular los compuestos descritos en la presente para la practica de la invencién en dosis adecuadas para la ad-
ministracién sistémica se encuentra dentro del alcance de la invencién. Con la seleccion apropiada del vehiculo y la
practica de elaboracion adecuada, las composiciones descritas en la presente, en particular, aquellas formuladas como
soluciones, pueden administrarse parenteralmente, tal como mediante inyeccién o infusién intravenosa. Los compues-
tos pueden formularse facilmente utilizando vehiculos farmacéuticamente aceptables bien conocidos en la técnica en
dosis adecuadas para la administracion oral. Tales vehiculos permiten que los compuestos se formulen como tabletas,
pildoras, capsulas, liquidos, geles, jarabes, mezclas, suspensiones y similares para la ingestién oral por un paciente a
tratar.

Los agentes propuestos para administrarse intracelularmente pueden administrarse utilizando técnicas bien conoci-
das por aquellos con experiencia en la técnica. Por ejemplo, tales agentes pueden encapsularse en liposomas, después
administrarse como se describi6 anteriormente. Todas las moléculas presentes en una solucién acuosa en el momento
de la formacién del liposoma se incorporan en el interior acuoso. Los contenidos liposomales se protegen ambos del
micro-ambiente externo y debido a que los liposomas se fusionan con membranas celulares, se administran eficiente-
mente en el citoplasma celular. Adicionalmente, debido a su hidrofobicidad, las moléculas orgédnicas pequefias pueden
administrarse directamente de manera intracelular.

La determinacion de las cantidades efectivas se encuentra dentro de la capacidad de aquellos expertos en la téc-
nica, especialmente a la luz de la descripcion detallada proporcionada en la presente. Ademdas de los ingredientes
activos, estas composiciones farmacéuticas pueden contener vehiculos farmacéuticamente aceptables comprendiendo
excipientes y auxiliares que facilitan el procesamiento de los compuestos activos en preparaciones que pueden utilizar-
se farmacéuticamente. Las preparaciones formuladas para la administracion oral pueden estar en la forma de tabletas,
grageas, cdpsulas o soluciones. Las composiciones farmacéuticas pueden elaborarse en una forma que es conocida
por si misma, por ejemplo, por medio del mezclado convencional, disolucién, granulacién, elaboracién de grageas,
levitacidn, emulsificacion, encapsulando, inclusién o procesos de liofilizacion.

Los compuestos descritos en la presente pueden evaluarse por su eficacia y toxicidad utilizando métodos conoci-
dos. Por ejemplo, la toxicologia de un compuesto particular o de un subconjunto de los compuestos, que comparte
ciertos residuos quimicos, puede establecerse al determinar la toxicidad in vitro hacia una linea celular, tal como un
mamifero y preferentemente la linea celular humana. Los resultados de tales estudios con frecuencia son predictivos
de la toxicidad en animales, tales como mamiferos o més especificamente humanos. Alternativamente, la toxicidad
de los compuestos particulares en un modelo animal, tales como ratones, ratas, conejos o monos, puede determinarse
utilizando métodos conocidos. La eficacia de un compuesto particular puede establecerse utilizando varias técnicas de
métodos reconocidos, tales como los métodos in vitro, modelos animales o pruebas clinicas humanas. Los modelos in
vitro reconocidos en la técnica existen para una clase muy cercana de condicién, incluyendo las condiciones disminui-
das por los compuestos descritos en la presente, incluyendo cancer, enfermedad cardiovascular y varias infecciones
fingicas. De manera similar, pueden utilizarse los modelos animales aceptables para establecer la eficacia de quimicos
para tratar tales condiciones. Cuando se selecciona un modelo para determinar la eficacia, el técnico experto puede
guiarse mediante el estado de la técnica para seleccionar un modelo, dosis y via de administracién y régimen adecua-
dos. Por supuesto, también pueden utilizarse las pruebas clinicas humanas para determinar la eficacia de un compuesto
en humanos.

Cuando se utiliza como un agente anti-cancer o un compuesto que inhibe el crecimiento del tumor, los compuestos
descritos en la presente pueden administrarse mediante vias orales o no orales. Cuando se administra oralmente, puede
administrarse en cdpsula, tableta, granulo, pulverizador, jarabe u otra forma. Cuando no se administra oralmente, pue-
de administrarse como una suspension acuosa, una preparacion oleosa o similar como un goteo, supositorio, balsamo,
ungiiento o similar, cuando se administra a través de inyeccién o infusion, en forma subcutdnea, intraperitoneal, in-
travenosa, intramuscular, intradermal o similar. De manera similar, puede administrarse topica, rectal o vaginalmente,
como se considere apropiado por los expertos en la técnica para poner el compuesto en contacto ptimo con un tumor,
inhibiendo asi el crecimiento del tumor. La administracién local en el sitio del tumor u otra condicién de enfermedad
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también se contempla, ya sea antes o después de la reseccion del tumor o como parte de un tratamiento reconocido
en la técnica de la condicién de la enfermedad. De manera similar se contemplan las formulaciones de liberacién
controlada, formulaciones de depdsito y administracién por bombeo de infusion.

Cuando se utiliza como un agente anti-cdncer o un agente anti-tumoral, puede administrarse oralmente o no oral-
mente a un paciente humano en la cantidad de aproximadamente .0007 mg/dia hasta aproximadamente 7,000 mg/dia
del ingrediente activo y mds preferentemente aproximadamente 0.07 mg/dia hasta aproximadamente 70 mg/dia del
ingrediente activo, preferentemente una vez al dia o menos preferentemente de dos hasta aproximadamente diez veces
al dia. Alternativa y también preferentemente, el compuesto puede administrarse preferentemente en las cantidades
establecidas continuamente por ejemplo, un goteo intravenoso. Asi, para un paciente que pesa 70 kilogramos, la dosis
diaria preferida del ingrediente antitumoral activo puede ser de aproximadamente 0.0007 mg/kg/dia, hasta aproxi-
madamente 35 mg/kg/dia incluyendo 1.0 mg/kg/dia y 0.5 mg/kg/dia, y mas preferible desde 0.007 mg/kg/dia hasta
aproximadamente 0.050 mg/kg/dia incluyendo 0.035 mg/kg/dia. Sin embargo, como se entendera por el experto en la
técnica, en ciertas situaciones puede ser necesario administrar el compuesto antitumoral en cantidades que excedan o
atin excedan mas alld del rango de dosis preferido anteriormente establecido para tratar efectiva y agresivamente de
manera particular los tumores avanzados o letales.

Cuando se utiliza un agente anti-fingico la cantidad preferible de deshidrofenilahistina o su andlogo efectivo en
el tratamiento o prevencion de un patdégeno fingico particular dependerd en parte de las caracteristicas de los hongos
y el grado de la infeccién y puede determinarse mediante técnicas clinicas estdndar. Los ensayos in vitro o in vivo
pueden emplearse opcionalmente para ayudar a identificar los rangos de dosis éptimos. Las dosis efectivas pueden
extrapolarse a partir de las curvas de dosis-respuesta derivadas a partir del andlisis in vitro o preferentemente a partir
de modelos animales. El nivel de dosis preciso debe determinarse mediante el médico que atiende u otro proveedor
del cuidado de la salud y dependerd de los factores bien conocidos, incluyendo la ruta de administracién y la edad,
peso corporal, sexo y salud general del individuo; la naturaleza, severidad y etapa clinica de la infeccion; el uso (o no)
de terapias concomitantes.

La dosis efectiva de la deshidrofenilahistina o su andlogo estard tipicamente en el rango de aproximadamente
0.01 hasta aproximadamente 50 mg/kgs, preferentemente aproximadamente 0.1 hasta aproximadamente 10 mg/kg del
peso corporal del mamifero por dia, administrada en una sola o multiples dosis. Generalmente, el compuesto puede
administrarse a pacientes con la necesidad de tal tratamiento en un rango de dosis diario de aproximadamente 1 hasta
aproximadamente 2000 mg por paciente.

Para formular la dosis incluyendo los compuestos descritos en la presente como un compuesto que inhibe el cre-
cimiento del tumor, pueden utilizarse los agentes activos de superficie, excipientes, agentes suavizantes, agentes de
suspension y sustancias de formacion de pelicula farmacéuticamente aceptables y auxiliares de recubrimiento y si-
milar. Preferentemente pueden utilizarse alcoholes, ésteres, alcoholes alifdticos sulfatados y similar como agentes
activos de superficie; pueden utilizarse como excipientes sacarosa, glucosa, lactosa, almidén, celulosa cristalizada,
manitol, anhidro silicato ligero, aluminato de magnesio, aluminato de metasilicato de magnesio, silicato de alumi-
nio sintético, carbonato de calcio, carbonato de dcido sédico, fosfato de hidrégeno de calcio, carboximetil celulosa
de calcio y similar; pueden utilizarse como agentes suavizantes estearato de magnesio, talco, aceite endurecido y si-
milar; pueden utilizarse como agentes de suspension o lubricantes aceite de coco, aceite de olivo, aceite de sésamo,
aceite de cacahuete, soja; pueden utilizarse ftalato de acetato de celulosa como un derivado de un carbohidrato tal
como celulosa o azicar o copolimero de metilacetato-metacrilato como un derivado de polivinilo como agentes de
suspension; y pueden utilizarse plastificantes tales como ftalatos de éster y similar como agentes de suspension. Ade-
mas de los ingredientes anteriores preferidos, pueden agregarse edulcorantes, fragancias, colorantes, conservadores
y similar para la formulacién administrada del compuesto, particularmente cuando el compuesto se va a administrar
oralmente.

Las composiciones descritas en la presente también pueden comprender en las composiciones farmacéuticas un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. Tales composiciones pueden prepararse para almacenamiento y para adminis-
tracion subsecuente. Los vehiculos o diluyentes aceptables para uso terapéutico se conocen bien en la técnica farma-
céutica y se describen por ejemplo en Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co. (A.R. Gennaro
edit. 1985). Por ejemplo, tales composiciones pueden formularse y utilizarse como tabletas, cdpsulas o soluciones
para administracién oral; supositorios para administracion rectal o vaginal; soluciones o suspensiones estériles para
administracién inyectable. Los inyectables pueden prepararse en formas convencionales, ya sea como soluciones o
suspensiones liquidas, formas sélidas adecuadas para la solucién o suspensién en el liquido antes de la inyeccién o
infusién o como emulsiones. Los excipientes adecuados incluyen pero no se limitan a salina, dextrosa, manitol, lacto-
sa, lecitina, albimina, glutamato de sodio, hidrocloruro de cisteina y similar. Ademads, si se desea, las composiciones
farmacéuticas inyectables pueden contener cantidades menores de sustancias auxiliares no téxicas, tales como agentes
humectantes, agentes amortiguadores del pH y similar. Si se desea, pueden utilizarse preparaciones que mejoran la
absorcion (por ejemplo liposomas).

La cantidad farmacéuticamente efectiva de la composicion requerida como una dosis dependerd de la ruta de
administracién, el tipo de animal a tratar y las caracteristicas fisicas del animal especifico bajo consideracién. La
dosis puede disefiarse para lograr un efecto deseado, pero dependerad de factores tales como peso, dieta, medicacién
concurrente y otros factores los cuales reconocerdn aquellos expertos en la técnica de la medicina.
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Los productos o composiciones, como se describié anteriormente, pueden utilizarse solos o en combinacién entre
si 0 en combinacién con otros agentes terapéuticos o de diagndstico. Especificamente, los productos de los com-
puestos descritos pueden utilizarse solos o en combinacién con otros quimioterapéuticos o bioldgicos incluyendo los
anticuerpos para el tratamiento del cdncer o en combinacién con otros anti-infectivos para el tratamiento de la in-
feccion fungica. Estos productos o composiciones pueden utilizarse in vivo o in vitro. Las dosis ttiles y los modos
mads utiles de administracion variardn dependiendo de la edad, peso y animal tratado, de los compuestos particulares
empleados y del uso especifico para el cual esta composiciéon o composiciones se emplean. La magnitud de una do-
sis en el manejo o tratamiento para un trastorno particular variard con la severidad de la condicién a tratar y de la
ruta de administracion y dependiendo de las condiciones de la enfermedad y su severidad, las composiciones pue-
den formularse y administrarse ya sea sistémica o localmente. Puede encontrarse una variedad de técnicas para la
formulacién y administraciéon en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18.° ed., Mack Publishing Co., Easton, PA
(1990).

Para formular los compuestos de la Férmula (I), producidos preferentemente en forma sintética de acuerdo con
los métodos descritos en la presente, como un inhibidor del ciclo celular, un inhibidor del crecimiento del tumor o
un compuesto antifiingico, pueden utilizarse los agentes activos de superficie conocidos, excipientes, agentes suavi-
zantes, agentes de suspension y sustancias de formacidn de pelicula farmacéuticamente aceptables y los auxiliares de
recubrimiento y similar. Preferentemente pueden utilizarse alcoholes, ésteres, alcoholes alifaticos sulfatados y similar
como agentes activos de superficie; pueden utilizarse como excipientes sacarosa, glucosa, lactosa, almidén, celulosa
cristalizada, manitol, anhidro silicato ligero, aluminato de magnesio, aluminato de metasilicato de magnesio, silicato
de aluminio sintético, carbonato de calcio, carbonato de acido sédico, fosfato de hidrégeno de calcio, carboximetil ce-
lulosa de calcio y similar; pueden utilizarse como agentes suavizantes estearato de magnesio, talco, aceite endurecido
y similar; pueden utilizarse como agentes de suspension o lubricantes aceite de coco, aceite de oliva, aceite de sésamo,
aceite de cacahuete, soja; el ftalato de acetato de celulosa como un derivado de un carbohidrato tal como celulosa o
aztcar o copolimero de metilacetato-metacrilato pueden utilizarse como un derivado de polivinilo como agentes de
suspension; y los plastificantes tales como ftalatos de éster y similar pueden utilizarse como agentes de suspension.
Ademais de los ingredientes anteriormente preferidos, pueden agregarse edulcorantes, fragancias, colorantes, conser-
vadores y similar para la formulacién administrada del compuesto producido mediante el método, particularmente
cuando el compuesto se va a administrar oralmente.

Los inhibidores del ciclo celular, los agentes antitumorales y los agentes antifingicos que pueden producirse me-
diante el método pueden administrarse oralmente o no oralmente a un paciente humano en la cantidad de aproxi-
madamente 0.001 mg/kg/dia hasta aproximadamente 10,000 mg/kg/dia del ingrediente activo y mds preferentemente
de aproximadamente 0.1 mg/kg/dia hasta aproximadamente 100 mg/kg/dia del ingrediente activo, preferentemente
una vez cada tres dias sobre una base ciclica, una vez cada tercer dia, una vez al dia, dos veces al dia o menos
preferentemente, de dos hasta aproximadamente diez veces al dia. Alternativa y también preferentemente, el com-
puesto producido mediante el método puede administrarse preferentemente en las cantidades establecidas continua-
mente mediante por ejemplo, un goteo intravenoso. Asi, para el ejemplo de un paciente que pesa 70 kilogramos,
la dosis diaria preferida del ingrediente antitumoral activo puede ser de aproximadamente 0.07 mg/dia hasta apro-
ximadamente 700 gramos/dia y mds preferible 7 mg/dia hasta aproximadamente 7 gramos/dia. Sin embargo, co-
mo se entenderd por el experto en la técnica, en ciertas situaciones puede ser necesario administrar el compuesto
antitumoral producido por el método en cantidades que excedan o atin excedan mas alld el rango de dosis prefe-
rido anteriormente establecido para tratar efectiva y agresivamente de manera particular los tumores avanzados o
letales.

En el caso de utilizar el inhibidor del ciclo celular producido mediante los métodos como un reactivo de prue-
ba bioquimica, el compuesto producido mediante los métodos de la invencién inhibe la progresién del ciclo celular
cuando se disuelven en un solvente organico o solvente orgdnico acuoso y se aplica directamente a cualquiera de
varios sistemas celulares cultivados. Los solventes orgdnicos utilizables incluyen por ejemplo, metanol, metilsul-
foxido y similar. La formulacién puede por ejemplo, ser un inhibidor en polvo, granular u otro sélido o un inhi-
bidor liquido preparado utilizando un solvente orgdnico o un solvente organico acuoso. Mientras que una concen-
tracion preferida del compuesto producido mediante el método de la invencion para utilizarse como inhibidor del
ciclo celular generalmente se encuentra en el rango de aproximadamente 1 hasta aproximadamente 100 pg/ml, la
cantidad de uso mds apropiada varia dependiendo del tipo de sistema celular cultivado y el propédsito de uso, co-
mo se apreciard por las personas de experiencia ordinaria en la técnica. También, en ciertas aplicaciones puede ser
necesario o preferido para las personas de experiencia ordinaria en la técnica utilizar una cantidad fuera del rango
anterior.

A partir de una perspectiva farmacéutica, ciertas realizaciones proporcionan métodos para prevenir o tratar infec-
ciones fiingicas y/o hongos patogénicos en un sujeto, involucrando administrar al sujeto una composicién que incluye
una deshidrofenilahistina o su andlogo por ejemplo, administrar la deshidrofenilahistina o su andlogo en una cantidad
y forma la cual proporcione el efecto antiftingico propuesto.

Otras realizaciones incluyen el tratamiento o prevencion de la infeccién en un paciente mediante un hongo pato-
génico tal como el listado anteriormente o referido abajo.

Otra realizacion se refiere al tratamiento o prevencion de la infeccién en un paciente mediante un hongo patégeno
el cual es resistente a uno o mas agentes antifiingicos diferentes, especialmente un agente diferente a la deshidro-
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fenilahistina o su andlogo, incluyendo e.g., anfotericina B o andlogos o derivados de la misma (incluyendo 14(s)-
hidroxianfotericina B metil éster, la hidrazida de anfotericina B con 1-amino-4-metilpiperazina y otros derivados) u
otros antibidticos de polieno macrolida, incluyendo e.g., nistatina, candicidina, pimaricina y natamicina; flucitosina;
griseofulvina; echinocandinas o aureobasidinas, incluyendo andlogos semi-sintéticos que ocurren de manera natural;
dihidrobenzo[a]naptacenoquinonas; antifiingicos de péptido de nucleosido incluyendo las polioxinas y nicomicinas;
alilaminas tales como naftifina y otros inhibidores de epoxidasa de escualeno; y azoles, imidazoles y triazoles tales co-
mo e.g., clotrimazol, miconazol, cetoconazol, econazol, butoconazol, oxiconazol, terconazol, itraconazol o fluconazol
y similar. Para agentes antifiingicos convencionales adicionales y nuevos agentes bajo desarrollo, ver, e.g., Turner y
Rodriguez, 1996 Current Pharmaceutical Design, 2: 209-224. Otra realizacion involucra el tratamiento o prevencion
de la infeccién en un paciente mediante un hongo patégeno en casos en los cuales el paciente es alérgico o de otro
modo intolerante o no sensible a uno o mas de los agentes antifliingicos o en el cual el uso de otros agentes antifliingicos
se encuentra de otro modo contra-indicado. Aquellos otros agentes antiftingicos incluyen entre otros, aquellos agentes
antifingicos descritos arriba y en otra parte en la presente.

En los métodos precedentes para el tratamiento o prevencion, una deshidrofenilahistina o su andlogo, se administra
al sujeto en una cantidad antiftingica efectiva.

Otras realizaciones se refieren al tratamiento o prevencién de la infeccién mediante un hongo patégeno en una
paciente mediante la administraciéon de una deshidrofenilahistina o su andlogo, junto con la administracién de uno o
mads agentes antifiingicos diferentes incluyendo por ejemplo, cualquiera de los agentes o tipos de agentes previamente
mencionados (e.g., en combinacién con el tratamiento con anfotericina B, preferentemente en una formulacién lipida o
de liposoma; un azol o triazol tal como fluconazol, por ejemplo; una aureobasidina; dihidrobenzo[a]naptacenoquinona;
o una echinocardina) asi como con una deshidrofenilahistina diferente o su andlogo.

La deshidrofenilahistina o su andlogo puede administrarse antes, después o al mismo tiempo que se administren
otros agentes antiftingicos. En ciertas realizaciones, la terapia de combinacion permitird el uso de cantidades reducidas
de uno o ambos componentes antifiingicos, relacionados con la cantidad utilizada si se utiliza solo.

Aln otras realizaciones se refieren a la administracién de una deshidrofenilahistina o su andlogo a un sujeto para
el tratamiento o prevencion de la infeccién mediante un hongo patégeno, en donde el sujeto se inmunoinhibe o inmu-
nocompromete e.g., como resultado de trastorno genético, enfermedades tales como diabetes o VIH u otra infeccion,
quimioterapia o tratamiento por radiacion para cincer u otro trastorno o droga o de otro modo la inmunoinhibicién
inducida en relacién con el trasplante de tejido u érgano o el tratamiento de un trastorno autoinmune. En donde el
paciente es o se va a tratar con un agente inmunoinhibidor e.g., junto con un trasplante de tejido u érgano, puede co-
administrarse una deshidrofenilahistina o su andlogo con el(los) agente(s) inmunoinhibidores para tratar o prevenir
una infeccion fingica patégena.

Otro aspecto de esta invencion es el tratamiento o prevencién de la infecciéon mediante un hongo patégeno en un
paciente infectado o sospechoso de ser infectado con VIH, mediante la administraciéon de una deshidrofenilahistina
antifiingica o su andlogo, junto con la administracién de uno o mas terapéuticos anti-VIH (incluyendo e.g, inhibidores
de la proteasa VIH, inhibidores de transcriptasa inversos o agentes anti-virales). La deshidrofenilahistina o su andlogo
puede administrarse antes, después o al mismo tiempo de la administracion del agente(s) anti-VIH.

Otro aspecto de esta invencion es el tratamiento o prevencién de la infecciéon mediante un hongo patégeno en un
paciente mediante la administracién de una deshidrofenilahistina antiftingica o su andlogo, junto con la administracién
de uno o mds compuestos antibiéticos diferentes, especialmente uno o mds agentes antibacteriales, preferentemente
en una cantidad y régimen efectivo para tratar o prevenir la infeccion bacterial. De nuevo, la deshidrofenilahistina o su
andlogo puede administrarse antes, después o al mismo tiempo de la administracién de otro(s) agente(s).

Las infecciones flingicas patdgenas que pueden tratarse o evitarse mediante los métodos descritos incluyen entre
otras, Aspergilosis, incluyendo aspergilosis pulmonar invasiva; Blastomicosis, incluyendo las infecciones profundas
0 que progresan rdpidamente y blastomicosis en el sistema nervioso central; Candidiasis, incluyendo candidiasis re-
trograda del tracto urinario, e.g., en pacientes con piedras en el rifién, obstruccién del tracto urinario, transplante
renal o diabetes mellitus deficientemente controlada; Coccidioidomicosis, incluyendo trastorno crénico el cual no
responde bien a otras quimioterapias; Criptococosis; Histopolasmosis; Mucormicosis, incluyendo e.g., mucormico-
sis craneofacial y mucormicosis pulmonar; Paracoccidioidomicosis; y Sporotricosis. Debe notarse que puede ser titil
particularmente la administracién de una composiciéon que comprende una cantidad antifingica de una o mds des-
hidrofenilahistinas o sus andlogos, para tratar o prevenir una infeccién flingica patégena en un sujeto mamifero en
donde el hongo es resistente a una o mas terapias antifiingicas o en donde se contraindica el uso de una o mas terapias
antiftingicas, e.g., como se menciond anteriormente.

Las composiciones farmacéuticas antifliingicas que contienen al menos una deshidrofenilahistina antifiingica o
su andlogo, también se proporcionan para utilizarse en la practica de los métodos descritos. Estas composiciones
farmacéuticas pueden envasarse juntas con un envase apropiado conteniendo inserto inter alia las instrucciones e
informacidn relativa a su uso antifiingico. También se proporcionan realizaciones farmacéuticas que contienen una o
mas deshidrofenilahistina o su andlogo junto con un segundo agente antifiingico.
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Meétodos para Tratar Infecciones Fiingicas

Ciertas realizaciones descritas en la presente se refieren a los métodos para tratar o prevenir una infeccién fingica
patdgena, incluyendo por ejemplo Aspergilosis, incluyendo aspergilosis pulmonar invasiva; Blastomicosis, incluyendo
las infecciones profundas o que progresan rapidamente y blastomicosis en el sistema nervioso central; Candidiasis,
incluyendo candidiasis retrégrada del tracto urinario, e.g., en pacientes con piedras en el rifién, obstruccion del tracto
urinario, transplante renal o diabetes mellitus deficientemente controlada; Coccidioidomicosis, incluyendo trastorno
crénico el cual no responde bien a otras quimioterapias; Criptococosis; Histopolasmosis; Mucormicosis, incluyen-
do e.g., mucormicosis craneofacial y mucormicosis pulmonar; Paracoccidioidomicosis; y Sporotricosis. Los métodos
pueden involucrar administrar al menos una deshidrofenilahistina antifingica o su andlogo como se describi6 an-
teriormente, a un sujeto humano de manera que la infeccion flingica se trate o se evite. En ciertas modalidades la
deshidrofenilahistina o su andlogo puede administrarse junto con la administracién de uno o mas agentes antifingicos
que no son deshidrofenilahistina o su andlogo tales como anfotericina B o un agente imidazol o triazol tal como los
anteriormente mencionado.

La infeccién fingica patégena puede ser tdpica, e.g., causada por, entre otros organismos, las especies de Candida,
Trichophyton, Microsporum o Epiderinophyton o mucosal, e.g., causada por Candida albicans (e.g., candidiasis afta y
vaginal). La infeccién puede ser sistémica, e.g., causada por Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Aspergillus
Sfumigatus, Coccidiodes, Paracocciciodes, Histoplasma o Blastomyces spp. La infeccién puede también involucrar el
micetoma eumicético, cromoblastomicosis, meningitis o ficomicosis criptococal.

