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DESCRIPCION
Compuestos de carbazol y usos terapéuticos de los compuestos

Referencia cruzada a una solicitud relacionada

La presente solicitud reivindica prioridad respecto de la solicitud de patente provisional de Estados Unidos N°
61/102.913, presentada el 6 de octubre de 2008.

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a compuestos de carbazol, a procedimientos de preparacion de los compuestos, a
composiciones farmacéuticas que contienen los compuestos y a su uso como agentes terapéuticos. En particular, la
invencion se refiere a compuestos de carbazol y a su uso en una variedad de campos terapéuticos, incluyendo el
tratamiento de canceres.

Antecedentes de la invencion

La frecuencia del cancer en los seres humanos ha aumentado en el mundo desarrollado, ya que la poblacién ha
envejecido. Para algunos tipos de cancer y la etapa de la enfermedad en el momento del diagndstico, las tasas de
morbilidad y mortalidad no han mejorado significativamente en los ultimos afios a pesar de la extensa investigacion
realizada. La induccién de la muerte celular es una de las estrategias de tratamiento del cancer mas interesantes.
Hay una necesidad significativa de identificar agentes que sean capaces de inducir la muerte celular en las células
tumorales y/o que potencien las terapias quimioterapéuticas y de radiacion.

Resumen de la invencion

La presente invencion se dirige a compuestos y a composiciones que inducen la muerte celular, y a usos
terapéuticos de los compuestos en el tratamiento de un cancer y otras afecciones en individuos en necesidad de
dicho tratamiento. La presente invencion también se dirige a procedimientos de preparacion de los compuestos
terapéuticos.

Mas particularmente, la presente invencion se dirige a compuestos y a dichos compuestos para su uso en el
tratamiento de enfermedades y afecciones tales como canceres, enfermedades inflamatorias, infecciones
microbianas, infecciones virales e infecciones protozoarias. Los compuestos son utiles en un procedimiento que
comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de férmula estructural () a un
individuo en necesidad del mismo.

En particular, la presente invencion se dirige a compuestos de carbazol que tienen una férmula estructural (1):

9 R! R® (IJl
’C C\ h
R R
R2 , N R

R3 CH a R?
HC R’
.,N\
R TR (N

1

en la que R? esta seleccionado del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo Ci., haloalquﬂo C1.6, C|cloanU|Io
heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, OR®, N(R®), y SR®; alternativamente, cualquiera de R® y R', o NR® y R',
junto con los atomos de carbono a los que estan unldos, forman un anillo heterociclico o carb00|cllco alifatico de
cinco 0 seis miembros;

R’ esta seleccionado del grupo que consiste en hidrogeno, alquilo Ci., haloalquﬂo C1.6, C|cloanU|Io
heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, OR®, N(R®), y SR®; alternativamente, cualquiera de R® y R® o NR® y RS,
junto con los atomos de carbono a los que estan unldos, forman un anillo carbociclico alifatico de cinco o seis
miembros o un anillo heterociclico o carbociclico alifatico de cinco o seis miembros;

R® esta seleccionado del grupo que consiste en hldrogeno alquilo C4s, hidroxialquilo C4s, cicloalquilo,
heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo y C(=0)R®, o R° y R® se toman conjuntamente para formar un anillo alifatico
de cinco, seis o siete miembros que contiene opcionalmente un atomo de oxigeno;

R? esta seleccionado del dgrupo que consiste en hidrogeno, alquilo Ci., cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo,
heteroarilo y C(=0)R®, o R®y R’, junto con los atomos a los que estan unidos, forman un anillo alifatico de cinco
0 seis miembros;

2
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R® esta seleccionado independientemente del grupo que consiste en hidrogeno, alquilo Cis, cicloalquilo,
heterocicloalquilo, arilo y heteroarilo, o dos grupos R°® tomados junto con un nitrégeno al que estan unidos
forman un anillo alifatico de cinco o seis miembros;

R1, R2, R3, R4, R® y R® estan seleccionados independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo
C1.s, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, halo, OR®, C(=0)R°®, C(=0)OR®, OC(=0)R®, C(=0)N(R®),,
C(=0)NR®°SO2R®, N(R®)2, NR°C(=0)R®, NR°C(=0O)N(R)2, CN, NO,, CF3, OCF3, SR® SOR°®, SO,R® SO:N(R®). y
0802CF3;

R’ esta seleccionado del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C1., cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo y
heteroarilo; y

nes0,1,2,3,405,

o una de sus sales o uno de sus hidratos farmacéuticamente aceptables.

La presente invencion también se dirige a compuestos de carbazol que tienen una férmula estructural (11):

RQ R4
O;N NO,
R10 |\|1 R13

=3l (CH2)p R12
|
cle—Ra

[ N ~
R R3 (1),

en la que R' esta seIecuonado deI grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C1, cicloalquilo, heterocicloalquilo,
arilo, heteroarilo y C(=O)R", 0 R"y RY se toman conjuntamente para formar un anillo alifatico de cinco, seis o
siete miembros que contiene opcionalmente un atomo de oxigeno;

RY esta selecmonado del grupo que consiste en hidrogeno, alquilo Ci., cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo,
heteroarilo y C(=0)R", o R%y R?, junto con los a4tomos a los que estan unidos, forman un anillo alifatico de cinco
0 seis miembros;

R" esta seleccionado independientemente del grupo que consiste en hidrogeno, alquilo Css, cicloalquilo,
heterocicloalquilo, arilo y heteroarilo, o dos grupos R" tomados junto con un nitrégeno al que estan unidos
forman un anillo alifatico de cinco o seis miembros;

R® esta seleccionado del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C1., cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo y
heteroarllo

R’ R R", R R"™ y R™ estan seleccionados independientemente deI grupo que consiste en hldrogeno
anU|Io C1 -6, C|cloanU|Io heteromcloalquno arilo, heteroarllo halo, OR", C(=0)R", C(=0)OR", OC( O)R

C(=O)N(R ) ( O)NR SO.R", N(R )2, NR°C(= O)R NR" C(=O)N(R )2, CN NO,, CFs, OCF3; SR", SOR"

SOzR SOzN( )zyOSOZCFs,,

pes0,1,2,3,405,

con la condicién de que cuando p sea 2, uno de entre R’ y RY es diferente de etilo,

0 una de sus sales o uno de sus hidratos farmacéuticamente aceptables.

Una enfermedad o afeccién que se puede tratar de acuerdo con la presente invencion incluye, por ejemplo, un
cancer, inflamacién, enfermedad autoinmune, infecciébn microbiana, infeccién protozoaria, infeccién viral,
enfermedad del injerto contra el huésped, una afeccion asociada con la infeccién por VIH o células precancerosas.
Las formas de cancer que se pueden tratar incluyen, pero sin limitacion, carcinoma de células renales, sarcoma,
cancer de prostata, cancer de mama, cancer de pancreas, mieloma, leucemia mieloide y linfoblastica,
neuroblastoma, glioblastoma o un cancer provocado por una infeccion por VLTH.

En algunas realizaciones, el compuesto tiene una formula estructural general (la):
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I () O
1}
' l C\Rb
RS
R3 R*
(cn)
HC R?
RC’N R (la)

en la que R? es alquilo Cy.3, haloalquilo C14, cicloalquilo Cs.s, N(R®)2 0 OR®, 0 R? y R', junto con los atomos de
carbono a los que estan unidos, forman un anillo carbociclico alifatico de cmco 0 seis miembros;

R® es alquilo C1.4, haloalquilo C1.4, cicloalquilo Cas, N(R%)2 0 OR®, 0 Ry R®, junto con los atomos de carbono a
los que estan unidos, forman un anillo carbociclico alifatico de cinco o seis miembros o un anillo alifatico de
cinco o seis miembros que contiene un atomo de nitrégeno;

R es alquilo C4 6, cicloalquilo Cs-50 hidroxialquilo C+ 3,

R es hidrégeno, alquilo C14 o cicloalquilo Cs.s, 0 RY y R’, junto con los atomos a los que estan unldos forman
un anillo alifatico de cinco o seis miembros que contlene un atomo de nitrégeno, o R° y R® se toman
conjuntamente para formar un anillo alifatico de seis o siete miembros que contiene opcionalmente un atomo de
OX|geno

R es independientemente hidrégeno o alquilo C1.3;

R es hidrégeno o alquilo C.3;

R es hldrogeno hidroxilo o alcoxilo C4.3;

R y R* son independientemente hidrégeno o alquilo C+.3;

R es hidrégeno, hidroxilo, alcoxilo C1.3 0 halo;

R es hidrégeno, alquilo C+.3, alcoxilo C4-3 0 halo;

R es hidrégeno o alquilo C1.3; y

nes0,1,2,3,405,

o una de sus sales o uno de sus hidratos farmacéuticamente aceptables.

En otras realizaciones, el compuesto tiene una férmula estructural general (Ib):

O R! R® O
1] I
e
R- R3
R3 R*
(CH)
uc R’

.N\

R¢ TRM (Ib)

en la que R® es metilo, etilo, n-propilo, ciclopropilo, NH(CH3) o OCH3, o R® y R1, junto con los atomos de
carbono a los que estan unidos, forman un anillo carbociclico alifatico de cinco miembros;

R® es metilo, etilo, n-propilo, ciclopropilo, NH(CH3s) o OCHs, o RP y R6, junto con los atomos de carbono a los que
estan unidos, forman un anillo carbociclico alifatico de cinco miembros o un anillo alifatico de cinco miembros
que contiene un atomo de nitrégeno;

R es metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, C|clobut|Io o] 2 hidroxietilo;

R es hidrogeno, metilo, etilo o ciclobutilo, o R® y R’, junto con los atomos a Ios que estan unidos, forman un
anillo alifatico de cinco miembros que contiene un atomo de nitrégeno, o Ry R? se toman conjuntamente para
formar un resto morfolino; un resto tetrahidrofurilo; un resto piperidinilo; un resto
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o unresto

R es hidrogeno;

5 R es hldrogeno hidroxilo o metoxilo;
R y R* son hidrégeno;
R es hidrégeno, hidroxilo, metoxilo o fluoro;
R es hidrogeno, metilo, metoxilo o fluoro;
R es hidrogeno; y

10 nes 102,

o una de sus sales o uno de sus hidratos farmacéuticamente aceptables.

En otras realizaciones, el compuesto tiene una formula estructural general (lla):

RS R4
O,N NO,
R10 N R13
i
RV (CHZ)p R12
)
(i:H—Ra
f- N ~
RS (Ila),

en la que R es alquilo C1;
15 R® es hidrageno o alquilo C14, 0 Ry R®, junto con los atomos a los que estan unidos, forman un anillo alifatico
de cinco o seis miembros que contiene un dtomo de nitrégeno;
R es hidrégeno o alquilo Ci.3;
R es hldrogeno hidroxilo o alcoxilo C4-3;
R11 y R' son independientemente hidrégeno o alquilo C+.3;
20 R"™ es hidrégeno, hidroxilo, alcoxilo C+.3 0 halo;
R14 es hidrégeno, alquilo C4-3 0 alcoxilo Ci.3;
R® es hidrégeno o alquilo Cy3; y
pes0,1,2,3,405,
con la condicién de que cuando p sea 2, uno de entre R’ y R%es diferente de etilo;

25 o una de sus sales o uno de sus hidratos farmacéuticamente aceptables.
En otras realizaciones mas, el compuesto tiene una formula estructural (l1b):

O,N NO,

Re (11b),
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en la que R es metilo o etilo;

R® es hidrogeno o metilo, o R% y Ra, junto con los atomos a los que estan unidos, forman un anillo alifatico de
cinco miembros que contiene un atomo de nitrégeno;

R? es hidrégeno; y

pes102,

o una de sus sales o uno de sus hidratos farmacéuticamente aceptables.

También se divulga un procedimiento de tratamiento de una afeccién o enfermedad mediante la administracion de
una cantidad terapéuticamente eficaz de uno o mas compuestos de férmula estructural (1), (1a), (Ib), (II), (lla) o (lIb),
0 una composicion que comprende uno o mas de un compuesto de férmula estructural (1), (1a), (Ib), (1), (lla) o (lib), a
un individuo en necesidad de ello. La composiciéon puede comprender ademas un activador de receptores de muerte
de un polipéptido de la familia de los TNF. El activador puede ser un TNF polipeptidico tal como uno o mas de NGF,
CD40L, CD137L/4-1BBL, TNF-a, CD134L/OX40L, CD27L/CD70, FasL/CD95, CD30L, TNF-B/LT-a, LT-B y TRAIL.

Otro aspecto de la presente invenciéon es proporcionar composiciones farmacéuticas que comprenden uno o mas
compuestos de férmula estructural (I) o (Il), y el uso de las composiciones en un tratamiento terapéutico de una
enfermedad o afeccion.

También se divulga un procedimiento de tratamiento de un individuo sometido a un tratamiento quimioterapéutico o
radioterapéutico por una afeccién médica que comprende la administracién de un compuesto de férmula estructural
(I) y/o (ll) en combinacién con un agente quimioterapéutico, un agente radioterapéutico, o ambos, al individuo. Una
indicacion no restrictiva tratada mediante este procedimiento es un cancer.

Los aspectos anteriores y adicionales de la presente invenciéon se haran evidentes a partir de la siguiente
descripcion no restrictiva detallada de las realizaciones preferidas de la presente invencion.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1a es una grafica de la actividad de NF-kB con respecto al control de DMSO frente a la concentracion
de los carbazoles de la presente invencion;

la Figura 1b es una grafica de CEso (UM) para la activaciéon de p53 y la inhibicion de NF-kB para los carbazoles
de la presente invencioén;

las figuras 2a a 2k son graficas del % de viabilidad célula frente a la concentracion (uM) para las diversas
células tumorales tratadas con los carbazoles de la presente invencion;

la Figura 3 contiene una grafica del volumen tumoral frente a los dias de tratamiento en un modelo de
xenoinjerto HCT 116 sc usando el compuesto del Ejemplo 7;

la Figura 4 es un esquema que muestra el analisis tridimensional de los compuestos activos de carbazol;

la Figura 5 es un esquema que muestra el analisis tridimensional de los compuestos inactivos de carbazol;

la Figura 6 es un esquema que muestra la estructura tridimensional de un compuesto activo de carbazol, es
decir, del Ejemplo 2;

la Figura 7 es un esquema que muestra la estructura tridimensional de un compuesto inactivo de carbazol, es
decir, el Compuesto 200;

la Figura 8 contiene graficas del volumen tumoral (mm®) frente a los dias de tratamiento para el crecimiento
tumoral individual en ratones tratados con un vehiculo de control (Fig. 8a) y en ratones tratados con el
compuesto del Ejemplo 7 (Fig. 8b);

La Figura 9 contiene una grafica del volumen tumoral (mm®) frente a los dias de tratamiento con un vehiculo de
control y con el compuesto del Ejemplo 7;

la figura 10 contiene graficas del peso relativo de los ratones individuales frente a los dias posteriores a la
inoculacion de células en los ratones tratados con el vehiculo de control (Fig. 10a) y los ratones tratados con el
compuesto del Ejemplo 7 (Fig. 10b); y

la Figura 11 contiene graficas de concentracion del Compuesto 100 (uM) frente a la supervivencia celular
relativa de trece lineas de células cancerosas que muestran que un compuesto de carbazol presente es un
agente eficaz contra numerosos tipos de cancer;

la figura 12 contiene graficas de barras que muestran la actividad antiparasitaria de diversos compuestos de
carbazol contra Plasmodium falciparum (cepa D10); y

la Figura 13 contiene graficas que muestran la actividad antibacteriana de diversos compuestos de carbazol
contra bacterias Gram negativas (Fig. 13a) y Gram positivas (Fig. 13b).

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

Con respecto a los compuestos, las composiciones y los procedimientos divulgados en la presente memoria, la
terminologia usada tiene el propdsito de describir realizaciones particulares y no pretende ser restrictiva. Como se

usan en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular "un",
incluyen los referentes en plural a menos que el contexto indique claramente lo contrario.

n o

una”, “uno el y “a"

La presente invencion se dirige a compuestos que tienen una férmula estructural general (1) y (Il). Los compuestos
de carbazol divulgados en la presente memoria son Uutiles en el tratamiento de enfermedades y afecciones tales

6
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como canceres, enfermedades inflamatorias, infecciones microbianas, infecciones virales, infecciones protozoarias o
una enfermedad autoinmune.
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0 R R® O
Ra,c : C‘Rb
R? N R
R? (CH_)nR4
H(IS—R7
c’N" d

R R M

hl

en la que R® esta seleccionado del grupo que consiste en hidrégeno, anU|Io C1 65 haloalquno C1.s, cicloalquilo,
heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, OR®, N(R®), y SR®, o cualquiera de R® y R'o NR® yR junto con los atomos
de carbono a los que estan unidos, forman un anillo heterociclico o carbociclico alifatico de cinco o seis
mlembros

R’ esta seleccionado del grupo que consiste en hidrégeno, anU|Io C1 65 haloalquﬂo C1s, cicloalquilo,
heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, OR®, N(R®). y SR®; o cualquiera de R® y R° o NR® y R® , junto con los atomos
de carbono a los que estan unidos, forman un anillo carb00|cllco alifatico de cinco o seis miembros o un anillo
heterociclico o carbociclico alifatico de cinco o seis miembros;

R® esta seleccionado del grupo que consiste en hldrogeno alquilo C4s, hidroxialquilo C4s, cicloalquilo,
heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo y C(=0)R®, o R° y R® se toman conjuntamente para formar un anillo alifatico
de cinco, seis o siete miembros que contiene opcionalmente un atomo de oxigeno;

R? esta seleccionado del dgrupo que consiste en hidrogeno, alquilo Ci., cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo,
heteroarilo y C(=0)R®, o R®y R’, junto con los atomos a los que estan unidos, forman un anillo alifatico de cinco
0 seis miembros;

R® esta seleccionado independientemente del grupo que consiste en hidrogeno, alquilo Ci, cicloalquilo,
heterocicloalquilo, arilo y heteroarilo, o dos grupos R® tomados junto con un nitrégeno al que estan unidos
forman un anillo alifatico de cinco o seis miembros;

R1, R2, R3, R4, R® y R® estan seleccionados independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo
C1.6, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, halo, OR®, C(=0)R°®, C(=0)OR®, OC(=0)R®, C(=0)N(R®);,
C(=0)NR®SO2R®, N(R®)2, NR°C(=0)R®, NR°C(=O)N(R®)2, CN, NO,, CF3, OCF3;, SR®, SOR®, SO2R® SO.N(R®), y
0302CF3;

R’ esta seleccionado del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C1., cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo y
heteroarilo; y

nes0,1,2,3,405,

o una de sus sales o uno de sus hidrato farmacéuticamente aceptables.

En realizaciones preferidas, los compuestos tienen la férmula estructural general (la):

o R R® O
.C C.
NOowhth
R? N R’
R3 R?
(CH)
uc R’

-N\

RS TRY (Ta)

en la que R? es alquilo Cy.3, haloalquilo C14, cicloalquilo Css, N(R®)2 0 OR®, 0 R? y R', junto con los atomos de
carbono a los que estan unidos, forman un anillo carbociclico alifatico de cmco 0 seis miembros;

R® es alquilo C1, haloalquilo Ci.6, cicloalquilo Cas, N(R%)2 0 OR®, 0 R y R®, junto con los atomos de carbono a
los que estan unidos, forman un anillo carbociclico alifatico de cinco o seis miembros o un anillo alifatico de
cinco o seis miembros que contiene un atomo de nitrégeno;
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R es alquilo C1., cicloalquilo Cs-5 0 hidroxialquilo C1 3;

R es hidrégeno, alquilo C14 o cicloalquilo Cs.s, 0 R® y R’, junto con los atomos a los que estan unldos forman
un anillo alifatico de cinco o seis miembros que contlene un atomo de nitrégeno, o R° y R® se toman
conjuntamente para formar un anillo alifatico de seis o siete miembros que contiene opcionalmente un atomo de
OX|geno

R es independientemente hidrégeno o alquilo C1.3;

R es hidrégeno o alquilo C1.3;

R es h|drogeno hidroxilo o alcoxilo C4.3;

R y R* son independientemente hidrégeno o alquilo C+.3;

R es hidrégeno, hidroxilo, alcoxilo C1.3 0 halo;

R es hidrégeno, alquilo C+.3, alcoxilo C4.3 0 halo;

R es hidrégeno o alquilo C1.3; y

nes0,1,2,3,405,

0 una de sus sales o uno de sus hidratos farmacéuticamente aceptables.

En realizaciones mas preferidas, los compuestos tienen una féormula estructural general (Ib):

0o R! R O
1] "
O R
R N R?
R3 | R*
(CHyn
H(I:—-R7

RC'N‘Rd (Ib)

en la que R® es metilo, etilo, n-propilo, ciclopropilo, NH(CH3) o OCH3, o R® y R', junto con los atomos de
carbono a los que estan unidos, forman un anillo carbociclico allfatlco de cinco miembros;

R® es metilo, etilo, n-propilo, ciclopropilo, NH(CH3) o OCHs, o R® y R® , junto con los atomos de carbono a los que
estan unidos, forman un anillo carbociclico alifatico de cinco mlembros o un anillo alifatico de cinco miembros
que contiene un atomo de nitrégeno;

R es metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, C|clobut|Io o] 2 hidroxietilo;

R es hidrégeno, metilo, etilo o ciclobutilo, o R? y R’, junto con los atomos a Ios que estan unidos, forman un
anillo alifatico de cinco miembros que contiene un atomo de nitrégeno, o Ry R? se toman conjuntamente para
formar un resto morfolino; un resto tetrahidrofurilo; un resto piperidinilo; un resto

N

o unresto

R es hidrogeno;

R es hldrogeno hidroxilo o metoxilo;

R y R* son hidrégeno;

R es hidrégeno, hidroxilo, metoxilo o fluoro;
R es hidrogeno, metilo, metoxilo o fluoro;
R es hidrogeno; y

nes 102,

0 una de sus sales o uno de sus hidratos farmacéuticamente aceptables.
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En otra realizacion, la presente invencion también se dirige a compuestos de carbazol que tienen una férmula
estructural (I1):

10

15

20

25

30

RQ R14
O,N NO,
R'lO l}l R13

= (CH,) R12
i
(i'JH—Ra

tN\
R'™ TR , (I

en la que R' esta seIecuonado deI grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C1, cicloalquilo, heterocicloalquilo,
arilo, heteroarilo y C(=O)R", 0 R"y RY se toman conjuntamente para formar un anillo alifatico de cinco, seis o
siete miembros que contiene opcionalmente un atomo de oxigeno;

RY esta selecmonado del grupo que consiste en hidrogeno, alquilo Ci, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo,
heteroarilo y C(=0)R", o R%y R", junto con los atomos a los que estan unidos, forman un anillo alifatico de cinco,
sels 0 siete miembros;

R" esta seleccionado independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo Ci, cicloalquilo,
heterocicloalquilo, arilo y heteroarilo, o dos grupos R" tomados junto con un nitrégeno al que estan unidos
forman un anlllo allfatlco de cmco 0 seis miembros;

R’ R R" R R"™ y R™ estan seleccionados independientemente deI grupo que consiste en hldrogeno
anU|Io C1 6 C|cloanU|Io heteromcloalquno arilo, heteroarllo halo, OR", C(=0)R", C(=0)OR", OC( O)R

C(=O)N(R ) C( O)NR SO.R", N(R )2, NR" C(= O)R NR" C(=O)N(R )2, CN NO,, CFs, OCF3; SR", SOR"

SOZR SON(R )zyOSOZCFs,

R® esta seleccionado del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C1., cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo y
heteroarilo; y

pes0,1,2,3,405,

con la condicién de que cuando p sea 2, uno de entre R’ y RY es diferente de etilo,

0 una de sus sales o uno de sus hidratos farmacéuticamente aceptable.

En otras realizaciones, el compuesto tiene una férmula estructural general (lla):

RH R‘M
O,N NO,
R'Iﬂ N R‘|3
I
R!'I (CHE}p RTE
|
?H—Rﬂ
I’"N‘*
RS . (l1a)

en la que R'es alquilo C1;

R® es hidrageno o alquilo C14, 0 Ry R®, junto con los atomos a los que estan unidos, forman un anillo alifatico
de cinco o seis miembros que contiene un atomo de nitrégeno;

R es hidrégeno o alquilo C.3;

R es hldrogeno hidroxilo o alcoxilo C4-3;

R y R' son independientemente hidrégeno o alquilo C+.3;

R es hidrégeno, hidroxilo, alcoxilo C+.3 0 halo;

R es hidrégeno, alquilo C4-3 0 alcoxilo Ci.3;

R® es hidrégeno o alquilo C1.3; y

pes0,1,2,3,405,

con la condicién de que cuando p sea 2, uno de entre R’ y RYes diferente de etilo;

9



10

15

20

25

30

35

40

ES 2402395713

0 una de sus sales o uno de sus hidratos farmacéuticamente aceptables.
En otras realizaciones mas, el compuesto tiene una féormula estructural (l1b):

O,N NO,

Re (11b),

en la que R es metilo o etilo;

R® es hidrogeno o metilo, o R% y Ra, junto con los atomos a los que estan unidos, forman un anillo alifatico de
cinco miembros que contiene un atomo de nitrégeno;

R® es hidrégeno; y

pes102,

o una de sus sales o uno de sus hidratos farmacéuticamente aceptables.

Como se usa en la presente memoria, el término "alquilo" significa grupos hidrocarburo ramificados y de cadena
lineal que contienen el nimero indicado de atomos de carbono, tipicamente metilo, etilo, y grupos propilo y butilo
ramificados y de cadena lineal. El término "cicloalquilo" se define como un grupo hidrocarburo ciclico que contiene el
numero indicado de atomos de carbono, por ejemplo, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclohexilo y ciclopentilo.

El término "heterocicloalquilo” significa grupos cicloalquilo monociclicos, biciclicos y triciclicos que contienen uno o
mas heteroatomos seleccionados del grupo que consiste en oxigeno, nitrégeno y azufre en la estructura del anillo.
Un grupo "heterocicloalquilo" también puede contener un grupo oxo (=O) unido al anillo. Los ejemplos no restrictivos
de grupos heterocicloalquilo incluyen, pero sin limitaciéon, 1,3-dioxolano, 2-pirazolina, pirazolidina, pirrolidina,
piperazina, pirrolina, 2H-pirano, 4H-pirano, morfolina, tiofolina, piperidina, 1,4-ditiano y 1,4-dioxano.

El término “halo” o “halégeno” significa fltor, bromo, cloro y yodo.

El término "haloalquilo” significa un grupo alquilo sustituido con uno o mas, por ejemplo, de 1 a 3, sustituyentes halo,
bien fluor, cloro, bromo, yodo o combinaciones de los mismos. De manera similar, "halocicloalquilo" se define como
un grupo cicloalquilo que tiene uno o mas sustituyentes halo.

El término "arilo", solo o en combinacion, significa un grupo aromatico monociclico o policiclico, preferentemente un
grupo aromatico monociclico o biciclico, por ejemplo, fenilo o naftilo. A menos que se indique lo contrario, un grupo
"arilo" puede estar sin sustituir o sustituido, por ejemplo, con uno o mas, y en particular, uno a tres halo, alquilo,
hidroxialquilo, alcoxilo, alcoxialquilo, haloalquilo, nitro, amino, alquilamino, acilamino, alquiltio, alquilsulfinilo y
alquilsulfonilo. Los ejemplos de grupos arilo incluyen fenilo, naftilo, tetrahidronaftilo, 2-clorofenilo, 3-clorofenilo, 4-
clorofenilo, 2-metilfenilo, 4-metoxifenilo, 3-trifluorometilfenilo, 4-nitrofenilo y similares.

El término "heteroarilo" significa un sistema de anillo monociclico o biciclico que contiene uno o dos anillos
aromaticos y que contiene al menos un atomo de nitrégeno, oxigeno o azufre en un anillo aromatico, y que puede
estar sin sustituir o sustituido, por ejemplo, con uno o mas, y en particular, uno a tres sustituyentes como halo,
alquilo, hidroxilo, hidroxialquilo, alcoxilo, alcoxialquilo, haloalquilo, nitro, amino, alquilamino, acilamino, alquiltio,
alquilsulfinilo y alquilsulfonilo. Los ejemplos de grupos heteroarilo incluyen, pero sin limitacion, tienilo, furilo, piridilo,
oxazolilo, quinolilo, isoquinolilo, indolilo, triazolilo, isotiazolilo, isoxazolilo, imidizolilo, benzotiazolilo, pirazinilo,
pirimidinilo, tiazonilo y tiadiazolilo.

El término "alquileno" significa un grupo alquilo que tiene un sustituyente. Por ejemplo, el término "alquilenarilo C4.3"
se refiere a un grupo alquilo que contiene de uno a tres atomos de carbono y esta sustituido con un grupo arilo.

El término "hidroxilo" significa —OH.
El término "alcoxilo" significa -OR, en el que R es alquilo.

El término "amino" significa -NHa, y el término "alquilamino” significa -NR2, en el que al menos un R es alquilo y el
segundo R es alquilo o hidrégeno.

El término "acilamino” significa R(=O)N-, en el que R es alquilo o arilo.
El término "alquiltio” significa -SR, en el que R es alquilo.
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El término "nitro" significa -NO..

El término "trifluorometilo” significa -CFs.

El término "trifluorometoxilo” significa -OCFs.

El término "ciano" significa -CN.

El término "alcoxialquilo" significa un grupo alquilo en el que se ha reemplazado un hidrégeno por un grupo alcoxilo.

El término "hidroxialquilo" significa un grupo alquilo en el que se ha reemplazado un hidrégeno por un grupo
hidroxilo.

El término "alquilsulfinilo” significa R-SO2-, en el que R es alquilo.
El término "alquilsulfonilo” significa R-SOs-, en el que R es alquilo.

El término "resto morfolino” significa

I

N

g

O

El término "resto tetrahidrofurilo” significa

El término "resto piperidinilo" significa

I
|
|

opcionalmente sustituido con un grupo —OH o -CH,OH.

Las expresiones "cantidad eficaz" y "cantidad terapéuticamente eficaz", cuando se usan en referencia a un
compuesto o una composicion, significan una cantidad suficiente del compuesto o de la composicion para
proporcionar el resultado deseado. La cantidad exacta deseada o requerida variara dependiendo del compuesto o
de la composicion que se use en particular, de su modo de administracion y similares. Por lo tanto, no siempre es
posible especificar una "cantidad eficaz" o "cantidad terapéuticamente eficaz" exacta. Sin embargo, el experto
habitual en la técnica informado por la presente divulgacion con el Unico uso de la experimentacion rutinaria puede
determinar la cantidad eficaz apropiada.

El término "adecuado" significa una entidad, por ejemplo, un resto, sustituyente o compuesto, que es compatible con
los compuestos o las composiciones proporcionados en la presente memoria con el propdsito indicado. La idoneidad
para el propésito indicado puede ser determinada por un experto habitual en la técnica con el solo uso de la
experimentacion rutinaria.

El término "administrar”, cuando se usa para describir la dosis de un compuesto o composicion, significa una sola
dosis o multiples dosis del compuesto o de la composicion.

"In viva" significa dentro de un sujeto vivo, como dentro de un animal o de un ser humano. En el presente contexto,
los agentes se pueden usar terapéuticamente en un sujeto para tratar una afeccion o enfermedad, o uno de sus
sintomas. Los agentes también se pueden usar como un profilactico para prevenir la aparicién o la reaparicion de
una enfermedad o afeccion, o de los sintomas asociados con la misma.

"Ex vivo" significa fuera de un sujeto vivo. Los ejemplos de poblaciones de células ex vivo incluyen cultivos de
células in vitro y muestras bioldgicas tales como muestras de fluido o de tejidos de seres humanos o animales.
Dichas muestras se pueden obtener mediante procedimientos bien conocidos en la técnica. Los ejemplos de
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muestras de fluidos bioldgicos incluyen sangre, liquido cerebroespinal, orina, saliva. Los ejemplos de muestras de
tejidos incluyen tumores y biopsias de los mismos. En el presente contexto, los presentes compuestos pueden estar
en numerosas aplicaciones, tanto terapéuticas como experimentales.

El término "radiosensibilizador" significa un compuesto administrado a un ser humano o a otro animal en una
cantidad terapéuticamente eficaz para aumentar la sensibilidad de las células a la radiacion electromagnética y/o
para potenciar el tratamiento de enfermedades que se pueden tratar con radiacion electromagnética.

La expresion "radiacion electromagnética” y el término "radiacion” significan, pero sin limitacion, radiacion que tiene
la longitud de onda de 10%° a 100 metros.

La expresidon "muerte celular" significa un proceso en el que se detiene el funcionamiento, la proliferacion y el
metabolismo celular.

La expresion "tratamiento del cancer" significa cualquier tratamiento contra el cancer conocido en la técnica,
incluyendo, pero sin limitacion, quimioterapia y radioterapia.

La expresion "combinacion con", cuando se usa para describir la administracion de uno de los presentes
compuestos de carbazol y cualquier tratamiento adicional, significa que el compuesto de carbazol se puede
administrar antes de, simultdneamente con o después del tratamiento adicional, o una combinacién de los mismos.

Como se usan en la presente memoria, los términos "tratar", "tratamiento" y similares se refieren a la eliminacion,
reduccion o mejora de una enfermedad o afeccion y/o los sintomas asociados con la misma. Aunque no se excluye,
el tratamiento de una enfermedad o afeccién no implica que la enfermedad, la afeccién o los sintomas asociados
con la misma se eliminen por completo. Como se usan en la presente memoria, los términos "tratar", "tratamiento" y
similares, pueden incluir "tratamiento profilactico”, que se refiere a reducir la probabilidad de volver a desarrollar una
enfermedad o afeccion, o de una recurrencia de una enfermedad o afeccién previamente controlada, en un sujeto
que no tiene, pero que esta en riesgo de o es susceptible a volver a desarrollar una enfermedad o afeccién o una
recurrencia de la enfermedad o afeccion. El término "tratar" y los sindnimos contemplan la administracion de un
compuesto de la invencién a un individuo en necesidad de dicho tratamiento.

En el sentido de la invencion, "tratamiento” también incluye la profilaxis recurrente o la profilaxis en fases, asi como
el tratamiento de signos, sintomas y/o disfunciones agudos o cronicos. El tratamiento se puede orientar
sintomaticamente, por ejemplo, para suprimir los sintomas. Se puede llevar a cabo en un corto periodo, orientarlo a
medio plazo o puede ser un tratamiento a largo plazo, por ejemplo, en el contexto de una terapia de mantenimiento.

El término "mamifero” incluye seres humanos, animales de compafia (por ejemplo, perros, gatos y caballos),
animales de zooldgico (por ejemplo, cebras, elefantes y grandes felinos), animales del sector ganadero (por ejemplo,
vacas, cerdos, cabras y ovejas) y animales de investigacion (por ejemplo, ratas, ratones, cabras y cobayas).

La presente invencion se dirige, en parte, al descubrimiento de que las composiciones farmacéuticas que
comprenden un compuesto de carbazol de férmulas estructurales generales (1) y (II) se pueden usar para modular la
actividad de NF-kB, tal como las respuestas inmunes y las afecciones mediadas por NF-kB descritas en la solicitud
de patente internacional PCT/US05/25884, designando los Estados Unidos, cuyo contenido se encuentra
incorporado en la presente memoria por referencia.

En realizaciones preferidas de un compuesto de carbazol de formula estructural (1), R® es metilo etilo, NH(CHs3),
OCHjs o forma un anillo alifatico de cinco miembros con R'. En otras realizaciones preferidas, R® es metilo, etilo,
NH(CHs;), OCHs, forma un. anillo alifatico de cinco mlembros con R® o forma un anillo alifatico que contiene nitrégeno
de cinco miembros con R®. En otra realizacion preferida, R es hidrégeno, metilo, etilo o forma un anillo alifatico de
cinco miembros con R’.

En realizaciones preferldas R' es hidrégeno o forma un anillo alifatico de cinco mlembros con R® En otras
realizaciones preferidas, R es hidrégeno o hidroxilo. En otras realizaciones preferldas R? es hidrégeno. En otras
realizaciones preferidas, R* es hldrogeno En otras realizaciones preferidas mas, R® es hidrégeno o hidroxilo. En
algunas realizaciones preferidas, R® es hidrégeno, forma un anillo alifatico de cinco mlembros con R® o forma anillo
alifatico que contiene nltrogeno de cinco miembros con R® En realizaciones preferidas, R es hidrégeno o forma un
anillo de cinco miembros con R®. En otras realizaciones preferidas mas, nes 2 o 3.

En realizaciones preferidas de un compuesto de carbazol de féormula estructural (Il), R es metilo o] etilo Rg es
hidrégeno, metllo etllo o] forma un anlllo alifatico que contiene nitrégeno de cinco miembros con R’ y R® o R® es
hidrégeno, R’ R R" R" R" y R son hidrégeno. En otras realizaciones mas, p es 2 0 3.
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Dos compuestos de carbazol adicionales utiles en el tratamiento de una variedad de afecciones y enfermedades son

CH4y
CHs
i ' ;

e & ' o
3

\ |

(?Hz)z , (?Hz)z

N N

CoHs”™  TCyHs CHs™ “CyHs
Ejemplo 26 y Compuesto 17b

La presente invencion incluye todos los posibles estereoisémeros e isémeros geométricos de los compuestos de
férmula estructural (1) y (ll). La presente invencion incluye tanto los compuestos racémicos como los isomeros
opticamente activos. Cuando un compuesto de formula estructural (1) o (Il) se desea como un enantiomero simple,
se puede obtener bien mediante la resolucion del producto final o mediante la sintesis estereoespecifica a partir de
cualquiera de los materiales de partida isoméricamente puros o el uso de un reactivo auxiliar quiral; véase, por
ejemplo, Z. Ma et al., Tetrahedron: Asymmetry, 8(6), paginas 883-888 (1997). La resolucion del producto final, un
producto intermedio o un material de partida se puede realizar mediante cualquier procedimiento adecuado conocido
en la técnica. Ademas, en situaciones en las que son posibles los tautdémeros de los compuestos de férmula
estructural (1) o (ll), la presente invencion pretende incluir todas las formas tautémeras de los compuestos.

