ES 2428 464 Al

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@NUmero de publicacion: 2 428 464

@NUmero de solicitud: 201230670

@Int. Cl.:

CO7C 217/74
AB1K 31/138

(2006.01)

(2006.01)

@ SOLICITUD DE PATENTE Al

@ Fecha de presentacion:
04.05.2012

Fecha de publicacion de la solicitud:
07.11.2013

@ Solicitantes:

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA (75.0%)

OTRI. Edificio Central Universidad. C/ Delgado
Barreto, s/n

38201 La Laguna (Tenerife) ESy

CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES
CIENTIFICAS (CSIC) (25.0%)

@ Inventor/es:

DIAZ GONZALEZ, Mario;

MARRERO ALONSO, Jorge Nicolas;
GOMEZ SOUTULLO, Tomas;

MARIN CRUZADO, Raquel;

LAHOZ ZAMARRO, Fernando y
BOTO CASTRO, Alicia

Agente/Representante:

PONS ARINO, Angel

Titulo: Derivados del tamoxifeno, procedimiento de obtencidn y sus aplicaciones

@Resumen:

Derivados del tamoxifeno, procedimiento de
obtencién y sus aplicaciones.

La invencion se refiere a derivados del tamoxifeno, y
sSus usos como composicion farmacéutica en el
tratamiento de enfermedades que cursan con
activacion de la sefializacién por estrégenos o como
herramienta para la identificacion dianas moleculares
del tamoxifeno o como emisor laser molecular.
Ademés, la presente invencidon se refiere al
procedimiento de obtencion de estos compuestos y a
composiciones que los comprenden.
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DESCRIPCION
Derivados del tamoxifeno, procedimiento de obtencion y sus aplicaciones.

La presente invencion se refiere a unos compuestos nuevos, derivados del tamoxifeno, y sus usos como composicién
farmacéutica en el tratamiento de enfermedades que cursan con activacion de la sefializacion por estrégenos o como
herramienta para la identificacion de dianas moleculares del tamoxifeno o como emisor laser molecular. Ademas, la
presente invencion se refiere al procedimiento de obtencién de estos compuestos y a composiciones que los
comprenden.

ESTADO DE LA TECNICA

El tamoxifeno es el farmaco mas comunmente utilizado en la quimioterapia anticancerosa en el tratamiento del cancer
de mama estrégeno-dependiente. La introduccion del farmaco en la practica clinica desde los afios 70, ha permitido
acumular una gran cantidad de datos epidemioldgicos que demuestran su gran eficacia en el tratamiento de este tipo de
tumores. El paradigma fundamental que explica los efectos beneficiosos del tamoxifeno es que éste actla, en los
tumores de mama dependientes de estrégenos, como un antiestrégeno, es decir como una molécula capaz de
antagonizar la uniéon de los estr6genos a sus receptores intracelulares, conocidos como receptores de estrogenos. A
pesar de su bien aceptada aplicabilidad, numerosas evidencias demuestran que el tamoxifeno es capaz de producir un
considerable nimero de efectos secundarios, que van desde la endometriosis (y el cancer de endometrio) a la
generacion de cataratas [MacGregor JI, Jordan VC. “Basic guide to the mechanisms of antiestrogen action”. Pharmacol
Rev. (1998) 50(2):151-196 y en Jordan VC. “Selective estrogen receptor modulation: concept and consequences in
cancer”; Cancer Cell. (2004) 5(3):207-213].

Una buena parte de sus efectos indeseados estan relacionados con su capacidad para modular respuestas celulares
independientes de los receptores de estrogenos, algunas de las cuales se inician en la membrana celular. La
preparacion de derivados no permeables del tamoxifeno, con grupos amonio en la cadena lateral, han permitido conocer
algunas respuestas a nivel de membrana como se describe en Marrero-Alonso J., Garcia-Marrero B., Gémez T. y Diaz
M. Functional inhibition of intestinal and uterine muscles by non-permeant triphenyl ethylene derivatives, Eur. J.
Pharmacol. (2006), 532, 115-127.

Pese a estos avances, en gran medida las bases moleculares de las acciones colaterales son desconocidas, debido a la
falta de herramientas moleculares que permitan identificar las dianas celulares sobre las que se producen. Dentro de las
posibles herramientas se encontrarian los derivados fluorescentes del farmaco. Aunque para otros compuestos se han
desarrollado distintos derivados fluorescentes [R. W. Sinkeldam, N. J. Greco, Y. Tor, “Fluorescent Analogs of
Biomolecular Building Blocks: Design, Properties, and Applications”, Chemical Reviews, (2010), 110, 2579-2619], hay
muy pocos trabajos sobre derivados del tamoxifeno, y ninguno de ellos es comercial.

Recientemente se ha comunicado la sintesis y caracterizacion de derivados fluorescentes del 4-hidroxi-Tamoxifeno (4-
OH-Tx) [Rickert EL, Oriana S, Hartman-Frey C, Long X, Webb TT, Nephew KP, Weatherman RV (2010) Synthesis and
characterization of fluorescent 4-hydroxytamoxifen conjugates with unique antiestrogenic properties. Bioconjugate
Chemistry. 21:903-910]. Estas modificaciones consisten en la conjugacion del 4-OH-Tx con distintos fluoréforos, a
saber, BODIPY, carboxifluoresceina y AlexaFluor 546, a través de un linker de 6 atomos de carbono (el 1,6-
diaminohexano) sobre la cadena lateral del tamoxifeno. Tanto la incorporacién del linker (que alarga la cadena lateral)
como el tamafio del fluordforo (que es muy voluminoso), interfieren la unién del tamoxifeno a los receptores de
estrégenos.

Por tanto, existe la necesidad de sintetizar compuestos con actividad similar al tamoxifeno y que posean un efecto
minimo sobre la afinidad del derivado por el receptor de estrégenos.

DESCRIPCION DE LA INVENCION
Breve descripcion de lainvencion

Un primer aspecto de la presente invencion se refiere al compuesto de formula general (1) (a partir de ahora compuesto
de la invencion):
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o cualquiera de sus sales, donde:

X representa un grupo alquilo (C1-Cig) 0 acilo:

Y representa un grupo que se selecciona de la lista que comprende amino, amonio, tiol, éter, alquilo(C:-Cs),
alquenilo(C2-C3) y alquinilo(C2-Cs);

R; representa un fluoréforo, que puede estar unido al grupo Y directamente o mediante un grupo alquilo (C1-Cs);
preferiblemente R; esté unido directamente al grupo Y.

R2, Rs Y R4, representan de manera independiente, un grupo que se selecciona de la lista que comprende H, OH,
NHa, SH, O-alquilo, O-acilo, NH-alquilo, NH-acilo, S-alquilo, alquilo, acilo y arilo;

ny m tienen, independiente, un valor de entre 1 a 5; y

p tiene un valor de entre 1 a 4.

Otro aspecto de la invencion se refiere al procedimiento de obtencion del compuesto de la invencién, cuando Y es un
grupo amino, tiol o éter, que comprende la reaccion de un precursor de formula general (IV) con R;-L:

(V) 0]

donde: X, Ri1, Rz, R3, R4, N, my p se han descrito anteriormente; Y’ es un grupo amino, OH o0 SH y L es un grupo saliente.

Un tercer aspecto de la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende al menos un

compuesto de férmula general (I) y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Opcionalmente dicha composicion puede
comprender otro principio activo

Un cuarto aspecto de la presente invencioén se refiere al uso del compuesto de formula general (1), para la identificacion y
evaluacion de dianas moleculares del tamoxifeno distintas a los receptores de estrégenos, incluyendo transportadores y
canales iénicos, asi como otros lugares de union a antiestrégenos (AEBS, antiestrogen-binding sites).

Otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso del compuesto de la invencion, para la elaboraciéon de una

composicion farmacéutica. Preferiblemente para el tratamiento y/o prevencién de enfermedades que cursan a través de la
actividad estrogénica.
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Ademas, otro aspecto de la presente invencion se refiere a una composicion que comprende al menos un compuesto de
férmula general (1) y un disolvente organico no polar. Y el uso de dicha composicién como pigmento laser y/o para la
fabricacion de un dispositivo laser o como resonador optico.

Por tanto, otro aspecto mas de la presente invencioén se refiere a un dispositivo laser que comprende el compuesto de la
invencion o la composicion descrita anteriormente.

Descripcion detallada de la invencion

En la presente invencién se describe un nuevo derivado fluorescente del tamoxifeno, es decir, el compuesto de la
invencion, ademas se describe el proceso quimico para su obtencion, y sus diferentes utilidades o aplicaciones, tanto
como herramienta molecular como alternativa farmacolégica al tamoxifeno. El estudio de los efectos bioldgicos indican,
ademas, que el compuesto de la invencion ha resultado ser tan poderoso como el propio tamoxifeno en su faceta
antiestrogénica, pero desprovistos de sus efectos secundarios.

La presente invencién se basa en el hecho que los inventores han identificado un nuevo derivado del tamoxifeno que
sorprendentemente permite identificar ademas del receptor de estrégenos dianas moleculares no convencionales del
tamoxifeno (Figura 1B), es decir, distintas al receptor de estrégenos, tanto intracelulares como de superficie celular y
estudiar su farmacologia molecular (Figura 1). Ademas, el compuesto de la invencion previene el crecimiento y la
proliferacién celular dependiente de estrogenos en la linea celular MCF7, procedente de un carcinoma mamario
humano, de forma similar al tamoxifeno (Figura 2A), pero no presenta estrogenicidad, es decir, que carece de la
capacidad para inducir la activacion del receptor de estrégenos (Figura 3A). En ratas inmaduras, donde el tamoxifeno se
comporta como un antagonista parcial, el compuesto de la invencién antagoniza el efecto uterotréfico del etinil-estradiol
de manera similar al tamoxifeno pero sélo a las dosis mas elevadas.

Por el contrario, y de gran importancia biolégica y farmacéutica, el compuesto de la invencion carece de los efectos
uterotréficos del tamoxifeno o del estradiol (Tabla 1), no modifica ni el nimero de células epiteliales, ni su talla, ni
aumenta el numero de glandulas endometriales (Figura 4), no modifica el peristaltismo intestinal (Figura 5A) ni las
respuestas contractiles del Gtero o la aorta en el rango de concentraciones (Figura 5B) donde el tamoxifeno provoca una
respuesta espasmolitica aguda y es mucho menos estrogénico que el tamoxifeno a cualquier dosis ensayada (Tabla 2).

Con respecto a su actividad bioldgica, el compuesto de la invencion, al igual que el tamoxifeno, es bien tolerado por los
animales de experimentacion y no exhibe toxicidad en el rango de concentraciones ensayado (0,01 mg/kg/dia — 10
mg/kg/dia).

Dadas las propiedades bioldgicas demostradas, el compuesto de la invenciéon también podria ser empleado como
terapia antiestrégeno en tumores de mama estrogeno dependientes, y en otras enfermedades donde se requiere una
actividad estrogénica.

Por tanto, el primer aspecto de la presente invencion se refiere al compuesto de férmula general (1) (en adelante
compuesto de la invencion):

—0

o cualquiera de sus sales, donde:
X representa un grupo alquilo (C1-C1g) 0 acilo (-CO-); preferiblemente es un grupo alquilo;
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Y representa un grupo que se selecciona de la lista que comprende amino, amonio, tiol(-S-), éter(-O-), alquilo(C;-Cs),
alquenilo(C2-Cs3) y alquinilo(C2-C3); preferiblemente es un grupo amino o amonio;

R: representa un fluor6foro, que puede estar unido al grupo Y directamente o mediante un grupo alquilo (C1-Cs);
preferiblemente Ry se une directamente al grupo Y;

R2, Rs Yy R4, representan de manera independiente, un grupo que se selecciona de la lista que comprende H, OH,
NH2, SH, O-alquilo(C;-C10), O-acilo(-OCO-R’), NH-alquilo(C1-C10), NH-acilo(-NHCO-R”), S-alquilo(C1-Ci0), alquilo(Cs-
Ci0), acilo(-CO-R™) y arilo; preferiblemente son, de manera independiente, hidrégeno, OH o O-alquilo;

n y m tienen, independiente cada uno, un valor de entre 1 a 5; y

p tiene un valor de entre 1 a 4.

En una realizacién preferida del compuesto de la invencion, Rz y Rz son H.

En otra realizacion preferida del compuesto de la invencion, Rses H o OH.

En una realizacién mas preferida n, m o p tienen el valor de 1.

Por “alquilo” se refiere en la presente invencién a cadenas hidrocarbonadas saturadas, lineales o ramificadas, que
tienen de 1 a 10 atomos de carbono, por ejemplo, metilo, etilo, n-propilo, i-propilo, n-butilo, terc-butilo, sec-butilo, n-
pentilo, n-hexilo, etc. Preferiblemente el grupo alquilo tiene entre 1 y 6 &tomos de carbono, mas preferiblemente de entre
1 a 3 &tomos de carbono. Aun mas preferiblemente cuando X es un grupo alquilo es -CHz-CHa-.

Por “alquenilo” se refiere en la presente invencion a cadenas hidrocarbonadas insaturadas, lineales o ramificadas, que
tienen de 2 a 3 4tomos de carbono, y que contiene un enlace carbono-carbono doble, por ejemplo, vinilo, 1-propenilo,
alilo, isopropenilo, etc.

El término “alquinilo” se refiere a radicales de cadenas hidrocarbonadas, lineales o ramificadas, de 2 a 3 atomos de
carbono, y que contiene un enlace carbono-carbono triple, por ejemplo, etilino, propinilo, etc.

Por “amino” se refiere a -NR,-, donde R, es un grupo alquilo (C1-Cag), tal y como se ha descrito anteriormente. Mas
preferiblemente R, es un grupo metilo.

Por “amonio” se refiere al grupo —'NRaRy-, donde R, y Ry representan, de manera independiente, un grupo alquilo (Ci-
C10), tal y como se ha descrito anteriormente. Mas preferiblemente son un grupo metilo.

Por “O-alquilo” se refiere a un grupo que contiene un atomo oxigeno unido a un grupo alquilo(C1-Cig), definido
anteriormente.

Por “O-acilo” se refiere al grupo -OCO-R’, donde R’ es un hidrégeno o un grupo alquilo (C1-Cio), definido anteriormente.
Por “NH-alquilo” se refiere a un grupo -NH- unido a un grupo alquilo(C1-C1o), tal y como se ha definido anteriormente.

Por “NH-acilo” se refiere al grupo -NHCO-R”, donde R” es un hidrégeno o un grupo alquilo (C1-Cig), tal y como se ha
definido anteriormente.

Por “S-alquilo” se refiere a refiere a un grupo que contiene un atomo de azufre unido a un grupo alquilo(C1-Cag), tal y
como se ha definido anteriormente.

Por “acilo” se entiende el grupo -CO-R’’, donde R es un hidrégeno o un grupo alquilo (C1-Cig), tal y como se ha
definido anteriormente.