Realizaciones adicionales relacionadas con los métodos para tratar o prevenir una infecciéon flingica patégena
seleccionados del grupo que consiste de Candida spp. incluyen C. albicans, C. tropicalis, C. kefyr, C. krusei y C.
galbrata; Aspergillus spp. incluyendo A. fumigatus y A. flavus; Cryptococcus neoibrmans; Blastomyces spp. inclu-
yendo Blastomyces dermatitidis; Pneumocvstis carini; Coccidioides immitis; Basidiobolus ranarum; Conidiobolus
spp.; Histoplasma capsulatum; Rhizopus spp. incluyendo R. oryzae y R. microsporus; Cunnighamella spp.; Rhizoniu-
cor spp.; Paracoccidioides brasiliensis; Pseudallescheria boydii; Rhinosporidium seeberi; y Sporothrix schenckii. De
nuevo, el método puede involucrar administrar una deshidrofenilahistina antifiingica no inmunosupresora o su andlogo
a un paciente con necesidad del mismo de tal manera que la infeccién fingica se trata o evita sin inducir un efecto
inmunosupresor adverso.

Realizaciones adicionales se refieren a los métodos para tratar o prevenir una infeccion flingica patégena la cual es
resistente a otra terapia antiftingica, incluyendo infecciones fingicas patégenas que son resistentes a uno o mas agentes
antifingicos mencionados en otra parte en la presente tales como anfotericina B, fluctosina, uno de los imidazoles o
triazoles (incluyendo e.g., fluconazol, cetoconazol, itraconazol y los otros ejemplos anteriormente mencionados). Los
métodos pueden involucrar administrar al paciente una o mds deshidrofenilahistina antifungal o su andlogo en una
cantidad y régimen de dosis tal que se trata o se evita la infeccion flingica resistente hacia otra terapia antifiingica en
el sujeto.

Realizaciones adicionales se refieren a métodos para tratar o prevenir una infeccién fingica patégena en un paciente
que es alérgico, intolerante o no sensible a otra terapia antifiingica o en el cual el uso de otros agentes antifliingicos
se encuentra de otro modo contra-indicado, incluyendo uno o mds agentes antiftingicos diferentes mencionados en
otra parte en la presente tales como anfotericina B, flucitosina, uno de los imidazoles o triazoles (incluyendo e.g.,
fluconazol, cetoconazol, itraconazol y los otros ejemplos anteriormente mencionados). Los métodos pueden involucrar
administrar a tal paciente una o mds deshidrofenilahistina antifiingica o su andlogo en una cantidad tal que se trata o
se evita una infeccion fungica.

Deshidrofenilahistina o sus Andlogos Envasados

Ciertas realizaciones se refieren a la deshidrofenilahistina o sus andlogos envasados, preferentemente deshidrofe-
nilahistina o su andlogo antifiingico no inmunosupresores envasados, cuyo término se intenta que incluya al menos
una deshidrofenilahistina o su andlogo como se describi6 anteriormente, envasado con las instrucciones para admi-
nistrar la deshidrofenilahistina o su(s) andlogo(s) como un agente antifiingico sin provocar un efecto inmunosupresor
adverso en un sujeto humano. En algunas realizaciones, la deshidrofenilahistina o su andlogo antifiingico no inmu-
nosupresor es un miembro de uno de los subconjuntos preferidos de los compuestos descritos arriba. La deshidro-
fenilahistina o su andlogo puede envasarse sola con las instrucciones o puede envasarse con otra deshidrofenilahis-
tina o su andlogo, raparnicina u otro ingrediente o aditivo, e.g., uno o mas de los ingredientes de las composiciones
farmacéuticas. El envase puede contener uno o mds contenedores llenos con uno o mas de los ingredientes de las
composiciones farmacéuticas. Opcionalmente asociado con tal contenedor(es) puede encontrarse un aviso en la for-
ma prescrita por una agencia gubernamental que regula la elaboracién, uso o venta de los productos farmacéuticos
o bioldgicos, cuyo aviso refleje la aprobacién por la agencia de la elaboracion, uso o venta para la administracién
humana.

Los siguientes ejemplos no limitantes se refieren a describir los métodos preferidos utilizando ciertas realizacio-

nes preferidas. Las variaciones en los detalles de los métodos particulares empleados y las composiciones quimicas
precisas se apreciardn indudablemente por aquellos expertos en la técnica.
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Ejemplo 1
A. Sintesis de la Deshidrofenilahistina

Se sintetiz6 deshidrofenilahistina mediante condensacion de acuerdo con el siguiente esquema de reaccion basico,
como se muestra en la Figura 1:

N NH

Al

c\ﬁ\n _z " M LA HNWN\H\\
Nepe NH N AN N=/

Cs,C 0y IDMF o Cs,CO, JOME °
1 3 DeshidroPLH

N’N’-diacetil-2,5-piperazinadiona

Se mezclaron 25.0 g de 2,5-piperazinadiona 1 global [2,5-piperazinadiona (Aldrich G640-6), 25.0 g, 0.218 mol]
en 100 ml de anhidrido acético (Ac,0) con acetato de sodio (NaOAc) (17.96 g, .0218 mol). La mezcla se calent6 a
110°C durante 8 h utilizando un condensador de doble espiral bajo una atmdsfera Ar. Después se retiré Ac,O mediante
evaporacion, el residuo se disolvié en AcOEt, lavado con 10% de 4cido citrico, 10% de NaHCO; y NaCl saturado (tres
veces cada uno), secado sobre Na,SO, y concentrado in vacuo. El residuo se trituré con éter para formar un sélido.
El sélido se recristalizé a partir de EtOAc con éter-hexano para proporcionar 26.4 g (61%) de N,N’-diacetil-2,5-
piperazinadiona 1.

1-Acetil-3-{(Z)-1-[5-(1,1-dimetil-2-propenil)- 1 H-4-imidazolil Jmetilideno} ]-2,5,-piperazinadiona 2

A una solucién de 5-(1,1-dimetil-2-propenil) imidazol-4-carboxaldehido (100 mg, 0.609 mmol) en DMF (2 ml) se
agregd el compuesto 1 (241 mg, 1.22 mmol) y la solucién se evacud repetidamente en un corto tiempo para remover
el oxigeno y llenado con Ar seguido mediante la adicién de Cs,CO; (198 mg, 0.609 mmol) y se preparé de nuevo el
proceso de evacuacidn-llenado. La mezcla resultante se agit6 durante 5 h a temperatura ambiente. Después se retir6 el
solvente mediante evaporacion, el residuo se disolvié en la mezcla de EtOAc y 10% de Na,CO; y la fase orgéanica se
lavé de nuevo con 10% de Na,CO; y NaCl saturado tres veces, secado sobre Na,SO, y concentrado in vacuo. El aceite
residual se purificé mediante cromatografia de columna sobre silice utilizando CHCl;-MeOH (100:0 a 50:1) como un
eluyente para dar 60 mg (33%) de un sélido amarillo pélido 2.

Deshidrofenilahistina

A una solucién de 2 (30 mg, 0.099 mmol) en DMF (0.8 ml) se agregd benzaldehido (51 ml, 0.496 mmol, 5 eq) y la
solucidn se evacud repetidamente en un corto tiempo para remover el oxigeno y llenar con Ar, seguido por la adicién
de Cs,CO; (53 mg, 0.149 mmol, 1.5 eq) y el proceso de evacuacién-llenado se repitié de nuevo. La mezcla resultante
se calentd durante 2.5 h a 80°C. (La temperatura debe incrementarse lentamente. El calentamiento rdpido incrementa
la produccién del isémero E en el residuo de bencilideno). Después de que se retiré el solvente mediante evaporacion,
el residuo se disolvié en EtOAc, lavado con agua dos veces y NaCl saturado durante tres veces, secado sobre Na,SO,
y concentrado in vacuo. Sobre TLC utilizando CHCI;-MeOH (10:1), se puede observar una mancha con luminiscencia
verde-amarillo brillante a 365 nm UV. La pureza de este producto crudo fue de mas de 75% a partir del andlisis HPLC.
El residuo resultante se disolvié en 90% de MeOH acuoso y se aplicé a la columna HPLC de fase inversa (YMC-Pack,
ODS-AM, 20 x 250 mm) y se eluyd utilizando un gradiente lineal desde 70 hasta 74% de MeOH en agua durante 16
min a una tasa de flujo de 12 ml/min y la fraccién deseada se recolecté y concentré mediante evaporacién para dar
19.7 mg (60%) de deshidrofenilahistina coloreada de amarillo. El perfil HPLC de la deshidrofenilahistina sintética
cruda se representa en la Figura 2.

En la purificacién de la deshidrofenilahistina, como se muestra en la Figura 4, un pico principal fue el compuesto
de forma Z deseado de deshidrofenilahistina. Se observé la formacién de un isémero E como un componente menor
(aproximadamente 10%), el cual se eluy6 y como un pico mds polar que el isémero Z. Como otros picos menores,
también se observaron los compuestos E y Z reducidos y en los cuales se redujo la parte de dimetilalilo de deshidro-
fenilahistina. La formacion de estos compuestos reducidos fue debido a que el aldehido 2 con una impureza reducida,
el cual se generé durante la reduccién con DIBAL-H y no se separ6 en el proceso subsecuente.
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Estos compuestos menores pueden retirarse mediante la purificacion HPLC preparativa, proporcionando deshidro-
fenilahistina con la configuracién Z en la parte de bencilideno en una produccién del 60% (20% producido en dos
etapas) con mds de 95% de pureza. Los compuestos con la configuracién E en el lado de imidazol del anillo de dice-
topiperazina no se observaron en este diagrama de HPLC, sugiriendo que la primer reaccién a partir del compuesto 1
hasta 3 en la Figura 1 es selectivo de Z.

B. Caracteristicas quimicas
El compuesto de deshidrofenilahistina anterior es un sélido amarillo pélido. Su estructura se confirma mediante
andlisis NMR estandar.
Ejemplo 2
Sintesis y Caracterizacion Fisica de los Derivados de tBu-deshidrofenilahistina
Los derivados estructurales de la deshidrofenilahistina se sintetizaron de acuerdo con los siguientes esquemas de

reaccion para producir tBu-deshidrofenilahistina. La sintesis mediante la Ruta A (ver Figura 1) es similar en ciertos
respectos a la sintesis de deshidrofenilahistina sintetizada como en el Ejemplo 1.

Ruta&
>§_‘(§0 ©/J:HO
A Ny NH
A 15 A 3
s — e i / el NH HN / — NH
“Ac CsCOq IOMF NH Ns/ Cs2C 0 /DMF N NH N/
o i O 0
1 3% (is) 16 50% tBu-deshidroPLH
RutaB

—* . H 15 YA,
H(N“Ac Cs2C0;3 /DMF # \ag  Cs2CO3/DMF AN N/
C O )
12%

Ruta A

17

N,N’-diacetil-2,5-piperazinadiona 1 se preparé como en el Ejemplo 1.

tBu-deshidroPLH

1) I-Acetil-3-{(Z)-1-[5-ter-butil-1H-4-imidazolil ] metilideno}]-2,5-piperazinadiona (16)
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A una solucién de 5-ter-butilimidazol-4-carboxaldehido 15 (3.02 g, 19.8 mmol) en DMF (30 ml) se agregé el
compuesto 1 (5.89g, 29.72 mmol) y la solucién se evacué repetidamente en un corto tiempo para retirar el oxigeno y
llenarlo con Ar seguido por la adicién de Cs,CO; (9.7 g, 29.72 mmol) y el proceso de evacuacién-llenado se repitid
de nuevo. La mezcla resultante se agité durante 5 h a temperatura ambiente. Después el solvente se retir6 mediante
evaporacion, el residuo se disolvié en la mezcla de EtOAc y 10% de Na,CO; y la fase orgénica se lavé de nuevo
con 10% de Na,CO; y NaCl saturado durante tres veces, secado sobre Na,SO, y concentrado in vacuo. El aceite
residual se purificé mediante cromatografia de columna sobre silice utilizando CHCl;-MeOH (100:0 hasta 50:1) como
un eluyente para dar 1.90 g (33%) de un sélido amarillo pélido 16. '"H NMR (270 MHz, CDCl;) oo12.14 0d, br-s,
1H), 9.22 obr-s, 1H), 7.57 (s, 1H), 7.18 (s, 1H), 4.47 Os, 2H), 2.65 Os, 3H), 1.47 s, 9H).

2) t-Bu-deshidrofenilahistina

HN ~Z Y

- NH N§/NH

O

A una solucién de 1-Acetil-3-{(Z)-1-[5-ter-butil-1H-4-imidazolil]metilideno } ]-2,5-piperazinadiona (16) (11 mg,
0.038 mmol) en DMF (1.0 ml) se agregd benzaldehido (19 ol, 0.19 mmol, 5 eq) y la solucién se evacué repetidamente
en un corto tiempo para retirar el oxigeno y llenarlo con Ar seguido por la adicién de Cs,CO; (43 mg, 0.132 mmol,
3.5 eq) y el proceso de evacuacién-llenado se repitié de nuevo. La mezcla resultante se calent6 durante 2.5 h a 80°C.
Después el solvente se retiré mediante evaporacion, el residuo se disolvié en EtOAc, lavado con agua dos veces y NaCl
saturado tres veces, secado sobre Na,SO, y concentrado in vacuo. El residuo resultante se disolvié en 90% de MeOH
acuoso y aplicado a la columna HPLC de fase inversa (YMC-Pack, ODS-AM, 20 x 250 mm) y se eluyé utilizando un
gradiente lineal desde 70 hasta 74% de MeOH en agua durante 16 min a una tasa de flujo de 12 ml/min y la fraccién
deseada se recolect6 y concentré mediante evaporacion para dar 6.4 mg (50%) de ter-butil-deshidrofenilahistina colo-
reada de amarillo. '"H NMR (270 MHz, CDCl;) o012.34 br-s, 1H), 9.18 abr-s, 1H), 8.09 (s, 1H), 7.59 (s, 1H), 7.31-
7.49 (m, 5H) 7.01 s, 2H), 1.46 Ts, 9H).

La reaccion de la deshidrofenilahistina para producir tBu-deshidrofenilahistina es idéntica al Ejemplo 1.

La produccién total de tBu-deshidrofenilahistina recuperado fue 16.5%.

Ruta B
N,N’-diacetil-2,5-piperazinadiona 1 se prepar6 como en el Ejemplo 1

1) I-Acetil-3-[(Z)-bencilidenol |-2,5-piperazinadiona (17)

0
Ac\N Z
LI(NH

O

A una solucién de benzaldehido 4 (0.54 g, 5.05 mmol) en DMF (5 ml) se agreg6 el compuesto 1 (2.0 g, 10.1 mmol)
y la solucidn se evacué repetidamente en un corto tiempo para remover el oxigeno y llenarse con Ar, seguido por la
adicién de Cs,CO; (1.65 g, 5.05 mmol) y el proceso de evacuacion-llenado se repitié de nuevo. La mezcla resultante se
agit6 durante 3.5 h a temperatura ambiente. Después el solvente se retiré mediante evaporacion, el residuo se disolvi
en la mezcla de EtOAc y 10% de Na,SO; y la fase organica se lavé de nuevo con 10% de Na,SO; y NaCl saturado
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tres veces, secado sobre Na,SO, y concentrado in vacuo. El s6lido residual se recristalizé a partir de MeOH-éter para
obtener un sélido sin blanco de 17; produciendo 1.95 g (79%).

2) t-Bu-deshidrofenilahistina

A una solucién de 1-Acetil-3-[(Z)-bencilideno 1]-2,5-piperazinadiona (17) (48 mg, 0.197 mmol) en DMF (1.0 ml)
se agregd S-ter-butilimidazol-4-carboxaldehido 15 (30 mg, 0.197 mmol) y la solucién se evacué repetidamente en un
corto tiempo para retirar el oxigeno y llenarlo con Ar seguido por la adicién de Cs,CO; (96 mg, 0.296 mmol) y el
proceso de evacuacion-llenado se repitié de nuevo. La mezcla resultante se calenté durante 14 h a 80°C. Después el
solvente se retiré mediante evaporacion, el residuo se disolvié en EtOAc, lavado con agua dos veces y NaCl saturado
tres veces, secado sobre Na,SO, y concentrado in vacuo. El residuo resultante se disolvié en 90% de MeOH acuoso y
aplicado a la columna HPLC de fase inversa (YMC-Pack, ODS-AM, 20 x 250 mm) y se eluy¢ utilizando un gradiente
lineal desde 70 hasta 74% de MeOH en agua durante 16 min a una tasa de flujo de 12 ml/min y la fraccién deseada
se recolectd y concentré mediante evaporacién para dar 0.8 mg (1.2%) de ter-butil-deshidrofenilahistina coloreada de
amarillo.

La produccién total de tBu-deshidrofenilahistina recuperada fue 0.9%.

El perfil de HPLC de t.Bu-deshidrofenilahistina sintética cruda a partir de la Ruta A y a partir de la Ruta B se
representa en la Figura 4.

Se sintetizaron otros dos derivados de tBu-deshidrofenilahistina de acuerdo con el método de la Ruta A. En la
sintesis de los derivados de tBu-deshidrofenilahistina adicionales, se hicieron las modificaciones al compuesto 4 de
benzaldehido.

La Figura 4 ilustra la similitudes de los perfiles HPLC (Columna: YMC-Pack ODS-AM (20 x 250 mm); Gradiente:
65% hasta 75% en un sistema de metanol-agua durante 20 min, diez min en un 100% del sistema de metanol; Tasa de
flujo: 12 ml/min; O.D. 230 nm) a partir de deshidrofenilahistina sintetizada del Ejemplo 1 (Fig. 2) y el compuesto de
tBu-deshidrofenilahistina anteriormente ejemplificado producido mediante la Ruta A.

La secuencia de la introduccién de los aldehidos es un relevante para la produccion y es por lo tanto el aspec-
to de la sintesis. Se sintetiz6 un andlogo de deshidrofenilahistina, como un control o modelo, en donde el gru-
po dimetilalilo se cambié al grupo ter-butilo con una obstruccién estérica similar en la posicién 5 del anillo de
imidazol.

La sintesis de esta “ter-butil(tBu)-deshidrofenilahistina” que utiliza la “Ruta A” fue como se muestra arriba: Parti-
cularmente, la secuencia de introduccién del aldehido sigue exactamente la sintesis de deshidrofenilahistina y exhibe
una produccion total de 16.5% de tBu-deshidrofenilahistina. Esta produccion fue similar a aquella de deshidrofeni-
lahistina (20%). Utilizando la “Ruta B” en donde es opuesta la secuencia de introduccién de aldehidos a aquella de
la Ruta “A” para la sintesis de deshidrofenilahistina, solamente se obtuvo una cantidad menor del tBu-deshidroPHL
deseado con una produccidn total de 0.9% aunque en la introduccién del primer benzaldehido 4 dio una produccién
de 76% del compuesto intermedio 17. Este resultado indica que puede ser dificil introducir los imidazol-4-carbo-
xaldehidos 15 altamente voluminosos con un grupo sustituyente que tiene un carbon cuaternario sobre la posicion 5
adyacente en el anillo de imidazol en el compuesto 17 intermedio, sugiriendo que la secuencia para la introduccién
de aldehidos es un aspecto importante para obtener una alta produccién de deshidrofenilahistina o un andlogo de
deshidrofenilahistina que emplea la sintesis descrita en la presente.

A partir del anélisis HPLC de los productos crudos finales, como se muestra en la Figura 4, se observaron un muy
alto contenido de tBu-deshidrofenilahistina y una pequefia cantidad de formaciones de sub-producto en la muestra
cruda de la Ruta A (izquierda). Sin embargo, se observaron una cantidad relativamente menor de la tBu-deshidrofeni-
lahistina deseada y varios otros sub-productos en la muestra obtenida utilizando la Ruta B (derecha).
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Ejemplo 3
Sintesis Alternativa a Gran Escala de la Deshidrofenilahistina y Andlogos

Sintesis de 3-Z-Benciliden-6-[57-(1,1-dimetilalil)- 1H-imidazol-4"-Z-ilmetilen]-piperazin-2,5-diona [Deshidrofe-
nilahistina] (1)
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o Z 0 o 7 n=/
1

Reactivos: a) LDA, CH;CHO; b) Tos-Cl, piridina; ¢c) DBU; d) NaOH; e) C,Cl,0,; f) KOOCCH,COOEt, BiLi; g)
SO,Cl,; h) H,NCHO, H,0; i) LiAIH,; j) MnO,; k) 1,4-diacetil-piperazin-2,5-diona, Cs,COj; 1) benzaldehido, Cs,COs

Acido 3-hidroxi-2,2-dimetil-butirico metil éster

!
O ____9____,.. %O\

0 LDA OH O

Una solucién de LDA en heptano/THF/etilbenceno (2 M, 196 ml, 0.39 mmol) se agregd bajo argén a una solucién
de metil isobutirato (45 ml, 0.39 mol) en THF (270 ml) a -60° y la mezcla resultante se agité durante 30 min. Una
solucién de acetaldehido (27 ml, 048 mol) en THF (45 ml), preenfriado a -60°C, se afiadié lentamente y la solucién

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 295 695 T3

resultante se agité durante 30 min. Se agregé cloruro de amonio saturado (50 ml) y se dejé calentar la solucién a
temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se extrajo con etil acetato y los extractos se lavaron con HCI (2 M),
bicarbonato de sodio, después salmuera. La capa orgdnica se secé sobre sulfato de magnesio, filtrado, evaporado
entonces para dar un aceite claro (52.6 g). La destilacién a 76-82°/30 mmHg dio 4cido 3-hidroxi-2,2-dimetil-butirico
metil éster puro (42.3 g, 74%). (Burk et al., J. Am. Chem. Soc., 117:4423-4424 (1995)).

'"H NMR (400 MHz, CDCl;) 61.15 (d, J=6.2 Hz, 3H); 1.17 (s, 6H); 2.66 (d, J=6.2 Hz, 1H, -OH); 3.71 (s, 3H,
-OMe); 3.87 (app quintet, J=6.4 Hz, 1H, H3).

Acido 2,2-Dimetil-3-(tolueno-4-sulfoniloxi)-butirico metil éster

OH O Piridina o O

A una solucién enfriada (0°) de dcido 3-hidroxi-2,2-dimetil-butirico metil éster (52.0 g, 0.36 mol) en piridina (100
ml) se agregd gradualmente cloruro de p-tolueno sulfonilo (69.0 g, 0.36 mol). La mezcla se dejé calentar a temperatura
ambiente y se agit6é durante 60 h. La reaccion se enfrié de nuevo en hielo y se acidificé mediante la adicién de HCI (2
M). La solucién resultante se extrajo con etil acetato, los extractos se lavaron con HCI, después con salmuera, secados
y evaporados para dar un aceite el cual formo un precipitado blanco hasta que se establecié. Esta mezcla se disolvid
en la cantidad minima de etil acetato y después se agregd petréleo ligero para proporcionar un precipitado blanco el
cual se recolectd y lavé con mds petréleo ligero. El filtrado fue parcialmente evaporado y una segunda cantidad de
cristales se recogid y afiadi6 a la primera para proporcionar 4cido 2,2-dimetil-3-(tolueno-4-sulfoniloxi)-butirico metil
éster (81.2 g, 76%).

'H NMR (400 NMz, CDCl,) 6 1.12 (s, 3H); 1.13 (s, 3H); 1.24 (d, J=6.4 Hz, 3H); 2.45 (s, 3H, -PhMe) 3.58 (s, 3H,
-OMe); 4.94 (cuarteto, J=6.4 Hz, 1H, H3), 7.33 (d, J=8.0 Hz, 2H), 7.78 (d, J=8.0 Hz, 2H).

La evaporacion del filtrado final proporcioné 4cido 2,2-dimetil-3-(tolueno-4-sulfoniloxi)-butirico metil éster crudo
adicional (19.0 g, 18%).

Acido 2,2-dimetil-but-3-endico metil éster

Una solucién de 4cido 2,2-dimetil-3-(tolueno-4-sulfoniloxi)-butirico metil éster (18.06 g, 0.06 mol) en DBU (15
ml) se calenté a 140-160° durante 3.5 h. La mezcla se dejé enfriar a temperatura ambiente y se diluy6 entonces
con éter. La mezcla se lavé con HCl (1 M), bicarbonato de sodio, después salmuera. La capa etérea se secd y se
evaporo parcialmente para dar una solucién concentrada de acido 2,2-dimetil-but-3-enéico metil éster (10 g). (Savu y
Katzenellenbogen, J. Org. Chem. 46:239-250 (1981)). Ademds la evaporacién se abstuvo debido a la volatilidad del
producto (bp 102°). (Tsaconas et al., Aust. J. Chem., 53:435-437 (2000)).

"H NMR (400 NMz, CDCl;) § 1.31 (s, 6H); 3.68 (s, 3H); 5.06 (d, J=17.1 Hz, 1H, -CH=CHy,); 5.11 (d, J=10.7 Hz,
1H, -CH=CH,); 6.03 (dd, J=17.1, 10.7 Hz, 1H, -CH=CH,).
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Acido 2,2-dimetil-but-3-endico

94‘(0\ —_— \><n/OH

0 o)

La solucién etérea anterior de 4cido 2,2-dimetil-but-3-endico metil éster (10 g) se diluyé con etanol (25 ml), se
agregd hidroxido de sodio (4 M, 22 ml) y la mezcla se agité durante la noche. La solucién se evapord parcialmente
para remover el etanol y la mezcla resultante se agregé a HCI (1 M, 100 ml). El producto se extrajo con etil acetato y
los extractos se secaron y se evaporaron para dar dcido 2,2-dimetil-but-3-endico (6.01 g, 88% 2 etapas). (Hayashi et
al., J. Org. Chem., 65: 8402-8405 (2000).

