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ANEXO

Atentamente manifiesto a usted que la fuente normetiva de la reciprocidad de la cual se deriva el derecho
del solicitante para reivindicar prioridad en el presente caso, se encuentra:

a)

b)

En el Articulo 2 del Anexo 1C, Aspecios de los Derechios de Propiedad intelectual relacionados
con el Comerdlo, del Acuerdo por el cual se establece la “Organizacion Mundial de Comerdo
(OMC)’ suscrito en Marruecos el 15 de abrll do 1984. Este acuerdo fue aprobado por el
Congreso de Colombia mediante Ley 170 de 1994 y por la Corte Constitucional Colomblana
mediante Sentencla C-137-95 de 28 de marzo de 1896, y enfrd en vigencia en nuestro pals el
30 de abril de 1995, 30 dias despuds de su ratfficadion.

Dicho Articulo establece que en lo que respecta a las partes I, lil y IV del Acuerdo (referidas a
la existencia, aicance y ejercicio de los derechos de propiedad intelectual, entre ofros) los
Membros cumpliran los articulos 1 a 12 y el Articulo 19 del Convenio de Paris —el Articulo que
establece la prioridad de las patentes de invencion es el Articulo 4

En el Articulo 4 del mendonado Anexo 1C, Aspectos de los Derechos de Propledad Intelectual
relacionados con el Comerclo, del Acuerdo por el cual se establece la Organizacién Mundial de
Comerdo (OMC), el cual consagra el "Trato de la nacioh més favorecida” para los paises
Membros del mismo,

En el Articulo 4 dal Convenio de Paris, del cual ya era parte Colombia en el momento en que
se presentd la solicitud cuyas prioridades ahora reivindico, con lo cual se cumple [a reciprocidad
exigida en el Articulo 12 de la Decision 344 del Acuerdo de Cartagena para con solidtudes
provenientes de los Paises Miembros del Acuerdo de Cartagena.



El documento que acredita la calidad REPRESENTANTES LEGALES
en Bogotd de los doctores JOSE LLOREDA CAMACHO y/o ALFONSO
LLOREDA CAMACHO y/o JOSE ANTONIO LLOREDA para TODOS LOS
ASUNTOS RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de 1la
sociedad peticionaria, gque faculta a cada uno de dichos
abogados para actuar individualmente, se encuentra
protocolizado ante esa Divisidén bajo el No. 15.256 - En
Consecuencia, ruego a usted reconocer la personeria de cada
uno de dichos Representantes Legales para actuar dentro del
presente expediente, a fin de que cualquiera de ellos pueda
intervenir en cualquier tiempo respecto de la solicitud en &l

contenida.
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RESUMEN OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

Se describen nuevos pirroles substituidos, que tienen

la f6rmula:

Estos compuestos y sus sales farmacéuticamente acepta-
bles son adecuadas para la administracidén a pacientes como
solucién para infusién continua y son de utilidad para el
tratamiento y/o control de trastornos proliferativos celu-
lares, en particular, del cancer. También se describen com-
posiciones farmacéuticas que contienen los compuestos ante-

riores y su empleo para el tratamiento y/o control del can-

cer.
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Braeve resumen de la invencidn

La presente invencidn se refiere a ciertos pirroles
substituidos, los cuales son agentes antiproliferativos.
Estos compuestos y sus sales farmacéuticamente aceptables
son de utilidad en el tratamiento o cohtrol de trastornecs
proliferativos celulares, en particular del cancer. La in-
vencién se refiere también a composiciones farmacéuticas
que contienen dichos compuestos y su empleo para el trata-
miento y/o0 prevencién del céncer, en particular para el
tratamiento o control de tumores sé6lidos. .

Antecedantes de la invencién

La proliferacién celular incontrolada es el sello
identificativo del céncer. Las células tumorales cancerosas
Qroducen tipicamente alguna forma de dafio en los genes que
directamente o indirectamente regulan el ciclo de divisién
de la célula. Se ha consumido una gran cantidad de investi-

gacion en el estudio de los agentes antiproliferativos. A

la vez que se han identificado muchos agentes con activida-

. des antiproliferativas, se ha encontrado que muchos de es-

tos agentes presentan varios inconvenientes, incluyendo una
pobre solubilidad, gran complejidad molecular, etc., que
pueden convertirles bien en inadecuados o en no convenien-
tes para el empleo terapéutico en pacientes humanos. En es-
te campo continia existiendo por lo tanto una necesidad de
compuestos con una molécula sencilla que puedan sintetizar-
se fiacilmente, que sean efectivas como agentes terapéuticos
del céncer y sean adecuadas para su administracién por in-

fusién continua a los pacientes. Es por lo tanto un objeto
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de esta invencibén proporcionar dichos compuestos asi como
también ciertas composiciones farmacéuticas que contienen
dichos compuestos.

Definiciones

Como se utilizan aqui, los siguientes términos tienen
los siguientes significados:

"Alquilo" significa una cadena lineal o-ramificada de -
un hidrocarburo alifatico saturado que tiene de 1 a 15, de
preferencia de 1 a 10, atomos de carbono. Los grupos alqui-
lo pueden estar substituidos como se describe mﬁé adelante.
AdemAs, la cadena dalquilica puede incluir uno o mas hete-
roatomos en lugar de uno o mas atomos de carbono. Se pre-
fieren los grupos "alquilo inferior" que tienen de 1 a 6,
de preferencia 1 a 4, atomos de carbono. Grupos alquilo in-
ferior tipicos incluyen el metilo, etilo, propilo, isopropi-
lo, butilo, t-butilo, 2-butilo, pentilo, hexilo y similares.

