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DESCRIPCION
Pirrol-2,5-dionas sustituidas como inhibidores de proteina cinasa C.

La presente invencién se refiere a derivados de indoliimaleimida, a un procedimiento para su produccién y a
composiciones farmacéuticas que los contienen.

La presente descripcion proporciona un compuesto de férmula |

en la que
Ra es H; alquilo Ci.4; 0 alquilo C1-4 sustituido con OH, NHz, NH-alquilo C1.4 0 N(alquilo Ci.4);
Rp es H; halégeno; alquilo Ci.g; 0 alcoxilo Ci.s, ¥

R es un radical de formula (a)

3 N/\I (a)

en la que cada uno de R1 y Ry, independientemente, es H o metilo;
Rs3 es F, Cl, acetamida, nitro o amino;
R4 es H, CHs, CF3, F o CI; siendo R4 distinto de H, CH3z o CF3 cuando Rs es Cl.

Los documentos WO 03/082859 y WO 02/38561 describen compuestos de indolilmaleimida de estructura
comparable con una cierta carencia de especificidad por la isoenzima proteina cinasa C.

De los compuestos que se encuentran bajo esta descripcion, un compuesto con las siguientes caracteristicas es un
compuesto segun la presente invencion: Un compuesto de formula | tal como se mostré anteriormente,

en la que R, es H o metilo; Ry es H, metilo o etilo; y

R es un radical de formula (a) mostrada anteriormente,

en la que R; es metilo y Ry, independientemente, es H o metilo;

R3 es F o nitro, y Rz esta unido en posicion 2; y R4 es H o F y esta unido en posicion 4; o una sal del mismo.

En los compuestos de formula | de la invencion, se prefiere individualmente la siguiente significacién o en cualquier
subcombinacion: R, es H.

Los compuestos de formula | pueden existir en forma libre o en forma de sal, por ejemplo sales de adicién con por
ejemplo acidos organicos o inorganicos, por ejemplo, acido clorhidrico, acido acético o acido trifluoroacético.
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Se apreciara que los compuestos de férmula | pueden existir en forma de isémeros Opticos, racematos o
diaestereoisbmeros. Por ejemplo, un atomo de carbono de anillo que lleva un sustituyente en la posiciéon 3 del
residuo de piperazinilo es asimétrico y puede tener la configuracion D o L. Debe entenderse que la presente
invencion abarca todos los enantiomeros y sus mezclas. Se aplican consideraciones similares en relacién con
materiales de partida que presentan atomos de carbono asimétricos tal como se menciond.

La presente invencion también incluye un procedimiento para la preparacion de un compuesto de formula | segun la
invencioén, procedimiento que comprende hacer reaccionar un compuesto de férmula Il

o
o

o

Vi

(m

I—=Z
o

Rb
en la que Ra y Ry son tal como se definieron anteriormente,
con un compuesto de formula Il

R-CH2-CO-NHz  (lll)
en la que R es tal como se definié anteriormente,

y, cuando se requiera, convertir el compuesto de formula | resultante obtenido en forma libre en una forma de sal o
viceversa, segun sea apropiado.

El procedimiento puede efectuarse convenientemente en presencia de una base fuerte, por ejemplo t-BuOK, por
ejemplo tal como se da a conocer en el documento WO 02/38561.

Los compuestos de formulas Il y 1l pueden prepararse segun métodos conocidos, por ejemplo tal como se da a
conocer en los documentos WO 02/38561 y WO 03/082859.

En tanto que la produccion de los materiales de partida no se describe particularmente, los compuestos se conocen
0 pueden prepararse de manera analoga a métodos conocidos en la técnica o tal como se describe a continuacion
en el presente documento.

Los siguientes ejemplos son ilustrativos de la invencion.

TA = temperatura ambiente

DMF = dimetilformamida

THF = tetrahidrofurano

CCU = cromatografia en columna ultrarrapida
CCF = cromatografia en capa fina

TBAF = fluoruro de tetrabutilamonio

DBU = 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno

EtOAc = acetato de etilo

MTBE = metil t-butil éter
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Ejemplo 1:

3-(1H-Indol-3-il)-4-[5-(4-metil-piperazin-1-il)-2-nitro-fenil]-pirrol-2,5-diona

ZI
o]

0o 0
\.

=N

A una disolucién de 2-[5-(4-metil-piperazin-1-il)-2-nitro-fenil]-acetamida (278 mg, 1,00 mmol) y éster metilico del
acido (1H-indol-3-il)-oxo-acético (366 mg, 1,80 mmol) en THF seco (8,0 ml) se le afiade una disolucion de t-BuOK
1,0 M en THF (4,0 ml, 4,0 mmol) a 0°C bajo argdn. Tras agitar durante 30 min. a 0°C y 1 h a TA, la CCF indica el
consumo completo de la acetamida. Se reparte la mezcla de reaccion de color purpura entre EtOAc (50 ml) y
salmuera (50 ml), se separan las fases y se extrae la fase acuosa con EtOAc (50 ml). Se secan las fases organicas
combinadas sobre Na,SO, y se concentran a presion reducida. Se purifica el producto bruto mediante CCU
(EtOAC/AcOH/H,0 7:1:1) para proporcionar el compuesto del titulo como su sal de acetato soluble en agua. Sélido
de color naranja. "H-RMN (DMSO-dg, 400 MHz): & 1,84 (s, 6H, CHsCOO), 1,97-2,15 (m, 4 H), 2,03 (s, 3H), 2,95-3,21
(m, 4H), 6,51 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 6,54 (d, J = 2,7 Hz, 1H), 6,73 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 7,01-7,07 (m, 2H), 7,41 (d, J = 8,1
Hz, 1H), 8,00 (s, 1H), 8,13 (d, J = 9,4 Hz, 1H), 10,8-11,4 (a, 1H), 11,95 (s a, 1H). ES™-EM: 431 [M + H]".

