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DESCRIPCION
Derivados de antraquinona tetraciclica
Campo

La presente solicitud se refiere al campo de compuestos organicos y quimica medicinal. En particular, la presente
solicitud se refiere a derivados de antraquinona tetraciclica, procedimientos de preparacion y aplicaciones de los
mismos.

Antecedentes

Los antibidticos de de antraquinona tetraciclica, en particular doxorrubicina y daunorrubicina, son farmacos
anticancer usados ampliamente. La doxorrubicina tiene efectos curativos significativos en muchos tumores sdlidos
que incluyen cancer de higado, cancer gastrico, cancer de mama, cancer de pulmon, cancer de ovario y diversas
leucemias. La daunorrubicina es uno de los farmacos mas eficaces para el tratamiento de la leucemia. Sin embargo,
debido a sus efectos secundarios tales como mielosupresion severa, toxicidad cardiaca, respuestas adversas en
tractos digestivos y similares, sus aplicaciones clinicas estan limitadas en cierta medida. Hasta ahora, muchos
derivados de antraquinonas tetraciclicas ya se han separado de la naturaleza o se han sintetizado de forma artificial.

JORG B. ENGEL ET AL: "Targeted Therapy of Breast and Gynecological Cancers with Cytotoxic Analogues of
Peptide Hormones", MOLECULAR PHARMACEUTICS, vol. 4, n.° 5, 1 de octubre de 2007 (2007-10-01), paginas
652-658, es una revision que describe diversas moléculas hibridas citotdxicas que consisten en un radical citotdxico
y un analogo de hormona peptidica como un vehiculo.
El documento CN 101 555 264 A describe diversos derivados antibiéticos de antraquinona tetraciclica.
El documento WO 2009/099741 describe compuestos de conjugados de anticuerpo-farmaco de Férmula:

Ab-(L-D),
en la que uno o mas restos de farmaco de metabolito o analogo de nemorrubicina (D) estan unidos de forma
covalente mediante un conector (L) a un anticuerpo (Ab) que se une a uno o mas antigenos asociados a tumor o

receptores de superficie celular.

En particular, describe un reactivo de resto de farmaco que tiene una estructura:

O OH O
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enlaqueY es N-Z% u O; y uno de 21, ZZ, ZS, Z4, 2P0 Z° comprende un grupo funcional reactivo seleccionado entre
maleimida, tiol, amino, bromuro de alquilo, yoduro de alquilo, alquil tiol, alquil hidroxilo, alquil amino, hidroxilo,
carboxilo, y éster de NHS.

5 Sumario

Un aspecto de la presente solicitud se refiere a un compuesto representado por la formula (I) y una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo,

4] CH

10 Formula (l)

en la que R1, R2, R3, R4, R5, W y n son como se definen en la reivindicacion 1.

Ademas otro aspecto de la presente solicitud se refiere a un compuesto seleccionado entre el grupo que consiste en:
15

enelque WesO, R'es OCHs, R*es CHs, R® es OH,ny NR2R® son como se muestran en la siguiente tabla:
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77) acetato de 10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
13-ox0-14-(4-((4-(2-hidroxi)etil)piperazin-1-il)-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5,12-naftalenodiona;

78) acetato de 10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
13-ox0-14-(4-((3-(morfolin-1-il)propil)amino)-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5,12-naftalenodiona;

79) acetato de 10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
13-0x0-14-(4-((4-metil)piperazin-1-il)amino)-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5,12-naftalenodiona;

80) acetato de 10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
13-0x0-14-(4-(4-etilpiperazin-1-il)-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5,12 -naftalenodiona;

81) acetato de 10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
13-ox0-14-(4-((3-(4-metilpiperazin-1-il)propil)amino)-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5,12-naftalenodiona;

82) acetato de 10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
13-0x0-14-(4-((piridin-4-il)metil)amino)-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5,12-naftalenodiona;

83) acetato de 10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
13-0x0-14-(4-((piridin-3-il)metil)amino)-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5,12-naftalenodiona;

84) acetato de 10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
13-0x0-14-(4-(2-(piridin-2-il)etil)Jamino)-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5, 12-naftalenodiona;

85) acetato de 10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
13-0x0-14-(4-(2-(piridin-3-il)etil)Jamino)-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5, 12-naftalenodiona;

86) acetato de 10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
13-0x0-14-(4-(2-(piridin-4-il)etil)Jamino)-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5, 12-naftalenodiona;

87) acetato de 10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
13-ox0-14-(4-(4-(3-(dimetilamino)propil)piperazin-1-il}-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5,12-naftalenodiona acetato;

89) acetato de 10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
13-ox0-14-(4-((2-(morfolin-1-il)etil)amino)-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5,12-naftalenodiona;

96) fosfato de 10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
13-ox0-14-(4-((2-(morfolin-1-il)etil)amino)-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5,12-naftalenodiona fosfato; y

99) clorhidrato de  10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-
trihidroxi- 13-oxo-14-(4-((2-(morfolin-1-il)etil)amino)-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5,12-naftalenodiona.

Ademas otro aspecto de la presente solicitud se refiere a un procedimiento para preparar un compuesto
representado por la férmula (l), que comprende:

11
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hacer reaccionar un compuesto representado por la férmula (l) con un compuesto representado por la formula (l11)
en presencia de un agente de condensacion para obtener el compuesto representado por la férmula (1),
en la que:

los grupos representados por R W, R R en el compuesto representado por la férmula (II) son los mismos que
los grupos representados por R W, R* R°enel compuesto representado por la férmula (1);

n en el compuesto representado por la férmula (Ill) tiene los mlsmos significados que n en el compuesto
representado por la férmula (l); los grupos representados por R’ y R® en el compuesto representado por la
férmula (1) son los mismos que los grupos representados por R? y R en el compuesto representado por la
férmula (1), con la condicion de que los grupos representados por R’ y R® no comprendan NH o NHy; cuando los
grupos representados por R’ y R® comprenden NH o NHa, el compuesto representado por la férmula (ll1) tiene un
grupo protector de amino en el extremo N-terminal, y estd sometido a una reaccion de desproteccion para
obtener el compuesto representado por la formula (1).

Ademas otro aspecto de la presente solicitud se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un
compuesto representado por la férmula (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

Ademas otro aspecto de la presente solicitud se refiere a una formulacién que comprende un compuesto
representado por la formula (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

En el presente documento se describe un método para tratar y/o prevenir tumor y/o cancer, que comprende
administrar a un sujeto con necesidad del mismo una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto
representado por la formula (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de una composicion farmacéutica que comprende un compuesto representado por la
férmula (I) o una sal farmacéuticamente aceptable y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, o administrar una
cantidad terapéuticamente eficaz de una formulacién que comprende un compuesto representado por la férmula (l) o
una sal farmacéuticamente aceptable y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

El compuesto y una sal del mismo de acuerdo con la presente solicitud poseen buenas actividades anticancer y/o
antitumorales, y buena solubilidad y estabilidad en agua, asi como buena tolerancia en cuerpos de animales. Por lo
tanto, son propensos a su desarrollo como farmacos clinicos.

Breve descripcion de las figuras

La Fig. 1 muestra efectos de 3’-pirrolildoxorrubicina en el peso corporal de animales experimentales.

La Fig. 2 muestra efectos del compuesto en el Ejemplo 96 de acuerdo con la presente solicitud en el peso
corporal de animales experimentales.

La Fig. 3 muestra efectos de monoéster del acido 3'-pirrolildoxorrubicina-14-oxo-succinico en el peso corporal de
animales experimentales.

12
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Descripcion detallada

En la siguiente descripcion, se incluyen ciertos detalles especificos para proporcionar una comprensiéon minuciosa de
diversas realizaciones desveladas. Alguien con una experiencia habitual en la materia pertinente, sin embargo,
reconocera que las realizaciones se pueden poner en practica sin uno o mas de estos detalles especificos, o con
otros métodos, componentes, materiales, etc.

A menos que el contexto lo requiera de otro modo, a través de la memoria descriptiva y reivindicaciones que siguen
a continuacion, el término "comprender" y variaciones del mismo, tal como "comprende" y "que comprende" se
deben interpretar en un sentido inclusivo, abierto, que es como "incluir, pero no limitarse a".

A través de la presente memoria descriptiva la referencia a "una realizacion", o "una realizacién", o "en otra
realizacion", o "en algunas realizaciones" se refiere a que una caracteristica, estructura o caracteristicas de
referencia en particular descritas en conexién con la realizacién esta incluida en al menos una realizacion. Por lo
tanto, la aparicion de no todas las expresiones "en una realizacién" o "en la realizacién" o "en otra realizacién" o "en
algunas realizaciones" en diversos lugares a través de la presente memoria descriptiva no hacen referencia
necesariamente a la misma realizacion. Ademas, los elementos, estructuras o caracteristicas en particular se
pueden combinar de una manera adecuada en una o mas realizaciones.

Se deberia indicar que, como se usa en la presente memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las
formas en singular "un", "uno" y "el" incluyen referentes en plural a menos que el contexto lo indiqué claramente de
otro modo. Por lo tanto, por ejemplo, una reaccion que comprende "un catalizador" comprende un catalizador, dos o

mas catalizadores. También se deberia indicar que el uso de "o" se refiere a "y/0" a menos que se indique de otro
modo.

Definiciones

Ciertos grupos quimicos nombrados en el presente documento van precedidos por una notacién abreviada que
indica el numero total de atomos de carbono que se van a encontrar en el grupo quimico indicado. Por ejemplo,
alquilo C7-C42 describe un grupo alquilo, como se define a continuacién, que tiene un total de 7 a 12 atomos de
carbono, y ciclohidrocarbilalquilo C4-C12 describe un grupo ciclohidrocarbilalquilo, como se define a continuacion, que
tiene un total de 4 a 12 atomos de carbono. El nimero total de atomos de carbono en la notaciéon abreviada no
incluye los carbonos que pueden existir en los sustituyentes de los grupos descritos.

Por consiguiente, como se usa en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, a menos que se
especifique lo contrario, los siguientes términos tienen los significados indicados:

El término "alquilo", como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo de cadena de hidrocarburo lineal o
ramificada que consiste Unicamente en carbono e hidrégeno, que no contiene ningun enlace insaturado, que tiene de
uno a doce atomos de carbono, preferentemente de uno a ocho o de uno a seis atomos de carbono, y que esta
unido al resto de la molécula mediante un enlace sencillo, por ejemplo, metilo, etilo, n-propilo, 1-metiletilo (iso-
propilo), n-butilo, n-pentilo, 1,1-dimetiletilo (terc-butilo), 3-metilhexilo, 2-metilhexilo, y similares.

El grupo alquilo puede tener de uno a doce atomos de carbono (siempre que aparece en la presente solicitud, un
intervalo numérico tal como "de uno a doce" se refiere a cada nimero entero en el intervalo numérico dado; por
ejemplo "de uno a doce atomos de carbono" se refiere a que el grupo alquilo debe consistir en un atomo de carbono,
dos atomos de carbono, tres atomos de carbono, etc., hasta e incluyendo doce atomos de carbono, aunque la
presente definicion también cubre la aparicion del término "alquilo" en el que no se designa ningun intervalo
numérico). El grupo alquilo también puede ser un alquilo de tamafio medio que tenga de uno a diez atomos de
carbono. El grupo alquilo también puede ser un alquilo inferior que tenga de uno a cinco atomos de carbono. El
grupo alquilo de los compuestos de la presente solicitud se puede designar como "alquilo C14" o designaciones
similares. Solamente a modo de ejemplo, "alquilo C44" indica que hay de uno a cuatro atomos de carbono en la
cadena de alquilo, es decir, la cadena de alquilo se selecciona entre el grupo que consiste en metilo, etilo, propilo,
isopropilo, n-butilo, iso-butilo, sec-butilo, o t-butilo.

El grupo alquilo puede estar opcionalmente sustituido, es decir, sustituido o sin sustituir. Cuando esta sustituido, el
grupo o grupos sustituidos se seleccionan individual e independientemente entre el grupo que consiste en
ciclohidrocarbilo, arilo, heteroarilo, heteroaliciclilo, hidroxi, alcoxi, ariloxi, mercapto, alquiltio, ariltio, ciano, halo,
carbonilo, tiocarbonilo, O-carbamilo, N-carbamilo, O-tiocarbamilo, N-tiocarbamilo, C-amido, N-amido, S-sulfinamido,
N-sulfinamido, C-carboxilo, O-carboxilo, isocianato, tiociano, isotiocianato, nitro, sililo, trihalometanosulfonilo, -NR'R"
o0 amino incluyendo grupo amino mono- y di-sustituido, y los derivados protegidos de los mismos. Los grupos
hidrocarbilo habituales incluyen, pero no se limitan a, metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, t-butilo, pentilo,
hexilo, etenilo, propenilo, buenilo, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, y similares. Siempre que se
describe que un sustituyente esta "opcionalmente sustituido", ese sustituyente puede estar sustituido con uno de los
sustituyentes mencionados anteriormente.
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"Alquilo C14" se refiere a un grupo alquilo como se ha definido anteriormente que contiene de uno a cuatro atomos
de carbono. El grupo alquilo C+.4 puede estar opcionalmente sustituido como se ha definido para el grupo alquilo.

"Alquilo C1.¢" se refiere a un grupo alquilo como se ha definido anteriormente que contiene de uno a seis atomos de
carbono. El alquilo grupo C+.6 puede estar opcionalmente sustituido como se ha definido para el grupo alquilo.

"Alquilo C+.12" se refiere a un grupo alquilo como se ha definido anteriormente que contiene de uno a doce atomos de
carbono. El alquilo grupo C+.12 puede estar opcionalmente sustituido como se ha definido para el grupo alquilo.

"Alquilo C.¢" se refiere a un grupo alquilo como se ha definido anteriormente que contiene de dos a seis atomos de
carbono. El grupo alquilo C,.¢ puede estar opcionalmente sustituido como se ha definido para el grupo alquilo.

"Alquilo C3¢" se refiere a un alquilo como se ha definido anteriormente que contiene de tres a seis atomos de
carbono. El grupo alquilo Cs¢ puede estar opcionalmente sustituido como se ha definido para el grupo alquilo.

"Alquilo Cs.12" se refiere a un alquilo como se ha definido anteriormente que contiene de tres a doce atomos de
carbono. El grupo alquilo Cs.12> puede estar opcionalmente sustituido como se ha definido para el grupo alquilo.

"Alquilo Cs.12" se refiere a un alquilo como se ha definido anteriormente que contiene de seis a doce atomos de
carbono. El grupo alquilo Ce.12 puede estar opcionalmente sustituido como se ha definido para el grupo alquilo.

"Alquilo Cr.12" se refiere a un alquilo como se ha definido anteriormente que contiene de siete a doce atomos de
carbono. El grupo alquilo C7.12 puede estar opcionalmente sustituido como se ha definido para el grupo alquilo.

En algunas realizaciones, el grupo alquilo es alquilo Cy12.

En algunas realizaciones, el grupo alquilo es alquilo C+.s.

En algunas realizaciones, el grupo alquilo es alquilo C+..

En algunas realizaciones, el grupo alquilo es alquilo C1.4.

"Alcoxi", como se usa en el presente documento, se refiere a la férmula -OR, en la que R es un grupo alquilo como
se ha definido anteriormente, por ejemplo metoxi, etoxi, n-propoxi, 1-metil etoxi (isopropoxi), n-butoxi, isobutoxi, sec-
butoxi, t-butoxi, amoxi, t-amoxi, y similares.

En algunas realizaciones, el grupo alcoxi es alcoxi C1-12.

En algunas realizaciones, el grupo alcoxi es alcoxi C1.s.

En algunas realizaciones, el grupo alcoxi es alcoxi C1..

En algunas realizaciones, el grupo alcoxi es alcoxi C1.4.

"Alquileno”, como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo de cadena de hidrocarburo divalente linea
no ramificado que consiste unicamente en carbono e hidrogeno y que tiene de uno a ocho atomos de carbono, que
esta unido al otro resto de la molécula y un grupo residual, por ejemplo metileno, etileno, propileno, n-butileno. La
cadena de alquileno se puede unir con el otro resto de la molécula y el grupo residual a través de un atomo de
carbono en la cadena o cualesquiera dos atomos de carbono en la cadena.

En algunas realizaciones, el grupo alquileno es alquileno Cy.12.

En algunas realizaciones, el grupo alquileno es alquileno C.s.

En algunas realizaciones, el grupo alquileno es alquileno C1s.

En algunas realizaciones, el grupo alquileno es alquileno C.4.

"Alquilenoxi", como se usa en el presente documento, se refiere a la formula -OR, en la que R es un grupo alquileno
como se ha definido anteriormente, por ejemplo metilenoxi, etilenoxi, n-propilenoxi, isopropilenoxi, n-butilenoxi,
isobutilenoxi, sec-butilenoxi, t-butilenoxi, amilenoxi, t-amilenoxi, y similares.

En algunas realizaciones, el grupo alquilenoxi es Oalquileno (C1.12).

En algunas realizaciones, el grupo alquilenoxi es Oalquileno (C1.g).
14
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En algunas realizaciones, el grupo alquilenoxi es Oalquileno (C1.g).
En algunas realizaciones, el grupo alquilenoxi es Oalquileno (C1.4).

"Arilo", como se usa en el presente documento, se refiere a un carbociclo (completamente de carbonos) o dos anillos
fusionados (anillos que comparten dos atomos de carbono adyacentes), que tienen sistema de electrones
completamente los localizados. Los ejemplos de grupo arilo incluyen, pero no se limitan a, fluorenilo, fenilo y naftilo.
El grupo arilo puede tener, por ejemplo, de cinco a doce atomos de carbono. El grupo arilo de la presente solicitud
puede estar sustituido o sin sustituir. Cuando esta sustituido, el atomo o atomos de hidrégeno estan sustituidos con
uno o mas sustituyentes seleccionados independientemente entre el grupo que consiste en alquilo, ciclohidrocarbilo,
arilo, heteroarilo, heteroaliciclilo, hidroxi, hidroxi protegido, alcoxi, ariloxi, mercapto, alquiltio, ariltio, ciano, halo,
carbonilo, tiocarbonilo, O-carbamilo, N-carbamilo, O-tiocarbamilo, N-tiocarbamilo, C-amido, N-amido, S-sulfinamido,
N-sulfinamido, C-carboxilo, C-carboxilo protegido, O-carboxilo, isocianato, tiociano, isotiocianato, nitro, sililo,
trihalometanosulfonilo, -NR'R" (R’ y R" son grupos alquilo definidos en el presente documento) y amino protegido.

En algunas realizaciones, el grupo arilo es arilo Cs-Cis.
En algunas realizaciones, el grupo arilo es arilo Cs-Ci2.
En algunas realizaciones, el grupo arilo es arilo Cs-Cio.

"Heteroarilo (heterociclilo aromatico)" se refiere a un grupo de anillos aromaticos de cinco a dieciocho miembros, que
contiene de uno a diecisiete atomos de carbono y de uno a diez heteroatomos seleccionados entre el grupo que
consiste en nitrogeno, oxigeno y azufre. Para el fin de la presente invencion, el heteroarilo puede ser un sistema de
anillos monociclico, biciclico, triciclico o tetraciclico, que puede comprender sistema de anillos fusionados o unidos
por puente. Ademas, el atomo de nitrégeno, carbono o azufre en el grupo heteroarilo puede estar opcionalmente
oxidado, y el atomo de nitrégeno puede estar opcionalmente cuaternizado. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan
a, azepinilo, acridinilo, benzoimidazolilo, benzotiazolilo, benzoindolilo, benzodioxolanilo, benzofuranilo, benzoxazolilo,
benzotiazolilo, benzotiadiazolilo, benzo[b][1,4]dioxepanilo, 1,4-benzodioxanilo, benzonaftofuranilo, benzodioxolanilo,
benzodioxadienilo, benzopiranilo, benzopironilo, benzofuranilo, benzofuranonilo, benzotienilo, benzotriazolilo,
benzo[4,6]imidazo[1,2-a]piridilo, carbazolilo, cinnolinilo, dibenzofuranilo, dibenzotienilo, furanilo, furanonilo,
isotiazolilo, imidazolilo, indazolilo, indolilo, indazolilo, isoindolilo, indolinilo, isoindolinilo, isoquinolilo, indolizinilo,
isoxazolilo, naftilo, naftiridinilo, oxadiazolilo, 2-oxoazepinilo, oxazolilo, oxiranilo, 1-fenil-1H-pirrolilo, fenazinilo,
fenotiazinilo, fenoxazinilo, 2,3-naftiridinilo, pteridinilo, purinilo, pirrolilo, pirazolilo, piridinilo, pirazinilo, pirimidinilo,
piridazinilo, pirrolilo, quinazolinilo, quinoxalinilo, quinolilo, quinuclidinilo, isoquinolilo, tetrahidroquinolilo, tiazolilo,
tiadiazolilo, triazolilo, tetrazolilo, triazinilo y tiofenilo. A menos que se indique especificamente de otro modo en la
memoria descriptiva, el término "heteroarilo" pretende incluir los grupos heteroarilo que pueden estar opcionalmente
sustituidos con uno o mas sustituyentes seleccionados independientemente entre el grupo que consiste en alquilo,
ciclohidrocarbilo, arilo, heteroarilo, heteroaliciclilo, hidroxi, hidroxi protegido, alcoxi, ariloxi, mercapto, alquiltio, ariltio,
ciano, halo, carbonilo, tiocarbonilo, O-carbamilo, N-carbamilo, O-tiocarbamilo, N-tiocarbamilo, C-amido, N-amido, S-
sulfinamido, N-sulfinamido, C-carboxilo, C-carboxilo protegido, O-carboxilo, isocianato, tiociano, isotiocianato, nitro,
sililo, trihalometanosulfonilo, -NR'R" (R’ y R" son grupos alquilo definidos en el presente documento) y amino
protegido.

En algunas realizaciones, el grupo heteroarilo es heteroarilo Cs.1s.
En algunas realizaciones, el grupo heteroarilo es heteroarilo Cs.12.
En algunas realizaciones, el grupo heteroarilo es heteroarilo Cs.1o.

El término "heterociclilo”, como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo de anillos no aromaticos de
tres a doce miembros estable que consiste en atomos de carbono y de uno a cinco heteroatomos seleccionados
entre el grupo que consiste en nitrégeno, oxigeno y azufre. Los ejemplos de los grupos heterociclilo de este tipo
incluyen, pero no se limitan a, dioxolanilo, decahidroisoquinolilo, imidazolinilo, imidazolidinilo, isotiazolidinilo,
isoxazolidinilo, morfolinilo, octahidroindolilo, octahidroisoindolilo, 2-oxopiperazinilo, 2-oxopiperidinilo, 2-
oxopirrolidinilo, oxazolidinilo, piperidilo, piperazinilo, 4-piperidonilo, pirrolidinilo, pirazolidinilo, tiazolidinilo,
tetrahidrofurilo, tritianilo, tetrahidropiranilo, tiomorfolinilo, tiamorfolinilo, 1-oxo-tiomorfolinilo y 1,1-dioxo-tiomorfolinilo.
A menos que se indique especificamente de otro modo en la memoria descriptiva, el término "heterociclilo" pretende
incluir los grupos heterociclilo como se ha definido anteriormente, que pueden estar opcionalmente sustituidos con
uno o mas sustituyentes seleccionados entre el grupo que consiste en ciclohidrocarbilo, arilo, heteroarilo,
heteroaliciclilo, hidroxi, alcoxi, ariloxi, mercapto, alquiltio, ariltio, ciano, halo, carbonilo, tiocarbonilo, O-carbamilo, N-
carbamilo, O-tiocarbamilo, N-tiocarbamilo, C-amido, N-amido, S-sulfinamido, N-sulfinamido, C-carboxilo, O-carboxilo,
isocianato, tiocianato, isotiocianato, nitro, sililo, trihalometanosulfonilo, -NR'R" (R’ y R" son grupos alquilo como se
define en la presente solicitud) o amino que incluye grupo amino mono- y di-sustituido, y los derivados protegidos de
los mismos.
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En algunas realizaciones, el grupo heterociclilo es heterociclilo Cs.1s.
En algunas realizaciones, el grupo heterociclilo es heterociclilo Cs.12.
En algunas realizaciones, el grupo heterociclilo es heterociclilo Cs.1o.