"H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 1.33 (s, 6H); 5.11 (d, J=10.8 Hz, 1H, -CH=CH,); 5.15 (d, J=17.2 Hz, 1H, -CH=CH,);
6.05 (dd, J=17.2, 10.8 Hz, 1H, -CH=CH,).

Monoetil malonato de hidrégeno (Wierenga y Skulnick, “Aliphatic and Aromatic 8-keto Esters from Monoethyl
Malonato: Ethyl 2-Butyrylacetate” Organic Syntheses Collective Volume 7, 213).

Se suspendi6 etil malonato de potasio (25.0 g, 0.15 mol) en agua (15.6 ml) y se enfri6 en bafio de hielo. Se
agreg6 a gotas HCI concentrado (12.5 ml) durante 30 min, después la mezcla se agité durante 10 min adicionales.
El precipitado se filtr6, después se lavé dos veces con éter. El filtrado se separ y la fase acuosa se extrajo con éter.
Las soluciones etéreas combinadas se secaron (MgSO,) y evaporaron para proporcionar como un aceite, monoetil
malonato de hidrégeno (19.2 g, 99%) el cual se sec6 bajo vacio durante la noche (o0 50°/1 mm durante 1 h) antes de su
uso.

Acido 4,4-dimetil-3-oxo-hex-5-endico etil éster

i) C,0,Cl, / DMF
g G S o

0 o O O o
i Bubi
) HOJ\/U\O/\\

Se agreg6 a gotas cloruro de oxalilo (3.83 ml, 43.9 mmol) a una solucién enfriada (0°) de 4cido 2,2-dimetil-but-3-
endico (5.0 g, 43.9 mmol) y DMF (1 gota) en diclorometano anhidrido (25 ml). La mezcla se agité durante 1 h a 0°,
después durante 16 h a temperatura ambiente. La destilacion fraccional (121°/760 mmHg) proporciond 2,2-dimetil-
but-3-enoil cloruro (4.1 g, 71%).

Se disolvieron malonato de monoetil hidrégeno (7.2 g, 0.05 mol) y bipiridilo (algunos miligramos) en THF (90 ml)
y el sistema se llend con nitrégeno. La solucién se enfrié a -70°, después se agregd BuLi (2.5 M en hexanos, 37 ml,
0.09 mol). Después de la adicién de solo ~10 ml de BuL.i la solucién se volvié rosa y se requirié THF adicional (15 ml)
para permitir la agitaciéon magnética. Se retird el bafio en frio y se agregd el BuLi remanente, la temperatura se dejé
que alcanzar los -10°, en la cual la solucién se volvié incolora. La mezcla se enfri6 de nuevo a -60° y se agregé a gotas
una solucién de 2,2-dimetil-but-3-enoil cloruro (4.1 g, 0.03 mol) en THF (12 ml). Después que se complet6 la adicion,
la mezcla se dejo calentar a 0° y agitar durante 3 h, después se agregé a 1:1 de mezcla de éter/1M HCI (260 ml) a 0° y
se agit6 durante 1.5 h adicional. Se retiré la capa organica, se lavé con HCI (1 M), solucién de bicarbonato de sodio,
salmuera después se secO y evapord para dar 4cido 4,4-dimetil-3-oxo-hex-5-endico etil éter (5.6 g, 98%). (Hayashi
et al, J. Org. Chem., 65: 8402-8405 (2000). La destilacién con un horno Kugelrohr (160°/1 mmHg) proporcionando
material puro.

"H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 1.26 (s, 6H); 1.27 (t, J=6.9 Hz, 3H, -CH,CH,); 3.51 (s, 2H); 4.18 (q, J=6.9 Hz,

2H, -CH,CH.,); 5.20 (d, J=17.7 Hz, 1H, -CH=CH,); 5.21 (d, J=9.6 Hz, 1H, -CH=CH.,); 5.89 (dd, J=17.7, 9.6 Hz, 1H,
-CH=CH,).
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Acido 2-Cloro-4,4-dimetil-3-oxo-hex-5-endico etil éster

Cl

o O o O

Se agregd sulfuril cloruro (0.84 ml, 10.4 mmol) a una solucién enfriada (0°) de etil éster de dcido 4,4-dimetil-3-oxo-
hex-5-endico (1.83 g, 9.93 mmol) en cloroformo (7 ml). La mezcla resultante se dej6 calentar a temperatura ambiente
y agitar durante 30 min, después de lo cual se calenté bajo reflujo durante 2 h. Después de enfriar a temperatura
ambiente, la mezcla de reaccién se diluy6 en cloroformo, después se lavé con bicarbonato de sodio, agua, después
salmuera. La fase orgédnica se secé y se evapord para proporcionar como un aceite marrén, acido 2-cloro-4,4-dimetil-
3-oxo-hex-5-endico etil éster (2.01 g, 93%). (Hayashi et al., J. Org. Chem., 65:8402-8405 (2000).

'H NMR (400 MHz, CDCL,) 6 1.28 (t, J=7.0 Hz, 3H, -CH,CH,); 1.33 (s, 3H); 1.34 (s, 3H); 4.24 (q, J=7.0 Hz, 2H,
-CH,CH,); 5.19 (s, 1H); 5.28 (d, J=16.9 Hz, 1H, -CH=CH,); 5.29 (d, J=10.9 Hz, 1H, -CH=CH,); 5.96 (dd, J=16.9,
10.9 Hz, 1H, -CH=CH,).

LC/MS tg = 8.45 (219.3 [M(CI*)+H]*min

Este material se hizo reaccionar sin purificacién adicional.

Acido 5-(1,1-dimetil-alil)-3H-imidazol-4-carboxilico etil éster

?1\ 0 0.~ o, °%H o_0._-
al NH,
%0¢ _— Q(;NH + WNH * Q@N
n=/ N= o4

o O

Una suspension de 4cido 2-cloro-4,4-dimetil-3-oxo-hex-5-endico etil éster (19.4 g, 0.09 mol) y agua (1.94 ml,
0.11 mol) en formamida (36.8 ml) se agitd brevemente, después se colocé en viales de 15 x 18 ml. Los viales se
sellaron y se calentaron a 150° durante 5 h. Después de enfriar a temperatura ambiente, los contenidos de los viales se
combinaron y se extrajeron exhaustivamente con cloroformo. Los extractos se secaron y evaporaron para proporcionar
una solucién de formamida concentrada (14.7 g). Esto se agregd a una columna de silice (7 cm de didmetro, 11 cm de
altura) envasada en 1% de MeOH/1% de Et;N en cloroformo. La elusién de la columna con 2 1 de esta mezcla seguida
por 2 1 de 2% de MeOH/1% de Et;N en cloroformo proporcioné en fracciones tempranas, un compuesto sospechoso
de tener etil éster de dcido 5-(1,1-dimetil-alil)-oxazol-4-carboxilico (1.23 g, 7%).

HPLC (214 nm)tg = 8.68 (50.4%) min.
'H NMR (400 MHz, CDCLy) § 1.40 (t, J=7.2 Hz, 3H, -CH,CH,): 1.54 (s, 6H); 4.38 (t, J=7.2 Hz, 2H, -CH,CH,);
5.03 (d, J=17.4 Hz, 1H, -CH=CH,); 5.02 (d, J=10.4 Hz, 1H, -CH=CH,); 6.26 (dd, J=17.4, 10.4 Hz, 1H, -CH=CH,);
7.83 (s, 1H).
LCMS tg = 8.00 (210.1 [M+H]*, 361.1 [2M+H]) min.

Se recuper6 de las fracciones anteriores el dcido 5-(1,1-dimetil-alil)-3H-imidazol-4-carboxilico etil éster deseado
(3.13 g, 17%) (Hayashi et al., J. Org. Chem., 65: 8402-8405 (2000)).

HPLC (214 nm) tg = 5.52 (96.0%) min.

'H NMR (400 MHz, CDCL,) § 1.38 (t, J=7.0 Hz, 3H); 1.57 (s, 6H); 4.35 (q, J=7.0 Hz, 2H); 5.04-5.14 (m, 2H,
-CH=CH,); 6.28 (dd, J=18.0, 10.4 Hz, 1H, -CH=CH,); 7.52 (s, 1H).

LC/MS tr =5.30 (209.1 [M+H]*, 417.2 [2M+H]")min.

También se recuperé etil éster de acido 5-(1,1-dimetil-alil)-3H-imidazol-4-carboxilico adicional a partir de la
columna (3.59 g, 19%) el cual fue de pureza inferior pero atn suficiente para reaccién adicional.

Otro subproducto aislado a partir de una reaccién similar (a menor escala) mediante elusién adicional de la columna
con 5% de MeOH/1% de Et;N en cloroformo fue un compuesto sospechoso de ser dcido 5-(1,1-dimetil-alil)-3H-
imidazol-4-carboxilico (0.27 g, 9%).

HPLC (245 nm) tg = 5.14 (68.9%) min.
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'H NMR (400 MHz, CDCl,) § 1.45 (s, 6H); 4.97 (d, J=10.6 Hz, 1H, -CH=H,; 5.01 (d, J=17.7 Hz, 1H, -CH=CH,);
6.28 (dd, J=17.7, 10.6 Hz, 1H, -CH=CH,); 7.68 (s, 1H).

LCMS tx =4.72 (181.0 [M+H]*, 361.1 [2M+H]") min.

[5-(1,1,-dimetil-alil)-3H-imidazol-4-il ]-metanol

0.0~ OH
LIAIH,
- xne
X 7 “NH Z "NH
N=/ N..-:/

Una solucién de etil éster de acido 5-(1,1-dimetil-alil)-3H-imidazol-4-carboxilico (3.13 g, 15.0 mmol) en THF (60
ml) se agrego a gotas a una suspension de hidruro de aluminio de litio (95% de suspension, 1.00 g, 25.0 mmol) en THF
(40 ml) y la mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 4 h. Se agregd agua hasta que ces6 la evolucion del gas,
la mezcla se agit6é durante 10 min, después se filtré a través de un embudo sinterizado. El precipitado se lavé con THF,
después con metanol, el filtrado y los lavados se combinaron, evaporaron, después se secaron mediante congelacién pa-
ra proporcionar [5-(1,1-dimetil-alil)-3H-imidazol-4-il]-metanol (2.56 g, 102%). Se retir6 el agua residual al tratar con
azedtropo con cloroformo antes de la reaccidn adicional. (Ver, Hayashi ef al., J. Org. Chem., 65: 8402-8405 (2000)).

HPLC (240 nm) tg = 3.94 (56.8%) min.

"H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 1.43 (s, 6H); 4.57 (s, 2H); 5.01 (d, J=10.05 Hz, 1H, -CH=CHy,); 5.03 (d, J=17.7 Hz,
1H, -CH=CH,); 6.10 (dd, J=17.7, 10.05 Hz, 1H, -CH=CH,); 7.46 (s, 1H).

LC/MS tg =3.77 (167.3 [M+H]") min.

5-(1,1-dimetil-alil)-3H-imidazol-4-carbaldehido

OH /0
S MnO, .
“ NH EEE—— “ NH
N=/ N=/

Se agregé didéxido de manganeso (20 g, 0.23 mol) a una solucién de [5-(1,1-dimetil-alil)-3H-imidazol-4-il]-metanol
(2.56 g, 0.02 mmol) en acetona (300 ml) y la mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 5 h. La
mezcla se filtré a través de papel filtro y el residuo se lavé con acetona. El filtrado y los lavados se combinaron y
evaporaron para proporcionar 5-(1,1-dimetil-alil)-3H-imidazol-4-carbaldehido (1.82 g, 51%). (Hayashi et al., J. Org.
Chem., 65:8402-8405 (2000)).

HPLC (240 nm) tg = 4.08 (91.5%) min.

'HNMR (400 MHz, CDC1,) § 1.56 (s, 6H); 5.16 (d, J=10.6 Hz, 1H, -CH=CH,); 5.19 (d, J=17.3 Hz, 1H, -CH=CH,);
6.22 (dd, J=17.3, 10.6 Hz, 1H, -CH=CH,); 7.75 (s, 1H), 10.02 (s, 1H, HCO).

LC/MS tg =3.75 (165.2 [M+H]") min.

1-acetil-3-[5°-(1,1-dimetil-alil)- 1 H-imidazol-4’-Z-ilmetilen |-piperazin-2,5-diona

o o 9 Q
§ (u\N,u\ NH o N=\
S T AR
N=/ o o o o 7

A una solucién de 5-(1,1-dimetil-alil)-3H-imidazol-4-carbaldehido (1.78 g, 0.01 mmol) en DMF (35 ml) se agregé
1,4-diacetil-piperazin-2,5-diona (8.59 g, 0.04 mol) y la mezcla se evacud, después se llené con argén. El proceso de
evacuacién-llenado se repitié dos veces mads, después se agregd carbonato de cesio (3.53 g, 0.01 mol). El proceso de
evacuacion-llenado se repitié tres veces mds, después la mezcla resultante se calenté a 45° durante 5 h. La mezcla
de reaccién se evapor6 parcialmente (calentado bajo alto vacio) hasta un pequefio volumen remanente y la solucién

30



5

10

15

20

40

45

50

55

60

65

ES 2 295 695 T3

resultante se agrego a gotas al agua de hielo (50 ml). Se recolect6 el precipitado amarillo, se lavo con agua, después se
secé en hielo para proporcionar 1-acetil-3-[5’-(1,1-dimetil-alil)-1H-imidazol-4’-ilmetilen]-piperazin-2,5-diona (1.18
g, 36%). (Hayashi, Personal Communication (2001)).

HPLC (214 nm) tg = 6.01 (72.6%) min.

"H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 1.53 (s, 6H); 2.64 (s, 3H); 4.47 (s, 2H); 5.19 (d, J=17.3 Hz, 1H, -CH=CH,); 5.23
(d, J=10.7 Hz, 1H, -CH=CH,); 6.06 (dd, J=17.3, 10.7 Hz, 1H, -CH=CH,); 7.16 (s, 1H), 7.59 (s, 1H), 9.47 (bs, 1H);
12.11 (bs, 1H) [observado ~2% de contaminacion de 1,4-diacetil-piperazin-2,5-diona ¢ 2.59 (s, 6H); 4.60 (s, 4H))]

LC/MS tg = 6.65 (303.3 [M+H]*, 605.5 [2M+H]*) min. (n.b. sistema diferente utilizado).

3-Z-benciliden-6-[5"-(1,I-dimetilalil)- 1 H-imidazol-4”-Z-ilmetilen ]-piperazin-2,5-diona

O \
NH N=\ NH N=

0O O Y

A una solucién de 1-acetil-3-[5°-(1,1-dimetil-alil)-1H-imidazol-4’-ilmetilen]-piperazin-2,5-diona (2.91 g, 9.62
mmol) en DMF (70 ml) se agreg6é benzaldehido (4.89 ml, 48.1 mmol) y la solucién se evacud, después se llend
con argoén. El proceso de evacuacion-llenado se repitié dos veces mds, después se agregd carbonato de cesio (4.70 g,
14.4 mmol). El proceso de evacuacidén-llenado se repitid tres veces mas, después la mezcla resultante se calentd bajo
la temperatura gradiente adicional mostrada abajo.

Después de un tiempo total de 5 h, la reaccion se dejé enfriar a temperatura ambiente y la mezcla se agregé al
agua fria de hielo (500 ml). Se recolecté el precipitado, se lavé con agua (300 ml), después se secé congelando para
proporcionar un sélido amarillo (2.80 g). Este material se disolvié en cloroformo (250 ml) se filtré a través de papel
filtro y se evapor6 para el agua remanente del azedtropo. El precipitado amarillo residual (2.70 g, HPLC (214 nm) tx
=17.26 (93.6%) min) se disolvi parcialmente en cloroformo (20 ml), la suspension se sonicé durante 5 min, después
se recolectd el s6lido y se secd al aire para proporcionar 3-Z-benciliden-6-[5"-(1,1-dimetilalil)- 1H-imidazol-4"-Z-
ilmetilen]-piperazin-2,5-diona (1.82 g, 54%) (Hayashi, Personal Communication (2001)), m.p. 239-240° (dec).

HPLC (214 nm) t; = 6.80 (1.92) min. 7.33 (95.01%).

"THNMR (400 MHz, CDCl;) 6 1.53 (s, 6H); 5.18 (d, J=17.6 Hz, 1H, -CH=CH,); 5.21 (d, J=11.0 Hz, 1H, -CH=CH,);
6.06 (dd, J=17.6, 11.0 Hz, 1H, -CH=CH,); 6.99 (s, 1H. -C-C=CH); 7.00 (s, 1H, -C-C=CH); 7.30-7.50 (m, 5 x ArH);
7.60 (s, H2”); 8.07 (bs, NH); 9.31 (bs, NH); 12.30 (bs, NH).

LC/MS tg = 6.22 (349.3 [M+H]*, isémero E), 6.73 (349.5 [M+H]*, 697.4 [2M+H]*, isémero Z) min.

ESMS m/z 349.5 [M+H]*, 390.3 [M+CH,CN]*.

La evaporacién de la solucién de cloroformo dio 3-Z-benciliden-6-[5"-(1,1-dimetilalil)- 1H-imidazol-4”-Z-ilmeti-
len]-piperazin-2,5-diona adicional (0.76 g, 29%).

HPLC (214 nm) tg = 7.29 (84.5%) min.

3-E-benciliden-6-[5"-(1,1-dimetilalil)- 1 H-imidazol-4"-Z-ilmetilen |-piperazin-2,5-diona

: Sl e
~
|/lLNH N=y NH N=\

NH — HNL s AN NH
(o) 0O & [e) /

La purificacion HPLC preparativa de una muestra cruda del material sintetizado como se proporcioné anterior-
mente el isdmero geométrico 3-E-benciliden-6-[5-(1,1-dimetilalil)-1H-imidazol-4"-Z-ilmetilen]-piperazin-2,5-diona
(1.7 mg).
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HPLC (214 nm) tg = 6.75 (87.79) min.

'H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 1.52 (s, 6H); 5.19 (d, J=20.8 Hz, 1H, -CH=CH,); 5.22 (d, J=14.0 Hz, 1H, -CH=CH,);
6.05 (dd, J=18.0, 10.4 Hz, 1H, -CH=CH,); 6.33 (s, IH. -C-C=CH); 6.90-7.65 (m, 7H).

ESMS m/z 349.5 [M+H]*, 390.4 [M+CH,CN]"*.

Sintesis de 3-Z-benciliden-6-(5"-ter-butil-1 H-imidazol-4”-Z-ilmetilen)-piperazin-2,5-diona (2)

0_0 OH
c ; ~ :
>§|/|\[( o — Z “NH 7 "NH
o O N-_-/ —f

Reactivos: g) SO,Cl,; h) H,NCHO, H,O; i) LiAH,; j) MnO,; k) 1,4-diacetil-piperazin-2,5-diona, Cs,CO;; 1)
benzaldehido, Cs,CO;

Etil éster de dcido 2-cloro-4,4-dimetil-3-oxo-pentandico

cl
Moo 2o e

o O c O

Se agreg6 sulfuril cloruro (14.0 ml, 0.17 mol) a una solucién enfriada (0°) de etil pivaloilacetato (27.17 g, 0.16
mol) en cloroformo (100 ml). La mezcla resultante se dejé calentar a temperatura ambiente y se agité durante 30 min,
después de lo cual se calent6 bajo reflujo durante 2.5 h. Después de enfriar a temperatura ambiente, la mezcla de
reaccion se diluyé con cloroformo, después se lavé con bicarbonato de sodio, agua, después salmuera.

La fase orgdnica se secO y se evapord para proporcionar, como un aceite claro, etil éster de acido 2-cloro-4,4-
dimetil-3-oxo-pentandico (33.1 g, 102%). (Durant et al., “Aminoalkilimidazoles and Process for their Production”
Patente No. GB1341375 (Gran Bretafia 1973)).

HPLC (214 nm) tg = 8.80 (92.9%) min.

"H NMR (400 MHz, CDCl3) § 1.27 (s, 9H); 1.29 (t, J=7.2 Hz, 3H); 4.27 (q, J=7.2 Hz, 2H); 5.22 (s, 1H).

3C NMR (100 MHz, CDCl;) 6 13.8, 26.3, 45.1, 54.5, 62.9, 165.1, 203.6.
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Etil éster de dcido 5-ter-butil-3H-imidazol-4-carboxilico

0
L 00 0_oH 00~
a NH,
><n)\,(°\/ — " S @)
o O N::’ N=/ 0_!/

Una solucién de etil éster de acido 2-cloro-4,4-dimetil-3-oxo-pentanéico (25.0 g, 0.12 mol) en formamida (47.5
ml) y agua (2.5 ml) se agitd, después se colocé en viales de 15 x 18. Todos los viales se sellaron y después se
calentaron a 150° durante 3.5 h. Los viales se dejaron enfriar a temperatura ambiente, después se agregé agua (20 ml)
y la mezcla se extrajo exhaustivamente con cloroformo. El cloroformo se retiré para dar una solucién de formamida
concentrada (22.2 g) la cual se agregd a una columna de silice rdpida (6 cm de didmetro, 12 cm de altura) envasada en
1% de MeOH/1% de Et;N en cloroformo. La elucién de la columna con 2.5 1 de esta mezcla seguido de 1 1 de MeOH
2%/Et;N 1% en cloroformo si6 en las primeras fracciones, un producto sospechoso de ser etil éster de acido 5-ter-
butil-oxazol-4-carboxilico (6.3 g, 26%).

HPLC (214 nm) tg = 8.77 min.

"H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 1.41 (t, J=7.2 Hz, 3H); 1.43 (s, 9H); 4.40 (q, J=7.2 Hz, 2H); 7.81 (s, 1H).

C NMR (100 MHz, CDCls) § 14.1, 28.8, 32.5, 61.3, 136.9, 149.9, 156.4, 158.3.

ESMS m/z 198.3 [M+H]*, 239.3 [M+CH,CN]*.

LC/MS tg =7.97 (198.1 [M+H]") min.

Se recuperd de las fracciones anteriores etil éster de dcido 5-ter-butil-3H-imidazol-4-carboxilico (6.20 g, 26%).
(Durant et al., “Aminoalkylimidazoles and Process for their Production” Patente No. GB1341375 (Gran Bretaiia,
1973)).

HPLC (214 nm) tz = 5.41 (93.7%) min.

"H NMR (400 MHz, CDCl;) § 1.38 (t, J=7.0 Hz, 3H); 1.47 (s, 9H); 4.36 (q, J=7.2 Hz, 2H); 7.54 (s, 1H).

3C NMR (100 MHz, CDCl) 6 13.7, 28.8, 32.0, 59.8, 124.2, 133.3, 149.2, 162.6.

ESMS m/z 197.3 [M+H]*, 238.3 [M+CH,CN]*.

La elucién adicional de la columna con 1 1de 5% de MeOh/1% de Et;N dio un compuesto sospechoso de ser dcido
5-ter-butil-3H-imidazol-4-carboxilico (0.50 g, 2%).

HPLC (245 nm) tg = 4.68 (83.1%) min.

"H NMR (400 MHz, CD;0D) 6 1.36 (s, 9H); 7.69 (s, 1H)
"H NMR (400 MHz, CDCls) § 1.37 (s, 9H); 7.74 (s, 1H)
"H NMR (400 MHz, CD;SO) 6 1.28 (s, 9H); 7.68 (s, 1H)
ESMS m/z 169.2 [M+H]*, 210.4 [M+CH,CN]"*.

(5-ter-butil-3H-imidazol-4-il)-metanol

OH
0o, 0.~
z
Z _— NH
i N=/

N=

Una solucién de etil éster de dcido 5-ter-butil-3-imidazol-4-carboxilico (3.30 g, 16.8 mmol) en THF (60 ml) se
agregd a gotas a una suspension de hidruro de aluminio de litio (95% de suspensién, 0.89 g, 22.2 mmol) en THF (40
ml) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 3 h. Se agregd agua hasta que la evolucion del gas ceso, la
mezcla se agité durante 10 min, después se filtr6 a través de un embudo sinterizado. El precipitado se lavé con THF,
después con metanol, el filtrado y los lavados se combinaron y evaporaron. El residuo se secé congelando durante
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la noche para producir, como un sélido blanco (5-ter-butil-3H-imidazol-4-il)-metanol (2.71 g, 105%). (Durant et al.,
“Aminoalkylimidazoles and Process for their Production” Patente No. GB1341375 (Gran Bretadia, 1973)).

HPLC (240 nm) tg = 3.70 (67.4%) min.

"H NMR (400 MHz, CD;0D) 6 1.36 (s, 9H); 4.62 (s, 2H); 7.43 (s, 1H).
3C NMR (100 MHz, CD;0D) 6 31.1, 33.0, 57.9, 131.4, 133.9, 140.8.
LC/MS tz =3.41 (155.2 [M+H]*) min.

Este material se utiliz6 sin purificacién adicional.

5-ter-butil-3H-imidazol-4-carbaldehido

OH 0o
MnO, 7
~d
NH Z “NH
N=' N=/

Se agregé dioxido de manganeso (30 g, 0.35 mmol) a una solucién heterogénea de (5-ter-butil-3H-imidazol-4-il)-
metanol (4.97 g, 0.03 mmol) en acetona (700 ml) y la mezcla resultante se agit6 a temperatura ambiente durante 4 h.
La mezcla se filtr6 a través de una almohadilla de Celita y la almohadilla se lavé con acetona. El filtrado y los lavados
se combinaron y evaporaron. El residuo se tritur6 con éter para proporcionar, como un sélido sin color, 5-ter-butil-3H-
imidazol-4-carbaldehido (2.50 g, 51%). (Hayashi Personal Communication (2000)).