Los profarmacos de los compuestos de formula estructural (I) y (Il) también se pueden usar como el compuesto en
un procedimiento de la presente invencién. Esta bien establecido que un enfoque de profarmaco, en el que un
compuesto es derivatizado en una forma adecuada para la formulacién y/o la administracion, y luego liberado como
un farmaco in vivo, se ha empleado satisfactoriamente para modificar transitoriamente (por ejemplo,
biorreversiblemente) las propiedades fisicoquimicas del compuesto (véase H. Bundgaard, Ed., "Design of Prodrugs,"
Elsevier, Amsterdam, (1985); R. B. Silverman, "The Organic Chemistry of Drug Design and Drug Action", Academic
Press, San Diego, capitulo 8, (1992); K. M. Hillgren et al., Med. Res. Rev., 15, 83 (1995)).

Los compuestos de la presente invencion pueden contener uno o mas grupos funcionales. Los grupos funcionales, si
se desea o es necesario, se pueden modificar para proporcionar un profarmaco. Los profarmacos adecuados
incluyen, por ejemplo, derivados de acido tales como amidas y ésteres. Los expertos en la técnica también
apreciaran que es posible usar N-6xidos como profarmacos.

Los compuestos de la invencion pueden existir en forma de sales. En general, en los procedimientos de la invencion,
se prefieren las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos de la invencion. Como se usa en la
presente memoria, la expresion "sales farmacéuticamente aceptables" se refiere a sales o formas zwitteriénicas de
los compuestos de férmula estructural (1) y (Il). Las sales de los compuestos de férmula (1) y (ll) se pueden preparar
durante el aislamiento y la purificacion finales de los compuestos o por separado haciendo reaccionar el compuesto
con un acido que tenga un catidon adecuado. Las sales farmacéuticamente aceptables de compuestos de féormula
estructural (I) y (ll) son las sales de adicion de acido formadas con acidos farmacéuticamente aceptables. Los
ejemplos de acidos que se pueden emplear para formar sales farmacéuticamente aceptables incluyen acidos
inorganicos tales como acido nitrico, bdrico, clorhidrico, bromhidrico, sulfurico y fosférico, y acidos organicos tales
como acido oxalico, maleico, succinico y citrico. Los ejemplos no restrictivos de sales de los compuestos de la
invencion incluyen, pero sin limitaciéon, sales clorhidrato, bromhidrato, yodhidrato, sulfato, bisulfato, 2-
hidroxietanosulfonato, fosfato, fosfato acido, acetato, adipato, alginato, aspartato, benzoato, bisulfato, butirato,
canforato, canforsulfonato, digluconato, glicerolfosfato, hemisulfato, heptanoato, hexanoato, formiato, succinato,
fumarato, maleato, ascorbato, salicilato de isetionato, metanosulfonato, mesitilensulfonato, naftilensulfonato,
nicotinato, 2-naftalensulfonato, oxalato, pamoato, pectinato, persulfato, 3-fenilproprionato, picrato, pivalato,
propionato, ftricloroacetato, trifiuoroacetato, fosfato, glutamato, bicarbonato, paratoluenosulfonato, undecanoato,
lactato, citrato, tartrato, gluconato, metanosulfonato, etanodisulfonato, bencenosulfonato y p-toluenosulfonato.
Ademas, los grupos amino disponibles presentes en los compuestos de la invencion pueden estar cuaternizados con
cloruros, bromuros y yoduros de metilo, etilo, propilo y butilo; sulfatos de dimetilo, dietilo, dibutilo y diamilo; cloruros,
bromuros y yoduros de decilo, laurilo, miristilo y esterilo; y bromuros de bencilo y fenetilo. En vista de lo anterior,
toda referencia a los compuestos de la presente invenciéon que aparece en la presente memoria pretende incluir
compuestos de formula estructural (l) y/o (ll), asi como las sales, hidratos o profarmacos farmacéuticamente
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aceptables de los mismos.

Los compuestos de formula estructural (1) y (II) también pueden estar conjugados o unidos a restos auxiliares que
potencien una propiedad beneficiosa del compuesto en un procedimiento de uso terapéutico. Dichos conjugados
pueden mejorar la administracion de los compuestos en una determinada zona o region anatémica de interés (por
ejemplo, un tumor), permitir concentraciones terapéuticas sostenidas de los compuestos en células diana, modificar
las propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas de los compuestos y/o mejorar el indice terapéutico o perfil de
seguridad de los compuestos. Los restos auxiliares adecuados incluyen, por ejemplo, aminoacidos, oligopéptidos o
polipéptidos, por ejemplo, anticuerpos tales como anticuerpos monoclonales y otros anticuerpos disefiados mediante
ingenieria genética; y ligandos naturales o sintéticos para los receptores en las células o tejidos diana. Otros
adyuvantes adecuados incluyen acidos grasos o restos de lipidos que potencian la biodistribucion y/o la captacion
del compuesto por células diana (véase, por ejemplo, Bradley et al., Clin. Cancer Res. (2001) 7:3229).

Los compuestos de la presente invencidon son potentes inhibidores de NF-kB. Por lo tanto, los compuestos de
férmula (1) y (ll) son de interés para su uso en terapia, especificamente, para el tratamiento de una variedad de
afecciones en las que la inhibicion de NF-kB se considera beneficiosa. La inhibicion de NF-kB es una diana
especialmente interesante, ya que la inhibicion proporciona efectos tales como apoptosis, efecto antimicrobiano,
efecto antiprotozoario, efecto antiviral y efecto antiinflamatorio, todos ellos beneficiosos en el tratamiento de diversos
estados patologicos. Asi pues, los compuestos de formula (1) y (1) tienen utilidad en el tratamiento de una serie de
trastornos, enfermedades y afecciones.

La potencia de uno de los presentes compuestos de carbazol se determina midiendo la capacidad del compuesto
para inhibir la actividad de NF-kB o para activar p53. La activacion de p53 se mide tipicamente usando un ensayo de
dosis-respuesta en el que se pone en contacto un sistema de ensayo sensible con un compuesto de interés en un
intervalo de concentraciones, incluyendo concentraciones a las cuales se observa un efecto minimo o nulo, pasando
por concentraciones mas elevadas, en las que se observa un efecto parcial, hasta concentraciones de saturacién en
las que se observa un efecto maximo. Tedricamente, dichos ensayos del efecto de dosis-respuesta de los
compuestos activadores se pueden describir como una curva sigmoidal que expresa un grado de activacion en
funcion de la concentracion. La curva también pasa teéricamente a través de un punto en el que la concentracion es
suficiente para aumentar la actividad hasta un nivel que es el 50% de la diferencia entre un valor de referencia y la
actividad maxima del ensayo. Esta concentracion se define como la concentracion eficaz (50%) o el valor de CEsq.
La determinacion de un valor de CEsp se realiza mediante técnicas de ensayo bioquimicas convencionales (sin
células) o técnicas de ensayo basadas en células.

A menudo, se proporcionan comparaciones de la eficacia de los activadores con referencia a valores de CEsp
comparativos, en las que una CEsy superior indica que el compuesto de ensayo es menos potente, y una CEsp
inferior indica que el compuesto es mas potente que un compuesto de referencia. Los compuestos de la presente
invencion muestran una potencia inesperadamente buena, es decir, la activacion de p53, en un ensayo de linea
celular con indicador de luciferasa. Los compuestos de la invencion sometidos a un ensayo basado en células
descrito a continuacion mostraron valores de CEsp para la activacion de p53 de menos de aproximadamente
1,35 uM. En ciertas realizaciones, los compuestos de la invencién mostraron un valor de CEsp de menos de
aproximadamente 1,0 uM. En otras realizaciones, los compuestos de la invencion presentaron valores de Clso de
menos de aproximadamente 0,75 pM, aproximadamente 0,50 uM, aproximadamente 0,30 uM, menos de
aproximadamente 0,20 uM o menos de 0,05 uM.

Un uso especialmente importante de los presentes compuestos de carbazol es el tratamiento de un cancer, una
inflamacion, una enfermedad autoinmune, una infeccién microbiana, protozoaria o viral, una enfermedad de injerto
contra huésped, una afeccién asociada con la infeccion por VIH o células precancerosas que han adquirido
dependencia a NF-kB constitutivamente activo. Los diversos tipos de cancer que se pueden tratar de acuerdo con la
presente invencion incluyen, pero sin limitacion, carcinoma de células renales, sarcoma, cancer de prostata, cancer
de mama, cancer de pancreas, mieloma, leucemia mieloide y linfoblastica, neuroblastoma, glioblastoma y un cancer
causado por una infeccién por VLTH.

Por lo tanto, se considera que los compuestos de formula (l) y (II) son utiles en el tratamiento de una variedad de
afecciones y enfermedades. Asi pues, la presente invencion se refiere al uso de compuestos de formula (1) y (Il), o
una de sus sales farmacéuticamente aceptables, o una composicién farmacéutica que contiene cualquier entidad,
para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de dichas afecciones y enfermedades.

Los compuestos de la presente invencion se pueden administrar terapéuticamente como el producto quimico puro,
pero es preferible administrar los compuestos de formula estructural (1) o (Il) en forma de una composicién o
formulacion farmacéutica. Por lo tanto, la presente invencién proporciona una composiciéon farmacéutica que
comprende un compuesto de la formula (1) o (Il) junto con un diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.
También se proporciona un procedimiento para preparar una composicion farmacéutica que comprende mezclar un
compuesto de formula (1) o (II) con un diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Por consiguiente, la presente invencion proporciona ademas formulaciones farmacéuticas que comprenden un
compuesto de formula estructural (1) o (I), o una sal, un profarmaco o un hidrato farmacéuticamente aceptable del
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mismo, junto con uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables y, opcionalmente, otros ingredientes
terapéuticos y/o profilacticos. Los vehiculos son "aceptables" en el sentido de que son compatibles con el resto de
los ingredientes de la formulacion y no son perjudiciales para el receptor de los mismos.

Las formulaciones de la presente invencién se pueden administrar de una manera convencional para el tratamiento
de las enfermedades indicadas tal como oralmente, parenteralmente, transmucosalmente (por ejemplo,
administracion sublingual o por via bucal), tépicamente, transdérmicamente, rectalmente o mediante inhalacion (por
ejemplo, nasal o por inhalacion pulmonar profunda). La administracion parenteral incluye, pero sin limitacion,
intravenosa, intraarterial, intraperitoneal, subcutanea, intramuscular, intratecal e intraarticular. La administracion
parenteral también se puede realizar usando una técnica de alta presion, como POWDERJECT™ (Powderject
Pharmaceuticals, Plc, Oxford, Inglaterra). La composicién también se puede administrar en forma de un implante,
que permite una liberacion lenta de la composicién, asi como una infusioén i.v. lenta controlada.

Para la administracion oral, incluyendo la administracion bucal, la composicion puede estar en forma de comprimidos
o pastillas formuladas de manera convencional. Por ejemplo, los comprimidos y las capsulas para una
administracion oral pueden contener excipientes convencionales tales como agentes aglutinantes (por ejemplo,
jarabe, goma arabiga, gelatina, sorbitol, tragacanto, mucilago de almidén o polivinilpirrolidona), cargas (por ejemplo,
lactosa, azucar, celulosa microcristalina, almidon de maiz, fosfato calcico o sorbitol), lubricantes (por ejemplo,
estearato de magnesio, acido estearico, talco, polietilenglicol o silice), disgregantes (por ejemplo, almidon de patata
o glicolato de almidon sadico) o agentes humectantes (por ejemplo, laurilsulfato de sodio). Los comprimidos se
pueden revestir de acuerdo con procedimientos bien conocidos en la técnica.

Alternativamente, los compuestos de la presente invencion se pueden incorporar en preparaciones liquidas orales
tales como, por ejemplo, suspensiones acuosas u oleaginosas, soluciones, emulsiones, jarabes o elixires. Ademas,
las formulaciones que contienen estos compuestos se pueden presentar como un producto seco para su
constitucion con agua u otro vehiculo adecuado antes de su uso. Dichas preparaciones liquidas pueden contener
aditivos convencionales, por ejemplo, agentes de suspension tales como jarabe de sorbitol, metilcelulosa,
glucosaljarabe de azucar, gelatina, hidroxietilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetilcelulosa, gel de
estearato de aluminio y grasas comestibles hidrogenadas; agentes emulsionantes tales como lecitina, monooleato
de sorbitan o acacia; vehiculos no acuosos (que pueden incluir aceites comestibles) tales como aceite de almendras,
aceite de coco fraccionado, ésteres oleaginosos, propilenglicol y alcohol etilico; y conservantes tales como p-
hidroxibenzoato de metilo o propilo y acido sérbico.

Dichas preparaciones también se pueden formular como supositorios, por ejemplo, que contienen bases de
supositorios convencionales tales como manteca de cacao u otros glicéridos. Las composiciones para inhalacion
normalmente se pueden proporcionar en forma de una solucién, suspension o emulsién que se puede administrar en
forma de un polvo seco o en forma de un aerosol usando un propulsor convencional tal como diclorodifluorometano
o triclorofluorometano. Las formulaciones tdpicas y transdérmicas tipicas comprenden vehiculos acuosos o no
acuosos convencionales tales como gotas para los ojos, cremas, pomadas, lociones y pastas, o estan en la forma de
emplasto medicinal, parche o membrana.

Ademas, las composiciones de la presente invencién se pueden formular para su administracion parenteral mediante
inyeccion o infusién continua. Las formulaciones para inyeccion pueden estar en forma de suspensiones, soluciones
o emulsiones en vehiculos oleaginosos o acuosos, y pueden contener agentes de formulacién tales como agentes
de suspension, estabilizantes y/o dispersantes. Alternativamente, el ingrediente activo puede estar en forma de
polvo para su constitucion con un vehiculo adecuado (por ejemplo, agua estéril libre de pirégenos) antes de su uso.

Una composicion de la presente invencion también se puede formular como una preparacion de depdsito. Dichas
formulaciones de accion prolongada se pueden administrar mediante implantacién (por ejemplo, subcutanea o
intramuscular) o mediante inyeccion intramuscular. Por consiguiente, los compuestos de la invencion se pueden
formular con materiales poliméricos o hidréfobos adecuados (por ejemplo, una emulsiéon en un aceite aceptable),
resinas de intercambio i6bnico o como derivados escasamente solubles (por ejemplo, una sal poco soluble).

La composicion también se puede formular como una preparacién de liposomas. La preparacion de liposomas
puede comprender liposomas que penetran en las células de interés o el estrato cérneo, y se fusionan con la
membrana celular, produciendo la administracion del contenido del liposoma en la célula. Los liposomas se
describen, por ejemplo, en la patente de EE.UU. N° 5.077.211, la patente de EE.UU. N° 4.621.023 y la patente de
EE.UU. N° 4.508.703, todas ellas incorporadas en la presente memoria por referencia.

Para un uso veterinario, se administra un compuesto de formula (1) o (ll), o una sal o un profarmaco
farmacéuticamente aceptable, como una formulacién convenientemente aceptable de acuerdo con la practica
veterinaria normal. El veterinario puede determinar facilmente la pauta de dosificacion y la via de administracién que
sean mas apropiadas para un animal en particular. Los animales que se pueden tratar con los presentes
compuestos y procedimientos incluyen, pero sin limitaciéon, animales domésticos, ganado, animales de espectaculos
y animales de zooldgico.
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Procedimientos sintéticos

Los compuestos de formula (1) y (Il) se pueden preparar mediante cualquier procedimiento adecuado conocido en la
técnica, o mediante los siguientes procedimientos que forman parte de la presente invencion. En particular, los
compuestos de férmula estructural (1) y (Il) se pueden preparar de acuerdo con los siguientes esquemas sintéticos.

En los procedimientos de sintesis, en los ejemplos y en toda la memoria descriptiva, las abreviaturas tienen los
siguientes significados:

DMF dimetilformamida

NaH hidruro de sodio

min minutos

CCF cromatografia de capa fina

CH2Cl, cloruro de metileno

CHCl3 cloroformo

MeOH metanol

Na>SO.4 sulfato de sodio

AICI3 cloruro de aluminio

AcCl cloruro de acetilo

EM-CL elspgctroscopia de masa mediante cromatografia en fase
liquida

Et.0 dietiléter

Na,COs carbonato de sodio

CLAR cromatografia en fase liquida de alta resolucion

h horas

NaHCO3 bicarbonato de sodio

NaCl cloruro de sodio

HCI acido clorhidrico

g gramo

eq. equivalente

mol mol

mmol milimol

ml mililitro

H2SO4 acido sulfurico

K2COs3 carbonato de potasio

Pd(OAc), acetato de paladio

Pd(PPh3)4 tetra(trifenilfosfil)paladio

P(OEt)s trietoxifosfina
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(Continuacion)

NaH hidruro de sodio

TfOH acido triflico

EtOH etanol

RMN resonancia magnética nuclear
EtOAc acetato de etilo

THF tetrahidrofurano

NaOH hidréxido de sodio

NMP N-metilpirrolidinona

DBU 1,8-diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-eno
MsClI cloruro de mesilo

TEA trietanolamina

Na>SO.4 sulfato de sodio

(Boc).0 carbonato de di-terc-butilo

Py piridina

PdCI(PPh)s | dicloro-trifenilfosfin-paladio (II)
PhNO; nitrobenceno

KOAc acetato de potasio
Pd(dppf)Cl, | dicloro-((bis-difenilfosfil)ferrocenil)-paladio (II)
AcOK acetato de potasio

PPhs trifenilfosfina

PPhsO oxido de trifenilfosfina

BBr3 tribromoboro

CH3CN acetonitrilo

PhSH tiofenoxilo

Cs2COs3 carbonato de cesio

STAB triacetoxiborohidruro de sodio
NEt3 trietanolamina

DMF dimetilformamida

Se ha de entender que se pueden usar grupos protectores de acuerdo con los principios generales de la quimica
organica sintética para proporcionar compuestos de formula estructural (1) y (Il). Los reactivos formadores de grupos
protectores son bien conocidos para los expertos en la técnica, véase, por ejemplo, T. W. Greene et al., "Protective
Groups in Organic Synthesis, Tercera edicion," John Wiley and Sons, Inc., NY, N.Y. (1999). Estos grupos protectores
se retiran cuando es necesario mediante condiciones basicas, acidas o hidrogenoliticas apropiadas conocidas por
los expertos en la técnica. Por consiguiente, los expertos en la técnica pueden preparar compuestos de férmula

estructural (1) y (Il) no ejemplificados especificamente en la presente memoria.

Ademas, los compuestos de formula (1) y (II) se pueden convertir en otros compuestos de formula (1) y (Il). Asi pues,
por ejemplo, se puede interconvertir un determina sustituyente R para preparar otro compuesto adecuadamente
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sustituido de formula (1) o (ll). Los ejemplos de interconversiones adecuadas incluyen, pero sin limitacion, OR® en
hidroxilo mediante procedimientos adecuados (por ejemplo, usando un agente tal como SnCl; o un catalizador de
paladio como paladio sobre carbono), o amino en amino sustituido tal como acilamino o sulfonilamino, usando
condiciones de acilacion o de sulfonilacion estandar.

Los compuestos de formula (1) y (Il) se pueden preparar en forma de estereoisémeros individuales como una mezcla
racémica. Los estereoisémeros individuales de los compuestos de la invencién se pueden preparar a partir de
racematos por resolucion mediante procedimientos conocidos en la técnica para la separacion de mezclas
racémicas en sus estereoisomeros constituyentes, por ejemplo, usando CLAR en una columna quiral tal como
naftilurea Hypersil, o usando separacion de sales de estereoisémeros. Los compuestos de la invencion se pueden
aislar en asociacion con moléculas de disolvente mediante cristalizacién en o evaporaciéon de un disolvente
apropiado.

Procedimientos generales de sintesis

Esquema 1

Oa® 0 ’
RRN(CH,),Cl - HCI,
NaH AcCl, AICl3 O O
N
N
H
1

DMF ’/F']m PhNQ, )/F]
n1

R [ 2a R=R'=Et, n=2 N
2b R=R'=Me, n=3 R “r 3a,b

Procedimiento general para la alquilacion de carbazoles

Se disolvié o suspendié carbazol 1 en DMF. A continuacion, se afiadié NaH (3 eq). Se agit6 la mezcla a temperatura
ambiente durante un periodo de 5-10 minutos hasta que cesé la formacién de espuma. Se afiadié un clorhidrato de
cloruro (1,3 eq), y se mantuvo la mezcla de reaccién a 50-60 °C durante un periodo de 2-16 h (seguimiento mediante
CCF; eluyentes: CHCl./acetato de etilo (1:1) para la presencia del carbazol de partida; CHCl3/MeOH (9:1) para la
pureza del producto). Se diluyo la mezcla resultante con agua. Cuando se formé un precipitado, se filtré y se seco al
aire. Cuando no se formd precipitado (Tabla 1), se extrajo la mezcla con acetato de etilo. Se seco el extracto sobre
Na,SO4, se evapord y se purificod el residuo mediante cromatografia (gel de silice, CHCls/MeOH). Los rendimientos
de los productos 2a y 2b se muestran en la Tabla 1.

Procedimiento general para la acilacion de carbazoles alquilados

Se disolvié un carbazol 2 en nitrobenceno. Se enfrio la solucién en un bafio de hielo y, a continuacioén, se afiadieron
AICl3 (5 eq) y AcClI (5 eq). Se mantuvo la mezcla de reaccion durante un periodo de 2-16 h (seguimiento mediante
EM-CL). Se diluyé una muestra de la mezcla de reaccion con Et;O y se decantd este ultimo del precipitado, y
después se disolvié en MeOH. Se diluyd la mezcla resultante con agua, se neutralizé con Na,COs3 y se extrajo con
CHCIs. Se evaporo el extracto. Se purificd el residuo mediante cromatografia en una columna corta de gel de silice
(CHCI3/MeOH) para eliminar el nitrobenceno; luego, cuando fue necesario, en una columna de gel de silice o
mediante CLAR. Los rendimientos de los productos 3a y 3b se muestran en la Tabla 1.

Esquema 2

0 o 0 .

o ] o N

PhNOQ, DMF
¥ . .

! H 4 e . . R 3c-f

./’ \ |”

= N ‘.‘\

N N ~N
c Q d e Q f
3,6-Diacetilcarbazol (4)

Se disolvio el carbazol 1 (16,9 g, 0,1 mol) en nitrobenceno (300 ml). Se afiadié AICIs; anhidro (54,0 g, 0,4 mol) bajo
agitacion y enfriamiento con un bafio de hielo. A continuacioén, se afiadio AcCl (55,5 g, 0,7 mol) lentamente gota a
gota. Se dejo calentar la mezcla de reaccién hasta la temperatura ambiente con agitacion y se mantuvo durante un
periodo de 13 h. Se afiadié agua (500 ml) en pequeias porciones bajo enfriamiento con un bafio de hielo. Se retird
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el bafio de refrigeracion, y se sometio la mezcla a reflujo durante un periodo de 2 h y se extrajo con CHCI3 (3 x
150 ml). Se lavaron los extractos combinados secuencialmente con soluciones saturadas de NaHCO3; y NaCl, se
secaron con NapSO,4 anhidro y se evaporaron. Se purificd el residuo mediante cromatografia en columna (gel de
silice, CHCI3/MeOH), dando 12,5 g (50%) de 3,6-diacetilcarbazol (4).

Para la alquilacion del compuesto 4, se uso el procedimiento general de alquilacion de carbazoles. Los rendimientos
de los productos 3c-f se muestran en la Tabla 1.

Esquema 3
o o o o o o
O Br(CH,),Br, NaH O O RR'NH O O
DMF - DMF
N N N
H S5a n=2
It 5b n=3 |
4 5c n=4 6a-h
Br R R

Preparacion de bromoalquildiacetilcarbazoles 5a-c

Se disolvio diacetilbarbazol 4 en DMF y, a continuacion, se afiadid NaH (3 eq). Se agité la mezcla durante un
periodo de 10 min a temperatura ambiente. Se afiadié un dibromoalcano (7 eq). Se mantuvo la mezcla de reaccion
durante un periodo de 1 h (5a a temperatura ambiente; 5b a 40 °C; 5c durante un periodo de 20 min a 70 °C;
seguimiento mediante CCF, CH.Cl,/acetato de etilo, acetato de etilo (4:1)). Luego se diluyod la mezcla con agua y se
extrajo con acetato de etilo. Se lavaron los extractos combinados con agua y salmuera, se secaron con Na;SO4 y se
evaporaron. Se purificd el residuo mediante cromatografia en columna (gel de silice, CHCIz), dando 5a (21%), 5b
(29%) y 5¢ (74%).

Alquilacion de aminas con bromoalquildiacetilcarbazoles 5a-c

Se disolvié un bromuro 5 en DMF, a continuacioén, se afiadié una amina (en exceso, véase la Tabla 3). Se mantuvo
la mezcla a 60 °C durante una noche. (Seguimiento mediante CCF, CHCl,/acetato de etilo, (1:1) para la presencia
del carbazol de partida; CHCI3/MeOH, (9:1) para la pureza del producto). Se diluyé la mezcla de reaccién con agua y
se extrajo con acetato de etilo. Se secaron los extractos combinados con Na;SO4. Se purificd el residuo mediante
cromatografia en columna (gel de silice, CHCI3/MeOH). Se disolvié el producto en una mezcla de CH,Cl, y MeOH.
Se afiadié HCI 4 M en dioxano y se evaporod la mezcla. Se tritur6 el residuo con Et;0 y, cuando fue necesario, con
acetato de etilo o acetona. Los rendimientos de los productos 6a-h se muestran en la Tabla 3.

Esquema 4
R" "
o] ™
O~ ’
N R"COCH, AICl, O O
']] : PhNO, . N
n-1
KL K;‘ Jn1
R"N‘-R- 2a R=R'=Et, n=2 _N
2b R=R'=Me, n=3 R “R' 7a-d

Para la acilaciéon de 2, se us6 un procedimiento similar al descrito en el Esquema 1. Los rendimientos de los
productos 7a-d se muestran en la Tabla 4.
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Esquema 5
Cl Ci

O O CICH,CH,cocl,  © 0 © . .
S e T e TS

N N

N
Et” TEt H H

2a Et/N\Et 8

m
\
/

m

/-]

3,6-Bis(cloropropionil)-9-N,N-dietilaminoetilcarbazol (8)

Se enfrié una soluciéon de 1-N,N-dietilaminoetilcarbazol (0,23 g, 0,86 mmol) en 2 ml de nitrobenceno en un barfio de
hielo. Se afiadieron AICI; (0,57 g, 4,3 mmol) y cloruro de 3-cloropropionilo (0,4 ml, 4,2 mmol). Se agitd la mezcla de
reaccion durante una noche (seguimiento mediante EM-CL) y se diluyé con HCI acuoso. Se extrajo el producto con
CHCI; y se evapord el filtrado. Se purifico el residuo mediante cromatografia rapida en una columna de gel de silice
corta (CHCI3/MeOH), dando 0,38 g (91%) del compuesto 8 como su clorhidrato.

1,2,10,11-Tetrahidro-6-N,N-dimetilamioetil-6 H-diciclopenta[c,g]carbazol-3,9-diona (9)

Se disolvié el compuesto 2 (0,38 g, 0,79 mmol) en H2SO4 al 98% (3 ml). Se calento la mezcla de reaccién a 95 °C,
se mantuvo a esta temperatura durante un periodo de 2,5 h (seguimiento mediante CCF, CHCI3/MeOH, (4:1)), y se
vertio en hielo. Se neutralizé la mezcla resultante con Na.CO3 seco y se extrajo con CHCIs. Se evaporé el extracto y
se purifico el residuo mediante cromatografia en columna (CHCIs/MeOH). Se disolvio el producto bruto obtenido
(0,08 g) en MeOH. Se afiadié HCI 4 M en dioxano y se evapor6 la mezcla. Se suspendid el residuo en MeOH, y se
calento la suspension a reflujo. (El sélido no se disolvié en el procedimiento). Se enfrié la suspension y se separo6 el
so6lido mediante filtracién, dando 0,007 g (2%) del compuesto 9 como su clorhidrato.

Esquema 6
/v
=
B{OH),  Hal | X =Y
Xy PA(OAC), KoCO; ~ P(OEt); <
A e v
N7 Y T wNo, N
10a-h 1t1a-h
XA N \/Y I\ =(, 0 (o] e (0]
. 7 — — X~ Y
RR'N(CH2)r Hal, =L Ny AcC, AICI3 ! N s \
NaH N oYy 7
DMF /[Jlln PhNO, N N
I (ﬂln rﬂ]n
RYNR 1224 N
R R 133‘) R/N\R'

2-Metil-2'-nitro-1,1'-bifenilo (10a)

Se disolvieron acido 2-metilfenilborénico (0,64 g, 4,7 mmol) y 2-nitroyodobenceno (1,0 g, 4,0 mmol) en una mezcla
de MeOH (20 ml) y agua (4 ml). Se afadieron K.COs (1,1 g, 8,0 mmol) y Pd(OAc), (0,018 g, 0,08 mmol). Se purgé la
mezcla de reaccion con argon, se calentd hasta 50 °C, se mantuvo durante la noche a esta temperatura y se filtré a
través de Celite. Se lavé esto Ultimo con MeOH. Se evaporo el filtrado y se uso el residuo sin purificacion adicional.

4,4’-Dimetoxi-2-nitro-1,1'-bifenilo (10h)

Se disolvieron acido 4-metoxifenilborénico (3,00 g, 19,7 mmol) y 4-cloro-3-nitroanisol (3,69 g, 11,6 mmol) en una
mezcla de dioxano (40 ml) y agua (10 ml). Se afadieron K2COs (5,44 g, 23,2 mmol) y Pd(PPhs)s (1,14 g, 0,6 mmol).
Se calenté la mezcla de reaccion en atmosfera de argdon hasta 80 °C, se mantuvo a esta temperatura durante una
noche (seguimiento mediante CCF: hexano/acetato de etilo, (4:1)), se enfri6 y se filtro a través de Celite. Se lavo
esto ultimo con CHxCl; y se evaporo6 el filtrado. Se disolvid el residuo en CH2Cl, y se evaporé la solucién, dando
6,0 g de bifenilo bruto 10h que se sometieron a una ciclaciéon sin purificacién. Se usé un procedimiento analogo,
obteniéndose bifenilos 10b-g.
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Procedimiento general para la sintesis de carbazoles

Se disolvié un bifenilo bruto en (EtO)sP. Se mantuvo la mezcla de reaccién a 125-140 °C en un flujo de argén
durante un periodo de aproximadamente 48 h (seguimiento mediante CCF: hexano/acetato de etilo, (1:1)) y se diluyé
con agua. Se separé el precipitado mediante filtracion y se lavé con Et;O. Cuando no se formd precipitado, se
extrajo el producto con acetato de etilo, se evapor6 el extracto y se purificd el residuo en una columna de gel de
silice corta (hexano/acetato de etilo). Los rendimientos de los productos 11 a-g se muestran en la Tabla 5.

2,7-Dimetoxi-9H-carbazol (11h)

La reaccion se llevd a cabo en un vial. Se disolvié el bifenilo bruto 10th (6,0 g) en P(OEt)s (36 ml). Se purgé el vial
con argoén. Se calent6 la mezcla de reaccion hasta 90 °C, se mantuvo a esta temperatura durante una noche y se
enfrié. Como resultado de ello, el carbazol precipité. Se afiadié una mezcla de Et,O/CH,Cl,. Se separoé el precipitado
mediante filtracion y se lavé con CH,Cl,. Se evaporo el filtrado. Se volvié a afiadir P(OEt)s, y se dejo la mezcla para
la ciclacion durante 24 h. Se repitieron estas operaciones hasta que ceso la formacion de precipitado y la CCF indico
que el bifenilo de partida habia desaparecid. En total, se obtuvieron 2,9 g del carbazol (el 65% calculado para las
dos etapas).

Para la alquilacion del compuesto 11, se usO el procedimiento general de alquilacion de carbazoles. Los
rendimientos de los compuestos 12a-i se muestran en la Tabla 1.

Para la acilacion de 12, se us6 un procedimiento similar al descrito para el Esquema 1. Sin embargo, para la
monoacetilacion, se redujo la cantidad de AcCl y AICI; hasta 1,5 eq. Los rendimientos de los productos 13a-j se
muestran en la Tabla 2.

Esquema 7

X R X
Br o TfO o Bis(pinacolato)diboro ? X g:':';’ﬁ K.CO O
Pd(dppfICl>. KOAC o8 0 (PPhs)z, K2COs o
Dioxano Dioxano NO, O

14a, b 15a-d
X\:O
Q
R"RNCHZ «Hal,
= 0 o e L Q e oA
PhNOz N
- 2
N -
16a-d g 17a-f R"’N‘R' 18a-f

4,4,5,5-Tetrametil-2-(4-indanona-1-il)-[1,3,2]-dioxoborolano (14a X = CHy)

Se disolvieron 4-trifuorometilsulfoniloxi-1-indanona (9,7 g, 34,6 mmol) y bis(pinacolato)diboro (11,4 g, 45,0 mmol) en
dioxano (100 ml). Se afhadieron AcOK (6,8 g, 69,2 mmol) y Pd(dppf).Cl; (1,3 g, 1,8 mmol). Se calenté la mezcla de
reaccion en un flujo de argén a 80 °C, se mantuvo a esta temperatura durante una noche, se enfrié y se filtr6 a
través de Celite. Se evapord el filtrado. Se disolvioé el residuo en CH2Cl» y se purificd en una columna de gel de silice
corta (hexano/acetato de etilo), dando 9,5 g de un producto que contenia el 20% (peso) de bis(pinacolato)diboro. El
producto se uso para la siguiente etapa sin purificacion adicional.

El éster boronico del bromuro se preparé de la misma manera. Cuando se usé 1 eq de bis(pinacolato)diboro, se
obtuvo un producto mas puro.

4,4,5,5-Tetrametil-2-[4-(2-metilisoindolin-1-ona)-il]-[1,3,2]-dioxoborolano (14b X = NMe)

Se disolvieron 4-Bromo-2-metilisoindolin-1-ona (3,23 g, 14,3 mmol) y bis(pinacolato)diboro (4,72 g, 18,6 mmol) en
dioxano (60 ml). Se afiadieron AcOK (2,80 g, 28,6 mmol) y Pd(dppf)2Cl. (0,5 g, 0,7 mmol). Se calent6 la mezcla de
reaccion en un flujo de argén hasta 80 °C, se mantuvo a esta temperatura durante una noche, se enfrié y se filtr6 a
través de Celite. Se evapor¢ el filtrado. Se disolvié el residuo en CH2Cl, y se purifico en una columna de gel de silice
corta (hexano/acetato de etilo), dando 4,2 g de un producto que contenia el 20% (peso) de bis(pinacolato)diboro. El
producto se uso para la siguiente etapa sin purificacion adicional.

Bifenilo 15a (X = CHz, R=H)

Se disolvieron 4,4,5,5-tetrametil-2-(4-indanona-1-il)-[1,3,2]-dioxoborolano (2,17 g, 8,4 mmol) y o-nitroyodobenceno
(2,70 g, 10,9 mmol) en una mezcla de dioxano (30 ml) y agua (5 ml). Se afiadieron K.CO3 (2,30 g, 16,7 mmol) y
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Pd(PPhs)4 (0,48 g, 0,4 mmol). Se calentd la mezcla de reaccion en un flujo de argdn hasta 80 °C, se mantuvo a esta
temperatura durante un periodo de 24 h (seguimiento mediante CCF: hexano/acetato de etilo, (4:1)), se enfrid y se
filtré a través de Celite. Se evapor¢ el filtrado. Se disolvié el residuo en CH,Cl,. Se separd un precipitado no disuelto
mediante filtracion. Se evaporo el filtrado parcialmente y el producto se purificé en una columna de gel de silice corta
(hexano/acetato de etilo), dando 2,5 g de un producto que contenia PPh3O. El producto se cicld sin purificacion
adicional.

Bifenilo 15b (X = CH2, R = OMe)

Se disolvieron 4,4,5,5-tetrametil-2-(4-indanona-1-il)-[1,3,2]-dioxoborolano (1,20 g, 4,6 mmol) y o-nitroyodobenceno
(0,87 g, 4,6 mmol) en una mezcla de dioxano (10 ml) y agua (2 ml). Se afadieron K.CO3 (1,28 g, 9,2 mmol) y
Pd(PPhs)s (0,27 g, 0,2 mmol). Se calentd la mezcla de reaccion en un flujo de argén hasta 80 °C, se mantuvo a esta
temperatura durante un periodo de 24 h (seguimiento mediante CCF: hexano/acetato de etilo, (4:1)), se enfrid y se
filtré a través de Celite. Se evaporo el filtrado. Se disolvié el residuo en CH,Cl,. Se separd un precipitado no disuelto
mediante filtracion. Se evaporo el filtrado parcialmente y el producto se purificé en una columna de gel de silice corta
(hexano/acetato de etilo), dando 1,25 g de un producto que contenia PPh3O. El producto se cicld sin purificacion
adicional.

Bifenilo 15¢c (X = NMe, R = H)

Se disolvieron 4,4,5,5-tetrametil-2-[4-(2-metilisoindolin-1-ona)-il]-[1,3,2]-dioxoborolano (2,17 g, 8,9 mmol) y o-
nitroyodobenceno (2,44 g, 9,80 mmol) en una mezcla de dioxano (30 ml) y agua (6 ml). Se afiadieron K-COs (2,50 g,
18,1 mmol) y Pd(PPhs)4 (0,51 g, 0,4 mmol). Se calenté la mezcla de reaccién en un flujo de argén hasta 80 °C, se
mantuvo a esta temperatura durante un periodo de 24 h (seguimiento mediante CCF: hexano/acetato de etilo, (4:1)),
se enfrid y se filtré a través de Celite. Se evaporo el filtrado. Se disolvié el residuo en CH.Cl,. Se separd un
precipitado no disuelto mediante filtracién. Se evaporé el filtrado parcialmente y el producto se purificdé en una
columna de gel de silice corta (hexano/acetato de etilo), dando 2,3 g de un producto que contenia PPh3O. El
producto se ciclo sin purificacion adicional.