"Sulfonilo" se refiere a grupo -S(= O)2R, en el que R puede ser alquilo, ciclohidrocarbilo, heterociclilo, arilo,
heteroarilo, etc., como se ha definido anteriormente. Los ejemplos de grupos sulfonilo incluyen, pero no se limitan a,
-S(= 0)2CHs3 (mesilo), -S(= 0),CF3, -S(= O)2CH2CHj3 y 4-metilbencenosulfonilo (tosilo).

"Opcional" u "opcionalmente" se refiere a que las circunstancias que se describen a continuacién se pueden producir
0 no, y la memoria descriptiva incluye casos en los que dicho suceso o circunstancia se produce y casos en los que
no se produce. Por ejemplo, "arilo opcionalmente sustituido" se refiere a que el grupo arilo puede estar sustituido o
no y la memoria descriptiva incluye el grupo arilo sustituido y el grupo arilo que no esta sustituido.

"Vehiculos farmacéuticamente aceptables" incluyen, pero no se limitan a, cualquier adyuvante, vehiculo, excipiente,
sustancia de deslizamiento, agente edulcorante, diluyente, conservante, tinte/colorante, potenciador del sabor,
tensioactivo, agente humectante, agente dispersante, agente de suspension, estabilizante, agente isosmotico,
disolvente, o emulgente, etc., que han sido aprobados por la United States Food and Drug Administration como
aceptables para su uso en seres humanos o en animales y no tienen efectos secundarios para formar una
composicion farmacéutica.

"Sales farmacéuticamente aceptables" incluyen tanto "sales de adicién de acido farmacéuticamente aceptables"
como "sales de adicion de base farmacéuticamente aceptables".

"Sal de adicion de acido farmacéuticamente aceptable" se refiere a las sales que retienen la eficacia bioldgica y
propiedades de las bases libres, que son biolégicamente o de otro modo deseables, y que se forman con acidos
inorganicos tales como, pero no limitados a, acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfdrico, acido nitrico, acido
fosforico y similares; y acidos organicos tales como, pero no limitados a, acido acético, acido 2,2-dicloroacético,
acido adipico, acido alginico, acido ascorbico, acido aspartico, acido bencenosulfénico, acido benzoico, acido 4-
acetamidobenzoico, acido camfanico, acido canfor-10-sulfénico, acido caprico, acido caproico, acido caprilico, acido
carbonico, acido cinnamico, acido citrico, acido ciclamico, acido dodecil sulfurico, acido etano-1,2-disulfénico, acido
etanosulfénico, acido 2-hidroxietanosulfénico, acido férmico, acido fumarico, acido galactarico, acido gentisico, acido
glucoheptonico, acido glucoénico, acido glucurdnico, acido glutamico, acido glutarico, acido 2-oxo-glutarico, acido
glicerofosférico, acido glicdlico, acido hipurico, acido isobutirico, acido lactico, acido lactobionico, acido laurico, acido
maleico, acido malico, acido malénico, acido mandélico, acido metanosulfénico, acido mucico, acido naftaleno-1,5-
disulfénico, acido naftaleno-2-sulfénico, acido 1-hidroxi-2-naftoico, acido nicotinico, acido oleinico, acido orético,
acido oxalico, acido palmitico, acido pamoico, acido propidnico, acido piroglutamico, acido piruvico, acido salicilico,
acido 4-aminosalicilico, acido sebacico, acido estearico, acido succinico, acido tartarico, acido tiocianico, acido p-
toluenosulfénico, acido trifluoroacético, acido undecilénico y similares.

"Sal de adicion de base farmacéuticamente aceptable" se refiere a las sales que retienen la eficacia biologica y
propiedades de los acidos libres, que son biolégicamente o de otro modo deseables. Estas sales se preparan a partir
de la adicién de una base inorganica o una base organica en el acido libre. Las sales obtenidas a partir de bases
inorganicas incluyen, pero no se limitan a, sales de sodio, potasio, litio, amonio, calcio, magnesio, hierro, cinc, cobre,
manganeso, aluminio, y similares. Las sales inorganicas preferentes son las sales de amonio, sodio, potasio, calcio,
y magnesio. Las sales obtenidas a partir de bases organicas incluyen, pero no se limitan a, sales de aminas
primarias, secundarias y terciarias, aminas sustituidas que incluyen aminas sustituidas de origen natural, aminas
ciclicas y resinas de intercambio i6nico basicas, tales como amoniaco, isopropilamina, trimetilamina, dietilamina,
trietilamina, tripropilamina, dietanolamina, etanolamina, deanol, 2-dimetilaminoetanol, 2-dietilaminoetanol,
diciclohexilamina, lisina, arginina, histidina, cafeina, procaina, hidrabamina, colina, betaina, bencilamina,
feniletilendiamina, etilendiamina, glucosamina, metilglucosamina, teobromo, trietanolamina, trometamol, purina,
piperazina, piperidina, N-etil piperidina, resina de poliamina y similares. Las bases organicas particularmente
preferentes son isopropilamina, dietilamina, etanolamina, trimetilamina, diciclohexilamina, colina y cafeina.

"Composicion farmacéutica" se refiere a una formulacion formada con un compuesto de la invencidon y un medio
generalmente aceptable en la técnica para la administracion del compuesto biolégicamente activo a un mamifero por
ejemplo seres humanos. Un medio de este tipo incluye todos los vehiculos, diluyentes o excipientes
farmacéuticamente aceptables.

"Cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad de un compuesto de la invencién que, cuando se
administra a un mamifero, preferentemente a un ser humano, es suficiente para efectuar el tratamiento (como se
define a continuacion) del tumor y/o cancer en el mamifero, preferentemente un ser humano. La cantidad de un
compuesto de la invencién que constituye una "cantidad terapéuticamente eficaz" variara dependiendo del
compuesto, la afeccion y su gravedad, y la edad del mamifero a tratar, pero la puede determinar de forma rutinaria
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alguien con experiencia habitual en la materia en la técnica teniendo en cuenta sus propios conocimientos y con
respecto a la presente divulgacion.

"Tratar" o "tratamiento”, como se usa en el presente documento, cubre el tratamiento de una enfermedad o afeccién
pertinente en un mamifero, preferentemente un ser humano, que tienen la enfermedad o trastorno pertinente, e
incluye:

(i) evitar que la enfermedad o afeccion se produzca en un mamifero, en particular, cuando tan mamifero esta
predispuesto a la afeccion pero aun no se ha diagnosticado que la padece;

(i) inhibir la enfermedad o afeccion, es decir detener su desarrollo; o

(iii) aliviar la enfermedad o afeccion, es decir causar la regresion de la enfermedad o afeccion.

Durante el transcurso del tratamiento, la administracion in vivo se puede realizar por medio de una sola
administracion, una administracion continua o una administracion intermitente (de modo que la administracion se
realiza mediante dosis divididas a intervalos apropiados). El método para determinar el modo de administracion y la
dosis mas eficaz seria bien conocido por alguien con una experiencia habitual en la materia, y varia dependiendo de
la formulacion a usar en el tratamiento, el objeto del tratamiento, la célula dirigida a tratar y el sujeto a tratar. Se
puede realizar una administracion individual o una administracion mdltiple, y el nivel de dosis y el modo nos puede
seleccionar un doctor asistente.

Realizaciones Especificas

En un aspecto, la presente solicitud se refiere a un compuesto representado por la féormula (I) y una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo,

R
P
Férmula (I)

en la que R1, R2, R3, R4, R5, W y n son como se definen en la reivindicacion 1.

En algunas realizaciones, R' en el compuesto representado por la formula (I) se selecciona entre el grupo que
consiste en Hy OCHa.

En algunas realizaciones, R* en el compuesto representado por la formula (I) es CHa.

Ademas en otro aspecto, la presente solicitud se refiere a compuestos seleccionados entre el grupo que consiste en:
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enlaqueWesO, R'es OCHs, R*es CHs, R® es OH,ny NR2R® son como se muestran en la siguiente tabla:

N° | n NR*R’




ES 2 633359 T3

N.© NR*R®
6 |2  mm-- H/\/O\/\T/
NN
7 |3 7T N T
8 | 2| ---- N N
__/
S N N N
__/
102  eeee- N—N o)
_/
R X R — —N 0
HoN_/
12 2| e NN 0
H _/
T - N — NN 0
H __/
14 | 2| 0 eme=— —N N—
N/
53| e —N N—
TN/
6 2] 0 - E/\—N
17 3] me—-- ENN

19




ES 2 633359 T3

N.© NR‘R
B2y N/\/_N
H
I < E/\/—N
20| 2| m=———— i \_/ N
7N/
21 | 3| mmees N \_/ N
AN
e,
S R H \_/N
24 (2| =m==- % \ N/
25 (3  =m=-- % \_N/
S I T N \ /N
H
S I N \ /N
H
28
_____ v\




ES 2 633359 T3

NR*R’

-----HN

-----HN

\ 7/

---=-N
H

\ 7/

---=-N
H

NH,

===

-----N
H

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

21



ES 2 633359 T3

N.© NR*R’
O
) I
..... E S=—0NH,
|
O
40 |2 =mee- N N
/ \
4 13|  ==ee- N N
/ \
----- NH
=
42 L I \>
N f
----- NH
/ N
43 L I \>
N f
4 2|  ===-- N N N/
/ VvV N\
45 | 3|  eem-- N N N/
——/ V N\
P I /\/\Nt‘ \N_
1 __/
a7 |3l eeeee N/\/\N/ \N_
1 __/

22




ES 2 633359 T3

N.© NR“R®
48 /_
_____ E/\/ N
e e N/\/N_
H
!
N
50 | 2| 0000 o N
\N/
|
!
— N
51 (3} -=—-- N
HN/
I
52 NN TN TN 0\/\N<
53 NSNS 0\/\N<
4<=N
54 2| - N
; \NJ
_<=N
55 | 3| e N
\_J
56

23




ES 2 633359 T3

N.© NR“R®
57 .\ /
N
N—
58 -----HN—<\
\ />
N—
59 -----HN—<\
\_/
OH
o |21 N/\/
H
OH
61 | 3| .. N/\/
H
/’\/0\/\
62 | 2| ... N OH
H
O
63 | 3|  _____ N/\/ \/\OH
H
OH
64 |2 e N
Ol
oH
65 (3| meee- N
Ol
66 NH>
67 NH>
68 NHCH3
69 NHCH3
70 N(CHj3)2
71 N(CHa)z

24




ES 2 633359 T3

a s a s s
[ [ =)
= o
Z, ~ o0 b
- (wn] o o g (o — ]
¥ ]
i = _ o—— e
“ f % 7 ! xz
H ' H 1 '
S L R 7 m =
1
m ZT ZT ZT '
' ‘ ‘ ! e '
1 1 ¥ ]
f f i !
1 1 ‘ ‘
!
'
c o~ ™ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~
o, N ™ < e © o - ~ o < o
pd ~ N ~ N 0 & > S R 3 e

25



10

15

20

25

ES 2 633359 T3

77) acetato de 10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
13-ox0-14-(4-((4-(2-hidroxi)etil)piperazin-1-il)-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5,12-naftalenodiona;

78) acetato de 10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
13-ox0-14-(4-((3-(morfolin-1-il)propil)amino)-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5,12-naftalenodiona;

79) acetato de 10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
13-0x0-14-(4-((4-metil)piperazin-1-il)amino)-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5,12-naftalenodiona;

80) acetato de 10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
13-0x0-14-(4-(4-etilpiperazin-1-il)-4-oxo-butirato)- 1-metoxi-5,12-naftalenodiona;

81) acetato de 10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
13-ox0-14-(4-((3-(4-metilpiperazin-1-il)propil)amino)-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5,12-naftalenodiona;

82) acetato de 10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
13-0x0-14-(4-((piridin-4-il)metil)amino)-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5,12-naftalenodiona;

83) acetato de 10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
13-0x0-14-(4-((piridin-3-il)metil)amino)-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5,12-naftalenodiona;

84) acetato de 10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
13-0x0-14-(4-(2-(piridin-2-il)etil)Jamino)-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5, 12-naftalenodiona;

77) acetato de 10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
13-ox0-14-(4-(2-(piridin-3-il)etil)Jamino)-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5, 12-naftalenodiona;

77) acetato de 10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
13-0x0-14-(4-(2-(piridin-4-il)etil)Jamino)-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5, 12-naftalenodiona;

77) acetato de 10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
13-ox0-14-(4-(4-(3-(dimetilamino)propil)piperazin-1-il}-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5,12-naftalenodiona;

89) acetato de 10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
13-ox0-14-(4-((2-(morfolin-1-il)etil)amino)-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5,12-naftalenodiona;

96) fosfato de 10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
13-o0x0-14-(4-((2-(morfolin-1-il)etil)amino)-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5,12-naftalenodiona; y

99) clorhidrato de  10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-
trihidroxi- 13-oxo-14-(4-((2-(morfolin-1-il)etil)amino)-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5,12-naftalenodiona.

30 Ademas en otro aspecto adicional, la presente solicitud se refiere a un procedimiento para preparar un compuesto

representado por la féormula (l), que comprende:

1

A
H( NR?RE
Hi
. n
R ]
Q (4] O
Formula (l1) Formula ()

35 hacer reaccionar un compuesto representado por la férmula (ll) con un compuesto representado por la formula (l11)

40

45

en presencia de un agente de condensacion para obtener el compuesto representado por la férmula (1),
en la que:

los grupos representados por R W, R R en el compuesto representado por la férmula (II) son los mismos que
los grupos representados por R W, R* R°enel compuesto representado por la férmula (1);

n en el compuesto representado por la férmula (Ill) tiene los mlsmos significados que n en el compuesto
representado por la férmula (1); los grupos representados por R’ y R® en el compuesto representado por la
férmula (1) son los mismos que los grupos representados por R? y R en el compuesto representado por la
férmula (1), con la condicion de que los grupos representados por R’ y R® no comprendan NH o NHy; cuando los
grupos representados por R’ y R® comprenden NH o NHa, el compuesto representado por la férmula (ll1) tiene un

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 633359 T3

grupo protector de amino en el extremo N-terminal, y estd sometido a una reaccion de desproteccion para
obtener el compuesto representado por la férmula (1).

En algunas realizaciones, el procedimiento para preparar un compuesto representado por la férmula (I) comprende
adicionalmente la adicion de un activador.

Los ejemplos de activadores a modo de ejemplo que se pueden usar en el procedimiento para preparar un
compuesto representado por la férmula (I) de acuerdo con la presente solicitud incluyen, pero no se limitan a, N-
hidroxisuccinimida (HOSu), 1-hidroxi-7-azobenzotriazol (HOAt), 1-hidroxibenzotriazol (HOBt), N-hidroxiftalimida
(NHPI), N-hidroxi-1,8-naftalimida (NHNI), pentafluorofenol (PFPOH), hexafluorofosfato de 2-(7-azobenzotriazol)-
N,N,N’,N’-tetrametiluronio  (HATU), hexafluorofosfato de benzotriazol-N,N,N’,N’-tetrametiluronio  (HBTU),
hexafluorofosfato de 6-clorobenzotriazol-1,1,3,3-tetrametiluronio (HCTU), hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-
1-il)-di(tetrahidropirrolil)carbenio (HAPyU), hexafluorofosfato de O-(benzotriazol-1-il)-di(tetrahidropirrolil)carbenio
(HBPyU), tetrafluoroborato de O-benzotriazol-N,N,N’,N’-tetrametiluronio (TBTU), tetrafluoroborato de 2-succinimido-
1,1,3,3-tetrametiluronio (TSTU), sal de amonio cuaternario de tetrafluoroborato de 2-(5-norbornen-2,3-
dicarboximido)-1,1,3,3-tetrametiluronio (TNTU), hexafluorofosfato de benzotriazol-1-iloxitri({dimetilamino)fosfonio
(BOP), hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxitripirrolidino-fosfonio (PyBOP), hexafluorofosfato de (3H-1,2,3-
triazolo[4,5-b]piridin-3-oxi)tri-1-pirrolidinil-fosfonio (PyAOP), cloruro de difenilfosfinilo (DPP-CI), azida de difenil
fosforilo (DPPA), cianodietilfosfato (DECP), cloruro de bis(2-oxo-3-oxazolidinil)fosfinilo (BOP-CI) y una mezcla de los
mismos.

Los ejemplos de agentes de condensacion a modo de ejemplo que se pueden usar en el procedimiento para
preparar un compuesto representado por la férmula (I) de acuerdo con la presente solicitud incluyen, pero no se
limitan a, diciclohexilcarbodiimida (DCC), diisopropilcarbodiimida (DIC), 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida
(EDCI), hexafluorofosfato de 2-(7-azobenzotriazol)-N,N,N’,N’-tetrametiluronio (HATU), hexafluorofosfato de
benzotriazol-N,N,N’,N’-tetrametiluronio (HBTU), hexafluorofosfato de 6-clorobenzotriazol-1,1,3,3-tetrametiluronio
(HCTU), hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-di(tetrahidropirrolil)carbenio (HAPyU), hexafluorofosfato de
O-(benzotriazol-1-il)-di(tetrahidropirrolil)carbenio ~ (HBPyU), tetrafluoroborato = de  O-benzotriazol-N,N,N’,N’-
tetrametiluronio (TBTU), tetrafluoroborato de 2-succinimido-1,1,3,3-tetrametiluronio (TSTU), sal de amonio
cuaternario de tetrafluoroborato de  2-(5-norbornen-2,3-dicarboximido)-1,1,3,3-tetrametiluronio  (TNTU),
hexafluorofosfato de benzotriazol-1-iloxitri(dimetilamino)fosfonio (BOP), hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-
oxitripirrolidino-fosfonio (PyBOP), hexafluorofosfato de (3H-1,2,3-triazolo[4,5-b]piridin-3-oxi)tri-1-pirrolidinilfosfonio
(PyAOP), cloruro de difenilfosfinilo (DPP-CI), azida de difenil fosforilo (DPPA), cianodietilfosfato (DECP), cloruro de
bis(2-oxo-3-oxazolidinil)fosfinilo (BOP-CIl) y una mezcla de los mismos.

En algunas realizaciones, el procedimiento para preparar un compuesto representado por la férmula (I) comprende
adicionalmente la adicion de un catalizador.

Los ejemplos de catalizadores a modo de ejemplo que se pueden usar en el procedimiento para preparar un
compuesto representado por la formula (l) de acuerdo con la presente solicitud incluyen, pero no se limitan a, 4-
dimetilaminopiridina, 4-pirrolidinilpiridina y una mezcla de los mismos.

Los ejemplos de grupos protectores de nitrégeno a modo de ejemplo que se pueden usar en el procedimiento para
preparar un compuesto representado por la férmula (I) de acuerdo con la presente solicitud incluyen, pero no se
limitan a, Fmoc (fluorenilmetoxicarbonilo), Boc (t-butiloxicarbonilo), CBZ (carbobenzoxi), Tr (tritlo) o Alloc
(aliloxicarbonilo), Teoc (trimetilsililetoxicarbonilo), metoxicarbonilo, etoxicarbonilo, Pht (ftaloilo), Tos (tosilo), Ns (o/p-
nitrobencenosulfonilo), Tfa (trifluoroacetilo), pivaloilo, benzoilo, Trt (tritlo), Dmb (2,4-dimetoxibencilo), PMB (p-
metoxibencilo), y Bn (bencilo).

Los ejemplos de reactivos de desproteccion a modo de ejemplo que se pueden usar en el procedimiento para
preparar un compuesto representado por la férmula (I) de acuerdo con la presente solicitud incluyen, pero no se
limitan a, gas hidrogeno, NH3, aminoetanol, dimetilamina, dietilamina, piperidina, piperazina, DBU, acido clorhidrico,
acido fosforico, acido acético, acido féormico, acido trifluoroacético, acido metanosulfénico, acido bencenosulfénico,
acido p-toluenosulfénico y una mezcla de los mismos.

En algunas realizaciones, el compuesto representado por la formula (lll) en el procedimiento para preparar un

compuesto representado por la formula (1) se obtiene mediante una reaccién de un compuesto representado por la
formula (IV) con HNR'R?,
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Formula (IV)

en la que:

n en el compuesto representado por la férmula (IV) tiene los mismos significados que n en el compuesto
representado por la férmula (1);

los grupos representados por R? y R® en HNR'R® son los mismos que los grupos representados por R? y R*enel
compuesto representado por la férmula (1).

En algunas realizaciones, el procedimiento para preparar un compuesto representado por la férmula (lll) comprende
adicionalmente la adicién de un compuesto alcalino.

Los ejemplos de compuestos alcalinos a modo de ejemplo que se pueden usar en el procedimiento para preparar un
compuesto representado por la formula (lll) de acuerdo con la presente solicitud incluyen, pero no se limitan a,
trietilamina, piridina, diisopropiletilamina, trimetilamina, N-metilpirrolidina, N-metilpiperidina, N-metilmorfolina, N-
etilpirrolidina, N-etilpiperidina, N-etilmorfolina y una mezcla de los mismos.

En otro aspecto mas, la presente solicitud se refiere a una composiciéon farmacéutica que comprende un compuesto
representado por la férmula (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

En otro aspecto, la presente solicitud se refiere a una formulacién que comprende un compuesto representado por la
férmula (1) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En algunas realizaciones, la formulacion que comprende un compuesto representado por la formula (I) o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo y un vehiculo farmacéuticamente aceptable es una formulacion para
inyeccion.

Los ejemplos que se pueden usar a modo de ejemplo en la formulacion de acuerdo con la presente solicitud
incluyen, pero no se limitan a, una inyeccion de polvo convencional, una inyecciéon de polvo liofilizado, una hidro-
inyeccion, una emulsion, una solucién y una suspension.

En el presente documento también se describe un método para tratar y/o prevenir tumor y/o cancer, que comprende
administrar a un sujeto con necesidad del mismo una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto
representado por la formula (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de una composicion farmacéutica que comprende un compuesto representado por la
férmula (I) o una sal farmacéuticamente aceptable y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, o administrar una
cantidad terapéuticamente eficaz de una formulacién que comprende un compuesto representado por la férmula (l) o
una sal farmacéuticamente aceptable y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Los ejemplos de tumores y/o canceres a modo de ejemplo que se pueden tratar y/o prevenir con el método de
acuerdo con la presente solicitud incluyen, pero no se limitan a, cancer de higado, cancer gastrico, cancer de mama,
cancer de pulmén, cancer intestinal, cancer de ovarios, cancer pancreatico, cancer de cabeza y cuello, cancer de
cuello uterino, cancer renal, melanoma, cancer de prostata, glioma cerebral, diversas leucemias, linfoma, y cancer
de médula 6sea muiltiple.

El compuesto y una sal del mismo de acuerdo con la presente solicitud poseen buena actividad anticancer y/o
antitumoral, y buena solubilidad y estabilidad en agua, asi como buena tolerancia en cuerpos de animales. Por lo
tanto, son propensos a su desarrollo como farmacos clinicos.

Ejemplos

Aunque cualquier experto en la materia es capaz de preparar los compuestos de la presente solicitud de acuerdo
con las técnicas generales desveladas anteriormente en el presente documento, en cualquier parte en la presente

28



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 633359 T3

memoria descriptiva por conveniencia se proporcionan detalles mas especificos sobre técnicas de sintesis para el
compuesto de la presente solicitud. Ademas, todos los reactivos y condiciones de reaccion usados en sintesis son
conocidos por los expertos en la materia y estan disponibles a partir de fuentes comerciales habituales.