"Alquenilo" significa un hidrocarburo alifatico no sa-
turado de cadena lineal o ramificada, que tiene de 1 a 15
Atomos de carbono, de preferencia de 1 a 10 4tomos de car-
bono, con mayor preferencia de 1 a 6 atomos de carbono.

"Alcox%lo" significa un grupo alquilo que esti unido
al resto de una molécula mediante oxigeno (p. ej. RO-, tal
como metoxilo, etoxilo, etc.).

"Arilo" significa un anillo aromético que tiene de 5 a
10 Atomos el cual consta de 1 6 2 anillos, el cual puede
incluir opcionalmente uno o mids heterocdtomos que son iqua-
les o diferentes. Para la finalidad de esta definicién,

arilo incluye heteroarilo. Los heteroatomos preferidos in-
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cluyen el nitrégeno, azufre o oxigeno, individualmente o en
alguna combinacién, en lugar de uno o mas carbonos. Ejem- -
plos de grupos arilo dentro de esta definicién son fenilo,
piridina, imidazol, pirrol, triazel, furano, pirimidina.

"Cicloalquilo" significa un grupo hidrocarburo alifa-
tico ciclico, no aromatico, parcial o completamente sa-
turado, que tiene de 3 a 8 atomos. Ejemplos de grupos ci-
cloalquilo incluyen el ciclopropilo, ciclopentilo y ci-
clohexilo.

"Cantidad efectiva" significa una cantidadJae por lo
menos un compuesto de férmula I & una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, que inhibe de forma significativa la
proliferacién y/o previene la diferenciacidén de una célula
de un tumor humano, incluyendo las lineas celulares de tu-
mores humanos.

"Heterocdtomo" significa un Atomo seleccionado entre
nitrbégeno, azufre y oxigeno. Los heterodtomos se seleccio-
nan independientemente entre si, y pueden reemplazar uno o
mds atomos de carbono.

"Heterociclo" significa un grupo hidrocarburo parcial
o completamente saturado, no aromatico, de 3 a 10 miembros,
que contiene por lo menos un hetercdtomo. Este sistema anu-
lar incluye la morfolina, pirrolidina, piperidina, pipera-
zina.

"ICsw" se refiere a la concentracidn de un compuesto
particular de acuerdo con la invencidén, necesaria para

inhibir el 50% de una actividad especificamente medida. El
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ICs9 puede ser medldo, entre otras maneras, como se describe
en el ejemplo 26, mas adelante.

"Sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a las sa-
les de adicién acida o sales de adicidén basica convenciona-
les, que conservan la efectividad biolégica y propiedades
de los compuestos de férmula I y estén formadas de acidos
organicos o inorgénicos no téxicos, adecuados, 6 bases or-
génicas o inorganicas. Ejemplos de sales de adicién acida
incluyen las derivadas de aclidos inorgénicos tales como el
dcido clorhidrico, &cido bromhidrico, &acido yodaidrico,
dcido sulfirico, acido fosfébrico y &cido nitrico, y los de-
rivados de Acidos organicos tales como el acido acético,
acido tartarico, acido salicilico, &cido metanosulfénico,
dcido succinico, &cido citrico, acido mdlico, &cido léacti-
co, acido fumdrico y similares. Ejemplos de sales de adi-
cidn basica incluyen los derivados de hidréxidos de amonio,
potasio, sodic y amonic cuaternario tales como por ejemplo,
el hidréxido de tetrametilamonio.

"Farmacéuticamente aceptable" tal como una carga, un
excipiente, etc. farmacéuticamente aceptable, significa
farmacolbdgicamente aceptable y substancialmente no téxico
para el sujeto al cual se administra el compuesto particu-
lar.

"Metabolito farmacéuticamente activo" significa un
producto metabélico de un compuestoc de fdxmula I el cual es
farmacéuticamente aceptable y efectivo.

"Conversiéon en plasma" referido a los compuestos de

férmula I significa la degradacién (enzimatica y/o no enzi-
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matica) de dicho compuesto en el plasma humano o plasma de
roedor a 37°C, desde los 30 minutos hasta las 6 horas, para
dar la 3-{l-metil-3-indolil)-4-{l-metil-6-nitro-3-indolil)-
l1H-pirrgl-2, 5-diona, un metabolito farmacéuticamente activo
de compuestos de férmula I, asl como también metabolitos
farmacéuticamente activos del mismo. Esta conversién viene
dada tipicamente como el tanto por ciento de degradacién
durante un periodo de tiempo especificado.

"Grupos de polietilenglicol” o "PEG" representan es-
tructuras de férmula general HO(CH.CH.0).R?, en dande n es
como media, entre 2 y 1500, de preferencia 15 a 150, con un
peso molecular medio de 500 a 5000 daltons, y en donde R®
es carboxilo o alquilo inferior, de preferencia metilo o
etilo. Los grupos PEG pueden hacerse reaccionar con com—-
puestos de acuerdo con la invencidn para obtener compuestos
peguilados dentro también del ambito de esta invencién.

"Profarmaco" se refiere a un compuesto que puede ser
convertido en condiciones fisiolégicas o mediante solvoli-
sis en un compuesto farmacéuticamente activo. Un proférmaco
puede ser inactivo cuando se administra a un paciente pero

se convierte in vivo en un compuesto activo.