Bifenilo 15d (X = NMe, R = OMe)

Se disolvieron 4,4,5,5-tetrametil-2-[4-(2-metilisoindolin-1-ona)-il]-[1,3,2]-dioxoborolano (0,97 g, 3,6 mmol) y 4-cloro-3-
nitroanisol (0,67 g, 3,6 mmol) en una mezcla de dioxano (10 ml) y agua (2 ml). Se afiadieron K,COs3 (0,98 g,
7,2 mmol) y Pd(PPhs)s (0,21 g, 0,2 mmol). Se calenté la mezcla de reaccion en un flujo de argén hasta 80 °C, se
mantuvo a esta temperatura durante un periodo de 24 h (seguimiento mediante CCF: hexano/acetato de etilo, (4:1)),
se enfrid y se filtré a través de Celite. Se evaporo el filtrado. Se disolvid el residuo en CH.Cl,. Se separd un
precipitado no disuelto mediante filtracién. Se evaporé el filtrado parcialmente y el producto se purificdé en una
columna de gel de silice corta (hexano/acetato de etilo), dando 0,76 g de un producto que contenia PPh3O. El
producto se cicld sin purificacién adicional.

Carbazol 16a (X = CHz, R=H)

La reaccion se llevo a cabo en un vial. Se disolvid 4-(2-nitrofenil)indanona-1 (2,54 g, 10,0 mmol) en P(OEt)3 (8 ml).
Se purgd el vial con argén. Se calent6 la mezcla de reaccion hasta 90 °C, se mantuvo a esta temperatura durante
una noche y se enfri6. Como resultado de ello, el carbazol precipitd. Se afiadi® CH2Cl.. Se separé el precipitado
mediante filtracion y se lavo con CH2Cl,. Se evaporo el filtrado. Se volvié a afiadir P(OEt)s (2 ml), y se dejé la mezcla
para la ciclacion durante 24 h. Se repitieron estas operaciones hasta que ceso la formacién de precipitado y la CCF
indic6 que el bifenilo de partida habia desaparecié. En total, se obtuvieron 0,58 g del carbazol.

Carbazol 16b (X = CHz, R = OMe)

La reaccion se llevé a cabo en un vial. Se disolvid el 4-(4-metoxi-2-nitrofenil)-indanona-1 (1,25 g, 4,4 mmol) en
P(OEt); (8 ml). Se purgd el vial con argon. Se calentd la mezcla de reaccion hasta 90 °C, se mantuvo a esta
temperatura durante una noche y se enfri6. Como resultado de ello, el carbazol precipitd. Se afadid CH.Cl,. Se
separo el precipitado mediante filtracion y se lavé con CH.Cl,. Se evaporo6 el filtrado. Se volvié a afadir P(OEt)s
(1 ml) y se dejo la mezcla para la ciclacion durante 24 h. Se repitieron estas operaciones hasta que ceso la
formacion de precipitado y la CCF indicé que el bifenilo de partida habia desapareci6. En total, se obtuvieron 0,39 g
del carbazol.

Carbazol 16c (X = NMe, R = H)

La reaccion se llevd a cabo en un vial. Se disolvid el 4-(2-nitrofenil)-2-metilisoinolin-1-ona (2,29 g, 8,5 mmol) en
P(OEt)s (10 ml). Se purg6 el vial con argén. Se calentd la mezcla de reaccion hasta 90 °C, se mantuvo a esta
temperatura durante una noche y se enfri6. Como resultado de ello, el carbazol precipitd. Se afadid CH.Cl,. Se
separo el precipitado mediante filtracion y se lavé con CH.Cl,. Se evaporo6 el filtrado. Se volvié a afadir P(OEt)s
(0,5ml) y se dejo la mezcla para la ciclacién durante 24 h. Se repitieron estas operaciones hasta que ceso la
formacion de precipitado y la CCF indicé que el bifenilo de partida habia desaparecié. En total, se obtuvieron 0,4 g
del carbazol.
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Carbazol 16d (X = NMe, R = OMe)

La reaccion se llevd a cabo en un vial. Se disolvio el 4-(4-metoxi-2-nitrofenil)-2-metilisoinolin-1-ona (0,76 g,
2,6 mmol) en P(OEt); (6 ml). Se purgo el vial con argén. Se calenté la mezcla de reaccion hasta 90 °C, se mantuvo a
esta temperatura durante una noche y se enfri6. Como resultado de ello, el carbazol precipité. Se afiadié CH,Cl,. Se
separo el precipitado mediante filtracion y se lavé con CH.Cl,. Se evaporo6 el filtrado. Se volvié a afadir P(OEt)s
(0,5ml) y se dejo la mezcla para la ciclacién durante 24 h. Se repitieron estas operaciones hasta que ceso la
formacién de precipitado y la CCF indicé que el bifenilo de partida habia desaparecié. En total, se obtuvieron 0,34 g
del carbazol.

Para la alquilacion de 16, se uso6 el procedimiento general de alquilacién de carbazoles. Los rendimientos de los
productos 17a-f se muestran en la Tabla 1.

Para la acilacion de 17, se us6 un procedimiento similar al descrito en el Esquema 1. Los rendimientos de los
productos 18a-d se muestran en la Tabla 2.

Esquema 8
OMe OH
X~ g Py x Sy v
Y BBrs N \ y/
N ' DCM N
'/‘J b ‘/ﬂln
R"/N\R' 13,18 R"/N‘R' 19a-h

Procedimiento general de desmetilacion

Se disolvié un compuesto de metoxilo en CH2Cl,. Se enfrid la solucién hasta -40 °C. Se afiadié una solucion 0,5 M
de BBr3 en DCM (4 eq, para un grupo metoxilo) en un flujo de argén. Después de 10 min, se retird el bafio de
refrigeracion. Se calentd la mezcla de reaccion hasta la temperatura ambiente, se mantuvo durante un periodo de
1 h (seguimiento mediante CCF, CHCI3/MeOH, (4:1)) y se verti6 en una mezcla de NaHCO3; acuoso y CH2Cl,. Se
separo la capa organica y se extrajo la acuosa una vez mas con CH,Cl,. Se secaron los extractos combinados con
Na;SO4 y se evaporaron. El producto se purific6 mediante cromatografia en columna (CHCIs/MeOH). Los
rendimientos de los productos 19a-h se muestran en la Tabla 6.

Esquema 9
(- °
ow LT o \
N BBy ) N __ B0 N __ACK N # o
H DOM H ‘) PhNO, H

™ g ™ ar ™ .

2-Hidroxi-9-N,N-dietilaminoetilcarbazol (20)

Se disolvié 2-Metoxi-9-N, N-dietilaminoetilcarbazol 12g en CH,Cl; (10 ml). Se enfrié la solucién hasta -40 °C. Se
afadié una solucion 0,5 M de BBr3 en DCM (6 ml, 3,00 mmol) en un flujo de argéon. Como resultado de ello, se formé
una suspension naranja. Se calent6 la mezcla de reaccion hasta la temperatura ambiente, se mantuvo durante un
periodo de 1,5 h y se vertié en una mezcla de NaHCO3; acuoso y CH,Cl,. Se separo6 la capa organica y se extrajo la
capa acuosa una vez mas con CH,Cl,. Se secaron los extractos combinados con Na,SO,4 y se evaporaron. El
producto se purific6 mediante cromatografia en columna (CHCIs/MeOH), dando 0,176 g (92%) del producto.

2-Acetoxi-9-N,N-dietilaminoetilcarbazol (21)

Se calentdé una solucion del compuesto 20 (0,176 g, 0,62 mmol) en Ac;O (2 ml) a reflujo durante un periodo de
30 min y se vertié en agua. Se neutralizé la mezcla resultante con NaHCOs3 y se extrajo acetato de etilo. Se evaporo
el extracto, dando 0,16 g (79%) del producto.

3-Acetil-2-hidroxi-9-N,N-dietilaminoetilcarbazol (22)
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Se disolvié el compuesto 21 (0,16 g, 0,49 mmol) en PhNO- (2 ml) y se afadié AICl3 (0,1 g, 0,75 mmol). Se calento la
mezcla de reaccion en un bafio de aceite hasta 100 °C, se mantuvo a esta temperatura durante un periodo de 2 h,
se diluy6 con agua, se neutralizé con Na.CO3 y se extrajo con HCls. Se evaporo el extracto. Se purificd el residuo
mediante cromatografia en una columna corta de gel de silice (CHCIs/MeOH), dando 0,044 g (28%) del compuesto
22.

Tabla 1. Alquilacion de carbazoles

Rendimiento
R T e
)
e Tl
2a . 100%
f,r'*.,ﬁ
|
n._____:-"i~ N""\d;
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l‘nN‘-"
\
| e
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- H'N
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i
\.’7 N/\A
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N
l/
)
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l =
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(Continuacion)

Rendimiento
F I =
P'l -
12f 1\ 91%
™
! e
P N O/
12g \ 91%°
™
B °
N
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N
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(Continuacion)
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(Continuacion)

Rendimiento

aContiene DMF. El rendimiento no es exacto. Para la
preparacion, se usd carbazol en bruto. Purificacion
mediante clorhidrato. Purificacion mediante
clorhidrato. ¢ Se aisl6 como sustancias cristalinas
inmediatamente después de diluir la mezcla de
reaccion con agua.

Tabla 2. Acetilacion de carbazoles alquilados

Rendimiento
[a] (8]
[
N -
3a % 57%
M
-~
")
o] o]
3b ”\ 64%
]
‘N.N.-"
|
13a 55%
[e] &)
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(Continuacion)

Rendimiento
O 0
w
13d ”\ F 92%
™
[e] F [e]
13e | NH ‘ 88%
rN

O

~
!

F@_/@/‘\
=

13f NH 95%

I/N

-/

13g \ 69%

0 0

13h 57%°

18a 33%
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(Continuacion)

Rendimiento

13i 74%

18 b

13j 48%

(o]
B 0
= N

18c K 46%°
18d 81%

®Después de la purificacion mediante CLAR. °Se aisld
una mezcla con el compuesto de partida y se uso
luego sin separacion.
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Tabla 3. Alquilacion de carbazoles con bromoalquildiacetilcarbazoles

Rendimiento

6a 78%
kL e

N
6b KL 96%

6¢c KI\ 73%
HC1

6d kL HCI 7%

= Q)|
O

6e \L e 41%

6f \ M 54%

30



ES 2402395713

(Continuacion)

Rendimiento
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(Continuacion)

Rendimiento
0 0
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“Después de la purificacion mediante CLAR
Tabla 5
. Rendimiento
Acido boronico Haluro Bifenilo Carbazol (calculado para
el haluro)
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(Continuacion)

. Rendimiento
Acido boronico Haluro Bifenilo Carbazol (calculado para
el haluro)
0._.0 F
B I E
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B | —
o] =
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?Precipitado como cristales. °El producto contenia (EtO)sPO y se us6 sin purificacion. °Solo se da el rendimiento

del regioisémero diana.

Tabla 6
Rendimiento
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(Continuacion)
Rendimiento
=
19d | © N 34%°
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!
I
lij N
Sy °
o o
19 o l"lH 10%°
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|
Q Q
| =
o
19f ° 'L ° 23%°
o

Después de la purificacion mediante CLAR.
®Obtenido tras procesar con una mezcla y separado
mediante CLAR. “Purificacién a través de clorhidrato.

NaH, CCH3)sN(CHa),
—_—
N
N OMF

) (CH4),CHCOC!, AICH,
PhNO,
N

N,

o

[3-(9H-carbazol-9-il)propilldimetilamina (30)

Se disolvieron 3,0 g de carbazol (18,0 mmol) en DMF (20 ml). A continuacion, se afiadid NaH al 60% en parafina
(2,5 g, 62,5 mmol) y se agitd la mezcla durante 10 min. Se afiadieron 3,0 g de cloruro de 2-N,N-dimetilaminopropilo
(19,0 mmol) en porciones, tras lo que la temperatura ascendié hasta 45-50 °C. Se mantuvo la mezcla de reaccién a
esta temperatura durante 2,5 h (Seguimiento mediante CCF, CHCIs/MeOH, (9:1)). Se vertié lentamente la masa
obtenida en una mezcla de hielo y agua, y se extrajo con acetato de etilo. Se seco el extracto con Na;SO, y se

N
Ejemplo 1 |

evaporo, dando el compuesto 30 (4,8 g, 100%) en forma de un aceite liquido de color marrén.
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1,1'{9-[3-(dimetilamino)propil]-9H-carbazol-3,6-diil}bis(2-metilpropan-1-ona) (Ejemplo 1)

Se disolvié el Compuesto 30 (0,25 g, 1,0 mmol) en nitrobenceno (5 ml). Se afiadieron AICI; (0,6 g, 4,5 mmol) y, a
continuacion, cloruro de isobutiroilo (0,6 ml, 5,7 mmol) en porciones. Se agité la mezcla de reaccion durante 40 min
(seguimiento mediante EM-CL). Se verti6 la mezcla obtenida en una mezcla de hielo y agua, y se extrajo con CHCIj,
Se evaporaron los extractos combinados y se purifico el residuo mediante cromatografia en una columna corta y
gruesa de gel de silice (eluyente: CHCI3/MeOH (99:1 — 90:10)), proporcionando 0,189 g (47%) del producto. RMN
de "H (DMSO-ds): & 1,20 (12H, d, J = 6,7 Hz); 1,90-1,97 (2H, m); 2,11 (6H, s); 2,18 (2H, t, J = 6,7 Hz); 3,91 (2H,
septet, J = 6,7 Hz), 4,50 (2H, t, J = 6,6 Hz); 7,76 (2H, d, J = 8,7 Hz); 8,14 (2H, dd, J = 8,7 Hz, J = 1,5 Hz); 9,11 (2H,
d, J = 1,5 Hz). ELSD: 100%, EM-IES: m/z 392 [M+H]".

Ejemplo 2
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1,1'-(9H-Carbazol-3,6-diil)dietanona (31)

Se disolvio carbazol (16,9 g, 0,1 mol) en nitrobenceno (300 ml). Se afadio AICIz anhidro (54,0 g, 0,4 mol) bajo
agitacion en un bafio de hielo. A continuacién, se afiadié AcCl (55,5 g, 0,7 mol) lentamente gota a gota. Se dejo
calentar la mezcla de reaccion hasta la temperatura ambiente bajo agitacion y se mantuvo durante 13 h. Se ahadié
agua (500 ml) en pequefias porciones bajo refrigeracion en un bafio de hielo para evitar la formacion violenta de
espuma. Se retiré el bafio de refrigeracion y se sometid la mezcla a reflujo con un condensador durante 2 h. Se
extrajo el producto con cloroformo (3 x 150 ml). Se lavaron los extractos combinados consecutivamente con
soluciones saturadas de NaHCO3; y NaCl, se secaron con Na>SO4 anhidro y se evaporaron. Se purifico el residuo
mediante cromatografia en columna (gel de silice, CHCl3-MeOH), proporcionando 12,5 g de 1 (50%).

1,1'-{9-[2-(1-Metilpirrolidin-2-il)etil]-9H-carbazol-3,6-diil}dietanona (Ejemplo 2, 3c)

Se disolvié el derivado de diacetilo 31 (0,97 g, 3,86 mmol) en DMF (7 ml). Se afiadié NaH (0,54 g, 13,5 mmol) y se
agitoé la mezcla durante 3-5 min a temperatura ambiente. Se afadié clorhidrato de 2-(2-cloroetil)-1-metilpirrolidina
(1,07 g, 5,8 mmol). Se agitd la mezcla de reaccién durante 24 h a 60 °C (Seguimiento mediante CCF, CHCI3/MeOH,
(9:1)), se diluyd con agua y se extrajo con acetato de etilo. Se secé el extracto con Na;SO4 y se evaporé. Se purifico
el residuo mediante cromatografia en columna (gel de silice, CHCIls/MeOH (99:1 — 90:10)), dando 0,90 g (64%) del
producto. RMN de H (DMSO-dg): 6 1,41-1,49 (1H, m); 1,54-1,73 (3H, m); 1,76-1,85 (1H, m); 1,97-2,13 (3H, m); 2,14
(3H, s); 2,70 (6H, s); 2,86-2,93 (1H, m); 4,46-4,50 (2H, m); 7,72 (2H, d, J = 8,8 Hz); 8,12 (2H, dd, J = 8,8 Hz, J = 1,6
Hz); 9,04 (2H, d, J = 1,6 Hz). ELSD: 100%, EM-IES: m/z 363 [M+H]".

Ejemplo 3

_
‘ O ELN(CH2,C), NaH ‘\ CHCHLCOCL, AICH, H 1. H.S0, l\‘
ll — - ———————- —_—
DMF PhNO, 2. HCI en dioxano
N rN j HC! N HCE
32 33 l/ \I Ejemplo 3 r \|

[2-(9H-Carbazol-9-il)etil]dietilamina (32)

I

Se disolvié carbazol (10,0 g, 59,8 mmol) en DMF (60 ml). A continuacion, se afiadid NaH al 60% en parafina (7,2 g,
180,0 mmol) en porciones. Se agité la mezcla durante 10 min. Se afadié clorhidrato de hidrato de 2-N,N-
dietilaminoetilo (10,5 g, 61,0 mmol) en porciones, tras lo que la temperatura ascendié hasta 50 °C. Se mantuvo la
mezcla de reaccion a esta temperatura durante 2,5 h (Seguimiento mediante CCF, hexano/acetato de etilo (4:1)). Se
vertié lentamente la masa resultante en una mezcla de hielo y agua, y se extrajo con acetato de etilo. Se seco el
extracto con Na;SO4 y se evapord dando el compuesto 1 (16,0 g, 100%) en forma de un aceite liquido de color

35



10

15

20

25

30

35

ES 2402395713

marron.
Clorhidrato de 1,1'-{9-[2-(dietilamino)etil]-9H-carbazol-3,6-diil}bis(3-cloropropan-1-ona) (33)

Se enfrié una solucion del Compuesto 32 (17,9 g, 67,3 mmol) en nitrobenceno (150 ml) en un bafio de hielo. Se
afnadié AICIs (45,0 g, 337,1 mmol) en porciones. A continuacion, se afadio cloruro de 3-cloropropionilo (32,4 ml,
336,7 mmol) gota a gota durante 10 min. Se agité la mezcla de reaccion durante 40 min (seguimiento mediante EM-
CL), se vertié en una mezcla de hielo con HCI diluido y se extrajo con CHCIls. Se evaporo el extracto. Se purifico el
residuo mediante cromatografia en una columna corta y gruesa (gel de silice, CHCls/MeOH (99:1 — 90:10)),
proporcionando 22,9 g (76,3%) del clorhidrato 33.

Clorhidrato de 6-[2-(dietilamino)etil]-10,11-dihidro-1H-diciclopenta[c,g]carbazol-3,9(2H,6H)-diona (Ejemplo 3)

Se disolvié el clorhidrato 2 (22,9 g, 51,3 mmol) en H>SO4 al 98% (150 ml). Se mantuvo la solucién a 80 °C durante
4 h (Seguimiento mediante CCF, CHCIs/MeOH (4:1)) y se vertidé en hielo. Se neutraliz6 la mezcla resultante con
Na,COs3 y se extrajo con CHCIs. Se evapord el extracto. Se purifico el residuo mediante cromatografia en una
columna corta y gruesa (gel de silice, CHCI3/MeOH (99:1 — 90:10)) y se recristalizé en MeOH, dando 0,562 g (3%)
del producto. Se disolvié esto ultimo en CH2Cl,, se anadié HCI en dioxano ¥ se evaporo la mezcla hasta secarla. Se
lavo el residuo con éter y se secd, dando 0,6358 g el clorhidrato. RMN de 'H (DMSO-ds): 6 1,26 (6H, t, J = 7,4 Hz);
2,77-2,80 (4H, m); 3,42-3,47 (2H, m); 3,23-3,34 (4H, m); 3,83-3,85 (4H, m); 5,88 (2H, t, J = 7,8 Hz); 7,84 (2H, d, J =
8,6 Hz); 7,97 (2H, d, J = 8,6 Hz); 10,75 (1H, s.a.). ELSD: 100%, EM-IES: m/z 375 [M+H]".
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4-(4,4,5,5-Tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)indan-1-ona (34)

Se afadieron acetato de potasio (17,8 g, 181,6 mmol) y Pd(dppf)Cl2(3,3 g, 4,5 mmol) a una solucién de 4-bromo-1-
indanona (19,3 g, 91,5 mmol) y bis(pinacolato)diboro (23,2 g, 91,3 mmol) en dioxano (300 ml). Se calenté la mezcla
hasta 80 °C bajo argén, se mantuvo a esta temperatura durante 16 h, se enfrio, se filtré a través de Celite y se
evaporoé. Se disolvié el residuo en CH2Cl,. Se purificé el producto sobre una columna corta y gruesa con gel de silice
(eluyente: hexano-acetato de etilo (100:0 — 50:50). Rendimiento de 34: 23,4 g. El producto que contenia
bis(pinacolato)diboro (aproximadamente 7% molar) se usé en la siguiente etapa sin purificacion adicional.

4-(4-Metoxi-2-nitrofenil)indan-1-ona (35)

Se afadieron potasa (7,5 g, 54,3 mmol) y Pd(PPhs)s (1,6 g, 1,4 mmol) a una solucién de 4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-
dioxaborolan-2-il)indan-1-ona 34 (7,0 g, 27,1 mmol) y 4-cloro-3-nitroanisol (5,1 g, 27,1 mmol) en una mezcla de
dioxano (80 ml) y agua (20 ml). Se calent6 la mezcla obtenida hasta 80 °C bajo argén, se mantuvo a esta
temperatura durante 16 h (Seguimiento mediante CCF, eluyente: hexano-acetato de etilo, (1:1)), se enfrio, se filtrd a
través de Celite, se evaporo y se disolvio en CH2Cl,, A continuacion, se separd la mezcla mediante filtracion de la
porcion insoluble, se evaporé con gel de silice y se purificd sobre una columna corta y gruesa con gel de silice
(eluyente: hexano- CHCl, (100:0 — 0:100), CH,Cl»-acetato de etilo (100:0 — 50:50)). Rendimiento de 35: 5,59 g. El
producto se uso en la siguiente etapa sin purificacion adicional.

8-Metoxi-1,6-dihidrociclopenta[c]carbazol-3(2H)-ona (36)

Se dividio el bifenilo 35 obtenido (5,59 g) en cinco porciones (de 1,11 g cada una); a continuacion, se afadié P(OEt)s
(por cada 7 ml) a cada porcion. Se sometié la mezcla resultante a un soplado de argéon en un matraz, se calento
hasta 90 °C, se mantuvo a esta temperatura durante 3 dias y se enfri6. Precipité carbazol. A continuacion, se diluyo
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la mezcla de reaccion con éter; se separ6 mediante filtracion el precipitado y se lavo con CH2Cl,. Si quedo bifenilo
inicial en el filtrado (seguimiento mediante CCF, eluyente: hexano-acetato de etilo, (1:1)), se evaporé este filtrado y
se afiadié P(OEt)s (por cada 1 ml a cada matraz). Se someti6é la mezcla a una ciclacion repetida durante un dia. Se
repitié el procedimiento hasta que ceso la precipitacion y los datos de la CCF mostraron la ausencia del bifenilo
inicial. Rendimiento total de carbazol 36: 2,16 g.

6-[3-(Dimetilamino)propil]-8-metoxi-1,6-dihidrociclopenta[c]carbazol-3(2H)-ona (37)

Se suspendi6 el Compuesto 36 (1,0 g, 3,98 mmol) en CH2Cl, (10 ml); se afiadié NaH (0,75 g, 12,0 mmol, 3 eq.). Se
agitod la mezcla a la temperatura ambiente durante 5-10 min; a continuacion, se afiadié clorhidrato de cloruro de 3-
dimetilamino-1-propilo (0,75 g, 4,74 mmol, 1,2 eq.). Se calentd la mezcla de reaccion hasta 70 °C, se mantuvo a esta
temperatura durante 2 h (Seguimiento mediante CCF, eluyente: CH.Cly-acetato de etilo, (1:1) para la presencia de
carbazol inicial, CHCI3-MeOH, (9:1) para la pureza del producto). Se diluy6é la mezcla de reacciéon con agua, se
extrajo con acetato de etilo, se evaporo y se purificé sobre una columna corta y gruesa con gel de silice, eluyente:
CHCI3-MeOH (99:1 — 90:10). Rendimiento de 37: 0,84 g (63%).

9-Acetil-6-[3-(dimetilamino)propil]-8-metoxi-1,6-dihidrociclopenta[c]carbazol-3(2H)-ona (38)

Se enfrié una solucién del Compuesto 37 (0,84 g, 2,51 mmol) en PhNO; (20 ml) en un bafio de hielo. A continuacion,
se afadio AICI3 (1,7 g, 12,7 mmol, 5 eq.) y después, AcClI (0,9 ml, 12,7 mmol, 5 eq.). Se mantuvo la mezcla durante
40 min (seguimiento mediante EM-CL), se diluyé con agua, se neutralizé con Na;COs, se extrajo con CHCI3 y se
evapord. Se purificd el producto sobre una columna corta y gruesa, eluyente: CHCIl-MeOH (99:1—90:10).
Rendimiento de 38: 0,658 g (69%).

9-Acetil-6-[3-(dimetilamino)propil]-8-hidroxi-1,6-dihidrociclopenta[c]carbazol-3(2H)-ona (Ejemplo 4; 19c)

Se afiadié una solucion 0,5 M de BBr3 (16,5 ml, 5 eq.) gota a gota bajo argén a una solucion del Compuesto 38
(0,658 g, 1,74 mmol) en CH.Cl, (100 ml) enfriada hasta -40 °C. Se mantuvo la mezcla durante 10 min; a
continuacion, se retird un bafio de refrigeracion y se calento6 la mezcla hasta la temperatura ambiente y se mantuvo
durante 1-2 h (Seguimiento mediante CCF, eluyente: CHCI3/NH3-MeOH (9:1)). Se vertio la mezcla resultante en una
mezcla de solucion de NaHCO3; acuoso y CH2Cl,. Se separd la capa organica; se extrajo la acuosa con CH,Cl,, se
seco sobre Na;S04, se evapord y se disolvidé en una mezcla: CHCIz-MeOH-agua (40:9:1). Se purifico el producto en
una columna de gel de silice con el uso de la ultima mezcla como eluyente. Rendimiento del Ejemplo 4: 0,258 g
(41%). Para la preparacion del clorhidrato, se disolvié el producto aislado en una mezcla: CH,Cl,-MeOH; se anadio
una solucién de HCI en dioxano. Se evaporé la mezcla resultante hasta secarla; se lavé el residuo con éter.

Espectro de RMN de H (DMSO-ds): 6 2,14-2,20 (2H, m); 2,70 (6H, d, J = 4,9 Hz); 2,78-2,81 (2H, m); 3,12-3,17 (2H,
m); 3,60-3,62 (2H, m); 4,51 (2H, t, J = 7,1 Hz); 7,28 (1H, s); 7,73 (2H, s - sistema AB degenerado); 8,55 (1H, s);
10,40 (1H, s.a.); 12,76 (1H, s). ELSD: 100%. EM-IES: m/z 364 [M+H]".

Ejemplo 5
OMe
OH 4-cloro-3-nitroanisol, O
/O K2COs, PA(PPhs), ‘ P(OEt); CNCHa);NMe,, NaH
Dioxano ac. DMF
H OMe N OMe
(HO),8 OMe NO, 39 H o
(o] (o] o} [o]

Oome .l N ll OMe .o AICH 0O
KL PRNO, ‘\L CHCl KL
- P P

41 T 42 T Ejemplo 5 T

19b

Mej ‘ N ‘ OMe BBr HO: ‘ :N: ‘ :on

4,4’-dimetoxi-2-nitrobifenilo (39)

Se afadieron potasa (9,10 g, 65,9 mmol) y Pd(PPhs)s (1,90 g, 1,6 mmol) a una solucion de acido 4-metoxifenil-
borénico (5,0 g, 32,9 mmol) y 4-cloro-3-nitroanizol (6,17 g, 32,9 mmol) en una mezcla de dioxano (80 ml) y agua
(20 ml). Se calentd la mezcla resultante hasta 8 °C bajo argdn, se mantuvo a esta temperatura durante 16 h
(Seguimiento mediante CCF, eluyente: hexano-acetato de etilo (4:1)), se enfri6 y se filtr6 a través de Celite. Se
separo el producto mediante lavado con CHxCl,, Se disolvié el residuo en CH2Cl, y se purificé sobre una columna
corta y gruesa (eluyente: hexano-CH.Cl>(100:0 — 0:100), CH.Cl;-acetato de etilo (100:0 — 50:50)). Rendimiento de
1: 8,47 g.
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2,7-dimetoxi-9H-carbazol (40)

Se dividié el Compuesto 39 (8,47 g) en ocho porciones (de 1,06 g cada una). A continuacion, se afiadié P(OEt)s (por
cada 7 ml) a cada porcion. Se sometieron las mezclas resultantes a un soplado de argén, se calentaron hasta 90 °C,
se mantuvieron a esta temperatura durante 3 dias, se enfriaron y se diluyeron con éter. Se filtré el precipitado
obtenido y se lavé con CH2Cl,. Rendimiento de carbazol 40: 3,33 g.

[3-(2,7-dimetoxi-9H-carbazol-9-il)propil]dimetilamina (40)

Se suspendio el Compuesto 40 (0,7 g, 3,1 mmol) en DMF (6 ml). Se afadié hidruro de sodio (0,4 g, 10,0 mmol) y se
agité la mezcla a temperatura ambiente durante 5-10 min. A continuacion, se afadié clorhidrato de cloruro de 3-
dimetilamin-1-propilo (0,73 g, 4,6 mmol). Se calent6 la mezcla obtenida hasta 50-60 °C, se mantuvo a esta
temperatura durante 16 h (Seguimiento mediante CCF, eluyente: CH,Cl»-acetato de etilo, (1:1) para la presencia del
carbazol inicial; CH2Cl,-MeOH, (9:1) para la pureza del producto) y se diluyd con agua. Se dejo reposar el
precipitado blanco obtenido hasta que sedimentd durante 1 h, se separé mediante filtracion y se seco al aire.
Rendimiento de 41: 0,96 g (100%).

1,1'-{9-[3-(dimetilamino)propil[-2,7-dimetoxi-9H-carbazol-3,6-diil}dietanona (42)

Se disolvié el Compuesto 41 (0,96 g, 3,2 mmol) en PhNO (20 ml); se enfrié la solucién en un bafio de hielo. A
continuacion, se afiadiéo AcCl (1,1 ml, 15,4 mmol) seguido de AO3 (2,1 g, 15,7 mmol) en porciones. Se mantuvo la
mezcla resultante durante 40 min (seguimiento mediante EM-CL), se diluy6 con agua, se neutralizd con Na,COs, se
extrajo con CHCI; y se evapord. Se purificd el producto sobre una columna corta y gruesa con gel de silice.
Rendimiento de 42: 0,787 g (62%).

1,1'-{9-[3-(dimetilamino)propil]-2,7-dihidroxi-9H-carbazol-3,6-diil}dietanona (Ejemplo 5; 19b)

Se afiadioé una solucion 0,5 M de BBr3 (22,5 ml) gota a gota bajo argdn a una solucion del Compuesto 42 (0,787 g,
1,99 mmol) en CH,Cl, (90 ml), se enfrio hasta -40 °C. Tras 10 min, se retiré un bafio de refrigeracion; se calento la
mezcla hasta la temperatura ambiente y se mantuvo durante 1-2 h (Seguimiento mediante CCF, eluyente:
cloroformo-metanol, (4:1)). Se vertié la mezcla resultante en una mezcla de solucion de soda acuosa y CH»Cl,. Se
separo la capa organica. Se extrajo la capa acuosa con CHCl,, se secé sobre Na;SO., se evaporo y se disolvio en
una mezcla CH2Cl,-MeOH-agua (40:9:1). Se purificéd el producto sobre una columna. Rendimiento de Ejemplo 5:
0,379 g (52%).

A continuacion, se disolvié el producto en una mezcla CH,Cl,-MeOH. Se anadié una solucién de HCI en dioxano. Se
evaporo la solucion resultante hasta secarla; se lavo el residuo con CH3zCN y éter. De una forma basica del producto
(0,379 g), se aislaron 0,339 g del clorhidrato.

RMN de 'H (DMSO-ds): &: 2,09-2,13 (2H, m); 2,72 (6H, s); 2,77 (6H, s); 3,13-3,16 (2H, m); 4,34 (2H, t, J = 7,1 Hz);
7,13 (2H, s); 8,84 (2H, s); 10,17 (1H, s.a.); 12,82 (2H, s). ELSD: 100%, EM-IES: m/z 369 [M+H]".

38



10

15

20

25

30

ES 2402395713

Ejemplo 6
7 < L QO
o_ 0
Br "
bis(pinacolato)diboro 2el itrob .
AcOK, Pd(dppfiCl KeCOn PA(PPhY, - o
Dioxano ~ Dioxanoac. | = - = O O
] P
o] NO
43 4 O 2

[ ) i [ .
Croy Coy °
N . N N
50, NaH AcC), AICIy Cs,C0; PhSH
DMF PhNO; CHClyMeOH
_Ns
N NS NH
47 H 48 H Ejemplo 6 H

Br
NO, ;
NsCl, Na,CO4 N O NO
NHy —— =2 . _ "~ // Br(CH;hBr. NaH O 2
P HOMCOEL ’/ __DMF - /\/N S
(o] 7
O
49 50

4-(2-Nitrofenil)indan-1-ona (45)

Se afiadieron potasa (8,1 g, 58,7 mmol) y Pd(PPhs)s (1,7 g, 1,5 mmol) a una solucién del Compuesto 44 (7,51 g,
29,1 mmol) y 4-cloro-3-nitrobenceno (4,6 g, 29,1 mmol) en una mezcla de dioxano (80 ml) y agua (20 ml). Se calenté
la mezcla obtenida bajo argén hasta 80 °C, se mantuvo a esta temperatura durante 16 h (seguimiento mediante
CCF, eluyente: hexano-acetato de etilo (1:1)), se enfrid, se filiré a través de Celite y se evaporé. Se disolvid el
producto resultante en CH,Cl; y se separ6 un residuo insoluble mediante filtracion. Se evaporo6 el producto resultante
con gel de silice y se purificé sobre una columna corta y gruesa (eluyente: hexano-CH2Cl»(100:0 — 0:100), CH,Cl>-
acetato de etilo (100:0— 50:50)). Se aislé el Compuesto 45 (5,0 g) y se usé en la siguiente etapa sin purificacion.

1,6-Dihidrociclopenta[c]carbazol-3(2H)-ona (46)

Se dividio el Compuesto 45 (5,0 g) en cinco porciones (de 1,0 g cada una). Se afiadié P(OEt)s (por cada 7 ml) a cada
porcién. Se sometié el producto resultante a un soplado de argén en un matraz, se calent6 hasta 90 °C, se mantuvo
a esta temperatura durante 3 dias y, a continuacion, se enfrid. Se diluyo el precipitado de carbazol con éter. Se filtrd
el precipitado y se lavé con éter. En el caso de haber bifenilo inicial en el filirado (seguimiento mediante CCF,
eluyente: hexano-acetato de etilo (1:1)), se evaporo este filtrado y, a continuacion, se ahadié P(OEt); (1 ml a cada
matraz) y se sometié a una ciclacion durante 1 dia. Se repitié el procedimiento hasta que ceso la precipitacion y la
CCF demostro la ausencia del bifenilo inicial. Se obtuvo el Carbazol 46 (2,7 g).

2-Nitro-N-propilbencenosulfonamida (49)

Se afiadié una solucion de 2-nitrofenilsulfocloruro (8 g, 36 mmol) en acetato de etilo (25 ml) gota a gota a
temperatura ambiente a una mezcla de propilamina (3 ml, 36,0 mmol), acetato de etilo (15 ml), Na,COs (4 g,
37,7 mmol) y agua (25 ml). Se agitd la solucidon resultante durante 2 h (seguimiento mediante CCF, eluyente:
CHCI,). Se separd la capa organica, se lavo con agua y una solucién de acido citrico, se seco sobre Na;SO, y se
evapord. El precipitado cristalizé en forma de una masa blanca que se separé mediante lavado con hexano.
Rendimiento de 49: (7,47 g, 85%).

N-(3-Bromopropil)-2-nitro-N-propilbencenosulfonamida (50)

Se afadié 1,3-dibromopropano (8,5 ml, 82,0 mmol, 10 eqg.) a una solucién del Compuesto 49 (2,0 g, 8,2 mmol) en
DMF (20 ml). A continuacion, se afiadié NaH (0,6 g, 15,0 mmol) en porciones. La temperatura ascendié hasta 50-60
°C. Se agité la mezcla a esta temperatura durante 20 min (seguimiento mediante CCF, eluyente: CH.Cl,). A
continuacion, se vertié la mezcla cuidadosamente en hielo. Se extrajo el producto con acetato de etilo y se evaporé
el extracto. Se lavo el residuo del 1,3-dibromopropano con hexano. Se disolvié el producto resultante en CH.Cl, y se
purificé sobre una columna corta y gruesa con gel de silice, eluyente: hexano-CH.Cl, (100:0— 0:100). El Compuesto
50 (1,87 g, 62%) en forma de un aceite rapidamente cristalizable.
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2-Nitro-N-[3-(3-0x0-2,3-dihidrociclopenta[c]carbazol-6(1H)-il)propil]-N-propilbencenosulfonamida (47)

Se disolvieron el Compuesto 46 (0,538 g, 2,43 mmol) y bromuro 50 (0,9 g, 2,46 mmol) en CH.Cl; (30 ml). A
continuacion, se afiadié NaH (0,15 g, 3,75 mmol, 1,5 eq.). Se agit6 la mezcla de reaccién durante 20 min
(seguimiento mediante CCF, eluyente: hexano-acetato de etilo (1:1)). A continuacion, se vertio la mezcla sobre hielo.
Se extrajo el producto con acetato de etilo y se evaporo el extracto en un evaporador rotatorio. El residuo de CH,Cl»
se retird en un alto vacio. Se afiadi® metanol al precipitado endurecido. Se tritur6 el producto; se separd el
precipitado mediante filtracion. Rendimiento de 47: 0,638 g (52%).