Por “arilo”, se refiere, en la presente invencion, a anillos aromaticos, sencillos o mdltiples, que tienen entre 5 a 18
atomos de carbono en la parte del anillo, tales como pero sin limitarse a, fenilo, naftilo, difenilo, indenilo, fenantrilo,
fluorenilo o antracilo. Preferiblemente el grupo arilo tiene de 5 a 7 atomos de carbono y mas preferiblemente el grupo
arilo es un fenilo.

Por “fluoroforo” se refiere en la presente invencion a una molécula fluorescente. Preferiblemente este fluoroforo es de
pequefio tamafio, es decir, implica que dicha molécula sea de pequefio peso y volumen, mas preferiblemente el
fluoréforo tiene un peso molecular igual o inferior a 300 Da. Ejemplos de fluoréforos son, pero sin limitarse a, AMCA
(dietilamino cumarin carboxil), NBD ((7-nitrobenzo[c][1,2,5]oxadiazol-4-il), dansilo (5-(Dimetilamino)naftaleno-1-sulfonil) o
4-N,N-dimetilaminoftalimido (o 4-N,N-Dimetilamino-1,8-naftalimido).

En una realizacion mas preferida del compuesto de la invencion, R; es NBD, dando lugar a la férmula general (1a):
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(1a)

Donde: X, Y, Rz, Rs, R4, n, my p, son tal y como se han descrito anteriormente.

5 En una realizacién ain mas preferida del compuesto de la invencion, Y es un grupo amino y mas preferiblemente un
grupo —N(CHzs)-, aun mas preferiblemente R; es NBD, mas preferiblemente X es -CH,-CHj- y alin mas preferiblemente
es el compuesto de formula (Il) denominado N-(7-nitrobenzolc][1,2,5]oxadiazol-4-il)desmetiltamoxifeno (FLTX1 6
FLUTAMOX):

NO,

Q
’ O

(m

En ofra realizacion preferida del compuesto de la invencién, Y es un grupo amonio y se representa por la formula
general (IlI):
15
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donde: X, R1, Rz, R3, R4, N, my p, son tal y como se han descrito anteriormente;
Ra y Ry representan, de manera independiente un grupo alquilo (C1-C1o), mas preferiblemente un grupo alquilo
(C1-Cg), alin més preferiblemente un grupo metilo; y

A representa un anion, el anion puede ser, pero sin limitarse un ién haluro (fluoruro, cloruro, yoduro o bromuro),
sulfato o cualquier otro anion. Preferiblemente el anién es un i6n haluro.

El compuesto de férmula general (l11) es un derivado no permeable del tamoxifeno, que permite estudiar sus interacciones
a nivel de membrana.

Un segundo aspecto de la presente invencion se refiere a un procedimiento de obtencién del compuesto (I) o compuesto

de la invencién, cuando Y es un grupo amino, tiol o éter, que comprende la reaccion de un precursor de férmula general
(IV) con Rs-L:

(V) 0]
donde: X, R1, Rz, R3, R4, N, m y p se han descrito anteriormente; Y’ es un grupo amino(NH), OH o SH y L es un grupo
saliente.

Por “grupo saliente” se entiende a un atomo o grupo de atomos que se desligan facilmente de una molécula, en este
caso de la molécula fluorescente R;. Grupos salientes son ampliamente conocidos por un experto en la materia y
pueden ser, pero sin limitarse a, Cl, Br, I, mesilo (OMs), entre otros.

En una realizacion preferida del procedimiento de la invencién, cuando X es un grupo CH»-CHa, Y es un grupo amino y

R2, R3, R4 son hidrégeno del compuesto de férmula (I) que se obtiene, o mas preferiblemente es el compuesto de férmula
(I1), el precursor es el N-desmetiltamoxifeno:


http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81tomo
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En otra realizacion preferida, el N-desmetiltamoxifeno se obtiene mediante la desmetilacién del tamoxifeno por
tratamiento con alquil cloroformatos.

Por “alquil cloroformatos” se refiere al compuesto CI-C(O)O-alquilo, donde el grupo alquilo(Ci-C10) estad definido
anteriormente.

Un procedimiento particular de la presente invencion, util para la obtencion del compuesto (Il), comprende:

a) la desmetilacion del tamoxifeno 2 por tratamiento con alquil cloroformatos para la obtencion de N-
Desmetiltamoxifeno 3, y

b) un tratamiento de N-Desmetiltamoxifeno 3 con NBD-CI.

\
N— N-H

{ {
@] 0 0] \N,O o)
00 dom O L OO

O O O

@ ®) (In

Por otro lado, el compuesto de la invencién es de aplicacion en el campo biotecnoldgica, en concreto en el desarrollo de
bioensayos de actividad estrogénica/antiestrogénica, como herramienta molecular en la identificacion subcelular de
dianas moleculares del tamoxifeno ajenas a los receptores de estrogenos, en bioensayos de competicion o en ensayos
de bioactivacién bajo el control del receptor de estrogenos. Mas particularmente, como sonda en laboratorios de
investigacion para estudiar procesos fisiolégicos de interés clinico poco conocidos, ya que la interaccion habitual del
tamoxifeno es con los receptores de estrogenos.

Por tanto, otro aspecto de la presente invencidn se refiere al uso del compuesto de la invencion, para la identificaciéon y
evaluacion de dianas moleculares del tamoxifeno distintas a los receptores de estrogenos, estos incluyen transportadores
y canales idnicos, asi como otros lugares de unién a antiestrogenos (AEBS, antiestrogen-binding sites).

Ademas, el compuesto de la invencién es de aplicacion en el campo farmacéutico como antiestrégeno, en particular en
tratamientos coadyuvantes en cancer de mama estrogeno-dependiente, al carecer de los efectos uterotroficos,
hiperplasicos, hipertréficos y del agonismo estrogénico del tamoxifeno.

Por tanto, otro aspecto de la presente invencion se refiere a una composicién farmacéutica que comprende al menos un
compuesto de foérmula general (I) y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Opcionalmente, la composicién
farmacéutica puede comprender otro principio activo.

Este principio activo podria ser otro agente antitumoral, ya que en una gran parte de las terapias anticancerigenas
aplicadas a pacientes se suelen utilizar una combinacién de principios activos.

Las formas farmacéuticas adecuadas para la administracion oral incluyen cualquier composicion sélida (tabletas,
pastillas, capsulas, formas granuladas, etc.) o liquida (soluciones, suspensiones, emulsiones, jarabes, etc.) y pueden
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contener excipientes convencionales conocidos en la materia, tales como agentes de unién, por ejemplo jarabe, acacia,
gelatina, sorbitol, tragacanto, o polivinilpirrolidona; agentes de relleno, por ejemplo lactosa, azlcar, almidén, maiz,
fosfato calcico, sorbitol o glicina, lubricantes para la preparaciéon de comprimidos, por ejemplo estearato de magnesio,
desagregantes como almidén, polivinilpirrolidona glicolato sédico de almidén o celulosa microcristalina, o agentes
humectantes farmacéuticamente aceptables, tal como laurilsulfato de sodio.

Las composiciones soélidas orales se pueden preparar por métodos convencionales de mezclado, llenado o preparacion
de comprimidos. Las operaciones repetidas de mezclado se pueden utilizar para distribuir de forma uniforme el principio
activo utilizando grandes cantidades de agentes de relleno. Estas operaciones son convencionales en el arte de esta
invencion. Los comprimidos se pueden preparar, por ejemplo a través de granulaciéon hiumeda o seca y pueden ser
opcionalmente recubiertos por métodos bien conocidos en la practica farmacéutica normal, particularmente con un
recubrimiento entérico.

Las composiciones farmacéuticas también pueden ser adaptadas para la administracion parenteral, tal como soluciones
estériles, suspensiones o productos liofilizados en la forma farmacéutica adecuada. Excipientes adecuados, tales como
agentes a granel, neutralizantes o surfactantes pueden ser mencionados.