HPLC (240 nm) tg = 3.71 (89.3%) min.
'"H NMR (400 MHz, CDCl5) 6 1.48 (s, 9H); 7.67 (s, 1H); 10.06 (s, 1H).
LC/MS tg = 3.38 (153.2 [M+H]") min.

La evaporacion del filtrado a partir de la trituracién dio 5-ter-butil-3H-imidazol-4-carbaldehido adicional (1.88 g,
38%).

1-Acetil-3-(5’-ter-butil- 1 H-imidazol-4’-Z-ilmetilen)-piperazin-2,5-diona

(o] O

(o)
Lo H 1
Z NH * NW\/‘ —_— N 0 NH
oYy Y

o

A una solucién de 5-ter-butil-3H-imidazol-4-carbaldehido (2.50 g, 164.4 mmol) en DMF (50 ml) se agregé 1,4-
diacetil-piperazin-2,5-diona (6.50 g, 32.8 mmol) y la solucién se evacud, después se llend con argén. El proceso de
evacuacién-llenado se repitié dos veces mds, después se agregd carbonato de cesio (5.35 g, 16.4 mmol). El proceso
de evacuacién-llenado se repitio tres veces mds, después la mezcla resultante se agitd a temperatura ambiente durante
5 h. La mezcla de reaccién se evaporé parcialmente (calor y alto vacio) hasta que permanecié un pequefio volumen y
la solucidn resultante se agregé a gotas al agua (100 ml). Se recolectd el precipitado amarillo, después se seco conge-
lando para producir 1-acetil-3-(5’-ter-butil-1H-imidazol-4’-Z-ilmetilen)-piperazin-2,5-diona (2.24 g, 47%). (Hayashi,
Personal Communication (2000)).

HPLC (214 nm) tg = 5.54 (94.4%) min.

'H NMR (400 MHz, CDCly) 6 1.47 (s, 9H); 2.65 (s, 3H); 4.47 (s, 2H); 7.19 (s, 1H); 7-57 (s, 1H); 9.26 (s, 1H);
12.14 (s, 1H).

3C NMR (100 MHz, CDCl;+CD;0D) 6 27.3, 30.8, 32.1, 46.5, 110.0, 123.2, 131.4, 133.2, 141.7, 160.7, 162.8,
173.0.

LC/MS tg =5.16 (291.2 [M+H]*, 581.6 [2M+H]") min.
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3-Z-Benciliden-6-(5 " -ter-butil- 1 H-imidazol-4 " -Z-ilmetilen)-piperazin-2,5-diona

o} ~o0
NH  N=\

0
= NH N=\
XNNH —_— HN. A A NH
o o o)

A una solucién de 1-acetil-3-(5’-ter-butil-1H-imidazol-4’-Z-ilmetilen)-piperazin-2,5-diona (2.43 g, 8.37 mmol) en
DMEF (55 ml) se agregé benzaldehido (4.26 ml, 41.9 mmol) y la solucién se evacud, después se llend con nitrégeno. El
proceso de evacuacién-llenado se repitié dos veces mas, después se agregd carbonato de cesio (4.09 g, 12.6 mmol). El
proceso de evacuacion-llenado se repitid tres veces mds, después la mezcla resultante se calentd bajo la temperatura
gradiente como se muestra abajo. Después de un tiempo total de 5 h la reaccién se dejé enfriar a temperatura ambiente
y la mezcla se agregé al agua de hielo (400 ml). Se recolect6 el precipitado, se lavé con agua, después de secod
congelando para proporcionar un sélido amarillo (2.57 g, HPLC (214 nm) tz = 6.83 (83.1%) min). Este material se
disolvi6 en cloroformo (100 ml) y se evapor6 hasta que el azedtropo permanecié en el agua, dando como resultado
un aceite marrén. Este se disolvié en cloroformo (20 ml) y se enfri6 en hielo. Después de 90 minutos se recolectd el
precipitado amarillo y se secé al aire para proporcionar 3-Z-benciliden-6-(5"-ter-butil-1H-imidazol-4"-Z-ilmetilen)-
piperazin-2,5-diona (1.59 g, 56%). (Hayashi, Personal Communication (2000)).

HPLC (214 nm) tz = 6.38 (2.1%), 6.80 (95.2) min.

'H NMR (400 MHz, CDCl,) § 1.46 (s, 9H); 7.01 (s, 1H, -C-C=CH); 7.03 (s, 1H, -C-C=CH); 7.30-7.50 (m,5H,
Ar); 7.60 (s, 1H); 8.09 (bs, NH); 9.51 (bs, NH), 12.40 (bs, NH).

LC/MS tg =5.84 (337.4 [M+H]*, isémero E), 6.25 (337.4 [M+H]*, 673.4 [2M+H]"*, isémero Z) min.

ESMS m/z 337.3 [M+H]*, 378.1 [M+CH,CN]*.

La evaporacion de la solucién de cloroformo dio 3-Z-benciliden-6-(5"-ter-butil-1H-imidazol-4”-Z-ilmetilen)-pi-
perazin-2,5-diona adicional(0.82 g, 29%). HPLC (214 nm) tz = 6.82 (70.6%) min.
Experimentacion General

Bicarbonato de sodio se refiere a un 5% de la solucion.

Los solventes orgdnicos se secaron sobre sulfato de sodio a menos que se establezca de otro modo.

Condiciones Analiticas

Condiciones NMR

El andlisis de '"H NMR (400 MHz) se llev6 a cabo en una mdquina de NMR de la Unidad Varian Inova 400 MHz.
Las muestras se corrieron en cloroformo deuterizado que contiene 0.1% de TMS (a menos que se especifique de otro
modo). Los cambios quimicos (ppm) se referenciaron con relaciéon a TMS (0.00 ppm) o CH;0H a 3.30 ppm para
correr las muestras CD;0D. Las constantes de acoplamiento se expresaron en hertz (Hz).

Condiciones HPLC Analiticas

Condiciones del sistema 6:

RP-HPLC se hizo en una columna de 50 x 4.6 mm Raini Microsorb-MV C18 (5 um, 100 A).
Amortiguador A: 0.1% de TFA acuoso
Amortiguador B: 0.1% de TFA en 90% de MeCN acuoso
Gradiente: 0-100% de Amortiguador B en 11 min

Tasa de flujo: 1.5 ml/min
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Condiciones LCMS
LCMS se corri6 sobre un instrumento Perkin-Elmer Sciex API-100
Condiciones LC:

Analisis HPLC de Fase Inversa

Columna: Monitor 5 ym C18 50x4.6 mm

Solvente A: 0.1% de TFA en agua

Solvente B: 0.085% de TFA en 90% de MeCN acuoso
Gradiente: 0-100% B en 11.0 min

Tasa de flujo: 1.5 ml/min

Longitud de onda: 214 nm
Condiciones MS:
Fuente de iones: Rocio de iones
Deteccién: contador de i6n
Tasa de flujo para el espectrometro de masa: 300 ul/min después de separar a partir de la columna (1.5 ml/min).
Condiciones ESMS
ESMS se hizo sobre un Perkin Elmer/Sciex-API III LC/MS/MS utilizando una entrada de electropulverizacion.
Solvente: 0.1% de AcOH en 60% de MeCN acuoso
Tasa de flujo: 25 ul/min
electropulverizacién: 5000 V
Placa de orificio: 55 V
Tiempo de adquisicién: 2.30 min
Rango de exploracién: 100-1000 amu/z
Tamafio de la etapa de exploracién: 0.2 amu/z
Condiciones de Purificacion RP-HPLC Preparatorias

La purificacién de HPLC de fase inversa se llevé a cabo utilizando Nebula con la columna Waters XterraMS (19x50
mm, 5 um, C18) utilizando las siguientes condiciones:

Solvente A: 0.1% de TFA acuoso

Solvente B: 0.1% de TFA en 90% de MeCN acuoso
Gradiente: 5-95%B en 4 min

Tasa de flujo: 20 ml/min

Longitud de onda: 214 nm

Las abreviaturas son como sigue: br s: singlete amplio; BuLi: litio de n-butilo; d: doblete; DBU: 1,8-diazabiciclo
[5.4.0Jundec-7-eno; ESMS: espectrometria de masa de electropulverizacién; HCI: 4cido clorhidrico; HPLC: cromato-
grafia liquida de alta prestacion; LCMS: espectrometria de masa de cromatografia liquida; LD: diisopropilamida de
litio; M+: i6n molecular; m: multiplete; MeCN: acetonitrilo; M: espectrometria de masa; MW: peso molecular; NMR:
resonancia magnética nuclear; q: cuarteto; s: singlete; : triplete; tz: tiempo de retencién; TFA: dcido trifluoroacético;
THEF: tetrahidrofurano
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Procedimiento Detallado para Sintesis de Deshidrofenilahistina

o

cad
=0
o] | = 0
Acy Ny NH

AN pon W\\ " W
- N NH _— NH
H(N\Ac kn/NH N~/ A NR N/

Cs2C03 [OMF o Cs2C03 IOMF (o}

1-Acetil-3-{(Z)-1-[5(1, I-dimetil-2-propenil )- 1 H-4-imidazolil] metiliden} ]-2,5-piperazinadiona (2)

A una solucién de 5-(1,1-dimetil-2-propenil) imidazol-4-carboxaldehido (100 mg, 0.609 mmol) en DMF (2 ml)
se agregé el compuesto 1 (241 mg, 1.22 mmol) y la solucién se evacud repetidamente en un corto tiempo para re-
mover el oxigeno y llenado con Ar, seguido mediante la adicién de Cs,CO; (198 mg, 0.609 mmol) y se preparé de
nuevo el proceso de evacuacion-llenado. Se prefiere el retiro del oxigeno debido a que tal retiro se cree que disminuye
la oxidacidén de alfa-carbén en la posicién 6 del anillo de dicetopiperazina. La mezcla resultante se agité durante 5
h a temperatura ambiente. Después se retir6 el solvente mediante evaporacion, el residuo se disolvié en la mezcla
de EtOAc y 10% de Na,COs; y la fase orgdnica se lavé de nuevo con 10% de Na,CO; y NaCl saturado tres veces,
secado sobre Na,SO, y concentrado in vacuo. El aceite residual se purific6 mediante cromatografia de columna so-
bre silice utilizando CHCl;-MeOH (100:0 a 50:1) como un eluyente para dar 60 mg (33%) de un sdlido amarillo
palido 2.

Deshidrofenilahistina

A una solucién de 2 (30 mg, 0.099 mmol) en DMF (0.8 ml) se agregd benzaldehido (51 ul, 0.496 mmol, 5 eq) y la
solucién se evacud repetidamente en un corto tiempo para remover el oxigeno y llenar con Ar, seguido por la adicién
de Cs,COs5 (53 mg, 0.149 mmol, 1.5 eq) y el proceso de evacuacién-llenado se repitié de nuevo. La mezcla resultante
se calentd durante 2.5 h a 80°C. (La temperatura debe incrementarse lentamente. El calentamiento rdpido incrementa
la produccién del isémero E en el residuo de bencilideno). Después de que se retiré el solvente mediante evaporacion,
el residuo se disolvié en EtOAc, lavado con agua dos veces y NaCl saturado tres veces, secado sobre Na,SO, y
concentrado in vacuo. Sobre TLC utilizando CHCl;-MeOH (10:1), se puede observar una mancha con luminiscencia
verde-amarillo brillante a 365 nm UV. La pureza de este producto crudo fue de mas de 75% a partir del anélisis HPLC.
El residuo resultante se disolvié en 90% de MeOH acuoso y se aplic6 a la columna HPLC de fase inversa (YMC-Pack,
ODS-AM, 20 x 250 mm) y se eluyd utilizando un gradiente lineal desde 70 hasta 74% de MeOH en agua durante
16 min a una tasa de flujo de 12 ml/min y la fraccién deseada se recolectd y concentré mediante evaporacion para
dar 19.7 mg (60%), aunque las producciones no se optimizaron para cada etapa, de deshidrofenilahistina coloreada de
amarillo.

Ejemplo 4
Caracteristicas Biologicas de la Deshidrofenilahistina y Andlogos de Deshidrofenilahistina

A. Evaluacion Biologica

Las caracteristicas bioldgicas de tBu-deshidrofenilahistina y deshidrofenilahistina sintetizadas se evaluaron tanto
en células de colon humanas HT29 como en células de adenocarcinoma prostitico PC-3.

HT-29 (ATCC HTB-38) un adenocarcinoma colorectal humano se mantuvo en un medio completo de McCoy

(medio McCoy 5A con L-glutamina y 25 mM de HEPES complementado con 10% de FBS, 1 mM de piruvato de Na,
1X NEAA, 2 mM de L-glutamina y Pen/Strep a 100 IU/ml y 100 og/ml respectivamente). PC-3 (ATCC CRL-1435)
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un adenocarcinoma de préstata humano, se mantuvo en un medio completo F12K (medio F12K complementado con
10% de FBS; 2 mM de Glutamina; 1% de HEPES; y Pen/Strep a 100 1U/ml y 100 Og/ml respectivamente). Las lineas
celulares se cultivaron a 37°C, 5% de CO, en un 95% de incubador humidificado.

Para los ensayos de citotoxicidad del tumor se sembraron células de HT-29 o PC-3 a 5,000 células/pozo en 90 Ol
del medio completo en una placa de cultivo de tejido inferior claro fortificado con negro Corning 3904 y la placa fue
incubada durante la noche para permitir a las células establecerse y entrar a la fase log de crecimiento. Se prepararon
las soluciones por lote de 20 nM de deshidrofenilahistina y tBu-deshidrofenilahistina en 100% DMSO y almacenadas a
-20°C. Disoluciones serie concentradas 10x de los dos compuestos fueron preparadas en un medio de cultivo apropiado
para las concentraciones finales que varfan desde 20 x 10 M hasta 20 x 107'° M. Se agregaron diez volimenes Ol de
las diluciones en serie 10X a los pozos de prueba por triplicado y las placas regresaron al incubador durante 48 horas.
La concentracién final del DMSO fue 0.25% en todas las muestras.

Después de las 48 horas de la exposicién de la droga 10 Ol de 0.2 mg/ml de resazurin (obtenido de Sigma-
Aldrich Chemical Co.) en Mg>*, se agregd PBS libre de Ca** a cada pozo y las placas se regresaron al incubador
durante 3-4 horas. Las placas se retiraron y se midi6 la fluoresencia del resazurin utilizando 530 nm de excita-
cién y 590 nm de emision de los filtros en un fluorimetro de fusién (Packard Instruments). La tintura de resazurin
sin las células se utiliz6 para determinar el trasfondo, el cual se sustrajo a partir de los datos para todos los po-
zos experimentales. Se analizaron los datos utilizando el software Prism (GraphPad Software). Los datos se nor-
malizaron para el promedio de las células tratadas con tnicamente el medio (100% de crecimiento celular) y los
valores ECs, se determinaron utilizando un algoritmo de adaptacion de la curva de respuesta de la dosis sigmoidal
estandar.

Como se indica en la Tabla 1 de abajo, tBu-deshidrofenilahistina demuestra aproximadamente una actividad cito-
toxica 4 veces mayor en comparacién con la deshidrofenilahistina.

TABLA 1

Efecto Citotoxico de deshidrofenilahistina y derivado

)
HIN //H\ PN
P H N/ TR

Deshidrofenilahistina tBu-deshidrofenilahistina
ECso (nM)
célula APLH tBu-APLH
HT29 48 13
PC-3 54 1.0

B. Estudio de la Estructura y Actividad de los Derivados de Deshidrofenilahistina

Los efectos citotéxicos de la fenilahistina, deshidrofenilahistina y varios derivados de deshidrofenilahistina se
examinaron en células de leucemia de murino P388, células de colon humanas HT-29 y células de adenocarcinoma
prostatico PC-3.

Como se explicé anteriormente, HT-29 un adenocarcinoma colorectal humano se mantuvo en el medio completo
de MaCoy (medio de McCoy 5A con L-glutamina y 25 mM de HEPES complementado con 10% de FBS, 1 mM de
piruvato de Na, 1X de NEAA, 2 mM de L-glutamina y Pen/Strep a 100 IU/ml y 100 Og/ml respectivamente). PC-3,
un adenocarcinoma de prdstata humano, se mantuvo en un medio completo F12K (medio F12K complementado con
10% de FBS; 2 mM de Glutamina; 1% de HEPES; y Pen/Strep a 100 IU/ml y 100 oOg/ml respectivamente). Las lineas
celulares se cultivaron a 37°C, 5% de CO, en un de incubador humidificado al 95%.

Para los ensayos de citotoxicidad del tumor se sembraron células de HT-29 o PC-3 a 5,000 células/pozo en 90
Ol del medio completo en una placa de cultivo de tejido inferior claro fortificado con negro Corning 3904 y la
placa fue incubada durante la noche para permitir a las células establecerse y entrar a la fase log de crecimien-
to. Se prepararon las soluciones por lote de 20 nM de deshidrofenilahistina y tBu-deshidrofenilahistina en 100%

38



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 295 695 T3

de DMSO y se almacenaron a -20°C. Las soluciones en serie se concentraron 10X de los dos compuestos que se
prepararon en el medio de cultivo apropiado para las concentraciones finales que varfan desde 20 x 10~ M hasta
20 x 107! M. Se agregaron diez volimenes Ol de las diluciones en serie 10X a los pozos de prueba por triplica-
do y las placas regresaron al incubador durante 48 horas. La concentracién final del DMSO fue 0.25% en todas las
muestras.

Después de las 48 horas de la exposicién de la droga 10 Ol de 0.2 mg/ml de resazurin (obtenido de Sigma-
Aldrich Chemical Co.) en Mg>*, se agregd PBS libre de Ca®* a cada pozo y las placas se regresaron al incubador
durante 3-4 horas. Las placas se retiraron y se midi6 la fluoresencia del resazurin utilizando 530 nm de excita-
cién y 590 nm de emisioén de los filtros en un fluorimetro de fusién (Packard Instruments). La tintura de resazurin
sin las células se utiliz6 para determinar el trasfondo, el cual se sustrajo a partir de los datos para todos los po-
zos experimentales. Se analizaron los datos utilizando el software Prism (GraphPad Software). Los datos se nor-
malizaron para el promedio de las células tratadas con tnicamente el medio (100% de crecimiento celular) y los
valores ECs, se determinaron utilizando un algoritmo de adaptacion de la curva de respuesta de la dosis sigmoidal
estandar.

Los valores ECs, e ICs, de la fenilahistina, deshidrofenilahistina y derivados de deshidrofenilahistina se resumen

en la Tabla 2 de abajo.

TABLA 2

Estudio SAR de fenilahistina o deshidrofenilahistina y de los derivados de deshidrofenilahistina

ECso (M) ICs0(nM)
Compuestos Estructura
HT-29 PC-3 P-388
(-)-Fenilahistina 8]
/=N NHJ\[’ 8331153
NH A NH 1600 n.t.
(n=5)
X o)
KPU-1 O
OPLH /=N NHT Y 36+12.8(n=
NH _A__A_ _NH 48 4.7
5)
N o
KPU-2 0O
tBu-0OPLH NH/QN NH™ 7 31.845.0
AN NH 13 1
(n=5)
0]
KPU-6 0
/=N NH = 93315457
tBU-DPLH-p'OMe NH A m >2000 nt
I OMe (n=3)
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KPU-8 j OMe
tBu-OPLH-0-OMe /=N NH™ Y 3154137
NH A = NH 89

(n=4)
o)
KPU-9 0
OMe
= =
tBU-OPLH-M-OMe | i N H 20.8168
AP NH 31
n=4
5 (n=4)
Colchicina _ 208168
(n=4)

Las modificaciones al anillo de fenilo tienen un efecto significativo de las actividades citotéxicas. En comparacién
con la actividad de tBu-deshidrofenilahistina (#6), la actividad del grupo metoxi en la posicién meta (KPU-9) exhibié
actividad mads alta que los otros derivados con un ICs, de 20.8+3.3 nM en células P388. El derivado KPU-9 también
exhibi6 citotoxicidad en las células HT-29 (ECs, 31 nM). La deshidrofenilahistina, tBu-deshidrofenilahistina (KPU-
2) y el derivado de KPU-9 todos exhibieron citotoxicidad en las células P388.

C. Estudio de la Estructura y Actividad de los Derivados de Deshidrofenilahistina Adicionales
Los efectos citotdxicos de la fenilahistina, deshidrofenilahistina y varios derivados adicionales de la deshidrofeni-

lahistina se examinaron en células de colon humanas HT-29 y células de adenocarcinoma prostatico PC-3 utilizando
la metodologia anteriormente descrita.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 3

Estudio SAR de fenilahistina, deshidrofenilahistina y de derivados de deshidrofenilahistina adicionales

Compuesto Estructura Forma P.M. ECso (nM)
de sal HT-29 PC-3
(-)-Fenilahistina o]
T NHJ\[' - 350.41 | 1600 n.t
N NH
N\ o)
0
KPU-1 Was NH)K’/\© - | 34840 | 48 | 47
SN NH
OPLH N 0
0
KPU-2 /=N NH = , ~ - 336.39 13 1
NH
- .
tBu-OPLH 2 YNH ~F
O
1
= Z
KPU-6 T ,1: Q - 366.41 | >2000 | nt
’ <" “OMe
tBu-0OPLH-0-OMe 1)
o) OMe
KPU-8 /=N NH = - 366.41 89
NH A A NH
tBu-OPLH-0-OMe
e}
§)
OMe
/=N NH =
KPU-9 NH__ Jm - 366.41 | 31
tBu-OPLH-m-OMe m
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Compuesto Estructura Forma P.M. ECso (nM)
de sal HT-29 PC-3
0 OMe
Z OMe
KPU-14 NHRN NH TFA 396.44 610 96%
A A NH
tBu-0OPLH-2,3- L 510.46
diOMe (+TFA)
0 OMe
KPU-12 NHRN NH™ - 396.44 | 4980
A A _NH
tBU-OPLH-2,4- OMe
e}
diOMe
O OMe
KPU-10 NHr\\N NH™ N - 396.44 | 1350
—
tBu-OPLH-2,5- = NH
0 OMe
diOMe
] OMe
KPU-15 NHRN NH™ TFA 396.44 | 4430 96%
A NH
tBu-OPLH-2,6- MeO 510.46
0
diOMe (+TFA)
5)
OMe
KPU-13 NH/QN NH™ - 396.44 | 2130
=N A __NH
tBu-OPLH-3 4- ! OMe
diOMe
e}
OMe
KPU-16 el NNHT . 396.44 | 42 82%
AN NH
tBU-DPLH-3,5- s} OMe
diOMe
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Compuesto Estructura Forma P.M. ECs (nM)
de sal HT-29 PC-3
0
OMe
KPU-11 el LA . 426.47 | >20uM
N NH
OMe
tBu-OPLH-3,4,5- o OMe
triOMe
O OMe
OMe
KPU-17 N ) NHW TFA | 42647 | 4060 | 94%
NP NH
OMe
tBu-OPLH-2,3,4- o 540.49
triOMe (+TFA)
e Cl
KPU-18 e NHJ\//\© TFA 370.83 42 100%
A _AI__NH
tBu-OPLH-0-Cl 5 484.86
- (+TFA)
KPU-19 0
cl
Bu-TPLH-m-Cl | {1\ NHJ\(\@ TFA | 37083 | 20 | 98%
N NH
3 484.86
—— (+TFA)
)
KPU-20 NHRN NH™ 7 TFA 370.83 | 545
AN F NH al
tBu-OPLH-p-Cl i ‘ 484.86
(+TFA)
0] ]
KPU-21 e N“J\/ TFA | 41583 | 51 | 100%
AN NH
tBu-OPLH-2CI-5- /K‘\)\E NO, 529.85
NO, (+TFA)
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Compuesto Estructura Forma P.M. ECso (nM)
de sal HT-29 | PC-3
0
JKK\ Q
KPU-22 WaL il ©:> TFA | 38040 | 82 95%
AN NH 3
tBu-OPLH-3,4- _ TO\/ 494.42
metilen-dioxi (+TFA)
0 OH
OMe
KPU-23 NN Z TFA | 38241 | 5870 | 86%
N NH
tBu-OPLH-2-OH- 3 496.44
3-Ome (+TFA)
(o-vanilina)
0)
KPU-24 NN ~ TFA | 364.40 | 7040 | 100%
AN
tBu-OPLH- 5 OMe 487.42
ciclizado-3-MeO (+TFA)
0
KPU-25 NH/‘QN NH = | x TFA 337.38 544 98%
s
tBu-OPLH-4- o NH N 565.42
0
piridilo (+2TFA)
0
KPU-28 NHRN NH™ S S TFA 337.38 | >20uM | 99%
A A NH N~
tBu-OPLH-2- 565.42
0
piridilo (+2TFA)

44




20

25

30

35

40

ES 2 295 695 T3

Compuesto Estructura Forma P.M. ECso (nM)
de sal HT-29 PC-3
0
0
KPU-26 /=N NH)m TFA 326.35 | 600 88%
NH A A NH
tBu-CPLH-2-furilo hi 440.37
0
(+TFA)
b
. S._-Me
KPU-27 N N TFA | 35644 | 80 | 97%
A A _NH
tBu-OPLH-5-Me- 5 470.47
2-tienilo (+TFA)
o)
S
KPU-29 N /=N NH™ 7 W TFA 356.44 44 81%
AN\
tBu-OPLH-3-Me- Mé 470.47
0
2-tienilo (+TFA)

Ejemplo 5

Otros Andlogos de Deshidrofenilahistina

A. Modificaciones de la sintesis de los derivados de deshidrofenilahistina

Se sintetizaron otros derivados de deshidrofenilahistina utilizando las técnicas anteriores solas o junto con otras
técnicas de sintesis orgdnicas bien conocidas.