N-[3-(9-Acetil-3-ox0-2,3-dihidrociclopenta[c]carbazol-6(1H)-il)propil]-2-nitro-N-propilbencenosulfonamida (48)

Se disolvié el Compuesto 47 (0,638 g, 1,26 mmol) en PhNO- (7 ml). Se enfri6 la soluciéon sobre un bafio de hielo, se
afiadio AICI3 (0,67 g, 5,02 mmol) y, a continuacién, AcCl (0,45 ml, 6,31 mmol). Se mantuvo la mezcla durante 40 min
(seguimiento mediante EM-CL), se diluyé con agua. Se extrajo el producto con CH,Cl,. Se evaporé el extracto. Se
evaporo el residuo y se hizo pasar el producto a través de Celite, eluyente: CH2Cl;-acetato de etilo (100:0—50:50).
Rendimiento de 48: 0,453 g (66%).

9-Acetil-6-[3-(propilamino)propil]-1,6-dihidrociclopenta[c]carbazol-3(2H)-ona (Ejemplo 6)

Se suspendioé el Compuesto 48 (0,496 g, 0,91 mmol) en una mezcla de MeOH (10 ml) y CHCI3 (15 ml). Se calento la
mezcla hasta su ebullicion. A continuacion, se afadié Cs,CO3 (0,6 g, 1,82 mmol) y se vertié6 de una vez PhSH
(0,2 ml, 1,96 mmol) (la solucion se volvié azul). Se sometioé la solucién resultante a reflujo durante 2 h (seguimiento
mediante CCF, eluyente: CHCIl3-MeOH (9:1)). Durante este periodo la mezcla de reaccion se volvié verde. A
continuacién, se evapord la mezcla hasta secarla. Se afadié una solucién diluida de acido citrico. Se separd
mediante filtracion un precipitado amarillo, se lavd con éter, se suspendié en CH3CN y se sometio a reflujo. Tras
enfriar, se separé mediante filtracion el precipitado beis del filtrado amarillo y, a continuacion, se lavé con éter. Se
aislo el producto resultante (0,251 g, 76%). Para la transformacién de la forma basica en clorhidrato, se disolvio el
producto en una mezcla de CH.Cl,-metanol. (Se afiadié la mezcla hasta que el producto se disolvié por completo). A
continuacion, se anadié una solucién de acido clorhidrico en dioxano. Se evaporoé la solucion hasta secarla. Se lavd
un precipitado de color lila oscuro con metanol y acetonitrilo. Rendimiento del Ejemplo 6 en forma de clorhidrato:
0,118 g.

Espectro de RMN de H (400 MHz, DMSO-dg): 6 0,88 (3H, t, J = 7,32 Hz); 1,53-1,62 (2H, m); 2,13-2,20 (2H, m); 2,73
5 (2H, s); 2,80-2,83 (4H, m); 2,95-2,96 (2H, m); 3,65-3,68 (2H, m); 4,68 (2H, t, J = 7,3 Hz); 7,81 (1H, d, J = 8,6 Hz);
7,85 (1H, d, J = 8,6 Hz); 8,15 (1H, dd, J = 8,6 Hz, J = 1,3 Hz); 8,70 (1H, s.a.); 8,71 (1H, d, J = 1,3 Hz). ELSD: 100%,
EM-IES: m/z 362 [M+H]".
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N-(2-Hidroxietil)-2-nitrobencenosulfonamida (54)

Se disolvio etanolamina (10 ml, 165 mmol) en acetato de etilo (60 ml). A continuacién, se afiadié una solucion de
Na,COs3 (22,7 g, 214,2 mmol) en agua (100 ml). A continuaciéon, se afiadid6 una soluciéon de cloruro de 2-
nitrobencenosulfonilo (35,0 g, 157,9 mmol) en acetato de etilo (100 ml) gota a gota bajo agitacion. Se agit6 la
solucion resultante a temperatura ambiente durante 2 h (seguimiento mediante CCF, eluyente: CH.Cl;). Se separ¢ la
capa organica, se lavo con agua y una solucion de acido citrico, se sec6 sobre Na,SO, y se evapord. Rendimiento
de 54: 29,5 g (73%) en forma de cristales blancos.

Metanosulfonato de 2-{[(2-nitrofenil)sulfonilJamino}etilo (55)

Se afiadi¢ trietilamina (20 ml, 144,6 mmol) a una solucién del Compuesto 54 (29,5 g, 119,9 mmol) en acetato de etilo
(300 ml). Se enfrio la mezcla hasta 10 °C en un bafio de hielo. A continuacion, se afiadié una solucién de cloruro de
mesilo (10,2 ml, 131,8 mmol) en acetato de etilo (50 ml) gota a gota a una temperatura de < 20 °C. Se agit6 la
solucioén resultante a temperatura ambiente durante 3 h (seguimiento mediante CCF, eluyente: hexano-acetato de
etilo (4:1)). Se filtrd la mezcla de reaccion, retirando el precipitado — clorhidrato de trietilamina. Se lavo el filtrado con
NaHCO3 acuoso, agua y se evapor6. Rendimiento de 55: 32,2 g (83%) en forma de cristales.

1-[(2-Nitrofenil)sulfonil]aziridina (56)

Se afiadié una solucion de KOH (1,73 g, 31 mmol) en agua (50 ml) a una solucién del Compuesto 55 (10 g,
31 mmol) en acetato de etilo (100 ml). Se tifi6 la capa acuosa de amarillo. Se agit6 la mezcla a temperatura
ambiente durante 1 h (seguimiento mediante CCF, eluyente: CH,Cl»-acetato de etilo (1:1)). Cuando fue necesario, se
afadieron mas porciones de solucion de KOH (0,5 eq.). Se separo la capa organica, se lavé bien con agua, una
solucion de acido citrico (hasta pH 7), de nuevo con agua, se seco sobre Na>SO4 y se evapord. Rendimiento de 56:
6,6 g (93%) en forma de un aceite liquido amarillento.

N-[2-(9H-Carbazol-9-il)etil]-2-nitrobencenosulfonamida (51)

Se disolvié carbazol (1,10 g, 6,59 mmol) en CH3zCN (40 ml). A continuacién, se afadié hidrato de sodio (0,33 g,
8,25 mmol) y se agitd la mezcla a temperatura ambiente durante 15-20 min. A continuacion, se afiadié una solucion
de aziridina 56 (1,5 g, 7,89 mmol) en CH3CN (30 ml) en una porcion. Se agitd la mezcla resultante durante 1 h
(seguimiento mediante CCF, eluyente: hexano-acetato de etilo, 1: 1), se vertié en agua, se acidificé con HCI hasta
pH 1y se volvié a agitar a temperatura ambiente. Gradualmente, fue precipitando un producto naranja de la solucion
turbia. Se filtré el precipitado y se lavé con MeOH y éter. Rendimiento de 51: 2,15 g (83%) en forma de cristales
naranjas.

N-[2-(3,6-Diacetil-9H-carbazol-9-il)etil]-2-nitrobencenosulfonamida (52)

Se disolvié el Compuesto 51 (5,0 g, 12,7 mmol) en PhNO; (30 ml). Se enfrid la solucidon en un bafio de hielo. A
continuacion, se afadié AICI3 (8,5 g, 63,7 mmol) y después, AcCl (4,5 ml, 63,1 mmol). Se mantuvo la mezcla durante
40 min (seguimiento mediante EM-CL), se diluyé con agua, se extrajo con cloroformo y se evapord. Se purificod el
producto sobre una columna corta y gruesa con gel de silice, eluyente: CH,Cl,-acetato de etilo /100:0—50:50). Se
afadié una mezcla de etanol y se afiadi® amoniaco acuoso al 25% (4:1) al residuo. Se sometié el producto
resultante a reflujo durante 1,5-2 h. Se separd mediante filtracién una suspension caliente. El producto 52 se aislo
(4,11 g, 68%) en forma de cristales de color beis.

1,1'-[9-(2-Aminoetil)-9H-carbazol-3,6-diilJdietanona (53)

Se disolvié el Compuesto 52 (4,11 g, 8,58 mmol) bajo reflujo en una mezcla de CH3CN (150 ml) y metanol (50 ml). A
continuacion, se afadié Cs;COs3 (8,4 g, 25,78 mmol) y se vertié PhSH (2,6 ml, 25,48 mmol) de una vez. Se someti6 a
reflujo la mezcla resultante durante 2,5 h (seguimiento mediante CCF, eluyente: cloroformo-metanol (9:1)) y se
evaporé hasta secarla. A continuacion, se afiadieron agua y una solucién de HCI. Como resultado de ello, se
disolvieron todos los productos soélidos. Se extrajo la solucion acuosa acida con acetato de etilo hasta que este
Ultimo dejo de amarillear. Se neutralizé la capa acuosa con solucion saturada de NaHCOs;, se extrajo con una
mezcla de CH,Cl>-MeOH (4:1) y se evaporo el extracto. Se separ6 el residuo mediante lavado con MeCN vy se lavo
con éter. Rendimiento de 53: 1,25 g (50%) en forma de cristales de color beis.

1,1'-{9-[2-(Isopropilamino)etil]-9H-carbazol-3,6-diil}dietanona (Ejemplo 7; 6h).

Se afadié acetona (5 ml, 68,10 mmol) a una solucién del Compuesto 53 (1,25 g, 4,25 mmol) en CH.Cl, (50 ml). A
continuacion, se anadié STAB (3,0 g, 14,15 mmol). Se agité la mezcla obtenida a temperatura ambiente durante
4.5 h (seguimiento mediante CCF, eluyente: CHCI3-MeOH (9:1)) y, a continuacion, se vertié en una soluciéon acuosa
de NaHCO3;, Se separo la capa organica. Se extrajo la capa acuosa con CH,Cl, Se seco el producto sobre Na;SO, y
se evaporo. Se purificod el residuo sobre una columna, eluyente: CHCI3-MeOH (99:1—90:10). El Ejemplo 7 (1,04 g,
73%) se aislé en forma de un aceite rapidamente cristalizable. Para la preparacion de su clorhidrato, se disolvio la
base en CH2Cl,, A continuacion, se afiadié una solucién de HCI en dioxano. Se evaporé la mezcla hasta secarla. Se
lavé el producto con éter.
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Espectro de RMN de 'H (DMSO-de): & 1,25 (6H, d, J = 6,6 Hz); 2,72 (6H, s); 3,33-3,39 (3H, m); 4,87 (2H,t, J = 7,3
Hz); 7,92 (2H, d, J = 8,7 Hz); 8,17 (2H, dd, J = 8,7 Hz, J = 1,6 Hz); 9,01 (2H, d, J = 1,6 Hz); 9,24 (1H, s.a.); 9,33 (1H,
s.a.). ELSD: 100%, EM-IES: m/z 336 [M+H]".
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La sintesis del Compuesto 51 se describié en el Ejemplo 7.
N-{2-[3,6-bis(3-cloropropanoil)-9H-carbazol-9-il]etil}-2-nitrobencenosulfonamida (57)

Se disolvié el Compuesto 51 (20,0 g, 50,6 mmol) en PhNO- (130 ml) y se enfrio la solucidon en un bafio de hielo. A
continuacion, se afadié AICI3 (34,0 g, 254,7 mmol) y después, cloruro de 3-cloropropionilo (25,0 ml, 259,8 mmol). Se
mantuvo la mezcla durante 40 min (seguimiento mediante EM-CL), se vertié en una mezcla de HCI diluido y hielo, se
extrajo con CHCls3, y se dejé durante 16 h. Se filtré el precipitado de color paja obtenido y se lavo éter. Rendimiento
de 57: 18,47 g (63%).

N-[2-(3,9-diox0-1,2,3,9,10,11-hexahidro-6H-diciclopenta[c,g]carbazol-6-il)etil]-2-nitrobencenosulfonamida (58)

Se calenté acido sulfarico (200 ml) hasta 40 °C. A continuacion, se afiadié el Compuesto 57 (18,47 g, 32,12 mmol)
en porciones. Se calentd la mezcla hasta 90 °C y se mantuvo a esta temperatura durante 1,5-2 h (seguimiento
mediante CCF, eluyente: CH2Cl,-acetato de etilo (4:1)). Se vertid la mezcla resultante sobre hielo. Se separé el
precipitado gris mediante filtracién, se lavd sobre un filtro con una mezcla de CHCIl;-MeOH (4:1). Se volvié a
cristalizar el precipitado restante (sobre un filtro) con DMF, se lavé con CH3CN y éter. Rendimiento de 58 puro: 2,2 g
(14%).

6-(2-aminoetil)-10,11-dihidro-1H-diciclopenta[c,g]carbazol-3,9(2H,6 H)-diona (59)

Se suspendio el Compuesto 58 (2,2 g, 4,38 mmol) en una mezcla de cloroformo (200 ml) y metanol (200 ml). A
continuacioén, se afiadid Cs,CO3 (4,3 g, 13,20 mmol) y PhSH de una vez (1,3 ml, 12,74 mmol). Se sometid la
solucion a reflujo durante 40 h (seguimiento mediante EM-CL), y se evapor6 hasta secarla. A continuacion, se
afiadidé una solucién acuosa de acido citrico. Se neutralizd la solucién obtenida con solucion acuosa de NaHCOs. Se
separo el precipitado mediante filtracion, y se lavé con CH3CN y éter. El producto aislado se usé en la siguiente
etapa sin purificacion.

6-[2-(isopropilamino)etil]-10,11-dihidro-1H-diciclopenta[c,g]carbazol-3,9(2H,6H)-diona (Ejemplo 8)

Se suspendié el Compuesto 59 bruto (1,69 g) en CH2Cl, (200 ml). A continuacién, se afiadieron acetona (4 ml) y
STAB (3,4 g). Se agité la mezcla durante 24 h (seguimiento mediante CCF, eluyente: CHCI3-MeOH (9:1)), después
se vertio en una solucién acuosa de NaHCOs. A continuacion, se afiadié otra porcion de CH,Cl, y MeOH. Se separé
la capa organica, se evaporo, y se lavd con MeCN y éter. Rendimiento de Ejemplo 8: 0,759 g. Para la preparacion
de su clorhidrato, se suspendio el producto aislado en una mezcla de CH}CI, y MeOH, y a continuacion, se afiadié
una soluciéon de HCI en dioxano. Se evaporé la mezcla resultante hasta secarla y se afiadio etanol al residuo. Se
sometio la solucién etandlica a reflujo y se enfrio, y se filtrd el precipitado. Rendimiento del clorhidrato del compuesto
del Ejemplo 8 : 0,684 g. Espectro de RMN de H (DMSO-dg): 8 1,24 (6H, d, J = 6,6 Hz); 2,77-2,79 (4H, m); 3,34-3,43
(3H, m); 3,81-3,84 (4H, m); 4,91 (2H, t, J = 7,3 Hz); 7,83 (2H, d, J = 8,6 Hz); 7,91 (2H, d, J = 8,6 Hz); 9,11 (2H, s.a.).
ELSD: 100%, EM-IES: m/z 360 [M+H]".
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N-Etil-2-nitrobencenosulfonamida (63)

Se afadioé una solucion de cloruro de 2-nitrobencenosulfonilo (140 g, 361 mmol) en acetato de etilo (250 ml) gota a
gota a temperatura ambiente a una mezcla de etilamina acuosa al 70% (50 ml, 630 mmol), acetato de etilo (100 ml),
Na,COs3 (67 g, 632 mmol) y agua (250 ml). Se agitd la mezcla de reaccion durante 4 h (seguimiento mediante CCF,
CHCI,). Se separé la capa organica, se lavé con agua y con una solucion de acido citrico, se secé con Na SO, y se
evaporé. El residuo se solidificé en una masa cristalina blanca. Se trituré esta ultima con hexano, se separd
mediante filtracion y se seco, dando 134 g (92%) del producto.

N-(3-Bromopropil)-N-etil-2-nitrobencenosulfonamida (64)

Se disolvio el Compuesto 63 (7,8 g, 33,9 mmol) en DMF (100 ml). Se afadié 1,3-dibromopropano (35 ml,
343,0 mmol) y, a continuacion, NaH en porciones (2,7 g, 67,5 mmol), tras lo que la temperatura ascendié hasta 50-
60 °C. Se agitd la mezcla de reaccion a esta temperatura durante 1 h (seguimiento mediante CCF, CH2Cl,), se vertié
despacio en una mezcla de hielo y agua, y se extrajo con acetato de etilo. Se evaporo el extracto. Se lavo el residuo
con hexano para eliminar el 1,3-dibromo-propano. El Compuesto 64 (9,7 g, 82%) se obtuvo en forma de un aceite
amarillo viscoso.

N-[3-(9H-Carbazol-9-il)propil]-N-etil-2-nitrobencenosulfonamida (60)

Se disolvieron carbazol (4,15 g, 24,8 mmol) y bromuro 64 (9,7 g, 27,6 mmol) en DMF (30 ml). Se afadié NaH (2,0 g,
50,0 mmol, 2 eq) en porciones, tras lo que la temperatura ascendio hasta 60 °C. Se agit6 la mezcla de reaccion
durante 1 h (seguimiento mediante CCF, hexano/acetato de etilo (3:2)), se vertid en una mezcla de hielo y agua, y se
extrajo con acetato de etilo. Se tritur6 el residuo con éter. Se separé el precipitado amarillo mediante filtracion y se
seco, proporcionando 6,65 g (61%) del producto.

N-{3-[3,6-Bis(3-cloropropanoil)-9H-carbazol-9-il]propil}-N-etil-2-nitrobencenosulfonamida (61)

Se disolvié el Compuesto 63 (6,65 g, 15,2 mmol) en PhNO; (70 ml). Se enfri6 la solucién en un bafio de hielo. A
continuacion, se afiadié AICls (12,2 g, 91,4 mmol) y después, cloruro de 2-cloropropionilo (8,8 ml, 91,4 mmol). Se
mantuvo la mezcla durante 40 min (seguimiento mediante EM-CL), se diluyod con agua y se extrajo con CH.Cl,. Se
evapor6 el extracto. Se purifico el residuo mediante cromatografia en una columna corta y gruesa (eluyente:
CH.Cl/acetato de etilo (0:100— 50:50). Se triturd el residuo con éter, se separd mediante filtracion y se secé, dando
7,60 g (81%) de un producto cristalino verdoso.

N-[3-(3,9-Dioxo-1,2,3,9,10,11-hexahidro-6 H-diciclopenta[c,g]carbazol-6-il)propil]-N-etil -2-
nitrobencenosulfonamida (62)
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Se calenté H>SO4 (110 ml) hasta 40 °C. Se afadio el Compuesto 61 (7,6 g, 12,3 mmol) en porciones. Se calento la
mezcla de reaccion hasta 100 °C y se mantuvo a esta temperatura durante 2 h (seguimiento mediante CCF,
CHCl,/acetato de etilo (4:1)) y se vertid en hielo. Se separ6 mediante filtracion el precipitado gris formado. A
continuacion, se vertio6 CHCI3/MeOH (4:1) (500 ml) en el filtro. Se disolvio el solido del filtro y se transfirié la solucion
formada a un embudo de decantacion. Se afiadié una solucidon acuosa de Na,COs. Se separo6 la capa organica, se
seco con NaxSO4 y se evaporé. Se afadié acetonitrilo al residuo. Se separé mediante filtracion un precipitado de
color beis, se lavo con acetonitrilo y éter, y se secé, dando 1,56 g (23%) de un producto cristalino de color beis.

6-{3-(Etilamino)propil]-10,11-dihidro-1H-diciclopenta[c,g]carbazol-3,9(2H,6 H)-diona (Ejemplo 9)

Se suspendié el Compuesto 62 (1,56 g, 2,86 mmol) en una mezcla de CHCI3 (80 ml) y MeOH (80 ml). Se anadio
Cs2CO3 (2,8 g, 8,59 mmol) e inmediatamente después, PhSH (0,87 ml, 8,53 mmol). Se sometioé la mezcla de
reaccion a reflujo durante 6 h (seguimiento mediante EM-CL, CHCI3/MeOH (9:1)), y se evapord hasta secarla Se
afadié acido citrico acuoso. Se neutralizd la solucidon con una solucion de NaHCOs. Se separd el precipitado
formado mediante filtracion, se lavé con acetato de etilo, acetonitrilo, agua, de nuevo con acetonitrilo y con éter,
dando 0,75 g (73%) del producto. Se transform6 esto Ultimo en su clorhidrato. Tras evaporar con HCl 4 M en
dioxano, se lavé el residuo con MeOH, proporcionando 0,59 g del clorhidrato. RMN de 'H (DMSO-ds): & 1,66 (3H, t, J
=7,3 Hz); 2,09-2,17 (2H, m); 2,73-2,77 (4H, m); 2,86-2,91 (2H, m); 2,95-3,10 (2H, m); 3,77-3,80 (4H, m); 4,70 (2H, t,
J=7,3Hz); 7,80 (2H, d, J = 8,6 Hz); 7,89 (2H, d, J = 8,6 Hz); 8,83 (2H, s.a.). ELSD: 100%, EM-IES: m/z 360 [M+H]".
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La sintesis del Compuesto 46 se describié en el Ejemplo 6.
6-[2-(1-Metilpirrolidin-2-il)etil]-1,6-dihidrociclopenta[c]carbazol-3(2H)-ona (65)

Se disolvio el carbazol 46 (0,4 g, 1,81 mmol) en CH.Cl; (7 ml) y, a continuacion, se afiadié NaH (0,22 g, 5,50 mmol).
Se agité la mezcla a temperatura ambiente durante 5-10 min y se afiadid clorhidrato de 2-(2-cloroetil)-1-
metilpirrolidina (0,4 g, 2,17 mmol). Se calentd la mezcla hasta 60 °C y se mantuvo a esta temperatura durante 4 h
(seguimiento mediante CCF, eluyente: CHCI3-MeOH (9:1)). Se vertié la mezcla resultante en agua. Se extrajo el
producto con acetato de etilo, se secod sobre Na;SO, y se evapord. Se triturd el residuo con éter. Se separo el
precipitado mediante filtracion. Rendimiento de 65: 0,365 g (61 %) — Isémero Sy 0,336 g (55%) — Isémero R.

9-Acetil-6-[2-(1-metilpirrolidin-2-il)etil]-1,6-dihidrociclopenta[c]carbazol-3(2H)-ona (Ejemplos 10 y 11)

Se disolvié el Compuesto 65 (0,336 g, 1,00 mmol) en PhNO: (7 ml). Se enfri6 la solucién en un bafio de hielo. A
continuacion, se afadié AICI; (0,67 g, 5,02 mmol) y después, AcCl (0,36 ml, 5,04 mmol). Se mantuvo la mezcla
resultante durante 40 min (seguimiento mediante EM-CL), se diluyé con agua, se neutralizé con solucién acuosa de
NaHCOs3, se extrajo con CHCI3 y se evaporé. Se purificd el producto sobre una columna corta y gruesa, eluyente:
100:0—90:10. Rendimiento del producto: 0,307 g ( 82%) (R); el isémero S se obtuvo de una manera similar (77%).

Ejemplo 10

Espectro de RMN de 'H (DMSO-de): & 1, 6 -1,79 (1H, m); 1,86-2,01 (2H, m); 2,07-2,24 (2H, m); 2,42-2,56 (1H, m);
2,73 (3H, s); 2,75 (3H, d, J = 5,12 Hz); 2,79-2,82 (2H, m); 2,96-3,05 (1H, m); 3,36-3,43 (1H, m); 3,49-3,57 (1H, m);
3,64-3,67 (2H, m); 4,62-4,75 (2H, m); 780( H, d, J = 8,6 Hz); 7,87 (1H, d, J = 8,6 Hz); 7,96 (1H, d, J = 8,6 Hz); 8,19
(1H, dd, J = 8,6 Hz, J = 1,5 Hz); 8,70 (1H, d, J = 1,5 Hz); 10,63 (1H, s.a.). ELSD: 100%, EM-IES: m/z 374 [M+H]".

Ejemplo 11

RMN de 'H (DMSO-dg): & 1,69-1,79 (1H, m); 1,86-2,01 (2H, m); 2,05-2,24 (2H, m); 2,40-2,46 (1H, m); 2,73 (3H, s);
2,75 (3H, d, J = 5,12 Hz); 2,79-2,82 (2H, m); 2,98-3,02 (1H, m); 3,36-3,43 (1H, m); 3,47-3,57 (1H, m); 3,63-3,66 (2H,
m); 4,62-4,75 (2H, m); 7,80 (1H, d, J = 8,6 Hz); 7,87 (1H, d, J = 8,6 Hz); 7,96 (1H, d, J = 8,8 Hz); 8,18 (1H, dd, J =
8,8 Hz, J = 1,4 Hz); 8,69 (1H, d, J = 1,4 Hz); 10,72 (1H, s.a.). ELSD: 100%, EM-IES: m/z 374 [M+H]".
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Sintesis del Ejemplo 50
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\( Ejemplo 50

Etapa 1. 4-hidroxiindan-1-ona (86)

Se afiadié cromanona 85 (100 g, 0,68 mol) gota a gota a una mezcla de 150 g de NaCl y 500 g de AICl; a 150 °C. Se
calento la mezcla resultante hasta 180 °C y, a continuacion, se agitd durante 8 h. Después se enfri6 la mezcla hasta
la temperatura ambiente y se afiadié 1 kg de hielo triturado con una intensa agitacion. Tras homogenizar, se filtro la
mezcla, se lavé con 1 | de agua fria y se seco, dando aproximadamente 80 g (80%) de 4-hidroxiindan-1-ona (86) en
forma de un sdlido gris.

Etapa 2. Trifluorometanosulfonato de 1-oxo-2,3-dihidro-1H-inden-4-ilo (87)

Se afiadié anhidrido triflico (152 g, 0,54 mol) gota a gota a una solucion de 80 g del Compuesto 86 y 60 g de NEt; en
1 1de CH2Cl; a 0 °C. Se someti6 a reflujo la mezcla resultante durante 2 h, se enfrié hasta la temperatura ambiente,
se filtrd, se lavé con agua 5 (0,5 1), acido citrico acuoso (50 g/0,5 1) y salmuera (0,5 1), se seco sobre Na>,SO, y se
evaporoé, dando aproximadamente 100 g (67%) del Compuesto 87 en forma de un liquido oscuro.

Etapa 3. 4-(4,4,5,5-Tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)indan-1-ona (88)

Se sometid a reflujo una mezcla que consistia en acetato de potasio (48 g, 0,5 mol, 1,5 eq.), triflato 87 (100 g,
0,36 mol, 1,1 eq), bis(pinacolo)diborano (100 g, 0,38 mol, 1,2 eq.), PPhs (5 g, 0,02 mol, 0,06 eq.) y PdCIy(PPhs)
(6,99, 0,01 mol, 0,03 eq.) en tolueno desgasificado (2 I) bajo una atmésfera de argén durante una noche. Se
evaporo la mezcla resultante hasta secarla y se cromatografid, eluyendo con EtOAc/hexanos 1/5. Se recogieron las
fracciones que contenian el producto deseado y se evaporaron, dando aproximadamente 50 g (57%) del Compuesto
88 en forma de un sdlido amarrillo claro.

Etapa 4. 4-(2-Nitrofenil)-indan-1-ona (89)

Se mezclaron tolueno desgasificado (0,5 1), borolano 88 (10 g, 39 mmol), 2-cloro-1-nitrobenceno (6,3 g, 40 mmol),
Pd(PPhs)4 (3 g, 2,6 mmol) y Na,CO3 2 M (200 ml) bajo un flujo rapido de argén y se sometio la mezcla resultante a
reflujo durante una noche. Se afadieron agua (200 ml) y EtOAc (500 ml). Se separo6 la capa acuosa y se extrajo con
EtOAc (2 x 500 ml) y se secaron los extractos combinados sobre Na,SO4. Se evapord el disolvente a presion
reducida y se purificé el producto bruto mediante cromatografia en columna (EtOAc al 20% en hexanos), dando 9 g
(91 %) del bifenilo intermedio 89 en forma de un sélido amarillo.
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Etapa 5. 1,2-dihidro-6H-ciclopenta[c]carbazol-3-ona (90)

Se afiadieron bifenilo 89 (9 g, 35 mmol) y ftrietilfosfita a una bomba sellada y se calentaron a 120 °C durante una
noche. Tras enfriar hasta la temperatura ambiente, se filtr6 la mezcla, dando 4 g de 1,2-dihidro-6H-
ciclopenta[c]carbazol-3-ona. La precipitacion con dietiléter proporciond6 2 g mas del producto deseado. El
rendimiento comun de 90 en forma de polvo amarillo fue del 77,5%.

Etapa 6. 9-acetil-1,2-dihidro-6 H-ciclopenta[c]carbazol-3-ona (91)

Se suspendié 1,2-dihidro-6H-ciclopenta[c]carbazol-3-ona 90 (6 g, 27,1 mmol) en CH2Cl> seco (100 ml). Se afadio
AICl3 anhidro (6 g, 45 mmol) con agitaciéon en un bafio con hielo, seguido de la adicién gota a gota de AcCl (2,4 ml,
33,2 mmol). Se agit6é la mezcla de reaccion a aproximadamente 5 °C durante 24 h y se vertié en hielo agua. Se
separ6é mediante filtracion el solido gris precipitado, se lavd con agua (2 x 100 ml), acetona (3 x 50 ml) y dietiléter (3
x 50 ml), dando 4 g (56,3%) de 9-acetil-1,2-dihidro-6H-ciclopenta[c]carbazol-3-ona 91.

Etapa 7. 9-acetil-1,2-dihidro-6-(2-bromoetil)-ciclopenta[c]carbazol-3-ona (92)

Se afiadié NaH (2 g de 60%, 50 mmol) a una suspensién del Compuesto 91 (4 g, 15,2 mmol) en DMF seca (100 ml)
y se agitd la mezcla a temperatura ambiente durante aproximadamente 1 h hasta que ceso la evolucion de
hidrégeno. Se afadi6 1,2-dibrometano (20 g, 106 mmol) gota a gota bajo nitrdgeno. Se agité la mezcla de reaccion
durante 30 min a temperatura ambiente, a continuacion a 60 °C durante 24 h y se vertié en agua con hielo (300 ml).
Se separé mediante filtracion el solido gris precipitado y se purificé el producto bruto mediante cromatografia en
columna (CHCIz), dando 2 g del material de partida y aproximadamente 1 g (2,7 mmol, 35,5% del material
convertido) del carbazol alquilado 92 en forma de un sélido color crema.

Etapa 8. Clorhidrato de 9-acetil-1,2-dihidro-6-(2-(2-propil)aminoetil)-ciclopenta[c]carbazol-3-ona (Ejemplo 50)

Se afiadieron bromuro 92 (1 g, 2,7 mmol) y 2-propilamina a una bomba sellada y se calentaron a 180 °C durante una
noche. Tras enfriar hasta la temperatura ambiente, se evaporé la mezcla hasta secarla, se mezclé el residuo con
100 ml de solucién acuosa saturada de bicarbonato sédico, y se filtrd. Se purifico la torta del filtro mediante
cromatografia en columna (CHCIl3/MeOH (10/1)). Se recogieron las fracciones que contenian el producto deseado,
se evaporaron hasta secarlas, se diluyeron con HCI acuoso al 40% (10 ml), se evaporaron hasta secarlas y se
volvieron a evaporar con tolueno (2 x 100 ml), dando 200 mg (0,52 mmol, 19%) de clorhidrato de 9-acetil-1,2-dihidro-
6-(2-(2-propil)aminoetil)-ciclopenta[c]carbazol-3-ona (Ejemplo 50) en forma de un sdlido gris.

RMN de "H (DMSO-ds): 5 1,23 d (6H), 2,74 s (3H), 2,83 m (2H), 3,67 m (2H), 4,87 m (2H), 7,85 dd (2H), 7,97 d (1H),
8,22.d (1H), 8,71 s (1H), 8,9-9,2 s amplio (2H).

Sintesis del Ejemplo 51
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Etapa 1. 9-(3-Dimetilaminopropil)-carbazol (2b)

Se afiadi6 NaH (14,4 g de 60%, 360 mmol) en porciones bajo argéon a una suspension de carbazol 1 (20 g,
119,8 mmol) en DMF seca (200 ml). Se agité la mezcla a temperatura ambiente durante aproximadamente 1 h hasta
que ceso la evolucion del hidrogeno. Se afiadié clorhidrato de cloruro de 3-dimetilaminopropilo (28 g, 180 mmol) en
porciones a temperatura ambiente. Se agité la mezcla de reaccidon durante 20 min a temperatura ambiente, a
continuacion a 60 °C durante 3 h y se vertié en agua fria (500 ml). Se extrajo el producto con EtOAc (2 x 500 ml). Se
volvié a extraer la capa organica con HCI al 10% (200 ml) y se extrajo la capa acida con EtOAc para eliminar el
carbazol sin reaccionar. Se afiadi6 amoniaco saturado (200 ml) y se volvié a extraer el producto con EtOAc. La
evaporacion del disolvente proporcion6 25 g (99 mmol, 83%) de 9-(2-dimetilaminopropil)carbazol 2b en forma de un
aceite marroén.

Etapa 2. 3,6-di(4-Cloropropan-2-ona-il)-9-(2-dimetilaminopropil)carbazol (93)

Se disolvio 9-(2-dimetilaminopropil)carbazol 2b (25 g, 99 mmol) en CH,Cl, seco (150 ml). Se afiadié AICl3 anhidro
(40 g, 300 mmol) en porciones con agitacion y enfriamiento en un bafio de hielo. Se afadié cloruro de 3-cloro-
propionilo (30 ml, 312 mmol) gota a gota, mientras se mantenia la temperatura interna por debajo de 5 °C. Se agito
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la mezcla de reaccion a esta temperatura durante una noche, se verti6 en hielo triturado y se extrajo con
CHCI3/MeOH (1/1) (3 x 500 ml). Se evaporaron los extractos hasta secarlos y se triturd el aceite verde resultante con
dietiléter (2 x 250 ml), dando 20 g (46 mmol, 47%) de 3,6-di(3-cloropropionil)-9-(2-dimetilaminopropil)-carbazol 93 en
forma de un polvo gris.

5 Etapa 3. 6-(3-Dimetilaminopropil)-1,2,10,11-tetrahidro-6 H-bis-(ciclopenta[c]carbazol-3,9-diona (Ejemplo 51)

Se afadio el 3,6-di-(3-cloropropionil)-9-(2-dimetilaminopropil)carbazol 93 (20 g, 46 mmol) en porciones a acido
trifluorometanosulfénico (100 g) con agitacion a temperatura ambiente y se calent6é la mezcla de reaccion hasta
95 °C durante una noche. Tras enfriar hasta la temperatura ambiente, se vertid en agua con hielo la mezcla de
reaccion. Se separ6 mediante filtracion el precipitado, se mezcldé con bicarbonato sédico saturado y se volvid a

10 separar mediante filtracion. La torta del filtro resultante contenia aproximadamente el 80% del producto deseado y el
20% del isdmero. Tras una sola cristalizacion en metanol, se mezclé el precipitado con HCI 4 N/dioxano (100 ml), se
evaporo hasta secarlo y se recristalizé en EtOH, dando aproximadamente 2,8 g (7,1 mmol, 15,4%) del Ejemplo 51 al
95% en forma de un sdlido blanco.

EM-CL: 100%; RMN de "H (DMSO-dg): 95%: 2,18 m (2H), 2,7 s (6H), 2,78 m (4H), 3,15 m (2H), 3,83 m (4H), 4,68 m
15 (2H), 7,85 dd (4H), 10,0 s.a. (1H).

Sintesis alternativa de los Ejemplos 15 y 17, y Sintesis del Ejemplo 20

NEt NH NHEt
Ejemplo 15 .
Ejemplo 17 Ejemplo 20 !
i o) o]
: o
cn/\)ka o .
O TIOH O
AICK/CH,Cl, O O — O
” ~70% ﬁ ~50% u
1 67 o6
HCI - .
¢ ~30% |ELNT
93% EtzN/\/ . CSZZCOSIDMF
NaH, OMF 0.0
o .
I 2 ct o
) o= 12
C|/\)L cl TFOH
N AICIy/CH,Cl, O Q 95°C O O
‘) 68 74% N s 5% " =
NEt, (V H
NEt, NEL,
HCVELOH
Ss%lcmcb
Eiemplo 15

A menos que se indique lo contrario, los reactivos y los disolventes se usaron como se recibieron de los proveedores
comerciales. Los espectros de resonancia magnética nuclear de protones se obtuvieron en un espectrometro Bruker

20 ARX 400 a 400 MHz. El pico del disolvente se usé como pico de referencia para los espectros de protones. El
progreso de las reacciones se controlé6 mediante analisis de CCF y/o EM-CL.
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9-(2-Dietilaminoetil)-carbazol (68)

Se afiadié NaH (14,4 g de 60%, 360 mmol, 3 eq.) en porciones bajo argén a una suspension de carbazol (1) (20 g,
119,8 mmol, 1 eq.) en DMF seca (200 ml). Se agitdé la mezcla a temperatura ambiente durante 30 min hasta que
cesoO la evolucion del hidrégeno. Se afadid clorhidrato de cloruro de 2-dimetilaminoetilo (31 g, 180 mmol) en
porciones a temperatura ambiente. Se agité la mezcla de reaccidon durante 20 min a temperatura ambiente, a
continuacion, a 60 °C durante 3 h (seguimiento mediante CCF) y se vertié en agua fria (1 1). Se extrajo el producto
con EtOAc (5 x 200 ml); se volvié a extraer la capa organica con HCI al 10% (400 ml) y se extrajo la capa acida con
EtOAc para eliminar el carbazol sin reaccionar. Se ajusté el pH de la capa acuosa hasta aproximadamente 9 con
K2CO3 y se volvié a extraer el producto con EtOAc. La evaporacién del disolvente proporcioné 29,5 g (93%) de 9-(2-
dietilaminoetil)carbazol (68) en forma de un aceite marrén.