Preparacion de 2-[5-(4-metil-piperazin-1-il)-2-nitro-fenil]-acetamida

Se suspende éster etilico del acido [5-(4-metil-piperazin-1-il)-2-nitro-fenil]-acético (1,54 g, 5,01 mmol) en una
disolucién acuosa de NH4OH al 33% (400 ml) y se agita durante 3 dias a TA. Se reduce cuidadosamente el volumen
a vacio hasta que queda el compuesto del titulo como un sélido de color amarillo, que se seca adicionalmente a alto
vacio. ES™-EM: 279 [M+H]".

Preparacion de éster etilico del acido [5-(4-metil-piperazin-1-il)-2-nitro-fenil]-acético

Bajo argdn, se calienta una mezcla de éster etilico del acido (5-bromo-2-nitro-fenil)-acético (2,02 g, 7,00 mmol) y 1-
metilpiperazina (1,40 g, 14,0 mmol) a 65°C durante 24 h. Se reparte la mezcla de reaccion entre CH,Cl, (25 ml) y
H.O (25 ml), y se extrae la fase acuosa con CH2Cl> (2 x 25 ml). Se lavan las fases organicas combinadas con
salmuera (25 ml), se secan sobre Na;SO, y se concentran a presion reducida. Se purifica el producto bruto mediante
CCU (CHCl,/MeOH 97,5:2,5) para proporcionar el compuesto del titulo como un aceite de color amarillo. ES*™-EM:
308 [M+H]".

Preparacion de éster etilico del acido 5-bromo-2-nitro-fenil)-acético

A una disolucién 1,0 M de t-BuOK en THF (60 ml, 60 mmol) se le afiade lentamente durante 15 min. una disolucion
de 4-bromonitrobenceno (5,05 g, 25,0 mmol) y éster etilico del acido cloro-acético (3,68 g, 30,0 mmol) en THF
(30 ml) a -40°C bajo argon. Se agita la mezcla de reaccion de color azul intenso durante 1 h a -40°C. El analisis de
CCF indica la presencia de algo de material de partida en este punto de tiempo. Sin embargo, no se observa
conversién adicional de material de partida tras agitacion prolongada. Se extingue cuidadosamente la mezcla de
reaccion con una disolucion acuosa de HCI 2 M (40 ml) y se extrae con MTBE (2 x 100 ml). Se lavan las fases
organicas combinadas con H>O (100 ml), se secan sobre Na SO, y se concentran a presion reducida. Se purifica el
producto bruto mediante CCU (ciclohexano/EtOAc 97:3) para producir el compuesto del titulo como un aceite
incoloro. ES™-EM: 289 [M+H]".
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Ejemplo 2 de referencia:

3-[2-Amino-5-(4-metil-piperazin-1-il)-fenil]-4-(1H-indol-3-il)-pirrol-2,5-diona

A una disolucion de 2-[2-amino-5-(4-metil-piperazin-1-il)-fenil]-acetamida (124 mg, 0,50 mmol) y éster metilico del
acido (1H-indol-3-il)-oxo-acético (183 mg, 0,90 mmol) en THF seco (4,0 ml) se le afiade una disolucion de t-BuOK
1,0 M en THF (2,0 ml, 2,0 mmol) a 0°C bajo argon. Tras agitar durante 30 min. a 0°C y 30 min. a TA, la CCF indica el
consumo completo de la acetamida. Se reparte la mezcla de reaccion de color rojo oscuro entre EtOAc (25 ml) y
salmuera (25 ml), y se separan las fases. Se ajusta el pH de la fase acuosa a 6 con una disoluciéon acuosa sat. de
NH4Cl. Se extrae la fase acuosa con EtOAc (2 x 25 ml) y se lavan las fases organicas combinadas con salmuera
(25 ml), se secan sobre Na,SO, y se concentran a presion reducida. Se purifica el producto bruto mediante CCU
(EtOAC/AcOH/H,0 5,5:1:1) para proporcionar el compuesto del titulo como su sal de acetato soluble en agua. Sélido
de color rojo. *H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz): 1,70 (s, 9H, CHsCOQ), 2,25 (s, 3H), 2,22-2,38 (m, 4H), 2,78-2,84 (m,
4H), 6,51 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 6,63 (d, J = 2,8 Hz, 1H), 6,64-6,68 (m, 2H), 6,77 (dd, J = 8,7 Hz, J = 2,8 Hz, 1H), 6,97-
7,02 (m, 1H), 7,35 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,90 (s, 1H), 11,91 (s a, 1H). ES™-EM: 402 [M + H]".

Preparacion de 2-[2-amino-5-(4-metil-piperazin-1-il)-fenil]-acetamida

A una disolucién de 2-[5-(4-metil-piperazin-1-il)-2-nitro-fenil]-acetamida (468 mg, 1,68 mmol) en MeOH (8,0 ml) se le
afade Pd al 10% sobre carbon (59 mg). Se agita la mezcla de reaccidon durante 18 h bajo una atmosfera de
hidrégeno (1 atm.), se filtra a través de un microfiltro (0,45 uM) y se concentra el filtrado a presion reducida. Se
disuelve el aceite de color marron restante en MeOH (1 ml), se afiade MTBE (5 ml) y se elimina cuidadosamente el
disolv§nte a presion reducida para proporcionar el compuesto del titulo como un polvo de color beis. ES™-EM: 249
[M+H]".