"Estabilidad" es un dictamen de conjunto sobre la ca- -

pacidad de un compuesto de férmula I para resistir la de-
gradacién en una solucidén tipica empleada para la adminis-
tracidn de farmacos por via intravenosa. Especificamente se
rgfiere a la capaciﬁad de cualquier compuesto dado de foér-
mula I, para la liberacién de la 3-{l-metil-3-indolil)-4-

(1-metil-6-nitro-3-indolil)-1H-pirrol-2,5-diona, durante un

e



b

10

15

20

25

periodo de 72 horas en una mezcla de acetonitrilo y solu-
cién salina o agua de dextrosa. La "estabilidad" de un com-
puesto de férmula I es "muy buena" si se detecta menos del
1% de 3-(l-metil-3-indolil}-4-(l-metil-6-nitro-3-indolil)-
1H-pirrol-2, 5-diona, "buena" si se detecta menos del 2, 5%
de 3-(l-metil-3-indolil)-4-(l-metil-6-nitro-3-indolil)-1H~
pirrol-2, 5-diona, y "débil" si se detecta menos del 5% de
3-(1-metii—3—indoli1)-4—(1-metil-6-nitro—3—indoli1)-1H-
pirrol-2,5-diona, después de 72 horas de incubacién a tem-
peratura ambiente. ~
"Substituido", como p. ej., en alquilo substituido,
significa que la substitucidén puede tener lugar en una o
mas posiciones y, a no ser que se indique otra cosa, que
los substituyentes de cada sitio de substitucidén estan in-
dependientemente seleccionados entre opciones especifica-

das.

"Amino substituido" significa un grupo amino, el cual '

estid mono o disubstituido con otro grupo, de preferencia
alquilo inferior (p. ej. metilo o etilo).

Descripciédn detallada de la invencién

Especificamente, la invencidén se refiere a pirroles

substituidos que tienen la férmula:

1
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y sales farmacéuticamente aceptables de compuestos
precedentes, en donde

R estd seleccionado del grupo que consiste en
—-CH,0POaR!R?, -CH;O0H-, -CH;OCOR®, -CH,OCO:R®, —CH;OCONHR®, vy
—CONHR?;

R' v R? se seleccionan del grupo que consiste en H, Na
y NH, y son los mismos a no ser que o bien R' 6 R? sea H en
cuyo caso el otro puede ser diferente, o alternativamente,
R' v R? juntos, representan calcio.

R® se selecciona del grupo que consiste en”

alquilo, el cual opcionalmente puede estar substituido
con uno o mas substituyentes seleccionados del grupo que
consiste en -CO;R', -NR°R®, polietilenglicol,

-OPOsR'R?, hidroxilo, alcoxile y arilo; alquenilo, el
cual puede estar opcionalmente substituido con uno o mis
substituyentes seleccionados del grupo que consiste en
-COzR', —-NR5R®, polietilenglicol, -OPOs;R'R?, hidroxilo, alco-
xilo y arile; cicloalquilo que opcionalmente puede estar
substituido con uno o mds substituyentes seleccionados del
grupo que consiste en -CO;R‘', ~NR°R®, polietilenglicol,
-OPO;R!R?, hidroxilo, alcoxilo y arilo;

Heterociclo, el cual cuando incluye N como un heteroca-
tomo, el N puede estar opcionalmente substituido con alqui-
lo inferior, y —-COR’,

Arilo, el cual puede estar opcionalmente substituido
con uno o mas substituyentes seleccionados del grupo que
consiste en CO;R', hidroxilo, alcoxilo, polietilenglicol,

-OPOJR'R?, y alquilo, el cual asimismo puede estar substi-
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tuido con hidroxi alcoxilo, carboxilo y amino substituido,
con la condicién de que cuando arilo representa piridina,
el nitrbébgeno puede estar substituido con alquilo inferior;

R* se selecciona del grupo que consiste en H, Na y al-
quilo inferior:

R® y R® estadn cada uno seleccionado del grupo que con-
siste en H, alquilo inferior y -COR’, 6 alternativamente,
junto con el grupo ~NR®R®, forman un anillo heterociclico de
5 6 6 miembros; vy

R’ es alquilo inferior, el cual puede esta:ropcional—
mente substituido con carboxilo, polietilenglicol y amino
substituido.

Los compuestos de férmula I tienen actividad antipro-
liferativa, especificamente inhiben la divisién celular en
la fase G2/M del ciclo celular y reciben genéricamente el
nombre de inhibidores del "ciclo celular en la fase G2/M".
Estos compuestos son profarmacos solubles estables, de un
agente terapéutico anticancerigeno, estéan descritos en la
patente U.S. 5.057.614 y son por lo tanto adecuados para
administrar mediante infusién continua.

La presente invencidén se refiere ademds a composicio-
nes farmacéuticas que comprenden una cantidad farmacéutica-
mente efectiva de uno cualquiera o varios de los compuestos
descritos mis arriba y una carga o exclpiente farmacéutica-
mente aceptable.

La presente invencién se refiere también al empleo de

una cantidad efectiva de un compuesto de férmula I y/o sus
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sales farmacéuticamente aceptables, para el tratamiento de
tumores sélidos, en particular tumores de mama o colon.

En una versién preferida de los compuestos de férmula
I, R se selecciona del grupo que consiste en —-CH;OPOs;R!R?,
~CH,0COR?, —-CH,0CO;R?, —CH,OCONHR3®, y ~CONHR?, de preferencia
~CH,0PQ;R'R?, -CH,OCOR?, y -CONHR®, y con mayor preferencia
~CH;0PO;R'R? y ~CH30COR® .