Los compuestos o composiciones descritos en la presente invencion pueden ser administrados por cualquier método
adecuado, como infusion intravenosa, preparaciones orales y administracion intraperitoneal o intravenosa. Sin embargo,
la via de administracion preferida dependerd de la condicion del paciente. En particular, la administracién oral es
preferida debido a la comodidad para el paciente y el caracter cronico de las enfermedades que deben ser tratadas,
aunque también es preferida la administracion mediante inyeccion intratumoral, subcutdnea o parenteral.

En una realizacion preferida, la composicion farmacéutica comprende una cantidad de entre 0,01mg/kg/dia a 10mg/kg/dia
del compuesto de férmula general (1).

Otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso del compuesto de la invencion de férmula general (I) para la
elaboracién de una composicién farmacéutica, preferiblemente para el tratamiento y/o prevencién de enfermedades a
través de su actividad antiestrogénica, por tanto estas enfermedades son las enfermedades tratables o prevenibles a
través de su actividad antiestrogénica y estas se pueden seleccionar de la lista que comprende: osteoporosis, infertilidad
masculina (oligospermia), ginecomastia, transtornos ovulatorios (incluyendo infertilidad), condicion fibroguistica mamaria
o hipercolesterolemia.

Muchos canceres de mama son sensibles a los estrégenos, lo cual significa que el estrégeno hace que el tumor
canceroso mamario crezca. Este tipo de cancer se denomina cancer positivo para receptores de estrégenos o cancer
positivo para RE o cancer de mama estrégeno dependiente.

Por tanto, una realizacion preferida de la invencion comprende el uso del compuesto de la invencién de féormula general
(I) para la elaboracién de una composicion farmacéutica para el tratamiento y/o prevencion de un tipo de cancer
estrogeno dependiente, mas preferiblemente de cancer de mama estrégeno dependiente.

Ademas del cancer de mama, los estrégenos y sus receptores, se han asociado con una mayor incidencia de canceres
de Gtero y de endometrio, cancer de ovario y cancer de préstata. Por lo tanto, dado que el FLTX1 carece de los efectos
hiperplésicos e hipertréficos del tamoxifeno en Utero y endometrio en las pruebas realizadas, una realizacién preferida de
la invenciéon comprende el uso del compuesto de la invencién de férmula general (I) para la elaboracién de una
composicion farmacéutica para el tratamiento de los canceres de mama ER+ en los que existe un riesgo probable de
carcinomas uterinos por tamoxifeno asi como en la prevencién y/o tratamiento de canceres de endometrio, de ovario y
de prostata cuyo progreso esté asociado a actividad estrogénica.

A lo largo de la presente descripcion, el término “tratamiento” se refiere a eliminar, reducir o disminuir la causa o efectos
de la enfermedad. Para los propdésitos de esta invencion, tratamiento incluye, aunque sin quedar limitados a los mismos,
aliviar, disminuir o eliminar uno o mas sintomas de la enfermedad; reducir el grado de enfermedad, estabilizar (es decir,
no empeorar) el estado de la enfermedad, retrasar o ralentizar la progresion de la enfermedad, aliviar o mejorar el
estado de la enfermedad y remitir (ya sea total o parcial).

Ademas, el compuesto de la invencién -diluido en un solvente organico adecuado, como por ejemplo metanol, aceite de
oliva o acetona - se comporta como un medio material con capacidad de emision laser (Figura 6). Esto es, el compuesto
de la invencién se comporta como un “Laser Dye” o pigmento laser y, por tanto, puede ser de aplicacion en el campo de
la nanotecnologia, en concreto en éptica o optofluidica. Para conseguir que este pigmento laser emita luz laser debe
iluminarse con luz pulsada cuya longitud de onda corresponda a la banda de absorcién del compuesto de la invencion
utilizado (aprox. 550 nm). La presente invencidon supone una novedad ya que ni la molécula de tamoxifeno ni la del
fluor6foro NBD producen, por si solas emision laser. Se trata de un descubrimiento relevante teniendo en cuenta que la
eficiencia de conversién de luz de bombeo a luz de emisién laser es mayor (aproximadamente 30%) que la medida de
otros pigmentos laser comerciales de uso frecuente como es el caso de la Rhodamina 6G (inferior al 20%).
Preferiblemente, el compuesto de la invencion utilizado, en el rango de concentraciones entre 1 yM y 50 mM vy disuelto


http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1ncer_de_endometrio
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1ncer_de_endometrio
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1ncer_de_pr%C3%B3stata
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1ncer_de_ovario

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2428 464 Al

en un solvente adecuado, se comporta como un medio material amplificador de luz de elevada eficiencia (pigmento
laser) en el intervalo de 540-570 nm. Hay que destacar que:
a. Produce emision laser en alguna de esas longitudes de onda incluso sin necesidad de espejos que formen una
cavidad laser al ser pulsado con una energia minima dentro de la banda de absorcién del fluoréforo;
b. Cuando se excita con un laser pulsado en régimen de nanosegundos, produce pulsos de emision laser de alta
energia (del orden de mili julios) con una duracién temporal de los pulsos de nanosegundos; y
c. Produce emisién laser en alguna de esas longitudes de onda cuando se adhiere una pelicula de dicho medio por
capilaridad alrededor de una estructura de simetria cilindrica o circular.

Ademas, el compuesto de la invencion podria utilizarse para el desarrollo de laseres con aplicaciones en
optoelectronica, optofluidica, dptica, medicina, oncologia, etc. Igualmente, podria emplearse en metodologias basadas
en FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) tanto como donante como aceptor de energia para formacion de
imagenes en microscopia.

Por tanto, otro aspecto de la presente invencion se refiere a una composicién que comprende al menos un compuesto de
férmula general (1) o compuesto de la invencién y un disolvente organico no polar.

Cualquier disolvente organico no polar o apolar es conocido por cualquier experto en la materia y como ejemplos, pero
sin limitarse, se podria utilizar alcohol, dimetilsulféxido, lipido graso, cetona o cualquiera de sus combinaciones,
preferiblemente metanol, dimetilsulféxido, aceite de oliva, acetona o cualquiera de sus combinaciones.

En una realizacién preferida de la composicion, el compuesto de férmula (1) se encuentra en una concentracion de entre 1
puM a 50 mM con respecto a la composicion final.

De manera adicional, otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso de la composicién anteriormente descrita o
del compuesto de férmula general (I), como pigmento laser, para la fabricacion de un laser o como resonador 6ptico.

En una realizacion preferida, tanto la composicion como el compuesto de férmula (I) es Gtil para aplicaciones en
optoelectronica, optofluidica, dptica, medicina, oncologia, en metodologias basadas en FRET (Fluorescence Resonance
Energy Transfer), tanto como donante como aceptor de energia para formacién de imagenes en microscopia, 0
fotoactivacion por medios laser.

Teniendo en cuenta la aplicacion de dicha composicion o compuesto de férmula (1), otro aspecto de la presente
invencion se refiere a un dispositivo laser que comprende el compuesto de la invencién o la composicion descrita
anteriormente.

En otra realizacion preferida, la aplicacion de la emision laser del compuesto de la invencion o mas preferiblemente del
compuesto de formula (ll) puede utilizarse para destruir células tumorales, preferiblemente células ER+, en tumores
localizados. Dentro de esta aplicacién, estas células tumorales ER+ serian previamente cargadas con el compuesto
mediante inyeccidn intratumoral, subcutdnea o parenteral y fotoactivadas por longitudes de onda dentro de su espectro
de excitacion.