Clorhidrato de 3,6-di(4-cloropropan-2-ona-il)-9-(2-dietilaminoetil)carbazol (69)

Se disolvié 9-(2-dietilaminoetil)carbazol (68) (17,9 g, 67,3 mmol, 1 eq) en diclorometano seco (150 ml). Se afadio
AICl3 anhidro (45 g, 337 mmol, 5 eq.) en porciones con agitacion y enfriamiento en un bafio de hielo. Se ahadié
cloruro de 3-cloro-propionilo (32,4 ml, 337 mmol, 5 eq.) gota a gota, mientras se mantenia la temperatura interna por
debajo de 5 °C. Se agit6 la mezcla de reaccion a esta temperatura durante 15 h, se vertid6 en HCI al 3% frio (se
deberia evitar la formacion violenta de espuma) y se extrajo con CHCI3 (5 x 500 ml). Se evaporaron los extractos y
se triturd el aceite verde resultante con dietiléter (5 x 50 ml), dando 24 g (74%) de clorhidrato de 3,6-di(3-
cloropropionil)-9-(2-dietilaminoetil}-carbazol (69) en forma de un soélido gris oscuro.

RMN de "H (DMSO-de): 1,27 (t, 6H), 2,72 (c, 4H), 3,75 (m, 6H), 4,02 (m, 4H), 5,00 (t, 2H), 8,00 (d, 2H), 8,17 (d, 2H),
9,16 (s. 2H), 11,42 (s, 1H).

6-(3-Dietilaminoetil)-1,2,10,11-tetrahidro-6 H-bis-(ciclopenta[c]carbazol-3,9-diona (70)

Se afiadié el clorhidrato de 3,6-di-(3-cloropropionil)-9-(2-dimetilaminopropil)carbazol (69) (5 g, 10,33 mmol) en
porciones a acido trifluorometanosulfonico (50 g, 333 mmol, 32 eq.) con agitacion a temperatura ambiente y se
calent6 la mezcla de reaccién a 95 °C durante una noche. Tras enfriar hasta la temperatura ambiente, se vertié en
agua con hielo la mezcla de reaccion. Se ajust6 el pH de la capa acuosa hasta aproximadamente 9 con NaOH al
10% y se volvid a extraer el producto con EtOAc/THF = mezcla 3/1. Se evaporaron los disolventes y se purifico el
producto bruto mediante cromatografia en columna (EtOAc al 10% en EtOAc), dando 1,12 g (29%) del producto
intermedio puro 70 en forma de un sélido blanco. EM (IES): m/z = 375,3 [M+H]"; RMN de 'H (DMSO-de): 0,70 (t, 6H),
2,41 (c, 4H), 2,68 (m, 6H), 3,73 (m, 4H), 4,55 (t, 2H), 7,77 (s, 4H).

Ejemplo 15

Se disolvié el compuesto intermedio 70 (1,12 g, 2,99 mmol, 1 eq) en CH2Cl; (20 ml) y se afiadié una solucién de HCI
al 10% en etanol (3,4 g, 93,1 mmol, 30 eq), provocando la formacién de un precipitado voluminoso. Se evaporaron
los disolventes a presion reducida y se triturd el residuo con MeOH caliente, dando 1,17 g (98%) del Ejemplo 15 en
forma de un sdlido de color blanco roto.

Pureza: 97,3% mediante CLAR; EM (IES): m/z = 375,3 [M-HCI+H]"; p.f. =312,1-314,7 °C

Los Ejemplos 17 y 20 se preparan mediante un procedimiento idéntico con el uso de la cloroamina apropiada, es
decir, (CH3)2CH-NH-CH2CH2-C| (0] (C2H5)NHCH2CH2-C|.

Sintesis alternativa del Ejemplo 7 (Compuesto 6h)

o o
N
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Apartado experimental

A menos que se indique lo contrario, los reactivos y los disolventes se usaron como se recibieron de los proveedores
comerciales. Los espectros de resonancia magnética nuclear de protones se obtuvieron en un espectrometro Bruker
ARX 400 a 400 MHz. El pico del disolvente se usé como pico de referencia para los espectros de protones. Las CCF
se realizaron sobre silice, a no ser que se indique lo contrario.

3,6-Diacetilcarbazol (4)

Se suspendio carbazol (20 g, 0,12 mol, 1 eq) en CHxCl; anhidro (300 ml) bajo argén y se enfrié la mezcla resultante
hasta 0 °C. Se afadié AICI; (95,5 g, 0,72 mol, 6 eq) a la mezcla seguido de la adicion gota a gota de cloruro de
acetilo (25,5 ml, 0,36 mol, 3 eq), mientras se mantenia la temperatura interna a aproximadamente 0 °C. Tras 3 horas
de agitacion a 0 °C, se afadio otra porcion de cloruro de acetilo (5 ml, 0,07 mol, 0,6 eq) y se continué con la
agitacion durante otras 2 horas.

Se vertio la mezcla de reaccion en hielo mientras se agitaba. Se recogio el sélido mediante filtracion, se lavd con
CH>Cl,, a continuacion con agua, y se seco6 en un horno de vacio a 50 °C. Rendimiento de 16,3 g (54%) de carbazol
4. Se combinaron el filtrado y los lavados, y se extrajeron con CH2Cl, (3 x 300 ml). Se lavaron los extractos de
CHCIl; con NaHCO3 saturado (1 x 300 ml) y salmuera (1 x 300 ml). Tras secar sobre Na;SOs, se evaporo el filtrado
hasta secarlo, dando el producto bruto, que se usé sin mayor purificacion.

EM (IES): m/z = 252,0 [M+H]".
2-N-Boc-2-N-isopropilaminoetanol (14)

Se afiadié (Boc)O (50,8 g, 0,23 mol, 2 eq) a una solucién de 2-N-isopropilaminoetanol (72) (22,3 ml, 70%,
0,136 mol) en MeOH (200 ml). Se agitd la mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante 4 horas, a
continuacion, se diluyé con agua (1,2 1) y se extrajo el producto con EtOAc (4 x 400 ml). Se lavaron los extractos de
EtOAc combinados con salmuera (1 x 400 ml) y se secaron sobre Na>SQO4. Se evaporo el disolvente y el producto
bruto se purificé en columna (eluyente de hexanos:EtOAc de 4:1 a 1:1), dando 19,5 g (rendimiento del 70,5%) de 73
puro en forma de una aceite viscoso.

3-lIsopropil-2-oxazolidinona (74)

Se afiadié MsCI (8,5 ml, 0,109 mol) gota a gota a una solucion del alcohol (73) (18,5 g, 0,091 mol) y TEA (19 ml,
0,137 mol) en THF anhidro (200 ml) enfriado hasta -20 °C con agitacion vigorosa. Se dejo calentar la reaccion
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lentamente hasta la temperatura ambiente (3 horas). Se retiraron los sélidos mediante filtracion y se lavaron con
THF (20 ml). Se afiadié Na»,CO3 saturado (100 ml) al filirado y se agit6 la mezcla resultante a temperatura ambiente
durante una noche, a continuacion se diluy6é con agua (200 ml) y se extrajo con EtOAc (3 x 200 ml). Se lavaron los
extractos de EtOAc combinados con HCI al 1% (1 x 200 ml), salmuera (1 x 200 ml) y se secaron sobre Na;SO4. Se
evaporo el disolvente, dando 8,8 g (rendimiento del 75%) de carbamato ciclico (74), que se usé después sin
purificacién. EM (IES): m/z = 130,1 [M+H]".

3,6-Diacetil-9-(2-N-isopopilaminoetil)-carbazol (71)

Se agitdé una mezcla de 3,6-diacetilcarbazol (4) (15,12 g, 0,06 mol), 3-isopropil-2-oxazolidinona (74) (7,80 g,
0,06 mol), Cs2CO3 (39,2 g, 0,12 mol) y DBU (9 ml, 0,06 mol) en NMP (150 ml) a 190 °C durante 24 horas, y a
continuacion, se vertié en H,O (500 ml) y se extrajo con EtOAc (3 x 300 ml). Se lavaron los extractos de EtOAc
combinados con salmuera (2 x 200 ml) y se secaron sobre Na,SO4. Se evaporo el disolvente y se purifico el producto
bruto mediante cromatografia en columna (eluyente: MeOH (del 5 al 20%) (que contenia 0,1% de NH3H>O)/EtOAc).
Las primeras fracciones contenian el material de partida sin reaccionar (~1,7 g). Se combinaron las fracciones puras
y se evaporo6 el disolvente hasta secarlo, dando 9,36 g (que contenian EtOAc al 20% mediante RMN) de (71) puro.
Se combinaron las fracciones menos puras, se evaporaron hasta secarlas y se trituré el residuo con EtOAc, dando
otros 3,47 g del producto puro. Rendimiento total: 54,5% (tras restar la cantidad de EtOAc); (rendimiento del 61,6%
en base al material de partida reaccionado).

EM (IES): m/z = 337,1 [M+H]".
Compuesto 6h

Se disolvio el producto intermedio (71) (3,47 g, 0,0103 mol) en CH2Cl, (30 ml) y se enfri6 la solucién resultante hasta
aproximadamente 5 °C. Se afiadié solucion de HCI al 10%/EtOH (5,6 g, 0,0153 mol) gota a gota con agitacion. Tras
40 minutos, se retird el disolvente al vacio, se seco el residuo bajo un alto vacio a 40 °C, dando 3,5 g (rendimiento
del 93%) de 6h. De igual manera, la otra cosecha de 71 (9,36 g, EtOAc al 20%) se convirtié en 6h.

Datos del andlisis: Pureza: 99,5% mediante CLAR; EM (IES): m/z = 337,3 [M-HCI+H]"; p.f. = 292,7-294,1 °C.
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Etapa 1. Se sintetizd 4-hidroxi-1-indanona (76) mediante recristalizacion inducida con cloruro de aluminio de
dihidrocumarina (75), de acuerdo con Org. Lett., 2007, 9(15), p. 2915-2918. La reaccion se realizé en 100 g de (75),
proporcionando (76) con un rendimiento del 85%.

Etapa 2. Se convirtié la indanona (76) en triflato (77) con un rendimiento del 90% mediante la reaccioén con anhidrido
triflico en CH,Cl; en presencia de Py, seguida de una cromatografia por desorcién subita.

Etapa 3. Se sintetizo el triflato (79) de la misma manera con un rendimiento cuantitativo, partiendo de 50 g de 4-
metoxi-2-nitrofenol (78).

Etapas 4 y 5. Siguiendo el protocolo para una sintesis en un solo recipiente de compuestos de bifenilo de Synthetic
Communications, 2006, 36 p. 3809-3820, se obtuvo el producto intermedio (81) en un rendimiento del 80%,
partiendo de 60 g de triflato (77).

Etapa 6. Se llevo a cabo la ciclacion del bifenilo intermedio (81) calentando con un exceso de trifenilfosfina en 1,2-
diclorobenceno, primero a pequefia escala, proporcionando el carbazol (82) esperado con un rendimiento del ~50%
(no optimizado) tras la precipitacion en la mezcla de reaccién con éter. Se aumento la escala de la misma reaccion
hasta 42 g de (81), produciendo 27 g (rendimiento del 73%) del producto puro (82).

Etapa 7. Se llevo a cabo la acetilacion del producto intermedio (82) (escala de 27,8 g) en CH2Cl» de acuerdo con el
protocolo estandar, dando 26 g (rendimiento del 80%) del producto intermedio (83).

Etapa 8. Tras una extraccion exhaustiva con una mezcla (1:1) de EtOAc/THF, se obtuvo un rendimiento del
aproximadamente 68% del producto bruto (84), que contenia una impureza de referencia segun CCF. Se uso6 para la
etapa de desmetilacion sin mayor purificacion.

Etapa 9. Se efectud la eliminacion del grupo metilo (84) calentando el sustrato en una mezcla (1:1) de Py*HCI/NMP
a 190 °C durante 10 h. Tras la purificacion mediante cromatografia en columna, se obtuvieron 7,8 g (rendimiento del
37%) del Ejemplo 4 (base libre). Se tratd con solucién de HCI al 10% en EtOH, dando 8,4 g del Ejemplo 4 puro.

Apartado experimental

A menos que se indique lo contrario, los reactivos y los disolventes se usaron como se recibieron de los proveedores
comerciales. Los espectros de resonancia magnética nuclear de protones se obtuvieron en un espectrometro Bruker
ARX 400 a 400 MHz. El pico del disolvente se usé como pico de referencia para los espectros de protones. El
progreso de las reacciones se control6 mediante analisis de CCF y/o EM-CL.

4-Hidroxi-1-indanona (76)

Se mezclaron cloruro de aluminio anhidro (550 g, 4,135 mol, 4 eq) y cloruro de sodio (105 g, 1,795 mol, 2,7 eq) y se
calentaron hasta 150 °C. Se afiadié dihidrocumarina (75) (100 g, 675,7 mol, 1 eq) lentamente, manteniendo la
temperatura interna entre 150-160 °C. Tras la adicion, se aumento la temperatura hasta 200 °C y se agité la mezcla
de reaccion durante 1,5 h y mientras estaba caliente, se vertié en una placa de porcelana hasta que se enfrid. Se
rompio la masa solidificada y se afiadié a una mezcla agitada vigorosamente de hielo y agua (4 I) que contenia
400 ml de HCI conc. Se agit6 la suspension resultante durante 1 h, se filtrg, se lavd con agua y se seco, dando 85 g
(85%) de 4-hidroxi-1-indanona (76) bruta en forma de un soélido gris. Resulté ser suficientemente pura para usarla en
la siguiente etapa.

1-Oxoindan-4-il-éster de acido trifluorometanosulfénico (77)

Se afadio anhidrido de acido trifluorometanosulfénico (72,3 ml, 429,7 mmol, 1,2 eq) a una suspension de 4-hidroxi-
1-indanona (77) (53 g, 358,1 mmol, 1 eq) en CH.Cl, seco (450 ml) y piridina (87 ml, 1074 mmol, 3 eq), mientras se
mantenia la temperatura por debajo de 5 °C. Se dejo6 calentar la mezcla de reaccion hasta la temperatura ambiente y
se continud agitando durante 1 h. Se afiadieron CH2Cl; (300 ml) y agua (100 ml) a la mezcla de reaccion, se separé
la capa organica, se lavé posteriormente con solucién de HCI al 2% (3 x 100 ml) y NaHCO3 saturado (2 x 100 ml), y
se seco sobre Na>SO4. Se evaporoé el CH2Cl; y se purificd el producto bruto mediante cromatografia por desorcion
subita (EtOAc del 5% al 10% en hexanos), dando 90 g (90%) de 77 puro en forma de un liquido marron.

RMN de "H (DMSO-dg): 2,76 (t, 2H), 3,19 (t, 2H), 7,65 (dd, 1H), 7,94 (2d, 2H).
4-Metoxi-2-nitrofeniléster de acido trifluorometanosulféonico (78)

Se afiadié anhidrido de acido trifluorometanosulfénico (60 ml, 350 mmol, 1,2 eq) a una solucién de 4-hidroxi-2-
nitrofenol (78) (50,57 g, 298,9 mmol, 1 eq) en CH;Cl, seco (550 ml) y piridina (72,5 ml, 897 mmol, 3 eq), mientras se
mantenia la temperatura por debajo de 5 °C. Se dejo6 calentar la mezcla de reaccion hasta la temperatura ambiente y
se agité durante una noche. Se afiadié agua (100 ml) a la mezcla de reaccion, se separ6 la capa organica, se lavo
posteriormente con soluciones de solucion HCI al 7%, a continuacién, NaHCO3 saturado y se secé sobre Na;SOs.
Se filtré la solucion de CH.CI; a través de un lecho corto de SiO; y se eliminé el disolvente al vacio, dando 89 g
(99%) del triflato 79 puro en forma de un liquido amarillo palido.

51



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2402395713

RMN de "H (DMSO-dg): 3,92 (s, 3H), 7,49 (dd, 1H), 7,71 (d, 1H), 7,81 (d, 1H).
4-(4-Metoxi-2-nitrofenil)-indan-1-ona (81)

Se sometio a reflujo bajo atmdsfera de argon durante una noche una mezcla que consistia en acetato de potasio
(29,44 g, 0,3 mol, 1,5eq), triflato (77) (61,44 g, 0,22 mol, 1,1 eq), bis(pinacolo)diborano (60,94 g, 0,24 mol, 1,2 eq),
PPhs (3,15 g, 0,012 mol, 0,06 eq) y PdCIx(PPhs), (4,21 g, 0,006 mol, 0,03 eq) en tolueno desgasificado (2 I). Se
afnadieron el triflato (79) (60,24 g, 0,2 mol, 1 eq), Pd(PPhs)s (11,55 g, 0,01 mol, 0,05 eq) y Na,CO3 2 M (800 ml)
consecutivamente al mismo matraz bajo un flujo rapido de argdén y se sometio la solucion resultante a reflujo durante
una noche. Se anadieron agua (200 ml) y EtOAc (500 ml), se separd la capa acuosa y se extrajo con EtOAc (2 x
500 ml) y se secaron los extractos combinados sobre Na,SO4, Se evaporé el disolvente a presion reducida y se
purifico el producto bruto mediante cromatografia en columna (EtOAc al 20% en hexanos), dando 44 g (80%) del
bifenilo intermedio (81) en forma de un soélido amarillo.

8-Metoxi-1,2-dihidro-6H-ciclopental[c]carbazol-3-ona (82)

Se sometid a reflujo una solucion de 4-(4-metoxi-2-nitrofenil)-indan-1-ona (81) (42 g, 1484 mmol, 1 eq) y
trifenilfosfina (116 g, 445 mmol, 3 eq) en o-diclorobenceno (400 ml) con agitaciéon vigorosa durante 4 h, y a
continuacion se enfrié hasta 0 °C. Se afadi6 dietiléter (4 1) y se separ6 el precipitado mediante filtracion, se lavd con
dietiléter (3 x 100 ml) y se seco, dando 17 g (46%) de (82). Se evaporo el filtrado y se lavo el residuo con MeOH frio
(5 x 100 ml), dando 10 g mas (27%) del carbazol (82). Rendimiento total de 27 g (73%).

RMN de "H (DMSO-ds): 2,74 (m, 2H), 3,50 (m, 2H), 3,88 (s, 3H), 6,90 (d, 1H), 7,08 (s, 1H), 7,47 (d, 1H), 7,58 (d, 1H),
7,97 (d, 1H), 11,79 (s, 1H).

9-Acetil-8-metoxi-1,2-dihidro-6 H-ciclopenta[c]carbazol-3-ona (83)

Se disolvié 8-metoxi-1,2-dihidro-6H-ciclopenta[c]carbazol-3-ona (82) (27,8 g, 110,8 mmol, 1 eq) en diclorometano
seco (300 ml). Se afadio AICI; anhidro (29,5 g, 221,5 mmol) en porciones con agitacion y se enfrid, seguido de la
adiciéon gota a gota de AcCl (24 ml, 332,4 mmol, 3 eq). Se agitdé la mezcla de reaccion a aproximadamente 5 °C
durante 24 h y se vertié en agua con hielo (se deberia evitar la formacion violenta de espuma). Se separé mediante
filtracion el sélido naranja precipitado, se lavd con agua (10 x 100 ml), CH2Cl; (3 x 50 ml), acetona (3 x 50 ml), dando
26 g (80%) de 9-acetil-8-metoxi-1,2-dihidro- 6H-ciclopenta[c]carbazol-3-ona (83).

9-Acetil-8-metoxi-1,2-dihidro-6-(3-dimetilaminopropil)-ciclopenta[c] carbazol-3-ona (84)

Se anadi6 NaH (6,88 g de 60%, 171,95 mmol) a una suspension de 9-acetil-8-metoxi-1,2-dihidro-6H-
ciclopenta[c]carbazol-3-ona (83) (26 g, 68,78 mmol, 1 eq) en CH.Cl, seco (300 ml), y se agitd la mezcla a
temperatura ambiente aproximadamente durante 20-30 min hasta que cesoé la evolucion de hidrégeno. Se afiadié
clorhidrato de cloruro de 3-dimetilaminopropilo (16,3 g, 103,16 mmol) en porciones bajo nitrégeno. Se agito la
mezcla de reaccion durante 30 min a temperatura ambiente, a continuacion a 60 °C durante 24 h y se verti6é en agua
con hielo (4 1). Se acidificd la solucion acuosa hasta un pH de aproximadamente 2 con HCI conc. y se extrajo el
material de partida sin reaccionar con EtOAc/THF = mezcla 3/1. Tras ajustar el pH de la capa acuosa hasta
aproximadamente 9, se extrajo el producto con una mezcla (1:1) EtOAc:THF (10 x 500 ml). Se lavaron los extractos
combinados con salmuera, se secaron sobre Na;SQO4 y se evaporé el disolvente, proporcionando 22 g (68%) del
carbazol bruto (84), pureza razonable mediante EM-CL. Se us6 en la siguiente etapa sin mayor purificacion.

NMR de "H (DMSO-de): 1,88 (t, 2H), 2,13 (s, 6H), 2,16 (t, 2H), 2,62 (s, 3H), 2,75 (m, 2H), 3,47 (m, 2H), 4,01 (s, 3H),
4,52 (t, 2H), 7,32 (s, 2H), 7,65 (dd, 4H), 8,32 (s, 2H).

9-Acetil-8-hidroxi-1,2-dihidro-6-(3-dimetilaminopropil)-ciclopenta[c]carbazol-3-ona

Se sometid a reflujo una solucién de 9-acetil-8-metoxi-1,2-dihidro-6-(3-dimetilaminopropil)-ciclopenta[c]carbazol-3-
ona (84) (22 g, 58,2 mmol, 1 eq) y clorhidrato de piridina (134,4 g, 1164 mmol, 20 eq) en NMP (150 ml) durante 10 h.
Se enfrio la mezcla de reaccién hasta la temperatura ambiente y se vertio en solucién acuosa de K2COs al 10% (3 I).
Se separdé mediante filtracion el sélido verde oscuro precipitado, se lavé con agua (5 x 100 ml) y se secé. Se purifico
el producto bruto mediante cromatografia en columna (eluyente de MeOH al 10%-20% en EtOAc), dando 7,81 (37%)
de 9-acetil-8-hidroxi-1,2-dihidro-6-(3-dimetilaminopropil)-ciclopenta[c]carbazol-3-ona pura en forma de un sdlido
amairillo palido.

EM (IES): m/z = 363,3 [M+H]".RMN de "H (DMSO): 1,86 (t, 2H), 2,17 (s, 6H), 2,20 (t, 2H), 2,79 (m, 2H), 2,81 (s, 3H),
3,52 (m, 2H), 4,43 (t, 2H), 7,15 (s, 2H), 7,66 (dd, 4H), 8,50 (s, 2H), 12,71 (s, 1H).

Ejemplo 4

Se disolvié 9-acetil-8-hidroxi-1,2-dihidro-6-(3-dimetilaminopropil)-ciclopenta[c]carbazol-3-ona (7,81 g, 21,46 mmol,
1 eq) en una mezcla de agua (20 ml) y solucion de HCI al 10% (20 ml) en etanol (200 ml) y se evaporo la solucion
homogénea hasta secarla. Se seco el residuo al vacio durante una noche, dando 8,47 g del Ejemplo 4 en forma de
un solido gris.
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Pureza: 99,2% mediante CLAR; EM (IES): m/z = 363,3 [M-HCI+H]+; p.f. = 241,3 °C (Descomposicion); RMN de H
(DMSO- ds): 2,15 t (2H), 2,68 s (3H), 2,69 s (3H), 2,80 m (2H), 2,82 s (3H), 3,11 m (2H), 3,55 m (2H), 4,53 t (2H),
7,29 s (2H), 7,73 dd (4H), 8,52 s (2H), 11,00 s (1H), 12,76 s (1H).

Los compuestos de formula estructural (lI) se preparan de una manera similar a los compuestos de formula
estructural (1), e incluyen, por ejemplo:

OzN . i NOZ 02N O O NOZ
N N

CHj
~ N ~ N
Ejemplo 21 Ejemplo 22
O,N l i NO, O,N. 'l .l NG,
N 21‘
) O
Ejemplo 23 Ejemplo 24
O5N l i NO,
N
- NH
Ejemplo 25

Compuestos de carbazol adicionales de la presente invencion son:
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CHs
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Ejemplo 26

-

Ejemplo 28

OH

Ejemplo 37

Un compuesto util en los procedimientos de la presente invencion tiene una estructura:
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M
Compuesto 100

Ejemplos adicionales que tienen una férmula estructural (1) incluyen, pero sin limitacion:
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Ejemplo 29
Ejemplo 30
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Ejemplo 31

Ejemplo 32
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Ejemplo 40
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Ejemplo 49

Asi pues, los compuestos de la presente invencioén incluyen, pero sin limitacion:
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N’CH3 Ejemplo 53

La potencia de un compuesto de carbazol se determina midiendo la capacidad del compuesto para activar a p53. En
particular, se usa una linea celular con indicador de luciferasa sensible a p53 para identificar los compuestos
capaces de activar a p53. La activacion de p53 se presenta como el valor de la CEso, que es la concentracion eficaz
del compuesto que se necesita para aumentar la actividad de p53 en un 50% frente a una actividad de p53 de
referencia.

El ensayo de activacion de p53 para la determinacion del valor de la ECsg se realizé de la siguiente manera:
Definiciones y terminologia

ConALuc: construccién de indicador de luciferasa sensible a p53

DMSO: dimetilsulfoxido

SBF: suero bovino fetal

Equipo

Lumindmetro Fluoroscan de 96 pocillos (por ejemplo, Fluoroscan, LabSystems, Inc, programa de ajustes, el tiempo
de integracion es de 0,1 segundos, el voltaje PMT es de 1000 y el tiempo de retardo es cero.

Pipeta multicanal de intervalo 50-300 ul.

Placas de 96 pocillos.

Materiales

Lineas celulares con indicador.

HT1080-L (células de fibrosarcoma humanas con indicador ConALuc).

RCC45ConALuc (linea celular de carcinoma de células renales humanas con indicador ConALuc).
Medio DMEM estandar.

Medio RPMI estandar.

Penicilina/estreptomicina x 100.
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Tripsina-EDTA en dilucién 1/10 a 1/1 en PBS estéril.

PBS.

Sistema de analisis de luciferasa Bright-Glo (Fisher RP-E2620).

9-aminoacridina (9aa) 20 mM en DMSO (Sigma A38401), activador de p53 (control positivo).
Compuesto 100 20 mM en DMSO (Chembridge), activador de p53 (control positivo).

DMSO (Fisher D128-500) (control negativo).

Procedimiento

1. Se usaron dos tipos de células estandar, bien células HT1080-L o RCC45ConALuc. Ambas lineas celulares
expresan establemente una construccion de indicador de luciferasa sensible a p53.

2. Se cultivaron células HT1080-L en medio DMEM que contenia SBF al 10%. Se cultivaron células
RCC45ConALuc en medio RPMI que contenia SBF al 10% (se puede afiadir penicilina/estreptomicina hasta una
concentracion final del 1%, si se desea). Ambas lineas celulares se cultivaron en una incubadora humidificada a
37 °C con CO; al 5%. Para cultivar de manera normal, se dividieron ambas lineas celulares usando 1 x tripsina-
EDTA en una proporcion de 1:20 para HT1080-L y de 1:5 para las células RCC45ConALuc cada 3-4 dias
(cuando las células tenian una confluencia del 80-90%).

3. Un dia antes del experimento, se trataron las células con tripsina durante aproximadamente 5 minutos en una
solucién de 1 x tripsina/EDTA en una incubadora a 37 °C y se sembraron en placas de 96 pocillos. Se
sembraron células HT1080-L a una densidad de 1 x 10 pocillo en medio DMEM estandar en un volumen de
50 pl. Se sembraron RCC45ConALuc a una densidad de 2 x 104/pocillo en el volumen de 50 ul en medio RPMI
estandar.

4. Al dia siguiente, se prepararon diversos compuestos de carbazol mediante la dilucién de las soluciones
madre en medio DMEM estandar de tal manera que las células se trataron con las concentraciones quimicas
finales de la Tabla 1 que se presenta a continuacién. Las soluciones madre se prepararon en DMSO.
Tipicamente, los productos quimicos se prepararon como soluciones madre 20 mM. Sin embargo, esta
concentracion depende de la solubilidad de un compuesto dado y, por lo tanto, las concentraciones patron
reales se anotaron en el momento del experimento (por ejemplo, los compuestos menos solubles pueden tener
una concentracion patréon de 5 o 10 mM)

5. Cada compuesto de ensayo uso dos filas de una placa de 96 pocillos, por lo tanto, se analizaron cuatro
compuestos (por ejemplo, W, X, Y, Z) simultaneamente en una placa. Ademas de los compuestos de ensayo,
cada placa incluyd controles positivos y negativos. Como control positivo, se usé 9aa a una dosis de 3 M.
Como control negativo, se us6 DMSO a una concentracion final del 0,1%.

Tabla 1. Esquema de una placa experimental con concentraciones finales de productos quimicos

Control Control
Compuestos del banco (Comp. W, X, Y, X) (uM)

negativo | positivo
Comp. W | DMSO 9aa 3uM | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,313 | 0,625 | 1,25 | 2,5 | 5| 10 | 20
Comp. W | DMSO 9aa 3uM | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,313 | 0,625 | 1,25 | 2,5 | 5| 10 | 20
Comp. X | DMSO 9aa 3uM | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,313 | 0,625 | 1,25 | 2,5 | 5| 10 | 20
Comp. X | DMSO 9aa 3uM | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,313 | 0,625 | 1,25 | 2,5 | 5| 10 | 20
Comp.Y | DMSO 9aa 3uM | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,313 | 0,625 | 1,25 | 2,5 | 5| 10 | 20
Comp.Y | DMSO 9aa 3uM | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,313 | 0,625 | 1,25 | 2,5 | 5| 10 | 20
Comp.Z | DMSO 9aa 3uM | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,313 | 0,625 | 1,25 | 2,5 | 5| 10 | 20
Comp.Z | DMSO 9aa 3uM | 0,039 | 0,078 | 0,156 | 0,313 | 0,625 | 1,25 | 2,5 | 5| 10 | 20

1. Las diluciones de los productos quimicos afiadidos a la placa se prepararon en forma de concentraciones
dobles en DMEM estandar y se afiadieron al pocillo correspondiente en un volumen de 50 pl.

2. Se diluyeron los productos quimicos en DMEM estandar en diluciones en serie del doble a partir de 40 uyM (2
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x la concentracién mas alta, por ejemplo, 20 yM). Para una linea celular, el volumen minimo fue de 125 pl de 2 x
solucién de trabajo de producto quimico de cada concentracion en DMEM estandar.

3. Ademas de un control positivo afiadido a una concentracion en cada placa, se afiadié un control positivo de
Compuesto 100, o el compuesto mas activo en cada etapa de la deteccion, a cada serie del ensayo en un
intervalo de concentraciones completo para garantizar el rendimiento del ensayo adecuado y constante
(estimado mediante la comparacion de las curvas de dosis-respuesta de la activacion de p53 entre las series).

4. Dieciséis horas después de la adicién del compuesto, se comprueba microscépicamente la presencia de un
efecto toxico en todos los pocillos con las concentraciones de compuestos mas altas, ya que la muerte de las
células causada por los compuestos puede no permitir la deteccién de actividad de la luciferasa. Cuando
citotoxicidad resultdé ser evidente, se verific6 la presencia de toxicidad en otras dosis de los mismos
compuestos. Se registro la dosis mas baja causante de efecto toxico. En caso de observarse citotoxicidad en las
3-4 dosis mas bajas de los compuestos (en una pauta de dosificacion actual a 0,3 uM e inferior), se volvio a
analizar el compuesto por separado en un intervalo de concentraciones mas bajas, permitiendo al menos 4
dosis diferentes del doble del compuesto a analizar sin signos de citotoxicidad).

5. Tras el examen microscopico, se afiadieron 15 pl de sistema de ensayo de luciferasa Bright Glo a cada
pocillo y después de 5 min de incubacion a temperatura ambiente, se leyeron las placas en un luminémetro de
placas de 96 pocillos con un tiempo de medicion de 0,1 segundos. Se incluy6 una etapa de agitacion antes de la
medicion.

6. Se calcularon la veces de activacion de la luciferasa para cada concentracién de cada producto quimico
dividiendo la actividad de la luciferasa detectada a cada concentracion de producto quimico entre el promedio
de la actividad de la luciferasa para el control de DMSO en la misma placa. A continuacion, se representaron
graficamente las veces frente a la concentracion quimica para determinar si los compuestos eran activos. A
partir de los datos, se determinaron tanto la maxima activacion como la Emax (concentracion que produce la
activacion de p53 maxima).

7. Para cada compuesto, se repitié este ensayo dos veces mas. Una vez completadas tres series, se usaron los
datos brutos para calcular el valor de CEso.

Se considerd no valido el analisis cuando:

una diferencia entre dos duplicados aumenta un 10% durante mas del 10% de las lecturas;
se observa la muerte de las células tratadas con DMSO;

induccion de luciferasa menor del triple en las células tratadas con el control positivo (Compuesto 3a, 0,4 uM)
frente a la actividad de la luciferasa de las células tratadas con DMSO;

incapacidad para obtenerse la curva dependiente de la dosis de la induccién de la luciferasa con el control
positivo (por ejemplo, Compuesto 100, 0,03-20 uM).

Los siguientes son ejemplos no restrictivos de los valores de CEsg para diversos compuestos de carbazol utiles en el
procedimiento de la presente invencion:

Compuesto Valor de CEso (activacion del
p53, uM)
Compuesto 100 1,30
Ejemplo 21 0,83
Ejemplo 22 0,53
Compuesto 3a 0,29
Compuesto 3b 0,49
Compuesto 7d 0,64
Ejemplo 23 0,88
Ejemplo 24 0,78
Ejemplo 25 0,88
Ejemplo 2 0,64
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(Continuacion)

Valor de CEso (activacion dél

Compuesto p53, mM)
Ejemplo 27 0,54
Ejemplo 15 0,03

Compuesto 19a 0,40

Compuesto 3e 0,78
Ejemplo 7 0,37
Ejemplo 4 0,07

Compuesto 18¢c-1 | 0,08

Compuesto 18¢c-2 | 0,10

Compuesto 19e 0,07

Ejemplo 13 0,22
Ejemplo 14 0,05
Ejemplo 6 0,24
Ejemplo 17 0,04
Ejemplo 18 0,09
Ejemplo 38 0,12

Los compuestos y las composiciones farmacéuticas de la presente invencién incluyen aquellos en los que el
ingrediente activo se administra en una cantidad terapéuticamente eficaz para lograr su objetivo previsto. Una
"cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a aquella cantidad de uno de los presentes compuestos de carbazol
que consigue lograr el efecto deseado. La toxicidad y la eficacia terapéutica de los compuestos de carbazol se
pueden determinar mediante procedimientos farmacéuticos estandar en cultivos celulares o animales
experimentales, por ejemplo, para determinar la DLso (la dosis letal para el 50% de la poblacién) y la DEso (la dosis
terapéuticamente eficaz en el 50% de la poblacién). La proporcion de dosis entre los efectos toxicos y terapéuticos
es el indice terapéutico, que se expresa como la proporcion entre DLsg y DEsp. Los compuestos que muestran altos
indices terapéuticos son los preferidos. Los datos obtenidos a partir de dichos datos se pueden usar para formular
un intervalo de dosis para un uso en seres humanos. La dosis se encuentra preferentemente dentro de un intervalo
de concentraciones de compuesto que incluye la DEsg con poca o ninguna toxicidad. La dosis puede variar dentro de
este intervalo dependiendo de la forma de dosificacion empleada y de la via de administracion utilizada. La
determinacion de una cantidad terapéuticamente eficaz es competencia de los expertos en la técnica, especialmente
a la luz de la descripcién detallada que se proporciona en la presente memoria.

Una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de carbazol de férmula estructural (1) o (ll) requerido para su
uso en terapia varia con la naturaleza de la afeccidon que se esté tratando, la duracién de la actividad que se desea,
y la edad y el estado del paciente, y en ultima instancia, es determinada por el médico asistente. Las cantidades de
dosis y los intervalos se pueden ajustar individualmente para proporcionar niveles en plasma del compuesto de
carbazol que sean suficientes para mantener los efectos terapéuticos deseados. La dosis deseada se puede
administrar convenientemente en una sola dosis o en multiples dosis administradas a intervalos apropiados, por
ejemplo, como una, dos, tres, cuatro o mas subdosis al dia. A menudo, se desean o son necesarias multiples dosis.
Por ejemplo, el presente compuesto de carbazol se puede administrar con una frecuencia de: cuatro dosis
administradas como una dosis al dia en intervalos de cuatro dias (q4d x 4); cuatro dosis administradas como una
dosis al dia en intervalos de tres dias (gq3d x 4); una dosis administrada al dia en intervalos de cinco dias (qd x 5);
una dosis a la semana durante tres semanas (qwk3); cinco dosis diarias, con dos dias de descanso y otras cinco
dosis diarias (5/2/5); o cualquier pauta de dosificacion determinada como apropiada para las circunstancias.

La dosis de una composicion que contiene un compuesto de carbazol de férmula estructural (1) o (ll), o una
composicion que contiene el mismo, puede ser de aproximadamente 1 ng/kg a aproximadamente 200 mg/kg,
aproximadamente 1 pg/kg a aproximadamente 100 mg/kg o de aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente
50 mg/kg. La dosis de una composicion puede ser cualquier dosis incluyendo, pero sin limitacion, aproximadamente
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1 pg/kg. La dosis de una composicion puede ser cualquier dosis incluyendo, pero sin limitacion, aproximadamente
1 ug/kg, 10 pg/kg, 25 pg/kg, 50 pg/kg, 75 pg/kg, 100 pg/kg, 125 ug/kg, 150 pglkg, 175 pg/kg, 200 ug/kg, 225 ug/kg,
250 pg/kg, 275 pg/kg, 300 pg/kg, 325 pg/kg, 350 ug/kg, 375 pglkg, 400 ug/kg, 425 ug/kg, 450 ug/kg, 475 pg/kg,
500 ug/kg, 525 ug/kg, 550 pglkg, 575 ug/kg, 600 ug/kg, 625 pg/kg, 650 ug/kg, 675 pg/kg, 700 pglkg, 725 pg/kg,
750 ug/kg, 775 ug/kg, 800 pg/kg, 825 ug/kg, 850 ug/kg, 875 pg/kg, 900 ug/kg, 925 ug/kg, 950 pg/kg, 975 upg/kg,
1 mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg, 15 mg/kg, 20 mg/kg, 25 mg/kg, 30 mg/kg, 35 mg/kg, 40 mg/kg, 45 mg/kg, 50 mg/kg,
60 mg/kg, 70 mg/kg, 80 mg/kg, 90 mg/kg, 100 mg/kg, 125 mg/kg, 150 mg/kg, 175 mg/kg o 200 mg/kg. Las dosis
anteriores son ejemplos del caso medio, pero puede haber casos individuales en los que se empleen dosis mas
altas o mas bajas, y dichas dosis estan dentro del alcance de la presente invencion.