En otra versién preferida de los compuestos de férmula
I, R es -CH0CO-piridina en donde el &tomo de N de la piri-
dina se substituye con alquilo inferior, con mayor prefe-
rencia metilo o etilo, con lo que se crea un atomo de ni-
trdgeno cuaternario.

En otra version preferida de los compuestos de férmula

I, R! y R? se seleccionan independientemente entre si del

'grupo que consiste en H y Na.

En otra versién preferida de los compuestos de férmula
I, R?® es un heterociclo que contiene por lo menos un atomo
de nitrégeno que opcionalmente puede estar substituido con
~COR’,

En otra versidén preferida de los compuestos de fdrmula
I, R® es arilo el cual est4 substituido con -OPOsR!R?, y R!
y R? estan independientemente seleccionados entre H y Na.

En otra versién preferida de los compuestos de férmu-

la I, R es arilo el cual estd substituido ﬁor el grupo que
consiste en -CO;Na, polietilenglicol y -CH,CHzN(CHzCH:)..

En otra versiétn preferida de los compuestos de férmula
I, R’ es alquilo inferior el cual estd substituido. con

/4
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En otra versién preferida de los compuestos de férmula
I, el grupo NR°R® junto, forma un anillo heterociclico de 5
¢ 6 miembros, de preferencia piperidina o pirrolidina.

En otra versién preferida de los compuestos de férmula
I, R®* y R® se seleccionan cada uno independientemente entre
si, del grupo que consiste en H, metilo y etilo.

En otra versibén preferida de los compuestos de f6rmula
I, R’ es etilo, el cual estd substituido con polietilengli-
col.

En otra versién preferida de los compuestos’de féormula
I, el polietilenglicol tiene un peso molecular desde apro-
ximadamente 750 hasta aproximadamente 5000 daltons.

En otra versién preferida de los compuestos de férmula
I, R es —CH;OCOR?, en donde R® es etilo el cual esta substi-
tuido con PEG de un peso molecular desde aproximadamente
750 hasta aproximadamente 5000 daltons.

Los siguientes compuestos son ejemplos de compuestos
preferidos de férmula I:

sal mono—[3-(l-metil-1H-indol-3-il)-4-(l-metil-6-
nitro-1H-indol-3-il) -2, 5~dioxo~2, 5-dihidro-pirrol-1-
ilmetil]sodio del &cido fosférico,

0-[2-[{2,5-dihidro-3-(1-metil-1H-indol-3-il)-4- (1~
metil-6-nitro-1H-indol-3-il) -2, 5-dioxo-2, 5-dihidro-pirrol-~
l1-il]metoxicarbonilo]etil]-0'-metilpolietilenglicol 2000,

Sal de sodio del éster mono-(4-{[3-(l-metil-1H-indol-
3-il)-4-(1-metil-6-nitro-1H-indol-3-il) -2, 5-dioxo-2, 5~
dihidro-pirrol-l-carbonil)-amino}~-butilico) del Aacido fos-

férico,
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Trifluoroacetato de 1-metil-3-[3-(l-metil-1H-indol-3-
il)-4-(1l-metil-6-nitro-1H-indol-3-il) -2, 5-dioxo-2, 5-
dihidro-pirrol-l-ilmetoxicarbonil]~piridinio,

l1-hidroximetil~3-(1-metil-1H~indol-3-il)-4-(1-metil-6-
nitro~1H-indol-3-il}-pirrol-2,5-diona; y

0-[2-[[[2,5-dihidro-3-(1-metil-1H-indol-3-1il)-4- (1~
metil-6-nitro-1H-indol-3-il) -2, 5-dioxo-1H-pirrol-1-
illmetoxi]carbonil]lmetil]-0'-metilpolietilenglicol 2000.

Los compuestos descritos aqui y comprendidos por

las férmulas de mids arriba, pueden presentar taufomerismo o
isomerismo estructural. Se pretende que la invencién abar-
que cualquier forma isomérica tautomérica o estructural de
estos compuestos o mezclas de dichas formas, y no esté li-
mitada a cualquier forma isomérica tautomérica o estructu-

ral, utilizada dentro de las férmulas mencionadas mis arri-

ba.

Sintesis de compuestos de acuerdo con la invencién

Los compuestos de la invencidén pueden prepararse me-
diante procedimientos va conocidos en la especialidad. En
los ejemplos, se describen procedimientos adecuados para
sintetizar estos compuestos. Generalmente, estos compuestos
pueden prepararse de acuerdo con los siguientes esquemas de
sintesis.

Los compuestos de férmula I en los cuales R significa
CH,OCOR® y en los cuales R es como se ha descrito mas arri-
ba, pueden prepararse como se indica en el esquema I a con-
tinuacién, con la condicién de que si R® contiene un hidro-

hY

xilo, hidroxialquilo, amino, aminocalquilo, monoalquilamino
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o carboxilo, este grupo se protege primero con un grupo
protector convencional ya conocido por los expertos en la
especialidad. El esquema I también es de utilidad para pre-

parar comphestos de férmula I en donde R es —CH,OH.