Abreviaturas

Su: succinimida; Bt: benzotrazol-1-ilo; At: 7-azobenzotrazol-1-ilo; Fmoc: fluorenilmetoxicarbonilo; Boc: t-
butoxicarbonilo; CBZ: carbobenzoxi; Tr: trimetilfenilo; Alloc: aliloxicarbonilo; DBU: 1,8-diazaciclo[5.4.0]hendeceno-7;
DIEA: diisopropiletilamina; DMAP: 4-dimetilaminopiridina; EDC-HCI: clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-
etilcarbodiimida; HOAt: N-hidroxi-7-azobenzotriazol; DCC: diciclohexilcarbodiimida; DIC: N,N-diisopropilcarbodiimida.
NCI-H446: linea de células de cancer de pulmén de células pequefias humano; BxPC-3: linea de células de cancer
de pancreatico humano; SK-OV-3: linea de células de cancer de ovarios humanos; MDA-MB-453: linea de células de
cancer de mama humano; 22Rv1: linea de células de cancer de préstata humano; A375: linea de células de
melanoma cutaneo humano; A431: linea de células de carcinoma epidérmico humano; MCF-7: linea de células de
cancer de mama humano; NCI-446: linea de células de cancer de de pulmoén de células pequefias humano; NCI-
H460: linea de células de cancer de pulmén de células grandes humano; B16: linea de células de melanoma de
ratén; 786-O: linea de células de adenocarcinoma de células transparentes de rifidn humano; DU-145: linea de
células de cancer de préstata; Hep3B: linea de células de cancer de de higado; SK-Br-3: linea de células de cancer
de mama humano; MTT: nitroazul de tetrazolio; 5A de McCoy: Medio 5A de McCoy; FBS: suero bovino fetal; PBS:
tampon de fosfato, pH 7,4; EDTA: acido etilendiamin tetraacético; DMSO: dimetilsulféoxido; RPMI-1640: Medio de
RPMI-1640; SRB: sulforrodamina; TCA: acido ftricloroacético, ddH,O: agua bidestilada; Tris:
trihidroximetilaminometano; L15: Medio L-15 de Leibovitz; compuesto A: monoéster del acido 3’-pirrolildoxorrubicina-
14-oxo-succinico.

Las numeraciones de los sustituyentes en la presente solicitud se indican como sigue a continuacion.

PREPARACION 1:

3’-PIRROLILDOXORRUBICIN 10-((3’-(PIRROL-1-IL)-2’,3’,6’-TRIDESOXI-ALFAL-L-LIXO-HEXILPIRANIL)
OX1)-7,8,9,10-TETRAHIDRO-6,8,11-TRIHIDROXI-8-HIDROXIACETIL-1-METOXI-5,12-NAFTALENODIONA

A un matraz de tres bocas (1 1) se afadieron clorhidrato de doxorrubicina (3,076 g), agua destilada (300 ml) y 1,2-
dicloroetano (300 ml), 2,5-dimetoxitetrahidrofurano (30 ml) y acido acético glacial (6 ml). La mezcla se calent6 y se
calento a reflujo durante 45 min bajo la proteccién de gas argén hasta que la reaccion se completd. La reaccion se
enfri6 a la temperatura ambiente. La solucion de reaccién se verti6 en agua enfriada con hielo (200 ml), y a
continuacion se dejé en reposo para su separacion. La fase organica se lavo con solucion salina saturada (200 ml)
una vez, se seco sobre sulfato de magnesio anhidro, se filiré y se evaporé en rotavapor hasta sequedad. A la fase
acuosa se afadio una solucion acuosa de bicarbonato sddico al 5 % (100 ml) a la vez que se agitaba en un bafo de
hielo, y a continuacién se extrajo con cloroformo (50 ml x 3). Las fases de cloroformo se combinaron y se lavaron
con solucidn salina saturada (100 ml) una vez, se filtraron y se evaporaron en rotavapor para retirar el disolvente. El
producto bruto resultante se combiné con el producto bruto tenido anteriormente. La mezcla resultante se purificd
mediante cromatografia en columna, eluyendo con cloroformo: metanol = 35:1, para dar el producto (2,91 g).
MS: 592 (M-1)
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PREPARACION 2:
4-(4-NITROBENCIL)MORFOLINA

A un matraz de reaccion se afiadio bromuro de p-nitrobencilo (72,084 g). Se afadié diclorometano (470 ml, secado a
través de tamiz molecular) para disolver el bromuro de p-nitrobencilo. Se afiadié carbonato potasico anhidro
(91,909 g). La mezcla se enfrié en un bafio de hielo bajo la proteccion de gas argén. Después de 20 min, al matraz
de reaccion se anadié morfolina gota a gota (durante aproximadamente 30 min). Después de completar la adicion, el
bafio de hielo se retird. La mezcla resultante se agité durante una noche a la temperatura ambiente. Después de
completar la reaccion, se afadié agua (150 ml). El pH de la mezcla se ajusté a 4-5 con una solucién acuosa de acido
citrico al 5 % con agitaciéon. Después de reposo para separar, la fase organica se lavo con agua (260 ml x 1), se
secO sobre MgSO, anhidro durante media hora, y a continuacion se filtré. El filtrado se concentrd, y se seco a
presion reducida mediante bomba de aceite, para dar el compuesto diana (71,9 g, rendimiento de un 97,16 %).

PREPARACION 3:
4-(MORFOLINILMETIL)ANILINA

A un matraz de reaccion se afadieron 4-(4-nitrobencil)morfolina (37,4 g) y etanol absoluto (520 ml). La mezcla se
agitd de forma mecanica, y a continuacion se afiadié acido acético (34 ml). La mezcla resultante se calentdé en un
bafio de aceite. La solucion se volvio transparente a 40 °C. A acido clorhidrico (HCI) 1 N (84 ml) se afiadieron polvos
de hierro (48,002 g), y se agitd durante 10 min, filtrado mediante succion. La torta de filtro se lavé con etanol
absoluto, y a continuacion se afiadié en el matraz de reaccion. La mezcla se calentd en un bafio de aceite a reflujo, y
se mantuvo a reflujo hasta que la reaccion se completd (aproximadamente 3 h). Después de completar la reaccion,
la solucién de reaccion se filtré6 mediante succion. El filtrado se concentro, y a continuacion se disolvié en acetato de
etilo (400 ml) y agua (400 ml). La mezcla se mezclo y a continuacion se dejé en reposo para su separacion. La fase
organica se desecho. La fase acuosa se lavo con diclorometano (100 ml x 3). El pH se ajusté con sélidos de NaOH a
9. De la solucién precipitaron grandes cantidades de solidos de color marrén. Los solidos se filtraron mediante
succion. La torta de filtro se lavé con agua destilada (20 ml x 2) y a continuacion se deseché. El pH del filtrado se
ajusté con hidréxido sodico (NaOH) a 13. La solucion resultante se extrajo con diclorometano (100 ml x 2). La fase
organica se concentrd directamente para dar el compuesto diana.

PREPARACION 4:
ACIDO 5-(4-(MORFOLINILMETIL)FENILAMINO)-5-OXOPENTANOICO

A un matraz de reaccién se afiadié 4-(morfoliniimetil)anilina (960 mg). Se afiadié diclorometano (7,6 ml, secado a
través de tamiz molecular) para disolver 4-(morfolinilmetil)anilina. La soluciéon se agit6 bajo la proteccion de gas
argon. Al matraz de reaccion se afiadieron anhidrido glutarico (741 mg), DIEA (1,1 ml) y DMAP (62 mg). La mezcla
se agitd durante una noche a la temperatura ambiente. Después de completar la reaccion, se afiadieron
diclorometano (50 ml) y agua destilada (30 ml). El pH de la mezcla resultante se ajusté con sélidos de NaOH a 13.
La solucion resultante se mezclé de nuevo de forma homogénea, y se dejo en reposo para su separacion. El pH de
la fase acuosa se ajust6 a 3 con HCI. La solucion se congeld para su secado. Los solidos resultantes se lavaron con
etanol absoluto (50 ml) y se filtraron. El filtrado resultante se concentré y se volvid disolver en diclorometano. La
solucion resultante se concentré de nuevo para retirar el etanol absoluto residual. El producto resultante se secé
directamente a presién reducida para dar el compuesto diana.

PREPARACION 5:
N,N-DIMETIL(4-NITROFENIL)METILAMINA

A un matraz de reaccion se afadieron bromuro de nitrobencilo (6,291 g) y diclorometano (50 ml). Se afiadieron
carbonato potasico anhidro (12,423 g) y clorhidrato de dimetilamina (4,891 g) sucesivamente al matraz de reaccion.
La mezcla se agitdé durante una noche a la temperatura ambiente. Después de completar la reaccion, la solucién de
reaccion se filtr6 mediante succioén. La torta de filtro se lavo con diclorometano (10 ml). El filtrado se lavo tres veces
con agua destilada (50 ml x 1, 30 ml x 2). La fase organica se concentr6 directamente y se secé a presion reducida
mediante bomba de aceite para dar un aceite (4,553 g).

PREPARACION 6:
4-((DIMETILAMINO)METIL)ANILINA
A un matraz de reaccién se afiadid N,N-dimetil(4-nitrofenil)metilamina (4,553 g). Se afiadié etanol anhidro para

disolver N,N-dimetil(4-nitrofenil)metilamina. Después de anadir acido acético (5,2 ml), la mezcla se agité de forma
mecanica. A HCI 1 N (40 ml) se afiadieron polvos de hierro (11,339 g). Los polvos de hierro se sumergieron durante
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10 min y se filtraron mediante succién. La torta de filtro se lavé con etanol absoluto y a continuacion se afiadié en el
matraz de reaccion. La mezcla se calentd en un bafio de aceite a reflujo, y se mantuvo a reflujo hasta que la
reaccion se completd (aproximadamente 35 min). Después de completar la reaccion, la solucién de reaccion se filtré
mediante succion. La torta de filtro se lavé con etanol absoluto. El filtrado se concentrd y a continuacion se afiadié en
agua destilada (100 ml). El pH de la mezcla se ajusté con NaOH a 14. Precipité una gran cantidad de sélidos. Los
soélidos se filtraron mediante succion. El filtrado se extrajo con diclorometano (100 ml x 1), y la fase acuosa se
desech6. A la fase organica se afiadié agua destilada (60 ml). El pH se ajusté a 2 con HCI 2 N. El producto
resultante se mezcld y se dejo en reposo para su separacion. La fase organica se desechd. El pH de la fase acuosa
se ajustd a 7 con NaOH. La mezcla se extrajo con diclorometano (40 ml x 2) y la fase acuosa se deseché. La fase
organica se lavo con agua destilada (40 ml x 1) una vez y la fase acuosa se desechd. La fase organica se concentrd
directamente para dar el compuesto diana.

PREPARACION 7:
2-(2-HIDROXIETOXI)ETILCARBAMATO DE T-BUTILO

A un matraz de una sola boca se afiadié 2-(2-aminoetoxi)etanol (10,500 g). Se afiadié tetrahidrofurano (25 ml) para
disolver el 2-(2-aminoetoxi)etanol. Se disolvié carbonato sédico anhidro (5,300 g) en agua destilada (30 ml). La
solucion se afiadié en el matraz de una sola boca y se enfrié en un bafio de hielo. Se disolvié bicarbonato de di-t-
butilo (28,340 g) en tetrahidrofurano (70 ml). La solucién resultante se afiadié gota a gota lentamente en el sistema
de reaccion (durante aproximadamente 1 h). Después de la adicion, la mezcla se agitdé durante 1,5 h. Después de
completar la reaccion, la solucién de reaccion se filtré mediante succién. La torta de filtro se lavé con tetrahidrofurano
dos veces y a continuacion se deseché. El filtrado se concentrd, a continuacion se disolvid en acetato de etilo
(150 ml) y agua destilada (100 ml). La solucidon se mezclé y a continuacion se dejo en reposo para su separacion. La
fase acuosa se lavo de nuevo con acetato de etilo (100 ml x 2) dos veces. Todas las fases organicas se combinaron,
se secaron sobre MgSOQ., se filtraron y se concentraron para dar el compuesto diana.

PREPARACION 8:
4-METILBENCENOSULFONATO DE 2-(2-T-BUTOXICARBONILAMINO)ETOXI)ETILO

A un matraz de una sola boca (250 ml) se afadieron 2-(2-hidroxietoxi)etilcarbamato de t-butilo (20,5 g) y cloruro de
p-toluenosulfonilo (28,575 g). Se afiadio tetrahidrofurano (50 ml) para disolver la mezcla. La solucién resultante se
enfrié en un bafo de hielo. Se disolvié hidroxido sédico (8,000 g) en agua destilada (32 g). La solucién se ahadioé
gota a gota en el matraz de reaccion. La mezcla se agitdé durante una noche. Después de completar la reaccion, la
solucién de reaccion se concentré (para retirar el tetrahidrofurano). Al producto resultante se afadieron acetato de
etilo (150 ml) y agua destilada (100 ml). La solucién se mezclé de forma homogénea y se dejo en reposo para su
separacion. La fase organica se lavé con NaCl saturado una vez, se secé sobre MgSO4 durante 30 min, se filtro y se
concentrd para dar un aceite. Después de reposar durante una noche, precipitaron unos solidos. Los sélidos se
filtraron mediante succion. La torta de filtro se eluyé con acetato de etilo dos veces para dar el compuesto diana.

PREPARACION 9:
2-(2-(DIMETILAMINO)ETOXI)ETILCARBAMATO DE T-BUTILO

A un matraz de reacciéon se afiadid clorhidrato de dimetilamina (30,922 g). Se afiadié agua destilada (50 ml) se
afiadio para disolver el clorhidrato de dimetilamina. La mezcla se enfrid en un bafio de hielo. Al matraz de reaccion
se afiadié una solucion acuosa de hidréxido sodico al 20 % (76,885 g). Después de agitar durante 20 min, se disolvié
4-metilbencenosulfonato de 2-(2-t-butoxicarbonilamino)etoxi)etilo (13,621 g) en etanol absoluto (50 ml) vy
tetrahidrofurano (30 ml). Al matraz de reaccién se afiadié la solucion resultante. La mezcla reacciono durante una
noche. El matraz de reaccién se desplazé hasta un bafio de aceite a 40 °C. La mezcla se agité durante 2,5 h.
Después de completar la reaccion, el disolvente organico se retir6 mediante concentracion. El producto en bruto se
extrajo con acetato de etilo (150 ml x 1) una vez. El pH de la fase acuosa se ajusté con NaOH a 9. La fase acuosa se
extrajo con acetato de etilo (100 ml x 1) una vez. Las fases organicas se combinaron, se secaron sobre MgSO,
durante 30 min, a continuacion se filtraron y se concentraron para dar el compuesto diana.

PREPARACION 10:
2-(2-(DIMETILAMINO)ETOXI)ETILAMINA

En un matraz de reaccion se disolvio 2-(2-(dimetilamino)etoxi)etilcarbamato de t-butilo se disolvié en diclorometano
(70 ml). La mezcla se enfrié en un bafio de hielo bajo la proteccion de gas argdén. Al matraz de reaccion se afadio
acido ftrifluoroacético gota a gota (17 ml). La mezcla reacciond durante una noche. Después de completar la
reaccion, la solucién de reaccion se extrajo con agua destilada (100 ml) una vez. La fase organica se deseché. El pH
de la fase acuosa se ajusté a 13 con NaOH. La fase acuosa se extrajo con diclorometano (150 ml x 3) tres veces. La
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fase organica resultante se concentré directamente para dar el compuesto diana.
PREPARACION 11:
DI(2-HIDROXIETIL)CARBAMATO DE T-BUTILO

A un matraz de reaccion se afadioé dihidroxietilamina (31,5 g). Se afiadieron tetrahidrofurano (50 ml) y agua destilada
(50 ml) para disolver la dihidroxietilamina. Se disolvié bicarbonato de di-t-butilo (85,0 g) en tetrahidrofurano (80 ml).
La solucion resultante se afadid gota a gota en el matraz de reaccion en un bafio de hielo (durante
aproximadamente 2 h). Después de completar la adicion, la mezcla se agitd hasta que la reaccidon se completd
(durante aproximadamente 1,5 h). La solucion de reaccion se concentrd, a continuacion se disolvié en diclorometano
(200 ml) y agua destilada (150 ml), se mezclo y se dejo en reposo para su separacion. La fase acuosa se extrajo con
diclorometano (100 ml x 4) cuatro veces. Todas las fases organicas se combinaron y se concentraron para su uso
directamente en la siguiente reaccion.

PREPARACION 12:
DI(2-P-TOLUENOSULFONATOETIL)CARBAMATO DE T-BUTILO

A un matraz de reaccién se afadieron di(2-hidroxietil)carbamato de t-butilo (61,5 g) y cloruro de p-toluenosulfonilo
(137,2 g). Se afadio tetrahidrofurano (200 ml) para disolver el di(2-hidroxietil)carbamato de t-butilo y cloruro de p-
toluenosulfonilo. La solucion se enfrié en un bafio de hielo. Se afiadié una solucién acuosa de hidroxido sédico al
20 % (216 g) gota a gota en el matraz de reaccion (durante aproximadamente 70 min). La mezcla resultante se agito
durante una noche en un bafio de hielo. Después de completar la reaccion, el pH de la solucién de reaccién se
ajustd a 13 con una solucion acuosa de NaOH al 20 %. La solucion se agitdé durante 2 h en un bafio de aceite a
40 °C. La solucion de reaccion se concentrd. Se afiadio diclorometano (250 ml) para disolver la solucion de reaccion
concentrada. La solucion resultante se lavé con agua destilada (100 ml) una vez. La fase organica se concentrd
directamente para dar el compuesto diana en bruto.

PREPARACION 13:
DI(2-(DIMETILAMINO)ETIL)CARBAMATO DE T-BUTILO

A un matraz de reaccion se afiadio clorhidrato de dimetilamina (116,1 g). Se afiadié agua destilada (60 ml) para
disolver el clorhidrato de dimetilamina. La solucion se enfrié en un bafio de hielo. Se afiadié una solucion acuosa de
hidroxido sodico al 20 % (284,8 g) en el matraz de reaccion (durante aproximadamente 70 min). Después de
completar la adicién, la mezcla se agité durante 20 min. El di(2-p-toluenosulfonatoetil)carbamato de t-butilo (73,2 g)
se disolvio en tetrahidrofurano (200 ml). La mezcla resultante se afiadié al matraz de reaccioén y se agitdé en un bafio
de aceite a 40 °C hasta que la reaccion se completd. La solucion de reaccién se concentrd y se lavé con acetato de
etilo (250 ml) una vez. La fase organica se extrajo de nuevo con agua destilada (150 ml x 2) dos veces. Todas las
fases acuosas se combinaron. El pH de la fase acuosa se ajusté a 14 con NaOH. La solucion resultante se extrajo
con diclorometano (200 ml x 1, 150 ml x 6) siete veces. Las siete fracciones de diclorometano se combinaron, se
secaron sobre MgSO4 anhidro durante 30 min, se filtraron y se concentraron. El producto en bruto resultante se
purificé por cromatografia en columna (el disolvente de desarrollo fue CHCI3:CH3OH = 15:1) para dar el compuesto
diana.

PREPARACION 14:
DI(2-(DIMETILAMINO)ETIL)AMINA

A un matraz de reaccion se afadieron di(2-(dimetilamino)etil)carbamato de t-butilo (3,000 g) y tetrahidrofurano
(20 ml). La mezcla se enfrid en un bafio de hielo. Al matraz de reacciéon se afiadié gota a gota acido clorhidrico
concentrado (9,6 ml) (durante aproximadamente 15 min). La mezcla se agitd en un bafio de hielo hasta que la
reaccion se completé. Después de concentrar la solucién de reaccidon para retirar el tetrahidrofurano, la solucién
resultante se lavd con diclorometano (50 ml) una vez. La fase organica se desechd. El pH de la fase acuosa se
ajusté a 10 con KyCOs. La solucién acuosa se extrajo con diclorometano (50 ml x 4) cuatro veces. Las cuatro
fracciones de diclorometano se combinaron, se secaron sobre MgSO, anhidro durante 30 min, se filtraron y se
concentraron para dar el compuesto diana.

PREPARACION 15;
2-(2-(2-(2-T-BUTOXIETOXI)ETOXI)ETOXI)ETANOL

A un matraz de reaccidn que se protegid previamente con gas argon se ahadieron tetraetilenglicol (191,2 ml) y DIEA
(300 ml). Se afnadié diclorometano (80 ml, secado a través de tamices moleculares) al matraz de reaccion. La

32



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 633359 T3

mezcla se disolvié con agitacion a la temperatura ambiente, y a continuacion se enfrid en un bafo de hielo. El
trifenilclorometano (205,9 g) se disolvié en diclorometano (400 ml, secado a través de tamices moleculares) (durante
aproximadamente 4 h). La mezcla resultante se afadié al matraz de reaccion y reacciond durante una noche.
Después de completar la reaccion, la solucién de reaccién se lavd sucesivamente con una solucion acuosa de acido
citrico al 5 % (500 ml x 4) cuatro veces y con una soluciéon acuosa de NaCl (250 ml x 1) una vez, se seco sobre
MgSO, anhidro durante 30 min, se filtrd y se concentré para dar el compuesto diana.

PREPARACION 16:
4-METILBENCENOSULFONATO DE 2-(2-(2-(2-T-BUTOXIETOXI)ETOXI)ETOXI)ETILO

A un matraz de reaccién se afiadieron 2-(2-(2-(2-t-butoxietoxi)etoxi)etoxi)etanol (347,5g) y cloruro de p-
toluenosulfonilo  (227,7g). Se afadié6 tetrahidrofurano (200ml) para disolver el 2-(2-(2-(2-t-
butoxietoxi)etoxi)etoxi)etanol y cloruro de p-toluenosulfonilo. Al matraz de reaccion se afiadié una soluciéon acuosa de
hidréxido sédico al 20 % (318,8 g) en un bafio de hielo (durante aproximadamente 2 h). La mezcla reaccioné durante
una noche. Después de completar la reaccioén, la solucién de reaccién se concentré para retirar el tetrahidrofurano.
Al producto en bruto resultante se afiadieron acetato de etilo (300 ml) y agua destilada (50 ml). La solucion se
mezclé de forma homogénea y se dejé en reposo para su separacion. La fase organica se lavé con una solucion
acuosa saturada de NaCl (200 ml) una vez, se seco sobre MgSO,4 anhidro durante 30 min, se filtré y se concentrd
para dar el compuesto diana.

PREPARACION 17:
2-(2-(2-(2-(2-T-BUTOXIETOXI)ETOXI)ETOXI)ETIL)ISOINDOL-1,3-DIONA

A un matraz de reaccion se anadieron 4-metilbencenosulfonato de 2-(2-(2-(2-t-butoxietoxi)etoxi)etoxi)etilo (373,7 g) y
ftalimida de potasio (175,7 g). Se afiadi6 DMF (350 ml, secado sobre tamices moleculares) para disolver la mezcla.
La solucion resultante se calentd y se mantuvo a 65 °C en un bafio de aceite hasta que la reaccion se completd
(durante aproximadamente 8 h). Después de concentrar la solucién de reaccién, se afiadieron acetato de etilo
(250 ml) y agua destilada (200 ml). La solucion resultante se mezclé de forma homogénea y se dejé en reposo para
su separacion. La fase organica se lavo con una soluciéon acuosa saturada de NaCl (150 ml) una vez, se secé sobre
MgSO, anhidro durante 30 min, se filtré6 y se concentré para dar un producto en bruto. El producto en bruto se
recristalizé a partir de etanol anhidro para dar el compuesto diana.

PREPARACION 18:
2-(2-(2-(2-T-BUTOXIETOXI)ETOXI)ETOX)ETILAMINA

A un matraz de reaccion se afadio 2-(2-(2-(2-(2-t-butoxietoxi)etoxi)etoxi)etil)isoindol-1,3-diona (193,515 g). Se
afadieron tetrahidrofurano (350 ml) se afiadié para disolver el 2-(2-(2-(2-(2-t-butoxietoxi)etoxi)etoxi)etil)isoindol-1,3-
diona. Después de afiadir una solucién acuosa de metilamina al 25 % (127,410 g), la solucién resultante se hizo
transparente mediante agitacion mecanica a la temperatura ambiente. La mezcla reaccioné durante una noche.
Después de la reaccion se agitdé durante 30 min en un bafio de aceite a 40 °C, la solucién de reaccion se concentro
para dar sdlidos de color blanco. Estos sélidos se disolvieron en acetato de etilo (300 ml) y agua destilada (250 ml).
El producto resultante se mezcld de forma homogénea y se dejo en reposo para su separacion. La fase organica se
lavé con una solucidn acuosa saturada de NaCl (200 ml) una vez, se sec6 sobre MgSO, anhidro durante 30 min, se
filtré y se concentrd para dar el compuesto diana.