Cuando se administra en combinacién con otros agentes terapéuticos, el presente compuesto de carbazol se puede
administrar en dosis relativamente bajas. Ademas, el uso de agentes de direccionamiento puede permitir que la
dosis necesaria sea relativamente baja. Ciertos compuestos se pueden administrar a dosis relativamente altas
debido a factores que incluyen, pero sin limitacion, baja toxicidad y alta depuracion.

Para el uso humano, un compuesto de férmula estructural (1) o (ll) se puede administrar solo, pero generalmente se
administra mezclado con un vehiculo farmacéutico seleccionado con respecto a la via de administracion deseada y a
la practica farmacéutica estandar. Las composiciones farmacéuticas para su uso de acuerdo con la presente
invencion se pueden formular de una manera convencional usando uno o mas vehiculos fisiolégicamente aceptables
que comprenden excipientes y adyuvantes que facilitan el procesamiento de los compuestos de formula (1) o (ll) en
preparaciones farmacéuticas.

Los presentes compuestos de carbazol se pueden administrar simultaneamente o metronémicamente con otros
tratamientos contra el cancer tales como quimioterapia y/o radioterapia. El término "simultaneo” o "simultaneamente”
significa que el otro tratamiento contra el cancer y el compuesto de carbazol se administran con una diferencia de 6
horas, 3 horas o menos horas entre si. El término "metrondmicamente” significa la administracion de los otros
tratamientos contra el cancer en momentos diferentes de los tratamientos contra el cancer y a una frecuencia
determinada en relacion con la administracion de repeticion y/o el régimen de tratamiento anticancerigeno.

El compuesto de carbazol o las composiciones que contienen el compuesto de carbazol se pueden administrar de
cualquier manera, incluyendo, pero sin limitacion oralmente, parenteralmente, sublingualmente, transdérmicamente,
rectalmente, transmucosamente, tépicamente, por inhalaciéon, por administracion bucal, o combinaciones de las
mismas. La administracion parenteral incluye, pero sin limitacién, intravenosa, intraarterial, intraperitoneal,
subcutanea, intramuscular, intratecal e intraarticular. EI compuesto de carbazol también se puede administrar en
forma de un implante que permita una liberacién lenta del compuesto, asi como una infusion i.v. lenta controlada.

Los compuestos de carbazol de la presente invencidon se pueden usar para tratar una variedad de enfermedades y
afecciones. Por ejemplo, los compuestos de la presente invencion se pueden usar en combinacion con radiacion y/o
un agente quimioterapéutico en el tratamiento de canceres. Por ejemplo, los compuestos de carbazol se pueden
usar para mejorar el tratamiento de los tumores que habitualmente se tratan con un antimetabolito, por ejemplo,
metotrexato o 5-fluorouracilo (5-FU).

El uso de los compuestos de carbazol de la presente invencion puede producir la regresion parcial o completa de las
células cancerosas, es decir, la desapariciéon parcial o completa de dichas células de la poblaciéon celular. Por
ejemplo, se puede usar un procedimiento de la invenciéon para disminuir la velocidad de crecimiento del tumor,
disminuir el tamafio o el nUmero de tumores, o para inducir la regresion tumoral parcial o completa.

El presente compuesto de carbazol se puede usar para tratar una enfermedad o afecciéon in vivo mediante la
administracion a un individuo en necesidad del mismo. La enfermedad o la afeccién puede ser un cancer. Se puede
tratar una variedad de tipos de cancer, incluyendo, pero sin limitacion: carcinomas, incluyendo de vejiga (incluyendo
cancer de vejiga acelerado y metastasico), mama, colon (incluyendo cancer colorrectal), rifién, higado, pulmon
(incluyendo cancer pulmonar de células pequefias y no pequefas, y adenocarcinoma de pulmoén), ovario, prostata,
testiculos, tracto genitourinario, sistema linfatico, recto, laringe, pancreas (incluyendo carcinoma pancreatico
exocrino), esofago, estdbmago, vesicula biliar, cuello del utero, tiroides, renal y de piel (incluyendo carcinoma de
células escamosas); tumores hematopoyéticos de linaje linfoide, incluyendo leucemia, leucemia linfocitica aguda,
leucemia linfoblastica aguda, linfoma de linfocitos B, linfoma de linfocitos T, linfoma de Hodgkins, linfoma de no
Hodgkin, linfoma de células pilosas, linfoma histiocitico y linfoma de Burketts, tumores hematopoyéticos de linaje
mieloide, incluyendo leucemias mielégenas agudas y cronicas, sindrome mielodisplasico, leucemia mieloide y
leucemia promielocitica; tumores del sistema nervioso central y periférico, incluyendo astrocitoma, neuroblastoma,
glioma y schwannomas; tumores de origen mesenquimal, incluyendo fibrosarcoma, rabdomioscarcoma y
osteosarcoma; y otros tumores, incluyendo melanoma, xenoderma pigmentoso, queratoactantoma, seminoma,
cancer folicular de tiroides, teratocarcinoma, carcinoma de células renales (CCR), cancer de pancreas, mieloma,
leucemia mieloide y linfoblastica, neuroblastoma y glioblastoma.

La transformacion inducida por tax del VLTH, un agente causante de la leucemia linfoblastica de linfocitos T en
personas adultas (ATL), puede compartir las mismas dianas moleculares implicadas en el CCR. Por ejemplo, NF-kB
es constitutivamente activa en células de transformadas por fax. Al igual que en el CCR, la actividad de p53 se
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inhibe a través de la activacion de NF-kB en las células transformadas por tax, y la inhibicion de p53 no implica el
secuestro de p300. En base al mecanismo comun de la activacion de p53, las composiciones también se pueden
usar para ftratar la leucemia inducida por el VLTH. Independientemente de su estado de p53, la mayoria de los
canceres humanos tienen NF-kB constitutivamente hiperactivada. La composicién también es capaz de inhibir NF-kB
mediante la reprogramacion de los complejos de NF-kB de transactivacion en complejos de transrepresion, que se
pueden usar para el tratamiento de cualquier tumor, independientemente de su estado de p53. Las composiciones
también se pueden usar para el tratamiento de infecciones por el VIH, porque las LTR del VIH son muy
dependientes de la actividad de NF-kB.

La composicion también se puede usar como una terapia adyuvante para superar la resistencia a farmacos
anticancerigenos que puede estar causada por la activacion de NF-kB constitutiva. El farmaco anticancerigeno
puede ser un agente quimioterapéutico o radiacion, como se describe en la presente memoria.

Un procedimiento comprende la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de uno de los presentes
compuestos de carbazol en combinacidn con un agente quimioterapéutico que puede romper el ADN monocatenario
o bicatenario, o que puede bloquear la replicacion del ADN o la proliferacion celular. Alternativamente, un
procedimiento de la presente invencion comprende la administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz de al
menos uno de los presentes compuestos de carbazol en combinacidon con terapias que incluyen el uso de un
anticuerpo, por ejemplo, herceptina, que tiene actividad en la inhibicion de la proliferacion de las células cancerosas.
Por consiguiente, los canceres, por ejemplo, los canceres colorrectales, canceres de cabeza y cuello, canceres
pancreaticos, canceres de mama, canceres gastricos, canceres de vejiga, canceres de vulva, leucemias, linfomas,
melanomas, carcinomas de células renales, canceres de ovario, tumores cerebrales, osteosarcomas y carcinomas
pulmonares son susceptibles al tratamiento mejorado por la administracion de uno de los presentes carbazoles en
combinacién con un agente quimioterapéutico o un anticuerpo.

Los canceres que se pueden tratar mediante la presente invencion también incluyen tumores sdlidos, es decir,
carcinomas y sarcomas. Los carcinomas incluyen neoplasmas malignos derivados de las células epiteliales que se
infiltran en (es decir, invaden) los tejidos circundantes y dan lugar a metastasis. Los adenocarcinomas son
carcinomas derivados de tejido glandular o de tejidos que forman estructuras glandulares reconocibles. Otra
categoria amplia de canceres incluye sarcomas, que son tumores cuyas células estan incrustadas en una sustancia
fibrilar u homogénea, como el tejido conjuntivo embrionario. La presente invencion también permite el tratamiento de
los canceres de los sistemas mieloides o linfoides, incluyendo leucemias, linfomas y ofros canceres que
normalmente no estan presentes en forma de una masa tumoral, pero se distribuyen en los sistemas vasculares o
linforreticulares.

Otras formas de cancer que se pueden tratar mediante los presentes compuestos de carbazol incluyen, por ejemplo,
oncologia pediatrica y de adultos, crecimiento de malignidades/tumores sélidos, carcinoma de células mixoides y
redondas, tumores localmente avanzados, cancer metastasico, sarcomas de tejidos blandos humanos, incluyendo
sarcoma de Ewing, metastasis de cancer, incluyendo metastasis linfaticas, carcinoma de células escamosas, en
particular, de cabeza y cuello, carcinoma esofagico de células escamosas, carcinoma oral, malignidades de células
sanguineas, incluyendo mieloma multiple, leucemias, incluyendo leucemia linfocitica aguda, leucemia no linfocitica
aguda, leucemia linfocitica crénica, leucemia mielocitica cronica y leucemia de células pilosas, linfomas de derrame
(linfomas basados en cavidades corporales), cancer pulmonar de linfoma timico (incluyendo carcinoma de células
pequenfas, linfoma cutaneo de linfocitos T, linfoma de Hodgkin, linfoma de no Hodgkin, cancer de la corteza
suprarrenal, tumores productores de ACTH, canceres de células no pequefias, cancer de mama (incluyendo
carcinoma de células pequefas y carcinoma ductal), canceres gastrointestinales (incluyendo cancer de estémago,
cancer de colon, cancer colorrectal y poélipos asociados con neoplasia colorrectal), cancer de pancreas, cancer de
higado, canceres uroldgicos (incluyendo cancer de vejiga tales como los tumores de vejiga primarios superficiales,
carcinoma invasivo de células transicionales de la vejiga y cancer de vejiga con invasién muscular), cancer de
prostata, tumores malignos del tracto genital femenino (incluyendo carcinoma de ovario, neoplasmas epiteliales
peritoneales primarios, carcinoma cervical, canceres endometriales uterinos, cancer vaginal, cancer de la vulva,
cancer uterino y tumores sdlidos del foliculo ovarico), tumores malignos del tracto genital masculino (incluyendo
cancer testicular y cancer de pene), cancer de rifion (incluyendo carcinoma de células renales, cancer de cerebro
(incluyendo tumores cerebrales intrinsecos, neuroblastoma, tumores cerebrales astrociticos, gliomas e invasion
metastasica de células tumorales en el sistema nervioso central), canceres de hueso (incluyendo osteomas y
osteosarcomas), canceres de piel (incluyendo melanoma maligno, progresion tumoral de queratinocitos de piel
humana y cancer de células escamosas), cancer de tiroides, retinoblastoma, neuroblastoma, derrame peritoneal,
derrame pleural maligno, mesotelioma, tumores de Wilms, cancer de vesicula biliar, neoplasmas trofoblasticos,
hemangiopericitoma y sarcoma de Kaposi. Por consiguiente, es de esperar que la administraciéon de uno de los
presentes compuestos de carbazol mejore los regimenes de tratamiento.

Los compuestos de la presente invencién también pueden potenciar la eficacia de los farmacos en el tratamiento de
enfermedades inflamatorias. Los presentes compuestos de carbazol son potentes inhibidores de la respuesta de NF-
KB, que implica la supresion de la expresion/secrecion de las dianas de NF-kB proinflamatorias tales como TNF, IL-
1, IL-6, IL-8 y otras muchas. Por lo tanto, la inhibicion de NF-kB por uno de los presentes carbazoles daria lugar a la
supresion de las reacciones inflamatorias locales y sistémicas. La quinacrina, que se cree que actia mediante un
mecanismo muy similar al presente carbazol, se usé ampliamente como agente antiinflamatorio para el tratamiento
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de enfermedades autoinmunes y de la inflamacién crénica.

Los ejemplos de enfermedades que se pueden beneficiar de la terapia de combinacion con compuestos adecuados
para el procedimiento de la presente invencion son artritis reumatoide, soriasis, vitiligo, granulomatosis de Wegener
y lupus eritematoso sistémico (LES). El tratamiento de la artritis, la granulomatosis de Wegener y el LES a menudo
implica el uso de terapias inmunosupresoras tales como radiacion ionizante, metotrexato y ciclofosfamida. Dichos
tratamientos normalmente provocan, ya sea directa o indirectamente, dafio en el ADN. La inhibicién de NF-kB y/o la
activacion de p53 en las células inmunes ofensivas vuelven las células mas sensibles a ser controladas por estos
tratamientos estandar. La soriasis y el vitiligo se tratan cominmente con radiacién ultravioleta (UV) en combinacion
con psoraleno. Los presentes compuestos de carbazol inducen el efecto letal de los UV y del psoraleno, y aumentan
el indice terapéutico de este régimen de tratamiento. En general, los compuestos de carbazol utiles en los
procedimientos de la presente invencion potencian el control de las células de enfermedades inflamatorias en
combinacién con los farmacos inmunosupresores usados actualmente.

Ademas de las afecciones anteriores, los compuestos de la presente invencién también se pueden usar en
procedimientos de tratamiento de afecciones tales como, pero sin limitacién, aterosclerosis, restenosis, vasculitis,
nefritis, retinopatia, enfermedad renal, trastornos proliferativos de la piel, soriasis, cicatrizacion queloide, queratosis
actinica, sindrome de Stevens-Johnson, artritis reumatoide (AR), artritis cronica juvenil (ACJ) de comienzo sistémico,
osteoporosis, lupus eritematoso sistémico, enfermedades hiperproliferativas de los ojos, incluyendo el crecimiento
epitelial, vitreorretinopatia proliferativa (VRP), retropatia diabética, enfermedades hemangio-proliferativas, ictiosis y
papilomas.

Los carbazoles de la presente invencion también muestran actividad antimicrobiana, por ejemplo, bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas, incluyendo Salmonella; actividad antiprotozoaria; y actividad antiviral.

Como los expertos en la técnica apreciaran, se pueden usar agentes activos o auxiliares adicionales en los
procedimientos descritos en la presente memoria. La referencia en la presente memoria al tratamiento también se
extiende a la profilaxis, asi como al tratamiento de enfermedades o sintomas establecidos.

La presente invencion se puede aplicar a poblaciones de células ex vivo. Por ejemplo, los presentes compuestos de
carbazol se pueden usar ex vivo para determinar el régimen 6ptimo y/o la dosis de la administracion del presente
compuesto de carbazol para una indicacion dada, un tipo de célula, un paciente y otro parametro. La informacion
obtenida a partir de dicho uso se puede usar con fines experimentales o en el entorno clinico para establecer el
protocolo para el tratamiento in vivo. Otros usos ex vivo para los que se destina la invencion son evidentes para los
expertos en la técnica.

El presente compuesto de carbazol también se puede administrar en combinacién con radiacion. Las enfermedades
que se pueden tratar con radiacion electromagnética incluyen enfermedades neoplasicas, tumores benignos y
malignos, y células cancerosas.

La presente invencion también contempla el tratamiento de radiacion electromagnética de otras enfermedades no
enumeradas en la presente memoria. Las realizaciones preferidas de la presente invencién emplean la radiaciéon
electromagnética de: radiacion gamma (de 10%° a 10" m), radiacion de rayos X (de 102 a 10® m), luz ultravioleta
(de 10 nm a 400 nm), luz visible (de 400 nm a 700 nm), radiacion infrarroja (de 700 nm a 1 mm) y radiacion de
microondas (de 1 mm a 30 cm).

En la actualidad, muchos protocolos de tratamiento para el cancer emplean radiosensibilizadores activados por
radiacion electromagnética, por ejemplo, rayos X. Los ejemplos de radiosensibilizadores activados por rayos X
incluyen, pero sin limitacion, los siguientes: metronidazol, misonidazol, desmetilmisonidazol, pimonidazol, etanidazol,
nimorazol, mitomicina C, RSU 1069, SR 4233, EO9, RB 6145, nicotinamida, 5-bromodesoxiuridina (BUdR), 5-
yododesoxiuridina (IUdR), bromodesoxicitidina, fluorodesoxiuridina (FUdR), hidroxiurea, cis-platino, y analogos y
derivados terapéuticamente eficaces de los mismos.

La terapia fotodinamica (TFD) del cancer emplea luz visible como el activador de la radiacion del agente
sensibilizador. Los ejemplos de radiosensibilizadores fotodinamicos incluyen los siguientes, pero sin limitacion:
derivados de hematoporfirina, PHOTOFRIN®, derivados de benzoporfirina, NPe6, etioporfirina de estafio (SnET2),
feoborbida-a, bacterioclorofila-a, naftalocianinas, ftalocianinas, ftalocianina de cinc, y analogos y derivados
terapéuticamente eficaces de los mismos.

Los radiosensibilizadores se pueden administrar en combinacién con una cantidad terapéuticamente eficaz de uno o
mas compuestos ademas de uno de los presentes compuestos de carbazol, incluyendo dichos compuestos, pero sin
limitaciéon, compuestos que potencian la incorporaciéon de radiosensibilizadores en las células diana, compuestos
que controlan el flujp de agentes terapéuticos, nutrientes y/u oxigeno hacia las células diana, agentes
quimioterapéuticos que actdan sobre el tumor con o sin radiacién adicional u otros compuestos terapéuticamente
eficaces para tratar el cancer u otra enfermedad. Los ejemplos de agentes terapéuticos adicionales que se pueden
usar en combinacidon con radiosensibilizadores incluyen, pero sin limitacion, 5-fluorouracilo (5-FU), leucovorina,
oxigeno, carbogeno, transfusiones de glébulos rojos, perfluorocarbonos (por ejemplo, FLUOSOLW®-DA), 2,3-DPG,
BW12C, bloqueadores de canales de calcio, pentoxifilina, compuestos antiangiogénicos, hidralazina y L-BSO.
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El agente quimioterapéutico puede ser cualquier agente o compuesto farmacolégico que induzca la apoptosis. El
agente o compuesto farmacolégico puede ser, por ejemplo, una molécula organica pequefa, un péptido, un
polipéptido, un acido nucleico o un anticuerpo. Los agentes quimioterapéuticos que se pueden usar incluyen, pero
sin limitacion, agentes alquilantes, antimetabolitos, hormonas y antagonistas de los mismos, productos naturales y
sus derivados, radioisétopos, anticuerpos, asi como productos naturales, y combinaciones de los mismos. Por
ejemplo, un compuesto de carbazol de la presente invencién se puede administrar con antibidticos tales como
doxorrubicina y otros analogos de antraciclina, mostazas de nitrégeno tales como ciclofosfamida, analogos de
pirimidina tales como 5-fluorouracilo, cis-platino, hidroxiurea, taxol y sus derivados sintéticos y naturales, y similares.
Como otro ejemplo, en el caso de tumores mixtos tales como adenocarcinoma de la mama, en los que los tumores
incluyen células dependientes de gonadotropina y células independientes de gonadotrofina, el compuesto se puede
administrar en combinacion con leuprolida o goserelina (analogos de péptidos sintéticos de LH-RH). Otros
protocolos antineoplasicos incluyen el uso de un compuesto inhibidor con otra modalidad de tratamiento, por
ejemplo, cirugia o radiacion, también denominada en la presente memoria "modalidades anti-neoplasicas
adyuvantes". Otros agentes quimioterapéuticos utiles en la invencién incluyen hormonas y antagonistas de las
mismas, radiois6topos, anticuerpos, productos naturales y combinaciones de los mismos.

Los ejemplos de agentes quimioterapéuticos Utiles para el procedimiento de la presente invencion se enumeran en
la siguiente tabla.

TABLA 1

Agentes alquilantes

Mostazas nitrogenadas

mecloretamina
ciclofosfamida
ifosfamida
melfalan
clorambucil
Mostaza de uracilo
temozolomida

Nitrosoureas

carmustina (BCNU)
lomustina (CCNU)
semustina (metil-CCNU)
clormetina

estreptozocina
Etilenimina/Metil-melamina

trietlenmelamina (TEM)
trietilen-tiofosforamida

(tiotepa)

hexametilmelamina (HMM, altretamina)
Alquilsulfonatos

busulfan

pipobroman
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Productos naturales
Farmacos antimitoticos

-Taxanos

paclitaxel

alcaloides de la vinca
vinblastina (VLB)
vincristina

vinorelbina

vindesina

Taxotere® (docetaxel)
estramustina

fosfato de estramustina

Epipodofilotoxinas

etoposido
tenipésido

Antibidticos
actimomicina D

daunomicina (rubidomicina)
doxorubicina (adriamicina)

mitoxantroneidarubicina
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(Continuacion)

Alkilating agents

Triazinas
dacarbazina (DTIC)

Antimetabolitos
Analogos de acido félico

metotrexato
trimetrexato
pemetrexed

(Antifolato multi-dirigido)
Analogos de pirimidina

5-fluorouracilo
fluorodesoxiuridina
gemcitabina

Arabindsido de citosina
(AraC, citarabina)
5-azacitidina
2,2'-difluorodesoxi-citidina
floxuridina

pentostatina

Analogos de purina

6-mercaptopurina

6-tioguanina

azatioprina

2'-desoxicoformicina

(pentostatina)

eritrohidroxinonil-adenina (EHNA)
fosfato de fludarabina
2-clorodesoxiadenosina

(cladribina, 2-CdA)

Inhibidores de topoisomerasa de tipo |

camptotecina
topotecan
irinotecan
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Natural products

bleomicina

esplicamicina (mitramicina)

mitromicina-C
dactinomicina
afidicolina
epirubicina
idarrubicina
daunorrubicina
mitramicina

desoxi co-formicina

Enzimas
L-asparaginasa
L-arginasa
Radiosensibilizadores

metronidazol
misonidazol
desmetilmisonidazol
pimonidazol
etanidazol
nimorazol

RSU 1069

EO9

RB 6145

Antiandrégenos no esteroideos

SR4233

flutamida
nicotinamida
5-bromodeoziuridina
5-yododesoxiuridina
bromodesoxicitidina

Miscelanea de agentes

Complejos de coordinacién de platino
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Continuacion)

Agentes de alquilacion

Modificadores de respuestas bioldgicas

G-CSF
GM-CSF
Agentes de diferenciacion

derivados de acido retinoico
Hormonas y antagonistas

Adrenocorticosteroides/ antagonistas

Productos naturales
cisplatino carboplatino
oxaliplatino

antracenodiona
mitoxantrona

Urea sustituida

hidroxiurea

Derivados de metilhidrazina

prednisona y equivalentes
dexametasona
ainoglutetimida

Progestinas
caprotato de hidroxiprogesterona

acetato de medroxiprogesterona
acetato de megestrol

Estrégenos
dietilstilbestrol

etinil-estradiol/ equivalentse

Antiestrégeno
tamoxifén

Andrégenos
propionato de testosterona

fluoximesterona/equivalentes

Antiandrégenos
flutamida

liberador de gonadotropina
analogos de hormonas
leuprolida

N-metilhidrazina (MIH)
procarbazina

supresor adrenocortical
mitotano (o,p*- DDD)
ainoglutetimida
Citocinas

interferon (a, B, y)
interleucina-2
Fotosensibilizadores

derivados de hematoporfirina
FOTOFRIN®

derivados de benzoporfirina
Npe6

etioporfirina de estafio (SnET2)
feoborida-a

bacterioclorofila
naftalocianinas

ftalocianinas

ftalocianinas de cinc

Radiacién

rayos X

luz ultravioleta
radiacién gamma
luz visible

radiacion infrarroja
radiacion de microondas

Los ejemplos de agentes quimioterapéuticos que son particularmente Utiles en combinacion con
radiosensibilizadores incluyen, por ejemplo, camptotecina, carboplatino, cis-platino, daunorrubicina, doxorrubicina,
interferon (alfa , beta, gamma), irinotecan, hidroxiurea, clorambucilo, 5-fluorouracilo (5-FU), metotrexato, 2-
cloroadenosina, fludarabina, azacitidina, gemcitabina, pemetrexed, interleucina 2, irinotecan, docetaxel, paclitaxel,
topotecan, CPT-11, anastrazol, letrazol, capecitabina, reloxafina, ciclofosfamida, ifosamida, droloxafina, y analogos y
derivados terapéuticamente eficaces de los mismos.

Los agentes que afectan a los microtubulos interfieren en la mitosis celular y son bien conocidos en la técnica por su
actividad citotdxica. Los agentes que afectan a los microtubulos utiles en la invenciéon incluyen, pero sin limitacion,
alocolchicina (NSC 406042), halicondrina B (NSC 609395), colchicinas (NSC 757), derivados de colchicinas (por
ejemplo, NSC 33410), dolastatina 10 (NSC 376128), maitansina (NSC 153858), rizoxina (NSC 332598), paclitaxel
(NSC 125973), derivados de TAXOL® (por ejemplo, NSC 608832), tiocolchicina NSC 361792), tritil-cisteina (NSC
83265), sulfato de vinblastina (NSC 49842), sulfato de vincristina (NSC 67574), epotilonas naturales y sintéticas
incluyendo, pero sin limitacion, epotilona A, eoptilona B y discodermolida (véase Service, (1996) Science, 274:2009)
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estramustina, nocodazol, MAP4 y similares. Los ejemplos de dichos agentes también se describen en Bulinski
(1997) J. Cell Sci. 110:3055 3064; Panda (1997) Proc. Natl. Acad. Sci., EE.UU., 94:10560-10564; Muhlradt (1997)
Cancer Res. 57:3344-3346; Nicolaou (1997) Nature 397:268-272; Vasquez (1997) Mol. Biol. Cell. 8: 973-985; y
Panda (1996) J. Biol. Chem 271:29807-29812.

Los agentes citostaticos que se pueden usar incluyen, pero sin limitacion, hormonas y esteroides (incluyendo
analogos sintéticos): 17-a-etinilestadiol, dietilestilbestrol, testosterona, prednisona, fluoximesterona, propionato de
dromostanolona, testolactona, acetato de megestrol, metilprednisolona, metil-testosterona, prednisolona,
triamcinolona, clorotrianiseno, hidroxiprogesterona, aminoglutimida, estramustina, acetato de medroxiprogesterona,
leuprolida, flutarnida, toremifeno, zoladex.

Otros agentes citostaticos son antiangiogénicos, tales como inhibidores de metaloproteinasas matriciales y otros
inhibidores de VEGF, tales como anticuerpos anti-VEGF y moléculas pequefias tales como ZD6474 y SU668.
También se pueden utilizar anticuerpos anti-HER2. Un inhibidor de EGFR es EKB-569 (un inhibidor irreversible).
También se incluyen el anticuerpo C225 inmunoespecifico para los inhibidores de EGFR e inhibidores de Src.

También es adecuado para su uso como un agente citostatico CASODEX® (bicalutamida, Astra Zeneca) que vuelve
no proliferativos los carcinomas dependientes de andrégenos. Otro ejemplo mas de agente citostatico es el
antiestrogeno TAMOXIFEN® que inhibe la proliferaciéon o el crecimiento del cancer de mama dependiente de
estroégenos. Los inhibidores de la transduccion de sefiales proliferativas celulares son agentes citostaticos. Los
ejemplos representativos incluyen inhibidores del factor de crecimiento epidérmico, inhibidores de Her-2, inhibidores
de quinasa MEK-1, inhibidores de quinasa MAPK, inhibidores de P13, inhibidores de quinasa Src e inhibidores de
PDGF.

Debido a su capacidad Unica para inducir la apoptosis en las células tumorales, los miembros de la familia de los
TNF se consideran posibles farmacos contra el cancer. Sin embargo, muchas células tumorales escapan del acido
proapoptético de los ligandos letales, lo que reduce el uso de estos agentes a los canceres sensibles a ligandos
letales y permite que el tumor se escape de la respuesta inmune del huésped. El inhibidor de NF-kB se puede usar
para sensibilizar células tumorales a la muerte de un ligando letal tal como un TNF polipeptidico.

El TNF polipeptidico puede ser un miembro de la superfamilia de ligandos de los TNF. Los ejemplos representativos
de TNF polipeptidicos incluyen, pero sin limitacion, NGF, CD40L, CD137L/4-1BBL, TNF-a, CD134L/OX40L,
CD27L/CD70, FasL/CD95, CD30L, TNF-B/LT-a, LT-B y TRAIL. Los miembros de la superfamilia de TNF son
proteinas naturales que estan implicadas en el mantenimiento y la funcidn del sistema inmunoldgico, y que pueden
desencadenar la apoptosis. EI TNF polipeptidico puede ser TRAIL, que induce la apoptosis principalmente en el
tumor pero no en células normales. La actividad de los denominados "ligandos letales" se cree que estd mediada por
la unién con los miembros de la familia de receptores de TNF, que contienen dominios de muerte estructuralmente
similares en sus porciones intracelulares. La unién de estos receptores, especifica de cada ligando letal,
desencadena la activacion de una cascada de eventos que resulta en la activacion de la caspasa. Los ejemplos
representativos de receptores TNF-R unidos por los TNF polipeptidicos incluyen, pero sin limitacion, LNGFR/p75,
CD40, CD137/4-1BB/ILA, TNFRI/p55/CD120a, TNFRII/p75/CD120b, CD134/0X40/ACT35, CD27, Fas/CD95/APO-1,
CD30/Ki-1, LT-B R, DR3, DR4, DR5, DcR1/TRID, TR2, GITR y osteoprotegerina.

Se contempla también el uso de otros agentes en lugar del TNF polipeptidico. Por ejemplo, se puede usar un
anticuerpo que imita la actividad de un TNF polipeptidico. Los ejemplos representativos de dichos anticuerpos
incluyen, pero sin limitacion, un anticuerpo agonista contra FAS, receptor de TRAIL o TNFR. Ademas, se pueden
usar aptameros y otros ligandos sintéticos capaces de activar los receptores correspondientes.

También es posible diagnosticar si se puede tratar un tumor de un paciente con uno de los presentes compuestos de
carbazol. Se obtiene una muestra del tumor del paciente. A continuacion, se transducen células del tumor con un
sistema indicador de p53, tal como un indicador LacZ sensible a p53. Luego se incuban las células transducidas con
el compuesto. La producciéon de una sefial mediada por p53 por encima de los controles indica que el tumor se
puede tratar con el compuesto de carbazol.

Las Fig. 1a y 1b son graficas que muestran que los presentes carbazoles inhiben la actividad transcripcional de NF-
KB en las células tratadas con TNF (Fig. 1a) y una comparacién de la concentracion activa (valores CEsg) en la
activacion de p53 y la inhibicion de NF-kB (Fig. 1b).

Los presentes compuestos de carbazol tienen importantes propiedades anticancerigenas in vitro (Fig. 2) e in vivo
(Fig. 3). La Fig. 2 muestra el efecto de diversos compuestos de carbazol en células tumorales que difieren en sus
estados de p53 después del tratamiento durante 1 hora con diferentes concentraciones de cuatro de los presentes
compuestos de carbazol. Se evalud la supervivencia celular a las 72 horas mediante tinciéon con azul de metileno.
Por lo tanto, se tiene la teoria, pero no se confia en ella, de que la activacién de p53 por los presentes compuestos
de carbazol puede no ser la sefial inductora de muerte primaria, sino que mas bien puede reflejar un tipo de estrés
celular causado por la desactivacion de NF-kB constitutivamente activa.

Las células tumorales analizadas fueron p53 de adenocarcinoma de colon HCT116 de tipo natural (Fig. 2a), p53 de
adenocarcinoma de mama MDA-MB-231 mutante (Fig. 2b), p53 de carcinoma de colon DLD1 de tipo natural (Fig.
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2c), p53 de adenocarcinoma de pulmén A549 de tipo natural (Fig. 2d), p53 de carcinoma de células renales Caki1 de
tipo natural (Fig. 2e), p53 de adenocarcinoma de colon HT29 mutante (Fig. 2f), eliminacién de p53 de
adenocarcinoma de pulmén H1299 (Fig. 2g), p53 de adenocarcinoma de mama MCF7 de tipo natural (Fig. 2H), p53
de carcinoma de células renales RCC45 de tipo natural (Fig. 2i), carcinoma de células renales ACHN (Fig. 2j) y
fibrosarcoma de pulmén HT1080 (Fig. 2K). La célula tumoral analizada en la Fig. 3 es el modelo de xenoinjerto
HCT116 sc.

Los presentes compuestos de carbazol analizados no dafiaron el ADN (Tabla I). Por lo tanto, se tiene la teoria de
que la citotoxicidad de los presentes compuestos de carbazol se debe a un Unico tipo de estrés de células no
genotoxicas que implica la supresion de NF-kB al que las células cancerosas son mas sensibles que las células
normales. Esto ilustra que los presentes carbazoles son una nueva clase muy eficaz de agentes terapéuticos
anticancerigenos.

Tabla |

Resumen de los efectos de los presentes compuestos de carbazol y doxorrubicina para comparar el ADN vy la
sefalizacion de respuesta al dafio del ADN.

Tincién Inhibicion de tipo Il
Compuesto Ubicacion con Activacion Fosfor. De Ensayo de
celular de ATM/ATR| Fosfo. de p53 en . Ames
YH2AX Chk1/2 células| M Vitro
Com1%L(|)esto citoplasmatica no no no S392 no ligadura negativa
Compuesto 6h|citoplasmatica no no no S392 ND ligadura | negacion
Ejemplo 3 |citoplasmatica no no no ND ND ligadura negativa
doxorrubicina nuclear si si si S15, 46, 392| si relegacion | negativa
ND — no determinada

De acuerdo con una caracteristica importante de la presente invencion, una superposicion tridimensional (3D) de los
conférmeros de moléculas de carbazol activas e inactivas revel6 caracteristicas de los compuestos que contribuyen
a su actividad. Una caracteristica importante es la planaridad del nucleo de carbazol. Al comparar multiples
alineaciones tridimensionales de los conférmeros, se encontré que en todos los compuestos de carbazol activos, la
region del nucleo de carbazol era plana (Fig. 4). Los compuestos inactivos pueden ser planos o no planos (Fig. 5).
Otros estudios estructurales de los compuestos que tienen distribuciones similares de atomos en la arquitectura
molecular confirmaron que la planaridad de la zona del anillo de carbazol es importante en la determinacién de la
potencia de la activacion de p53 por parte del compuesto de carbazol (Fig. 6 y 7). En la Figura 6, se muestra un
carbazol activo, es decir, el Ejemplo 2. En la Figura 7, se muestra un carbazol inactivo, es decir, el Compuesto 200.
El Compuesto 200 tiene una férmula estructural:

/N\

El hallazgo de que los compuestos de carbazol capaces de activar p53 tienen estructura plana condujo a una
hipétesis no utilizada de que el mecanismo de accion de estos compuestos estd mediado por la intercalacion de
ADN. Se plantea la hipotesis de que la correlacion entre la potencia de activacion de p53 y la estructura plana del
nucleo de carbazol refleja una capacidad de intercalar ADN. Para probar esta hipotesis, practicamente se
intercalaron los compuestos de carbazol en la estructura tridimensional de ADN tomada del complejo de p53-ADN
(estructura PDB de 1TUP). La intercalacion inicial se realizé de la siguiente manera. Se superpuso una molécula de
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carbazol activo, es decir, el Compuesto 300, sobre la estructura de ADN de manera que la zona anular plana quedé
situada entre y paralela a dos pares de bases de apilamiento. A continuacién, se colocé la molécula intercalada
contra Arg280 de p53. El residuo Arg280 se considera crucial para la interaccion entre p53 y el ADN. Véase M.
Kitayner et al., Molecular Cell, 22, paginas 741-753, junio de 2006. Dicha superposicion de fuerza bruta viola las
interacciones de van der Waals entre los atomos de las dos estructuras. Con el uso del paquete informatico de
mecanica molecular MOLOC, se optimiz6é el complejo de ADN-analogo de carbazol-p53 terciario para reducir las
tensiones de Van der Waals y del angulo de torsién en la estructura de molécula y ADN combinada. Después de la
optimizacion, se ajusto la posicion de la molécula activa en la cavidad del ADN con el plano del anillo paralelo a los
pares de bases de ADN de apilamiento. Como resultado de este procedimiento de optimizacién, los aceptores de
enlaces de hidrogeno (HBA) situados en los sustituyentes del anillo de carbazol se colocaron en la ranura principal y
la cadena lateral unida al nitrégeno del carbazol se colocaron en el surco menor estrecho. La formula estructural
para el compuesto 300 es:

0O=0

F
N

N

™
Como resultado de este estudio, se creé un fragmento de ADN de doble cadena con una cavidad interior mejor
conformada para acomodar los compuestos de carbazol activadores de p53. Con el uso del paquete informatico
GOLD, se realizd el acoplamiento molecular en una variedad de compuestos de carbazol con actividad de p53
conocida. Se demostré que, como media, las moléculas altamente activas (CEsp de activacion de p53 < 130 uM) se
adaptaban mucho mejor a esta cavidad que las moléculas con CEsp > 130 yM. Los conférmeros de compuestos de
carbazol muy activos se colocan de manera uniforme dentro de la cavidad, mientras que la calidad del ajuste

disminuy6 entre los compuestos de carbazol que tenian una potencia de activacion de p53 débil. La mayoria de las
moléculas inactivas se caracterizaron por una calidad muy deficiente de ajuste.