Las modificaciones de la diacildicetopiperazina y el primer y segundo aldehidos involucrados en el método de
sintesis varfan de acuerdo con el derivado deseado para producir. Los derivados sintetizaron que:

A) modifican el anillo de fenilo y/o introducen otros sistemas de anillo aromatico,
B) alteran la posicion del anillo aromatico,
C) alteran el sistema de anillo aromatico de imidazol y/o
D) modifican la posicidn 5 en el anillo de imidazol.
La figura de abajo representa las regiones del compuesto de la deshidrofenilahistina modificadas para producir

los derivados de la deshidrofenilahistina. Se describen ejemplos no limitantes de las modificaciones y en base a esta
descripcién pueden entenderse por aquellos expertos en la técnica.
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C/\ j”\B

/Q‘NH\'/

5
A NN J
~ o]
\_ A
%
10 D J

A 1) Modificacién del anillo de fenilo en base a la estructura de los compuestos de anti-tubulina conocidos

15 Alquilo, Halégeno, Alcoxi, Acetilo, Sulfonamida, Amino, Hidroxilo, Nitro, etc.
20
HaCO Q OH HoNO,S” : HNT
CH3O ~Y
25 OCH;3 Peso Mol.: 385.85
Cl
27070
OCH, Combretastatina A-4 0.15 ug/mL
Colchicina P-388 Fase I
30
2) Introduccién de otros sistemas de anillo aromdtico
35

. AQﬁA@AQm/?/I)A@A@fS
PUCERGR &

45

50 B Posicion del anillo aromatico

C Cambio a los otros sistemas de anillo

55
H/;: 7 NH /=N S/§ x
A o T—> =~ =L 7 = P
60
etc
65

D  Modificacién adicional de la posicion S en el anillo de imidazol
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Expandiendo las modificaciones anteriores para el compuesto de la deshidrofenilahistina, los derivados del com-
puesto pueden incluir las siguientes sustituciones en al anillo de fenilo (A): -CF;, -SO,NH,(-SO,NR|R,), -SO;H,
-CONH,(-CONR|R;), -COOH, etc. Otros sistemas de anillo (C) también pueden incluir lo siguiente:

\N /§N -~
=~ H H H
X 2 ‘:$
etc

\{: \

. va

g & : PN

Q \D 0 4\?45\ 0 ,ﬁ\“ \,,_'%”
M. M " .'f'[ N JY

B. Ejemplos de derivados de la deshidrofenilahistina sintetizados

Se describen en la Tabla 4 ejemplos adicionales de los derivados de la deshidrofenilahistina sintetizados.

TABLA 4

Derivados sintetizados adicionales de deshidrofenilahistina

Compuestos Estructura Forma de sal P.M.
0
KPU-20 N /=N NH™ Yy 0 TFA 370.83
H ~_-NH ~
tBu-OPLH-p-Cl b cl 484.86
0
(+TFA)
O O—\O
KPU-30 a NN YT [ TFA 380.40
AN NH
tBu-OPLH-2,3- X 494.42
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Compuestos Estructura Forma de sal P.M.
metilendioxi (+TFA)
O
KPU-31 /SN NHT O | 2 TFA 337.38
H
tBu-OPLH-3-piridilo A NN 565.42
-7 o (+2TFA)
KPU-32 /‘\N NH TFA 350.41
tBu-OPLH-0-Me 464.44
(+TFA)
KPU-33 /=N NHJW = 2 TFA 351.40
NH_A A NH N~
Tbu-OPLH-3-Me-2- 579.45
0 Me
piridilo (+2TFA)
0
KPU-34 /=N NH™ TFA 354.38
NH
-
tBu-OPLH-4-F N F 468.40
0 (+TFA)
0
KPU-35 /=N NHT N F TFA 354.38
NH_ = NH
tBu-OPLH-m-F 468.40
0
(+TFA)
O Me
KPU-36 /=N NH)J\(/ aw 2 TFA 356.42
NH L L NH N
tBU-OPLH-5-Me-4-im 584.47
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Compuestos Estructura Forma de sal P.M.
(+2TFA)
0 F
KPU-37 /\N NH TFA 354.38
= /
tBu-OPLH-o-F 468.40
(+TFA)
0
Z Me
KPU-38 NHRN NH TFA 350.41
A AN _NH
tBu-OPLH-m-Me ! 464.44
(+TFA)
0
KPU-39 N HFN NH™ TFA 350.41
AN A _NH
tBu-OPLH-p-Me Me 464.44
o}
(+TFA)
0
KPU-40 /=N NH™ TFA 415.28
NH A A NH
tBu-OPLH-p-Br Br 529.31
o}
(+TFA)
0
Br
KPU-41 /=N NH™ TFA 415.28
A ___NH
tBu-OPLH-m-Br ! 529.31
(+TFA)
0
KPU-42 /=N NHJmS TFA 342.42
H A A w =
tBu-OPLH-3-tienilo 456.44
o

(+TFA)
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Compuestos Estructura Forma de sal P.M.
0
KPU-43 /=N NH = = TFA 361.40
NH /Mﬁ?@
{Bu-OPLH-p-CN /K Tof TGN 475.42
(+TFA)
0
OE
KPU-44 /=N NHJ\/ l = TFA 380.44
NH N NH =
tBu-OPLH-m-EtO 494 .46
o)
(+TFA)
0 OMe
KPU-45 /=N NH= TFA 426.47
NH X A NH
tBu-OPLH-2,4,6- MeO OMe 540.49
o}
TriOMe (+TFA)
o) NO,
KPU-46 /=N NH = TFA 381.39
NH
T
tBu-OPLH-0-NO, ZNH 495.41
0 (+TFA)
0
NO
KPU-47 /=N NH™ 2 TFA 381.39
NH L A _NH
tBu-OPLH-m-NO, i 495.41
(+TFA)
0
KPU-48 a oY N Z TFA 381.39
AN A _NH NO
tBu-OPLH-p-NO, o 2 495.41

(+TFA)
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Compuestos Estructura Forma de sal P.M.
O
KPU-49 Wal NH/\K\’//\@CN TFA 361.40
AN A NH
tBu-OPLH-m-CN m 475.42
(+TFA)
0 Br
KPU-50 /=N NH = \ ~ TFA 415.28
tBu-OPLH-0-Br > /\[(NH 7 529.31
- © (+TFA)
0
KPU-51 e ﬁ“%\@% TFA 352.39
tBu-OPLH-m-OH I 466.41
(+TFA)
0 NO,
KPU-52 /=N NH = TFA 415.83
tBu-OPLH-2-NO,-5-Cl M A A 520.85
© cl (+TFA)
0o OH 352.39
KPU-53 /=N NH = TEA 466.41
tBu-OPLH-0-OH NH AL A N (+TFA)
O
O OH
KPU-54 HRN NH™ Y TFA 382.41
tBu-OPLH-2-OH-5-Ome - /\{(NH 496.44
o)

OMe

(+TFA)
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Compuestos Estructura Forma de sal P.M.
@}
KPU-55 /=N NH - I A TFA 326.35
NH
tBu-0PLH-3-furanilo ZNC N o 440.37
0 (+TFA)
O OH
KPU-56 /=N NH = TFA 431.28
tBu-OPLH-2-OH-5-Br NN ~NH 545.31
0 Br (+TFA)
0
OH
KPU-57 e NHJK!A TFA 382.41
)\/K[r -NH / OMe
tBu-OPLH-2-OH-4-OMe /( 496.44
(+TFA)
J P
KPU-58 N\ N 7 !\ TFA 382.41
AN NH P OMe
tBu-OPLH-2-OH-4-OMe X 496.44
(+TFA)
oH
KPU-59 PN NH TFA 386.83
A
tBu-0PLH-2-OH-5-Cl (+TFA)
500.86
O
KPU-60 /=N NH \ CH, TFA 340.38
AN NH
tBu-OPLH-5-Me-2- 454 .40

furanilo

(+TFA)
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Compuestos Estructura Forma de sal P.M.
o
KPU-61 =N N \ / al TFA 376.86
N
tBu-OPLH-5-Cl-2-tionilo 490.88
(+TFA)
O
KPU-62 /\N NH TFA 342.42
tBu-OPLH-2-tionilo NS 456.44
(+TFA)
3
KPU-63 /\N NH TFA 339.39
tBu-TPLH-N-Me-2- 7N 453.42
pirrol (+TFA)
SN v ,C‘
KPU-64 /=N NH/U\( | TFA 405.27
NH L NH
~NF ==
tBu-OPLH-3,5-diCl i
o) Cl
O
~ . CF
KPU-65 oL B T TFA 404.39
N -NH -
tBu-OPLH-m-CF, !
o) = l
KPU-66 <N NH TFA 386.44
H

tBu-0OPLH-1-Naftaleno
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Compuestos Estructura Forma de sal P.M.
O
KPU-67 NN NE RS TFA 386.44
- NH >
tBu-OPLH-2-Naftaleno o
0 Gl
Z cl
KPU-68 NH/‘\‘N NH TFA 405.27
NG NH
tBu-OPLH-2,3-diCl 1
o
KPU-69 /=N NH 2 AN TFA 362.42
NH A _NH
/ »
tBu-OPLH-m-Vinilo
0
0 F
KPU-77 /~N NH S TFA 480.28
NH
tBu-OPLH-2-F-5-1 N - NH
O i
P
KPU-79 NH/QN NH = ‘\ TFA 368.45
tBu-OPLH-2-(Metiltio) = /fK[(NH P
— 0
(8]
OCF,4
KPU-80 /=N NHJ\/U TFA 420.38
A _A__NH

tBu-OPLH-m-OCF;
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Compuestos Estructura Forma de sal P.M.
KPU-81 /=N NH TFA 384.38
{Bu-OPLH-2-F-5-Ome /K‘L
OMe
KPU-82 ol NHJ\V//\G: TFA 384.38
{Bu-OPLH-4-F-3-Ome
KPU-83 HN/’:’N Nk TFA 408.39
AN
tBy-OPLH-2-OH-5-tBu
KPU-84 /=N NH™ TFA 341.39
AN L L NH
{Bu-0OPLH-ciclohexano
s}
~ F
KPU-86 /=N Ni TFA 368.39
HN A A NH
tBu-OPLH-2-Me-3-F
0
F
KPU-87 TFA 368.39

tBu-OPLH-2-F-5-Me

/=N NH™ &
AN\ L _NH
o)
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Compuestos Estructura Forma de sal P.M.
9] F
KPU-88 /=N NH = TFA 388.83
N A L _NH
tBu-OPLH-2-CI-6-F Cl
O
[e) F
KPU-89 /=N NH = TFA 372.38
AN L L NH
tBu-OPLH-2,5-di-F
o) F
0
KPU-90 /=N NH = TFA 364.38
AN
tBu-OPLH-2,3-diMe
o
(0]
KPU-91 " /=N NR™ Y TFA 364.38
N A A _NH
tBu-OPLH-2,6-diMe
e}
[} NO,
OMe
KPU-92 ) NH)K(\@/ TFA 411.39
AN NH
tBu-OPLH-2-NO,-3- 0
Ome
o)
KPU-93 /=N NH = TFA 364.38

tBu-OPLH-2,5-diMe

N A A _NH
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Compuestos Estructura Forma de sal P.M.

Me
KPU-94 TFA 381.399
ﬁ NH

tBu-OPLH-2-NH2-3-

Ome
0 NH,
KPU-96 /=N NH~ & TFA 351.41
HN N NH
tBu-OPLH-2-NH,
o)
0
NH,
KPU-97 /=NNHT TFA 351.41

AN A A NH

tBu-OPLH-m-NH; o

C. Evaluacion de los derivados de deshidrofenilahistina

La evaluacién de los derivados anteriormente descritos se valoran de acuerdo con los métodos descritos en el
Ejemplo 3. La evaluacién adicional de los derivados se extiende a las actividades especificas tales como determinar el
efecto de inhibicién sobre la proliferacion celular, los efectos sobre un mecanismo celular especifico (i.e., funcién de
microtubulo), los efectos de la progresion celular, la evaluacion in vitro de la actividad antitumoral contra las lineas
celulares de céncer, etc. Se dan abajo algunos protocolos del método de evaluacion.

1) Efecto de inhibicion de la Proliferacion Celular de la Deshidrofenilahistina y Sus Andlogos

Dentro de cada pozo de una placa de microtitulacién de 96 pozos, 100 ul de células A-549 derivadas a partir
de cancer de pulmén humano preparados a 10° células/ml se colocé en un medio de cultivo obtenido mediante la
adicién de 10% de suero de feto bovino para el medio de cultivo EMEM (Nissui Seiyaku Co., Ltd.) que tiene un
efecto antitumor contra las células A-549 derivadas a partir del cancer de pulmén humano. La solucién de metanol del
derivado obtenido mediante los ejemplos listados arriba se agregé a los pozos de la fila predominante, los especimenes
se diluyeron mediante el método de dilucién de medio log y se agregaron y la placa se incub6 en un incubador de gas
de diéxido de carbono a 37°C durante 48 horas. El resultado se agregd en porciones de 10 ul con el reactivo MTT
(3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2H-tetra-bromuro) (1 mg/ml e PBS), seguido por la incubacién en un incubador
de gas de diéxido de carbono a 37°C durante 6 horas. El medio de cultivo se desechd y el cristal de los producido en las
células se disolvid en 100 ul/pozo de dimetilsulf6xido. La absorcién ligera de 595 nm se midié entonces con un lector
de microplaca. Mediante la comparacién de las absorciones ligeras de las células no tratadas para aquellas células
tratadas con un espécimen de una concentracion conocida, se calculé la concentracién del espécimen que inhibi6 la
proliferacién celular el 50% (ICsy).

2. Actividad de inhibicion el Ciclo Celular de la Deshidrofenilahistina y Sus Andlogos

La cepa celular A431 se deriva del cdncer de pulmén humano. El medio de cultivo EMEM contiene 10% de suero
fetal bovino y 1% de la solucién aminodacida no esencial de MEM (SIGMA M2025) se utilizaron para incubar células
A431 a 37°C en un incubador saturado con 5% de gas de di6xido de carbono y vapor de agua. El espécimen refinado
de la deshidrofenilahistina obtenido mediante los métodos anteriores se agreg6 a las células en la fase de crecimiento
log y la progresion del ciclo celular se analizé mediante el citometro de flujo y observacién microscdpica.
Ejemplo 6
Relacion Estructura-Actividad de los Derivados de la Deshidrofenilahistina Sintetizada (DeshidroPHL)

1) Vista general de la sintesis derivativa

Muchos, pero no todos de los derivados de la deshidroPHL descritos en la presente incluyen una, dos o tres mo-
dificaciones en el anillo de fenilo (Figura 5 abajo). Los derivados se sintetizaron mediante los métodos anteriormente
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descritos. Como se muestra en la Tabla 5, ciertos compuestos mostraron mds actividad citotdxica potente que la deshi-
droPHL y tBu-deshidroPHL. El compuesto mds potente exhibié un valor EC50 de 3 nM que fue KPU-90. Este valor
fue 16 veces y 4 veces mayor que aquel de la deshidroPHL y la tBu-deshidroPHL respectivamente. Estos derivados
tienen mono-sustitucion en la posicién o u m del anillo de fenilo con los d4tomos de halégeno tales como fldor y cloro
o del grupo metilo, vinilo o metoxi. Los derivados con sustituciones para las estructuras de heteroarilo tales como
los anillos de naftaleno, tiofeno y furano también producen una actividad potente. KPU-35, 42, 69, 80 y 81 también
mostraron actividad mayor que la tBu-deshidroPLH.

TABLA 5

Derivados de deshidroPLH potente sintético

Compuesto Estructura ECso (nM)
o
P 2 ™ -OM
KPU-9 w NN 31
= /‘\R/NH =
0]
O
Z F
KPU-35 /=N NH 10
NA AL N
0]
0 Cl
KPU-18 /=N NH = 42

KPU-19 /=N NH™ & 20
NH___ = NH
o]
0
Me
KPU-38 /=N NH" 45
NH A A _NH
e}
(0] F
KPU-37 /=N NH 7 21
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Compuesto Estructura ECso (nM)
o)
Br
KPU-41 /=N NH ¢ 31
NH A A _NH
o)
0
~ D
KPU-29 /=N NH =~ K\ 7/ 44
NH /J‘\/'\ NH -/
I Mé
0
0
oM
KPU-16 WAL = 42
= /\\n/NH
Me
e
KPU-32 /\N NH 42
SN
KPU-42 /=N NHJ\/\CS 54
NH I L ne =
o
0 NO,
KPU-46 44
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Compuesto Estructura ECs0 (nM)
0
OE
KPU-44 N N Y 43
A _A__NH
0
0
tBu-0PLH NH/‘\‘N NH™ 13
A A _NH
KPU-2
0
0
KPU-69 /=NNHT Y o 16
NH AWNH
_ s ~OCF;
KPU-80 Y N“J\/U 13
0 F
KPU-81 /=N NH/[K'// 19
NH L __A_ _NH
O OMe
3
KPU-90 /=N NRT O 3

HN A L _NH

60
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Compuesto Estructura ECso (nM)
0

5

DeshidroPLH /=N NH = 48

U-1) NH = NH
(KPU-
AN

10 o
15

2) Introduccion de los grupos metoxi al anillo de fenilo

La colchicina reconoce el mismo sitio de enlace en -tubulina como PLH. La colchicina tiene cuatro grupos metoxi
20 caracteristicos en sus anillos A y B. Se llevaron a cabo una serie de sustituciones con los grupos metoxi sencillos o
multiples y los resultados de la actividad citotéxica se muestran en la Tabla 6.
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TABLA 6

Efecto de la sustitucion del grupo metoxi en la proliferacion de las células HT-29

AN NH

Compuesto Estructura ECS50 (nM)
o)
DeshidroPLH (KPU-1) /=N NH™ Y~ 48
NH A A NH
N 0
tBuOPLH O
(KPU-2) NH/EN NH/lL = 13
N NH
0
O OMe
KPU-8 /=N NH = 89
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Compuesto Estructura ECS50 (nM)
[e]
OMe
/=N NH = 31
Wl ?“@r
0
o)
KPU-6 el NHJ\/\\@\ 6730
N NH OMe
(e}
(] OMe
KPU-10 /=N NH™ 1350
NH A A _NH
(o] OMe
0O OMe
KPU-12 wa NHJ\/\@ 4980
7N NH OMe
o}
0
OMe
KPU-13 e NHW 2130
AN vl OMe
0
0O OMe
OMe
KPU-14 AL A ~ 610
A _NH

o)
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Compuesto Estructura EC50 (nM)
O OMe
KPU-15 /=N NH = 4430
N NH
MeO
O
O
OMe
KPU-16 N N NE T 42
N NH
¢ OMe
0O
KPU-24 /=N NH oz 7040
NH N N
O OMe

El resultado demostré que las sustituciones en la posicién m u o incrementaron la actividad citotéxica contra las
células HT-29. KPU-9 y 16 mostraron alta actividad. Los derivados de metoxi con triple sustitucién (KPU-11, 17 y
45) también mostraron actividad. La estructura de KPU-24 se asign6 mediante el andlisis MASS.

3) Modificacion con los grupos de retiro de electron

Para estudiar més amplia la relacién estructura-actividad en el anillo de fenilo, se introdujeron una serie de dife-
rentes grupos funcionales, los cuales incluyen tanto grupos de donacidén como de retiro del electrén. El resultado de la

citotoxicidad contra las células HT-29 se muestra en las Tablas 7 y 8 respectivamente.

La sustitucion en la posicién o u m efectivamente increment6 la actividad. Estos resultados fueron bien consistentes
con el caso del grupo metoxi.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 7

Efecto del grupo de retiro de electron en la proliferacion de células HT-29

Compuesto Estructura ECso (nM)
0 Cl
KPU-18 /=N NH Z | N 42
NH /—l\{ rNH s
O
Q
_ _cl
KPU-19 NH/QN NH 20
N NH
o)
0
KPU-20 e NH)m 545
AN NH a
0
0 Cl
KPU-21 /=N NH™ 51
NH _ A _NH
o) NO,
0 NO,
KPU-52 /=N NH & 110
NH _A A _NH
0 cl
5] F
KPU-37 /=N NH 21
H N NH
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Compuesto Estructura ECs (nM)
0
= F
KPU-35 /=N NH 10
NH pZ NH
o
0
KPU-34 %)\(\Q\ 466
(])\ Br
KPU-50 /=N NHJ ‘l ~ 38
%‘\/\\( /
Br
KPU-41 /=N NH = 31
NH A A NH
O
O
KPU-40 /=N NH = ‘\ 623
NH = A{rNH -
Br
0]
o) NO,
KPU-46 44
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Compuesto Estructura ECso (nM)
0
NO
KPU-47 /=N NH 2 40
NH__ A _NH
0
0
/=N NH =
KPU-48
NO,
0
o}
CN
KPU-49 /=N NH/U\(/ 28
NH L A NH
0
0
KPU-43 Wa NH’K/\©\ > 20 uM
= N
Pz H cN
0
TABLA 8

Efecto del grupo de donacion de electron en la proliferacion de las células HT-29

Com'puesto

Estructura

ECe, (NM)

KPU-8

O OMe

/=N NH =
NH A _NH

89
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Compuesto Estructura ECs (nM)
0
KPU-9 /=N NH™ OMe 31
NH L A _NH
o)
0
KPU-6 NHRN NH = 6730
s
& NH OMe
0
0
OE
KPU-44 H/<N NH™ 43
AN AN NH
o)
0] O—\
KPU-30 /=N NH~ \, Sy 0 477
H % NH Y=z
— 0
o)
KPU-22 l o O> 82
s
O Me
KPU-32 /=N NHJ\K\ 42
AN A_NH
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Compuesto Estructura ECs (nM)
0
- M
KPU-38 /=NONHD ° 45
= /JYNH
6]
O
KPU-39 f\ N NH 460
= /
Me
- = o
KPU-53 H/:N NHJ\IA© > 20 pM
P NH
O
O
KPU-51 /=N NH
I\\/Sr 617
KPU-23 N NH/U\( 5870
A A
0 OH
KPU-58 /=N NH)l =
B NH A NH I > 20 0OM
e
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Compuesto Estructura ECs (nM)
O OH
KPU-54 /=N NH = ‘\ > 20 uM
NH__ = NH P
0 OMe
0
OH
KPU-57 a N NET Y > 20 uM
AN NH OMe
o

La presente invencién no se une o limita por cualquier teoria cientifica particular. Sin embargo, se aprecia que
aquellas personas expertas en la técnica puedan interpretar los resultados presentados en la presente para suge-
rir que un grupo funcional relativamente mds pequefio afecta menos la obstruccién estérica, tal vez pueda pro-
ducir actividad mds potente y grupos ligeramente grandes tales como el grupo etoxi (cuando se compara con el
grupo metoxi) o el dtomo Br (cuando se compara con el dtomo Cl) puede afectar la obstruccién estérica no fa-
vorable para la interaccién con por ejemplo, el sitio de enlace a tubulina. Ademds, debido a la propiedad eléctri-
ca de estos sustituyentes no afecta la actividad, se sugiere que estas sustituciones relativamente pequefias no in-
teractian directamente con el sitio de enlace de S-tubulina pero restringen la conformacién de deshidroPLH ade-
cuada para la unién. O, como otra hipétesis posible, la propiedad hidrofébica puede ser un factor mds importan-
te en el sitio de enlace para la posicién o u m en el S-tubulina, ya que la introduccién del grupo hidroxil hidro-
filico, el cual puede formar la unién del hidrégeno como un donador de hidrégeno, disminuye drasticamente la
actividad.

Como se muestra en la Tabla 9, el efecto de los sustituyentes en la actividad citotdxica en la posicién o puede or-
denarse, como en el caso de la posicién m en la Tabla 10. Pueden también modificarse adicionalmente los compuestos
que tienen los grupos funcionales efectivos, los cuales mostraron actividad mayor que la tBu-deshidroPLH. Y ya que
se observé la migracion de la estereoquimica a partir de Z hasta E bajo radiacion ligera visible, los sustituyentes que
disminuyen la densidad del electr6n en las uniones conjugadas dobles puede contribuir a la reduccién de la migracién
Z hasta E a la luz de los resultados en mds estructuras fisicoquimicamente estables. La temperatura también puede
efectuar su migracion.

Puede preferirse la modificacién en dos partes del anillo para el desarrollo de los compuestos potentes pero también
biolégicamente estables. El anillo de fenilo de la fenilahistina se oxida mediante citocromo P-450. La modificacién
doble que reduce la densidad del electrén del anillo de fenilo puede por lo tanto ser efectiva para prevenir la oxidacién
de P-450. Asf, la combinacién del grupo de retiro del electrén pequefio tal como el dtomo de floro hacia el elemento
que puede incrementar la actividad como -Ome, -Me, -Cl, -F y Br puede resultar en compuestos de droga mds potentes
y bioldégicamente estables.
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TABLA 9

Resumen de la modificacion en la posicion-o

Compuesto Estructura ECso (nM)
KPU-2 =N NH)H/ 48
SN
0 OMe
KPU-8 /=N NH = 89
NH A NH
@)
O F
KPU-37 /=N NH - \ ~ 21
NH L n/NH _
O
O Cl
KPU-18 /=N NH ~ 42

NH/ o NH
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Compuesto Estructura ECso (nM)
0] Br
KPU-50 /=N NH = 38
NH__ L A NH
0]
O NO,
KPU-46 /=N NH = 44
NH . NH
O
0] Me
KPU-32 /N NH = 42
NH__L A NH
0]
0 OH
KPU-53 /=N NH = >20 uM
NH P NH
0]
TABLA 10
Resumen de la modificacion en la posicion-m
Compuesto Estructura ECso (nM)
O
KPU-2 48

/<N NH™
NH L A NH
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Compuesto Estructura ECso (nM)
)
OMe
KPU-9 /=N NH" 31
NH _ L A _NH
0
0
F
KPU-35 /=N NH =~ 10
NH L _NH
0
0
/ cl
KPU-19 HRN NH 20
NN _NH
o
o)
N N = R Br
KPU-41 NH/t H ] 31
N~ l,NH P
o)
0
NO,
== = -
KPU-47 N N“W 40
A~ _NH
0
0
Me
KPU-38 al NN ~ 45
A __A__NH
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Compuesto Estructura ECso (nM)
0

KPU-51 e ) M N: o 617
0
0

KPU-49 ai N N N 28

A A NH

o)
0

KPU-44 /SNONHT ot 43

AN NH

4) Sustitucion del anillo de fenilo en los arilo-heterociclos

El anillo de fenilo también puede reemplazarse mediante los grupos de heteroarilo. El resultado de tales reemplazos
en términos de actividad citotéxica se muestran en la Tabla 11. Ya que los d&tomos de nitrégeno arilico pueden formar
una unién de hidrégeno con un grupo NH del anillo de dicetopiperazina y restringir la conformacién de la molécula
entre los anillo de piridina y dicetopiperazina hacia una estructura uniplanar, la conformacién activa de deshidroPLH
puede requerir un cierto nivel del dngulo dihedral formado por la repulsién estérica entre un dtomo de hidrégeno de
amida del anillo de dicetopiperazina y un d&tomo de hidrégeno del anillo de fenilo (Figura 6).