PREPARACION 19:
CLORHIDRATO DE 2-(2-(2-(-AMINOETOXI)ETOXI)ETOXI)ETANOL

A un matraz de reaccion se afiadio acido clorhidrico concentrado (100,5 ml). El matraz se enfrié en un bafio de hielo.
Se disolvio  2-(2-(2-(2-t-butoxietoxi)etoxi)etoxi)etilamina (123,7 g) en tetrahidrofurano (170 ml) (durante
aproximadamente 2 h). La mezcla resultante se afiadié gota a gota al matraz de reaccion y reaccioné durante una
noche. Después de completar la reaccion, la soluciéon de reaccién se concentré para retirar el tetrahidrofurano. El
producto en bruto resultante se disolvié en cloroformo (150 ml) y agua destilada (100 ml). La solucion resultante se
mezclé de forma homogénea y se dejé en reposo para su separacion. La fase acuosa se concentrd directamente
para dar el compuesto diana.

PREPARACION 20:

2-(2-(2-(2-HIDROXIETOXI)ETOXI)ETOXI)ETILCARBAMATO DE T-BUTILO
A un matraz de reaccion se afiadié clorhidrato de 2-(2-(2-(-aminoetoxi)etoxi)etoxi)etanol (41,6 g). Se afiadié agua
destilada (80 ml) para disolver el clorhidrato de 2-(2-(2-(-aminoetoxi)etoxi)etoxi)etanol. La soluciéon se enfrié en un
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bafio de hielo. Se disolvi6 carbonato sédico anhidro (38,414g) en agua destilada (200 ml) (durante
aproximadamente 1 h). La mezcla se afiadi6é gota a gota al matraz de reaccion. Se disolvid bicarbonato de di-t-butilo
(51,370 g) en tetrahidrofurano (120 ml). La mezcla se afiadié gota a gota (durante aproximadamente 160 min) al
matraz de reaccién. La mezcla resultante reaccioné durante una noche. Después de completar la reaccion, la
solucién de reaccion se concentré y después se extrajo con acetato de etilo (150 ml) una vez, se extrajo con
diclorometano (150 ml) una vez. Se combinaron dos fases organicas, se secaron sobre MgSO,4 anhidro durante 30
min, se filtraron y se concentraron para dar el compuesto diana.

PREPARACION 21:
2-(2-(2-(2-(P-METILFENOXI)ETOXI)ETOXI)ETOXI)ETIL CARBAMATO DE T-BUTILO

A un matraz de reaccion se afiadié 2-(2-(2-(2-hidroxietoxi)etoxi)etoxi)etilcarbamato de t-butilo (14,650 g). Se afiadié
tetrahidrofurano (75 ml) para disolver el 2-(2-(2-(2-hidroxietoxi)etoxi)etoxi)etiicarbamato de t-butilo. Al matraz de
reaccion se afiadio cloruro de p-toluenosulfonilo (11,439 g). La mezcla se enfrié en un bafio de hielo. Al matraz de
reaccion se afadid gota a gota una solucion acuosa de hidroxido sodico al 20 % (18,684 g) (durante
aproximadamente 15 min). El bafio de hielo se retird cuando la adicion se completd. La mezcla resultante se agit6 a
la temperatura ambiente hasta que la reaccién se completd (durante aproximadamente 5 h). Al matraz de reaccién
se afiadié de nuevo una solucion acuosa de hidréxido sodico al 20 % (8,715 g). La mezcla se agité durante 2 h en un
bafio de aceite a 40 °C. La solucion resultante se uso directamente en la siguiente reaccion.

PREPARACION 22:
2-(2-(2-(2-(DIMETILAMINO)ETOXI)ETOXI)ETOXI)ETILCARBAMATO DE T-BUTILO

A un matraz de reaccién se afiadié clorhidrato de dimetilamina (40,766 g). Se afadié agua destilada (60 ml) para
disolver el clorhidrato de dimetilamina. La solucion se enfrid en un bafio de hielo. Al matraz de reaccion se ahadioé
una solucion acuosa de hidroxido sédico al 20 % (101,464 g). Al matraz de reaccién se afiadid la solucion obtenida
en la Preparacion 22. La mezcla se agitdé en un bafo de aceite a 40 °C hasta que la reaccion se completo. Después
de concentrar la solucion de reaccion para retirar el tetrahidrofurano, se afiadié diclorometano (200 ml). La mezcla se
mezclé de forma homogénea y se dejé en reposo para su separacion. La fase acuosa se desech6. La fase organica
se afadié en agua destilada (100 ml). El pH de la mezcla se ajustd a 3 con HCI 2 N. La solucion se mezclo de forma
homogénea y se dejé en reposo para su separacion. La fase acuosa se concentrd directamente para dar el
compuesto diana.

PREPARACION 23:

CLORHIDRATO DE 2-(2-(2-(2-(DIMETILAMINO)ETOXI)ETOXI)ETOXI)ETILAMINA

A un matraz de reaccién se afiadié 2-(2-(2-(2-(dimetilamino)etoxi)etoxi)etoxi)etilcarbamato de t-butilo (8,629 g). Se
afadié tetrahidrofurano para disolver el 2-(2-(2-(2-(dimetilamino)etoxi)etoxi)etoxi)etiicarbamato de t-butilo. La
solucion resultante se enfrid en un bafio de hielo. Al matraz de reaccion se afiadio acido clorhidrico concentrado
(20 ml) (durante 20 min). Después de completar la reaccion, la solucién de reaccién se concentrd para retirar el
tetrahidrofurano, y se afadieron agua destilada (50 ml) y diclorometano (50 ml). La mezcla resultante se mezclé de
forma homogénea y se dejé en reposo para su separacion. La fase acuosa se concentrd directamente para dar el
compuesto diana.

Los compuestos diana en la Preparacion 24 a 104 se prepararon de acuerdo con el procedimiento de preparacion en
la Preparacion 4.

PREPARACION 24:

ACIDO 4-(4-(METILSULFONIL)AMINO)-4-OXOBUTANOICO
PREPARACION 25:

ACIDO 4-(4-(FENILSULFONIL)AMINO)-4-OXOBUTANOICO
PREPARACION 26:

ACIDO 4-(4-(MORFOLINILMETIL)FENILAMINO)-4-OXOBUTANOICO
PREPARACION 27:

ACIDO 4-(4-((DIMETILAMINO)METIL)FENILAMINO)-4-OXOBUTANOICO
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PREPARACION 28:

ACIDO 5-(4-((DIMETILAMINO)METIL)FENILAMINO)-5-OXOPENTANOICO
PREPARACION 29:

ACIDO 4-(2-(2-(DIMETILAMINO)ETOXI)ETILAMINO)-4-OXOBUTANOICO
PREPARACION 30:

ACIDO 5-(2-(2-(DIMETILAMINO)ETOXI)ETILAMINO)-5-OXOPENTANOICO
PREPARACION 31:

ACIDO 4-(4-(HIDROXIETIL)PIPERAZIN-1-IL)-4-OXOBUTANOICO
PREPARACION 32:

ACIDO 5-(4-(HIDROXIETIL)PIPERAZIN-1-IL)-5-OXOPENTANOICO
PREPARACION 33:

ACIDO 4-((MORFOLIN-1-IL)AMINO)-4-OXOBUTANOICO

PREPARACION 34:

ACIDO 5-((MORFOLIN-1-IL)AMINO)-5-OXOPENTANOICO
PREPARACION 35:

ACIDO 4-(3-(MORFOLIN-1-IL)PROPILAMINO)-4-OXOBUTANOICO
PREPARACION 36:

ACIDO 5-(3-(MORFOLIN-1-IL)PROPILAMINO)-5-OXOPENTANOICO
PREPARACION 37:

ACIDO 4-((4-METILPIPERAZIN-1-IL)AMINO)-4-OXOBUTANOICO
PREPARACION 38:

ACIDO 5-((4-METILPIPERAZIN-1-IL)AMINO)-5-OXOPENTANOICO
PREPARACION 39:

ACIDO 4-(2-(TETRAHIDROPIRROL-1-IL)ETILAMINO)-4-OXOBUTANOICO

PREPARACION 40:
ACIDO 5-(2-(TETRAHIDROPIRROL-1-IL)ETILAMINO)-5-OXOPENTANOICO

PREPARACION 41:

ACIDO 4-(3-(TETRAHIDROPIRROL-1-IL)PROPILAMINO)-4-OXOBUTANOQICO
PREPARACION 42:

ACIDO 5-(3-(TETRAHIDROPIRROL-1-IL)PROPILAMINO)-5-OXOPENTANOICO
PREPARACION 43:

ACIDO 4-((6-(MORFOLIN-1-IL)PIRIDIN-3-IL)AMINO)-4-OXOBUTANOICO

PREPARACION 44:
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ACIDO 5-((6-(MORFOLIN-1-IL)PIRIDIN-3-IL)AMINO)-5-OXOPENTANOICO
PREPARACION 45:

ACIDO 4-((PIRIDIN-4-IL)AMINO)-4-OXOBUTANOICO
PREPARACION 46:

ACIDO 5-((PIRIDIN-4-IL)AMINO)-5-OXOPENTANOICO
PREPARACION 47:

ACIDO 4-((PIRIDIN-3-IL)AMINO)-4-OXOBUTANOICO
PREPARACION 48:

ACIDO 4-((PIRIDIN-3-IL)AMINO)-4-OXOPENTANOICO
PREPARACION 49:

ACIDO 4-((PIRIDIN-4-IL)METILAMINO)-4-OXOBUTANOICO
PREPARACION 50:

ACIDO 5-((PIRIDIN-4-IL)METILAMINO)-5-OXOPENTANOICO
PREPARACION 51:

ACIDO 4-((PIRIDIN-3-IL)METILAMINO)-4-OXOBUTANOICO
PREPARACION 52:

ACIDO 5-((PIRIDIN-3-IL)METILAMINO)-5-OXOPENTANOICO

PREPARACION 53: ACIDO 4-((PIRIDIN-2-IL)METILAMINO)-4-OXOBUTANOICO

PREPARACION 54:

ACIDO 5-((PIRIDIN-2-IL)METILAMINO)-5-OXOPENTANOICO
PREPARACION 55:

ACIDO 4-(2-(PIRIDIN-4-IL)ETILAMINO)-4-OXOBUTANOICO
PREPARACION 56:

ACIDO 5-(2-(PIRIDIN-4-IL)ETILAMINO)-5-OXOPENTANOICO

PREPARACION 57:
ACIDO 4-(2-(PIRIDIN-2-IL)ETILAMINO)-4-OXOBUTANOICO

PREPARACION 58:

ACIDO 5-(2-(PIRIDIN-2-IL)ETILAMINO)-5-OXOPENTANOICO
PREPARACION 59:

ACIDO 4-(2-(PIRIDIN-3-IL)ETILAMINO)-4-OXOBUTANOICO
PREPARACION 60:

ACIDO 5-(2-(PIRIDIN-3-IL)ETILAMINO)-5-OXOPENTANOICO

PREPARACION 61:
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ACIDO 4-(2-(4-(AMINOSULFONIL)FENIL)ETILAMINO)-4-OXOBUTANOICO
PREPARACION 62:

ACIDO 5-(2-(4-(AMINOSULFONIL)FENIL)ETILAMINO)-5-OXOPENTANOICO
PREPARACION 63:

ACIDO 4-(4-ETILPIPERAZIN-1-IL)-4-OXOBUTANOICO

PREPARACION 64:

ACIDO 5-(4-ETILPIPERAZIN-1-IL)-5-OXOPENTANOICO

PREPARACION 65:

ACIDO 4-(PURINAMINO)-4-OXOBUTANOICO

PREPARACION 66:

ACIDO 5-(PURINAMINO)-5-OXOPENTANOICO

PREPARACION 67:

ACIDO 4-(4-(3-(DIMETILAMINO)PROPIL)PIPERAZIN-1-IL)-4-OXOBUTANOICO
PREPARACION 68:

ACIDO 5-(4-(3-(DIMETILAMINO)PROPIL)PIPERAZIN-1-IL)-5-OXOPENTANOICO
PREPARACION 69:

ACIDO 4-(3-(4-METILPIPERAZIN-1-IL)PROPILAMINO)-4-OXOBUTANOICO
PREPARACION 70:

ACIDO 5-(3-(4-METILPIPERAZIN-1-IL)PROPILAMINO)-5-OXOPENTANOICO
PREPARACION 71:

ACIDO 4-(2-(DIMETILAMINO)ETILAMINO)-4-OXOBUTANOICO
PREPARACION 72:

ACIDO 5-(2-(DIMETILAMINO)ETILAMINO)-5-OXOPENTANOICO
PREPARACION 73:

ACIDO 4-(DI(2-(DIMETILAMINO)ETIL)AMINO)-4-OXOBUTANOICO
PREPARACION 74:

ACIDO 5-(DI(2-(DIMETILAMINO)ETIL)AMINO)-5-OXOPENTANOICO

PREPARACION 75:

ACIDO 4-(2-(2-(2-(2-(DIMETILAMINO)ETOXI)ETOXI)ETOXI)ETILAMINO)-4-OXOBUTANOICO
PREPARACION 76:

ACIDO 5-(2-(2-(2-(2-(DIMETILAMINO)ETOXI)ETOXI)ETOXI)ETILAMINO)-5-OXOPENTANOICO
PREPARACION 77:

ACIDO 4-((PIRAZIN-2-1L)AMINO)-4-OXOBUTANOICO
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PREPARACION 78:

ACIDO 5-((PIRAZIN-2-IL)AMINO)-5-OXOPENTANOICO
PREPARACION 79:

ACIDO 4-((PIRIDIN-2-1L)AMINO)-4-OXOBUTANOICO
PREPARACION 80:

ACIDO 5-((PIRIDIN-2-1L)AMINO)-5-OXOPENTANOICO
PREPARACION 81:

ACIDO 4-((PIRIMIDIN2-IL)AMINO)-4-OXOBUTANOICO
PREPARACION 82:

ACIDO 5-((PIRIMIDIN2-IL)AMINO)-5-OXOPENTANOICO
PREPARACION 83:

ACIDO 4-(2-HIDROXIETILAMINO)-4-OXOBUTANOICO
PREPARACION 84:

ACIDO 5-(2-HIDROXIETILAMINO)-5-OXOPENTANOICO
PREPARACION 85:

ACIDO 4-(2-(2-HIDROXIETOXI)ETILAMINO)-4-OXOBUTANOICO
PREPARACION 86:

ACIDO 5-(2-(2-HIDROXIETOXI)ETILAMINO)-5-OXOPENTANOICO
PREPARACION 87:

ACIDO 4-(DI(2-(HIDROXI)ETIL)AMINO)-4-OXOBUTANOICO
PREPARACION 88:

ACIDO 5-(DI(2-(HIDROXI)ETIL)AMINO)-5-OXOPENTANOICO
PREPARACION 89: ACIDO 4-AMINO-4-OXOBUTANOICO

PREPARACIQN 90: ACIDO 5-AMINO-5-OXOPENTANOICO
PREPARACION 91:

ACIDO 4-METILAMINO-4-OXOBUTANOICO
PREPARACION 92:

ACIDO 5-METILAMINO-5-OXOPENTANOICO
PREPARACION 93:

ACIDO 4-DIMETILAMINO-4-OXOBUTANOICO
PREPARACION 94:

ACIDO 5-DIMETILAMINO-5-OXOPENTANOICO

PREPARACION 95:

38



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 633359 T3

ACIDO 4-(MORFOLIN-1-IL)-4-OXOBUTANOICO

PREPARACION 96: ACIDO 5-(MORFOLIN-1-IL)-5-OXOPENTANOICO
PREPARACION 97:

ACIDO 4-(PIPERIDIN-1-IL)-4-OXOBUTANOICO

PREPARACION 98:

ACIDO 4-(TETRAHIDROPIRROL-1-IL)-4-OXOBUTANOICO
PREPARACION 99:

ACIDO 4-(2-(MORFOLIN-1-IL)ETILAMINO)-4-OXOBUTANOICO
PREPARACION 100:

ACIDO 4-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-HIDROXIETOXI)ETOXI)ETOXI)ETOXI)ETOXI)
ETOXI)ETOXI)ETILAMINO)-4-OXOBUTANOICO

PREPARACION 101:

ACIDO 4-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-HIDROXIETOXI)ETOXI)ETOXI)ETOXI)ETOXI)
ETOXI)ETOXI)ETOXI)ETILAMINO)-4-OXOBUTANOICO

PREPARACION 102:

ACIDO 4-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-HIDROXIETOXI)ETOXI)ETOXI)ETOXI)
ETOXI)ETOXI)ETOXI)ETOXI)ETOXI)ETOXI)ETOXI)ETILAMINO)-4-OXOBUTANOICO

PREPARACION 103:

ACIDO 4-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(METOXI)ETOXI)ETOXI)ETOXI)ETOXI)
ETOXI)ETOXI)ETOXI)ETOXI)ETILAMINO)-4-OXOBUTANOICO

PREPARACION 104:
ACIDO 4-(2-(2-(2-(2-HIDROXIETOXI)ETOXI)ETOXI)ETILAMINO)-4-OXOBUTANOICO
EJEMPLO 1:

10-((3'~(PIRROL-1-IL)-2’,3",6-TRIDESOXI-ALFAL-L-LIXO-HEXILPIRANIL)OXI)-7,8,9,10-TETRAHIDRO-6,8,11-
TRIHIDROXI 13-OXO0-14-(4-(2-(2-(2-(2-HIDROXIETOXI)ETOXI)ETOXI)E TILAMINO)-4-OXO-BUTIRATO)-1-METOXI
5,12-NAFTALENODIONA

A un matraz de reaccion se afadié el compuesto (99 mg) obtenido en la Preparacion 1. Se afiadié diclorometano
(5 ml, secado a través de tamices moleculares) para disolver el compuesto. A la solucion resultante se afiadieron el
compuesto (82 mg) obtenido en la Preparacién 104 y DMAP (8 mg). La mezcla se agitd bajo la proteccion de gas
argon. Se afadio EDC-HCI (50 mg). La mezcla reaccioné durante una noche a la temperatura ambiente. Después de
completar la reaccion, la solucién de reaccidon se concentré y a continuacion se purificd directamente mediante
cromatografia en capa fina (el disolvente de desarrollo fue cloroformo (CHCIs): metanol (CH3OH) = 95: 5,5 ml,
afadiendo una gota de acido acético glacial), para dar el compuesto diana.

MS: 867,1 (M-1).

Los compuestos enumerados en la Tabla 1 se prepararon de acuerdo con el procedimiento de preparacion en el
Ejemplo 1, en el que la linea discontinua en los sustituyentes representaba el enlace de union.
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Formula (I}
Tabla 1
Ejemplos NR°R® Espectros de Masas (MS)
----- N $ >
H \
2 U N—> MS: 868,1 (M+1)
&O
----- N { >
H \
3 \\—// N—> MS: 882,3 (M+1)
L
----- N—< >—\
4 H MS* 825,9
a
----- N—< >—\
5 H MS: 840,3 (M+1)
/)
)
6 |2l 0 - N/\/ \/\N/ MS 806,2 (M-1)
H | MS® 808,3 (M+1))
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Ejemplos NR°R® Espectros de Masas (MS)
0 ~
S P — E/\/ \/\T MS* 8223 (M+1)
/ \ OH
g 2| e N NN MS® 806,1 (M+1)
/ \ OH
o |3| e N NN MS® 820,1 (M+1)
0 |2 0 aaaea H_N 0O MS": 775,8 (M-1)
1“1 |3  amma- —N O MS™: 791,2 (M+1)
H \_/
MS": 820,4 (M+1)
P /\/\N/ \O -
H \ ; MS": 818,6 (M-1)
B P g N e MS": 834,8 (M+1)
H \—/
14 | 2| 0 acaas —N N— MS": 788,9 (M-1)
TN/
5 |3 0 eaeaa —N N— MS": 805,8 (M+1)
TN/
6 |2 0 ==—— E/\—N MS* 790,3 (M+1)
e I L E/\_N MS* 804,4 (M+1)
18 MS*: 804,1 (M+1)
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Ejemplos NR°R® Espectros de Masas (MS)
19 /\/_N MS™: 817,2 (M+1)
----- N
H
_____ ! p MS™: 853,3 (M-1)
20 H \ 7N\ P MS": 8554 (M+1)
N
21 | 3|  mmm-- N N [0 MS™: 869,3 (M+1)
B\ / !
N \_/
_____ MS™: 770,0 (M+1)
22 N \ /N MS" 767.7 (M-1)
23 |3 0 mmea- N N MS*: 784,7 (M+1)
HO\_/
24 | 2| === N MS™: 770,1 (M+1
o \ / 1 (M+1)
N
25 |3y  mm=-- N MS™: 784,6 (M+1
I \ / (M+1)
N
26 N MS*: 784,0 (M+1)
----- v\ 7
H
27 N MS*: 798,2 (M+1)
..... Y
H
MS": 783,9 (M+1)
28 \ Y/, MS": 781,8 (M-1)
_____ N N
H
29 MS": 798,9 (M+1)
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Ejemplos NR°R® Espectros de Masas (MS)
30 \ MS*: 784,1 (M+1)
----- HN N /
31 \ MS*: 798,1 (M+1)
----- HN N /
32 |2 oo N N MS": 798,0 (M+1)
H \__/
33 |3 - N N MS™: 812,1 (M+1)
H \__/
3 |2 0 eeee- N \ MS": 798,0 (M+1)
H /
N
35 |3 0 eeee- N \ MS*: 812,3 (M+1)
H /
N
L N / MS™: 798,0 (M+1)
H \
N
37 | 3| 0 aaaa- N / MS™: 812,1 (M+1)
H \
N
ﬁ
38 | 2| am-e- N S——NH, MS": 873,7 (M-1)
! |
0
ﬁ
39 | 3| amme- N/¥<i>7s—NH2 MS’: 888,1 (M-1)
i |
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Ejemplos NR°R® Espectros de Masas (MS)
40 |21 0 aaee- N N—\ MS*: 790,1 (M+1)
41 3| 0 emeea N ‘N—\ MS™: 804,3 (M+1)

----- NH
= MS™: 811,0 (M+1)
42 T\ | \> MS: 809,2 (M-1)
W
N R
----- NH
43 NZ | \> MS": 8254 (M+1)
N
N H
/ \ / MS: 847,1 (M+1)
4 2|  =m==- N N—™ ,— N\ MS’: 845,0 (M-1)
45 | 3| 0000 eaaa- N N—\/—N MS": 860,3 (M+1)
\__/ N
6 |2 00 a-e-- N/\/\N N— MS*: 833,1 (M+1)
H __/
47 | 3| eeeem N/\/\N N— MS': 847,2 (M+1)
H u
48 N/_ MS*: 764,1 (M+1)
_____ N/\/
H
49 N/_ MS*: 778,1 (M+1)
_____ N/\/
H
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Ejemplos NR°R® Espectros de Masas (MS)
N
/_/ ~N
50 |2 = N MS™: 835,2 (M+1)
~. .~
)
™
/_/ ~
5 |3  meee- N MS™: 849,2 (M+1)
~.
I
0 0 Ve .
52 | 2| N/\/ \/\0/\/ \/\N\ MS® 896,1 (M+1)
N} 0. / +
53 |3| N DN e \/\N\ MS* 909,8 (M+1)
——N
54 (2| e §4<7/> MS* 771,2 (M+1)
N
—N
55 -----N4<7 MS* 784,1 (M+1)
A\
\ />
N N \ / MS* 770,1 (M+1)
N
57 |3{( == N \ / MS* 784,1 (M+1)
N
N—
58 | 2| 0 HN \ MS* 770,1 (M+1)
<N />
59 MS* 784,1 (M+1)
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Ejemplos NR°R® Espectros de Masas (MS)
60 pa el MS": 735,2 (M-1)
----- ﬁ MS™: 759,3 (M+Na")
OH
&1 3| N/\/ MS" 750,7 (M-1)
H
0
2 | 2| 0 N/\/ ~~"on MS®: 803,3 (M+Na")
H
0
63 | 3| . N/\/ \/\OH M 793,6 (M-1)
H
OH
_____ / MS™: 803,2 (M+Na*)
64 N MS" 779.2 (M-1)
CH
OH
65 | 3| e N MS: 795,2 (M+1)
CH
66 NH, MS*: 693,1 (M+1)
67 NH, MS*: 707,2 (M+1)
68 NHCH3 MS: 705,6 (M-1)
69 NHCH; MS*: 721,1 (M+1)
70 N(CH3), MS*: 721,1 (M+1)
71 N(CH3), MS": 735,6 (M+1)
72 -—-eeN 0 MS": 763,2 (M+1)
73 -----N 0 MS™: 777,1 (M+1)
4 |2 e N MS® :761,3 (M+1)
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Ejemplos NR°R® Espectros de Masas (MS)
75 |2  emee- N MS": 746,9 (M+1)
88 N O MS™: 806,2 (M+1)

_____ N/\/ 3\ /
H
0
o (2  _____ N OH
H 7
o
o |2 .- N g OH
H
O
92 s E 0 OH
93 ,(/\/ O)\/\
..... H 8 o—
0
ol +
94 -----N—|S— MS™ : 771 (M+1)
0
0
a |l +
95 | 2! @ mee==— N ﬁ MS™: 833 (M+1)
0
97 /\/N O
----- N A
H
0
8 |2 e N A OCH;

Los datos de los espectros de RMN 'H del compuesto en el Ejemplo 28 fueron:

® =1,145 ppm (d, 3H), 8 = 1,664 ppm (m, 1H), d = 2,110 ppm (m, 1H),
0 =2,336 ppm (d, 1H), d = 2,415 ppm (m, 1H), & = 2,505 ppm (m, 2H),
0 =2,675 ppm (t, 2H), 8 = 2,917 ppm (d, 1H), = 3,008 ppm (d, 1H),
0 = 3,546 ppm (s, 1H), & = 3,943 ppm (s, 4H), 6 = 4,303 ppm (m, 5H),
0 =4,982 ppm (s, 1H), 8 = 5,189 ppm (d, 1H), & = 5,253 ppm (d, 1H),
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0 = 5,349 ppm (s, 1H), 8 = 5,920 ppm (s, 2H), 8 = 6,780 ppm (s, 2H),

0 =7,346 ppm (m, 1H), & = 7,609 ppm (d, 1H), & = 7,640 ppm (d, 1H),
0 =7,856 ppm (m, 2H), & = 8,471 ppm (m, 3H), 8 = 13,219 ppm (s, 1H),
0 13,982 ppm (s, 1H).