Ejemplo 3 de referencia:

N-[2-[4-(1H-Indol-3-il)-2,5-diox0-2,5-dihidro-1H-pirrol-3-il]-4-(4-metil-piperazin-1-il)-fenil]-acetamida

A una suspension de 2-[2-acetilamino-5-(4-metil-piperazin-1-il)-fenil]-acetamida (145 mg, 0,50 mmol) y éster metilico
del &cido (1H-indol-3-il)-oxo-acético (183 mg, 0,90 mmol) en THF seco (6,0 ml) se le afiade una disolucion de t-
BuOK 1,0 M en THF (2,0 ml, 2,0 mmol) a 0°C bajo argdn. Se agita la suspensién de color amarillo resultante durante
18 h a TA. Se reparte la mezcla de reaccién ahora de color rojo oscuro entre EtOAc (25 ml) y salmuera (25 ml), y se
separan las fases. Se ajusta el pH de la fase acuosa a 6 con una disolucién acuosa sat. de NH4Cl. Se extrae la fase
acuosa con EtOAc (2 x 25 ml) y se lavan las fases organicas combinadas con salmuera (25 ml), se secan sobre
Na>SO, y se concentran a presion reducida. Se purifica el producto bruto mediante CCU (EtOAc/AcOH/H,0 5,5:1:1)
para proporcionar el compuesto del titulo como su sal de acetato soluble en agua. Sélido de color naranja. '"H-RMN
(DMSO-dg, 400 MHz): & 1,75 (s, 12H, CH3COO)), 2,16 (s, 3H), 2,31-2,38 (m, 4H), 2,92-2,99 (m, 4H), 6,61 (d, J=7,8
Hz, 1H), 6,66 (t, J = 7,4 Hz, 1H), 6,75 (d, J = 2,5 Hz, 1H), 6,92 (dd, J = 9,0 Hz, J = 2,7 Hz, 1H), 6,99 (t, J = 7,5 Hz,
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1H), 7,32 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,47 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 7,75 (s, 1H), 8,69 (s, 1H), 11,86 (s a, 1H). ES*-EM: 444 [M +
H]*.

Preparacién de 2-[2-acetilamino-5-(4-metil-piperazin-1-il)-fenil]-acetamida

Se suspende éster etilico del acido [2-acetilamino-5-(4-metil-piperazin-1-il)-fenil]-acético (450 mg, 1,41 mmol) en una
disolucién acuosa de NH4OH al 33% (200 ml) y se agita durante 16 h a TA. Se reduce cuidadosamente el volumen a
vacio hasta que queda el compuesto del titulo como un sélido de color marrén, que se seca adicionalmente a alto
vacio. ES™-EM: 291 [M + H]".

Preparacion de éster etilico del acido [2-acetilamino-5-(4-metil-piperazin-1-il)-fenil]-acético

A una disolucién de éster etilico del acido [2-amino-5-(4-metil-piperazin-1-il)-fenil]-acético (438 mg, 1,58 mmol) en
CHCI; (8,0 ml) se le afiade anhidrido del acido acético (322 mg, 3,16 mmol) y trietilamina (240 mg, 2,37 mmol) bajo
argén. Se agita la mezcla de reaccién resultante durante 1 h a TAy 1 h a reflujo. Se reparte la mezcla de reaccién
entre CH2Cl, (25 ml) y agua (20 ml) y se separan las fases. Se extrae la fase acuosa con CH,Cl, (2 x 25 ml) y se
lavan las fases orgénicas combinadas con agua (2 x 25 ml), salmuera (25 ml), se secan sobre Na;SO4 y se
concentran a presion reducida para proporcionar un sélido de color rojo palido. ES™-EM: 320 [M+H]".

Preparacioén de éster etilico del &cido [2-amino-5-(4-metil-piperazin-1-il)-fenil]-acético

A una disolucion de éster etilico del acido [5-(4-metil-piperazin-1-il)-2-nitro-fenil]-acético (1,10 g, 3,58 mmol) en
MeOH (25,0 ml) se le afiade Pd al 10% sobre carbdn (114 mg). Se agita la mezcla de reaccion durante 4 h bajo una
atmasfera de hidrégeno (1 atm.), se filtra a través de un microfiltro (0,45 uM) y se concentra el filtrado a presién
reducida para proporcionar el compuesto del titulo como un aceite de color rojo. ES™.EM: 278 [M+H]".

Siguiendo los procedimientos de los ejemplos 1, 2 y 3 o tal como se describen en el documento WO 02/38561, pero
usando los materiales de partida apropiados, pueden obtenerse los compuestos de formula A en la que Ra, Rp, Rz y
R4 son tal como se indica en la tabla 1 a continuacion.

ZI
o]

o}
R

Rs A
4"
N
\
Tabla 1
Ejemplo R3 R4 Ra Rp Datos de E.M.
4. 2-nitro H H CHs; | MH" 446
5% 2-amino H H CHs; | MH" 416
6.* 2-acetamida | H H CHs; | MH" 458
7. 2-F H H H MH" 405
8. 2-F H CHz | H MH" 419
9. 2-F H H CHs:; | MH" 419
10. 2-F 4-F | H H MH" 423
11. 2-F 4-F | CHs |H MH" 437
12. 2-F 4-F | H CHs | MH™ 437
13.* 2-Cl 4-F | H H MH" 439
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(continuacién)

Ejemplo | R3 R4 Ra Rp Datos de E.M.