Un posicionamiento adecuado del sustituyente unido al nitrégeno del carbazol en el surco menor del ADN puede ser
importante para la consecucion de una buena actividad de p53. Simplemente, el ajuste de la cadena lateral al surco
menor mejora el ajuste global del compuesto de carbazol. Ademas, el andlisis de votacion de atomos de la
superposicion tridimensional de los compuestos activos de carbazol muestra que un grupo amino cargado
positivamente en la cadena lateral es importante para alcanzar la actividad.

Las posiciones de los atomos de HBA (puentes de hidrégeno) en los sustituyentes de carbazol y su identidad son
importantes para lograr la actividad de p53. La baja calidad de los atomos de HBA (es decir, del nitrégeno) conduce
a una débil actividad del compuesto de carbazol. La ausencia de atomos de HBA en los sustituyentes de carbazol
vuelve inactivo un compuesto. Todos los compuestos altamente activos tienen sustituyentes de carbazol no rotados.
El acoplamiento de moléculas altamente activas CEsp < 130 uM) y activas (CEsp de aproximadamente 1 nM) en la
cavidad de ADN demuestra que los sustituyentes de carbazol rotados con buenos atomos de HBA pueden crear
puentes de hidrégeno con los atomos de ADN. Por el contrario, los sustituyentes de carbazol no rotados no forman
puentes de hidrégeno con el ADN, lo que conduce a su alta actividad.

La actividad antitumoral del Ejemplo 7 (Compuesto 6h) se demostré6 usando el modelo de tumor singénico de
melanoma B16 de la siguiente manera. Se inocularon por via intradérmica a ratones C57BL/6 en 2 zonas del
abdomen 5 x 10* células de melanoma B16 murino. El tratamiento comenzé cuando al menos uno de los sitios de la
inoculacion de los tumores desarrollé un tumor (tamafio medio de aproximadamente 6 mm3). Los ratones fueron
tratados diariamente por sonda oral durante un maximo de 14 dias, bien con el vehiculo de control de metilcelulosa
al 0,5% o con 30 mg/kg del Ejemplo 7 (n = 5 ratones/grupo de tratamiento). Las mediciones de los tumores se
recogieron con calibradores digitales cada 1-2 dias. El efecto del tratamiento en cada tumor se presenta en las
Figuras 8a y 8b. A excepcion de un ratén del grupo de tratamiento de Ejemplo 7, no se observé ningun efecto sobre
el peso total del raton en ninguno de los grupos de tratamiento (cambios < 10%). En el Dia 9, se produjo una
disminucion de aproximadamente el triple del crecimiento del tumor en el grupo de tratamiento con el Ejemplo 7 en
comparacioén con el grupo de vehiculo de control (supresién del crecimiento del 68%).

Para confirmar la actividad antitumoral del Ejemplo 7, se administré el compuesto de carbazol (30 mg/kg) por via oral
usando el modelo de xenoinjerto HCT116. En este ensayo, se inocularon en ratones atimicos 5 x 10° de células
tumorales HCT116 en dos zonas. El 90% de los tumores aparecieron entre el séptimo y el décimo primer dia de la
inoculacion. Se comenzaron con los tratamientos orales diarios de 30 mg/kg del compuesto del Ejemplo 7 en
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metilcelulosa al 0,5% o un vehiculo de control de metilcelulosa al 0,5% cuando al menos un tumor por ratén hubo
alcanzado un tamafio de 20-25 mm?®. Los ratones se trataron hasta que los tumores de control alcanzaron
1000 mm?®. Tras comenzar el tratamiento, se hizo un seguimiento del estado general, de la pérdida de peso y de la
supervivencia de los ratones, asi como del tamafio de los tumores medidos cada dos dias.

Tabla 2: Grupos experimentales

Namero Linea Modo de Medicién tumoral;
Grupo de Tratamiento - L Pauta de dosificacion - ’
celular administraciéon seguimiento
ratones
Una vez al dia D1-D5,
D8-D12M D15-D19
cuando los tumores
1(control) | 10 HCT116 Me"'%egﬂ,fsa al p.o. a'czgzgg_;g ‘r’;’r';‘?e“
volumen de 250 ul por | Cada dos dias una
cada 25 g de peso del vez que los
raton. tumores son

visibles;

Una vez al dia D1-D5, | seguimiento diario;
D8-D12M D15-D19 peso de los ratones

7,5 mg/kg del cuando los tumores cada dos dias.
Ejemplo 7 en alcanzan un volumen
2 10 HCT116 metilcelulosa al p.o. de 20-25 mm3;
0,5% volumen de 250 ul por
cada 25 g de peso del
raton.
D: dia

En este ensayo, el 100% de los ratones del Grupo 2 sobrevivieron al experimento. No se observo pérdida de peso
en el grupo 1 tratado con el vehiculo de control, mientras que en el grupo 2, tres ratones habian perdido el 15-20%
de peso al final del experimento. El peso del resto de los ratones del grupo 2 fluctud en el intervalo del 95-105% del
peso original. No se observé ningun otro signo anormal en el aspecto, en la actividad o en la conducta de los ratones
del grupo 2.

En el grupo de control 1, los tumores HCT116 crecieron de manera exponencial, como se esperaba, con una
desviacion normal entre los tumores de crecimiento mas rapido y mas lento. En el grupo 2 tratado con el Ejemplo 7,
se retraso el crecimiento de todos los tumores en comparacion con el grupo tratado con el vehiculo de control. Al
décimo cuarto dia de comenzar el tratamiento, ninguno de los tumores tratados alcanzé el tamafio del tumor de
control de crecimiento mas lento (530 mm3). En el crecimiento medio de los tumores, el tratamiento con el Ejemplo 7
suprimi6 el crecimiento tumoral por un factor de aproximadamente 3,5 (73% de inhibiciéon) en comparacién con el
grupo 1 tratado con vehiculo de control. Es importante destacar que uno de los tumores tratados se curé por
completo y que, en la autopsia, sélo se encontré una minima formacion de tejido conjuntivo en la zona del tumor. El
tamafio de varios tumores tratados no soélo aumentd mas lentamente que los tumores de control, sino que
disminuyd, lo que indica la muerte de células tumorales y la destruccion del tumor como resultado del tratamiento
con el compuesto del Ejemplo 7. Este resultado se observo durante los primeros 3-5 dias de tratamiento, después
los tumores tratados siguieron creciendo lentamente.

Este experimento muestra que el compuesto del Ejemplo 7 tiene un efecto supresor del crecimiento de tumores de
xenoinjertos subcutaneos HCT116 en ratones atimicos. El valor de supresion del crecimiento es del 73%, que se
considera segun los estandares del NCI como una actividad anticancerigena significativa (> 42%). Los resultados
anteriores se ilustran en las Figuras 3 y 8-10.

La Figura 3 es una curva del crecimiento tumoral medio que muestra el tratamiento de tumor de xenoinjerto de
carcinoma de colon HCT116 con el compuesto del Ejemplo 7 y un control (MC). Los tumores tratados con el
compuesto del Ejemplo 7 presentan un volumen del tumor sustancialmente reducido. Las barras de la grafica del
volumen del tumor frente a los dias de tratamiento representan la desviacion estandar. La Fig. 8 contiene graficas
que muestran el crecimiento de cada tumor en ratones tratados con el vehiculo de control (Fig. 8a) y con el
compuesto del Ejemplo 7 (Fig. 8b).

La Fig. 9 muestra el crecimiento de tumores individuales, de hasta 100 mm3, en los ratones tratados con el
compuesto del Ejemplo 7. La Figura 10 muestra que el tamafio del tumor disminuyd durante los primeros dias de
tratamiento y los tumores que se curaron.
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La Fig. 11 muestra un compuesto de carbazol, es decir, el Compuesto 100, que activa a p53 en el ensayo descrito
anteriormente que presenta una actividad anticancerigena significativa contra una amplia variedad de células de
cancer analizadas. Se sembrd cada una de las lineas celulares presentadas en la Figura 11 en placas de 96
pocillos. Al dia siguiente, se trataron las células con un intervalo de concentraciones del Compuesto 100. El
tratamiento se produjo durante 24 horas, momento en el cual se reemplazé el medio lleno de compuesto por el
medio libre de compuesto y se dejaron crecer las células hasta que los pocillos de control, que se habian tratado
solo con el vehiculo de control (DMSO), alcanzaron una monocapa (tipicamente en el plazo de 48 horas). Entonces,
se fijaron y tifieron las células con azul de metileno al 0,5% en metanol al 50%. Se eluy6 el colorante con SDS al 1%
y se midi6 la absorbancia a 650 nm. Los datos se presentan como la absorbancia a 650 nm frente a la concentracion
del Compuesto 100.

Los compuestos de los Ejemplos 7, 15 y 13 mostraron una potente actividad anticancerigena. En un ensayo de
eficacia con el uso de estos tres compuestos, se inoculd por via subcutanea en ratones atimicos una suspension de
células de carcinoma de células renales humanas Caki1 en ambos flancos traseros. El tratamiento comenzé cuando
al menos el tumor de un ratén alcanzoé 20-50 mm?®. Se trataron los ratones por via oral con sonda bien con 30 mg/kg
del Ejemplo 7, 5 mg/kg del Ejemplo 15 o 25 mg/kg del Ejemplo 13 formulado en hidroximetilcelulosa al 0,2%. Como
control positivo, un grupo se trato con 40 mg/kg de Sunitinib, un farmaco aprobado para el tratamiento del carcinoma
de células renales. El tratamiento se administré durante 4 semanas en una pauta de dosificacién de 5 dias de
administracion/2 dias de descanso. Una vez completado el tratamiento, se hizo un seguimiento de los ratones
durante un periodo adicional de 4 semanas para determinar la velocidad de crecimiento del tumor en volver a la
normalidad. Los tres compuestos provocaron una inhibicion significativa del crecimiento tumoral en comparacion con
el vehiculo de control (Dia 24 (final del tratamiento) Ejemplo 7: 73% de inhibicion, Ejemplo 15: 50% de inhibicion,
Ejemplo 13: 62% de inhibicion). Este efecto antitumoral de los Ejemplos 7 y 13 y, en menor medida, del Ejemplo 15
fue sustancialmente mayor que el del control de Sunitinib (42%). Curiosamente, la interrupcion del tratamiento con
cualquiera de los presentes compuestos no condujo a un nuevo crecimiento rapido del tumor. Al contrario, la
finalizacion del tratamiento con Sunitinib produjo el crecimiento inmediato del tumor, de manera que el dia 40, no
habia una diferencia significativa en el volumen tumoral observado entre los grupos tratados con Sunitinib y los de
vehiculo de control.

En resumen, los tres carbazoles provocaron la inhibicién del crecimiento tumoral que persistid incluso después de
finalizar el tratamiento. La magnitud de la potencia del Ejemplo 7 es superior o igual a la del Ejemplo 13, que es
superior a la del Ejemplo 15. El tratamiento con el Ejemplo 7 no causé efectos secundarios aparentes en
comparacion con los Ejemplos 13 y 15. Los efectos secundarios mas graves se observaron con el Ejemplo 13, en el
que dos ratones tuvieron que ser retirados del tratamiento durante un periodo breve de tiempo y un ratén se retir6é de
forma permanente debido a la pérdida de peso que condujo a la eutanasia prematura. Asi pues, el Ejemplo 7 pareci6
ser el carbazol mas "seguro" en este ensayo. Como el Ejemplo 15 solo caus6 un 10-15% de pérdida de peso que
duré poco tiempo, este compuesto fue el segundo mas seguro en este segundo modelo de tumor. Basandose en los
resultados, el Ejemplo 7 es un compuesto preferido con una potente actividad antitumoral (70-80% de inhibicion) en
ausencia de efectos secundarios.

En otro ensayo, se evaluaron la actividad antitumoral y la toxicidad de los Ejemplos 7, 15 y 13, a la dosis maxima
tolerada (DMT) en ratones atimicos portadores de xenoinjertos de adenocarcinoma ileocecal humano HCT-8 y en
ratones atimicos portadores de xenoinjertos de adenocarcinoma de colon humano HT-29. También se realiz6 una
comparacion de la eficacia antitumoral y la toxicidad de los Ejemplos 7, 15y 13 a la DMT de un lado a otro frente a
los xenoinjertos de colon humanos HCT-8 y HT-29.

Como se muestra anteriormente, los Ejemplos 7, 15 y 13 demostraron una eficacia antitumoral contra varios
xenoinjertos tumorales humanos sc en ratones atimicos o SCID (tales como tumores HCT-116, DLDL, Caki1 y MDA-
MB-231, con las células tumorales inoculadas en forma de una suspension de células en los ratones). Se evaluaron
la eficacia antitumoral in vivo y la toxicidad de estos tres compuestos a su DMT repetitiva contra xenoinjertos HCT-8
(relativamente sensibles a la quimioterapia tales como 5-FU e irinotecan) y HT-29 (relativamente resistentes a la
quimioterapia) establecidos en ratones atimicos mediante el trasplante de piezas de aproximadamente 50 mg. En
este estudio, se compararon el efecto antitumoral y la toxicidad de los tres carbazoles contra tumores de cancer de
colon HCT-8 y HT29, comenzando el tratamiento cuando el tamafio del tumor hubo alcanzado 150-200 mg
(aproximadamente 7 dias después del trasplante del tumor).

Materiales y procedimientos

Animales. Se adquirieron ratones atimicos hembra de ocho a doce semanas de vida (nu/nu, peso corporal de 22-
25 g) en Harlan Sprague Dawley Inc. (Indianapolis, IN) y se mantuvieron en jaulas de cinco ratones/jaula con agua y
comida ad libitum de acuerdo con un protocolo para animales aprobado institucionalmente.

Farmacos. Los tres compuestos se formularon en hidroxipropilmetilcelulosa al 0,2% a concentraciones de 0,5 mg/mi
para el Ejemplo 15, 3 mg/ml para el Ejemplo 7 y 2,5 mg/ml para el Ejemplo 13.

Tumores. Se usaron xenoinjertos de adenocarcinoma ileocecal humano HCT-8 y de adenocarcinoma de colon HT-
29. Los xenoinjertos se establecieron inicialmente mediante la inyeccioén s.c. de 10° células cultivadas y se pasaron
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los tumores varias generaciones mediante el trasplante de aproximadamente 50 mg de tumor no necrético (2-3
piezas) a través de un trocar de los tumores de paso cuando los tumores alcanzaron a 1-1,5 g.

Dosis de farmaco y calendario. Todos los compuestos se administraron por via oral (p.o.) a la DMT con el Ejemplo
15: 5 mg/kg/dia; Ejemplo 7: 30 mg/kg/dia y el Ejemplo 13: 25 mg/kg/dia, 5 dias a la semana durante 4 semanas (5
dias/semana x 5) o hasta que el ratén tuvo que ser sacrificado debido a un gran tamario tumoral. El tratamiento se
inicié 7 dias después del transplante del tumor cuando los tumores habian alcanzado 150-200 mg. Los ratones del
grupo de control recibieron el vehiculo (hidroxipropilmetilcelulosa al 0,2%) en 200 pl por cada 20 g de peso corporal
del raton (igual que los grupos de tratamiento). Se usaron cinco ratones por cada grupo experimental con 10
tumores (1 tumor en cada uno de los flancos laterales izquierdo y derecho).

Medicion de los tumores. Se midieron dos ejes (mm) de tumor (L, eje mas largo; W, eje mas corto) con ayuda de un
calibrador Vernier. Se calculé el peso del tumor (mg) usando la férmula: peso del tumor = 1/2 (L x W2). Las medidas
de los tumores se tomaron diariamente, al mismo tiempo que el tratamiento farmacoldgico y 3-4 veces a la semana
después de la terapia.

Evaluacion de la dosis maxima tolerada (DMT) y de la toxicidad. La DMT se definié como la dosis mas alta de
farmaco que no causaba letalidad relacionada con el farmaco en ratones con una pérdida de peso menor del 20%
del peso corporal original y las toxicidades fueron reversibles. Se determinaron diariamente las cinéticas de las
toxicidades inducidas por farmacos (pérdida de peso corporal, diarrea y letalidad) durante los primeros 10 dias
posteriores al tratamiento y cada dos dias a partir de entonces.

Actividad antitumoral. La actividad antitumoral se evalu6 mediante la maxima inhibicién del crecimiento tumoral
(MICT), que es el peso medio del tumor del grupo tratado (PMTGT) en comparaciéon con el grupo de control no
tratado (PMTGC) en el mismo punto temporal (MICT = PMTGT-PMTGC) + PMTGC x 100%). El tiempo de
duplicacién del tumor (TDT) se definié como el tiempo medio para que el tumor alcanzara el doble de su peso inicial.
La respuesta tumoral se expres6 como la respuesta parcial del tumor (RP) cuando el peso del tumor se redujo al
menos un 50% del tamafo inicial del tumor y la respuesta tumoral completa (RC) se defini6 como la incapacidad
para detectar el tumor tras palpar en el sitio inicial de la aparicién del tumor.

Resultados
(a) Actividad antitumoral y toxicidad del Ejemplo 15, 7 y 13 en ratones atimicos portadores de xenoinjertos HCT-8.

Los datos de la siguiente tabla muestran la actividad antitumoral y la toxicidad del vehiculo de control, Ejemplo 15,
Ejemplo 7 y Ejemplo 13 administrados por via oral durante 5 dias y 2 dias de descanso a la semana a ratones
atimicos portadores de xenoinjertos HCT-8. Los datos indican que el Ejemplo 13 y 15 tuvieron una actividad
antitumoral moderada contra los xenoinjertos HCT-8 con tasas inhibidoras del 35-40% y retardo del crecimiento
tumoral del 17% (Ejemplo 13) y del 57% (Ejemplo 15), respectivamente, en comparacion con el vehiculo de control
(doble de tiempo: 4,8 dias). Los cuatro ciclos de tratamiento planificados para los Ejemplos 13 y 15 no se
completaron debido al gran volumen tumoral que hizo necesario el sacrificio de los ratones. El Ejemplo 7 fue mucho
mas activo que los Ejemplos 13 y 15 contra los xenoinjertos HCT-8 con una velocidad de inhibicion del 65,9% y un
retardo de 142% de crecimiento del tumor. El Ejemplo 7 no produjo ninguna RP o RC. En cuanto a la toxicidad, el
vehiculo produjo una toxicidad leve con el grupo de animales de tumor HCT-8 individual con 5 dias de tratamiento y
2 dias de descanso a la semana x 2-4 semanas.

Tabla

Actividad antitumoral y toxicidad del Ejemplo 15, 7 y 13 en ratones atimicos portadores de xenoinjertos de
adenocarcinoma ileocecal HCT-8 humanos

Tratamiento Actividad antitumoral Toxicidad (%)
(mg/kg/d) MICT (%) TDT (dia) RP (%) RC (%) PMP letalidad
Vehiculo de control -- 48 + 03 0 0 55+ 19 0
Ejemplo 15 (5) 40,0+186 75%3,5 0 0 10,0+ 3,8 0
Ejemplo 7 (30) 659+11,0 116+25 0 0 12,2+6,8 0
Ejemplo 13 (25) 357+20,0 5612 0 0 85+29 0

MICT: maxima inhibicion del crecimiento del tumor; TDT: tiempo de duplicacion del tumor; RP: respuesta parcial del
tumor; RC: respuesta completa del tumor; PMP: pérdida maxima de peso con respecto al peso corporal previo al
tratamiento. El grupo de control recibié hidroxipropilmetilcelulosa al 0,2% (vehiculo)) a 200 ul por cada 20 g de peso
corporal del raton. Se usaron cinco ratones por cada grupo experimental con 10 tumores (en los flancos laterales
izquierdo y derecho).
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(a) Actividad antitumoral y toxicidad del Ejemplo 15, 7 y 13 en ratones atimicos portadores de xenoinjertos HT-29.
Los datos de la siguiente tabla muestran la actividad antitumoral y la toxicidad del vehiculo de control, Ejemplo 15,
Ejemplo 7 y Ejemplo 13 administrados por via oral durante 5 dias y 2 dias de descanso a la semana a ratones
atimicos portadores de xenoinjertos HT-29, que son mas resistentes a la mayoria de los agentes quimioterapéuticos
en comparacion con HCT-8. Los datos indican que los tres compuestos fueron mas activos frente a este tumor que
frente a HCT-8. Del mismo modo, el Ejemplo 13 fue el compuesto menos activo de los tres, con tasas inhibidoras del
48% y el retardo del crecimiento tumoral del 50% (el tiempo de duplicacion del tumor para el control fue de 7,8 dias).
Aungue el Ejemplo 15 produjo una inhibicion similar del crecimiento del tumor (58%), tuvo un menor efecto sobre el
retraso del crecimiento tumoral (retraso del 76% frente al 122%) en comparacion con el Ejemplo 7. No se produjo RP
ni RC mediante los tres agentes. Con respecto a la toxicidad, el Ejemplo 7 y 13 produjeron una menor pérdida de
peso corporal. El Ejemplo 7 fue mas téxico en el experimento con HT-29 en comparacién con el experimento con
HCT-8, con una pérdida de peso del 18% y un 40% de letalidad.

Tabla

Actividad antitumoral y toxicidad del Ejemplo 15, 7 y 13 en ratones atimicos portadores de xenoinjertos de carcinoma
de colon HT-29 humanos.

Tratamiento Actividad antitumoral Toxicidad (%)
(mg/kg/d) MICT (%) TDT (dia) RP (%) RC (%) PMP letalidad
Vehiculo de control - 7,8+0,8 0 0 56+4,2 0
Ejemplo 15 (5) 58,4+6,4 13,1+23 0 0 17,9+6,8 40
Ejemplo 7 (30) 58,5+17,4 17,3+4,8 0 0 7651 0
Ejemplo 13 (25) 476+6,7 11,7+12 0 0 44+22 0

MICT: maxima inhibicion del crecimiento del tumor; TDT: tiempo de duplicacion del tumor; RP: respuesta parcial del
tumor; RC: respuesta completa del tumor; PMP: pérdida maxima de peso con respecto al peso corporal previo al
tratamiento. El grupo de control recibid hidroxipropilmetilcelulosa al 0,2% (vehiculo)) a 200 ul por cada 20 g de peso
corporal del raton. Se usaron cinco ratones por cada grupo experimental con 10 tumores (en los flancos laterales
izquierdo y derecho).

Conclusién

En conclusion, los ejemplos 15 y 13 muestran una actividad antitumoral moderada, mientras que el Ejemplo 7 tuvo
una mejor eficacia antitumoral contra ambos xenoinjertos HCT-8 y HT-29.

El Ejemplo 15 fue mas toxico que los Ejemplos 7 y 15 en el estudio de HT-29.

A diferencia de la respuesta a la mayoria de los agentes quimioterapéuticos, los xenoinjertos HT-29 fueron mas
sensibles a los tres carbazoles en comparacion con la respuesta observada con los xenoinjertos HCT-8.

Los datos muestran que el Ejemplo 7 es un compuesto preferido frente a ambos xenoinjertos HCT-8 y HT-29.

En otro experimento, se demostré la actividad antitumoral del Ejemplo 7 en un modelo murino de neuroblastoma.
Los ratones transgénicos N-myc (TH-MYCN) portan el oncogén N-myc humano bajo el control de un promotor de la
tirosina hidroxilasa, que se expresa en células neuroectodérmicas durante el desarrollo temprano, y los ratones
desarrollan un equivalente murino del neuroblastoma humano. Estos ratones han demostrado ser un excelente
modelo que comparte varias caracteristicas importantes con la enfermedad humana, incluyendo el sitio del tumor y
sus metastasis, la histologia del tumor, la tincidn positiva para las proteinas marcadoras asociadas con el
neuroblastoma, la presencia de sinapsis y granulos neurosecretores, las ganancias y pérdidas de los cromosomas
en las regiones sinténicas con las observadas en el neuroblastoma humano, y la amplificacién del numero de copias
de N-myc especificamente en los tumores que se desarrollan.

La quimioterapia moderna ha mejorado espectacularmente las tasas de supervivencia para muchos tipos de cancer.
Sin embargo, el desarrollo de resistencia multifarmacoldgica en el ambito clinico para el neuroblastoma es una de
las principales causas de fracaso del tratamiento y salvar la resistencia multifarmacoldgica tiene un enorme potencial
clinico. Los farmacos dirigidos a nuevas vias que previamente no estaban implicadas en el neuroblastoma podrian
proporcionar una nueva via para los protocolos de tratamiento.

Los resultados del ensayo mostraron que el compuesto del Ejemplo 7 tiene una actividad antitumoral notable en este
modelo de neuroblastoma, aunque las dosis altas demostraron ser téxicas en algunos ratones. Los ratones tratados
con 30 mg/kg del Ejemplo 7 perdieron peso rapidamente y de forma inesperada (2 g en una noche, en algun caso) y
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fueron encontrados muertos con bazos pequefios y signos de deshidratacion. Los ratones que sobrevivieron a la
terapia estuvieron sin tumor durante un periodo que se extendié de 15 a 47 dias, sin embargo no todos los ratones
fueron tratados segun la misma pauta de dosificacion. Las dosis fueron modificadas segun la pérdida de peso. En
base a los resultados, el Ejemplo 7 presenta una buena eficacia en el modelo de neuroblastoma TH-MYCN.

La quimioterapia moderna ha mejorado espectacularmente las tasas de supervivencia para muchos tipos de cancer.
Sin embargo, el desarrollo de resistencia multifarmacoldgica en el ambito clinico para el neuroblastoma es una de
las principales causas de fracaso del tratamiento y la resistencia multifarmacolégica tiene un enorme potencial
clinico. Los farmacos dirigidos a nuevas vias que previamente no estaban implicadas en el neuroblastoma podrian
proporcionar una nueva via para los protocolos de tratamiento.

La administracion diaria del Ejemplo 7 también evit6 la aparicion de tumores en un modelo de raton transgénico
MMTV-neu de cancerogénesis mamaria.

El cancer de mama (CM) es un problema de salud grave debido a la alta incidencia de esta enfermedad y al éxito
limitado de los tratamientos disponibles. Se sabe que los antecedentes familiares de esta enfermedad junto con
varios factores genéticos especificos con alto grado de probabilidad predisponen a los individuos a padecer CM. Por
lo tanto, las mujeres de los grupos de alto riesgo de padecer CM, tedricamente, se pueden beneficiar de una terapia
preventiva contra el CM. Los presentes compuestos de carbazol pueden modular varias rutas celulares relacionadas
con el cancer en una direccion que conduce a la supresion del crecimiento tumoral. El compuesto del Ejemplo 7 no
causa efectos secundarios graves en los ratones cuando se administra a dosis terapéuticas (20-25 mg/kg). El
Ejemplo 7 no mostré actividad mutagénica en el ensayo de Ames. En este estudio, se probé el Ejemplo 7 como un
agente preventivo para el CM en ratones.

Modelo en animales: los ratones hembra MMTV-neu en los antecedentes de la cepa FVB expresan el proto-oncogén
Her2 no activado bajo el promotor de MMTV sensible a la estimulacion con estrégenos. Los ratones desarrollan
tumores mamarios espontaneos a partir de 24 semanas de edad, desarrollando normalmente un 70-80% de los
animales tumores a los 10 meses de edad. Los objetivos de este ensayo fueron: (a) comparar la incidencia de los
tumores en los ratones tratados con el Ejemplo 7 frente al vehiculo de control (agua) y (b) comparar la ganancia de
peso y el aspecto general de los ratones tratados con el Ejemplo 7 frente al vehiculo de control.

Disefio del estudio: se destetaron 40 ratones hembras de los reproductores a los 21 dias de vida y se colocaron en
jaulas separadas (4 ratones/jaula). En este momento, los ratones se marcaron y se asignaron a grupos de
tratamiento o control (20 ratones en cada uno). Se midid el peso corporal en ambos grupos una vez a la semana. A
partir de las 4 semanas de vida, se administr6 a los ratones del grupo de tratamiento agua que contenia el Ejemplo
7. Se calculd el consumo de liquido en los grupos de tratamiento y de control cada dia. En base a estas medidas, se
calculd el consumo de liquido por gramo de peso de ratdn, y se ajustd la concentracion del Ejemplo 7 en el agua
hasta la dosis terapéutica deseable. Se prepararon semanalmente soluciones del Ejemplo 7. Se hizo un seguimiento
de la formacién de tumores mediante palpado de las glandulas mamarias de los ratones una vez a la semana. Los
ratones fueron sacrificados cuando el tamafio del tumor acumulado hubo alcanzado el volumen de 1000 mm®.

Grupo | Numero de Dosis diana Modo de
ratones administracion
1 20 Ninguna (agua) Bebida diaria
2 20 aproximadamente 25 mg/kg del Ejemplo 7| Bebida diaria

Resultados preliminares: los ratones del grupo de tratamiento consumieron el Ejemplo 7 a una velocidad media de
20 mg/kg al dia. La variabilidad se debe a la precision limitada de la administracion de los farmacos a través del
agua bebida. No se observaron diferencias entre el tratamiento y el grupo de control en la distribucién de peso ni
anomalias en el aspecto de los animales.

En el transcurso del experimento se produjeron varias muertes espontaneas en los grupos de tratamiento y de
control. La causa de la muerte no estaba clara, porque los animales no tenian tumores y el examen patolégico post-
mortem bruto no mostré anomalias obvias. Ninguno de los ratones murié antes que varias semanas después del
comienzo de la administracion del Ejemplo 7. Durante el ensayo, tres ratones de control murieron aproximadamente
con 15, 41 y 42 semanas de vida, respectivamente. Siete ratones murieron en el grupo del Ejemplo 7 a diferentes
edades de entre 12 y 45 semanas (de 7 a 41 semanas desde el comienzo del tratamiento experimental).

Veitiuno y 19 ratones alcanzaron la edad de portar el tumor en los grupos de control y de tratamiento,
respectivamente. Entre ellos, se desarrollé un tumor en 14 (67%) de los ratones de control y 7 (37%) de los ratones
que recibieron el Ejemplo 7.

Esta prueba demostro:
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(a) la administracion crénica del Ejemplo 7 con agua potable a aproximadamente 20 mg/kg al dia no causoé
cambios en el peso corporal de los ratones;

(b) una mayor tasa de mortalidad en el grupo tratado con el Ejemplo 7 frente al grupo de control, pero la diferencia
no fue estadisticamente significativa y no habia correlacién entre la duracion y el periodo de tratamiento y la
muerte de los ratones; y

(c) una tasa mas baja de la carga tumoral entre los ratones tratados con el Ejemplo 7 en comparacion con los
animales de control.

Los compuestos de carbazol de la presente invencion también presentan actividad antiparasitaria. En particular, se
analizé el efecto de los compuestos de carbazol en el parasito de la malaria mediante el cultivo de Plasmodium
falciparum (cepa D10) in vitro en presencia o ausencia de compuestos de ensayo. Se seleccionaron compuestos de
carbazol activos e inactivos (con respecto a la activacion de p53) para la prueba, como era la quinacrina, un agente
convencional contra la malaria. La Tabla 3 resume las estructuras de los compuestos, junto con sus valores de CEsg
en el ensayo de activacion de p53.

Tabla 3. Compuestos de ensayo

Compuesto Estructura CEso, UM
wd e
g ¥
Ejemplo 2 ""-’-* 0,64
L
-
N -
W
Compuesto 400 ; Inactivo
'I“\-.I £e
[ =g
11(} h
oS
Ejemplo 7 e 0,37
g o
||-c,
Lo
-
\ =i .
Compuesto 500 ~ :_jJ Inactivo
-~
L,
...?_'- [
amd, b
Ejemplo 18 j; - 0,09
-
If'—
o o .
Quinacrina (QC) A aproximadamente 5
-"“»‘..-‘..-'l'lu.-"“-\; Q.
P -:L,;T
=] "]

Se analizaron el Ejemplo 2, el Compuesto 400 y el Ejemplo 7 a concentraciones de 29, 57 y 143 nM. El Compuesto
500, el Ejemplo 18 y la quinacrina se analizaron solo a 143 nM.

En cada experimento, se evaluaron microscopicamente 1.000 eritrocitos para determinar el niUmero de células
infectadas. En los experimentos de control (sin compuestos de ensayo afiadidos o PBS afiadido), el porcentaje de
células infectadas vario entre el 1,6% y 6,4%. Los indices de reduccion de la infectividad determinados en el estudio
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se muestran en la Fig. 12. La potencia del ensayo de activacién de p53 claramente, pero indirectamente, se
correlaciond con la inhibicién de Plasmodium falciparum in vitro. Tres compuestos activos del ensayo de activacion
de p53 (Ejemplos 2, 7 y 18) demostraron actividad antimalarica comparable a la quinacrina. Los compuestos
inactivos del ensayo de activacion de p53 (Compuestos 400 y 500) no mostraron una reduccion de la parasitemia.

Los compuestos de los Ejemplos 7, 13 y 15 también mostraron actividad antiprotozoaria. La tripanosomiasis africana
humana (TAH) o "enfermedad del suefio" es una de las infecciones tropicales mas importantes, pero igualmente mas
desatendidas. Esta causada por un protozoo, Trypanosoma brucei, que se transmite a los seres humanos por la
picadura de la mosca tsé-tsé (Glossina spp). Aunque fue casi eliminada en la década de los 60, la TAH ha
reaparecido a una escala epidémica en una serie de zonas sub-saharianas habitadas por la mosca tsé-tsé. Segun la
Organizacion Mundial de la Salud, aproximadamente 500.000 personas portan actualmente los tripanosomas y
moriran si no se tratan. La elevada mortalidad asociada con la TAH se debe, al menos en parte, a la falta de
farmacos eficaces que se pueden administrar faciimente.

Los farmacos usados actualmente para tratar la TAH estan anticuados, son toxicos y dificiles de administrar en el
campo. La suramina y la pentamidina, que se usan para tratar la enfermedad en una fase temprana, se deben
inyectar en un centro de salud. Sin embargo, el acceso a los centros de salud es poco comun en las zonas rurales
de Africa, en las que la enfermedad es endémica. Ademas, muchos pacientes en la fase temprana no buscan
tratamiento porque no saben que estan infectadas. Esto se debe a la escasa deteccion de las poblaciones en riesgo,
asi como a la naturaleza relativamente suave, variable e intermitente, de los sintomas de la TAH en las fases
tempranas. Para el momento que surgen los sintomas obvios, los pacientes normalmente ya se encuentran en la
fase tardia de la enfermedad. El tratamiento de la fase final de la TAH es especialmente problematico, ya que
implica la inyeccion de melarsoprol, un arsénico que quema literalmente a los pacientes a través de su inyeccion.
Este tratamiento es tan doloroso que muchos pacientes lo rechazan y tienen que ser contenidos fisicamente y
obligados a recibir la medicacion. Ademas, el melarsoprol tiene importantes efectos secundarios adversos que
provocan la muerte del 5-20% de los pacientes tratados. Por estas razones, asi como el problema esperado de la
resistencia farmacolodgica, existe la necesidad urgente de crear una fuente de nuevos farmacos oralmente
biodisponibles para ocupar el lugar de los anticuados medicamentos actuales.

Las pruebas han demostrado que los compuestos de los Ejemplos 7, 13 y 15 tienen una actividad notable contra T.
brucei (baja Clso nanomolar) in vitro. Se realizaron experimentos preliminares de desactivacion de T. brucei in vitro.
El ciclo de vida de T. brucei implica una etapa de desarrollo "prociclico” en la mosca tsé-tsé, y una forma de "torrente
sanguineo” en los seres humanos. Todos los estudios se realizaron con la etapa de torrente sanguineo del parasito,
porque es la etapa de desarrollo causante de la enfermedad.

Para evaluar las actividades relativas contra el tripanosoma de los Ejemplos 7, 13 y 15, y para determinar la
concentracion de cada compuesto que maté el 50% de los parasitos (Clso), se expuso T. brucei a un intervalo de
concentraciones de compuestos. La suramina, un farmaco convencional contra el TAH, se usé como control positivo.

Se sembro T. brucei del torrente sanguineo (3 x 10° células/ml) en una placa de 24 pocillos (500 ul de los medios por
pocillo). Se afiadieron las concentraciones de los compuestos (0-200 nM para el Ejemplo 7, 0-20 nM para el Ejemplo
13 y 0-3 nM para el Ejemplo 15) a las células (cultivos por duplicado). Los cultivos control recibieron volimenes
iguales de DMSO. Los tres compuestos de prueba eliminaron completamente a T. brucei ya que no se detectaron
parasitos después de 48 horas de cultivo en presencia de los farmacos. Los cultivos de control tratados con DMSO
(vehiculo) contenian parasitos a una densidad de 3 x 10%/ml.

La actividad tripanocida aumento en el Ejemplo 7 menos que en el Ejemplo 13, que fue menor que el Ejemplo 15,
con valores de Clsp de aproximadamente 43 nM aproximadamente, 6-11 nM, y aproximadamente 0,5 nM,
respectivamente. La Clsp de la suramina es superior a 300 nM.

Por lo tanto, los compuestos de la presente invencidn son excelentes para el desarrollo como farmacos tripanocidas.

Se analizé la actividad el compuesto del Ejemplo 15 frente a cepas de diferentes hongos. Se hizo un ensayo de
susceptivilidad in vitro con el Ejemplo 15 mediante los procedimientos CLSI M27A3 y M38A2 para 31 cepas de
hongos clinicos y de laboratorio. En general, las cepas seleccionadas demostraron diferentes patrones de
susceptibilidad para los farmacos antifingicos actuales. Para la evaluacion del Ejemplo 15, se analizaron 8 cepas de
Aspergillus spp., 21 de Candida spp., 1 de Cryptococcus neoformans 'y 1 de Debaryomyces hansenii.

Cepas de Aspergillus spp.: se usaron ocho cepas de Aspergillus spp. durante todo el estudio. También se analizaron
seis de A. fumigatus, una de A. flavus y una de A. terreus. El grupo de A. fumigatus incluyé dos cepas resistentes al
itraconazol (cepas RIT13 y RIT5) (1), una cepa de resistencia cruzada al triazol (MUT10) (2, 3), una cepa de
resistencia cruzada a la equinocandina (EMFRS678P) (4) y 2 aislados susceptibles de tipo narural (R21 y
ATCC13073). Las cepas "de no fumigatus” fueron sensibles a todos los antifungicos disponibles a excepcion del
aislado de A. terreus (menos susceptible a la anfotericina B de manera natural) (5).