Los datos de los espectros de RMN 'H del compuesto en el Ejemplo 88 fueron:

0 =1,149 ppm (d, 3H), d = 2,646 ppm (d, 2H), & = 2,409 ppm (t, 2H),
0 =1,375-2,445 ppm (m, 2H), & = 2,795-2,936 ppm (dd, 2H),

0 =2,702 ppm (s, 4H), & = 4,294 ppm (m, 1H), & = 3,869 ppm (s, 3H),
0 =2,632 ppm (d, 2H), & = 3,666 ppm (t, 4H),

0 = 5,162-5,236 ppm (dd, 2H), & = 4,282 ppm (m, 1H),

0 = 4,897 ppm (s, 1H), 8 = 3,533 ppm (s, 1H), 8 = 5,314 ppm (s, 1H),
0 =5,899 ppm (t, 2H), & = 7,729 ppm (d, 1H), & = 6,755 ppm (t, 2H),
0 =7,492 ppm (d, 1H), d = 7,772 ppm (t, 1H), & = 8,070 ppm (t, 1H),
0 =13,097 ppm (s a, 1H), 8 = 13,871 ppm (s, 1H)

EJEMPLO 76:

ACETATO DE 10-((3'-(PIRROL-1-IL)-2",3’,6’-TRIDESOXI-ALFAL-L-LIXO-HEXILPIRANIL)OXI)-7,8,9,10-
TETRAHIDRO-6,8,11-TRIHIDROXI-13-0X0-14-(4-(2-(2-(DIMETILAMINO)ETOXI)ETILAMINO)-4-OXO-BUTIRATO)-
1-METOXI-5,12-NAFTALENODIONA

El compuesto diana (10 mg) obtenido en el Ejemplo 6 se disolvié en cloroformo (10 ml) con agitaciéon. A un matraz
de reaccion se afnadié acido acético glacial (1 mg) disuelto en cloroformo (10 ml). La mezcla se agité de forma
continua durante 10 min, y se evapord en rotavapor para retirar el disolvente, proporcionando de ese modo el
compuesto diana.

La solubilidad del compuesto en agua era superior a 9 mg/ml.

Los compuestos diana en los Ejemplos 77-87 y 89 se prepararon de acuerdo con el procedimiento de preparacion en
el Ejemplo 76.

EJEMPLO 77:

ACETATO DE 10-((3'-(PIRROL-1-IL)-2",3’,6’-TRIDESOXI-ALFAL-L-LIXO-HEXILPIRANIL)OXI)-7,8,9,10-
TETRAHIDRO-6,8,11-TRIHIDROXI-13-OX0O-14-(4-((4-(2-HIDROXI)ETIL)PIPERAZIN-1-IL)-4-OXO-BUTIRATO)-1-
METOXI-5,12-NAFTALENODIONA

La solubilidad del compuesto en agua era superior a 10,6 mg/ml.

EJEMPLO 78:

ACETATO DE 10-((3'-(PIRROL-1-IL)-2",3’,6’-TRIDESOXI-ALFAL-L-LIXO-HEXILPIRANIL)OXI)-7,8,9,10-
TETRAHIDRO-6,8,11-TRIHIDROXI-13-OX0O-14-(4-((3-(MORFOLIN-1-IL)PROPIL)AMINO)-4-OXO-BUTIRATO)-1-
METOXI-5,12-NAFTALENODIONA

La solubilidad del compuesto en agua era superior a 22 mg/ml.

EJEMPLO 79:

ACETATO DE 10-((3-(PIRROL-1-IL)-2",3’,6’-TRIDESOXIALFAL-L-LIXO-HEXILPIRANIL)OX]I)-7,8,9,10-
TETRAHIDRO-6,8,11-TRIHIDROXI-13-OX0O-14-(4-((4-METIL)PIPERAZIN-1-IL)AMINO)-4-OXO-BUTIRATO)-1-
METOXI-5,12-NAFTALENODIONA

La solubilidad del compuesto en agua era superior a 5 mg/ml.

EJEMPLO 80:

ACETATO DE 10-((3-(PIRROL-1-IL)-2’,3’,6’-TRIDESOXIALFAL-L-LIXO-HEXILPIRANIL)OX]I)-7,8,9,10-
TETRAHIDRO-6,8,11-TRIHIDROXI-13-OX0-14-(4-(4-ETILPIPERAZIN-1-IL)-4-OXO-BUTIRATO)-1-METOXI-5,12-
NAFTALENODIONA

La solubilidad del compuesto en agua era superior a 11 mg/ml.
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EJEMPLO 81:

ACETATO DE 10-((3'-(PIRROL-1-IL)-2",3’,6’-TRIDESOXI-ALFAL-L-LIXO-HEXILPIRANIL)OXI)-7,8,9,10-
TETRAHIDRO-6,8,11-TRIHIDROXI-13-OX0-14-(4-((3-(4-METIL)PIPERAZIN-1-IL)PROPIL)AMINO)-4-OXO-
BUTIRATO)-1-METOXI-5,12-NAFTALENODIONA

La solubilidad del compuesto en agua era superior a 7 mg/ml.

EJEMPLO 82:

ACETATO DE 10-((3'-(PIRROL-1-IL)-2",3’,6’-TRIDESOXI-ALFAL-L-LIXO-HEXILPIRANIL)OXI)-7,8,9,10-
TETRAHIDRO-6,8,11-TRIHIDROXI-13-OX0O-14-(4-((PIRIDIN-4-IL)METIL)AMINO)-4-OXO-BUTIRATO)-1-METOXI-
5,12-NAFTALENODIONA

La solubilidad del compuesto en agua era superior a 6 mg/ml.

EJEMPLO 83:

ACETATO DE 10-((3'-(PIRROL-1-IL)-2",3’,6’-TRIDESOXI-ALFAL-L-LIXO-HEXILPIRANIL)OXI)-7,8,9,10-
TETRAHIDRO-6,8,11-TRIHIDROXI-13-0X0-14-(4-((PIRIDIN-3-11)METIL)AMINO)-4-OXO-BUTIRATO)-1-METOXI-
5,12-NAFTALENODIONA

La solubilidad del compuesto en agua era superior a 1 mg/ml.

EJEMPLO 84:

ACETATO DE 10-((3-(PIRROL-1-IL)-2",3’,6’-TRIDESOXI-ALFAL-L-LIXO-HEXILPIRANIL)OXI)-7,8,9,10-
TETRAHIDRO-6,8,11-TRIHIDROXI-13-OX0O-14-(4-(2-(PIRIDIN-2-IL)ETIL)AMINO)-4-OXO-BUTIRATO)-1-METOXI-
5,12-NAFTALENODIONA

La solubilidad del compuesto en agua era superior a 12 mg/ml.

EJEMPLO 85:

ACETATO DE 10-((3'-(PIRROL-1-IL)-2",3’,6’-TRIDESOXI-ALFAL-L-LIXO-HEXILPIRANIL)OXI)-7,8,9,10-
TETRAHIDRO-6,8,11-TRIHIDROXI-13-OX0O-14-(4-(2-(PIRIDIN-3-IL)ETIL)AMINO)-4-OXO-BUTIRATO)-1-METOXI-
5,12-NAFTALENODIONA

La solubilidad del compuesto en agua era superior a 11 mg/ml.

EJEMPLO 86:

ACETATO DE 10-((3'-(PIRROL-1-IL)-2",3’,6’-TRIDESOXI-ALFAL-L-LIXO-HEXILPIRANIL)OXI)-7,8,9,10-
TETRAHIDRO-6,8,11-TRIHIDROXI-13-OX0O-14-(4-(2-(PIRIDIN-4-IL)ETIL)AMINO)-4-OXO-BUTIRATO)-1-METOXI-
5,12-NAFTALENODIONA

La solubilidad del compuesto en agua era superior a 3 mg/ml.

EJEMPLO 87:

ACETATO DE 10-((3'-(PIRROL-1-IL)-2",3’,6’-TRIDESOXI-ALFAL-L-LIXO-HEXILPIRANIL)OXI)-7,8,9,10-
TETRAHIDRO-6,8,11-TRIHIDROXI-13-OX0O-14-(4-(4-(3-(DIMETILAMINO)PROPIL)PIPERAZIN-1-IL)-4-OXO-
BUTIRATO)-1-METOXI 5,12-NAFTALENODIONA

La solubilidad del compuesto en agua era superior a 16 mg/ml.

EJEMPLO 89:

ACETATO DE 10-((3'-(PIRROL-1-IL)-2",3’,6’-TRIDESOXI-ALFAL-L-LIXO-HEXILPIRANIL)OXI)-7,8,9,10-
TETRAHIDRO-6,8,11-TRIHIDROXI-13-OX0O-14-(4-((2-(MORFOLIN-1-IL)ETIL)AMINO)-4-OXO-BUTIRATO)-1-
METOXI-5,12-NAFTALENODIONA

EJEMPLO 96:

FOSFATO DE 10-((3’-(PIRROL-1-IL)-2’,3’,6’-TRIDESOXI-ALFAL-L-LIXO-HEXILPIRANIL)OXI)-7,8,9,10-
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TETRAHIDRO-6,8,11-TRIHIDROXI-13-OX0-14-(4-((2-(MORFOLIN-1-IL)ETIL)AMINO)-4-OXO-BUTIRATO)-1-
METOXI-5,12-NAFTALENODIONA

La solubilidad del compuesto en agua era superior a 26 mg/ml.

El compuesto en el Ejemplo 96 se detectd por HPLC después de su sellado y almacenamiento durante 9 meses en
condiciones de refrigeracion. No se observé degradacion evidente del producto, lo que indica una buena estabilidad
del compuesto.

EJEMPLO 99:

CLORHIDRATO DE 10-((3-(PIRROL-1-IL)-2",3",6’-TRIDESOXI-ALFAL-L-LIXO-HEXILPIRANIL)OXI)-7,8,9,10-
TETRAHIDRO-6,8,11-TRIHIDROXI-13-0X0-14-(4-((2-(MORFOLIN-1-IL)ETIL)AMINO)-4-OXO-BUTIRATO)-1-
METOXI-5,12-NAFTALENODIONA

EJEMPLOS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA

EJEMPLO 1: Ensayo de Inhibicion del Crecimiento de Células SK-OV-3 (Ensayo de MTT)

I. Materiales del Ensayo

Cepas celulares: SK-OV-3 (cepas de células de cancer de ovario humano); MTT; compuestos antitumorales; DMSO.
Il. Reactivos y Materiales Consumibles

Medio de cultivo: 5A de McCoy al 90 % + FBS al 10 %; Pancreatina (la solucion al 0,25 % (p/v) se formul6 con PBS,
en la formulacion se afiadio 0,53 mM de EDTA); PBS; placa de cultivo de 96 pocillos.

[ll. Procedimiento del Ensayo

1. Se recogid una placa (10 cm) de células en fase de crecimiento logaritmico que se cultivaron normalmente;

2. La solucién de cultivo se retiré por succion. La placa se lavé con 5 ml de PBS una o dos veces;

3. EI PBS se retir6 por succion. Se anadieron 1,5 ml de pancreatina al 0,25 % para infiltrar las células;

4.La pancreatina se retird por succion. La placa de cultivo se puso en una incubadora. La digestion se realizd
durante aproximadamente 5 min a 37 °C;

5. Se afadieron 4,5 ml de solucién de cultivo completa a la placa de cultivo para parar la digestion. Las células se
frotaron con cuidado con micropipeta (1 ml) para dar una suspension celular uniforme. La suspension se implanté
en un disco de cultivo celular de 96 pocillos a 4000 células/100 pl por pocillo. La placa de cultivo se incubd
durante una noche en atmosfera de CO, al 5 % a 37 °C. En el dia 2, se afadieron en cada pocillo 100 yl de
solucién de cultivo que comprendia un compuesto. La placa se incubé adicionalmente durante 69 h en atmdsfera
de COz al 5 % a 37 °C;

6. La solucién de cultivo se retiré por succion;

7. En cada pocillo se afiadieron 100 pl de solucion de cultivo sin suero que contenia 0,5 mg/ml de MTT. La placa
se incubd durante 3 h;

8. La solucién de cultivo se retirdé por succién con cuidado;

9. En cada pocillo se afiadieron 100 yl de DMSO y se someti6 a vibracion para disolver;

10. Los valores de la DO se determinaron a 490 nM.

IV. Resultados y Tratamientos

1. Calculo de la Proporcion de Inhibicién Relativa

La proporcion de inhibicion de un compuesto en el crecimiento celular = (PC-n)/(PC-NC) x 100 % en la que:
PC: Valores de la DO de células después de crecimiento normal en pocillos de control sin un compuesto;
n: Valores de la DO de células después de crecimiento en pocillos de ensayo con un compuesto;

NC: Valores de la DO de fondo de pocillos en blanco sin un compuesto y células.

Tabla 2: Actividad de Inhibicion del Crecimiento a 667 nM de Algunos Compuestos en los Ejemplos en Células
SK-OV-3

Compuestos Proporcion de Compuestos Proporcion de Compuestos Proporciéon de
P Inhibicion (%) P Inhibicion (%) P Inhibicién (%)
Ejemplo 1 57,3 Ejemplo 3 62,5 Ejemplo 8 60
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Compuestos Pro.pc.>r.c,ic’>n de Compuestos Prop Qrf:jén de Compuestos Pro.pc.>r.c,ic’>n de

Inhibicion (%) Inhibicion (%) Inhibicion (%)
Ejemplo 10 71,5 Ejemplo 12 48,8 Ejemplo 14 53,6
Ejemplo 18 47,4 Ejemplo 20 62,6 Ejemplo 22 60,3
Ejemplo 24 61,4 Ejemplo 26 67,6 Ejemplo 28 66,2
Ejemplo 30 59,9 Ejemplo 32 59,7 Ejemplo 34 59,4
Ejemplo 35 57,8 Ejemplo 38 67,6 Ejemplo 40 47,9
Ejemplo 44 52,3 Ejemplo 60 58,9 Ejemplo 62 63,6
Ejemplo 64 65,9 Ejemplo 66 66,5 Ejemplo 76 46,4
Ejemplo 77 60,4 Ejemplo 81 56,4 Ejemplo 94 71,4
Ejemplo 95 66,3

EJEMPLO 2: Ensayo de Inhibicion del Crecimiento de Células BxPc-3 (Ensayo de MTT)
I. Materiales del Ensayo:

Cepas celulares: BxPC-3 (cepas de células de cancer pancreatico humano); MTT; compuestos antitumorales;
DMSO.

Il. Reactivos y Materiales Consumibles

Medio de cultivo: RPMI-1640 al 90 % + FBS al 10 %; Pancreatina (la solucién al 0,25 % (p/v) se formul6 con PBS, en
la formulacién se afiadié 0,53 mM de EDTA); PBS; placa de cultivo de 96 pocillos.

[ll. Procedimiento del Ensayo:

1. Se recogié una placa (10 cm) de células en fase de crecimiento logaritmico que se cultivaron normalmente;

2. La solucién de cultivo se retiré por succion. La placa se lavé con 5 ml de PBS una o dos veces;

3. EI PBS se retir6 por succion. Se afadieron 1,5 ml de pancreatina al 0,25 % para infiltrar las células;

4.La placa de cultivo se puso en una incubadora. La digestion se realizé durante aproximadamente 8 min a
37 °C;

5. Se afadieron 4,5 ml de solucion de cultivo completa a la placa de cultivo para parar la digestion. Las células se
frotaron con cuidado con micropipeta (1 ml) para dar una suspension celular uniforme. La suspension se implanté
en un disco de cultivo celular de 96 pocillos a 5000 células/100 pl por pocillo. La placa de cultivo se incubd
durante una noche en atmoésfera de CO, al 5% a 37 °C. En el dia 2, se ahadieron en cada pocillo 100 ul de
solucion de cultivo que comprendia un compuesto. La placa se incubé adicionalmente durante 70 h en atmdsfera
de COz al 5 % a 37 °C;

6. La solucién de cultivo se retiré por succion;

7. En cada pocillo se afiadieron 100 pl de solucién de cultivo sin suero que contenia 0,5 mg/ml de MTT. La placa
se incubd durante 3 h;

8. La solucion de cultivo se retird por succién con cuidado;

9. En cada pocillo se afiadieron 100 pul de DMSO y se sometid a vibracion para disolver;

10. Los valores de la DO se determinaron a 490 nM.

IV. Resultados y Tratamientos

1. Calculo de la Proporcion de Inhibicién Relativa

La proporcion de inhibicion de un compuesto en el crecimiento celular = (PC-n)/(PC-NC) x 100 % en la que:
PC: Valores de la DO de células después de crecimiento normal en pocillos de control sin un compuesto;

n: Valores de la DO de células después de crecimiento en pocillos de ensayo con un compuesto;
NC: Valores de la DO de fondo de pocillos en blanco sin un compuesto y células.
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Tabla 3: Actividad de Inhibicién del Crecimiento a 2000 nM de Algunos Compuestos en los Ejemplos en Células
BxPc-3

Compuestos Pro.pc'>r'clic’>n de Compuestos Prop c.>r.c’ic’>n de Compuestos Pro.pc.>r.c,ic’>n de
Inhibicion (%) Inhibicion (%) Inhibicion (%)

Ejemplo 1 82,5 Ejemplo 3 81,2 Ejemplo 8 82,6
Ejemplo 10 85 Ejemplo 12 74,9 Ejemplo 14 81,8
Ejemplo 18 70,7 Ejemplo 20 84,1 Ejemplo 22 82
Ejemplo 24 84,7 Ejemplo 26 82,7 Ejemplo 28 84,7
Ejemplo 30 85,2 Ejemplo 32 83,4 Ejemplo 34 84
Ejemplo 35 81,3 Ejemplo 38 82,4 Ejemplo 40 76,5
Ejemplo 44 78,5 Ejemplo 60 83,4 Ejemplo 62 82,5
Ejemplo 64 83,7 Ejemplo 66 83,1 Ejemplo 76 771
Ejemplo 77 83,3 Ejemplo 81 80,7 Ejemplo 94 84,9
Ejemplo 95 80,6

EJEMPLO 3: Ensayo de Inhibicion del Crecimiento de Células NCI-H446 (Ensayo de MTT)
I. Materiales del Ensayo

Cepas celulares: NCI-H446 (cepas de células de cancer de pulmén de células pequefias humano); MTT,;
compuestos antitumorales; DMSO.

Il. Reactivos y Materiales Consumibles

Medio de cultivo: RPMI-1640 al 90 % + FBS al 10 %; Pancreatina (la solucién al 0,25 % (p/v) se formul6 con PBS, en
la formulacién se afiadié 0,53 mM de EDTA); PBS; placa de cultivo de 96 pocillos.

lll. Procedimiento del Ensayo

1. Se recogié una placa (10 cm) de células en fase de crecimiento logaritmico que se cultivaron normalmente;

2. La solucién de cultivo se retiré por succién. La placa se lavé con 5 ml de PBS una o dos veces;

3. EI PBS se retir6 por succion. Se anadieron 1,5 ml de pancreatina al 0,25 % para infiltrar las células;

4. La placa de cultivo se puso en una incubadora. La digestion se realizé durante aproximadamente 3 min a
37 °C;

5. Se anadieron 3 ml de solucion de cultivo completa a la placa de cultivo para parar la digestion. Las células se
frotaron con cuidado con micropipeta (1 ml) para dar una suspension celular uniforme. La suspension se implanté
en un disco de cultivo celular de 96 pocillos a 4000 células/100 pl por pocillo. La placa de cultivo se incubo
durante una noche en atmoésfera de CO, al 5% a 37 °C. En el dia 2, se ahadieron en cada pocillo 100 yl de
solucion de cultivo que comprendia un compuesto. La placa se incubé adicionalmente durante 70 h en atmdsfera
de COz al 5 % a 37 °C;

6. La solucién de cultivo se retiré por succion;

7. En cada pocillo se afiadieron 100 pl de solucién de cultivo sin suero que contenia 0,5 mg/ml de MTT. La placa
se incubd durante 3 h;

8. La solucién de cultivo se retirdé por succién con cuidado;

9. En cada pocillo se afiadieron 100 yl de DMSO y se someti6 a vibracion para disolver;

10. Los valores de la DO se determinaron a 490 nM.

IV. Resultados y Tratamientos

1. Calculo de la Proporcion de Inhibicién Relativa

La proporcion de inhibicion de un compuesto en el crecimiento celular = (PC-n)/(PC-NC) x 100 % en la que:
PC: Valores de la DO de células después de crecimiento normal en pocillos de control sin un compuesto;

n: Valores de la DO de células después de crecimiento en pocillos de ensayo con un compuesto;
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NC: Valores de la DO de fondo de pocillos en blanco sin un compuesto y células.