14.* 2-Cl 4-F H CHs MH" 453

*) marca un ejemplo de referencia, respectivamente.

Los compuestos de formula | en forma libre o en forma de sal farmacéuticamente aceptable presentan propiedades
farmacolégicas valiosas, por ejemplo inhibicién de la actividad proteina cinasa C (PKC), por ejemplo isoformas de
PKC como «a, B, 8, & n 0 6, inhibicion de la activacion y proliferacion de células T, por ejemplo inhibiendo la
produccién por células T o citocinas, por ejemplo IL-2, inhibiendo la respuesta proliferativa de células T a citocinas,
por ejemplo IL-2, por ejemplo tal como se indica en pruebas in vitro e in vivo y por tanto estéan indicados para terapia.

A. In vitro

1. Ensayo de proteina cinasa C

Se someten a prueba los compuestos de la invencion para determinar su actividad sobre diferentes isoformas de
PKC segun el siguiente método. Se realiza el ensayo en una placa de microtitulacién de 384 pocillos de color blanco
con fondo trasparente con superficie no adhesiva. La mezcla de reaccion (25 ul) contiene 1,5 uM de un sustrato de
aceptor de tridecapéptido que imita la secuencia de pseudosustrato de PKC a con la sustitucion Ala — Ser, ¥*P-ATP
10 uM, Mg(NOs3), 10 mM, CaCl; 0,2 mM, PKC a una concentracion de proteina que varia desde 25 hasta 400 ng/ml
(dependiendo del isotipo usado), vesiculas lipidicas (que contienen fosfatidilserina al 30% en moles, DAG al 5% en
moles y fosfatidilcolina al 65% en moles) a una concentracion de lipidos final de 0,5 mM, en tampon Tris-HCI 20 mM
pH 7,4 + BSA al 0,1%. Se realiza la incubaciéon durante 60 min. a temperatura ambiente. Se detiene la reaccion
afadiendo 50 pl de mezcla de detencion (EDTA 100 mM, ATP 200 uM, Triton X-100 al 0,1%, perlas SPA recubiertas
con estreptavidina 0,375 mg/pocillo en soluciéon salina tamponada con fosfato sin Ca, Mg). Tras 10 min. de
incubacién a temperatura ambiente, se centrifuga la suspension durante 10 min. a 300 g. Se mide la radiactividad
incorporada en un contador Trilux durante 1 min. Se realiza la medicién de Clso de manera rutinaria incubando una
dilucion en serie de inhibidor a concentraciones que oscilan entre 1-1000 pM. Se calculan los valores de Clsg a partir
de la grafica mediante ajuste de la curva con el software XL fit®.

2. Ensayo de proteina cinasa C0

Se usa PKC6 recombinante humana en las condiciones de ensayo descritas anteriormente. En este ensayo, los
compuestos de férmula | inhiben PKC6O con una Clso < 1 uM. Por ejemplo, el compuesto del ejemplo 1 inhibe PKCO
con una Clsp de 8,9 nM y el compuesto del ejemplo 4 inhibe PKC6 con una Clsg de 10,2 nM.

3. Ensayo de proteina cinasa Ca

Se obtuvo PKCo recombinante humana de Oxford Biomedical Research y se usa en las condiciones de ensayo
descritas en la seccion A.1 anteriormente. En este ensayo, los compuestos de férmula | inhiben PKCa con una
Clso = 1 uM. Por ejemplo, el compuesto del ejemplo 1 inhibe PKCo con una Clso de 2,6 nM y el compuesto del
ejemplo 4 inhibe PKCa. con una Clsp de 2,9 nM.

4. Ensayo de proteina cinasa CB1

Se obtuvo PKCB1 recombinante humana de Oxford Biomedical Research y se usa en las condiciones de ensayo
descritas en la seccion A.1 anteriormente. En este ensayo, los compuestos de féormula | inhiben PKCB1 con una
Clso <1 uM.

5. Ensayo de proteina cinasa C8

Se obtuvo PKC8 recombinante humana de Oxford Biomedical Research y se usa en las condiciones de ensayo
descritas en la seccion A.1 anteriormente. En este ensayo, los compuestos de formula | inhiben PKC3 con una
Clsp < 1 pM.
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6. Ensayo de proteina cinasa Ce

Se obtuvo PKCe recombinante humana de Oxford Biomedical Research y se usa en las condiciones de ensayo
descritas en la seccién A.1 anteriormente. En este ensayo, los compuestos de formula | inhiben PKCe con una
Clso £ 1 uM.

7. Ensayo de proteina cinasa Cn

Se obtuvo PKCn recombinante humana de PanVera y se usa en las condiciones de ensayo descritas en la seccion
A.1 anteriormente. En este ensayo, los compuestos de formula | inhiben PKCr con una Clsp £ 1 pM.