Como se ha indicado en el esquema Ia, un éster de clo-
rometilo preparadc')‘ por reaccién de un acido carboxilico ya
conocido o un Acido carboxilico preparado por métodos ya
conocidos, con ClCH0S0,Cl en cloruro de metileno y agua, en
presencia de una base tal como el carbonato de sodio y un

catalizador de transferencia de fase tal como el sulfato
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dcido de tetrabutilamonio, se hace reaccionar con 3-(1-
metil-3-indolil)-4-(l-metil-6-nitro-3~indolil}-1H-pirrol-
2,5-diona [preparado como estd descrito en los ejemplos de
la patente EP 0 328 8026]. _ _

Alternativamente, se trata el 3-(l-metil-3-indolil)-4-
(l-metil-6-nitro-3-indolil)-1H-pirrol-2, 5~diona [preparado
como esta descrito en los ejemplos de Davis, patente US
5.057.614], con formaldehido obteniéndose el producto in-
termedio hidroximetilo 2. A continuacién, se esterifica es-
te producto intermedio empleando procedimientos ya conoci-
dos. Tipicamente, el producto intermedio hidroxilo 2, se
trata con un acido carboxilico ya conocido o un &cido car-
boxilico preparado por métodos ya conocidos, en un disol-
vente tal como el cloruro de metileno en presencia de EDC y
dimetilaminopiridina durante varias horas a temperatura am-
biente. Alternativamente, el producto intermedio hidroxilo
2 puede tratarse con un cloruro de acido ya conocido ¢ un
cloruro de 4cido preparado por métodos ya conocidos.

Para prepararxlos compuestos de estructura 3 en donde
R’ contiene un anillo heteroaromatico, el heteroitomo tal
como el N, puede ser mas tarde modificado mediante la reac-
cién con un yoduro de alquilo tal como el CH;I en un disol-
vente tal como el acetonitrilo. Alternativamente, los com-
puestos de estructura 3 en donde R’ contiene un hidroxile
protegido adecuado, hidroxialquilo, amino, aminoalquilo,
moncalquilamino, puede ser posteriormente modificado elimi-
nando primero el grupo protector mediante métodos ya cono-
cidos. El grupo amino o hidroxilo puede a continuacién mo-
dificarse en la amida o éster deseados, mediante métodos ya

conocidos en la especialidad.
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Los compuestos de f6é4rmula general I en la cual R
sigmnifica CH>OPO:R'R? y en donde R! y R? son como se ha de-
finido m&s arriba, pueden prepararse mediante el siguiente

esquema II.

5 Esquema II

10
| )
Lo J OH l[
15 —p7
(o " on? ro— “OH '
20
Q’ Tipicamente, el producto intermedio hidroximetiloc 2 se

copula con un fosfato adecuadamente protegido mediante una
reaccién "mitsunobu” empleando trifenilfosfina y dietilazo-
dicarboxilato para dar un compuesto de estructura 4 en el
25 cual Y representa un grupo protector adecuado. La elimina-
cién de los grupos de proteccitn puede efectuarse mediante
uno cualquilera de los métodos estdndar para dar el &Acido

fosférico 5. En particular, cuando Y representa un grupo
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bencilo, los grupos de protecciédn se eliminan empleando ci-

clohexadieno y paladio sobre carbétn como un catalizador. El

compuesto 5 puede a continuacién ser convertido en su sal, ~

tal como una sal monosddica 6, por métodos esténdar.

Los compuestos de férmula I, en la cual R significa
-CH,0CO,R*, y en la cual R?® es como se ha descrito mas arri-
ba, se prepararon de acuerdo con el esquema III a continua-
cién.

Esquema IIl

Tipicamente, el producto intermedio hidroximetilo 2 se
trata con un cloroformiato ya conocido o un cloroformiato
preparado empleando procedimientos ya conocidos, en un di-
solvente tal como el THF a temperaturas de 5° a 20°C, en
presencia de dimetilaminopiridina y 1,5-diazabiciclo(4.3.
0) -non-5-eno para obtener el carbonato deseado.

Los compuestos de férmula I, en la cual R significa
-CH,OCONHR?, y en la cual R’ es como se ha descrito mas
arriba, se prepararon como se ha descrito en el esquema IV

a continuacién.

O
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Esquema IV

Tipicamente, el producto intermedio hidroximetilo 2 es
desprotonizado empleando una base fuerte tal cono el-n-
butillitio 6 la litio bis(trimetilsilil)amida en un disol-
vente tal como el THF a 0°C. El anién generado se trata a
continuacidén, en el mismo disolvente, con bis(p-nitrofenil)
carbonato, seguido por una amina conccida o una amina pre-
parada empleando procedimientos ya conocidos.

Los compuestos de férmula I, en la cual R significa
~-CONHR?, ¥ en 1la cual R’ es como se ha definido mis arriba,
pueden prepararse como se ha indicado en el esquema V, a
condicién de que si R’ contiene un hidroxile, hidroxialqui-
lo, amino, aminoalquilo, monoalquilamino o carboxilo, este

grupo se proteja con un grupo protector convencional.

Esguema v
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Tipicamente, se desprotoniza la 3-{(l-metil-3-indolil)-
4-(l-metil-6-nitro~-3-indolil}-1HB-pirrol-2, 5-diona [prepara-
da como figura en los ejemplos de la patente EP 0 328 B026}
en un disolvente aprético tal como el THF a 0°C empleando
una base fuerte tal como el n-butillitio o la litio bis
(trimetilsilil)amida. E1l anién resultante se trata a conti-
nuacién con bis(p-nitrofenil)carbonato, seguido de una ami-
na conocida o una amina preparada por métodos ya conocidos
en la especialidad.