Tabla 4: Actividad de Inhibicién del Crecimiento a 222 nM de Algunos Compuestos en los Ejemplos en Células
NCI-H446

Compuestos Pro.pc.>r.c,ic’>n de Compuestos Prop c.>r.c’ic’>n de Compuestos Pro.pc.>r.c,ic’>n de
Inhibicion (%) Inhibicion (%) Inhibicion (%)

Ejemplo 1 43,2 Ejemplo 3 60,8 Ejemplo 8 59,5
Ejemplo 10 61,1 Ejemplo 12 54,6 Ejemplo 20 68
Ejemplo 22 62,1 Ejemplo 24 61,8 Ejemplo 26 66,9
Ejemplo 28 65,8 Ejemplo 30 61 Ejemplo 32 59,3
Ejemplo 34 60,7 Ejemplo 35 57,2 Ejemplo 38 62,6
Ejemplo 40 49 Ejemplo 44 46,3 Ejemplo 60 52,5
Ejemplo 62 64,6 Ejemplo 64 51,6 Ejemplo 66 56,2
Ejemplo 76 46 Ejemplo 77 59,1 Ejemplo 81 56,8
Ejemplo 94 48,4

EJEMPLO 4: Ensayo de Inhibicion del Crecimiento de Células MDA-MB-453 (Ensayo de SRB)
I. Materiales del Ensayo

Cepas celulares: MDA-MB-453 (cepas de células de cancer de mama humano); SRB: la solucion de trabajo al 0,4 %
(p/v) se formuld con acido acético glacial al 1 %, se reservo a 4 °C; compuestos antitumorales; DMSO.

Il. Reactivos y Materiales Consumibles

Medio de cultivo: L15 al 90 % + FBS al 10 %; pancreatina (la solucion al 0,25 % (p/v) se formulé con PBS, en la
formulacion se anadioé 0,53 mM de EDTA); PBS; placa de cultivo de 96 pocillos.

lll. Procedimiento del Ensayo

1. Se recogi6 una placa (10 cm) de células en fase de crecimiento logaritmico que se cultivaron normalmente;

2. La solucion de cultivo se retird por succion. La placa se lavé con 5 ml de PBS una o dos veces;

3. Se anadieron 1,5 ml de pancreatina al 0,25 % para infiltrar las células;

4. La pancreatina se retird por succion. La placa de cultivo se puso en una incubadora. La digestion se realizé
durante aproximadamente 3 min a 37 °C;

5. Se afiadieron 4 ml de solucién de cultivo completa a la placa de cultivo para parar la digestion. Las células se
frotaron con cuidado con micropipeta (1 ml) para dar una suspension celular individual uniforme. La suspension
se implanté en una placa de cultivo celular de 96 pocillos a 7000 células/100 pl por pocillo. La placa de cultivo se
incubd durante una noche en atmoésfera de CO- al 5 % a 37 °C. En el dia 2, se afiadieron en cada pocillo 100 pl
de solucién de cultivo que comprendia un compuesto. La placa se incubd adicionalmente durante 69,5 h en
atmosfera de CO; al 5 % a 37 °C;

6. La solucion de cultivo se retird por succion. A cada pocillo se afiadieron 100 ul de células fijadas con TCA que
se diluyeron a un 10 %. La placa se mantuvo en un refrigerador durante 1 h a 4 °C.

7. El liquido estacionario de TCA se retiré por succion. Cada pocillo se lavé con 150 ul de ddH2O cinco veces;

8. Después de limpiar el liquido estacionario, la placa se secd en el aire a la temperatura ambiente;

9. En cada pocillo se afiadieron 60 pl de solucion de tinciéon de SRB. El pocillo se tifié durante 15 min a la
temperatura ambiente;

10. La solucion de tincion de SRB se retird por succion. Cada pocillo se lavé con 150 pl de acido acético glacial al
1 % cinco veces;

11. Después de limpiar la solucién de tincion de SRB, la placa se secé en el aire a la temperatura ambiente;

12. En cada pocillo se anadieron 100 yl de Tris 10 mM. La placa se sometio a vibracién para disolver SRB;

13. Los valores de la DO se determinaron a 570 nM.
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IV. Resultados y Tratamientos

1. Calculo de la Proporcion de Inhibicién Relativa

La proporcion de inhibicion de un compuesto en el crecimiento celular = (PC-n)/(PC-NC) x 100 % en la que:
PC: Valores de la DO de células después de crecimiento normal en pocillos de control sin un compuesto;

n: Valores de la DO de células después de crecimiento en pocillos de ensayo con un compuesto;
NC: Valores de la DO de fondo de pocillos en blanco sin un compuesto y células.

Tabla 5: Actividad de Inhibicién del Crecimiento a 2000 nM de Algunos Compuestos en los Ejemplos en Células
MDA-MB-453

Compuestos m?i%?éggr}%? Compuestos T;ﬁ&?é%ﬁ?%? Compuestos m?i%?éggr}%?
Ejemplo 1 77,7 Ejemplo 3 73,9 Ejemplo 8 75,3
Ejemplo 10 78,5 Ejemplo 12 73,7 Ejemplo 14 74,4
Ejemplo 20 82,4 Ejemplo 22 711 Ejemplo 24 79,8
Ejemplo 26 79,9 Ejemplo 28 81,9 Ejemplo 30 79,9
Ejemplo 32 78,3 Ejemplo 34 80,5 Ejemplo 35 771
Ejemplo 38 75,8 Ejemplo 40 73 Ejemplo 44 68,5
Ejemplo 60 76,3 Ejemplo 62 83,7 Ejemplo 64 73,5
Ejemplo 66 73,9 Ejemplo 76 62,7 Ejemplo 77 79,7
Ejemplo 81 72 Ejemplo 94 75,8 Ejemplo 95 68,2

EJEMPLO 5: Ensayo de Inhibicion del Crecimiento de Células 22Rv1 (Ensayo de SRB)
I. Materiales del Ensayo

Cepas celulares: 22Rv1 (cepas de células de cancer de prostata humana); SRB: la solucion de trabajo al 0,4 % (p/v)
se formuld con acido acético glacial al 1 %, se reservo a 4 °C; compuestos antitumorales; DMSO.

Il. Reactivos y Materiales Consumibles

Medio de cultivo: RPMI-1640 al 90 % + FBS al 10 %; Pancreatina (la solucién al 0,25 % (p/v) se formul6 con PBS, en
la formulacién se afiadié 0,53 mM de EDTA); PBS; placa de cultivo de 96 pocillos.

[ll. Procedimiento del Ensayo

1. Se recogi6 una placa (10 cm) de células en fase de crecimiento logaritmico que se cultivaron normalmente;

2. La solucion de cultivo se retird por succion. La placa se lavé con 5 ml de PBS una o dos veces;

3. Se anadieron 1,5 ml de pancreatina al 0,25 % para infiltrar las células;

4. La pancreatina se retird por succion. La placa de cultivo se puso en una incubadora. La digestion se realizé
durante aproximadamente 3 min a 37 °C;

5. Se afiadieron 4 ml de solucién de cultivo completa a la placa de cultivo para parar la digestion. Las células se
frotaron con cuidado con micropipeta (1 ml) para dar una suspension celular individual uniforme. La suspension
se implanté en una placa de cultivo celular de 96 pocillos a 7000 células/100 pl por pocillo. La placa de cultivo se
incubd durante una noche en atmoésfera de CO» al 5 % a 37 °C. En el dia 2, se afiadieron en cada pocillo 100 pl
de solucién de cultivo que comprendia un compuesto. La placa se incubé adicionalmente durante 73 h en
atmosfera de CO; al 5 % a 37 °C;

6. La solucion de cultivo se retird por succion. A cada pocillo se afiadieron 100 ul de células fijadas con TCA que
se diluyeron a un 10 %. La placa se mantuvo en un refrigerador durante 1 h a 4 °C.

7. El liquido estacionario de TCA se retir6é por succion. Cada pocillo se lavé con 150 ul de ddH»O cinco veces;

8. Después de limpiar el liquido estacionario, la placa se secd en el aire a la temperatura ambiente;

9. En cada pocillo se afiadieron 60 pl de solucion de tinciéon de SRB. El pocillo se tifié durante 15 min a la
temperatura ambiente;
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10. La solucion de tincion de SRB se retird por succion. Cada pocillo se lavé con 150 pl de acido acético glacial al
1 % cinco veces;
11. Después de limpiar la solucién de tincion de SRB, la placa se secé en el aire a la temperatura ambiente;
12. En cada pocillo se aiadieron 100 ul de Tris 10 mM. La placa se sometio a vibracién para disolver SRB;
5 13. Los valores de la DO se determinaron a 570 nM.

IV. Resultados y Tratamientos

1. Calculo de la Proporcién de Inhibicién Relativa
10
La proporcion de inhibicion de un compuesto en el crecimiento celular = (PC-n)/(PC-NC) x 100 % en la que:

PC: Valores de la DO de células después de crecimiento normal en pocillos de control sin un compuesto;
n: Valores de la DO de células después de crecimiento en pocillos de ensayo con un compuesto;
15 NC: Valores de la DO de fondo de pocillos en blanco sin un compuesto y células.

Tabla 6: Actividad de Inhibicién del Crecimiento a 222 nM de Algunos Compuestos en los Ejemplos en Células
22Rv1

Compuestos Pro.pc.>r.c,ic’>n de Compuestos Prop Qrf:jén de Compuestos Pro.pc.>r.c,ic’>n de

Inhibicion (%) Inhibicion (%) Inhibicion (%)
Ejemplo 1 52,2 Ejemplo 3 61,9 Ejemplo 8 56,8
Ejemplo 10 62,7 Ejemplo 12 53,3 Ejemplo 14 52,1
Ejemplo 20 60,9 Ejemplo 22 56,3 Ejemplo 24 63,6
Ejemplo 26 60,8 Ejemplo 28 63,1 Ejemplo 30 62,3
Ejemplo 32 61,7 Ejemplo 34 63,3 Ejemplo 35 58,5
Ejemplo 38 56,3 Ejemplo 40 50,5 Ejemplo 44 48,5
Ejemplo 60 52,9 Ejemplo 62 57 Ejemplo 64 54,8
Ejemplo 66 59 Ejemplo 76 49,2 Ejemplo 77 57,9
Ejemplo 81 56,5 Ejemplo 94 60,7 Ejemplo 95 51,3

20 EJEMPLO 6: A375 Ensayo de Inhibicion del Crecimiento de Células (Ensayo de MTT)
I. Materiales del Ensayo

Cepas celulares: A375 (cepas de células de melanoma cutaneo humano); MTT: nitroazul de tetrazolio; compuestos
25 antitumorales; compuesto A: monoéster del acido 3’-pirrolildoxorrubicina-14-oxo-succinico; DMSO.

Il. Reactivos y Materiales Consumibles

Medio de cultivo: DMEM al 90 % + FBS al 10 % (suero bovino fetal); la pancreatina (la solucién al 0,25 % (p/v) se
30 formulé con PBS, en la formulacion se afiadioé 0,53 mM de EDTA); PBS; placa de cultivo de 96 pocillos.

lll. Procedimiento del Ensayo

1. Se recogié una placa (10 cm) de células en fase de crecimiento logaritmico que se cultivaron normalmente;
35 2. La solucién de cultivo se retiré por succion. La placa se lavé con 5 ml de PBS una o dos veces;
3. El PBS se retird por succién. Se afiadieron 1,5 ml de pancreatina al 0,25 % para infiltrar las células durante
1 min;
4.La placa de cultivo se puso en una incubadora. La digestion se realizé durante aproximadamente 5 min a
37 °C;

40 5. Se afiadieron 3 ml de solucién de cultivo completa a la placa de cultivo para parar la digestion. Las células se
frotaron con cuidado con micropipeta (1 ml) para dar una suspension celular uniforme. La suspension se implanté
en un disco de cultivo celular de 96 pocillos a 3000 células/100 pl por pocillo. La placa de cultivo se incubd
durante una noche en atmoésfera de CO, al 5% a 37 °C. En el dia 2, se ahadieron en cada pocillo 100 ul de
solucién de cultivo que comprendia un compuesto. La placa se incubé adicionalmente durante 72 h en atmdsfera
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de COz al 5 % a 37 °C;

6. La solucién de cultivo se retiré por succion;

7. En cada pocillo se afiadieron 100 pl de solucién de cultivo sin suero que contenia 0,5 mg/ml de MTT. La placa
se incubd durante 3 h;

8. La solucién de cultivo se retirdé por succioén con cuidado;

9. En cada pocillo se afiadieron 100 yl de DMSO y se someti6 a vibracion para disolver;

10. Los valores de la DO se determinaron a 490 nM.

IV. Resultados y Tratamientos
1. Calculo de la Proporciéon de Inhibicién Relativa

La proporcion de inhibicién de un compuesto en el crecimiento celular = (PC-n)/(PC-NC) x 100 %
en la que:

PC: Valores de la DO de células después de crecimiento normal en pocillos de control sin un compuesto;
n: Valores de la DO de células después de crecimiento en pocillos de ensayo con un compuesto;
NC: Valores de la DO de fondo de pocillos en blanco sin un compuesto y células.

20

Tabla 7: Actividad de Inhibicién del Crecimiento de Algunos Compuestos en los Ejemplos en Células A375

Actividad de Actividad de Actividad de
Compuestos Inhibicién Compuestos Inhibicién Compuestos Inhibicién
(Clso/nM) (Clso/nM) (Clso/nM)
Compuesto A 207 Ejemplo 6 67 Ejemplo 89 48
Ejemplo 81 67 Ejemplo 97 28 Ejemplo 99 35

EJEMPLO 7: Ensayo de Inhibicion del Crecimiento de Células A431 (Ensayo de MTT)
I. Materiales del Ensayo

Cepas celulares: A431 (cepas de células de carcinoma epidérmico humano); MTT: nitroazul de tetrazolio;
compuestos antitumorales; compuesto A: monoéster del acido 3’-pirrolildoxorrubicina-14-oxo-succinico; DMSO.

Il. Reactivos y Materiales Consumibles

Medio de cultivo: DMEM al 45 % + F12 al 45 % + FBS al 10 % (suero bovino fetal); la pancreatina (la solucion al
0,25 % (p/v) se formulé con PBS, en la formulaciéon se afiadié 0,53 mM de EDTA); PBS; placa de cultivo de 96
pocillos.

lll. Procedimiento del Ensayo

1. Se recogié una placa (10 cm) de células en fase de crecimiento logaritmico que se cultivaron normalmente;

2. La solucién de cultivo se retiré por succion. La placa se lavé con 5 ml de PBS una o dos veces;

3. El PBS se retird por succién. Se afiadieron 1,5 ml de pancreatina al 0,25 % para infiltrar las células durante
1 min;

4.La placa de cultivo se puso en una incubadora. La digestion se realizé durante aproximadamente 5 min a
37 °C;

5. Se afiadieron 3 ml de solucidn de cultivo completa a la placa de cultivo para parar la digestion. Las células se
frotaron con cuidado con micropipeta (1 ml) para dar una suspension celular uniforme. La suspension se implanté
en un disco de cultivo celular de 96 pocillos a 2500 células/100 pl por pocillo. La placa de cultivo se incubd
durante una noche en atmoésfera de CO, al 5% a 37 °C. En el dia 2, se ahadieron en cada pocillo 100 yl de
solucion de cultivo que comprendia un compuesto. La placa se incubé adicionalmente durante 72 h en atmdsfera
de COz al 5 % a 37 °C;

6. La solucién de cultivo se retiré por succion;

7. En cada pocillo se afiadieron 100 ul de soluciéon de cultivo sin suero que contenia 0,5 mg/ml de MTT. La placa
se incubd durante 3 h;

8. La solucién de cultivo se retird por succién con cuidado;

9. En cada pocillo se afiadieron 100 pl de DMSO y se sometid a vibracion para disolver;

10. Los valores de la DO se determinaron a 490 nM.
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IV. Resultados y Tratamientos
1. Calculo de la Proporcion de Inhibicién Relativa

La proporciéon de inhibicion de un compuesto en el crecimiento celular = (PC-n)/(PC-NC) x 100 %
en la que:

PC: Valores de la DO de células después de crecimiento normal en pocillos de control sin un compuesto;
n: Valores de la DO de células después de crecimiento en pocillos de ensayo con un compuesto;
NC: Valores de la DO de fondo de pocillos en blanco sin un compuesto y células.

Tabla 8: Actividad de Inhibicién del Crecimiento de Algunos Compuestos en los Ejemplos en Células A431

Actividad de Actividad de Actividad de
Compuestos Inhibicién Compuesto Inhibicién Compuesto Inhibicién
(Clso/nM) (Clso/nM) (Clso/nM)
Compuesto A 68 Ejemplo 81 42 Ejemplo 89 46
Ejemplo 97 45

EJEMPLO 8: Ensayo de Inhibicion del Crecimiento de Células MCF-7 (Ensayo de SRB)
I. Materiales del Ensayo

Cepas celulares: MCF-7 (cepas de células de cancer de mama humano); SRB: la solucion de trabajo al 0,4 % (p/v)
se formul6 con acido acético glacial al 1 %, se reservd a 4 °C; compuestos antitumorales; compuesto A: monoéster
del acido 3’-pirrolildoxorrubicina-14-oxo-succinico; DMSO.

Il. Reactivos y Materiales Consumibles

Medio de cultivo: EMEM al 90 % + FBS al 10 %; la pancreatina (la solucion al 0,25 % (p/v) se formul6 con PBS, en la
formulacion se anadioé 0,53 mM de EDTA); PBS; placa de cultivo de 96 pocillos.

[ll. Procedimiento del Ensayo

1. Se recogié una placa (10 cm) de células en fase de crecimiento logaritmico que se cultivaron normalmente;

2. La solucion de cultivo se retiré por succion. La placa se lavé con 5 ml de PBS una o dos veces;

3. Se anadieron 1,5 ml de pancreatina al 0,25 % para infiltrar las células;

4. La pancreatina se retird por succion. La placa de cultivo se puso en una incubadora. La digestion se realizé
durante aproximadamente 3 min a 37 °C;

5. Se afiadieron 4 ml de solucién de cultivo completa a la placa de cultivo para parar la digestion. Las células se
frotaron con cuidado con micropipeta (1 ml) para dar una suspension celular individual uniforme. La suspension
se implanté en una placa de cultivo celular de 96 pocillos a 10000 células/100 pl por pocillo. La placa de cultivo
se incubd durante una noche en atmodsfera de CO, al 5% a 37 °C. En el dia 2, se afiadieron en cada pocillo
100 ul de solucién de cultivo que comprendia un compuesto. La placa se incubé adicionalmente durante 73 h en
atmosfera de CO; al 5 % a 37 °C;

6. La solucion de cultivo se retird por succion. A cada pocillo se afiadieron 100 ul de células fijadas con TCA que
se diluyeron a un 10 %. La placa se mantuvo en un refrigerador durante 1 h a 4 °C.

7. El liquido estacionario de TCA se retiré por succion. Cada pocillo se lavé con 150 ul de ddH2O cinco veces;

8. Después de limpiar el liquido estacionario, la placa se secd en el aire a la temperatura ambiente;

9. En cada pocillo se afiadieron 60 pl de solucion de tinciéon de SRB. El pocillo se tifié durante 15 min a la
temperatura ambiente;

10. La solucion de tincion de SRB se retird por succion. Cada pocillo se lavé con 150 pl de acido acético glacial al
1 % cinco veces;

11. Después de limpiar la solucién de tincion de SRB, la placa se secé en el aire a la temperatura ambiente;

12. En cada pocillo se afadieron 100 ul de Tris 10 mM. La placa se sometioé a vibracién para disolver SRB;

13. Los valores de la DO se determinaron a 570 nM.

IV. Resultados y Tratamientos
1. Calculo de la Proporcion de Inhibicién Relativa

La proporcion de inhibicién de un compuesto en el crecimiento celular = (PC-n)/(PC-NC) x 100 %
en la que:

57



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 633359 T3

PC: Valores de la DO de células después de crecimiento normal en pocillos de control sin un compuesto;
n: Valores de la DO de células después de crecimiento en pocillos de ensayo con un compuesto;
NC: Valores de la DO de fondo de pocillos en blanco sin un compuesto y células.

Tabla 9: Actividad de Inhibicién del Crecimiento de Algunos Compuestos en los Ejemplos en Células MCF-7

Actividad de Actividad de Actividad de
Compuesto Inhibicién Compuesto Inhibicién Compuesto Inhibicién
(Clso/nM) (Clso/nM) (Clso/nM)
Compuesto A 785 Ejemplo 81 225 Ejemplo 89 333

EJEMPLO 9: Ensayo de Inhibicion del Crecimiento de Células NCI-446 (Ensayo de MTT)
I. Materiales del Ensayo

Cepas celulares: NCI-446 (cepas de células de cancer de pulmdén de células pequefias humano); MTT: nitroazul de
tetrazolio; compuestos antitumorales; compuesto A: monoéster del acido 3’-pirrolildoxorrubicina-14-oxo-succinico;
DMSO.

Il. Reactivos y Materiales Consumibles

Medio de cultivo: RPMI 1640 al 90 % + FBS al 10 % (suero bovino fetal); la pancreatina (la solucién al 0,25 % (p/v)
se formulé con PBS, en la formulacion se afiadié 0,53 mM de EDTA); PBS; placa de cultivo de 96 pocillos.

[ll. Procedimiento del Ensayo

1. Se recogi6 una placa (10 cm) de células en fase de crecimiento logaritmico que se cultivaron normalmente;

2. La solucién de cultivo se retiré por succién. La placa se lavé con 5 ml de PBS una o dos veces;

3. El PBS se retiré por succion. Se afadieron 1,5 ml de pancreatina al 0,25 % para infiltrar las células durante
1 min;

4.La placa de cultivo se puso en una incubadora. La digestion se realizé durante aproximadamente 3 min a
37 °C;

5. Se afiadieron 3 ml de solucién de cultivo completa a la placa de cultivo para parar la digestion. Las células se
frotaron con cuidado con micropipeta (1 ml) para dar una suspension celular uniforme. La suspension se implanté
en un disco de cultivo celular de 96 pocillos a 4000 células/100 pl por pocillo. La placa de cultivo se incubd
durante una noche en atmoésfera de CO, al 5% a 37 °C. En el dia 2, se ahadieron en cada pocillo 100 yl de
solucion de cultivo que comprendia un compuesto. La placa se incubé adicionalmente durante 72 h en atmdsfera
de COz al 5 % a 37 °C;

6. La solucién de cultivo se retiré por succion;

7. En cada pocillo se afiadieron 100 pl de solucién de cultivo sin suero que contenia 0,5 mg/ml de MTT. La placa
se incubd durante 3 h;

8. La solucién de cultivo se retiré por succion con cuidado;

9. En cada pocillo se afiadieron 100 yl de DMSO y se someti6 a vibracion para disolver;

10. Los valores de la DO se determinaron a 490 nM.

IV. Resultados y Tratamientos
1. Calculo de la Proporcién de Inhibicién Relativa

La proporcion de inhibicién de un compuesto en el crecimiento celular = (PC-n)/(PC-NC) x 100 %
en la que:

PC: Valores de la DO de células después de crecimiento normal en pocillos de control sin un compuesto;
n: Valores de la DO de células después de crecimiento en pocillos de ensayo con un compuesto;
NC: Valores de la DO de fondo de pocillos en blanco sin un compuesto y células.

Tabla 10: Actividad de Inhibicion del Crecimiento de Algunos Compuestos en los Ejemplos en Células NCI-446

Compuesto Actividad de Inhibicion (Clso/nM) Compuesto Actividad de Inhibicion (Clso/nM)

Compuesto A 234 Ejemplo 89 140
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EJEMPLO 10: Ensayo de Inhibicion del Crecimiento de Células NCI-H460 (Ensayo de MTT)

I. Materiales del Ensayo

Cepas celulares: NCI-H460 (cepas de células de cancer de pulmén de células grandes humano); MTT: nitroazul de
tetrazolio; compuestos antitumorales; compuesto A: monoéster del acido 3’-pirrolildoxorrubicina-14-oxo-succinico;

DMSO.

Il. Reactivos y Materiales Consumibles

Medio de cultivo: 90 % RPMI1640 + FBS al 10 % (suero bovino fetal); la pancreatina (la solucién al 0,25 % (p/v) se

formulé con PBS, en la formulacion se afiadié 0,53 mM de EDTA); PBS; placa de cultivo de 96 pocillos.