8. Ensayo de coestimulacién de CD28

Se realiza el ensayo con células Jurkat transfectadas con un constructo de gen indicador/promotor de interleucina-2
humana tal como se describe por Baumann G et al. en Transplant. Proc. 1992; 24:43-8, sustituyéndose el gen
indicador de B-galactosidasa por el gen de luciferasa (de Wet J., et al., Mol. Cell Biol. 1987, 7(2), 725-737). Se
estimulan las células mediante anticuerpos acoplados a fase soélida o miristato-acetato de forbol (PMA) y el ionéforo
de Ca' ionomicina tal como sigue. Para la estimulacién mediada por anticuerpos se recubren placas de
microtitulacion Microlite TM1 (Dynatech) con anticuerpos de cabra anti-Fc de 1gG de ratén 3 pg/ml (Jackson) en 55 pl
de solucion salina tamponada con fosfato (PBS) por pocillo durante tres horas a TA. Se bloquean las placas tras
eliminar los anticuerpos mediante incubacion con albimina sérica bovina al 2% (BSA) en PBS (300 ul por pocillo)
durante 2 horas a TA. Tras lavar tres veces con 300 ul de PBS por pocillo, se afiaden anticuerpos anti-receptor de
células T 10 ng/ml (WT31, Becton & Dickinson) y anticuerpos anti-CD28 300 ng/ml (15E8) en 50 ul de BSA al
2%/PBS como anticuerpos de estimulacion y se incuban durante la noche a 4°C. Finalmente se lavan las placas tres
veces con 300 ul de PBS por pocillo. Se preparan siete diluciones en serie de tres veces de los compuestos de
prueba por duplicado en medio de ensayo (RPMI 1640/suero de ternero fetal (FCS) al 10% que contiene 2-
mercaptoetanol 50 uM, penicilina 100 unidades/ml y estreptomicina 100 pug/ml) en placas separadas, se mezclan con
células Jurkat transfectadas (clon K22 290_H23) y se incuban durante 30 minutos a 37°C en un 5% de CO,.
Entonces se transfieren 100 pl de esta mezcla que contiene 1x10° células a las placas de ensayo recubiertas con
anticuerpo. En paralelo se incuban 100 pl con PMA 40 ng/ml y ionomicina 2 uM. Tras la incubacién durante 5,5
horas a 37°C en un 5% de CO,, se determina el nivel de luciferasa mediante mediciéon de la bioluminiscencia. Se
centrifugan las placas durante 10 min. a 500 g y se elimina el sobrenadante sacudiendo. Se afiade tampén de lisis
que contiene Tris-fosfato 25 mM, pH 7,8, DTT 2 mM, acido 1,2-diaminociclohexano-N,N,N’,N-tetraacético 2 mM,
glicerol al 10% (v/v) y Triton X-100 al 1% (v/v) (20 pl por pocillo). Se incuban las placas a TA durante 10 minutos con
agitacion constante. Se evalla la actividad luciferasa con un lector de bioluminiscencia (Labsystem, Helsinki,
Finlandia) tras la adicion automatica de 50 pl por pocillo de tamp6n de reaccion de luciferasa que contiene Tricine
20 mM, (MgCOs3)sMg(OH)2x5H,0 1,07 mM, MgSO4 2,67 mM, EDTA 0,1 mM, DTT 33,3 mM, coenzima A 270 uM,
luciferina 470 uM (Chemie Brunschwig AG), ATP 530 uM, pH 7,8. El tiempo de demora es de 0,5 segundos, el
tiempo de medicion total es de 1 6 2 segundos. Los valores de control bajo son unidades de luz de células
estimuladas con PMA o anticuerpo anti-receptor de células T, los controles altos son de células estimuladas con
PMA/ionomicina o anticuerpo anti-receptor de células T/anti-CD28 o sin ninguna muestra de prueba. Se restan los
controles bajos de todos los valores. Se calcula la inhibicién obtenida en presencia de un compuesto de prueba
como porcentaje de inhibicién del control alto. Se determina la concentracion de compuestos de pruebas que da
como resultado el 50% de inhibicion (Clsg) a partir de curvas de dosis-respuesta. En este ensayo, los compuestos de
férmula | inhiben células Jurkat estimuladas con PMA/ionomicina y anticuerpo anti-receptor de células T/anti-CD28
conuna Clsp <1 uM.

Por ejemplo, el compuesto del ejemplo 1 tiene una Clso de 25,5 nM y el compuesto del ejemplo 4 tiene una Clso de
17,0 nM.

9. Reaccién mixta de linfocitos (MLR) alogénica

Se realiza la MLR de dos vias segun procedimientos habituales (J. Immunol. Methods, 1973, 2, 279 y Meo T. et al.,
Immunological Methods, Nueva York, Academic Press, 1979, 227-39). En resumen, se incuban esplenocitos de
ratones CBA y BALB/c (1,6 x 10° células de cada cepa por pocillo en placas de microtitulacién de cultivo tisular de
fondo plano, 3,2 x 10° en total) en medio RPMI que contiene FCS al 10%, penicilina 100 U/ml, estreptomicina
100 pg/ml (Gibco BRL, Basilea, Suiza), 2-mercaptoetanol 50 uM (Fluka, Buchs, Suiza) y compuestos diluidos en
serie. Se realizan siete etapas de dilucion de tres veces por duplicado por compuesto de prueba. Tras cuatro dias de
incubacion, se afade °H-timidina 1 uCi. Se recogen células tras un periodo de incubacion de cinco horas
adicionales, y se determina la *H-timidina incorporada segln procedimientos convencionales. Los valores de fondo
(control bajo) de la MLR son la proliferacion de células BALB/c solas. Se restan los controles bajos de todos los
valores. Se toman controles altos sin ninguna muestra como el 100% de proliferacién. Se calcula el porcentaje de
inhibicion mediante las muestras y se determinan las concentraciones requeridas para el 50% de inhibicion (valores
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de Clso). Por ejemplo, el compuesto del ejemplo 1 tiene una Clsp de 17,5 nM y el compuesto del ejemplo 4 tiene una
Clso de 24,0 nM.