Por tanto, otro aspecto de la presente invencion seria un método de tratamiento de estos tipos de canceres, que
comprende:

-la administracion del compuesto de la invencion en células tumorales mediante inyeccion intratumoral, subcutanea o
parenteral; y

-la irradiacién a una longitud de onda adecuada para la fotoactivacion del compuesto y cuya emisién laser permita la
destruccion localizada de células tumorales ER+.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus variantes no pretenden excluir otras
caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y
caracteristicas de la invencién se desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencion. Los
siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la
presente invencién.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
Figura 1.- Analisis mediante microscopia confocal de las propiedades fluorescentes y de marcaje celular del
compuesto de la invenciéon. Espectros de excitacién y de emisién del compuesto de formula Il (Figura 1A). Este

compuesto de la invencion permite marcar dianas intracelulares en células permeabilizadas de diferentes lineas
celulares (MCF7, SN56 y HT22, Figura 1B) y dianas de la membrana celular (MCF7, Figura 1C).
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Figura 2.- Efectos estrogénicos/citotoxicos (A) y antiproliferativos (B) del tamoxifeno y del N-(7-
nitrobenzo[c][1,2,5]oxadiazol-4-il)desmetiltamoxifeno sobre la linea celular MCF7. Los asteriscos indican
diferencias significativas de p<0,05 respecto al vehiculo.

Figura 3.- Actividad transcripcional del tamoxifeno 'y del N-(7-nitrobenzo([c][1,2,5]oxadiazol-4-
illdesmetiltamoxifeno en células MCF7 y T47D-KBluc. Ambas lineas celulares fueron transfectadas con el gen de la
luciferasa bajo el control del receptor de estrégenos. Se muestran los resultados del abordaje antiestrogénico (A) y
estrogénico (B). Los asteriscos indican diferencias significativas de p<0,05 respecto al vehiculo.

Figura 4.- Efectos del tamoxifeno, estradiol y N-(7-nitrobenzo[c][1,2,5]oxadiazol-4-il)desmetiltamoxifeno sobre la
estructura histolégica del Gtero de ratones CD1. Se muestran ejemplos representativos de las tinciones
hematoxilina-eosina bajo los cuatro tratamientos. El panel superior muestra secciones transversales del cuerpo uterino.
El panel central se observa la estructura microscopica del miometrio (myo), el estroma (stro) y el epitelio (epi). Las
flechas sefialan las glandulas del estroma. El panel inferior muestra microfotografias a 60 aumentos del epitelio. La
doble flecha marca los limites en altura del epitelio.

Figura 5.- Efectos del tamoxifeno y del N-(7-nitrobenzo[c][1,2,5]oxadiazol-4-il)Jdesmetiltamoxifeno sobre la
actividad peristatica espontanea (A) y sobre la respuesta contractil uterina inducida por despolarizacién por KClI
en presencia de CaCl; (B). En A) se muestran ejemplos representativos de las repuestas al tamoxifeno (panel
izquierdo) y N-(7-nitrobenzo[c][1,2,5]oxadiazol-4-il)Jdesmetiltamoxifeno (panel derecho) sobre el peristaltismo duodenal
en ratones hembra CD1. En B, respuesta tipica de Uteros de ratonas ovariectomizadas en las que se induce una
contraccion ténica por CaCl,+KCIl. Tamoxifeno y N-(7-nitrobenzo[c][1,2,5]oxadiazol-4-il)desmetiltamoxifeno se aplican a
los tiempos indicados.

Figura 6.- Energia de emision laser del N-(7-nitrobenzol[c][1,2,5]oxadiazol-4-il)desmetiltamoxifeno en funcion de
la energia de bombeo incidente. En el centro se muestra un esquema del sistema con la trayectorias de la luz
incidente y emitida desde la cubeta. En la fotografia, la flecha indica la zona de emision laser a 550 nm. Se empleé una
solucién concentrada de N-(7-nitrobenzo[c][1,2,5]oxadiazol-4-il)desmetiltamoxifeno (10 mM) en acetona.

Figura 7.- Espectro de resonancia de la energia de emisién laser del N-(7-nitrobenzo([c][1,2,5]oxadiazol-4-
illdesmetiltamoxifeno. El espectro corresponde a la energia sobre el umbral de bombeo en el haz de luz con
polarizacion vertical. Se empled una solucién concentrada de N-(7-nitrobenzol[c][1,2,5]oxadiazol-4-il)desmetiltamoxifeno
(10 mM) en acetona.

EJEMPLOS DE REALIZACION

Ejemplo 1.- Obtencién quimica del compuesto de lainvencion de férmula general (Ib).
1.1.- Primera etapa de obtencion del N-Desmetiltamoxifeno (3).

\N— N-H

- O G
O O CI)J\O/\ O O

N-Desmetil tamoxifeno (3)

Tamoxifeno (2)

A una solucién de tamoxifeno (2) (1,85 g, 5,0 mmol) en 1,2-dicloroetano seco (25 mL) se le afiadi6 cloroformato de etilo
(0,7 mL, 7,5 mmol) y la solucién resultante se calenté a reflujo durante 7 h. A continuacién se afiadié méas cloroformato
de etilo (0,7 mL, 7,5 mmol) y el reflujo se continud durante 8 h. La mezcla de reaccion se enfrié a 26 °C y se vertié sobre
una solucién acuosa diluida de NaOH y se extrajo con acetato de etilo. La capa organica se sec6 con sulfato sodico, se
filtré y se evaporo el disolvente bajo vacio.

El residuo se purific6 por cromatografia en columna de gel de silice (hexano/EtOAc 1:1), obteniéndose N-
desmetiltamoxifeno 3 (1,26 g, 71%) como un sélido cristalino: p.f. 75-76 °C (a partir de hexano); 'H NMR (500 MHz,
CDs0OD) 61 0,89 (3H, dd, J=7,4, 7,5 Hz), 2,40 (3H, s), 2,44 (2H, ddd, J = 7,4, 7,4, 7,5 Hz), 2,87 (2H, dd, J = 5,2, 5,3 Hz),
3,94 (2H, dd, J = 5,0, 5,3 Hz), 6,58 (2H, d, J = 8,8 Hz), 6,76 (2H, d, J = 8,8 Hz), 7,08 (1H, dd, J = 7,0, 7,2 Hz), 7,11 (2H,
d,J=7,2Hz), 7,14 (2H, dd, J = 7,2, 7,3 Hz), 7,20 (2H, d, J = 8,2 Hz), 7,25 (1H, dd, J = 7,2, 7,5 Hz), 7,33 (2H, dd, J =
7,3, 7,7 Hz); MS m/z (intensidad relativa) 357 (M+, 64), 300 (M+ + H — MeNHCH,CH>, 100); HRMS m/z calcd para
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C2sH27NO, 357,2093; encontrada, 357,2063; calcd para C2H200, 300,1514; encontrada, 300,1491. Anal. Calcd para
CasH27NO: C, 83,99; H, 7,61; N, 3,92. Encontrado: C, 83,99; H, 7,79; N, 3,91.

1.2.- Segunda etapa de obtencion del compuesto de la invencion N-(7-nitrobenzolc][1,2,5]oxadiazol-4-
illdesmetiltamoxifeno (Férmula II).

