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DESCRIPCION
Derivado de mofezolaca como agente de generacién de imagenes en un método de diagndstico de cancer
Campo técnico de la invencion

La invencién se relaciona con un nuevo compuesto direccionado a COX-1. La invenciéon también se relaciona con el
uso de dicho compuesto en la deteccion de COX-1 en trastornos o enfermedades relacionadas tales como cancer, en
particular en tumores ginecoldgicos (por ejemplo, cancer de ovario), tumores de cuello y cabeza y tumores
hematoldgicos (por ejemplo, mieloma multiple) y en la deteccion de COX-1 en "in vitro" (células y tejidos) y en "in vivo".

Cualquier referencia en la descripcion a métodos de diagndstico practicados en el cuerpo humano o animal se refiere
a los compuestos y composiciones de la presente invencion para uso en dichos métodos de diagnostico.

Antecedentes de la invencion

Las ciclooxigenasas (COX), conocidas como dos isoformas COX-1 y COX-2, son las enzimas clave en la conversion
del acido araquiddnico en prostaglandinas y tromboxano. El acido araquidénico (AA) se libera de la membrana celular
también ante estimulos inflamatorios y mitégenos. La inflamacién es una fase comun de muchas enfermedades.

COX-1 juega un papel previamente no reconocido en la neuroinflamacion. La ablacidon genética o la inhibicidn
farmacolégica de la actividad catalitica de COX-1 atenua la respuesta inflamatoria y pérdida neuronal. En este
contexto, el tratamiento de la célula microglial estimulada por LPS (un modelo de neuroinflamacién aceptado
mundialmente) por inhibidores selectivos de COX-1 (P6, P10, SC-560, aspirina) y coxibs (celecoxib y etoricoxib)
determina la supresién total de la expresién de COX-1 o COX-2 por sus respectivos inhibidores selectivos; NF-kB
permanecié casi completamente inactivo en presencia de coxibs, como se esperaba, y totalmente inactivo en
presencia de P6; P6 también contrarrestd notablemente LPS mejorando la expresion de ARNm de cPGES vy
produccién de PGE:. Entonces, dado que la COX-1 se localiza predominantemente en la microglia, es mas probable
que su inhibicién altamente selectiva, en lugar de la COX-2 (por coxibs), reduzca la neuroinflamacién y, por lo tanto,
debe considerarse como una metodologia terapéutica potencial para tratar neuroinflamacién y prevenir
farmacolégicamente enfermedades neuroldgicas (por ejemplo, trastornos del espectro autista) y neurodegenerativas
(por ejemplo, enfermedades de Alzheimer, enfermedades de Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica (ALS), esclerosis
multiple (MS), lesién cerebral traumatica (TBI), demencia por VIH y enfermedades pridnicas) con un marcado
componente inflamatorio [Scilimati et al. Pharmacol. Res. 65 (2012) 137-148]. Hasta ahora, entre los farmacos
antiinflamatorios no esteroideos tradicionales (tNSAID), solo se han identificado algunos ejemplos de inhibidores de
COX-1 selectivos.

Por lo tanto, sigue habiendo una necesidad en la técnica de inhibidores especificos de COX-1 potentes que sean
eficaces en el tratamiento o deteccion de trastornos o enfermedades relacionados con COX-1 tales como cancer y
neuroinflamacion.

El diagndstico precoz del cancer de ovario es hoy en dia un reto para aumentar la rata de supervivencia de las
pacientes a 5 afios de esta neoplasia maligna. A pesar de la introduccion de tratamientos quirdrgicos intensivos y los
avances en el uso de nuevos agentes terapéuticos, los nuevos biomarcadores de diagndstico son bienvenidos como
un intento de reducir la morbilidad y la mortalidad causadas por el cancer de ovario en estadio avanzado. La mayoria
de las células epiteliales de cancer de ovario expresan altos niveles de COX-1, en lugar de COX-2. Por lo tanto, la
COX-1 se ha propuesto recientemente como un biomarcador ideal para la deteccién del cancer de ovario. La proteina
COX-1 se expresa de moderada a alta en 99 % de los tumores de alto grado y la expresion de COX-1 es
significativamente mayor que la de COX-2 en los tumores de alto grado y en todos los tumores serosos en comparacion
con los tumores endometrioides, mucinosos y de células claras. Ademas, la subrregulacion de la expresion génica de
COX-1 inhibe multiples vias protumorigénicas y anulacion de COX-1 inhibe funciones protumorigénicas como
viabilidad celular, clonogenicidad y migracién/invasiéon en células de cancer de ovario que expresan COX-1. Todos
estos datos apoyan la idea de COX-1 como biomarcador del cancer de ovario.