[ll. Procedimiento del Ensayo

1. Se recogié una placa (10 cm) de células en fase de crecimiento logaritmico que se cultivaron normalmente;

2. La solucién de cultivo se retiré por succion. La placa se lavé con 5 ml de PBS una o dos veces;

3. El PBS se retird por succién. Se afiadieron 1,5 ml de pancreatina al 0,25 % para infiltrar las células durante
1 min;

4.La placa de cultivo se puso en una incubadora. La digestion se realizé durante aproximadamente 3 min a
37 °C;

5. Se afiadieron 3 ml de solucién de cultivo completa a la placa de cultivo para parar la digestion. Las células se
frotaron con cuidado con micropipeta (1 ml) para dar una suspension celular uniforme. La suspension se implanté
en un disco de cultivo celular de 96 pocillos a 2000 células/100 pl por pocillo. La placa de cultivo se incubd
durante una noche en atmoésfera de CO, al 5% a 37 °C. En el dia 2, se ahadieron en cada pocillo 100 yl de
solucion de cultivo que comprendia un compuesto. La placa se incubé adicionalmente durante 72 h en atmdsfera

de COz al 5 % a 37 °C;
6. La solucién de cultivo se retiré por succion;

7. En cada pocillo se afiadieron 100 pl de solucién de cultivo sin suero que contenia 0,5 mg/ml de MTT. La placa

se incubd durante 3 h;
8. La solucion de cultivo se retird por succién con cuidado;
9. En cada pocillo se afiadieron 100 yl de DMSO y se sometid a vibracion para disolver;
10. Los valores de la DO se determinaron a 490 nM.
IV. Resultados y Tratamientos
1. Calculo de la Proporciéon de Inhibicién Relativa
La proporcion de inhibicion de un compuesto en el crecimiento celular = (PC-n)/(PC-NC) x 100 % en la que:
PC: Valores de la DO de células después de crecimiento normal en pocillos de control sin un compuesto;
n: Valores de la DO de células después de crecimiento en pocillos de ensayo con un compuesto;
NC: Valores de la DO de fondo de pocillos en blanco sin un compuesto y células.

Tabla 11: Actividad de Inhibicion del Crecimiento de Algunos Compuestos en los Ejemplos en Células NCI-460

Compuesto Actividad de Inhibicion (Clso/nM) Compuesto Actividad de Inhibicion (Clso/nM)

Compuesto A 21 Ejemplo 89 2,5

EJEMPLO 11: Ensayo de Inhibicion del Crecimiento de Células B16 (Ensayo de MTT)

I. Materiales del Ensayo

Cepas celulares: B16 (cepas de células de melanoma de raton); MTT: nitroazul de tetrazolio; compuestos

antitumorales; compuesto A: monoéster del acido 3’-pirrolildoxorrubicina-14-oxo-succinico; DMSO.

Il. Reactivos y Materiales Consumibles

Medio de cultivo: RPMI 640 al 90 % + FBS al 10 % (suero bovino fetal); la pancreatina (la solucién al 0,25 % (p/v) se

formulé con PBS, en la formulacion se afiadié 0,53 mM de EDTA); PBS; placa de cultivo de 96 pocillos.
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[ll. Procedimiento del Ensayo

1. Se recogié una placa (10 cm) de células en fase de crecimiento logaritmico que se cultivaron normalmente;

2. La solucién de cultivo se retiré por succion. La placa se lavé con 5 ml de PBS una o dos veces;

3. El PBS se retird por succién. Se afiadieron 1,5 ml de pancreatina al 0,25 % para infiltrar las células durante
1 min;

4.La placa de cultivo se puso en una incubadora. La digestion se realizé durante aproximadamente 1 min a
37 °C;

5. Se afadieron 3 ml de solucion de cultivo completa a la placa de cultivo para parar la digestion. Las células se
frotaron con cuidado con micropipeta (1 ml) para dar una suspension celular uniforme. La suspension se implanté
en un disco de cultivo celular de 96 pocillos a 2500 células/100 pl por pocillo. La placa de cultivo se incubd
durante una noche en atmoésfera de CO, al 5 % a 37 °C. En el dia 2, se ahadieron en cada pocillo 100 yl de
solucion de cultivo que comprendia un compuesto. La placa se incubé adicionalmente durante 72 h en atmdsfera
de COz al 5 % a 37 °C;

6. La solucién de cultivo se retiré por succion;

7. En cada pocillo se afiadieron 100 pl de solucién de cultivo sin suero que contenia 0,5 mg/ml de MTT. La placa
se incubd durante 3 h;

8. La solucién de cultivo se retiré por succion con cuidado;

9. En cada pocillo se afiadieron 100 yl de DMSO y se someti6 a vibracion para disolver;

10. Los valores de la DO se determinaron a 490 nM.

IV. Resultados y Tratamientos
1. Calculo de la Proporcion de Inhibicién Relativa

La proporcion de inhibicién de un compuesto en el crecimiento celular = (PC-n)/(PC-NC) x 100 %
en la que:

PC: Valores de la DO de células después de crecimiento normal en pocillos de control sin un compuesto;
n: Valores de la DO de células después de crecimiento en pocillos de ensayo con un compuesto;
NC: Valores de la DO de fondo de pocillos en blanco sin un compuesto y células.

Tabla 12: Actividad de Inhibicion del Crecimiento de Algunos Compuestos en los Ejemplos en Células B16

Actividad de Actividad de Actividad de
Compuesto Inhibicién Compuesto Inhibicién Compuesto Inhibicién
(Clso/nM) (Clso/nM) (Clso/nM)
Compuesto A 32 Ejemplo 62 3 Ejemplo 89 3

EJEMPLO 12: Ensayo de Inhibicion del Crecimiento de Células 786-O (Ensayo de MTT)
I. Materiales del Ensayo

Cepas celulares: 786-O (cepas de células de adenocarcinoma de células trasparentes humano); MTT: nitroazul de
tetrazolio; compuestos antitumorales; compuesto A: monoéster del acido 3’-pirrolildoxorrubicina-14-oxo-succinico;
DMSO.

Il. Reactivos y Materiales Consumibles

Medio de cultivo: RPMI 1640 al 90 % + FBS al 10 % (suero bovino fetal); la pancreatina (la solucién al 0,25 % (p/v)
se formulé con PBS, en la formulacion se afiadio 0,53 mM de EDTA); PBS; placa de cultivo de 96 pocillos.

[ll. Procedimiento del Ensayo

1. Se recogié una placa (10 cm) de células en fase de crecimiento logaritmico que se cultivaron normalmente;

2. La solucién de cultivo se retiré por succion. La placa se lavé con 5 ml de PBS una o dos veces;

3. El PBS se retird por succién. Se afiadieron 1,5 ml de pancreatina al 0,25 % para infiltrar las células durante
1 min;

4.La placa de cultivo se puso en una incubadora. La digestion se realizé durante aproximadamente 1 min a
37 °C;

5. Se afiadieron 3 ml de solucién de cultivo completa a la placa de cultivo para parar la digestion. Las células se
frotaron con cuidado con micropipeta (1 ml) para dar una suspension celular uniforme. La suspension se implanté
en un disco de cultivo celular de 96 pocillos a 2000 células/100 pl por pocillo. La placa de cultivo se incubd
durante una noche en atmoésfera de CO, al 5% a 37 °C. En el dia 2, se ahadieron en cada pocillo 100 yl de
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solucion de cultivo que comprendia un compuesto. La placa se incubé adicionalmente durante 72 h en atmdsfera
de COz al 5 % a 37 °C;

6. La solucion de cultivo se retiré por succion;

7. En cada pocillo se afiadieron 100 pl de solucién de cultivo sin suero que contenia 0,5 mg/ml de MTT. La placa
se incubd durante 3 h;

8. La solucién de cultivo se retirdé por succién con cuidado;

9. En cada pocillo se afiadieron 100 yl de DMSO y se someti6 a vibracion para disolver;

10. Los valores de la DO se determinaron a 490 nM.

IV. Resultados y Tratamientos
1. Calculo de la Proporciéon de Inhibicién Relativa

La proporciéon de inhibicion de un compuesto en el crecimiento celular = (PC-n)/(PC-NC) x 100 %
en la que:

PC: Valores de la DO de células después de crecimiento normal en pocillos de control sin un compuesto;
n: Valores de la DO de células después de crecimiento en pocillos de ensayo con un compuesto;
NC: Valores de la DO de fondo de pocillos en blanco sin un compuesto y células.

Tabla 13: Actividad de Inhibicion del Crecimiento de Algunos Compuestos en los Ejemplos en Células 786-O

Actividad de Actividad de Actividad de
Compuesto Inhibicién Compuesto Inhibicién Compuesto Inhibicién
(Clso/nM) (Clso/nM) (Clso/nM)
Compuesto A 180 Ejemplo 62 110 Ejemplo 90 90

EJEMPLO 13: Ensayo de Inhibicion del Crecimiento de Células DU-145 (Ensayo de MTT)
I. Materiales del Ensayo

Cepas celulares: DU-145 (cepas de células de cancer de prostata); MTT: nitroazul de tetrazolio; compuestos
antitumorales; compuesto A: monoéster del acido 3’-pirrolildoxorrubicina-14-oxo-succinico; DMSO.

Il. Reactivos y Materiales Consumibles

Medio de cultivo: EMEM al 90 % + FBS al 10 % (suero bovino fetal); la pancreatina (la solucion al 0,25 % (p/v) se
formulé con PBS, en la formulacion se afiadié 0,53 mM de EDTA); PBS; placa de cultivo de 96 pocillos.

[ll. Procedimiento del Ensayo

1. Se recogié una placa (10 cm) de células en fase de crecimiento logaritmico que se cultivaron normalmente;

2. La solucién de cultivo se retiré por succion. La placa se lavé con 5 ml de PBS una o dos veces;

3. El PBS se retird por succién. Se afiadieron 1,5 ml de pancreatina al 0,25 % para infiltrar las células durante
1 min;

4.La placa de cultivo se puso en una incubadora. La digestion se realizé durante aproximadamente 1 min a
37 °C;

5. Se afiadieron 3 ml de solucién de cultivo completa a la placa de cultivo para parar la digestion. Las células se
frotaron con cuidado con micropipeta (1 ml) para dar una suspension celular uniforme. La suspension se implanté
en un disco de cultivo celular de 96 pocillos a 4000 células/100 pl por pocillo. La placa de cultivo se incubd
durante una noche en atmoésfera de CO, al 5 % a 37 °C. En el dia 2, se ahadieron en cada pocillo 100 yl de
solucion de cultivo que comprendia un compuesto. La placa se incubé adicionalmente durante 72 h en atmdsfera
de COz al 5 % a 37 °C;

6. La solucién de cultivo se retiré por succion;

7. En cada pocillo se afiadieron 100 pl de solucién de cultivo sin suero que contenia 0,5 mg/ml de MTT. La placa
se incubd durante 3 h;

8. La solucién de cultivo se retirdé por succién con cuidado;

9. En cada pocillo se afiadieron 100 yl de DMSO y se someti6 a vibracion para disolver;

10. Los valores de la DO se determinaron a 490 nM.

IV. Resultados y Tratamientos

1. Calculo de la Proporcion de Inhibicién Relativa
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La proporcion de inhibicién de un compuesto en el crecimiento celular = (PC-n)/(PC-NC) x 100 %
en la que:

PC: Valores de la DO de células después de crecimiento normal en pocillos de control sin un compuesto;
n: Valores de la DO de células después de crecimiento en pocillos de ensayo con un compuesto;
NC: Valores de la DO de fondo de pocillos en blanco sin un compuesto y células.

Tabla 14: Actividad de Inhibicién del Crecimiento de Algunos Compuestos en los Ejemplos en Células DU-145

Actividad de Actividad de Actividad de
Compuestos Inhibicién Compuestos Inhibicién Compuestos Inhibicién
(Clso/nM) (Clso/nM) (Clso/nM)
Compuesto A 99 Ejemplo 62 34 Ejemplo 89 56
Compuesto 90 30 Ejemplo 92 61

EJEMPLO 14: Ensayo de Inhibicion del Crecimiento de Células Hep3B (Ensayo de SRB)
I. Materiales del Ensayo

Cepas celulares: Hep3B (cepas de células de cancer de higado); SRB: la solucion de trabajo al 0,4 % (p/v) se
formuld con acido acético glacial al 1 %, se reservé a 4 °C; compuestos antitumorales; compuesto A: monoéster del
acido 3’-pirrolildoxorrubicina-14-oxo-succinico; DMSO.

Il. Reactivos y Materiales Consumibles

Medio de cultivo: RPMI-1640 al 90 % + FBS al 10 %; Pancreatina (la solucién al 0,25 % (p/v) se formul6 con PBS, en
la formulacién se afiadié 0,53 mM de EDTA); PBS; placa de cultivo de 96 pocillos.

[ll. Procedimiento del Ensayo

1. Se recogi6 una placa (10 cm) de células en fase de crecimiento logaritmico que se cultivaron normalmente;

2. La solucion de cultivo se retird por succion. La placa se lavé con 5 ml de PBS una o dos veces;

3. 1,5 ml de Se anadié pancreatina al 0,25 % para infiltrar las células;

4. La pancreatina se retird por succion. La placa de cultivo se puso en una incubadora. La digestion se realizé
durante aproximadamente 3 min a 37 °C;

5. Se afiadieron 4 ml de solucién de cultivo completa a la placa de cultivo para parar la digestion. Las células se
frotaron con cuidado con micropipeta (1 ml) para dar una suspension celular individual uniforme. La suspension
se implanté en una placa de cultivo celular de 96 pocillos a 5000 células/100 pl por pocillo. La placa de cultivo se
incubd durante una noche en atmoésfera de CO- al 5 % a 37 °C. En el dia 2, se ahadieron en cada pocillo 100 pl
de solucién de cultivo que comprendia un compuesto. La placa se incubé adicionalmente durante 72 h en
atmosfera de CO; al 5 % a 37 °C;

6. La solucion de cultivo se retird por succion. A cada pocillo se afiadieron 100 ul de células fijadas con TCA que
se diluyeron a un 10 %. La placa se mantuvo en un refrigerador durante 1 h a 4 °C.

7. El liquido estacionario de TCA se retiré por succion. Cada pocillo se lavé con 150 ul de ddH»O cinco veces;

8. Después de limpiar el liquido estacionario, la placa se seco en el aire a la temperatura ambiente;

9. En cada pocillo se afiadieron 60 pl de solucion de tinciéon de SRB. El pocillo se tifié durante 15 min a la
temperatura ambiente;

10. La solucion de tincion de SRB se retird por succion. Cada pocillo se lavé con 150 pl de acido acético glacial al
1 % cinco veces;

11. Después de limpiar la solucién de tincion de SRB, la placa se secé en el aire a la temperatura ambiente;

12. En cada pocillo se afadieron 100 l de Tris 10 mM. La placa se sometio a vibracién para disolver SRB;

13. Los valores de la DO se determinaron a 570 nM.

IV. Resultados y Tratamientos
1. Calculo de la Proporcion de Inhibicién Relativa

La proporcion de inhibicion del compuesto en el crecimiento celular = (PC-n)/(PC-NC) x 100 %
en la que:

PC: Valores de la DO de células después de crecimiento normal en pocillos de control sin un compuesto;
n: Valores de la DO de células después de crecimiento en pocillos de ensayo con un compuesto;
NC: Valores de la DO de fondo de pocillos en blanco sin un compuesto y células.
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Tabla 15: Actividad de Inhibicion del Crecimiento de Algunos Compuestos en los Ejemplos en Células Hep3B

Actividad de Actividad de Actividad de
Compuesto Inhibicién Compuesto Inhibicién Compuesto Inhibicién
(Clso/nM) (Clso/nM) (Clso/nM)
Compuesto A 444 Ejemplo 90 29 Ejemplo 92 28

EJEMPLO 15: Ensayo de Inhibicion del Crecimiento de Células SK-Br-3 (Ensayo de SRB)
I. Materiales del Ensayo

Cepas celulares: SK-Br-3 (cepas de células de cancer de mama humano); SRB: la solucion de trabajo al 0,4 % (p/v)
se formul6 con acido acético glacial al 1 %, se reservd a 4 °C; compuestos antitumorales; compuesto A: monoéster
del acido 3’-pirrolildoxorrubicina-14-oxo-succinico; DMSO.

Il. Reactivos y Materiales Consumibles

Medio de cultivo: DMEM al 85 % + 15 % FBS; la pancreatina (la solucién al 0,25 % (p/v) se formulé con PBS, en la
formulacion se anadioé 0,53 mM de EDTA); PBS; placa de cultivo de 96 pocillos.

lll. Procedimiento del Ensayo

1. Se recogi6 una placa (10 cm) de células en fase de crecimiento logaritmico que se cultivaron normalmente;

2. La solucion de cultivo se retird por succion. La placa se lavé con 5 ml de PBS una o dos veces;

3. Se anadieron 1,5 ml de pancreatina al 0,25 % para infiltrar las células;

4. La pancreatina se retird por succion. La placa de cultivo se puso en una incubadora. La digestion se realizé
durante aproximadamente 2 min a 37 °C;

5. Se afiadieron 4 ml de solucién de cultivo completa a la placa de cultivo para parar la digestion. Las células se
frotaron con cuidado con micropipeta (1 ml) para dar una suspension celular individual uniforme. La suspension
se implanté en una placa de cultivo celular de 96 pocillos a 10000 células/100 pl por pocillo. La placa de cultivo
se incubd durante una noche en atmodsfera de CO, al 5% a 37 °C. En el dia 2, se afiadieron en cada pocillo
100 ul de soluciéon de cultivo que comprendia un compuesto. La placa se incubé adicionalmente durante 72 h en
atmosfera de CO; al 5 % a 37 °C;

6. La solucion de cultivo se retird por succion. A cada pocillo se afiadieron 100 ul de células fijadas con TCA que
se diluyeron a un 10 %. La placa se mantuvo en un refrigerador durante 1 h a 4 °C.

7. El liquido estacionario de TCA se retiré por succion. Cada pocillo se lavé con 150 ul de ddH2O cinco veces;

8. Después de limpiar el liquido estacionario, la placa se sec6 en el aire a la temperatura ambiente;

9. En cada pocillo se afiadieron 60 pl de solucion de tincién de SRB. El pocillo se tifié durante 15 min a la
temperatura ambiente;

10. La solucion de tincion de SRB se retird por succion. Cada pocillo se lavé con 150 pl de acido acético glacial al
1 % cinco veces;

11. Después de limpiar la solucién de tincion de SRB, la placa se secé en el aire a la temperatura ambiente;

12. En cada pocillo se aiadieron 100 pl de Tris 10 mM. La placa se sometio a vibracién para disolver SRB;

13. Los valores de la DO se determinaron a 570 nM.

IV. Resultados y Tratamientos
1. Calculo de la Proporcion de Inhibicién Relativa

La proporcion de inhibicién de un compuesto en el crecimiento celular = (PC-n)/(PC-NC) x 100 %
en la que:

PC: Valores de la DO de células después de crecimiento normal en pocillos de control sin un compuesto;
n: Valores de la DO de células después de crecimiento en pocillos de ensayo con un compuesto;
NC: Valores de la DO de fondo de pocillos en blanco sin un compuesto y células.

Tabla 16: Actividad de Inhibicion del Crecimiento de Algunos Compuestos en los Ejemplos en Células SK-Br-3

Compuesto Actividad de Inhibicion (Clso/nM) Compuesto Actividad de Inhibicion (Clso/nM)

Compuesto A 93 Ejemplo 98 15
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Ensayo sobre la MTD (Dosis Maxima Tolerada) in vivo de Ratones
Ensayo sobre la Dosis Maxima Tolerada del Compuesto

Animales del ensayo: ratones de la cepa ICR con un peso de 18-22 g, adquiridos en Beijing Vital River Laboratories
Limited, License SCXK (jing) 2007-0001.

Régimen de Administracion: a cada animal experimental se le administro la dosificacion correspondiente de la
sustancia sometida a ensayo una vez por inyeccion en la vena caudal cada tres dias. Cada dosificacion se disefid
inicialmente como 5 veces de administracion. El tiempo especifico de la administracién dependia de las condiciones
de los animales. Las condiciones de comportamiento de los animales dentro de 2 horas después de la
administracion se deberian observar con cuidado. EI comportamiento del animal se observé cada 4 horas en el dia
de la administraciéon. Las condiciones de supervivencia y el peso de los animales se registraron cada dia y se
observaron por si se producia alguna anomalia en la superficie del cuerpo del mismo. Los animales experimentales
se sacrificaron en el dia 14 después de la administracion y se diseccionaron para su observacion.

1. Sustancia sometida a Ensayo 1: 3’-pirrolildoxorrubicina
1) Grupos de Administracion
grupo |: grupo de (20 mg/kg);
grupo lI: grupo de (25 mg/kg);
grupo llI: grupo de (30 mg/kg);
grupo IV: grupo de control de disolvente.
Habia cuatro grupos en total. Cada grupo consistia en cinco ratones macho y cinco ratones hembra.

2) Resultados del Ensayo

(1) Los efectos en los pesos de los animales experimentales se muestran en la Fig. 1.
(2) Los efectos en la proporcion de supervivencia de los animales experimentales se muestran en la Tabla 17.

Tabla 17
Sy . e s ., . Numero de Tasa de
Dosificacion Tiempos de  Dosificacion Total Numero de Animales por Animales Muertos Mortalidad

(mg/kg) Administracion (mg/kg) Grupo J/9 EYe (%)

20 4 80 5/5 5/5 100

25 4 100 5/5 5/5 100

30 3 90 5/5 5/5 100
Control 4 0 5/5 0/0 0

Nota: 4 ratéon macho; Q: ratdn hembra

3) Resultados del Ensayo y Discusiones

Los animales experimentales en el grupo de control de disolvente presentaban un aumento del peso normal sin
muerte. La muerte se producia de forma sucesiva en los animales experimentales después de administracién con
20 mg/kg o 25 mg/kg cuatro veces. La muerte se producia en sucesion en los animales experimentales después de
administracion con 30 mg/kg tres veces. La tasa de mortalidad es de un 100 %. La MTD del compuesto de ensayo 1
es inferior a 20 mg/kg (0,0338 mmol/kg) de acuerdo con el régimen de administracion de g4d x 5.

2. Compuesto sometido a Ensayo 2: el compuesto del Ejemplo 96
1) Grupos de Administracion

grupo |: grupo de (40 mg/kg);
grupo lI: grupo de (45 mg/kg);
grupo lll: grupo de (50 mg/kg);
grupo IV: grupo de (55 mg/kg);
grupo V: grupo de (60 mg/kg).

Habia cinco grupos en total. Cada grupo consistia en seis ratones macho y seis ratones hembra.
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2) Resultados del Ensayo

(1) Los efectos en los pesos de los animales experimentales se muestran en la Fig. 2.
(2) Los efectos en la proporcion de supervivencia de los animales experimentales se muestran en la Tabla 18.

Tabla 18
Dosificacion Tiempos de  Dosificacion Total Numero de Animales por .Numero de Tasa.de
L A Animales Muertos Mortalidad
(mg/kg) Administracion (mg/kg) Grupo J/9 N
319 (%)
40 5 200 6/6 0N 8,33
45 5 225 6/6 0/0 (1/2a) 0
50 5 250 6/6 0/0 (1/1a) 0
55 5 275 6/6 5/4 (5/3a) 25
60 5 300 6/6 3/4 53,85

Nota: J: ratéon macho; Q: ratdn hembra

a representa que el animal experimental murié inmediatamente después de la inyeccion del farmaco en lugar de
que la muerte la produjera la citotoxicidad. En el calculo de la tasa de mortalidad no se hacia el recuento del
animal que moria inmediatamente después de la administracion (tasa de mortalidad = el nimero de animales
experimentales que no morian inmediatamente después de la inyeccion/(el nimero de animales en el grupo - el
ndmero de animales experimentales que morian inmediatamente) x 100 %).