\ NO,

Q
DAV DR,
O - O

©) (In

A una solucion agitada de desmetil tamoxifeno (3) (200 mg, 0,56 mmol) en metanol seco (15 mL) se le afiadié 4-cloro-7-
nitro-1,2,3-benzoxadiazol (NBD-CI, 244 mg, 1,2 mmol) y la solucién se agité a 26 °C durante 5 h. Luego se vertio sobre
una solucién acuosa saturada de NaHCO3 y se extrajo con EtOAc. La capa organica se seco, filtré y evaporé como en el
experimento anterior, y el residuo se purificd por cromatografia en columna sobre gel de silice (hexanos-EtOAc, desde
95:5 a 1:1), obteniéndose el compuesto de férmula Il como un solido naranja cristalino (182 mg, 63%): p.f. 141-1 142 °C
(pentano-EtOAC); '"H NMR (500 MHz, acetona-d) d4 0,85 (3H, dd, J = 7,4, 7,4 Hz), 2,39 (2H, ddd, J =7,4, 7,4, 7,5 Hz),
3,57 (3H, br s), 4,27 (2H, dd, J = 6,3, 6,3 Hz), 4,52 (1H, m), 6,41 (1H, d, J = 9,3 Hz), 6,52 (2H, d, J = 8,2 Hz), 6,73 (2H,
d, J=7,9 Hz), 7,0517,16 (5H, m), 7,18 (2H, d, J = 7,5 Hz), 7,23 (1H, dd, J = 7,1, 7,3 Hz), 7,32 (2H, dd, J = 7,0, 7,2 Hz),
8,42 (1H, d, J = 8,9 Hz); *C NMR (125,7 MHz, acetona-d) 8¢ 12,8 (CHs), 29,0 (CHz), 42,0 (CH3), 54,6 (CH2), 65,7 (CH2),
102,2 (CH), 113,4 (2 x CH), 126,1 (CH), 126,6 (CH), 127,8 (2 x CH), 128,2 (2 x CH), 129,2 (2 x CH), 129,6 (2 x CH),
131,7 (2 x CH), 135,0 (C), 135,5 (CH), 136,0 (C), 138,4 (C), 141,4 (C), 142,4 (C), 143,7 (C), 145,0 (2 x C), 146,1 (C),
156,5 (C); MS m/z (intensidad relativa) 520 (M+, 100); HRMS m/z calcd para CsiH2sN4O4, 520,2111; encontrada,
520,2099; Anal. Calcd para Cs1H2sN4O4: C, 71,52; H, 5,42; N, 10,76. Encontrado: C, 71,72; H, 5,49; N, 10,76.

Ejemplo 2.- Estudio de las propiedades fluorescentes y del marcaje celular del compuesto N-(7-
nitrobenzo[c][1,2,5]oxadiazol-4-il)desmetiltamoxifeno) (FLTX1)

Los espectros de fluorescencia normalizados del compuesto FLTX1 en soluciéon metandlica se muestran en la figura 1A.
El compuesto tiene una excitacion méxima a 428 nm y una emision méaxima a 530 nm (Mostrado en la Figura 1A para
unas solucion de FLTX1 a 10 mM en metanol). El estudio de las propiedades fluorescentes del marcaje celular FLTX1,
se realizo en células HT22, SN56 y MCF7, fijadas en 2% paraformaldehido 0,1% glutaraldehido y 150 mM sacarosa, a
temperatura ambiente y bajo condiciones tanto permeabilizantes (0,5% nonidet P-40 2 minutos) y no-permeabilizantes.
Posteriormente, las células fijadas fueron marcadas con 50 yuM FLTX1 durante 2 horas, lavadas en PBS y montadas en
soportes de vidrio en PBS/glicerol (1:1). El marcaje fluorescente se analizé utilizando microscopia confocal utilizando
una linea de argén con excitacion a 415 nm y registrando la fluorescencia emitida a 560 nm. En los ensayos de
competicion, previamente a la adicion FLTX1, las células fueron expuestas a distintas concentraciones de estradiol,
tamoxifeno o NBD, durante 30 minutos a temperatura ambiente. Los ensayos de colocalizacion con el receptor de
estrogenos, se realizaron determinando primero la inmunosefal del anticuerpo anti-ER alfa, y a continuacion la sefial
fluorescente del FLTX1.

El derivado fluorescente FLTX1 permite marcar dianas intracelulares en células permeabilizadas de diferentes lineas
celulares (MCF7, SN56 y HT22, Figura 1B). También es posible el marcaje fluorescente de la membrana celular, en
linea con la existencia de lugares de union de membrana para antiestrégenos en condiciones no permeabilizantes
(mostrado en la Figura 1C para células MCF7, resultados similares se obtienen en las otras dos lineas celulares). El
marcaje es especifico para el tamoxifeno: es totalmente competido por éste y no se modifica por excesos del fluoréforo
(NBD). Una buena parte del marcaje total, alrededor del 20%, es desplazado por el estradiol, indicando que ademas del
receptor de estrégenos, el FLTX1, permite marcar otros lugares de unién al tamoxifeno. Una parte de este marcaje
residual corresponde a los canales de calcio de tipo L.
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Ejemplo 3.- Ensayos de inhibicién de la proliferacién celular del FLTX1,

Los ensayos de proliferacion celular se realizaron sobre células MCF7, procedentes de un carcinoma mamario humano,
positivas para el receptor de estrégenos cultivadas en medio libre de rojo fenol y en presencia de suero fetal inactivado
por carbono. Para los ensayos de estrogenicidad y toxicidad, concentraciones crecientes del compuesto de la invencién
(10 nM-10 pM) se incorporaron a los cultivos a las 24 horas de iniciado el cultivo y se mantuvieron durante 6 dias. Para
los ensayos antiestrogénicos, se emplearon iguales concentraciones del compuesto de la invencion que en los ensayos
estrogénicos, pero se mantuvieron durante 4 dias, tras los cuales se incorporé 100 pM 17B-estradiol. La viabilidad
celular se cuantificd utilizando el reactivo WST-1 (Cell Proliferation Reagent, Roche), que determina la actividad
mitocondrial en células funcionalmente viables. (Figura 2).

Asi, se observd que el compuesto de la invencién previene el crecimiento y la proliferacién celular dependiente de
estrogenos en la linea celular MCF7 de forma similar al tamoxifeno (Figura 2A). Por si solos, ni tamoxifeno ni el
compuesto de la invencion presentan efectos proliferativos en esta linea celular (Figura 2B).

Ejemplo 4.- Andlisis de los efectos antiestrogénicos del N-(7-nitrobenzo[c][1,2,5]oxadiazol-4-
illdesmetiltamoxifeno (FLTX1)

El analisis de los efectos transcripcionales del FLTX1, se realiz6 en células cotransfectadas mediante electroporacion
con el gen reportero 3x-Vit-ERE-TATA-luciferasa y con el gen de la B-galactosidasa. Paralelamente se emplearon
células T47D-KBluc, transfectadas de manera estable con el gen pGL2.TATA.Inr.luc.neo. Después de transfectadas, las
células fueron incubadas en medio libre de rojo fenol en presencia de suero inactivado durante 24 horas. Tras este
periodo se incubaron en presencia de tamoxifeno o del FLTX1 a las concentraciones indicadas (10 nM — 10 yM) durante
15 horas (en el abordaje estrogénico). En el estudio de los efectos antiestrogénico, las células fueron expuestas a estas
mismas concentraciones de tamoxifeno o del FLTX1 durante 8 horas, y luego incubadas con 100 pM 17p-estradiol en
presencia del tamoxifeno o del FLTX1 durante otras 15 horas. Una vez finalizados los experimentos, se recogieron las
células, se destruyeron en tampon de lisis, se centrifugaron a 12000 g durante 2 minutos, y se determind la actividad
luciferasa en el sobrenadante mediante luminometria. La luminiscencia se normaliz6 a la cantidad de proteina en las
mismas muestras. (Figura 3)

En los andlisis de la modificacion de la actividad transcripcional en células MCF7 y T47D-KBIluc transfectadas con el gen
de la luciferasa bajo el control del receptor de estrégenos, se observa que a diferencia del tamoxifeno, el compuesto de
la invencidn no presenta estrogenicidad, es decir, que carece de la capacidad para inducir la activacion del receptor de
estrégenos (Figura 3A). Los abordajes antiestrogénicos muestran que el compuesto de la invencién es tan poderoso
como el tamoxifeno inhibiendo la actividad transcripcional (Figura 3B), con valores de ICso de alrededor de 1 pM.