(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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TABLA 11

Efecto del reemplazo con el anillo de heteroarilo en la proliferacion de las células HT-29

Compuesto Estructura ECso (nM)
0
KPU-28 /=N NH = X > 200M
NH A NH N~
- 0]
0
KPU-31 PN NH 96
ZNE NH
0O
KPU-25 /=N NH = X 544
NH A A nn LN
o
O
KPU-33 /=N NH = X > 200M
NH A A NH N
0 Me
8]
o)
KPU-26 /=N NH ) 600

H L L NH
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Compuesto Estructura ECso (nM)
0
/SNONH PO
KPU-60 Yk 71
AN
KPU-43 /=N NH 54
f\”‘ﬁ(
Me
KPU-27 /=N NH / ® 80
NH L NH \ )
- 0
0
S
KPU-29 /NN N 44
a2~ NH
Me
O
o)
s
KPU-61 SN N Yat 184
A A _NH
o]
¢) Me
KPU-36 /=N NH™ & 2790
NH A L N NN
0
0 CHy
N
KPU-63 /<N NH ¥ 105

N NH

El reemplazo del anillo de fenilo con un anillo de furano o tiofeno mas pequefio, por ejemplo KPU-29 o -42
exhibi6 actividad. El anillo de fenilo puede cambiarse hacia otra estructura aromatica mientas que mantiene la actividad
potente.
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5) Metabolismo de la fenilahistina

En un reciente estudio, la fenilahistina (+) se trat6 con un microsoma hepatico de rata o hepatico humano P450s.
En el caso humano se detectaron al menos siete metabolitos y dos de ellos, i.e., P1 y P3 tuvieron metabolitos mayores,
representando mds del 60% de los metabolitos recuperados.

Ya que no existe la estructura de exo-olefina en tBu-deshidroPLH, los derivados sintetizados presentes no tiene
oxidacion como P1 y P4. Sin embargo, las oxidaciones tales como P3 y P5 se formaron durante el metabolismo
hepético. Varios derivados, los cuales evitan tal metabolismo, son efectivos para prevenir la oxidacién de P450 en el
anillo de fenilo. El anillo de imidazol también se modificé para prevenir la oxidacién no favorable.

6) Estabilidad fisicoquimica de deshidroPLH

La estabilidad fisicoquimica es uno de los problemas no favorables de deshidroPLH. En la fenilahistina, ya
que no existe estructura de olefina adicional en la parte de bencilo, no hay mucho problema. Sin embargo, en
la deshidroPLH, el residuo de bencilideno puede activarse facilmente, probablemente con la luz visible y ocurre
frecuentemente la migracién de Z hasta E debido a la existencia de la conjugacién mds grande del doble enla-
ce. Esta migracion ocurre ain bajo luz ambiental natural. En el ensayo citotoxico, algunos de los compuestos mi-
gran hacia la forma E durante la incubacién, aunque esta migracion probablemente equilibra en la proporcién 1:1
en el caso de deshidroPLH. Esta migracion puede controlarse. La migracién Z hasta E también se conoce en la
combretastatina A4, un mismo tipo de inhibidor de tubulina y se reportaron algunos estudios para mejorar este
problema.

7) Sintesis de Prodroga

La forma E también puede utilizarse como una prodroga de deshidroPLH o de uno o mds de sus andlogos, in-
cluyendo aquellos andlogos descritos en la presente. Una de las propiedades no deseadas de las drogas anti-tubulina
involucra su baja selectividad entre los tejidos del tumor e intactos, aunque estas drogas pertenecen a una de las
terapias moleculares objetivo. Esto provoca efectos colaterales no deseados. Sin embargo, si los compuestos fun-
cionan selectivamente solo en tejidos de tumor, pueden reducirse los efectos laterales negativos de las drogas de
anti-microtibulo. Ya que puede producirse la deshidroPLH (forma Z) a partir de su isémero E mediante irradiacién
de luz visible, la forma E se administra y la foto irradiacion se lleva a cabo solamente en el sitio del tumor, des-
pués solamente se dafia el tumor mediante la forma Z foto-producida y se reduce el efecto adverso en los tejidos
intactos.

La forma E puede protegerse quimicamente mediante la adicién de un grupo acilo voluminoso pero biodegradable,
el cual se introduce en el anillo de dicetopiperazina como una prodroga. Este grupo acilo puede unirse mediante la
proteasa en el cuerpo. Por lo tanto, el compuesto E acilado se mantiene antes de la administracién, entonces después
de la administracion se cambia al grupo E real, el cual puede migrar a la forma Z bioactiva mediante foto irradiacién
local.

El esquema sintético de esta forma E de acilo de tBu-deshidroPLH se resume en la Figura 9.

Ejemplo 7
Formulaciones Farmacéuticas de las Deshidrofenilahistinas Sintetizadas
1) Formulaciones Intravenosamente Administradas mediante Goteo, Inyeccion, Infusion o Similar

Los viales que contienen 5 g de glucosa en polvo, cada uno se agregan asépticamente con 10 mg de un com-
puesto sintetizado por el método y sellado. Después de cargarse con nitrégeno, helio u otro gas inerte, los viales
se almacenaron en un lugar oscuro frio. Antes de su uso, los contenidos se disolvieron en etanol y se agrega-
ron a 100 ml de un 0.85% de solucién de agua fisioldgicamente salada. Se administré la solucién resultante co-
mo un método para inhibir el crecimiento de un tumor canceroso en un humano diagnosticado como que tiene tal
tumor a aproximadamente 10 ml/dia hasta aproximadamente 1000 ml/dia, intravenosamente mediante goteo o via
una inyeccion subcutdnea o intraperitoneal como se considere apropiado por aquel de experiencia ordinaria en la
técnica.

2) Formulacion para Administrarse Oralmente o Similar

Una mezcla obtenida mediante el mezclado completo de 1 g de un compuesto sintetizado por el método, 98
g de lactosa y 1 g de hidroxipropil celulosa se formé en granulos mediante cualquier método convencional. Los
granulos se secaron completamente y separaron para obtener una preparacion de granulo adecuada para envasar en
botellas o mediante sellado con calor. Las preparaciones de granulo resultantes se administraron oralmente a entre
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aproximadamente 100 ml/dia hasta aproximadamente 1000 ml/dia, dependiendo de los sintomas, como se considere
apropiado por aquel de experiencia ordinaria en la técnica para tratar tumores cancerosos en humanos.

3) Formulacion para Administrarse Topicamente

La administracion a un individuo de una cantidad efectiva del compuesto puede también llevarse a cabo tépica-
mente al administrar el(los) compuesto(s) directamente al drea afectada de la piel del individuo. Para este propdsito, el
compuesto administrado o aplicado es en la forma de una composicién que incluye un vehiculo tépico farmacoldgica-
mente aceptable tal como un gel, un ungiiento, una locién o una crema, el cual incluye sin limitacién tales vehiculos
tales como agua, glicerol, alcohol, propilen glicol, alcoholes grasos, triglicéridos, ésteres de acido graso o aceites
minerales. Otros vehiculos tépicos incluyen petrdleo liquido, isopropil palmitato, polietilen glicol, etanol (95%), mo-
nolaurato de polioxietileno (5%) en agua o lauril sulfato de sodio (5%) en agua. Pueden agregarse segtin sea necesario
otros materiales tales como anti-oxidantes, humectantes, estabilizadores de la viscosidad y agentes similares. Pueden
también incluirse los mejoradores de la penetracion percutdnea tales como Azona. Ademds, en ciertas instancias, se
espera que el compuesto pueda disponerse dentro de los dispositivos colocados en o bajo la piel. Tales dispositivos
incluyen parches, implantes e inyecciones que liberan el compuesto dentro de la piel mediante ya sea mecanismos de
liberacién pasiva o activa.

Ejemplo 8
Farmacologia in vitro de KPU-2, KPU-35 y t-butil fenilahistina

Los estudios de eficacia in vitro llevados a cabo con KPU-2, KPU-35 y t-butil fenilahistina incluyen: A) un panel de
seis lineas celulares de tumor, B) estudios en células de tumor resistentes a la multidroga y C) estudios para determinar
el mecanismo de accién.

A). Estudio de KPU-2, KPU-35 y t-butil fenilahistina en un panel de seis lineas celulares de tumor

Se utilizaron las siguientes lineas celulares (fuente en paréntesis): HT29 (tumor de colon humano; ATCC; HTB-
38), PC3 (tumor de préstata humano; ATCC; CRL-1435), MDA-MB-231 (tumor de mama humano; ATCC; HTB-
26), NCI-H292 (tumor de pulmén de célula no pequefia humano; ATCC; CRL-1848), OVCAR-3 (tumor de ova-
rio humano; ATCC; HTB-161), B16-F10 (melanoma murino; ATCC; CRL-6475) y CCD-27sk (fibroblasto huma-
no normal; ATCC; CRL-1475). Las células se mantuvieron a densidades subconfluentes en sus medios de cultivo
respectivos.

Se llevaron a cabo los ensayos de citotoxicidad como se describié anteriormente en el Ejemplo 4, utilizando
fluorescencia Resazurin como un indicador de la viabilidad celular.

Los compuestos descritos son agentes efectivos contra una variedad de lineas celulares de tumores diferentes
y distintos. Especificamente, por ejemplo, KPU-2 y KPU-35 fueron mds efectivos en la linea celular del tumor
HT-29, tanto en los términos de potencia (activo en el rango nanomolar bajo) como eficacia (responde mas en los
términos del efecto citotéxico mdximo); t-butil-fenilahistina exhibe su mayor potencia contra la linea celular del
tumor PC-3, aunque la mayor eficacia se desplegd contra la linea celular HT-29; KPU-2 y KPU-35 fueron ge-
neralmente 10-40 veces mdas potentes que t-butil-fenilahistina mientras que la eficacia fue similar para todos los
tres compuestos en las diferentes lineas celulares de tumor; las lineas celulares de tumor HT-29, PC-3, MDA-
MB-231 y NCI-H292 todas responden de manera similar a los compuestos NPI, mientras que B16-F10 parece que
es algo menos sensitivo. La t-butil-fenilahistina desplegd una marcada diferencia entre los fibroblastos normales
y las lineas celulares de tumor, con una proporciéon que varia a partir de >20->100 excepto por la linea celular
OVCAR-3.
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TABLA 12
Actividad de KPU-2, KPU-35 y t-butil fenilahistina en el Examen del panel del Tumor

Linea Celular KPU-2 KPU-35 t-buti-fenilahistina
Sig. SD | n Sig. SD | n Sig. | SD n

HT-29 Colon
IC50 nM 9.8 24 |4 8.2 20 4 420 473 |3
% de Citotoxicidad 82.5 53 |4 81.3 40 |4 88 0.2 3
PC-3 Préstata
IC50 nM 13.4 07 |4 13.2 25 |4 174 - 2
% de Citotoxicidad 60.3 2.1 4 56.8 1.0 |4 59.5 - 2
MDA-MB-231 Seno
IC50 nM 13.8 1.9 3 9.7 4.2 4 387 - 2
% de Citotoxicidad 56.7 7.2 3 59.3 5.6 4 65.5 - 2
NCI-H292 Pulmén
IC50 nM 17.5 1.1 4 15.9 1.1 4 384 194 |3
% de Citotoxicidad 70.5 2.9 4 68.5 2.9 4 65 5 3
OVCAR-3 Ovario
1IC50 nM >20,000 |- 4 >20,000 |- 4 >20,000 |- 2
% de Citotoxicidad 458 |30 |4 |39 22 |4 |37 - 2
B16-F10 Melanoma
IC50 nM 37.1 263 4 32.3 19.9 4 736 650 |3
% de Citotoxicidad 71.8 2.5 72.0 22 (4 74 2 3
CCD-27sk Fibroblasto
IC50 nM 9.2 29 |4 7.4 26 |4 >20,000 |- 2
% de Citotoxicidad 643 |24 |4 1608 |19 |4 145 - 2

B). Estudios en Lineas Celulares Resistentes a la Droga

Uno de los mayores retos en el uso de agentes quimioterapéuticos en la oncologia clinica es el desarrollo de la
resistencia al efecto de la droga mediante las células de tumor. Existen varios mecanismos para el desarrollo de la
resistencia, cada uno de los cuales tendrd efectos diferenciales en las drogas quimioterapéuticas. Estos mecanismos
incluyen la expresion incrementada de las bombas de flujo dependientes de ATP tales como la P-glicoproteina codifi-
cada mediante MDRI1 o la proteina 1 asociada con resistencia a la multidroga codificada mediante MRP1. La captacién
de la droga reducida, la alteracién del objetivo de la droga, incrementando la reparacién del dafio de ADN inducido
por la droga, la alteracion de la trayectoria apoptética y la activacién de las enzimas de citocroma P450 son otros
ejemplos de los mecanismos mediante los cuales las células del cancer se vuelven resistentes a las drogas anticancer.
Los compuestos seleccionados se estudiaron en tres diferentes lineas celulares para exhibir dos diferentes mecanismos
de resistencia; la sobreexpresion de la P-glicoproteina y la actividad de la topoisomerasa alterada.

1) Par de la Linea Celular de Tumor de Sarcoma Uterino Humano: MES-SA (Sensible al Taxol) y MES-SA DX
(Resistente al Taxol)

Esta linea celular expresa ARN de mdr-1 y P-glicoproteina elevados (un mecanismo por bombeo de extrusion).
El pretratamiento con P-glicoproteina de los bloques de ciclosporina-A (CsA) y la actividad de reinstalar en la linea
celular resistente para esos compuestos para los cuales la resistencia es debido a la P-glicoproteina elevada.

Como puede observarse a partir de la Tabla 13, KPU-2 y KPU-35 tienen la misma potencia en la linea celular
resistente como en la linea celular sensitiva y la potencia de t-butil-fenilahistina se redujo solo ligeramente. El pre-
tratamiento de ciclosporina A (CsA) no altera la potencia de los compuestos seleccionados. En contraste, el taxol
fue virtualmente inactivo en la linea celular resistente MES-SA DX, en vista de que este compuesto fue muy potente
en la linea celular sensitiva. El tratamiento CsA renueva la sensitividad a taxol de la linea celular MES-SA DX. La
linea celular MES-SA también mostrd susceptibilidad reducida para etoposida (60 veces), doxorubicina (34 veces) y
mitoxantrona (20 veces).

Estos datos indican que los efectos de KPU-2, KPU-35 y t-butil-fenilahistina no son susceptibles al mecanismos

relacionado con taxol (p-glicoproteina) en esta linea celular y la resistencia cruzada a partir de taxol no ocurre para
estos compuestos seleccionados en este modelo.
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TABLA 13

Actividad de KPU-2, KPU-35, t-butil-fenilahistina y Taxol en Lineas Celulares de Tumor de Sarcoma Uterino
Humano Sensible al Taxol MES-SA y Resistente al Taxol MES-SA DX

Estudio Sensible a MES-SA Resistente a MES-SA DX
del Sin Pretratamiento Sin CsA Pretratamiento
Compuesto CsA CsA CsA
IC50 |IC50nM | Prop. |IC50nM | Prop. | IC50 nM | Prop.
nM sin CsA MES- sin CsA
SA
KPU-2
Estudio | 8.5 - - 10.5 1.2 - -
Estudio Il 19.4 27.4 1.4 21.7 1.1 37.8 1.74
KPU-35
Estudio | 6.6 - 5.2 0.8 - -
Estudio Il 3.9 2.0 0.5 2.5 0.6 6.7 2.7
t-butil-
fenilahistina
Estudio | 144 - - 825 5.7 - -
Estudio Ili 122 162 1.3 694 4.3 622 0.9
Taxol
Estudio | 4.4 - - >20,000 | >455 - -
Estudio I 13.3 7.6 0.6 >>100 >>8 40 <<0.25
Estudio il 7.3 2.8 04 >24,000 | >3000 2.0 <<0.001

2) Par de Linea Celular de Leucemia Promielocitica Aguda Humana: HL-60 (Sensible a Mitoxantrona) y HL-
60/MX-2 (Resistente a Mitoxantrona)

Esta linea celular se considera que tiene propiedades de resistencia a la droga atipicas con actividad catalitica para
la topoisomerasa II alterada sin la sobre-expresion de la P-glicoproteina.

Como puede observarse en la Tabla 14, estos resultados indican que las potencias de los compuestos nuevos
seleccionados son muy similares en las lineas celulares HL-60 sensitivas y de resistencia. En contraste, la Mitoxantrona
pierde eficacia mediante un factor de 24 veces la resistencia de la linea celular HL-60/MX-2.

Asi, KPU-2, KPU-35 y t-butil-fenilahistina no son susceptibles a los mismos mecanismos de resistencia como
Mitoxantrona en esta linea celular y no existe resistencia cruzada a partir de Mitoxantrona para estos compuestos
nuevos seleccionados en este modelo.

TABLA 14

Actividad de KPU-2, KPU-35, t-butil-fenilahistina y Mitoxantrona en el Par de Linea Celular Sensible y Resistente al
Tumor de Leucemia Promielocitico Agudo Humano HL-60

Compuesto Sensible a HL-60 Resistente a HL-60
IC50 nM IC50 nM Proporcién a lo
Sensitivo
KPU-2 6.4 8.17 1.28
KPU-35 9.2 7.3 0.79
t-butil-fenilahistina 255 175 0.69
Mitoxantrona 202 4870 24 1
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3) Par de Linea Celular de Carcinoma de Seno Humano: MCF-7 (Sensible al Taxol) y MCF-7/ADR (Resistente al
Taxol)

Este estudio involucra KPU-2 en comparacién con taxol. KPU-2 demostré potencias similares tanto en los miem-
bros sensitivos como resistentes de este par de linea celular. En contraste, el taxol fue virtualmente inactivo en la linea
celular resistente en vista de que existe potencia nanomolar baja en la linea celular sensitiva (Tabla 15).

Estos estudios confirman en una linea celular de tumor humano diferente que la resistencia a taxol no se transfiere

a KPU-2.

TABLA 15

Actividad de KPU-2 y Taxol en el Par de Linea Celular Sensible y Resistente al Carcinoma de
Seno Humano MCF-7

Compuesto Sensible a MCF-7 Resistente a MCF-7/ADR
IC50 nM IC50 nM Proporcion a lo
Sensitivo
KPU-2 39.6 27.4 0.69
Taxol 2.6 >>100 >>38

C) Estudios del Mecanismo de Accion
1) Accion en la Funcion de Microtiibulo

Se utilizaron las células endoteliales de cordén umbilical humano (HuVEc de Cambrex) en este estudio, para
evaluar los efectos de KPU-2 y t-butilfenilahistina en comparacién con colchicina y taxol sobre la tubulina mediante
el tefiido por a-tubulina.

Treinta minutos de exposicién a KPU-2, t-butilfenilahistina o colchicina (todos a 2 ym) indujeron la despolimeri-
zacién del microtibulo como se indic6 por la falta de la estructura de microtiibulo intacta en contraste con lo observado
en el Control de DMSO y la formacién de ampollas en la membrana celular (una clara indicacién de apoptdsis) en las
células HuVEC, en vista de que el taxol no induce la despolimerizacién del microttibulo bajo estas condiciones. La col-
chicina es un agente de despolimerizacién de microtibulo conocido en vista de que el taxol es un agente estabilizante
de tubulina. Se obtuvieron resultados similares cuando se expusieron las células CCD-27sk a KPU-2 o colchicina.

2). Induccion de la Apoptosis

La apoptosis y su desregulacién juegan un papel importante en la oncologia; la induccién selectiva del ciclo de
muerte celular programado en células de tumor es el objetivo de muchos programas del descubrimiento de drogas
quimioterapéuticas. Esta induccién de la apoptosis puede demostrarse mediante diferentes métodos incluyendo la
formacién de ampollas de la membrana celular caracteristica, la fragmentacién de ADN, la hiperfosforilacién del factor
antiapoptotico Bcl-2, la activacién de la cascada de caspasa y el desdoblamiento de la poli(ADP ribosa) polimerasa
(PARP).

Los signos caracteristicos de la muerte celular apoptdtica incluyen la formacién de ampollas de la membrana celu-
lar, la disrupcidn de los nicleos, la contraccién y la condensacién celular y finalmente la muerte celular, muy distintiva
de la muerte celular necrética. KPU-2 induce los cambios morfoldgicos tipicos asociados con etapas tempranas de la
apoptosis en células de tumor de prdstata humanas. Un descubrimiento similar también es claro en el tratamiento de
células HuVEC con KPU-2.

3). Fragmentacion de ADN

Una etapa tardia caracteristica de la apoptosis es el desdoblamiento del ADN internucleosomal que da como
resultado un patrén en escalera distintivo que puede visualizarse mediante la electroforésis de gel. Este procedimiento
se utiliz6 para estudiar el efecto de KPU-2 sobre el escalonamiento de ADN en células Jurkat (linea de leucemia de la
célula T humana) en comparacién con halimida y deshidrofenilahistina (KPU-1). KPU-2 indujo el escalonamiento de
ADN en la concentracion de 1 nM mientras de que la halimida y KPU-1 fueron mucho menos potentes.
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4). Activacion de la Cascada de Caspasa

Se activaron durante la apoptosis varias enzimas en la cascada de caspasa, incluyendo Caspasa-3, -8 y -9. Se
monitorizé la actividad de las Caspasa-3 en células Jurkat siguiendo el tratamiento con KPU-2, KPU-35 y t-butil-
fenilahistina.

Los resultados indican que la caspasa-3 se activo en una forma dependiente de la dosis mediante el tratamiento con

todos los tres compuestos en una forma similar a la halimida. La activacién de la caspasa-3 ocurri6 sobre un rango de
concentracion similar como para el IC50 para la citotoxicidad en la linea celular Jurkat (Tabla 16).

TABLA 16
Citotoxicidad de KPU-2, KPU-35 y t-buti-fenilahistina en Células Jurkat

Compuesto NPI Citotoxicidad
Potencia Eficacia
IC50 nM % de Muerte Celular
KPU-2 11 94
KPU-35 5 93
t-butil-fenilahistina 165 93
Mitoxantrona 41 99

5). Desdoblamiento de Polil(ADP-ribosa) Polimerasa (PARP) en Células Jurkat

A fin de valorar la capacidad de estos compuestos para inducir la apoptosis en células Jurkat, se monitoriz6 el
desdoblamiento de poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP). PARP es una proteina nuclear de 116 kDa que es uno de
los objetivos celulares principales de Caspasa-3. El desdoblamiento de PARP genera un producto estable de 89 kDA
y su proceso puede ser monitorizado facilmente mediante inmunotransferencia western. El desdoblamiento de PARP
mediante caspasas es una de las marcas de pureza de la apoptosis y como tal sirve como un marcador excelente para
este proceso. KPU-2 a 100 nM indujo la desdoblamiento de PARP en células Jurkat 10 horas después de la exposicién
de las células al compuesto. KPU-2 aparecié més activo que halimida o KPU-1.

6). Permeabilidad Vascular Mejorada en Células HuVEC

Los compuestos que despolimerizan los microtibulos (e.g., combrestatina A-4-fosfato, ZD6126) han mostrado que
inducen el colapso vascular en tumores in vivo. Este colapso vascular se precede mediante una induccion rdpida de la
permeabilidad de la célula vascular inicialmente para electrolitos e inmediatamente después para moléculas grandes.
La permeabilidad mejorada de las células HuVEC para un dextrano de etiquetado fluorescente se utiliza como un
ensayo proxi para un colapso vascular.

KPU-2, KPU-35 y t-butil-fenilahistina todos inducen significativamente rapido (dentro de 1 hora) la permeabilidad
de la monocapa de HuVEC, hacia un extendido similar para colchicina. El microtibulo que estabiliza el agente taxol
fue inactivo en este ensayo (Figura 12).