Sumario de la invencion

La presente invencion se relaciona con un nuevo compuesto dotado de alta afinidad y selectividad por COX-1 asi
como buenas propiedades farmacocinéticas. La presente invencién se relaciona también con un compuesto capaz de
detectar la presencia de COX en células y tejidos (sanos, representativos de enfermedades, inflamados y tumorales).

Por lo tanto, el objeto de la presente invencion es un compuesto que tiene la férmula indicada en la reivindicacion 1.

Un segundo objeto de la invencidn es el uso del compuesto para la deteccion in vitro, ex vivo o in vivo de la presencia
de COX-1 en células y tejidos.

Un tercer objeto de la invencién es el compuesto aqui divulgado radiomarcado isotépicamente.
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Otros objetos se haran evidentes a la luz de la siguiente descripcién detallada.
Descripcion detallada de la invencion

Compuesto de la invencion

La invencion se relaciona con un nuevo compuesto que tiene la siguiente férmula

Compuesto de la invencion para uso en diagndstico in vitro, ex vivo e in vivo mediante la deteccion de COX

El compuesto de la presente invencion es util para diagnéstico in vitro, ex vivo e in vivo o generacion de imagenes. Es
otro objeto de la invencion un método in vivo para el diagndstico de cancer, en particular cancer de ovario que
comprende una etapa de administrar a un mamifero, preferiblemente a un ser humano, una cantidad eficaz del
compuesto de la presente invencion. Las sondas de azul del Nilo, NBD y rodamina tienen ventajas de propiedades
Opticas con absorciéon NIR (630 nm) y emision (670 nm) y pueden detectar células cancerosas mediante el método de
generaciéon de imagenes de fluorescencia. De acuerdo con una realizacién preferida de la invencion, las células
cancerosas detectadas por el método de generacion de imagenes in vivo o in vitro o ex-vivo son las células de cancer
de ovario. La técnica de generacion de imagenes puede ser, por ejemplo, un método de generaciéon de imagenes por
fluorescencia para detectar COX en células cancerosas/tejidos tumorales durante reseccion quirtrgica y células y
tejidos inflamados. La falta de reconocimiento adecuado de los margenes del tumor y una reseccién incompleta
pueden aumentar la recurrencia del tumor y disminuir la rata de supervivencia.

La cantidad eficaz administrada del compuesto de la presente invencion dependera de la condicidn particular que se
va a diagnosticar, la edad, peso y condicion fisica general del paciente en particular, como es bien conocido por las
personas experimentadas en la técnica. La cantidad diagndsticamente eficaz del compuesto de la presente invencion
que se administrara antes de realizar el diagnostico in vivo esta dentro de un intervalo de 0.1 ng a 100 mg por kg de
peso corporal, preferiblemente dentro de un intervalo de 1 ng a 10 mg por kg de peso corporal.

Es otro objeto de la invencion un método in vitro para el diagndstico de cancer, en particular cdncer de ovario que
comprende una etapa de administrar una cantidad eficaz del compuesto de la presente invencién con una muestra de
células o tejidos.

Compuesto de la invencion marcado isotopicamente.