Cepas de Candida spp.: en el estudio, se usaron 20 aislados clinicos de Candida spp. y una cepa de control de
laboratorio (C. albicans SC5314). En la coleccion se incluyeron:
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5 aislados de C. albicans, dos cepas de tipo natural (SC5314 y ATCC 36082), un aislado resistente a la
equinocandina (M205) (6) y dos aislados clinicos resistentes al fluconazol (3795 y 3184) (7).

3 cepas de C. krusei, 1 cepa de control de la ATCC (control de CLSI de ATCC 6258) y 2 cepas clinicas isogénicas
(98 y 100). 100 es resistente de forma cruzada a la equinocandina (8, 9).

2 cepas de C. glabrata, una cepa clinica de tipo natural (3168) y un aislado con resistencia cruzada a la
equinocandina (3830) (10).

2 cepas de C. tropicalis, una cepa de control de la ATCC (ATCC 750) y una cepa con resistencia cruzada a la
equinocandina (T3) (11).

2 cepas de C. dubliniensis, una cepa de tipo natural (3949) y la otra con efecto paraddgico contra la equinocandina
(M204).

4 cepas de Candida spp. con susceptibilidad a la equinocandina reducida de manera natural (12): 1 de C.
orthopsilosis (981224), 1 de C. metapsilosis (2006-113), C. parapsilosis (control de CLSI de ATCC 22019 )y C.
guilliermondii (ATCC6260) (13).

Otra Candida spp. y géneros: 1 de C. rugosa (M83), 1 de C. lipolytica (M159), C. lusitaniae (200450), 1 de
Cryptococcus neoformans (499) y 1 de Debaryomyces hansenii.

Pruebas de susceptibilidad: la prueba de susceptibilidad in vitro de Ejemplo 15 se realizé usando procedimientos
normalizados del CLSI para la levadura (M27A3) (14) y para mohos (M38A2) (15). Las lecturas de la MCI (minima

concentracion inhibitoria) se realizaron a las 24 y 48 horas.

Tabla 1: susceptibilidades in vitro de cepas fungicas contra el Ejemplo 15

Ejemplo 15
Cepa Organismo Genotipo Fenotipo
MCI* (24 h) MCI* (48 h)
ATCC 13073 | A. fumigatus tipo natural Susceptible 2,56 5,13
R21 A. fumigatus tipo natural Susceptible 1,28 2,56
MUT10 A. fumigatus Cyp51Ap G13gc | resistenciacruzada | g qq 1,28
al triazol
AfuMDR3 y
RIT5 @ A. fumigatus AfuMDR4  sobre- Re3|sten0|a al 0,66 1,28
expresados itraconazol
constitutivamente
sobreexpresion de
ARUMDR3 Y Resistencia al
RIT132 A. fumigatus AfuMDR4 inducida . 1,61 1,28
. itraconazol
por azoles mas
Cyp51Ap G54E
EMFRS678P | A. fumigatus Fks1pS678P Resistencia cruzada | g 2,56
a la equinocandina
AFCLF9128 A. flavus tipo natural Susceptible 0,33 0,33
At123 A. terreus tipo natural Res:istencia aAMB 0,08 1,28
intrinseca
SC5314 C. albicans tipo natural Susceptible 0,04 0,08
ATCC36082 C. albicans tipo natural Susceptible 0,04 0,04
M205 C. albicans Fks1pS645P Resistencia cruzada | 1 0,33
a la equinocandina
. Erg11p Resistencia al
3795 C. albicans F136L/K134R fluconazol 0,16 0,16
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(Continuacion)

Ejemplo 15
Cepa Organismo Genotipo Fenotipo
MCI* (24 h) MCI* (48 h)
3184 C. albicans sobreexpresion de| Resistencia al 0,33 0,66
CDR1 fluconazol
3168 C. glabrata tipo natural Susceptible 0,16 0,16
3830 C. glabrata Fks2pS663P Resistencia cruzada | 1 0,16
a la equinocandina
Susceptible
ATCC 6258 | C. krusei tipo natural (resistencia al 0,33 0,66
fluconazol de
manera natural)
Susceptible
98® C. krusei tipo natural (resistendia al 0,33 0,33
fluconazol de
manera natural)
100° C. krusei Fks1pF655F/C Resistencia cruzada | - 54 0,33
a la equinocandina
ATCC750 C. tropicalis tipo natural Susceptible 0,08 0,16
T3 C. tropicalis Fks1pSe455/p® | Resistenciacruzada) g, 0,04
a la equinocandina
3949 C. dubliniensis tipo natural Susceptible 0,16 0,16
Efecto paradogico
204 C. dubliniensis tipo natural contra la 0,16 0,16
equinocandina
M159 C. lipolytica tipo natural Susceptible 0,02 0,08
M83 C. rugosa tipo natural Susceptible 0,16 0,66
200450 C. lusitaniae tipo natural Susceptible 0,04 0,16
Susceptibilidad
ATCC6260 C. guilliermondii tipo natural reducida cruzada a 0,08 0,16
la equinocandina
Susceptibilidad
ATCC 22019 | C. parapsilosis tipo natural reducida cruzada a 0,08 0,08
la equinocandina
Susceptibilidad
981224 C. orthopsilosis tipo natural reducida cruzada a 0,16 0,16
la equinocandina
Susceptibilidad
2006-113 C. metapsilosis tipo natural reducida cruzada a 0,16 0,16
la equinocandina
20124 Debaryomyces tipo natural Susceptible 0,16 0,16
hansenii
499 Cryptococcus tipo natural Susceptible 0,02 0,08
neoformans

*Media geométrica de dos repeticiones en pM.

#numero de aminoacido correspondiente al equivalente de C. albicans.
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Susceptibilidades al Ejemplo 15 de Aspergillus spp.: las cepas de A. flavus y A. terreus son mas sensibles al
Ejemplo 15 que las cepas de A. fumigatus (24 h, MCI, medias geom. 0,40 y 1,59 uM, respectivamente). Por otra
parte, no hubo diferencias en la MCI entre las cepas resistentes al azol y a la equinocandina y las susceptibles
(Tabla 1).

Susceptibilidades al Ejemplo 15 de levaduras: no hubo diferencias en las MCI del Ejemplo 15 entre los aislados
resistentes o susceptibles al azol o a la equinocandina. Como media, las MCI de las levaduras fueron 8 veces
inferiores a la MCI de Aspergillus spp. (Tabla 1). Las MCI obtenidas para el Ejemplo 15 son compatibles o mejores
que las MCI para los farmacos antifingicos convencionales. Las cepas resistentes al azol y a la equinocandina son
sensibles para el Ejemplo 15.

Efecto del Ejemplo 15 en la viabilidad de Aspergillus fumigatus: se evaluo la actividad antifiungica del Ejemplo 15 en
la cepa Af293 de A. fumigatus usando el ensayo de viabilidad con XTT. Se eligidé esta cepa porque es una de las
cepas mejor caracterizadas y fue la cepa usada para la secuenciacion del genoma de A. fumigatus. El ensayo de
viabilidad con XTT se basa en la reducciéon de la sal de tetrazolio (XTT) en presencia de menadiona como un agente
de acoplamiento de electrones. Existe una relacién entre el nimero de hongos viables y la cantidad de reduccion de
XTT (16).

Procedimientos

Se usaron los mismos procedimientos descritos anteriormente en la realizacion del ensayo de XTT (17). Se
sembraron conidios de Af293 en tubos con BHI inclinados de Sabouraud con cloranfenicol y gentamicina (Becton
Dickinson, MD), se incubaron durante 7 a 10 dias a temperatura ambiente y se recogieron mediante lavado del tubo
inclinado con 10 ml de Tween 20 al 0,05% en solucion salina normal (SN). A continuacion, se paso la suspension de
conidios a través de un filtro de 100 um, se contaron en un hemocitémetro y se diluyeron hasta 2,0 x 10% UFC/m.
Luego se diluyeron los conidios 1:50 en RPMI tamponado con MOPS (acido morfolinpropanosulfénico) (pH 7,0). Se
uso una solucidon madre del Ejemplo 15 disuelta en DMSO. Se diluy6 el Ejemplo 15 se diluyé en RPMI tamponado
con MOPS (pH 7,0) (concentracion final de DMSO: 2% antes de la adicion a las suspensiones de hongos). Después
de la adiciéon del medio que contenia farmaco a cada pocillo, se afiadid la suspension de conidios (100 pl) (t = 0 h).
Los pocillos de control contenian conidios, medio y vehiculo sin farmaco. Los pocillos de blanco consistian en medio
solo sin conidios. Un experimento inicial usando un intervalo amplio de concentraciones del Ejemplo 15 sin hongo
afadido demostré que el reactivo del Ejemplo 15 no afecto a la densidad optica en el ensayo de XTT. Se incubaron
las placas a 37 °C, y se llevd a cabo el ensayo de XTT a las 24 h esencialmente como se ha descrito previamente
(16), pero con una ligera adaptacion. Se disolvié una solucion madre de XTT (Sigma Chemical, St. Louis, MO) en SN
(1 mg/ml). Se preparé una solucion 10 mM del agente de acoplamiento de electrones menadiona (Sigma Chemical)
en acetona y después se diluyd 1:10 en SM. Se prepard una solucion de trabajo que consistia en 4,0 ml de XTT y
0,5 ml de menadiona inmediatamente antes de su uso. Se afadieron cincuenta microlitros de la soluciéon de
combinacién a cada pocillo, y se incubaron las placas durante 2 horas a 37 °C. Se transfirieron cien microlitros de
sobrenadante a una placa nueva, y se determiné la densidad dptica a 450 nm (DOusg) usando un lector de placas
Labsystems Multiskan Plus. Las concentraciones finales de XTT y menadiona en cada pocillo eran 200 pug/ml y
25 uM, respectivamente.

El Ejemplo 15 tuvo actividad antifingica contra Af293. La CI50 fue de aproximadamente 2,5 pM. La supresion
completa del crecimiento fungico se produjo a concentraciones del Ejemplo 15 superiores a 12,5 yM, basandose en
la inspeccion visual de los pocillos.
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El compuesto de carbazol de la presente invencién también presenta actividad antibacteriana. En particular, se
determiné el efecto de los compuestos de carbazol de la presente invencidon en bacterias Gram positivas (Bacillus
subtilis) y Gram negativas (DH5-a) mediante el siguiente procedimiento, y se resume en las Figuras 13ay 13b.

Ensayo in vitro para evaluar el efecto de los compuestos de carbazol en bacterias Gram (-) y Gram (+).
Equipo

Lector de placas de 96 pocillos (por ejemplo, Multiscan, LabSystems, Inc)
Pipeta multicanal de intervalo 50-300 ul

Filtros

Placas de 96 pocillos (Coming Costar Cat. N° 3598)

Placas petri de 100 mm

Asas de siembra estériles de 1 pl (Fisher 22-170-209)

Tubos de fondo redondo con tapa a presion de 14 ml (Falcon 352059)
Materiales

DHS-a (bacterias Gram (-) de E. coli)

Bacillus subtilis (bacterias gram (+))

Agar LB de Difco (BD 244510 para DHS-a)

Caldo LB de Difco (BD 244610 para DHS-a)

Caldo de nutrientes de Difco (BD 233000 para DHS-a)

Agar de nutrientes de Difco (BD 212000 para B. subtilis)

Procedimiento

Preparacion de reactivos

Para preparar las placas para el cultivo de DH5-a, se combinan 40 g de agar LB de Difco por cada litro de agua
MilliQ. Autoclave en la configuracion de liquidos. Cuando el recipiente que contiene la solucion esta frio, se vierte en
placas petri de 100 mm y se dejan ligeramente destapadas para evitar la acumulacién de humedad en forma de
geles de agar. Se estallan las burbujas que se forman antes de la sedimentacion del agar. Se conserva a 4 °C.

Para preparar el medio para el cultivo de DH 5-a, se combinan 25 g de caldo LB de Difco por cada litro de agua
MilliQ. Autoclave en la configuracién de liquidos para esterilizar.

Para preparar las placas para el cultivo B. subtiles, se combinan 23 g de agar de nutrientes de Difco por cada litro de
agua MilliQ. Autoclave en la configuraciéon de liquidos. Cuando el recipiente que contiene la solucion esta frio, se
vierte en placas petri de 100 mm y se dejan ligeramente destapadas para evitar la acumulacion de humedad en
forma de geles de agar. Se estallan las burbujas que se forman antes de la sedimentacion del agar. Se almacenan a
4 °C.

Para preparar el medio para el cultivo de B. subfiles, se combinan 8 g de caldo de nutrientes de Difco por cada litro
de agua MilliQ. Autoclave en la configuracion de liquidos para esterilizar.

Preparacion de las bacterias

Dos dias antes del inicio del ensayo de citotoxicidad, se inoculan DH5-a y B. subtilis en 1 ml de medios
correspondientes de soluciones madre de glicerina. Se dejan crecer durante un dia a 37 °C con agitacion.
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Se mueve rapidamente cada bacteria en las placas de agar apropiadas usando un asa de siembra estéril y se deja
crecer durante la noche a 37 °C en la incubadora de bacterias.

Con el uso de un asa de siembra estéril, se recoge una sola colonia de bacterias y se inoculan 5 ml de los medios
correspondientes en un tubo con tapdn a presion de 14 ml. Se cultivan durante la noche (~ 16 h) a 37 °C con
agitacion.

El dia siguiente, se mide la DOeoonm para el cultivo para garantizar que las bacterias estan en crecimiento
exponencial (DOgoonm = 0,4-0,8).

Ensayo de la citotoxicidad (1)

Se diluyen 5 ml de cultivos de DH5-a y B. subtilis a una DO600nm de 0,002, que corresponde a aproximadamente 2
x 10° células/ml en un volumen suficiente para el experimento (en funcidon del numero de placas). Se retiran 50 yl en
cada pocillo de X placas de 96 pocillos (X = N° de placas necesario para un experimento dado).

Los compuestos se afadiran a la placas en diluciones del triple de 0,005 a 50 uM de acuerdo con la Tabla 2.

Los productos quimicos para el ensayo se prepararon mediante la dilucion de las soluciones madre en caldo LB o
caldo nutritivo para los estudios de DH5-a y de B. subtilis, respectivamente. Las células se tratan con las
concentraciones quimicas finales presentadas en el esquema que figura a continuacion (Tabla 2). Las soluciones
madre se preparan en DMSO. Tipicamente, los productos quimicos se preparan como soluciones madre 20 mM. Sin
embargo, esta concentracion depende de la solubilidad de un producto quimico determinado, y las concentraciones
madre reales se deben anotar en el momento del experimento.

Tabla 4. Esquema de una placa experimental con concentraciones finales de productos quimicos

Control Control
Compuestos de carbazol (Comp. W, X, Y, X) (uM)
pos. neg.

Comp. | 100 pg/ml de

DMSO | 0,00762 | 0,0229 | 0,0686 | 0,206 | 0,617 | 1,25 | 1,85 | 5,56 | 16,67 | 50
w ampicilina

Comp. | 100 pg/ml de DMSO

0,00762 | 0,0229 | 0,0686 | 0,206 | 0,617 | 1,25 | 1,85 | 5,56 | 16,67 | 50
w ampicilina

Comp. | 100 pg/ml de DMSO

0,00762 | 0,0229 | 0,0686 | 0,206 | 0,617 | 1,25 | 1,85 | 5,56 | 16,67 | 50
X ampicilina

Comp. | 100 pg/ml de DMSO

0,00762 | 0,0229 | 0,0686 | 0,206 | 0,617 | 1,25 | 1,85 | 5,56 | 16,67 | 50
X ampicilina

Comp. | 100 pg/ml de DMSO

0,00762 | 0,0229 | 0,0686 | 0,206 | 0,617 | 1,25 | 1,85 | 5,56 | 16,67 | 50
Y ampicilina

Comp. | 100 pg/ml de DMSO

0,00762 | 0,0229 | 0,0686 | 0,206 | 0,617 | 1,25 | 1,85 | 5,56 | 16,67 | 50
Y ampicilina

Comp. | 100 pg/ml de DMSO

0,00762 | 0,0229 | 0,0686 | 0,206 | 0,617 | 1,25 | 1,85 | 5,56 | 16,67 | 50
V4 ampicilina

Comp. | 100 pg/ml de DMSO

0,00762 | 0,0229 | 0,0686 | 0,206 | 0,617 | 1,25 | 1,85 | 5,56 | 16,67 | 50
V4 ampicilina

Cada compuesto quimico del banco de compuestos que a de ser probado requiere 2 filas de una placa de 96-
pocillos, por lo tanto, se pueden analizar en una placa simultaneamente 4 productos quimicos (por ejemplo, W, X, Y,
Z). Ademas de los productos quimicos de ensayo, cada placa debe incluir controles positivos y negativos. Como
control positivo, se usa ampicilina a 100 pug/ml. Como control negativo, se usa DMSO en una cantidad igual al
volumen mas elevado del compuesto de ensayo usado (DMSO al ~0,25% para 50 uM).

Las diluciones de los productos quimicos que se afiaden a la placa se preparan como 2 x concentraciones en
medios de bacterias adecuadas y se afaden a los pocillos correspondientes en un volumen de 50 pl.

Los productos quimicos se diluyen en medios bacterianos apropiados en diluciones en serie del triple a partir de
50 uM (por ejemplo, el doble de la concentracién mas alta (por ejemplo, 50 uM) = 100 uM). Se necesitan 300 pl de la
concentracion doble mas alta con el fin de usar 1/3 para hacer la primera diluciéon y 200 yl de los medios para todas
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las diluciones posteriores. Se mezclan 100 pl de la concentracion doble mas alta con 200 pyl de medios y, a
continuacion, se mezclan 100 pl de la primera dilucion con 200 pl de los medios para producir la siguiente dilucion.
Este procedimiento se repite hasta que se prepara un total de 10 dosis dobles.

Ademas de un control positivo afiadido a una concentracién a cada placa, se afiade el control positivo de ampicilina
a cada ensayo ejecutado en un intervalo de concentraciones completo (diluciones del triple) para garantizar el
rendimiento del ensayo adecuado y constante (estimado mediante la comparacion de las curvas de dosis respuesta
entre las series).

Tras la adicion de compuestos de carbazol a placas de 96 pocillos que contenian bacterias, se transfieren las placas
a la incubadora de bacterias a 37 °C durante 48 horas. Después de la incubacion, se medira la DOgoonm para cada
pocillo de las placas de 96 pocillos.

Andlisis de los datos

Se compara la DO600nm media de las soluciones del compuesto de ensayo con la del control de DMSO dividiendo
la DO600nm media de la solucién de ensayo entre la del control de DMSO y multiplicando por 100 para producir el %
control de DMSO (es decir, el % de citotoxicidad). Se representa graficamente el % del control de DMSO frente a la
concentracion de compuesto para generar curvas en forma sigmoidal. Una vez completadas tres series, los datos
brutos de las tres series se usan para calcular la Clso.

Los resultados de la prueba demostraron que los compuestos de carbazol de los Ejemplos 15, 7, 4, 12, 13, 17 y 18,
y el Compuesto 18c-1 demostraron un efecto antibacteriano contra siibtilis B. y HB 101 de E. coli en un intervalo de
potencias. Las bacterias Gram (+) parecieron mas sensibles a los presentes compuestos de carbazol. Ademas,
varios de los compuestos de carbazol, por ejemplo, los Ejemplos 15 y 17, fueron mas eficaces contra las bacterias
que el control de ampicilina. Por lo tanto, los presentes compuestos de carbazol demuestran una actividad
antibacteriana definida.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que tiene una férmula estructural:

R! RE O

Ra“c C"Rb
R? N RS
R? (CHg,, R*

HCII-R7
R R

en la que R® esta seleccionado del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo Ci., haloalquno Cis, C|cloanU|Io
heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, OR®, N(R®), y SR®; alternativamente, cualquiera de R® y R'o NR® y R' , junto
con los atomos de carbono a los que estan unidos, forman un anillo heterociclico o carbociclico alifatico de cinco
o) sels miembros;

R’ esta seleccionado del grupo que consiste en hidrogeno, alquilo Ci., haloalqb uilo C1 -6, C|cloanU|Io
heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, OR®, N(R®), y SR®; alternativamente, cualquiera de R’y R® o NR® y R® , junto
con los atomos de carbono a los que estan unidos, forman un anillo carbociclico alifatico de cinco o seis
miembros, o un anillo heterociclico o carbociclico alifatico de cinco o seis miembros;

R® esta seleccionado del grupo que consiste en hldrogeno alquilo C4s, hidroxialquilo C4s, cicloalquilo,
heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo y C(=0)R®, o R° y R® se toman conjuntamente para formar un anillo alifatico
de cinco, seis o siete miembros que contiene opcionalmente un atomo de oxigeno;

R? esta seleccionado del dgrupo que consiste en hidrogeno, alquilo C1, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo,
heteroarilo y C(=0)R®, o Ry R’ junto con los atomos a los que estan unidos forman un anillo alifatico de cinco o
seis miembros;

R® esta seleccionado independientemente del grupo que consiste en hidrogeno, alquilo Ci, cicloalquilo,
heterocicloalquilo, arilo y heteroarilo, o dos grupos R® se toman junto con un nitrégeno al que estan unidos para
formar un anillo alifatico de cinco o seis miembros;

R1, R2, R3, R4, R® y R® estan seleccionados independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo
C1.6, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, halo, OR®, C(=0)R°®, C(=0)OR®, OC(=0)R®, C(=0)N(R®),,
C(=0)NR®°SO2R®, N(R®)2, NR°C(=0)R®, R°C(=O)N(R°®)2, CN, NO,, CF3, OCF3;, SR®, SOR®, SO,R®, SO:N(R®), y
0302CF3;

R’ esta seleccionado del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C1., cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo y
heteroarilo; y

nes0,1,2,3,405,

0 una de sus sales o uno de sus hidratos farmacéuticamente aceptables.
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2. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que el compuesto tiene una férmula estructural general (la):

0 R! RS O
th H
Ra’c C‘R"
R2 T RS
R3 4
(CHy),
fﬁ: R’
R"'N‘Rd

r

en la que R? es alquilo Cy.3, haloalquilo C14, cicloalquilo Cs.s, N(R®)2 0 OR®, 0 R? y R', junto con los atomos de
carbono a los que estan unidos, forman un anillo carbociclico alifatico de cmco 0 seis miembros;

R® es alquilo C1.4, haloalquilo C14, cicloalquilo Cas, N(R%)2 0 OR®, 0 Ry R®, junto con los atomos de carbono a
los que estan unidos, forman un anillo carbociclico alifatico de cinco o seis miembros, o un anillo alifatico de
cinco o seis miembros que contiene un atomo de nitrégeno;

R es alquilo C4 6, cicloalquilo Cs-50 hidroxialquilo C1 3;

R es hidrégeno, alquilo C1.4 o cicloalquilo Cs.5, 0 R® y R’ junto con los atomos a los que estan unidos, forman un
anillo alifatico de cinco o seis miembros que contiene un atomo de nitrogeno, o R®y R?se toman conjuntamente
para formar un anillo alifatico de seis o siete miembros que contiene opcionalmente un atomo de oxigeno;

R es independientemente hidrégeno o alquilo C1.3;

R es hidrégeno o alquilo C.3;

R es hldrogeno hidroxilo o alcoxilo C1.3;

R y R* son independientemente hidrégeno o alquilo C+.3;

R es hidrégeno, hidroxilo, alcoxilo C1.3 0 halo;

R es hidrégeno, alquilo C+.3, alcoxilo C4-3 0 halo;

R es hidrégeno o alquilo C1.3; ¥

nes0,1,2,3,405,

0 una de sus sales o uno de sus hidratos farmacéuticamente aceptables.

3. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que el compuesto tiene una formula estructural general (Ib):

o R! R O
1} I
Ra’c C\Rb
RZ T RS
R3 R?

{ CHjn

H(l:—R"

RC'N‘Rd

]

en la que R® es metilo, etilo, n-propilo, ciclopropilo, NH(CH3) o OCH3, 0 R® y R1, junto con los atomos de
carbono a los que estan unidos, forman un anillo carbociclico alifatico de cinco miembros;

R® es metilo, etilo, n-propilo, ciclopropilo, NH(CH3) o OCHs, o RP y R6, junto con los atomos de carbono a los que
estan unidos, forman un anillo carbociclico alifatico de cinco miembros o un anillo alifatico de cinco miembros
que contiene un atomo de nitrégeno;

R°® es metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, ciclobutilo o 2-hidroxietilo;

R es hidrogeno, metilo, etilo o ciclobutilo, o R® y R’, junto con los atomos a Ios que estan unidos, forman un
anillo alifatico de cinco miembros que contiene un atomo de nitrégeno, o Ry R? se toman conjuntamente para
formar un resto morfolino; un resto tetrahidrofurilo; un resto piperidinilo; un resto
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o un resto

R es hidrogeno;

R es hldrogeno hidroxilo o metoxilo;

R y R* son hidrégeno;

R es hidrégeno, hidroxilo, metoxilo o fluoro;

R es hidrogeno, metilo, metoxilo o fluoro;

R es hidrogeno; y

nes 102,

o una de sus sales o uno de sus hidratos farmacéuticamente aceptables.

4. Un compuesto que tiene una formula estructural:

RQ R14
O,N NO,
R0 ';‘ R13
R11 (CHz) R12
1
CI:H—RB
RN “RY

2l

en la que R' esta seIecaonado deI grupo que consiste en hidrogeno, alquilo C1., cicloalquilo, heterocicloalquilo,
arilo, heteroarilo, y C(=O)R", o R"y R? se toman conjuntamente para formar un anillo alifatico de cinco, seis o
siete miembros que contiene opcionalmente un atomo de oxigeno;

RY esta selecmonado del grupo que consiste en hidrogeno, alquilo C1., cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo,
heteroarilo y C(=0)R", o R? y R® junto con los atomos a los que estan unidos forman un anillo alifatico de cinco,
sels o siete miembros;

R" esta seleccionado independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo Ci, cicloalquilo,
heterocicloalquilo, arilo y heteroarilo, o dos grupos R" tomados junto con un nitrégeno al que estan unidos
forman un anillo alifatico de cinco o seis miembros;

R® esta seleccionado del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C1., cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo y
heteroarllo

R’ R R", R R" y R™ estan seleccionados independientemente deI grupo que consiste en hldrogeno
anU|Io C1 6 C|cloanU|Io heteromcloalquno arilo, heteroarllo halo, OR", C(=0)R", C(=0)OR", OC( O)R

C(=O)N(R ) ( O)NR SO.R", N(R )2, NR°C(= O)R NR" C(=O)N(R )2, CN NO,, CFs, OCF3; SR", SOR"

SO2R", SO:N(R ) y OSO.CF3; y

pes0,1,2,3,405,

con la condicién de que cuando p sea 2, uno de entre R’ y RY es diferente de etilo,

o una de sus sales o uno de sus hidratos farmacéuticamente aceptable.
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5. El compuesto de la reivindicacion 4, en el que el compuesto tiene una formula estructural general (lla):

RS R14
O,N NO,
R10 N R13
R11 (CI:Hz)p R12
c:;H—-RB
f- N ‘Rg

en la que R es alquilo C1;

R® es hidrégeno o alquilo C14, 0 Ry R, junto con los atomos a los que estan unidos, forman un anillo alifatico
de cinco o seis miembros que contiene un atomo de nitrégeno;

R es hidrégeno o alquilo C.3;

R es hldrogeno hidroxilo o alcoxilo C4-3;

R y R' son independientemente hidrégeno o alquilo C+.3;

R es hidrégeno, hidroxilo, alcoxilo C+.3 0 halo;

R es hidrégeno, alquilo C4-3 0 alcoxilo Ci.3;

R® es hidrégeno o alquilo C1.3; y

pes0,1,2,3,405,

con la condicién de que cuando p sea 2, uno de entre R’ y RYes diferente de etilo;
0 una de sus sales o uno de sus hidratos farmacéuticamente aceptables.

6. El compuesto de la reivindicacion 4, en el que el compuesto tiene una férmula estructural (l1b):

O,N NO,

en la que R" es metilo o etilo;

R® es hidrogeno o metilo, o R% y R®, junto con los atomos a los que estan unidos, forman un anillo alifatico de
cmco miembros que contiene un atomo de nitrégeno;

R® es hidrogeno; y

pes102,

0 una de sus sales o uno de sus hidratos farmacéuticamente aceptables.

7. El compuesto de la re|V|nd|caC|on 1, en el que R? es metilo, etilo, NH(CH3), OCH3 o forma un anillo alifatico de
cinco miembros con R, R® es metilo, etilo, NH(CHs), OCHs, forma un anlllo allfatlco de cinco miembros con R® o
forma un anillo alifatico de cinco mlembros que contiene nitrégeno con R, y R? es hidrégeno, metilo, etilo o un anillo
alifatico de cinco miembros con R”

8. El compuesto de la re|V|nd|caC|on 1, en el que R es hidrégeno o forma un anillo alifatico de cmco miembros con
R? R es hidrégeno o hidroxilo, R? es hidrégeno, R es hidrogeno, R’ es hidrégeno o hidroxilo, R® es hidrégeno,
forma un anillo alifatico de cinco miembros con R® o forma un anillo alifatico de cinco miembros que contiene
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nitrégeno con R® R’ es hidrégeno o forma un anillo de cinco miembros con RY ynes2o03.

9. El compuesto de la reivindicacion 4, en el que R es metilo o etilo, R? es hidrogeno, metilo, etilo o forma un anillo
alifatico de cinco miembros que contiene nitrégeno con R' y R8, oR®es hidrégeno; Rg, R1°, R”, R12, R" y R'™ son
hidrégeno, p es 2 0 3.

5 10. Un compuesto que tiene una féormula estructural:

CH,
Q N/CH;,
0] N
i |
<Oy Oy
3
; v
(C':Hz)z (?Hz)z
CoHs™ “CaHs y CHs™ “CoHs

11. El compuesto de la reivindicacion 1 o 4 que tiene un valor de CEsp para la activacion de p53 de menos de
10 aproximadamente 1,35 pM.

12. Un compuesto de la reivindicacion 1, 4 o 10 seleccionado del grupo que consiste en:

b o

3b 3d

o
N~ N

e

™

3e I
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™ ™ M

13e , 13f s 139
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rw i o

13h , 13i i 13
O O e}
|° |° '°
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13. Un compuesto seleccionado del grupo que consiste en el compuesto de la reivindicacion 1, el compuesto de la
reivindicacion 4, el compuesto de la reivindicacion 10 o un Compuesto 100 de férmula

N .

l/N\|
para su uso en el tratamiento de un cancer mediante la administracion del compuesto en una cantidad
terapéuticamente eficaz a un individuo en necesidad del mismo.

14. El compuesto de la reivindicacion 13 para su uso en el tratamiento de un cancer segun la reivindicacion 13, en el
que el cancer esta seleccionado del grupo que consiste en carcinomas, carcinoma de vejiga, cancer de vejiga
acelerado y metastasico, carcinoma de mama, carcinoma de colon, cancer colorrectal, carcinoma de rifidn,
carcinoma de higado, cancer pulmonar de células pequefias y no pequefias, adenocarcinoma de pulmén, carcinoma
de ovario, carcinoma de prostata, carcinoma de testiculos, carcinomas del tracto genitourinario, carcinomas del
sistema linfatico, carcinoma de recto, carcinoma de laringe, carcinoma de pancreas, carcinoma pancreatico exocrino,
carcinoma de esoéfago, carcinoma de estdbmago, carcinoma de vesicula biliar, carcinoma de cuello del utero,
carcinoma de tiroides, carcinoma de renal, carcinoma de piel, carcinoma de células escamosas, tumores
hematopoyéticos de linaje linfoide, leucemia, leucemia linfocitica aguda, leucemia linfoblastica aguda, linfoma de
linfocitos B, linfoma de linfocitos T, linfoma de Hodgkins, linfoma de no Hodgkin, linfoma de células pilosas, linfoma
histiocitico, linfoma de Burketts, tumores hematopoyéticos de linaje mieloide, leucemias mielégenas agudas y
cronicas, sindrome mielodisplasico, leucemia mieloide, leucemia promielocitica, tumores del sistema nervioso central
y periférico, astrocitoma, neuroblastoma, glioma, schwannomas, tumores de origen mesenquimal, fibrosarcoma,
rabdomioscarcoma, osteosarcoma, melanoma, xenoderma pigmentoso, queratoactantoma, seminoma, cancer
folicular de tiroides, teratocarcinoma, carcinoma de células renales (CCR), cancer de pancreas, mieloma, leucemia
mieloide y linfoblastica, neuroblastoma, glioblastoma; canceres colorrectales, canceres de cabeza y cuello, canceres
pancreaticos, canceres de mama, canceres gastricos, canceres de vejiga, canceres de vulva, linfomas, melanomas,
carcinomas de células renales, canceres de ovario, tumores cerebrales, osteosarcomas y carcinomas pulmonares,
tumores sdlidos, es decir, carcinomas y sarcomas, neoplasmas malignos derivados de células epiteliales que se
infiltran en tejidos circundantes y dan lugar a metastasis, adenocarcinomas, sarcomas, oncologia pediatrica y de
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adultos, crecimiento de malignidades/tumores soélidos, carcinoma de células mixoides y redondas, tumores
localmente avanzados, cancer metastasico, sarcomas de tejidos blandos humanos, sarcoma de Ewing, metastasis
de cancer, incluyendo metastasis linfaticas, carcinoma de células escamosas, carcinoma de células escamosas de
cabeza y cuello, carcinoma de células escamosas de esofago, carcinoma oral, malignidades de células sanguineas,
mieloma multiple, leucemias, leucemia no linfocitica aguda, leucemia linfocitica crénica, leucemia mielocitica crénica,
leucemia de células pilosas, linfomas de derrame, linfoma timico, cancer de pulmén, carcinoma de células
pequefias, linfoma cutaneo de linfocitos T, cancer de la corteza suprarrenal, tumores productores de ACTH,
canceres de células no pequefas, cancer de mama, carcinoma de células pequefias, carcinoma ductal, canceres
gastrointestinales, cancer de estdbmago, cancer de colon, pdlipos asociados con neoplasia colorrectal, cancer de
higado, canceres urolégicos, cancer de vejiga, tumores de vejiga primarios superficiales, carcinoma invasivo de
células transicionales de la vejiga, cancer de vejiga con invasion muscular, cancer de préstata, tumores malignos del
tracto genital femenino, neoplasmas epiteliales peritoneales primarios, carcinoma cervical, canceres endometriales
uterinos, cancer vaginal, cancer de vulva, cancer uterino, tumores solidos del foliculo ovarico, tumores malignos del
tracto genital masculino, cancer testicular, cancer de pene, cancer de rifion, tumores cerebrales intrinsecos,
neuroblastoma, tumores cerebrales astrociticos, invasion metastasica de células tumorales en el sistema nervioso
central, canceres de hueso, osteomas, osteosarcomas, canceres de piel, melanoma maligno, progresiéon tumoral de
queratinocitos de piel humana, cancer de células escamosas, cancer de tiroides, retinoblastoma, neuroblastoma,
derrame peritoneal, derrame pleural maligno, mesotelioma, tumores de Wilms, cancer de vesicula biliar, neoplasmas
trofoblasticos, hemangiopericitoma y sarcoma de Kaposi.

15. El compuesto de la reivindicacién 13 para su uso en el tratamiento del cancer de acuerdo con la reivindicacion
13, en el que el compuesto se administra en combinacion con un agente quimioterapéutico, radioterapia, un agente
que afecta a los microtubulos, un agente citostatico, un TNF polipeptidico y mezclas de los mismos.

16. Un compuesto seleccionado del grupo que consiste en el compuesto de la reivindicacion 1, el compuesto de la
reivindicacion 4, el compuesto de la reivindicacion 10 o un Compuesto 100 de férmula

O,N l l NO,
N

o
para su uso en el tratamiento de una enfermedad inflamatoria mediante la administracion de una cantidad

terapéuticamente eficaz del compuesto a un individuo en necesidad del mismo.

17. El compuesto de la reivindicacion 16 para su uso en el tratamiento de una enfermedad inflamatoria de acuerdo
con la reivindicacion 16, en el que la enfermedad inflamatoria esta seleccionada del grupo que consiste en artritis
reumatoide, soriasis, vitiligo, granulomatosis de Wegener, lupus eritematoso sistémico (LES).

18. El compuesto de la reivindicacion 16 para su uso en el tratamiento de una enfermedad inflamatoria de acuerdo
con la reivindicacion 16, en el que el compuesto se administra en combinacién con un farmaco inmunosupresor.

19. Un compuesto seleccionado del grupo que consiste en el compuesto de la reivindicacion 1, el compuesto de la
reivindicacion 4, el compuesto de la reivindicacion 10 o un Compuesto 100 de férmula

- O O -
N

I/Nj
para su uso en el tratamiento de una infeccion seleccionada del grupo que consiste en una infeccién microbiana, una

infeccion protozoaria o una infeccion viral mediante la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz del
compuesto a un individuo en necesidad de ello.
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20. El compuesto de la reivindicacién 19 para su uso en el tratamiento de una infeccién de acuerdo con la
reivindicacion 19, en el que la infeccion es malaria.

21. Un compuesto seleccionado del grupo que consiste en el compuesto de la reivindicacion 1, el compuesto de la
reivindicacion 4, el compuesto de la reivindicacion 10 o un Compuesto 100 de férmula

Rowen
N

I/N W
para su uso en el tratamiento de una enfermedad o afeccidn seleccionada del grupo que consiste en aterosclerosis,
restenosis, vasculitis, nefritis, retinopatia, enfermedad renal, trastornos proliferativos de la piel, soriasis, cicatrizacion
queloide, queratosis actinica, sindrome de Stevens-Johnson, artritis reumatoide (AR), artritis cronica juvenil (ACJ) de
comienzo sistémico, osteoporosis, lupus eritematoso sistémico, enfermedades hiperproliferativas de los ojos,

crecimiento epitelial, vitreorretinopatia proliferativa (VRP), retinopatia diabética, enfermedades hemangio-
proliferativas, ictiosis y papilomas.
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Planaridad

FIG. 4
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FIG. 5
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Planaridad
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FIG. 7
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