7). Perfil en un Amplio Examen de Cinasa A

KPU-2 se examind inicialmente a una concentraciéon de 10 um en un panel de 60 cinasas diferentes; la concen-
tracion ATP fue 10 uM. Se inhibieron cuatro cinasas mediante mds del 50% en el examen primario y los IC50 se
determinaron en un examen secundario como se presenta en la Tabla 17. Todos los valores IC50 se encuentran en un
rango micromolar bajo, lo cual indica que la inhibicién de estas cinasas no se relaciona con las actividades nanomolares
bajas observadas para la citotoxicidad de la célula tumoral.
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TABLA 17

Actividad de KPU-2 contra Cinasas Seleccionadas

Cinasa 1C50 (uM)
CDK1/Ciclina B (humano) 10.1
¢c-RAF (humano) 8.9
JNK3 (rata) 6.8
Lyn (ratén) 11.1

Ejemplo 9
Farmacologia In vivo

Se llevaron a cabo estudios preliminares con KPU-2 utilizando los Modelos de Xenoinjerto MX-1 (pulmén) y HT-
29 (colon) y el modelo de tumor de leucemia murino P-388 en el ratén. Otros modelos de tumor seleccionados en
base a la actividad en el panel de tumor in vitro fueron DU-145 (préstata), MCF-7 (seno) y las lineas celulares A549
(pulmé6n). También se incluye el tumor pancreatico humano (MiaPaCa-2). Se estudiaron los nuevos compuestos como
monoterapia y en combinacion con un agente quimioterapéutico clinicamente utilizado. Se determinaron las dosis de
los nuevos compuestos seleccionados a partir de la prueba de tolerancia aguda (Dosis Maximamente Tolerada, MTD)
y se ajustaron de necesario durante cada estudio. Las dosis de los agentes quimioterapéuticos clinicamente utilizados
se seleccionaron sobre la base de estudios histdricos.

KPU-2 fue el primer compuesto a estudio en estos cinco modelos de tumor. Siguiendo los resultados iniciales
a partir de este estudio, todos los tres compuestos se compararon en los modelos de xenoinjerto de tumor de colon
humano HT-29, el DU-145 de préstata humano, y de tumor de seno humano MCF-7.

Todos los modelos anteriores utilizaron la técnica de implante xenoinjerto subcutdnea y se someten potencialmente
a los efectos selectivos de un compuesto sobre la vasculatura subcutdnea produciendo una actividad antitumor magnifi-
cada (o aparente). A fin de rodear esta posibilidad, se han incorporado otros dos modelos de tumor en la investigacion.
Uno de estos es la observaciéon de la metéstasis de pulmén siguiendo la inyeccion intravenosa de las células de tumor
de melanoma de ratén B16-F10. El otro modelo es la implantacién de células de tumor de seno humano MDA-231 en
la almohadilla gruesa mamaria del ratén. Mientras que este modelo posterior es un modelo de xenoinjerto, no juega
un papel en la vasculatura subcutinea.

Métodos
1). Modelos de Xenoinjerto

Los animales utilizados fueron (las excepciones se indican para estudios individuales): ratones desnudos hembras
(nu/nu) entre 5 y 6 semanas de edad (~20 g, Harlan); el tamafio del grupo fue de 9-10 ratones por grupo a menos que
se indique de otro modo.

Las lineas celulares utilizadas para la implantacién del tumor fueron: tumor de colon humano HT-29; tumor de
seno humano MCF-7; tumor de pulmén de célula pequefia no humano A549; tumor de pancreas humano MiaPaCa-2;
tumor de préstata humano DU-145.

Se administraron los nuevos compuestos seleccionados como monoterapia a través de la via intraperitoneal (i.p.) en
la dosis indicada por el estudio individual; para los estudios de combinacién los agentes de quimioterapia de referencia
seleccionados se inyectaron 15-30 minutos antes del compuesto.

Los vehiculos utilizados en estos estudios fueron: 12.5% de DMSO, 5% de Cremaphor y 82.5% de aceite de
cacahuete para los nuevos compuestos seleccionados; (1:3) Polisorbato 80:13% de etanol para taxotere; (1:1) Cremap-
hor:etanol para paclitaxel; para CPT-11 cada ml de la solucién contuvo 20 mg de hidrocloruro de irinotecan, 45 mg de
sorbitol NF en polvo y 0.9 mg de 4cido l4ctico, el pH se ajustd para 7.4 con NaOH o HCI. Se utilizaron las diluciones
salinas para lograr las concentraciones de la inyeccién utilizadas para los compuestos de referencia.

Modelo de Tumor de Colon Humano HT-29

A los animales se les implantaron subcutdneamente (s.c.) al cambiar fragmentos de tumores HT-29 recolecta-
dos a partir de tumores que crecieron s.c. en los huéspedes ratones desnudos. Cuando el tamafio del tumor al-
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canz6 5 mm X 5 mm (aproximadamente 10-17 dias) los animales se igualaron en el tratamiento y grupos con-
trol. Los ratones se pesaron dos veces por semana y las mediciones del tumor se obtuvieron utilizando calibra-
dores dos veces por semana iniciando en el Dia 1. Las mediciones del tumor fueron convertidas a mg estimando
el peso del tumor utilizando la férmula (W>XL)/2. Cuando el peso del tumor estimado del grupo control alcan-
z6 un promedio de 1000 mg el ratén se pesd, sacrificé y se retird el tumor. Los tumores se pesaron y se calculd
el peso medio de tumor por grupo y se determiné la inhibicién del crecimiento del tumor (TGI) para cada grupo
(100% menos del cambio en el peso medio del tumor tratado/el cambio en el peso medio del tumor de control x
100).

En este modelo a menos que se anote de otro modo para estudio individual, los nuevos compuestos seleccionados
se inyectaron intraperitonealmente cada tercer dia durante 15 dias [1, 4, 8, 11 y 15 (q3dx5)]; CPT-11 se administré
intraperitonealmente en los dias 1, 8 y 15 (qwx3).

Modelo de Tumor de Seno Humano MCF-7

A ratones desnudos hembra (~20 g) se les implant6 s.c. con pildoras de estrogenos de liberacién en 21 dias de
(0.25 mg) 24 horas antes de la implantacion s.c. con fragmentos de tumor MCF-7 (recolectados de tumores s.c. en
los huéspedes del ratén desnudo). El estudio procedié entonces como se describid para el modelo HT-29, utilizando
taxotere como el agente de quimioterapia estdndar.

En este modelo a menos que se anote de otro modo para el estudio individual, los nuevos compuestos se inyectaron
a través de la ruta intraperitoneal diariamente en los Dias 1-5, inclusive (qdx5); se administré toxotere intravenosa-
mente en los Dias 1, 3 y 5 (qodx3).

Modelo del Tumor e Pulmon Humano A549

A los animales se implantaron s.c. al cambiar con fragmentos de tumores A549 recolectados de tumores en
desarrollo s.c. en huéspedes ratones desnudos. Cuando el tamafio del tumor alcanzé 5 mm x 5 mm (aproxima-
damente 10-17 dias) los animales se igualaron en los grupos de tratamiento y control. El resto del estudio pro-
cedié como se describe para el modelo HT-29, utilizando taxotere y CPT-11 como los agentes de quimioterapia
estandar.

En este modelo a menos que se anote de otro modo para estudio individual, los compuestos probados se admi-
nistraron a través de la ruta intraperitoneal sobre un programa de dosis q3dx5 para la combinacién de CPT-11 o un
régimen de dosis qdx5 para la combinacién con taxotere; se administré CPT-11 a través de la ruta intraperitoneal sobre
un programa qwx3; se administré taxotere intravenosamente sobre un régimen de dosis qodx3.

Modelo de Tumor de Pdncreas Humano MiaPaCa-2

A los animales se implantaron s.c. al cambiar con fragmentos de tumores MiaPaCa-2 recolectados de tumores en
desarrollo s.c. en huéspedes ratones desnudos. Cuando el tamafio del tumor alcanzé 5 mm x 5 mm (aproximadamente
10-17 dias) los animales se igualaron en los grupos de tratamiento y control. El resto del estudio procedié como se
describe para el modelo HT-29, utilizando gemcitabina como el agente de quimioterapia estdndar.

En este modelo a menos que se anote de otro modo para el estudio individual, se administraron los compuestos de
prueba cada tres dias a través de la ruta intraperitoneal en los Dias 1, 4, 7, 10 y 15 (q3dx5); se administré gemcitabina
a través de la ruta intraperitoneal en los Dias 1, 4, 7 y 10 (q3dx4).

Modelo de Tumor de Prostata Humano DU-145

Se implant6 s.c. a los ratones macho al cambiar con fragmentos de tumores DU-145 recolectados de tumores
del crecimiento s.c. en en huéspedes ratones macho desnudos. Cuando los tumores alcanzaron ~5 mm x 5 mm (a
aproximadamente 13-17 dias) los animales se igualaron en los grupos de tratamiento y control. El resto del estudio
procedié como para el modelo HT-29, utilizando taxotere como el agente de quimioterapia estandar.

En este modelo a menos que se anote de otro modo para el estudio individual, se administraron los compuestos de
prueba a través de la ruta intraperitoneal en los dias 1, 3, 5, 8 y 11 (q3dx5); se administré taxotere intravenosamente
en los dias 1, 3y 5 (q2dx3).

Modelos de Tumores Sin Implantacion Subcutdnea

Los animales utilizados fueron: ratones desnudos hembra (nu/nu) (estudio MDA-231) o ratones B6D2F1 (estudios
B16-F10) entre 5 y 6 semanas de edad (~20 g, Harlan); el tamafio del grupo fue de 10 ratones por grupo a menos que
se indique de otro modo.

Las lineas celulares utilizadas fueron: células de tumor de seno humano MDA-MB-231 y de melanoma murino

B16-F10.
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Los compuestos NPI se administraron como monoterapia a través de la ruta intraperitoneal en las dosis indicadas
para el estudio individual; para los estudios de combinacién los agentes de quimioterapia de referencia seleccionados
se inyectaron 15-30 min antes del compuesto NPI.

Tumor de Seno Humano MDA-231

Se inyectaron ratones desnudos hembra en la almohadilla de grasa mamaria con células MDA-231 de 2x10° reco-
lectadas del cultivo celular in vitro. Cuando el tamafio del tumor alcanz6 5 mm x 5 mm (aproximadamente 14-28 dias)
los animales se igualaron en los grupos de tratamiento y control. El estudio procedié entonces como se describe para
el modelo HT-29, utilizando paclitaxel como el agente de quimioterapia estandar.

En este modelo a menos que se anote de otro modo para el estudio individual, se administraron los compuestos de
prueba a través de la ruta intraperitoneal en los Dias 1, 4, 8, 11 y 15 (q3dx5); se administrd paclitaxel a través de la
ruta intraperitoneal en los Dias 1-5 (qdx5).

Modelo de Melanoma Murino Metastdsico B16-F10

Los ratones recibieron células B16-F10 (preparadas a partir de un cultivo celular in vitro de células B16-F10) por
la ruta iv en el Dia 0. En el Dia 1 los ratones se distribuyeron aleatoriamente en grupos de tratamiento y control y
se inici6 el tratamiento. Los ratones se pesaron dos veces a la semana iniciando en el Dia 1. Todos los ratones se
sacrificaron en el Dia 16, se retiraron los pulmones, se pesaron y se contaron las colonias de superficie. Los resultados
se expresan como colonias promedio de las colonias de raton/media tratadas de los ratones de control (T/C x 100%).
La inhibicién del crecimiento de la metéstasis (MGI) en este nimero se rest6 de 100%. Paclitaxel fue el agente de
quimioterapia estandar utilizado en este estudio.

En este modelo a menos que se anote de otro modo para el estudio individual, los compuestos de prueba se
administraron a través de la ruta intraperitoneal en los Dias 1-5 (qdx5); se administré paclitaxel intravenosamente en
los Dias 1-5 (qdx5).

Cuando sea apropiado (n>3), los resultados se presentan como promedio +SEM. El andlisis estadistico de los
estudios con varios grupos se llevé a cabo utilizando ANOVA con la prueba posterior Neuman-Keuls, a menos que se
indique de otro modo. La prueba t a una cola también se utilizé en base a la hip6tesis de que el compuesto o droga o
la combinacién reducirfa el crecimiento del tumor.

Resultados
Estudios en el Modelo de Xenoinjerto de Tumor de Colon Humano HT-29
1. Evaluacion In Vivo de KPU-2+/-CPT-11 en el Modelo de Xenoinjerto de Tumor de Colon Humano HT-29

Este estudio valora los cambios en la rigidez de la dosis y régimen de dosificacién para KPU-2 solo y en combina-
cién con un quimiterapéutico relevante CPT-11 en el modelo HT-29.

Se administré6 KPU-2 en las dosis de 7.5 mg/kg ip diario durante cinco dias (qdx5), 3.75 mg/kg ip bid durante
cinco dias, 7.5 mg/kg ip cada dos dias durante 10 dias (qodx5) y 7.5 mg/kg ip cada tres dias durante 15 dias (q3dx5).
La combinacién de CPT-11 con NPI-2358 a una dosis de 7.5 mg/kg ip q3dx5 result6 en un efecto significativamente
mayor que para ya sea el compuesto solo, el cual durd la duracién del estudio (Figura 13). Estas observaciones durante
la porcidn de vida del estudio se confirmé mediante los pesos del tumor final del grupo promedio en la autopsia para
la cual solamente el grupo de combinacién exhibié un peso de tumor significativamente menor estadisticamente que
los controles. Ademds la diferencia entre los pesos de tumor promedio de la terapia de combinacion y los grupos de
monoterapia CPT-11 fue estadisticamente significativa (Figura 14). Cuando se examinaron los pesos del tumor finales
individuales en la autopsia es claro el efecto mayor de la coterapia (Figura 14). El TGI de la coterapia fue 78% como
se compard con 38.9% para CPT-11 solo. El TGI para el grupo de terapia combinada excede el criterio de NCI del
58% para un resultado positivo.

2. Estudio de KPU-2+/-Quimioterapia Estdndar contra Cinco Modelos de Xenoinjerto de Tumor Humano

Este estudio consiste de cinco diferentes ramas, cada una con su propio protocolo, cronometraje, régimen de
dosificacién y compuesto de referencia. Cada rama se considerard dentro de la presentacién del modelo de tumor
particular.

La finalidad de la rama HT-29 del estudio fue investigar una dosis ligeramente mayor de KPU-2 (10 mg/kg ip
q3dx5) en el modelo de xenoinjerto de tumor de colon humano HT-29 como se compar6 con aquellos utilizados en
estudio anteriormente descrito, en el cual se observé una marcada sinergia entre KPU-2 (7.5 mg/kg ip q3dx5) y CPT-
11 (100 mg/kg ip qwx3).

Como puede observarse en la Figura 15, la combinaciéon de KPU-2 y CPT-11 en este modelo resulta en una sinergia
marcada en la inhibicién del crecimiento del tumor, con el crecimiento del tumor siendo casi inhibido completamente
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para el Tratamiento del Dia 29 en el grupo de terapia de combinacién. La eficacia mantenida en la terapia combinada
y el crecimiento de tumor estimado para este grupo fue significativamente inferior que para cualquier grupo de mono-
terapia. De acuerdo con lo anterior, la administracién de KPU-2 y CPT-11 inhibi6 el crecimiento del tumor y es un
tratamiento de anti-tumor efectivo.

Las observaciones de la porcién en vida del estudio (crecimiento del tumor estimado, Figura 15) se soporté me-
diante la medicion de los pesos de los tumores extirpados en la autopsia (Figura 16). Los pesos de los tumores para el
grupo de combinacién fueron significativamente menores que la de los Controles (p<0.01) como fueron los pesos de
los tumores para CPT-11 solo (p<0.05).

Cuando se consideraron los pesos finales de los tumores individuales (Fig. 16), el tamafio del tumor para el grupo de
combinacién fue generalmente menor que para los otros grupos tratados o de control. El TGI del grupo de combinacién
fue 65.8%, indicando un efecto positivo mediante el criterio de NCI, mientras que la monoterapia no alcanzé el criterio
de NCl de TGI>58%.

3. Estudio de la Actividad de KPU-2, KPU-35 y t-butil-fenilahistina en el Estudio de Xenoinjerto de Tumor de
Colon Humano HT-29

Los resultados de este estudio se presentan en la Figura 17 y la Tabla 18. Los grupos de terapia de combina-
cion todos indicaron una sinergia marcada entre los nuevos compuestos y CPT-11. Los pesos de tumor individuales
demostraron la eficacia del tratamiento de coterapia (Figura 18). En cada caso TGI para el grupo de combinacién
super? el criterio NCI para un efecto positivo, en vista de que el TGI para la monoterapia de CPT-11 no alcanz6 este
nivel.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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4. Resumen de los Efectos de KPU-2, KPU-35 y t-butil-fenilahistina en Combinacion con CPT-11 en el Modelo de
Xenoinjerto de Tumor de Colon Humano HT-29

Cuando se combinaron con CPT-11, KPU-2 mejor6 el efecto de CPT-11, el agente quimioterapéutico estdndar
hasta un nivel muy en exceso del criterio NCL de un TGI>58% para un efecto positivo. Los resultados generados en
los tres estudios son muy comparables para tanto las observaciones en vida (Figura 19) como para los pesos de los
tumores extirpados en la autopsia (Figura 20).

Estudios en el Modelo de Xenoinjerto de Tumor de Prostata Humano DU-145

Se han completado dos estudios con este modelo: el primer estudio involucré KPU-2 solo y en combinacién con
taxotere; el segundo estudio comparé KPU-2, KPU-35 y t-butil-fenilahistina solos y en combinacién con taxotere.

1. Efecto de KPU-2 en Combinacion con Taxotere en el Modelo de Xenoinjerto de Tumor de Prostata Humano
DU-145

Como puede observarse a partir de los datos obtenidos durante la porcién en vida de este estudio (Figura 21), el
tratamiento mas efectivo del tumor de préstata humano DU-145 fue la terapia combinada de KPU-2 mads taxotere.
El efecto del tratamiento fue el mds pronunciado al inicio del estudio y parecié reducirse a medida que el estudio
progresé. A partir de los Dias de tratamiento 20-27, la terapia de combinacion proporcioné un TGI aparente que
excede el criterio NCI (TGI > 58%) y el peso del tumor estimado de la terapia combinada fue significativamente
menor que para cualquier monoterapia.

2. Actividad de KPU-2, KPU-35 y t-butil-fenilahistina Solo o en Combinacion con Taxotere en el Modelo de
Xenoinjerto de Prostata Humano DU-145

En base a los datos obtenidos con KPU-2 en combinacion con taxotere en el Estudio anteriormente descri-
to se inicié un segundo estudio comparando KPU-2 a KPU-35 y t-butilfenilahistina solos y en combinacién con
taxotere.

Las observaciones hechas durante la porcién en vida de este estudio indican que la combinacién de ya sea KPU-2
o KPU-35 con taxotere tiene una mayor reduccion sobre el crecimiento del tumor que para taxotere solo (Figura 22).
El crecimiento del tumor fue casi completamente bloqueado por KPU-35 en combinacién con taxotere.

Los pesos de los tumores extirpados en la autopsia confirmaron las observaciones hechas durante el segmento en
vida del estudio. La combinacion de ya sea KPU-2 (Figura 23) o KPU-35 (Figura 24) con taxotere fue significati-
vamente mds efectiva que taxotere solo en el bloqueo del crecimiento del tumor. En el caso de KPU-35, tres de diez
ratones mostraron evidencia para la reduccién del tumor. Los indices de inhibicién del crecimiento del tumor indicaron
una marcada inhibicién del crecimiento del tumor para KPU-2 (grupo promedio = 74.1%) y un bloqueo casi total para
KPU-35 (grupo promedio = 92.5%). Taxotere solo no alcanzé el criterio establecido de NCI para un efecto positivo
(TGA > 58%).

5. Estudios en el Modelo de Xenoinjerto de Tumor de Seno Humano MCF-7

Este estudio compard los efectos de KPU-2, KPU-35 y t-butil-fenilahistina en el modelo de xenoinjerto de tumor
de seno humano MCF-7. Se administraron las dosis de los compuestos en los Dias 1, 2, 3, 4 y 7; Se administré taxotere
enlos Dias 1,3y 7.

Los nuevos compuestos seleccionados tienen efectos estadisticamente significativos de inicio temprano cuando se
utilizan en combinacién con taxotere en este modelo, aparentemente casi completamente bloquean el crecimiento de
tumor estimado (Figura 25). De los tres compuestos, KPU-2 pareci6 ser el mas efectivo, con t-butil-fenilahistina que
también exhibe una potenciacion significativa de taxotere.

6. Estudios en el Modelo de Xenoinjerto de Tumor de Pulmon Sin Célula Pequeiia Humano A549

Las observaciones en vida durante este estudio (Figura 26) indicaron que la combinacién de KPU-2 (7.5 mg/kg
ip, qdx5) con taxotere resultaron en una marcada inhibicién del crecimiento del tumor como se comparé con el grupo
de control o cualquiera de monoterapia. Esto se confirmé mediante los pesos de los tumores en la autopsia, como el
promedio del grupo de coterapia fue significativamente menor que el de taxotere solo o el del grupo de Control (Figura
27). Los pesos de los tumores del grupo de coterapia forman un agrupamiento de pesos de tumor bajos, indicando la
consistencia del efecto.

Cuando se calcula el indice del crecimiento del tumor, el grupo de coterapia tiene un TGI de 74.4% en comparacion

con el grupo de control muy en exceso del criterio de NC1 para un efecto positivo (TGI > 58%). Taxotere solo tuvo un
TGI de 26.1%.
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7. Estudios en el Modelo de Xenoinjerto ortotopico de Tumor de Seno Humano MDA-231

Este modelo involucra la colocacién del tejido de tumor humano en la almohadilla de grasa mamaria del ratén,
un sustituto del ambiente natural. En esta forma se evita la posibilidad de un efecto positivo debido a una accién
especifica en el lecho vascular subcutdneo. Este estudio compard el efecto de KPU-2 (7.5 mg/kg ip, q3dxS5) solo y en
combinacién con paclitaxel (16 mg/kg ip, qdx5).

Tres semanas con el estudio tuvieron una inhibicién significativa del crecimiento del tumor en el grupo de terapia
de combinacion, un efecto altamente significativo. Este efecto parecié ser mas marcado que para taxotere solo (Figura
28).

8. Estudios en el Modelo de Tumor Metastdsico B16 F10 de Melanoma Murino

Este estudio examind el efecto de KPU-2, KPU-35 y t-butil-fenilahistina solos y en combinacién con paclitaxel en
el nimero de metastasas que aparecieron en la superficie del pulmén 16 dias después de la inyeccidn intravenosa de
las células de melanoma B16 F10 en el rat6n. Este modelo no es un modelo de xenoinjerto; sin embargo, no involucra
un alto grado de vascularizacién en la masa del tumor.

En este modelo el tratamiento mds efectivo fue KPU-2 solo (Figura 29) que tiene un conteo de metastasas medio
aproximado de 10% menos que para paclitaxel (MGls de 41.6% y 35.0% respectivamente). Aunque este estudio no
establece por si mismo esa terapia de combinacién, es mas efectivo que la monoterapia, esto indica que KPU-2, KPU-
35 y t-butil-fenilahistina son mds efectivos en tumores altamente vascularizados.

Ejemplo 10
Ensayos para la Actividad Contra Hongos Patogenos

La actividad comparativa de una deshidrofenilahistina o su andlogo contra un hongo patégeno, relacionado con
los compuestos antifungales conocidos anteriormente citados, para utilizarse en determinar el valor AF/IS de la des-
hidrofenilahistina o sus andlogos se mide directamente contra el organismo fingico, e.g., mediante la adaptacién de
la placa de microtitulacién del método de macrodilucién de caldo de NCCLS descrito en Diagn Micro and Infect
Diseases 21:129-133 (1995). También puede determinarse la actividad antifiingica en modelos animales completos
de la infeccion fungica. Por ejemplo, se puede emplear el modelo de ratén tratado con esteroide de la mucormicosis
pulmonar (Goldaill, L.Z. & Sugar, A.M. 1994 J Antimicrob Chemother 33:369-372). A manera de ilustracion, en tales
estudios, un nimero de animales no se le dié deshidrofenilahistina o su andlogo, varias dosis de deshidrofenilahistina o
su andlogo (y/o combinaciones con uno o mds de otros agentes antifungales) o un control positivo (e.g., Amfotericina
B) respectivamente, iniciando antes al momento o subsecuente a la infeccién con los hongos. Los animales pueden
tratarse una vez cada 24 horas con la dosis seleccionada de la deshidrofenilahistina o su andlogo, el control positi-
vo o vehiculo solamente. El tratamiento se continué para un nimero predeterminado de dias, e.g., hasta diez dias.
Se observaron los animales por algin tiempo después del periodo de tratamiento, e.g., por un total de tres semanas,
valorandose la mortalidad diaria. Los modelos pueden involucrar modelos sistémicos, pulmonares, vaginales y otros
de la infeccién con o sin otros tratamientos (e.g., tratamiento con esteroides) disefiados para imitar un sujeto humano
suceptible a la infeccion.

Para ilustracion adicional, un método para determinar la eficacia terapéutica in vivo (EDs,, e.g., deshidrofenila-
histina expresada en mg o su sujeto andlogo/kg) es un sistema de modelo de roedor. Por ejemplo, un ratén se infecta
con el patdgeno flingico mediante infeccion intravenosa con aproximadamente 10 veces el 50% de la dosis letal del
patégeno (10° C, células albicans/ratén). Inmediatamente después de la infeccién fungica, los compuestos de deshi-
drofenilahistina se dan al ratén a un volumen de dosis predeterminado. El EDs, se calcula mediante el método de Van
der Waerden (Arch Exp Pathol Pharmakol 195:389-412, 1940) a partir de la tasa de supervivencia registrada en el 20.°
dia post-infeccién. Generalmente, los animales de control no tratados mueren de 7 a 13 dias post-infeccion.