La presente invencion también abarca compuestos radiomarcados isotépicamente que son idénticos al compuesto de
la presente invencion, pero por el hecho de que uno 0 mas atomos se reemplazan por un atomo que tiene una masa
atdmica o niumero de masa diferente de la masa atémica o niUmero de masa que normalmente se encuentra en la
naturaleza. Los ejemplos de isétopos que se pueden incorporar al compuesto de la invencion incluyen isétopos de
hidrégeno, carbono, nitrégeno, oxigeno y fltior, tales como 3H, ''C, C, 3N, 50, '8F, respectivamente. La incorporacion
de un atomo radiactivo en el compuesto de la presente invencion se puede realizar usando técnicas conocidas en la
técnica, por ejemplo, mediante la incorporacion de un atomo radiactivo de 11-carbono o 18-flior en el compuesto de
la presente invencion.

Composicion de generacion de imagenes

Otro objeto de la invencién es una composicion de generacion de imagenes de diagndstico que comprende como
agente de generacién de imagenes el compuesto de la presente invencion, en una realizacién marcado isotopicamente
y un portador. De acuerdo con la invencién, el compuesto se puede administrar en una sola dosis inyectable unitaria.
Cualquiera de los portadores comunes conocidos por las personas experimentadas en la técnica, como solucién salina
estéril o plasma, se puede utilizar después del radiomarcado del compuesto para preparar la solucion inyectable para
diagnostico por generacion de imagenes de acuerdo con la invencion. Dichas técnicas incluyen la etapa de poner en
asociacion el ingrediente activo y el portador o portadores o diluyente o diluyentes farmacéuticos. En general, las
formulaciones se preparan asociando uniforme e intimamente el ingrediente activo con el portador liquido.

Con fines de diagnéstico después de la administracién intravenosa, la generacién de imagenes del 6rgano in vivo
puede tener lugar en cuestion de unos minutos. Sin embargo, la generacién de imagenes tiene lugar, si se desea, en
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horas o incluso mas, después de la inyeccion en los pacientes. En la mayoria de los casos, se acumulara una cantidad
suficiente de la dosis administrada en el area de la que se va a generar la imagen en aproximadamente 1 hora para
permitir la toma de imagenes de diagnéstico. Cualquier método convencional de generacién de imagenes con fines
de diagndstico puede utilizarse de acuerdo con esta invencion como tomografia por emision de positrones (PET) o
tomografia computarizada por emisién de fotén unico (SPECT).

Las composiciones de diagnostico por generacion de imagenes de la invencion son utiles para uso diagndéstico o
generacion de imagenes in vivo de una afeccién en la que COX-1 es el objetivo molecular.

Ejemplos, datos quimicos y biolégicos
La invencion se detalla a continuacion mediante el siguiente ejemplo de preparacion del nuevo compuesto.

Sintesis de cloruro de N-[4-(9-dimetilimino-9H-benzo[a]fenoxazin-5-ilamino)butil]-2-(3,4-bis(4-metoxifenil )isoxazol-5-

ilJacetamida
O CsCOg, Cul O
D) e )

CH3OCH,CH,0H

HaN ﬁ\ NH, +
Br

B
o "11
D
HZN’H\NH o N CI@

HCl I

N
DMAP, EDC, HOBt o H

N-(4-aminobutil)naftalen-1-amina. Se agregd a una solucion de 1-bromonaftaleno (1.0 g, 4.83 mmol, 0.67 mL) y 1.4-
diaminoobutano (1.13 g, 12.84 mmol) en 2-metoxietanol (10 mL) Cul (46 mg, 0.24 mmol) y Cs2COs (730 mg, 2.24
mmol). La mezcla de reaccion se sometié a reflujo a 125 ° C durante 24 horas. Después de enfriar a temperatura
ambiente, la mezcla se filtr6 y el filtrado amarillo se concentré bajo presién reducida. El producto crudo, como un
semisolido negro, se extrajo tres veces con hexano caliente. Tras la evaporacién del disolvente bajo presién reducida,
el producto se aislé como un aceite amarillo (0.63 g, 61 % de rendimiento) por cromatografia en columna (gel de silice;
fase movil: primero CH2Cl2 y luego CH2Cl2/CH30H = 7:3). Mp 184-187 ° C. RMN 'H (500 MHz, CDCls, 6): 7.83-7.79
(m, 2H, protones aromaticos); 7.49-7.41 (m, 2H, protones aromaticos); 7.35 (t, 1H, j = 7.83 Hz, protén aromatico); 7.23
(d, 1H, J=9.68 Hz, proton aromatico); 6.61 (d, 1H, J = 7.34 Hz, protén aromatico); 3.80-3.72 (m, 1H, NH: intercambiado
con D20); 3,31 (t, 2H, J = 7.10 Hz, CH2NHz2); 2.81 (t, 2H, J = 7.10 Hz, CH2NH2); 1.89-1.81 (m, 2H, CH2CH2NH2); 1.69-
1.63 (m, 2H, NHCH2CHz); 1.88-1.40 (bs, 2H, NHz: intercambiado con D20). ESI-MS m/z (%): C14H1sN2 (M+H)*: 215;
ESI-MS-MS (215): 198 (78), 72 (100).