La conversién de un compuesto de reaccidn Acida de
férmula I en una sal farmacéuticamente aceptable puede
efectuarse por tratamiento con una base adecuada de forma
ya conocida. Sales adecuadas son aquellas derivadas no so-
lamente de bases inorganicas por ejemplo, sales de sodio,
potasio o calcio, sino también de bases organicas tales co-
mo etilendiamina, monoetanolamina o dietanolamina. La con-
versién de un compuesto basico de f6rmula I en una sal far-
macéuticamente aceptable puede efectuarse por tratamiento
con un idcido conveniente, de manera ya conocida. Sales ade-
cuadas son las descritas en la pagina 3.

Composiciones/Formulacionaes

En una versidon alternativa, la presente invencitn se
refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden por lo
menos un compuesto de férmula I & una sal farmacéuticamenté
aceptable del mismo.

Estas composiciones farmacéuticas pueden administrarse
oralmente, por ejemplo, en forma de comprimidos, comprimi-

dos lacados, grageas, cépsulas de gelatina dura o blanda,
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soluciones, emulsiones o suspensiones. Pueden también admi-
nistrarse rectalmente, por ejemplo en forma de suposito-
rios. En particular, sin embargo, los compuestos de la bre-
sente invencidn son adecuados para la administracién paren-
teral, por ejemplo, en forma de soluciones para inyeccidn.
Las composiciones farmacéuticas de la presente inven-

cidén que comprenden los compuestos de férmula I, profarma-

cos de dichos compuestos, o las sales de los mismos, pueden

elaborarse de forma ya conocida en la especialidad, p. ej.
por medio de un mezclado convencional, encapsulado, disolu-
cidén, granulado, emulsionado, oclusién, confeccién de gra-
geas o procedimientos de liofilizaciétn. Estas preparaciones
farmacéuticas pueden formularse con cargas inorganicas u
orgénica terapéuticamente inertes. Pueden utilizarse la
lactosa, almidén de maiz o derivados del mismo, talco, aci-
do estedrico o sus sales, como tales cargas para comprimi-
dos, comprimidos lacados, grageas y capsulas de gelatina
dura. Cargas adecuadas para capsulas de gelatina blanda in-
cluyen aceites vegetales, ceras, y grasas. En funcién de 1la
naturaleza de la substancia activa, no son generalmente ne:
cesarias cargas en el caso de cédpsulas de gelatina blanda.
Cargas adecuadas para la elaboracién de soluciones y jara-
bes son el agua, polioles, sacarosa, azicar invertido y
glucosa. Cargas adecuadas para la inyeccidén son el agua,
alcoholes, polioles, glicerina, aceltes vegetales, fosfoli-
pidos y surfactantes. Cargas adecuadas para supositorios
son los aceites naturales o endurecidos, ceras, grasas y

polioles semiliquidos.



10

15

20

25

20

Las preparaciones farmacéuticas pueden también conte-
ner agentes conservantes, agentes solubilizantes, agentes
estabilizantes, agentes humectantes, agentes emulsionantes,
agentes edulcorantes, agentes colorantes, agentes sabori-
zantes, sales para variar la presiédn osmbtica, tampones,
agentes de recubrimiento o antioxidantes. Pgeden también
contener otras substancias terapéuticas valiosas, incluyen-
do ingredientes activos adicionales distintos a los de fér-
mula I.

Dosificaciones . -

Como se ha mencionado mas arriba, los compuestos de la
presente invencidén son de utilidad para el tratamiento o
control de los trastornos proliferativos celulares, en par-
ticular trastornos oncolégicos. Estos compuestos y formula-
ciones que contienen tales compuestos son particularmente
de utilidad para el tratamiento o control de.tumores s6li-
dos, tales como por ejemplo tumores de mama y colon.

Una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto
de acuerdo con est§ invencién, significa una cantidad de
compuesto que es efectiva para prevenir, aliviar o mejorar
los sintomas de la enfermedad o prolongar la supervivencia
del sujeto que se esta tratando. La determinacién de la
cantidad terapéuticamente efectiva esta dentro de la préac-
tica de la especialidad.

La cantidad o dosificacién terapéuticamente efectiva
de un compuesto de acuerdo con esta invencién puede variar
dentro de amplios limites y deberd ser ajustada a los re-

querimientos individuales de cada caso particular. En gene-

24
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ral, en el caso de la administracién oral o parenteral a
humanos adultos con un peso aproximado de 70 kg, una dosi-
ficacién diaria de aproximadamente 10 mg hasta aproximada-
mente 10.000 mg, de preferencia desde aproximadamente 200
mg hasta aproximadamente 1.000 mg, deberia ser apropiada,
aunque el limite superior puede ser excedido cuando esté
indicado. La dosificacién diaria puede administrarse en
forma de una dosis Gnica o en dosis divididas o para la ad-
ministracién parenteral puede darse en forma de una infu-
sién continua. ’ -

Ejemplos

Los compuestos de la presente invencidn pueden sinte-
tizarse de acuerdo con las técnicas ya conocidas, tales co-
mo por ejemplo, los esquemas generales que figuran mas
arriba. Los siguientes ejemplos ilustran métodos preferidos
para la sintesis de los compuestos y formulaciones de la
presente invencidn.