B. In vivo

Trasplante de corazén de rata

La combinacion de cepas usada: Lewis (haplotipo RTl) y BN (haplotipo RTl) macho. Se anestesian los animales
usando isofluorano inhalado. Tras la heparinizacion de la rata donante a través de la vena cava inferior abdominal
con desangrado simultaneo a través de la aorta, se abre el pecho y se enfria el corazén rapidamente. Se liga la
aorta y se divide de manera distal a la primera rama y se divide el tronco braquiocefalico en la primera bifurcacion.
Se liga la arteria pulmonar izquierda y se divide y se divide el lado derecho pero se deja abierto. Todos los demas
vasos se liberan mediante diseccién, se ligan y se dividen y se extrae el corazén del donante en solucion salina con
hielo.

Se prepara el receptor mediante diseccion y pinzamiento transversal de la vena cava y aorta abdominal infrarrenal.
Se implanta el injerto con anastomosis terminolateral, usando sutura de monofilamento 10/0, entre el tronco
braquiocefalico del donante y la aorta del receptor y la arteria pulmonar derecha del donante con la vena cava del
receptor. Se retiran las pinzas, se ata el injerto de manera retroabdominal, se lava el contenido abdominal con
solucién salina caliente y se cierra al animal y se permite que se recupere bajo una lampara de calentamiento. Se
monitoriza la supervivencia del injerto mediante palpacion diaria del corazén latiente del donante a través de la pared
abdominal. Se considera que el rechazo es completo cuando se detienen los latidos del corazén. Se obtienen
aumentos de la supervivencia del injerto en animales tratados con un compuesto de férmula | administrado por via
oral a una dosis diaria de 1 a 30 mg/kg dos veces al dia.

Modelo de injerto frente a huésped

Se inyectan esplenocitos (2x107) de ratas Wistar/F por via subcutanea en la almohadilla plantar trasera derecha de
ratas hibridas (Wistar/F x Fischer 344)F;. La almohadilla plantar izquierda se deja sin tratar. Se tratan los animales
con los compuestos de prueba en 4 dias consecutivos (0-3). Se extraen los ganglios linfaticos popliteos en el dia 7, y
se determinan las diferencias de peso entre dos ganglios linfaticos correspondientes. Se expresan los resultados
como la inhibicién del agrandamiento de ganglios linfaticos (facilitada en porcentaje) comparando las diferencias de
peso de los ganglios linfaticos en los grupos experimentales con la diferencia de peso entre los ganglios linfaticos
correspondientes de un grupo de animales que se dejan sin tratar con un compuesto de prueba.

Por tanto, los compuestos de férmula | son Utiles en el tratamiento y/o la prevencion de enfermedades o trastornos
mediados por linfocitos T y/o PKC, por ejemplo rechazo agudo o crénico de alo o xenoinjertos de drganos o tejidos,
enfermedades de injerto frente a huésped, aterosclerosis, oclusidon vascular debida a lesién vascular tal como
angioplastia, reestenosis, obesidad, sindrome X, tolerancia a la glucosa alterada, sindrome de ovario poliquistico,
hipertensién, insuficiencia cardiaca, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, enfermedades del SNC tales como
enfermedad de Alzheimer o una esclerosis lateral amiotréfica, cancer, enfermedades infecciosas tales como SIDA,
choque septicémico o sindrome de dificultad respiratoria del adulto, lesién por isquemia/reperfusion por ejemplo
infarto de miocardio, accidente cerebrovascular, isquemia intestinal, insuficiencia renal o choque hemorragico, o
choque traumético, por ejemplo lesion cerebral traumética. Los compuestos de férmula | también son Utiles en el
tratamiento y/o la prevencién de enfermedades o trastornos inflamatorios agudos o crénicos mediados por células T
o enfermedades autoinmunitarias por ejemplo artritis reumatoide, osteoartritis, lupus eritematoso sistémico, tiroiditis
de Hashimoto, esclerosis mdltiple, miastenia grave, diabetes tipo | o Il y los trastornos asociados con la misma,
enfermedades respiratorias tales como asma o enfermedad pulmonar inflamatoria, lesién hepatica inflamatoria,
lesiobn glomerular inflamatoria, manifestaciones cutdneas de trastornos o enfermedades mediados
inmunolégicamente, enfermedades de la piel inflamatorias e hiperproliferativas (tales como psoriasis, dermatitis
atopica, dermatitis por contacto alérgica, dermatitis por contacto irritante y ademas dermatitis eccematosas,
dermatitis seborreica), enfermedades oculares inflamatorias, por ejemplo sindrome de Sjoegren, queratoconjuntivitis
o uveitis, enfermedad inflamatoria del intestino, enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa. Para los usos anteriores la
dosificacién requerida por supuesto variard dependiendo del modo de administracién, el estado particular que va a
tratarse y el efecto deseado. En general, se indica que van a obtenerse resultados satisfactorios sistémicamente a
dosificaciones diarias de desde aproximadamente 0,1 hasta aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal. Una
dosificacion diaria indicada en mamiferos méas grandes, por ejemplo seres humanos, esta en el intervalo de desde
aproximadamente 0,5 mg hasta aproximadamente 2000 mg, administrada convenientemente, por ejemplo, en dosis
divididas hasta cuatro veces al dia o en forma retardada.