Cloruro de N-(4-aminobutil)-9-dimetilimino-9H-benzo[alfenoxazin-5-amonio. Se afiadié a una solucion fria en bafo de
hielo de N-(4-aminobutil)naftalen-1-amina (630 mg, 2.94 mmol) en etanol (20 ml) 5-(dimetilamino)-2-nitrosofenol (503
mg, 3.0 mmol) y HCI conc. (0.92 ml). La mezcla de reaccion se agité a 0 ° C durante 10 minutos, luego se calentd a
90 ° C durante 2.5 horas. Luego, se dejé que la mezcla de reaccioén alcanzara la temperatura ambiente. El disolvente
se elimino bajo presion reducida para dar un sélido violeta (677 mg, 64 % de rendimiento). Mp 184-187 ° C. RMN 'H
(500 MHz, CDCls, 8): 8.63 (d, 1H, J = 7.83 Hz, proton aromatico); 8.37 (d, 1H, J = 5.90 Hz, protén aromatico); 7.83 (t,
1H, J = 6.25 Hz, protén aromatico); 7.74 (t, 1H, J = 6.25 Hz, protdon aromatico); 7.67-7.62 (m, 1H, protdon aromatico);
7.15-7.10 (m, 1H, protén aromatico); 6.88 (s, 1H, proton aromatico); 6.65 (s, 1H, protdon aromatico); 3.70 (t, 3H, J =
7.10 Hz, NHCHz); 3.25 (s, 6H, (CH3)2N*); 3.08 (t, 2H, J = 7.30 Hz, CH2NH2); 1.88-2.05 (m, 4H, NHCH2(CH2)2CH2NH>);
1.88-1.40 (bs, 2H, NH2: intercambiado con D20). RMN '3C (500 MHz, CDCls, d): 157.87, 155.78, 151.56, 147.60,
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133.44, 132.25, 131.62, 130.85, 130.03,129.56, 124.06, 123.18, 122.87, 115.24, 95.65, 93.27, 48.22, 48.10, 48.05,
47.93, 47.88, 47.76, 47.71, 47.60, 47.53, 47.47, 47.42, 47.25, 47.08, 43.67, 39.81, 38.97, 25.25, 24.65; ESI-MS m/z
(%): C22H24CIN4O (M+H)*: 361; ESI-MS-MS (361): 290 (100).