Ejemplo 1: Sal mono-[3-(l-metil-1H-indol-3-il)-4-(1-
matil-6-nitro-1H-indol-3-il)-2,5-dioxo~2,5-dihidro-pirrol-
l1-ilmetil]sédica del acido fosférico.

a) Una suspensidén conteniendo 0,5 g (1,25 mmoles) de
3-(1-metil-3-indolil) -4~ (1-metil-6-nitro-3-indolil)-1H-
pirrol-2,5-diona (ver Davis patente US n® 5.057.614), 4,0
ml de solucién de formaldehido (37% p/p) y 2,0 ml de agua,
se calentaron a 125°C con agitacién y con un condensador de
reflujo incorporado durante 14 horas. La mezcla de reaccién
se enfridé y se diluyd con agua. El sdlido rojo resultante

se filtrb6, se lavd con agua y se secd. El sblido se purifi-
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cd por cromatografia empleando silica gel y una mezcla de
EtOAc/hexano como eluyente, obteniéndose l-hidroximetil-3-
(1-metil-1H-indol-3-il)-4-(1-metil-6-nitro-1H-indol-3-il)-
pirrol-2,5-diona (p.f. = 209-211°C).

b) A una solucién en frio (10°C) de THF conteniendo -
0,12 g (0,68 mmoles) de dietilazodicarboxilato, 0,20 g
(0,46 mmoles) de l-hidroximetil-3-(l-metil-lH-indol-3-il)-
4-(l-metil-6-nitro-1H-indol-3-il)-pirrol-2,5-~diona (a par-
tir del paso a) de mas arriba), y 0,40 g (1,43 mmoles) de
dibencilfosfato, se afiadieron-'gota a gota 5 ml de una solu-
cién conteniendo 0,128 g (0,49 mmoles) de trifenilfosfina.
La mezcla resultante se agitd durante 14 horas a 20°C. Se
evapordé todo el disolvente y el residuo se purificd por
cromatografia empleando silica gel y eluyendo con una mez-
cla de EtOAc/hexanos, obteniéndose el éster dibencilico del
dcido fosférico, éster 3-(l-metil-1H-indol-3-il)-4-(1-
metil-6-nitro-1H-indol-3-il)-2, 5-dioxo-2, 5-dihidro-pirrol-
l-ilmetilico, en forma de un bloque sélido de color rojo
(p.£f. = 105-109°C).

c) Una so0lucién de 35 mg (0,051 mmoles) del éster
dibencilico del &cido fosférico, éster 3-(l-metil-1H-indol-
3-il)-4-(l-metil-6-nitro-1H-indol-3-il) -2, S-dioxo-2, 5-
dihidro-pirrol-l-ilmetilico {(a partir del paso b} de mas
arriba) en THF (5 ml) con 5 ml de etanol v 0,5 g de 1, 4-
ciclohexadieno, se tratd con 35 mg de paladio 10%/carb6n.
La mezcla se calentd a 45°C en cuyo momento tuvo lugar una
ligera exotermia. Después de 10 minutos a 50°C, se filtrd

la reaccidén caliente a través de celite y la torta del fil-
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tro se lavd con THF. Todo el disolvente se evapord y el re-
siduo se redisolvié en THF, se filtr$ a través de celite y
se triturd con hexano obteniéndose 14 mg de &cido fosférico
mono-[3-{l-metil-IH-indol-3-il)-4-(l-metil-6-nitro-1H-in-
dol=-3-il)~2,5-dioxo-2, 5-dihidro~-pirrol-l-ilmetilo].

d) Una solucién de 14 mg (0,029 mmoles) de acido
fosférico mono-[3-(l-metil-1H-indol-3-il)-4-(l1-metil-6-ni-
tro-1H-indol-3-il) -2, 5-dioxo-2, 5-dihidro-pirrol-l-ilmetilo]
(a partir del paso c) de mas arriba) en 15 ml de aqua, se
tratd con hidrdxido de sodio diluido hasta que el pH de la
solucidén fue de 7,1. Esta solucidn se filtrd y liofilizé
obteniéndose la sal mono-[3-(l-metil-1H-indol-3-il)-4- (1~
metil-6-nitro-1H-indol-3-il)-2, 5-dioxo-2, 5-dihidro-pirrol-
l-ilmetilo)sbdica del acido fosférico.

Ejemplo 2: Ester 3-(l-metil-l1H-indol-3-il)-4-(l-matil-
6-nitro-l1H-indol=-3-il})-2,5-dioxo~2,5-dihidro-pirrol-1-ilme-
Filico del acido isonicotinico

A una solucién de dimetilaminopiridina (1,5 equivalen-
tes) e hidrocloruro de l1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)} car-
bodiimida (1,5 equivalentes) en CH:Cl; se afladié acido 4-pi-
colinico (1,2 equivalentes) y la mezcla de 'reaccién se
agitd unos pocos minutos. Se afiadid l-hidroximetil-3-{(1-me-
til-1H-indol-3-il) -4~ (l1-metil-6-nitro-1H-indol-3-il)-pi-
rrol-2,5-diona, preparado como en el ejemplo la, y la mez-
cla de reaccidn se agitd a temperatura ambiente durante va-
rias horas. La mezcla se diluyd con diclorometano, se lavé
con HC1 acuoso, NaHCO; saturado, agua, se secd con MgSO, y

se evapord. El residuo se purificé mediante cromatografia
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4-{l-metil-6-nitro-1H-indol-3-il)-2, 5-dioxo-2, 5-dihidro-pi-
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rrol-l-ilmetilico del &cido isonicotinico (rendimiento -

76%).