Ejemplo 5.- Actividad uterotrofica del N-(7-nitrobenzo[c][1,2,5]oxadiazol-4-il)desmetiltamoxifeno (FLTX1).

En los bioensayos “in vivo” de actividad uterotréfica se utilizaron ratonas CD-1 inmaduras (17 dias) y ratas Sprague-
Dawley inmaduras (19 dias), mantenidas entre 22°C y 24°C bajo ciclos luz-oscuridad de 12 horas. Las ratonas fueron
inyectados subcutanea- y diariamente con soluciones de tamoxifeno o del FLTX1 (en aceite de oliva) a las dosis de
0,01, 0,1 y 1 mg/kg/dia (en el caso de ratas también se administraron dosis de 10 mg/kg/dia) durante 3 dias. Como
controles positivos se utilizé 17B-estradiol (1 pg/kg/dia), en el caso de ratonas, o etinil estradiol (0,5 pg/kg/dia) en el
caso de ratas, administrados también subcutdneamente durante 3 dias. En el caso de ratas, donde se determinaron los
efectos antiestrogénicos, la administracion del tamoxifeno y del FLTX1, a las dosis indicadas, también se realizd
conjuntamente con la de etinil estradiol (0,5 pg/kg/dia). Tras este periodo los animales fueron sacrificados mediante
anestesia con pentobarbital sédico y se extrajeron y pesaron los diferentes 6rganos y tejidos. En algunas ratonas CD-1,
el tejido uterino extraido se dividio en dos porciones (cuernos) de los que uno se fij6 en solucion de Bouin para los
ensayos morfométricos, y el otro se embebi6 en una solucién PBS conteniendo 4% paraformaldehido para los ensayos
inmunohistoquimicos. (Tablas 1y 2).
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Los ensayos uterotroficos realizados en ratones, donde el tamoxifeno se comporta como agonista estrogénico y provoca
el aumento del tamafio y peso uterino, asi como del cervix, muestran que el FLTX1 carece de los efectos uterotréficos
del tamoxifeno o del estradiol (Tabla 1).

En ratas inmaduras, donde el tamoxifeno se comporta como un antagonista parcial, el FLTX1 antagoniza el efecto
uterotréfico del etinil-estradiol de manera similar al tamoxifeno pero sélo a las dosis mas elevadas. Por el contrario,
FLTX1 es mucho menos estrogénico que el tamoxifeno a cualquier dosis ensayada (Tabla 2).

Los estudios histolégicos e inmunohistoquimicos se realizaron sobre muestras uterinas fijadas como se indico
anteriormente. Los cuernos uterinos se embebieron en parafina y se realizaron cortes seriados de 10 pm,
desparafinados y tefiidos con hematoxilina-eosina. Utilizando el software para morfometria Leica QWinV3 se analizaron
el nimero de células, las alturas epiteliales y el nimero de glandulas del estroma sobre areas consecutivas de 300 pmz.
Los estudios inmunohistoquimicos se realizaron sobre muestras fijjadas en paraformaldehido, utilizando un anticuerpo
monoclonal anti PCNA (proliferating cell nuclear antigen). La reaccién fue revelada mediante un anticuerpo secundario
biotinilado acoplado a peroxidasa utilizando diaminobenzidina como sustrato. Se determind el nimero de células
positivas a PCNA en areas de 300 pm? en secciones consecutivas de la porcion media del cuerno uterino. (Figura 4).

En ratonas inmaduras, tanto el tamoxifeno como el 17-Bestradiol provocan un aumento de la proliferacién celular
determinada como inmunoreactividad al antigeno de proliferacion nuclear (PCNA) (+110% y +79% respecto al vehiculo,
para tamoxifeno y estradiol, respectivamente). Sin embargo, los valores observados para el compuesto de la invencién
fueron similares (incluso ligeramente inferiores) a los del vehiculo (-14%).

En resumen, a diferencia del tamoxifeno, que provoca hiperplasia e hipertrofia del endometrio uterino, el compuesto de
la invencién no modifica ni el namero de células epiteliales, ni su talla, ni aumenta el niumero de glandulas
endometriales.

Ejemplo 6.- La influencias del compuesto de la invencién en las actividades contractiles asociadas al
peristaltismo intestinal y a las respuestas mecanicas de Utero y aorta.

Las actividades contractiles asociadas al peristaltismo intestinal y a las respuestas mecéanicas de Utero y aorta, se
realizaron en modelos de roedores adecuados al tipo de tejido ensayado (ratones CD-1 macho para el estudio del
peristaltismo duodenal, ratonas ovariectomizadas para los ensayos sobre Utero, y ratas macho Sprague-Dawley para los
estudios de aorta). Una vez sacrificados los animales se extrajeron los érganos correspondientes y se mantuvieron en
soluciones salinas fisiologicas, oxigenadas y glucosadas, especificas para cada 6rgano, a 37 °C durante 30 minutos. Se
ajusto la tensién basal y se determind el rango contractil para cada tejido al inicio de cada experimento. Las respuestas
contractiles de Utero y aorta se indujeron mediante despolarizacién con KCl 60 mM. Tanto el tamoxifeno como el FLTX1
(en el rango 0,1-30 pM) se adicionaron directamente a los bafios de drganos, mientras se monitorizaba la sefal
contréctil utilizando transductores isométricos. (Figura 5).

En resumen, el estudio de los efectos sobre la actividad contractil de la musculatura lisa del tubo digestivo y del Gtero,
indican que el compuesto de la invencion no modifica ni el peristaltismo intestinal (Figura 5A) ni las respuestas
contractiles del Gtero en el rango de concentraciones (Figura 5B) donde el tamoxifeno provoca una respuesta
espasmolitica aguda. Sin embargo, FLTX1, provoco un leve efecto relajante, similar al ejercido por el tamoxifeno, sobre
la actividad contractil de la musculatura lisa de aorta.

Ejemplo 7.- Caracterizacion del FLTX1 como material de emision laser.

La emision laser del FLTX1 se consigue iluminando el material (una disolucién del FLTX1 entre 1 uM y 50 mM disuelto
en un solvente organico no polar adecuado como acetona, metanol o aceite vegetal) con luz pulsada de una longitud de
onda entre 425 nm y 520 nm, correspondientes a la banda de absorcion del FLTX1. La densidad de energia de bombeo
debe estar por encima de un valor minimo. Si se emplea una fuente de luz pulsada de bombeo con una duracién de
pulsos de 10 ns en 470 nm, la densidad de energia minima para obtener emision laser es de 0,6 mJ/cm?. El medio
material que produce la emision laser es un fluido que puede alojarse en una cubeta de cuarzo transparente. Dicha
cubeta no necesita recubrimientos espejados ni encontrarse dentro de una cavidad exterior laser. La emision laser se
produce en el medio material en ausencia de espejos adicionales. (Figura 6A).