Los compuestos de formula | pueden administrarse mediante cualquier via convencional, en particular por via
entérica, por ejemplo por via oral, por ejemplo en forma de comprimidos o capsulas, o por via parenteral, por
ejemplo en forma de disoluciones o suspensiones inyectables, por via tépica, por ejemplo en forma de lociones,
geles, pomadas o cremas, 0 en forma nasal o de supositorio. Pueden fabricarse composiciones farmacéuticas que
comprenden un compuesto de férmula | en forma libre o en forma de sal farmacéuticamente aceptable en asociacién
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con al menos un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable de manera convencional mediante mezclado con
un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable. Las formas farmacéuticas unitarias para la administracion oral
contienen, por ejemplo, desde aproximadamente 0,1 mg hasta aproximadamente 500 mg de sustancia activa.

La administracién tépica es por ejemplo a la piel. Una forma adicional de administracién tépica es a los ojos.

Los compuestos de formula | pueden administrarse en forma libre o en forma de sal farmacéuticamente aceptable
por ejemplo tal como se indicé anteriormente. Tales sales pueden prepararse de manera convencional y presentan
el mismo orden de actividad que los compuestos libres.

Segun lo anterior la presente invencion proporciona ademas:

1.1 Compuestos para su uso en un método para prevenir o tratar trastornos o enfermedades mediados por linfocitos
T y/lo PKC o GSK-3B, por ejemplo tal como se indicé anteriormente, en un sujeto que necesita tal tratamiento,
método que comprende administrar a dicho sujeto una cantidad eficaz de un compuesto de férmula | o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo;

1.2 Compuestos para su uso en un método para prevenir o tratar rechazo de trasplante agudo o crénico o
enfermedades autoinmunitarias o inflamatorias mediadas por células T, por ejemplo tal como se indico
anteriormente, en un sujeto que necesita tal tratamiento, método que comprende administrar a dicho sujeto una
cantidad eficaz de un compuesto de formula | o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

2. Un compuesto de formula I, en forma libre o en forma de sal farmacéuticamente aceptable para su uso como
producto farmacéutico, por ejemplo en cualquiera de los métodos indicados en 1.1 y 1.2 anteriormente.

3. Una composicion farmacéutica, por ejemplo para su uso en cualquiera de los métodos como en 1.1 y 1.2
anteriores que comprende un compuesto de formula | en forma libre o forma de sal farmacéuticamente aceptable en
asociacion con un diluyente o portador farmacéuticamente aceptable para el mismo.

4. Un compuesto de formula | o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para su uso en la preparacion de
una composicion farmacéutica para su uso en cualquiera de los métodos como en 1.1y 1.2 anteriores.

Los compuestos de formula | pueden administrarse como el Unico principio activo o junto con otros farmacos en
regimenes de inmunomodulacién u otros agentes antiinflamatorios por ejemplo para el tratamiento o la prevencion
de rechazo agudo o crénico de alo o xenoinjerto o trastornos inflamatorios o autoinmunitarios. Por ejemplo, pueden
usarse en combinacién con ciclosporinas o ascomicinas o sus analogos o derivados inmunosupresores, por ejemplo
ciclosporina A, ISA Tx247, FK-506, ABT-281, ASM 981; un inhibidor de mTOR, por ejemplo rapamicina, 40-O-(2-
hidroxi)etil-rapamicina, CCI779, ABT578 o un andlogo de rapamicina (“rapalog”), por ejemplo AP23573, etc.;
corticosteroides; ciclofosfamida; azatiopreno; metotrexato; un agonista del receptor de S1P por ejemplo FTY720 o un
analogo del mismo; leflunomida o analogos de la misma; mizoribina; acido micofendlico o una sal del mismo, por
ejemplo sal de sodio; micofenolato de mofetilo; 15-desoxiespergualina o analogos de la misma; anticuerpos
monoclonales inmunosupresores, por ejemplo, anticuerpos monoclonales frente a receptores de leucocitos, por
ejemplo, MHC, CD2, CD3, CD4, CD11a/CD18, CD7, CD25, CD27, B7, CD40, CD45, CD58, CD 137, ICOS, CD150
(SLAM), OX40, 4-1BB o sus ligandos, por ejemplo CD154; u otros compuestos inmunomoduladores, por ejemplo
una molécula de unién recombinante que tiene al menos una parte del dominio extracelular de CTLA4 o un mutante
del mismo, por ejemplo al menos una parte extracelular de CTLA4 o un mutante del mismo unida a una secuencia
de proteina distinta de CTLA4, por ejemplo CTLA4Ig (por ejemplo designada ATCC 68629) o un mutante del mismo,
por ejemplo LEA29Y, u otros inhibidores de moléculas de adhesion, por ejemplo AcM o inhibidores de bajo peso
molecular incluyendo antagonistas de LFA-1, antagonistas de selectina y antagonistas de VLA-4. Los compuestos
de formula | también pueden administrarse junto con un farmaco antiproliferativo, por ejemplo un farmaco
guimioterapico, por ejemplo en tratamiento contra el cancer, o con un farmaco antidiabético, un secretagogo de
insulina, potenciador de la secrecién de insulina o un sensibilizador a la insulina, en terapia de diabetes.