En otra modalidad ilustrativa, C. Albicans Wisconsin (C43) y C. Tropicals (C112), crecieron sobre tubos inclinados
de cultivo de agar de dextrosa Sabouraud (SDA) durante 48 h a 28°C, se suspendieron en salina y se ajustaron a 46% de
la transmisién a 550 nm sobre un espectrofotémetro. El inéculo se ajusté adicionalmente mediante el hemacitémetro
y se confirmé mediante los conteos de placa para ser aproximadamente de 1 6 5 x 10’ CFU/ml. Los ratones CF-1
se infectaron mediante inyeccién 1 6 5 x 10° CFU en la vena de la cola. Los agentes antifingicos se administraron
intravenosa o subcutdneamente en etanol:agua (10:90), 4 h post-infeccién y una vez al dia de ahi en adelante durante 3
0 4 dias mas. La supervivencia se monitorizé diariamente. El EDs, puede definirse como la dosis que permite el 50%
de supervivencia de los ratones.

Ejemplo 11

Evaluacion de La Actividad Antimicdtica

Los bencimidazoles y griseofulvina son agentes anti-tubulina capaces de enlazarse a los microtiibulos fingicos.
Una vez enlazados estos compuestos interfieren con la division celular y el transporte intracelular en organismos sensi-
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bles, dando como resultado la muerte celular. Se utilizan comercialmente los bencimidazoles como agentes fungicidas
en la medicina veterinaria y control de enfermedades de plantas. Una amplia variedad de especies filingicas, inclu-
yendo Botrytis cinerea, Beauveria bassiana, Helminthosporium solani, Saccharomyces cereviseae y Aspergillus son
suceptibles a estas moléculas. La toxicidad concierne e incrementa la resistencia a la droga, sin embargo, tiene su uso
negativamente impactado. La griseofulvina se utiliza clinicamente para tratar las infecciones de tifia de la piel, cabe-
llo y ufias causadas por la Trichophyton sp., Microsporum sp. y Epidermophyton floccosum. Sin embargo, su espectro
antifingico se restringe a esta clase de organismos ftingicos. La genotoxicidad también es un efecto colateral significa-
tivo. La terbinafina aunque es un un tratamiento de primera linea alternativo, es mas costosa. Ademads, se ha observado
recientemente la resistencia quimica en Trichophyton rubrum (el principal agente causante de todas las infecciones de
dermatofito).

En Candida albicans, la formacién del microtiibulo/microfilamento se afecta cuando las células se exponen a los
inhibidores de microtibulo mocodazol y cloroprofam. Estos resultados validan ademads la exploracién de los inhibi-
dores del citoesqueleto como agentes antimicéticos efectivos. De acuerdo con lo anterior, varios de los compuestos
descritos en la presente se evaluaron para la actividad antimicdtica.

Especificamente, los compuestos descritos se evaluaron junto con los inhibidores de microtubulina comercialmente
disponibles asi como agentes antiftingicos reconocidos. Los compuestos y controles de prueba utilizados en este
estudio: (-)-Fenilahistina, KPU-1, KPU-2, KPU-11 y KPU-17, KPU-35, t-butil-fenilahistina, Colchicina (inhibidor de
microtubulina comercial probado versus Candida 3 aislados), Benomil (inhibidor de microtubulina comercial probado
versus Candida 3 aislados), Griseofulvina (inhibidor de microtubulina comercial y control antibiético para prueba
versus 6 dermatofito aislados), Anfotericina B (control antibidtico para prueba versus Candida 3 aislados), Itraconazol
(control antibidtico para prueba versus Aspergillus 2 aislados).

Los microorganismos contra los cuales se probaron estos compuestos incluyen: Candida albicans, Candida gla-
brata, Aspergillus fumigatus, Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes, Epidermophyton floccosum. Con
la excepcion de Candida glabrata (un aislado), se probaron dos aislados de cada especie.

La prueba de suceptibilidad antifungal se llevé a cabo de acuerdo con los métodos resumidos en el National Com-
mitee for Clinical Laboratory Standards, M38-A “Reference Method for Broth Dillution Antifungal Susceptibility
Testing of Conidium-Forming Filamentous Fungi; Approved Standard”. Esto incluye las pruebas en RPMI-1640 con
glutamina y sin bicarbonato, un tamafio de in6culo de 0.4-5 x 10* e incubacién a 30 6 35°C durante 48 horas. La con-
centracién inhibidora minima (MC) se defini6 como la concentraciéon mas baja que dio como resultado una reduccién
de 80% de turbiedad en comparacion a un tubo de control libre de droga. Las concentraciones de la droga fueron 0.03-
16 pug/ml para los compuestos investigados, 0.015-8 ug/ml para itraconazol y griseofulvina.

La concentracién inhibidora minima (MIC) a la cual un compuesto evito el crecimiento del microorganismo obje-
tivo se valoré de acuerdo con la versidén modificada del protocolo NCCLS. Las concentraciones inhibidoras minimas
(MIC) se determinaron en las primeras 24 horas de intervalo en donde pudo determinarse el crecimiento en el tubo
de control libre de droga. E1 MIC definido fue la concentracién mds baja que exhibi6é un 80% de reduccion en tur-
biedad en comparacién con el control del crecimiento. Se determind la concentracién minima letal (MLC) al colocar
en placas 0.1 ul de la concentraciéon de MIC y cada cocentracién arriba del MIC. E1 MCL se nombré en la primera
concentracién que exhibid cinco o algunas colonias del crecimiento fungal representando un 99.95% de eliminacion.
Cuando se obtuvo un MIC, se determiné una minima concentracién fungicida (MFC) para valorar la naturaleza fun-
gistatica/fungicida del compuesto. Este procedimiento provoca la dilucién de las muestras de célula tratadas con droga
(retiradas a partir de los pozos de prueba que contienen el compuesto en y por arriba de MIC) para las concentraciones
del compuesto significativamente por debajo de la concentracién de inhibicién y depositdndolas en placas de agar. El
compuesto se registré como fungistatico si las células son capaces de recuperar el crecimiento y fungicida si no es
posible el re-crecimiento debido a que el compuesto eliminé los organismos.

Los compuestos descritos en la presente demostraron ser efectivos contra dos especies de Trichophyton. T. rubrum
es el principal agente causante para las infecciones dermatofiticas humanas y puede ser el organismo clave para el
objetivo en el desarrollo de un agente clinico.

Los compuestos KPU-2, KPU-11 y KPU-17, KPU-35 y t-butilfenilahistina fueron equivalentes en potencia o en al-
gunos casos mds potentes que la griseofulvina, un agente farmacéutico estandar actual utilizado para tratar infecciones
dermatofiticas.

Los compuestos (-)-Fenilahistina y KPU-1 fueron significativamente menos potentes que los otros compuestos
cuando se probaron versus T. rubrum y mds débiles pero mds comparables con los otros versus 1. mentagrophytes
sensible aislado.

En estos casos cuando puede determinarse un MFC, los resultados indican que estos compuestos son de naturaleza
fungistética (ver las Tablas 19 y 20).
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Los ejemplos anteriormente descritos se establecen solo para ayudar al entendimiento de la invencién. Asi, aquellos
expertos en la técnica apreciardn que los métodos y compuestos descritos abarcan y pueden de otro modo proporcionar
derivados adicionales de las deshidrofenilahistinas.

El experto en la técnica podra apreciar facilmente que la presente invencion se adapta bien para obtener por ejem-
plo, los fines y ventajas mencionados asi como otros inherentes. Los métodos y procedimientos descritos en la presente
son actualmente representativos de las modalidades preferidas y son ejemplificativos. Los cambios en la presente y
otros usos se les ocurrirdn a los expertos en la técnica los cuales estan dentro del espiritu de la invencién.

Sera facilmente aparente para el experto en la técnica que pueden hacerse varias sustituciones y modificaciones a
los ejemplos descritos en la presente sin apartarse del espiritu y alcance de la invencion.

Como se anot6 arriba, todas las patentes y publicaciones mencionadas en la especificacién son indicativas de los
niveles de aquellos expertos en la técnica a los cuales pertenece la invencién.

La invencién descrita ilustrativamente en la presente puede practicarse adecuadamente en la ausencia de cualquier
elemento o elementos, limitacién o limitaciones, las cuales no se describen especificamente en la presente. Los tér-
minos y expresiones que se han empleado se utilizan como términos de descripcién y no de limitacién y no existe
la intencién de que el uso de tales términos y expresiones indique la exclusion de equivalentes de las caracteristicas
mostradas y descritas o porciones de las mismas. Debe reconocerse que son posibles varias modificaciones dentro del
alcance de la invencion. Asi, debe entenderse que aunque la presente invencion se ha descrito especificamente me-
diante las modalidades preferidas y caracteristicas opcionales, la modificacion y variacién de los conceptos descritos
en la presente puede recurrirse por aquellos expertos en la técnica y que tales modificaciones y variaciones se con-
sidera que caen dentro del alcance de la invencién. El alcance de la invencién solo se define mediante las siguientes
reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Método para la preparacion sintética de un compuesto que tiene la estructura de la Férmula (1):

en la que

Ry, R; y Rg se seleccionan cada uno por separado del grupo que consiste en un &tomo de hidrégeno, un dtomo de
halégeno y grupos alquilo C,-C,, saturado, alquenilo C,-C,, insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi, cicloal-
coxi, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino sustituido, nitro, azido, fenilo y fenilo
sustituido, hidroxi, carboxi, -CO-O-R;, ciano, alquiltio, alquilo halogenado incluyendo alquilo polihalogenado, car-
bonilo halogenado y carbonilo -CCO-R; en la que R; se selecciona de entre un dtomo de hidrégeno, un dtomo de
halégeno y grupos alquilo C,-C,, saturado, alquenilo C,-C,, insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi, cicloal-
coxi, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino sustituido, nitro, azido, fenilo y fenilo
sustituido;

R’ y R,” se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en un dtomo de hidrégeno, un 4to-
mo de halégeno y grupos alquilo C,-C,, saturado, alquenilo C,-C,, insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi,
cicloalcoxi, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino sustituido, nitro, azido, fenilo y
fenilo sustituido, hidroxi, carboxi, -CO-0-R;, ciano, alquiltio, alquilo halogenado incluyendo alquilo polihalogenado,
carbonilo halogenado y carbonilo -CCO-R; en la que R; se selecciona de entre un dtomo de hidrégeno, un dtomo de
hal6égeno y grupos alquilo C;-C,, saturado, alquenilo C,-C,, insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi, cicloal-
coxi, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino sustituido, nitro, azido, fenilo y fenilo
sustituido;

R,’ y R,” se enlazan covalentemente entre si para formar un anillo o no se enlazan covalentemente entre si;

R,, R; y Rs se seleccionan cada uno por separado del grupo que consiste en un atomo de hidrégeno, un dtomo
de halégeno y grupos alquilo C,;-C,, saturado, alquenilo C,-C,, insaturado, acilo, cicloalquilo, alcoxi, cicloalcoxi,
arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino sustituido y nitro, grupos sulfonilo y sulfonilo
sustituido;

X, y X, se seleccionan separadamente del grupo que consiste en un dtomo de oxigeno, un atomo de nitroge-
no y un atomo de azufre, cada uno de ellos sustituido o no sustituido con un grupo Rs, como se definié anterior-
mente;

Y se selecciona del grupo que consiste en un dtomo de nitrégeno, un atomo de nitrégeno sustituido con Rs, un
atomo de oxigeno, un dtomo de azufre, un &tomo de azufre oxidado, un grupo metileno y un grupo metileno sustituido;

n es un entero igual a cero, uno o dos;

Z, para cada n separada, si no es cero y Z,, Z,, Z3 y Z, se seleccionan cada uno por separado de entre un 4tomo de
carbono, un dtomo de azufre, un dtomo de nitrégeno o un dtomo de oxigeno; y

las uniones a trazos pueden ser ya sea de enlaces sencillos o dobles;
dicho método comprende:

hacer reaccionar una diacildicetopiperazina con un primer aldehido para producir un compuesto intermediario;
y

hacer reaccionar dicho compuesto intermediario con un segundo aldehido para producir dicho compuesto, en el que
dicho primer aldehido y dicho segundo aldehido se seleccionan del grupo que consiste en un oxazolacarboxialdehido,
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imidazolcarboxaldehido, un benzaldehido, derivados de imidazolcarboxaldehido y derivados de benzaldehido, para
formar el compuesto.

2. Método segtin la reivindicacién 1, en el que dicho primer aldehido es un imidazolcarboxaldehido o benzaldehido.

3. Método segun la reivindicacion 1, en el que dicho segundo aldehido es un benzaldehido o imidazolcarboxalde-
hido.

4. Compuesto que tiene la estructura de la Férmula (1):

| R'I"

/\Z/ o

Y-Rs
zg/\ .

X, R

en la que

R, y R¢ se seleccionan cada uno por separado del grupo que consiste en un dtomo de hidrégeno, un dtomo de
halégeno y grupos alquilo C,-C,, saturado, alquenilo C,-C,, insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi, cicloal-
coxi, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino sustituido, nitro, azido, fenilo y fenilo
sustituido, hidroxi, carboxi, -CO-O-R;, ciano, alquiltio, alquilo halogenado incluyendo alquilo polihalogenado, car-
bonilo halogenado y carbonilo -CCO-R; en la que R; se selecciona de entre un dtomo de hidrégeno, un atomo de
halégeno y grupos alquilo C,-C,, saturado, alquenilo C,-C,, insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi, cicloal-
coxi, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino sustituido, nitro, azido, fenilo y fenilo
sustituido;

R, es un grupo butilo terciario;

R’ y R,” se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en un dtomo de hidrégeno, un to-
mo de halégeno y grupos alquilo C,-C,, saturado, alquenilo C,-C,, insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi,
cicloalcoxi, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino sustituido, nitro, azido, fenilo y
fenilo sustituido, hidroxi, carboxi, -CO-0-R;, ciano, alquiltio, alquilo halogenado incluyendo alquilo polihalogenado,
carbonilo halogenado y carbonilo -CCO-R; en la que R; se selecciona de entre un dtomo de hidrégeno, un dtomo de
halégeno y grupos alquilo C,-C,, saturado, alquenilo C,-C,, insaturado, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi, cicloal-
coxi, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino sustituido, nitro, azido, fenilo y fenilo
sustituido;

R, y R, se enlazan covalentemente entre si para formar un anillo o no se enlazan covalentemente entre sf;

R,, R; y Rs se seleccionan cada uno por separado del grupo que consiste en un dtomo de hidrégeno, un dtomo
de halégeno y grupos alquilo C,-C,, saturado, alquenilo C,-C,, insaturado, acilo, cicloalquilo, alcoxi, cicloalcoxi,
arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, amino, amino sustituido, y nitro, grupos sulfonilo y sulfonilo
sustituido;

X,y X, se seleccionan separadamente del grupo que consiste en un dtomo de oxigeno, un dtomo de nitrégeno y
un dtomo de azufre cada uno de ellos sustituido o no sustituido con un grupo Rs como se defini6 anteriormente;

Y se selecciona del grupo que consiste en un dtomo de nitrégeno, un atomo de nitrégeno sustituido con Rs, un
atomo de oxigeno, un dtomo de azufre, un dtomo de azufre oxidado, un grupo metileno y un grupo metileno sustituido;

n es un entero igual a cero, uno o dos;

Z, para cada n separada, si no es cero 'y Z,, Z,, Z3 y Z, se seleccionan cada uno por separado de entre un 4tomo de
carbono, un dtomo de azufre, un 4tomo de nitrégeno o un dtomo de oxigeno; y

las uniones a trazos pueden ser de enlaces sencillos o dobles;
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5. Compuesto que tiene la estructura

O
> /=N NH™
NH Z N
0 OMe
10
6. Método o compuesto segtin las reivindicaciones 1 6 4, en el que cada uno de R,, R;, Rs y R¢ es un dtomo de
hidrégeno.
15 7. Método o compuesto segtn las reivindicaciones 1 6 4, en el que cada uno de X; y X, es un d&tomo de oxigeno.

8. Método o compuesto segtin la reivindicacion 1, en el que R, es un alquilo C,-C,, saturado.

9. Método o compuesto segin la reivindicacién 8, en el que dicho alquilo C,-C;, saturado es un grupo butilo
20 terciario.

10. Método o compuesto segtn las reivindicaciones 1 6 4, en el que R, comprende un fenilo sustituido.

11. Método o compuesto segtin la reivindicacién 10, en el que dicho grupo fenilo sustituido es metoxibenceno.

25
12. Método o compuesto segun las reivindicaciones 1 6 4, en el que n es igual a cero o uno.
13. Método o compuesto segtin las reivindicaciones 1 6 4, en el que n es igual a uno.
30 14. Método o compuesto segtn las reivindicaciones 1 6 4, en el que nesigual aunoy Z, Z,, Z,, Z; Y Z, son cada
uno un dtomo de carbono.
15. Método o compuesto segun las reivindicaciones 1 6 4, en el que dicho compuesto se selecciona del grupo que
consiste en:
35
N N /=N
/
» NH O OMo
o O OMe
S8
45
NH
F
50 cd
N > AN\ NH
C H
55
=N NH OCF,
Y NH
60 o o
F
=N N
/=N NH — I'Nf: P NH
65 N AN NH
0 OMe
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16. Composicién farmacéutica, que comprende el compuesto de las reivindicaciones 4 6 5 y un vehiculo farma-
céuticamente aceptable.

17. Composicién farmacéutica segiin la reivindicacién 16, en la que dicho compuesto se selecciona del grupo que
consiste en:

o o o] F
=NONHT Y OMe /=N NH™ OCFy NHRN NH™ > | X
NH —/J\/‘\H/NH NH A NH N NH Y =~
OMe
7\< 0 OMe o o} OMe
O
/=N NH =

H% NH
y

o)

18. Composicién farmacéutica segtin la reivindicacién 16, en la que dicho compuesto tiene una actividad citotéxica.

19. Composicién farmacéutica seguin la reivindicacién 16, en la que dicho compuesto es un inhibidor de célula-
ciclo.

20. Composicién farmacéutica segin la reivindicacion 16, para el tratamiento o prevencion de una infeccién fin-
gica.

21. Composicion farmacéutica segin la reivindicacién 16, para el tratamiento o prevencion de tumores.

22. Uso de un compuesto segun las reivindicaciones 4 6 5 en la fabricacién de un medicamento para tratar y/o
prevenir como minimo una infeccién fingica en un mamifero afectado de por lo menos una infeccién fiingica.

23. Uso de un compuesto segtn las reivindicaciones 4 6 5 para la fabricacion de un medicamento para tratar y/o
prevenir cdncer en un mamifero afectado de cancer.

24. Uso segtn las reivindicaciones 22 ¢ 23 en el que dicho compuesto se selecciona del grupo que consiste en:
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/=N = NH
N NH
O

/=N
A NH

25. Compuesto segtin las reivindicaciones 4 6 5 para uso como un medicamento.
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Fig 1

98



ES 2 295 695 T3

condiciones HPLC :

Columna: YMPC-Pack ODS-AM deshidro PLH
(20 X 250 mm)

Gradiente: 50% a 100% MeOH

(o)
en H,0O durante 30 min. HNNA N\
/ H Nxy

Tasa de flujo: 12 mL/min

0.D.: 230 nm
60% ( rendimiento aislado mediante HPLC)

s — H
H —
forma —

\ derivado reducido

Ao

\ derivado reducido de forma E

FIG. 2
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. O

A o
a2 H % . HN™ N
AC  CsCO/DMF e CoCO3DMF Ay Nes
o S o
1 7 12% tBu-deshidro PLH

Fig 3
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Condiciones HPLC: :
Columna: YMC-Pack ODS-AM (20 X 250mm) i
Gradiente: 50% a 100% MeOH en H,0 durante 30 min )
]
Tasa de flujo: 12 mt/min s
0.D,: 230 nm g
|
)u-deshidro PLH tBu-deshidro PLH
forma -E
forma-E I ' l
. \ L'IL'\L«LQ__
| L lu \ .!__..‘M ~
- IS SN oA N
(LS H Oxfkﬂ—"" N/ e H
0 o . o
40% 12% .
(rendimiento aislado mediante HPLC) (rendimiento aislado mediante HPLC)
Figg. 4
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f@\;@;ﬂﬂ\,&

Modlflcamom DeshidroPLH tBu-deshidroPLH

actividad ? actividad: 5 veces elevada
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e
7 L.
repulsion estérica
deshidroPLH i6
62214 conformacioén favorable
H
o enlace de hidréogeno
KPU-28 conformacién desfavorable
> 20,000 nM
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7 P Epoxidacién

H ZNF P4 deshidroxilacion
\@\w o,

P3 O P5
Hidroxilacién Hidroxilacién
Fig 17
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) {RCO):0 uj‘ )é-;/go
H DMAP 3 nj\ 7 5
R Cosco,mMF LDA u otra base

1 2
RJL Administracién
Sulfurano de Martin g Enzima
/

Por inhibicién esférica,  acil-E-tBu-deshidroPLH
el anillo fenilo no puede FOtO irradiacion
tomar la configuracion (z) Prodroga

R = tert butilo, iso-propilo, t-butiloxicarbonilo, etc.:
R deberia ser un grupo voluminoso, pero esta parte acilo puede ser

reconocida por las enzimas en el cuerpo

Sulfurano de Martin(Plr-E))sm
2 GhodetelTL propuesto tBu-deshidroPLH

FIG 9
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Peso Estimado del Tumor (mg)
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2000
17504 ~e=~ Grupo de controi
—— NPI 7.5mg/kg ip qdX5 [
1500 —— NP} 3,75 mglkg ip bid X5 4
——NPI 7.5 mg/kg ip q2dX5
1250, ——NPI 7.5 mg/kg ip q3dX5
—— CPT-11 100 mg/kg Ip qwX3
—— CPT+NP{ 7.6 mg/kg ip q3dX5 &
10004
7504
500
* i
250 '
0 Y ‘—vS#—“ - v y
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Dia No.
* p<0.01 vs Contro!
# p<0.05 vs CPT s¢lo
#ip<0.01 vs CPT.S6lo

Fig 13
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Peso Final del Tumor (mg)
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2()(]0-1 Media Media Media Media
946 +-85 1098 +-141 600 +/-77 252 +/-28
P<0.001 vs Control
. P< 0,01 vs CPT Sélo
15004 . 4
A
: at
10004 H “ v
. a LA
L}
- :
500 . e
wv -
v :::.
0- :
Control NP1-2358 CPT-11 NP1-2358 + CPT-11
7.5 mglkg ip 100 mg/kg ip
q3dx5 qwd
Fig 14
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«—a— Confro}

—— NPI-2358 10

—— CPT-11
——2358-10 + CPT-11
——NPI-2358 7.5

—o— NPI-2358 7.5 + CPT

-
¥
; sk T

10 20 30 40
Dia de Tratamiento

“ p< 0.05 vs Control ANOVA
**p< 0.01vs Control ANOVA
# p<0.05 vs test t s6lo CPT

Fig 15
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Peso de Tumor Extirpado (mg)
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2000+ Media Media Media Media
702 +- 88 468 +/-02 732 4/-132 280 +/- 107
p<0.05 vs Contro} P<0.01 vs Control
1500 v
1000 o . :
: "
[ : . .
- . v
500. R
b v
™ *
- c:A - :
h -
Contral CPT-11 NPI-2358 NPI-2358 + CPT-11
10D mg/kg Ip 10 mpikg ip qdxt
quad 7.5 mg/kg Ip q3dx4
Fig 16
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——Control

Peso Estimado del Tumor {mg)
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1000] e GPT-11 100 O Ip QU
0] ~——NPL2358 + CPT-11
£00+4
m- i% ; A O”
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8.} B
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S
o
—— Contraf E 1180 ——Contral
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g E 5] ~—CPT-11 100 meng
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a J
41 2 i+
&4 © Qi B e & T s
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Medida del Tumor (mg)
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Estudio 2164

Firal Tumor Walght {mg)
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Estudio 2439
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—s— Confrol

—— 2358 q3dx6
—— Taxoters qod 3
——2358 +Taxotere

++

Dia de Tratamiento

* p<0.05. vs Confrol, ANOVA
**p<0.01 vs. Confrol, ANOVA

# p<0.05 vs test tsélo Taxotere
T psuuo Vs Gontrol ttest

++ p<0.01 vs Confrol, {-test

Fig 21
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Peso Estimado del Tumor (mg)
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Peso Estimado del Tumor (mg)

NEEEEE

Dia de Tratamiento

Figr
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* p<0.05 vs Control ANOVA
* p<0.01 vs Control ANOVA
+ p<0.05 vs Control t-test
++ p<0,01 vs Control -test

# p<0.05 vs Taxotere i-test
## p<0.01 vs Taxotere t-test

i

EEERE

Peso Estimado del Tumor {(mg)

Dia de Tratamiento
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Peso del Tumor (mg)
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Media 749 860 423 223
SEM T 110 59 as
P<0.01 VS Control  p<0.001 vs Contro}
1500, p<0.01 vs Taxotere
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Fig 23
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Peso del Tumor (mg)
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Media 749 423 108
1250., SEM Il 59 28
- p<0.05 vs Control p<0.001 vs Confrol
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Fig 24
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—e— Control T

—— NP1-2358 7.5 mg/gk ip
qd X5

—— Taxotere12.5 mg/kg iv
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#
0 T ~7 Y T T g 1
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Dia de Tratamiento

# p<0.05 vs control t-test
## p<0.01 vs confrol t-test

Fig 26
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ES 2 295 695 T3
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ES 2 295 695 T3

£ 400. —e— Contral
5 —— NPI-2358
g 300. 7.5 mg/kg ip q3dx5.
ad —— NPI-2358 + Paclitaxel
3 —— Paclitael
2 200. 16 mg/kg ip qdxb
E
* 100
‘é .
n- O 4 ’ L) I.. 1

0 5 10 15 20

Dia

** p<0.01 vs Conirol ANOVA
# p<0,05 vs Control, t-test
#4# p<0.01 vs Confrol, t-test
+ p<0.05 vs Paclitaxel, t-test

Fig 28
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