Por dltimo, si se emplea en un entorno con geometria cilindrica, esférica o circular, y dimensiones de decenas a cientos
de micras, se puede construir un resonador 6ptico que amplifique la emisién del FLTX1 obteniendo picos de emision
laser muy estrechos que corresponden a los modos longitudinales de la cavidad resonante (Figura 7). La posicion de
estos picos es sensible a modificaciones en las propiedades fisicas o quimicas del medio. De este modo, las variaciones
de estos picos de emision laser pueden utilizarse como sensor para determinar interacciones entre el FLTX1 y otras
moléculas, tales como receptores de estrégenos u otras dianas moleculares.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto de férmula general (1):

-

R
|

Y
L

(1

o cualquiera de sus sales, donde:

X representa un grupo alquilo (C1-Cyo) 0 acilo:

Y representa un grupo que se selecciona de la lista que comprende amino, amonio, tiol, éter, alquilo(Ci-Cs),
alquenilo(C2-C3) y alquinilo(C2-C3);

R1 representa un fluoréforo, que puede estar unido al grupo Y directamente o mediante un grupo alquilo (C1-Cs);

R2, Rz y R4, representan de manera independiente, un grupo que se selecciona de la lista que comprende H, OH,
NHa, SH, O-alquilo, O-acilo, NH-alquilo, NH-acilo, S-alquilo, alquilo, acilo y arilo;

ny m tienen, independiente, un valor de entre 1 a 5; y

p tiene un valor de entre 1 a 4.
2. Compuesto segun la reivindicacion 1, donde Rz y Rz son H.
3. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, donde Rses H o OH.
4. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde n, m o p tienen el valor de 1.

5. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde el fluoréforo se selecciona de la lista que
comprende AMCA, NBD, dansilo o 4-N,N-dimetilaminoftalimido.

6. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde X es un grupo alquilo (C1-Cs).
7. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde X es un alquilo Ca.
8. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 donde Y es un grupo amino.

9. Compuesto segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde dicho compuesto es de férmula (11):
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(In

Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde Y es un grupo amonio y se representa por la
formula general (I1l):

@Iy

donde: X, R1, Rz, Rs, R4, N, my p se han descrito segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7;

11.

12.

13.

14.

15.

Ra y Ry representan, de manera independiente, un grupo alquilo (C1-Cio); y
A’ representa un anion.

Compuesto segun al reivindicacion 10, donde el anién es un ién haluro o sulfato.

Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 10 u 11, donde R. 0 R, representan, de manera
independiente, un grupo alquilo (C1-Cs).

Compuesto segun la reivindicacién anterior, donde R, 0 R, son un grupo metilo.

Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13, donde R; es un fluoréforo unido al grupo amonio
mediante un grupo alquilo (C1-Cs3).

Procedimiento de obtencion del compuesto (I) segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, que comprende la
reaccion de un precursor de férmula general (V) con R3-L:

19



10

15

20

25

30

35

40

45

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

20.

30.

ES 2428 464 Al

—

(V) 0]
donde: X, R, Rz, Rs, R4, N, m y p se han descrito segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14; Y es un grupo
amino, tiol o éter, Y’ es un grupo NH, OH o0 SH y L es un grupo saliente.
Procedimiento segun la reivindicacion 15, donde L es Cl, Br u OMs.

Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 15 o 16, caracterizado porque, cuando X es un grupo CH»-
CHoa, Y es un grupo amino, y Rz, Rs y R4 son hidrdgeno, el precursor es el N-desmetiltamoxifeno.

Procedimiento segun la reivindicacion anterior, donde el N-desmetiltamoxifeno se obtiene mediante la desmetilacion
del tamoxifeno por tratamiento con alquil cloroformatos.

Composicion farmacéutica que comprende al menos un compuesto de formula general (I) descrito segin cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 14 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 19, que ademas comprende otro agente antitumoral.

Composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 19 o 20, donde el compuesto de férmula general
() esta en una cantidad de entre 0,01 mg/kg/dia a 10 mg/kg/dia.

Uso del compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, para la identificaciéon y evaluacion de dianas
moleculares del tamoxifeno distintas a los receptores de estrégenos.

Uso del compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, para la elaboracion de una composicion
farmacéutica.

Uso del compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, para la elaboracion de una composicion
farmacéutica para el tratamiento y/o prevencion de enfermedades tratables o prevenibles a través de su actividad
antiestrogénica que se seleccionan de la lista que comprende: cancer, osteoporosis, infertilidad masculina
(oligospermia), ginecomastia, infertilidad femenina, condicidn fibroquistica de mama o hipercolesterolemia.

Uso segun la reivindicacién 24, donde el cancer es un cancer de mama.

Composicion que comprende al menos un compuesto de formula general (I) descrito segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 14 y un disolvente organico no polar.

Composicion segun la reivindicacion anterior, donde el disolvente orgéanico es un alcohol, dimetilsulfoxido, lipido
graso, cetona o cualquiera de sus combinaciones.

Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 26 o 27, donde el compuesto de formula (I) se encuentra en
una concentracion de entre 1 uM a 50 mM con respecto a la composicion final.

Uso de la composicion segin cualquiera de las reivindicaciones 26 a 28 o del compuesto segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 14, como pigmento laser.

Uso de la composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 26 a 28 o del compuesto segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 14, para la fabricacion de un laser.
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Uso de la composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 26 a 28 o del compuesto segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 14, como resonador éptico.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores para aplicaciones en optoelectrénica, optofluidica, éptica,
medicina u oncologia.

Uso segun cualquier de las reivindicaciones 29 a 31, para aplicaciones en metodologias basadas en FRET o
fotoactivacion por medios laser.

Dispositivo laser que comprende el compuesto descrito en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 o la
composicién descrita segun cualquiera de las reivindicaciones 26 a 28.
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FIGURAS
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B) Condiciones permeabilizantes

Figura 1B

C) Condiciones no permeabilizantes
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Figura 1C
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OPINION ESCRITA N° de solicitud: 201230670

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 E L RICKERT et al., Bioconjugate Chemistry 2010, vol 21, pags 2010
903-910. "Synthesis and characterization of fluorescent 4-
hydroxytamoxifen  conjugates with unique antiestrogenic
properties”, resumen; esquema 2.

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracién

La solicitud se refiere a derivados de tamoxifeno que contienen un grupo fluoréforo de férmula general (1) de la reivindicacion
1, mas concretamente a los compuestos de formulas (Il), en el que el conjugado se forma con NBD, y (lll), ver
reivindicaciones 2-14, asi como al procedimiento para su obtencion (reivindicaciones 15-18), la composicion farmacéutica
que comprende un compuesto de formula (I) (reivindicaciones 19-21) y su uso para el tratamiento y/o prevencién de
enfermedades estrégeno- dependientes, por ejemplo cancer de mama (reivindicaciones 22-25); también se reivindica el uso
de un compuesto de férmula (I) en un disolvente organico como pigmento laser en métodos analiticos basados en
fotoactivacion por laser (reivindicaciones 26-34).

El documento D1 divulga, ver esquema 2 de D1, conjugados fluorescentes de 4-OH-tamoxifeno en los que el grupo
fluoréforo es carboxifluoresceina, BODIPY o AlexaFldor, su actividad antiestrogénica y su utilidad en el tratamiento de
cancer de mama (ver resumen y pagina 904 parrafo tercero). Los derivados fluorescentes que se describen en la solicitud
no se han encontrado divulgados anteriormente por lo que se consideran nuevos, por otra parte la invencién se considera
inventiva pues para un técnico en la materia no seria evidente deducir del estado de la técnica la actividad frente a
estrégenos de los compuestos de férmula (1) sin realizar la experimentacion que le permita disponer de los datos biol6gicos
de dichos compuestos.

En consecuencia, se considera que la invencion descrita en la solicitud cumple las condiciones de novedad y actividad
inventiva, segun lo establecido en los Art. 6.1 y 8.1 de la Ley de Patentes 11/1986.
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