Cloruro de N-[4-(9-dimetilimino-9H-benzo[alfenoxazin-5-ilamino)butil]-2-(3,4-bis(4-metoxifenil)isoxazol-5-il)acetamida.
Se afiadieron a una solucién de cloruro de N-(4-aminobutil)-9-dimetilimino-9H-benzo[a]fenoxazin-5-amonio (56 mg,
0.155 mmol) en DMF anhidro (5 ml), mofezolac (53 mg, 0.155 mmol), clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-
etilcarbodiimida (EDC) (39 mg, 0.20 mg), HOBt*H20 (35 mg, 0.20 mmol) y 4-dimetilaminopiridina (DMAP) (25 mg, 0.20
mmol). La mezcla se agité a temperatura ambiente, bajo atmdsfera de nitrégeno, durante 24 horas. Luego, se elimind
el disolvente bajo presién reducida y se aisl6 un solido violeta (34 mg, 31 % de rendimiento) por cromatografia (gel de
silice; CH2Cl2/CHsOH = 9:1). Mp 142-144 ° C. FT-IR (KBr): 3427, 3235, 3063, 2921, 2851, 1641, 1588, 1328, 835,
717cm™. RMN "H (500 MHz, CDCls, &): 9.00-8.85 (bs, 1H, NH: intercambio con D20); 8.80 (d, 1H, J = 8.30 Hz, proton
aromatico); 8.31 (d, 1H, J = 8.30 Hz, proton aromatico); 7.90 (t, 1H, J = 7.60 Hz, proton aromatico); 7.80 (t, 1H, J =
7.80 Hz, protén aromatico); 7.70 (d, 1H, J = 9.30 Hz, protéon aromatico); 7.14-7.04 (m, 5H, protones aromaticos); 6.92
(s, 1H, protén aromatico); 6.80 (d, 2H, J= 8.80 Hz, protones aromaticos); 6.70 (d, 2H, J= 9.30 Hz, protones aromaticos);
6.60 (s, 1H, proton aromatico); 3.80-3.74 (m, 6H, OCHsy ArNHCHz); 3.72 (s, 3H OCHBa); 3.69 (s, 2H, CH2CONH); 3.40
(t, 2H, J = 6.40 Hz, CH2NHCO); 3.20 (s, 6H, (CH3)2N*); 1.92-1.88 (m, 2H, ArNHCH2CHz); 1.79-1.76 (m, 2H,
CONHCH2CHz2). ESI-EM m/z (%): C41H39CIN5Os [M+H - CI]*: 682.5; ESI-MS-MS: 682.5: 361 (100), 290.

Inhibicién de la actividad catalitica de COX-1 y COX-2 ovina

Se evalué la capacidad de los compuestos de referencia para inhibir la actividad catalitica de las enzimas COX-1y
COX-2 ovinas (porcentaje de inhibicion a 50 mm, a menos que se indique lo contrario). Los valores ICso se
determinaron solo para compuestos que mostraron una actividad inhibidora de COX-1 razonable (>50 %) a 50 mm.
Cada valor de ICso reportado y el porcentaje de inhibicion (medido a 50 mm como la concentracion del compuesto
probado) es el promedio de los resultados de tres ensayos separados (por triplicado). La inhibicién enzimatica se
determino utilizando un kit de ensayo de cribado de inhibidores de COX (ovino) colorimétrico (Cayman Chemicals, Ann
Arbor, MI, EE. UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las soluciones madre de los compuestos de prueba se
disolvieron en un volumen minimo de DMSO.

Compuesto ICs0COX-1[% de | ICs0 COX-2 (uM) [% de

inhibicion a 50 uM] inhibicion a 50 pM]
H3CO, OCH,4
an o 0.0079 [100] > 50 [38]
N‘o OH
mofezolac
Q 1.1[94] n.d.
A\ it
N
y N H N er
(o) 4 NP3
H MPA270
~0 o—
R\ 8
0.95[100 3.5[51
N ﬁ*\}ﬁm"z [100] [51]
MPA 290

nd = no determinado
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que tiene la siguiente formula:

' N@M

H "H
2. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 radiomarcado isotépicamente, en particular radiomarcado
isotopicamente con un isotopo seleccionado de 3H, "'C, C, °N, %0, "8F,

3. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores para uso in vivo o ex vivo en un
método de generacién de imagenes de un cancer, en particular cancer de ovario.

4. Una composicidon de generacion de imagenes de diagnéstico que comprende como agente de generacion de
imagenes un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 0 2 y un portador.

5. La composicion de generacion de imagenes de diagndstico de acuerdo con la reivindicacion 4 para uso in vivo o
ex-vivo en el diagnéstico de un cancer, en particular cancer de ovario.

6. Un método de diagnédstico de cancer in vitro que comprende una etapa de poner en contacto una cantidad eficaz
de un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 0 2 con una muestra de células.

7. El método de diagnéstico in vitro de acuerdo con la reivindicacion 6 que comprende una etapa adicional de analisis
de fluorescencia de dicha muestra de células.
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