3) Resultados del Ensayo y Discusiones

En el grupo de dosificacion de 40 mg/kg habia un animal muerto. La tasa de mortalidad es de un 8,33 %. El animal
muerto se disecciond para la observacion de diversos 6rganos. Los 6rganos no presentaban ninguna anomalia
evidente. Sin embargo, habia varias marcas de mordedura en la superficie de la piel del animal muerto. Este animal
no presentaba una pérdida de peso significativa. Por lo tanto, se supone que la muerte esta causada por factores de
citotoxicidad en lugar de por el farmaco. Dos animales experimentales murieron inmediatamente después de la
quinta administracion en el grupo de dosificacion de 50 mg/kg. Los dos animales muertos no presentaban una
pérdida de peso significativa. Se supone que la muerte esta causada por factores de citotoxicidad en lugar de por el
farmaco. La MTD del compuesto sometido a ensayo 2 es 50-55 mg/kg (0,0525-0,0578 mmol/kg) de acuerdo con el
régimen de administracion de g4d x 5.

3. Sustancia sometida a Ensayo 3: monoéster del acido 3'-pirrolildoxorrubicina-14-oxo-succinico
1) Grupos de Administracion
grupo |: grupo de (30 mg/kg);
grupo lI: grupo de (40 mg/kg);
grupo lll: grupo de (50 mg/kg);
grupo IV: grupo de (60 mg/kg).
Habia cuatro grupos en total. Cada grupo consistia en cinco ratones macho y cinco ratones hembra.

2) Resultados del Ensayo

(1) Los efectos en los pesos de los animales experimentales se muestran en la Fig. 3.
(2) Los efectos en la proporcién de supervivencia de los animales experimentales se muestran en la Tabla 19.
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Tabla 19
e, . e, , . Numero de Tasa de
Dosificacion Tiempos de Dosificacion Total Numero de Animales por Animales Muertos Mortalidad

(mg/kg) Administracion (mg/kg) Grupo J/9 EYe (%)

30 5 150 5/5 0/1 10

40 5 200 5/5 3/2 50

50 5 250 5/5 5/5 100

60 5 300 5/5 5/5 100

Nota: 4 ratéon macho; Q: ratdn hembra

3) Resultados del Ensayo y Discusiones

Las tasas de letalidad de los ratones de la cepa ICR son un 10 %, un 50 %, un 100 %, un 100 % respectivamente,
de acuerdo con los regimenes de administracion de 30 mg/kg, 40 mg/kg, 50 mg/kg, 60 mg/kg de los compuestos. Un
animal experimental murid sin una pérdida de peso significativa en los animales del grupo de 30 mg/kg, lo que indica
que este animal muerto en el grupo de 30 mg/kg no excluye la causa de la diferencia individual del animal. La MTD
del compuesto sometido a ensayo 3 es aproximadamente 30 mg/kg (0,0433 mmol/kg) de acuerdo con el régimen de
administracion de g4d x 5.

La descripcion general mencionada anteriormente con respecto a la invencion desvelada en el presente documento
y la descripcion de las realizaciones especificas de la misma no se puede interpretar como la limitacion a las
soluciones técnicas de la invencion. Alguien con una experiencia habitual en la materia puede afiadir, suprimir o
combinar las caracteristicas técnicas desveladas en la descripcion general y/o realizaciones especificas
mencionadas anteriormente (incluyendo los Ejemplos) para formar otras soluciones técnicas dentro de la invencion
de acuerdo con la divulgacion en el presente documento sin apartarse de los elementos constitutivos de la invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto representado por la férmula (I) y una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

Formula (I}

en la que:

R' se selecciona entre el grupo que consiste en H, alquilo C14, alcoxi C1.4;

R? se selecciona entre el grupo que consiste en H, metilo, etilo, (morfolinimetil)fenilo, 4-((morfolin-1-il)metil)fenilo,
(dimetilaminometil)fenilo, 4-((dimetilamino)metil)fenilo, 2-(2-(dimetilamino)etoxi)etilo, morfolin-1-ilo, piperidin-1-ilo,
tetrahidropirrol-1-ilo, 4-(2-hidroxietil)piperazin-1-ilo, (4-metilpiperazin)-1-ilo, (4-etilpiperazin)-1-ilo, 2-
(tetrahidropirrol-1-il)etilo, 3-(tetrahidropirrol-1-il)propilo, (2-(morfolin-1-il)piridin)-4-ilo, (2-(morfolin-1-il)piridin)-5-ilo,
piridin-2-ilo, piridin-3-ilo, piridin-4-ilo, (piridin-4-il)metilo, (piridin-3-il)metilo, (piridin-2-il)metilo, 2-(piridin-4-il)etilo, 2-
(piridin-3-il)etilo, 2-(piridin-2-il)etilo, 2-(piridin-4-il)propilo, 2-(piridin-3-il)propilo, 2-(piridin-2-il)propilo, 2-((4-
sulfamido)fenil)etilo, (3-(dimetilamino)propil)piperazin-1-ilo, 3-((4-sulfamido)fenil)propilo, 3-((4-metil)piperazin-1-
il)propilo, 3-((4-etil)piperazin-1-il)propilo, 3-((4-propil)piperazin-1-il)propilo, 2-((4-metil)piperazin-1-il)etilo, 2-((4-
etil)piperazin-1-il)etilo, 2-((4-propil)piperazin-1-il)etilo, 2-(dimetilamino)etilo, 2-(dietilamino)etilo, 2-
(dipropilamino)etilo, 2-(piperidin-1-il)etilo, 2-(morfolin-1-il)etilo, 2-(tetrahidropirrol-1-il)etilo, 3-(dimetilamino)propilo,
3-(dietilamino)propilo, 3-(dipropilamino)propilo, 3-(piperidin-1-il)propilo, 3-(morfolin-1-il)propilo, 3-(tetrahidropirrol-
1-il)propilo, 4-(dimetilamino)butilo, 4-(dietilamino)butilo, 4-(dipropilamino)butilo, 4-(piperidin-1-il)butilo, 4-(morfolin-
1-il)butilo, 4-(tetrahidropirrol-1-il)butilo, 2-(2-(2-(2-(dimetilamino)etoxi)etoxi)etoxi)etilo, 2-(2-(2-(2-
(dietilamino)etoxi)etoxi)etoxi)etilo, 2-(2-(2-(2-(dipropilamino)etoxi)etoxi)etoxi)etilo, 2-(2-(2-(2-(piperidin-1-
il)etoxi)etoxi)etoxi)etilo, 2-(2-(2-(2-(morfolin-1-il)etoxi)etoxi)etoxi)etilo, 2-(2-(2-(2-(tetrahidropirrol-1-
il)etoxi)etoxi)etoxi)etilo,  2-(2-(2-(dimetilamino)etoxi)etoxi)etilo,  2-(2-(2-(dietilamino)etoxi)etoxi)etilo,  2-(2-(2-
(dipropilamino)etoxi)etoxi)etilo, 2-(2-(2-(piperidin-1-il)etoxi)etoxi)etilo, 2-(2-(2-(morfolin-1-il)etoxi)etoxi)etilo, 2-(2-
(2-(tetrahidropirrol-1-il)etoxi)etoxi)etilo, 6-purinilo, mesilo, bencenosulfonilo, pirazin-2-ilo, pirimidin-2-ilo, 2-
hidroxietilo, 2-(2-hidroxietoxi)etilo, 2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-
hidroxietoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etilo, 2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-
hidroxietoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etilo, 2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-
hidroxietoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etilo, 2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-
metoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etilo, y 2-(2-(2-(2-hidroxietoxi)etoxi)etoxi)etilo;

R? se selecciona entre el grupo que consiste en H, metilo, etilo, (morfoliniimetil)fenilo, 4-((morfolin-1-il)metil)fenilo,
(dimetilaminometil)fenilo, 4-((dimetilamino)metil)fenilo, 2-(2-(dimetilamino)etoxi)etilo, morfolin-1-ilo, piperidin-1-ilo,
tetrahidropirrol-1-ilo, 4-(2-hidroxietil)piperazin-1-ilo, (4-metilpiperazin)-1-ilo, (4-etilpiperazin)-1-ilo, 2-
(tetrahidropirrol-1-il)etilo, 3-(tetrahidropirrol-1-il)propilo, (2-(morfolin-1-il)piridin)-4-ilo, (2-(morfolin-1-il)piridin)-5-ilo,
piridin-2-ilo, piridin-3-ilo, piridin-4-ilo, (piridin-4-il)metilo, (piridin-3-il)metilo, (piridin-2-il)metilo, 2-(piridin-4-il)etilo, 2-
(piridin-3-il)etilo, 2-(piridin-2-il)etilo, 2-(piridin-4-il)propilo, 2-(piridin-3-il)propilo, 2-(piridin-2-il)propilo, 2-((4-
sulfamido)fenil)etilo, (3-(dimetil-amino)propil)piperazin-1-ilo, 3-((4-sulfamido)fenil)propilo, 3-((4-metil)piperazin-1-
il)propilo, 3-((4-etil)piperazin-1-il)propilo, 3-((4-propil)piperazin-1-il)propilo, 2-((4-metil)piperazin-1-il)etilo, 2-((4-
etil)piperazin-1-il)etilo, 2-((4-propil)piperazin-1-il)etilo, 2-(dimetilamino)etilo, 2-(dietilamino)etilo, 2-
(dipropilamino)etilo, 2-(piperidin-1-il)etilo, 2-(morfolin-1-il)etilo, 2-(tetrahidropirrol-1-il)etilo, 3-
(dimetilamino)propilo,3-(dietilamino)propilo,  3-(dipropilamino)propilo,  3-(piperidin-1-il)propilo,  3-(morfolin-1-
il)propilo, 3-(tetrahidropirrol-1-il)propilo, 4-(dimetilamino)butilo, 4-(dietilamino)butilo, 4-(dipropilamino)butilo, 4-
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(piperidin-1-il)butilo, 4-(morfolin-1-il)butilo, 4-(tetrahidropirrol-1-il)butilo, 2-(2-(2-(2-
(dimetilamino)etoxi)etoxi)etoxi)etilo, 2-(2-(2-(2-(dietilamino)etoxi)etoxi)etoxi)etilo, 2-(2-(2-(2-
(dipropilamino)etoxi)etoxi)etoxi)etilo, 2-(2-(2-(2-(piperidin-1-il)etoxi)etoxi)etoxi)etilo, 2-(2-(2-(2-(morfolin-1-
il)etoxi)etoxi)etoxi)etilo, 2-(2-(2-(2-(tetrahidropirrol-1-il)etoxi)etoxi)etoxi)etilo, 2-(2-(2-(dimetilamino)etoxi)etoxi)etilo,
5 2-(2-(2-(dietilamino)etoxi)etoxi)etilo, 2-(2-(2-(dipropilamino)etoxi)etoxi)etilo, 2-(2-(2-(piperidin-1-il)etoxi)etoxi)etilo,

2-(2-(2-(morfolin-1-il)etoxi)etoxi)etilo, 2-(2-(2-(tetrahidropirrol-1-il)etoxi)etoxi)etilo, 6-purinilo, mesilo,
bencenosulfonilo, pirazin-2-ilo, pirimidin-2-ilo, 2-hidroxietilo, 2-(2-hidroxietoxi)etilo, 2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-
(2-hidroxietoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etilo, 2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-
hidroxietoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etilo, 2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-
10 hidroxietoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etilo, 2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-

metoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etoxi)etilo, y 2-(2-(2-(2-hidroxietoxi)etoxi)etoxi)etilo;
o NR?R® se selecciona entre el grupo que consiste en piperidin-1-ilo, morfolin-1-ilo, tetrahidropirrol-1-ilo, (4-(2-
hidroxietil))piperazin-1-ilo,  (4-metil)piperazin-1-ilo,  (4-etil)piperazin-1-ilo,  (4-propil)piperazin-1-ilo,  4-(3-

hidroxipropil)piperazin-1-ilo, adenin-1-ilo, (4-(3-(dimetilamino)propil)piperazin)-1-ilo, (4-(2-
15 (dimetilamino)etil)piperazin)-1-ilo, (4-(3-(dietilamino)propil)piperazin)-1-ilo, (4-(2-(dietilamino)etil)piperazin)-1-ilo,
(4-(2-(piperidin-1-il)etil)piperazin)-1-ilo, (4-(3-(piperidin-1-il)propil)piperazin)-1-ilo, (4-(2-(morfolin-1-

il)etil)piperazin)-1-ilo, (4-(3-(morfolin-1-il)propil)piperazin)-1-ilo, (4-(2-(tetrahidropirrol-1-il)etil)piperazin)-1-ilo, y (4-
(3-(tetrahidropirrol-1-il)propil)piperazin)-1-ilo;
W es O;
20 R* se selecciona entre el grupo que consiste en H, F y alquilo C1.4;
R®es OR® en el que R® se selecciona entre el grupo que consiste en H y tetrahidropiran-2-ilo; y
n se selecciona entre el grupo que consiste en 2 y 3.

2. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que R'es OCHz3;
25 ylo en el que R* es CHs.

3. El compuesto de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2 seleccionado entre el grupo que consiste en:

30
enelque Wes O, R' es OCHs, R*es CHs, R® es OH,ny NR?R® se muestran en la siguiente tabla:

N° | n NR?R®

+~NH
1 3 - "&/\ O)’\/\OH
3
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77) acetato de 10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
13-ox0-14-(4-((4-(2-hidroxi)etil)piperazin-1-il)-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5,12-naftalenodiona;

78) acetato de 10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
13-o0x0-14-(4-((3-(morfolin-1-il)propil)Jamino)-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5,12-naftalenodiona;

79) acetato de 10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
13-0x0-14-(4-((4-metil)piperazin-1-il)amino)-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5,12-naftalenodiona;

80) acetato de 10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
13-0x0-14-(4-(4-etilpiperazin-1-il)-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5,12 -naftalenodiona;

81) acetato de 10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
13-ox0-14-(4-((3-(4-metilpiperazin-1-il)propil)Jamino)-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5,12-naftalenodiona;

82) acetato de 10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
13-ox0-14-(4-((piridin-4-il)metil)Jamino)-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5,12-naftalenodiona;

83) acetato de 10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
13-0x0-14-(4-((piridin-3-il)metil)Jamino)-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5,12-naftalenodiona;

84) acetato de 10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
13-0x0-14-(4-(2-(piridin-2-il)etil)amino)-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5, 12-naftalenodiona;

85) acetato de 10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
13-0x0-14-(4-(2-(piridin-3-il)etil)amino)-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5, 12-naftalenodiona;

86) acetato de 10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
13-0x0-14-(4-(2-(piridin-4-il)etil)amino)-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5, 12-naftalenodiona;

87) acetato de 10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
13-ox0-14-(4-(4-(3-(dimetilamino)propil )piperazin-1-il)-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5,12-naftalenodiona acetato;

89) acetato de 10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
13-ox0-14-(4-((2-(morfolin-1-il)etil)amino)-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5,12-naftalenodiona;

96) fosfato de 10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-
13-0x0-14-(4-((2-(morfolin-1-il)etil)amino)-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5,12-naftalenodiona fosfato;

y
99) clorhidrato de  10-((3-(pirrol-1-il)-2’,3’,6'-tridesoxi-alfal-L-lixo-hexilpiranil)oxi)-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-
trihidroxi-13-oxo-14-(4-((2-(morfolin-1-il)etil)Jamino)-4-oxo-butirato)-1-metoxi-5,12-naftalenodiona.

4. Un procedimiento para preparar un compuesto representado por la férmula (I) de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, que comprende
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hacer reaccionar un compuesto representado por la férmula (ll) con un compuesto representado por la formula (l11)
en presencia de un agente de condensacion para obtener un compuesto representado por la formula (1),
en las que:

los grupos representados por R W, R R en el compuesto representado por la formula (II) son los mismos que
los grupos representados por R W, R* R°enel compuesto representado por la férmula (1);

n en el compuesto representado por la férmula (Ill) tiene los mismos significados que n en el compuesto
representado por la férmula (1);

los grupos representados por R y R en el compuesto representado por la féormula (lll) son los mismos que los
grupos representados por R? y R® en el compuesto representado por la formula (l), cuando los grupos
representados por R’ y R® comprenden NH o NHy, el compuesto representado por la formula (l11) tiene un grupo
protector de amino en el extremo N-terminal, y estd sometido a una reaccién de desproteccion para obtener el
compuesto representado por la formula (1).

5. El procedimiento de la reivindicacion 4, que comprende adicionalmente la adicién de un activador;

y/o que adicionalmente comprende la adicién de un catalizador;

y/o en el que el grupo de proteccion de amino se selecciona entre el grupo que consiste en Fmoc
(fluorenilmetoxicarbonilo), Boc (t-butiloxicarbonilo), CBZ (carbobenzoxi), Tr (tritilo), Alloc (aliloxicarbonilo), Teoc
(trimetilsililetoxicarbonilo), metoxicarbonilo, etoxicarbonilo, Pht (ftaloilo), Tos (tosilo), Ns (o/p-nitrobencenosulfonilo),
Tfa (trifluoroacetilo), pivaloilo, benzoilo, Dmb (2,4-dimetoxibencilo), PMB (p-metoxibencilo), y Bn (bencilo);

y/o en el que el agente de condensacion se selecciona entre el grupo que consiste en diciclohexilcarbodiimida
(DCC), diisopropilcarbodiimida (DIC), 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (EDCI), hexafluorofosfato de 2-(7-
azobenzotriazol)-N,N,N’,N’-tetrametiluronio (HATU), hexafluorofosfato de benzotriazol-N,N,N’,N’-tetrametiluronio
(HBTU), hexafluorofosfato de 6-clorobenzotriazol-1,1,3,3-tetrametiluronio (HCTU), hexafluorofosfato de O-(7-
azabenzotriazol-1-il)-di(tetrahidropirrolil)carbenio (HAPyU), hexafluorofosfato de O-(benzotriazol-1-il)-
di(tetrahidropirrolil)carbenio (HBPyU), tetrafluoroborato de O-benzotriazol-N,N,N’,N’-tetrametiluronio (TBTU),
tetrafluoroborato de 2-succinimido-1,1,3,3-tetrametiluronio (TSTU), sal de amonio cuaternario de tetrafluoroborato de
2-(5-norbornen-2,3-dicarboximido)-1,1,3,3-tetrametiluronio (TNTU), hexafluorofosfato de benzotriazol-1-
iloxitri(dimetilamino)fosfonio (BOP), hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxitripirrolidino-fosfonio  (PyBOP),
hexafluorofosfato de (3H-1,2,3-triazolo[4,5-b]piridin-3-oxi)tri-1-pirrolidinilfosfonio (PyAOP), cloruro de difenilfosfinilo
(DPP-C1), azida de difenil fosforilo (DPPA), cianodietilfosfato (DECP), cloruro de bis(2-oxo-3-oxazolidinil)fosfinilo
(BOP-CI) y una mezcla de los mismos; y/o en el que un reactivo de desproteccion usado en la reaccion de
desproteccion se selecciona entre el grupo que consiste en gas hidrogeno, NHs, aminoetanol, dimetilamina,
dietilamina, piperidina, piperazina, 1,8-diazaciclo[5.4.0]lhendeceno-7 (DBU), acido clorhidrico, acido fosférico, acido
acético, acido férmico, acido trifluoroacético, acido metanosulfénico, acido bencenosulfénico, acido p-
toluenosulfonico y una mezcla de los mismos.

6. El procedimiento de la reivindicacion 5, en el que el activador se selecciona entre el grupo que consiste en N-
hidroxisuccinimida (HOSu), 1-hidroxi-7-azobenzotriazol (HOAt), 1-hidroxibenzotriazol (HOBt), N-hidroxiftalimida
(NHPI), N-hidroxi-1,8-naftalimida (NHNI), pentafluorofenol (PFPOH), hexafluorofosfato de 2-(7-azobenzotriazol)-
N,N,N’,N’-tetrametiluronio  (HATU), hexafluorofosfato de benzotriazol-N,N,N’,N’-tetrametiluronio  (HBTU),
hexafluorofosfato de 6-clorobenzotriazol-1,1,3,3-tetrametiluronio (HCTU), hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-
I-il)-di(tetrahidropirrolil)carbenio (HAPyU), hexafluorofosfato de O-(benzotriazol-1-il)-di(tetrahidropirrolil)carbenio
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(HBPyU), tetrafluoroborato de O-benzotriazol-N,N,N’,N’-tetrametiluronio (TBTU), tetrafluoroborato de 2-succinimido-
1,1,3,3-tetrametiluronio (TSTU), sal de amonio cuaternario de tetrafluoroborato de 2-(5-norbornen-2,3-
dicarboximido)-1,1,3,3-tetrametiluronio (TNTU), hexafluorofosfato de benzotriazol-1-iloxitri(dimetilamino)fosfonio
(BOP), hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxitripirrolidino-fosfonio (PyBOP), hexafluorofosfato de (3H-1,2,3-
triazolo[4,5-b]piridin-3-oxi)tri-1-pirrolidinilfosfonio (PyAOP), cloruro de difenilfosfinilo (DPP-CI), azida de difenil
fosforilo (DPPA), cianodietilfosfato (DECP), cloruro de bis(2-oxo-3-oxazolidinil)fosfinilo (BOP-CI) y una mezcla de los
mismos;

y/o el catalizador se selecciona entre 4-dimetilaminopiridina, 4-pirrolidinilpiridina y mezcla de los mismos.

7. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en el que el compuesto representado por la
formula (I11) se obtiene mediante una reaccidn de un compuesto representado por la formula (IV) con HNR'R?,

Férmula (V)
en la que:
n en el compuesto representado por la férmula (IV) tiene los mismos significados que n en el compuesto
representado por la férmula (1);
los grupos representados por R” y R® en HNR'R® son los mismos que los grupos representados por R? y R*enel
compuesto representado por la formula (1).

8. El procedimiento de la reivindicacion 7, que comprende adicionalmente la adicién de un compuesto alcalino.

9. El procedimiento de la reivindicacion 8, en el que el compuesto alcalino se selecciona entre el grupo que consiste
en trietilamina, piridina, diisopropiletilamina, trimetilamina, N-metilpirrolidina, N-metilpiperidina, N-metilmorfolina, N-
etilpirrolidina, N-etilpiperidina, N-etilmorfolina y una mezcla de los mismos.

10. Una composicion farmacéutica o una formulacion, que comprende un compuesto representado por la formula (1)
de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

11. La composicion farmacéutica o formulacion de la reivindicacion 10, que es una formulacion para inyeccion.

12. La composicién farmacéutica o formulacion de la reivindicacion 11, en la que la formulacién para inyeccion es
una inyeccion de polvo convencional, una inyeccion de polvo liofilizado, una hidro-inyeccion, una emulsion, una
solucién o una suspension.

13. Un compuesto representado por la formula () de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo; o una composicién o formulacién de una cualquiera de las reivindicaciones
10 a 12; para su uso en un método de tratamiento del cuerpo humano o animal mediante terapia.

14. Un compuesto representado por la formula () de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo; o una composicién o formulacién de una cualquiera de las reivindicaciones
10 a 12; para su uso en un método para tratar y/o prevenir tumor y/o cancer.

15. Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 14, en la que el tumor y/o cancer se selecciona entre
el grupo que consiste en cancer de higado, cancer gastrico, cancer de mama, cancer de pulmon, cancer intestinal,
cancer de ovarios, cancer pancreatico, cancer de cabeza y cuello, cancer de cuello uterino, cancer renal, melanoma,
cancer de prostata, glioma cerebral, leucemia, linfoma, y cancer de médula ésea multiple.
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REFERENCIAS CITADAS EN LA DESCRIPCION
Esta lista de referencias citadas por el solicitante es inicamente para la comodidad del lector. No forma parte del
documento de la patente europea. A pesar del cuidado tenido en la recopilacién de las referencias, no se pueden
excluir errores u omisiones y la EPO niega toda responsabilidad en este sentido.
Documentos de patentes citados en la descripcion
¢ CN 101555264 A [0004] . WO 2009099741 A [0005]

Literatura diferente de patentes citada en la descripcion

 JORG B. ENGEL et al. Targeted Therapy of Breast and Gynecological Cancers with Cytotoxic Analogues of
Peptide Hormones. MOLECULAR PHARMACEUTICS, 01 de octubre de 2007, vol. 4 (5), 652-658 [0003]
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