Segun lo anterior la presente invencién proporciona en un aspecto aln adicional:

5. Compuestos para su uso en un método tal como se definid anteriormente que comprende la administracion
conjunta, por ejemplo de manera concomitante o en secuencia, de una cantidad terapéuticamente eficaz de un
inhibidor de GSK-3p, PKC o de la activacion y proliferacion de células T, por ejemplo un compuesto de férmula | en
forma libre o en forma de sal farmacéuticamente aceptable, y una segunda sustancia farmacolégica, siendo dicha
segunda sustancia farmacolégica un farmaco inmunosupresor, inmunomodulador, antiinflamatorio, antiproliferativo o
antidiabético, por ejemplo tal como se indicé anteriormente.

6. Una combinacion terapéutica, por ejemplo un kit, que comprende a) un inhibidor de GSK-33, PKC o de la
activacion y proliferacion de células T, por ejemplo un compuesto de férmula | en forma libre o en forma de sal
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farmacéuticamente aceptable, y b) al menos un segundo agente seleccionado de un farmaco inmunosupresor,
inmunomodulador, antiinflamatorio, antiproliferativo y antidiabético. EI componente a) y el componente b) pueden
usarse de manera concomitante o en secuencia. El kit puede comprender instrucciones para su administracion.

Cuando un inhibidor de GSK-3p, PKC o de la activacion y proliferacién de células T, por ejemplo un compuesto de
férmula 1, se administra conjuntamente con otra terapia inmunosupresora/inmunomoduladora, antiinflamatoria,
antiproliferativa o antidiabética, por ejemplo para prevenir o tratar rechazo de injerto agudo o crénico o trastornos
inflamatorios o autoinmunitarios tal como se especificé anteriormente en el presente documento, la dosificaciones
del compuesto inmunosupresor, inmunomodulador, antiinflamatorio, antiproliferativo o antidiabético administrado
conjuntamente variaran por supuesto dependiendo del tipo de cofarmaco empleado, por ejemplo si es un esteroide o
una ciclosporina, del farmaco especifico empleado, del estado que esta tratandose, etc.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto de formula |

en la que
Ra es H o metilo;
Ry es H, metilo o etilo; y

R es un radical de formula (a)

N/\ (a)

en la que R; es metilo y Ry, independientemente, es H o metilo;

Rs es F o nitro, y Rz esta unido en posicion 2; y

R4 es H o F y esta unido en posicion 4;

0 una sal del mismo.

2. Compuesto segun la reivindicacion 1 que se selecciona de
3-(1H-indol-3-il)-4-[5-(4-metil-piperazin-1-il)-2-nitro-fenil]-pirrol-2,5-diona;
3-(7-metil-1H-indol-3-il)-4-[5-(4-metil-piperazin-1-il)-2-nitro-fenil]-pirrol-2,5-diona;
3-[2-fluoro-5-(4-metil-piperazin-1-il)-fenil]-4-(1H-indol-3-il)-pirrol-2,5-diona;
3-[2-fluoro-5-(4-metil-piperazin-1-il)-fenil]-4-(1-metil-1H-indol-3-il)-pirrol-2,5-diona;
3-[2-fluoro-5-(4-metil-piperazin-1-il)-fenil]-4-(7-metil-1H-indol-3-il)-pirrol-2,5-diona;
3-[2,4-difluoro-5-(4-metil-piperazin-1-il)-fenil]-4-(1H-indol-3-il)-pirrol-2,5-diona; y
3-[2,4-difluoro-5-(4-metil-piperazin-1-il)-fenil]-4-(1-metil-1H-indol-3-il)-pirrol-2,5-diona.

3. Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en forma libre o en forma de sal
farmacéuticamente aceptable, para su uso como producto farmacéutico.

4. Composicion farmacéutica que comprende un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en
forma libre o en forma de sal farmacéuticamente aceptable, en asociacion con un diluyente o portador
farmacéuticamente aceptable para el mismo.
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5. Uso de un compuesto segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en forma libre o en forma de sal
farmacéuticamente aceptable, o una composicién farmacéutica segin la reivindicacién 4, en la fabricacion de un
medicamento para tratar y prevenir enfermedades o trastornos mediados por linfocitos T y/o PKC.

6. Uso de un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en forma libre o en forma de sal
farmacéuticamente aceptable, o una composicién farmacéutica segun la reivindicacion 4, en la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento y/o la prevencion de enfermedades o trastornos inflamatorios agudos o crénicos
mediados por células T, enfermedades autoinmunitarias, rechazo de injerto, cancer o enfermedades infecciosas.

7. Combinacion farmacéutica que comprende un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en
forma libre o en forma de sal farmacéuticamente aceptable, y un agente adicional seleccionado de agentes
inmunosupresores, inmunomoduladores, antiinflamatorios, quimioterapicos, antiproliferativos y antidiabéticos.

8. Procedimiento para la produccién del compuesto de formula | segun la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2,
procedimiento que comprende hacer reaccionar un compuesto de formula Il

o
(o}

o—

N an

N

I
Rb Ra
en la que Ra y Ry son tal como se definieron en la reivindicacién 1 o en la reivindicacion 2,
con un compuesto de férmula 11l

R-CH,-CO-NHz  (ll1)

en la que R es tal como se definié en la reivindicacion 1 o en la reivindicacion 2;

y, cuando se requiera, convertir el compuesto de formula | resultante obtenido en forma libre en una forma de sal o
viceversa, segun sea apropiado.
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