Ejemplo 3

Empleando el mismo procedimiento del ejemplo 2, se

prepararon los siguientes compuestos:

a)

éster 3-(l-metil-1H-indol-3-il)-4-(l-metil-6-ni-

tro-1H-indol-3-il)-2, 5-diox0-2, 5-dihidro-pirrol-l-il-meti-

lico del acido nicotinico (rendimiento - 76%);

b)

0-[2-[[2, 5~dihidro-3-(l-metil-1H-indol-3-il)-4-

(1-metil-6-nitro-1H-indol-3-il) -2, 5-dioxo-2, 5-dihidro-pi-

rrol-l-ilmetoxicarbonil]etil]-0'-metilpolietilenglicol

2000 (rendimiento - 88%);

c)

éster 3-(l-metil-~1H-indol=3-il)-4-(l-metil-6-ni-

tro~1H-indol-3-il)-2, 5~-dioxo-2, 5-dihidro-pirrol-1~ilmeti-

lico del acido piridin-4-il acético (rendimiento - 39%);

d)

éster 3-(l-metil-lH-indol-3-il)-4-(l1-metil-6-

nitro-1H-indol-3-il)-2, 5-dioxo~2, 5-dihidro-pirrol-1-ilme-

tilico del acido piridin-3-il acético (rendimiento - 94%);

e)

éster 3-{l-metil-1H-indol-3-il)-4-(l-metil-6-ni-

tro-1H-indol-3-il) -2, 5-dioxo-2, 5-dihidro-pirrol-l1-ilmeti-

lico del &acido piridin-2-il acético (rendimiento - 65%);

f)

6-nitro-1H-indol-3-il) -2, S-dioxo-2, 5-dihidro-pirrol-1-ilme-

éster mono-[3-(l-metil-1H-indol-3-il)~4-(1-metil-

tilico del &cido succinico (empleados 3 equiv. de EDC y

DMAP y 2,4 equiv. de acido, purificado mediante TLC prepa-

rativa)

{rendimiento - 89%);

7D
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1,2 equivalentes de CLCH-0S0,Cl en 1:1 de CH,Cl,:H:0. La re-
accidén se agitd vigorosamente a 0°C durante 30 minutos y a
continuacién a temperatura ambiente ("TA") durante 3 horas.
El tratamiento con agua proporcioné el clorometildecanoato
{rendimiento 100%).

b) Se disolvié 3—(1-metil-3—indolil)f4—(1fmetil-6-
nitro-3-indolil)-1H-pirrol-2, 5-diona (20 mg, 0,05 mmoles)
{ver patente EP ( 328 8026) en DMF y se traté con Cs,C0O; (49
mg, 0,15 mmoles) durante unos pocos minutos, se afiadid el
éster de clorometilo (33 mg, 0,15 mmoles) preparado en el
paso anterior a), y la reaccidén se agitd a temperatura am-
biente durante 30 minutos. El tratamiento con agua, segui-
do por la purificaci6tn mediante cromatografia flash propor-

ciondé el éster 3-(l-metil-1H-indol-3-il)~4-(l-metil-6-ni-

tro-1H-indol-3-il) -2, 5~dioxo=-2, 5-dihidro~pirrol-l-ilmetili--

co del &cido decanoico (rendimiento - 58%).

Ejemplo 6

Los siguientes compuestos se prepararon de manera si-
milar al ejemplo 59 anterior:

a) éster 3-(l-metii-1H-indol~3~il)-4-{1-metil-6~ni-
tro-1H-indol-3-il)~2, 5-dioxo-2, 5-dihidro-pirrol-1-ilmetili-
co del acido [2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-acético (el cloro-
metilo de partida se prepard a partir del correspondiente
dcido como se describe en el ejemplo 5a; se purificéd me-
diante TLC preparativa (rendimiento - 38%);

b} éster 3-(l-metil-1H-indol-3-il)-4-(l1-metil-6-ni-
tro-1H-indol-3-1il)-2, 5~dioxo-2, 5~dihidro-pirrol-l-ilmetili-

co del acido 2,2-dimetil-propidnico (el pivalato de cloro-
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metilo de partida se adquiri6 en Aldrich) (rendimiento -
91%).

Ejemplo 7: Trifluoracetato del éster 3-(l-metil-1H-
indol-3-il)-4-({1-metil-6~-nitro~l1lH-indol-3-il)-2,5-dioxo-
2,5-dihidro-pirrol-l1-ilmetilico del acido 3-amino-cicloche-
xanocarboxilico

a) Se prepard el clorometil-N-t-butiloxicarbonil-3-
amino-ciclohexanocarboxilato, de manera similar (rendimien-
to B8%) como se describe en el ejemplo 5a a partir del Acido
N-t-butiloxicarbonil~3-amino-ciclohexanocarboxilico, el
cual a su vez se sintetizé mediante el procedimiento ya co-
nocido de proteger con BOC el Acido 3-amino-ciclohexanocar-
boxilico (Aldrich).

b} Se disolvié la 3-(l-metil-3-indolil)-4-(l-metil-
6-nitro-3—indolil)—1H—pirrol-2,5-diona (68 mg, 0,15 mmoles)
(ver patente EP 0 328 8026} en DMF y se tratdé con Cs,CO;
(0,15 g, 0,45 mmoles) durante unos pocos minutos. Se afiadié
el éster de clorometilo (0,13 gm, 0,45 mmoles) preparado en
el paso a) anterior, y la mezcla de reaccidén se agitéd a
temperatura ambiente durante 50 minutos. Se traté con agua
y a continuacién se procedid a la purificacidn mediante
cromatografia flash, obteniéndose el éster 3-(l-metil-1H-
indol-3-il)-4-{l1-metil-6-nitro-1H-indol-3-il)-2, 5-dioxo-
2,5-dihidro-pirrol-l-ilmetilico del acido [N-a-butiloxi-3-
amino-ciclohexanocarboxilico] (rendimiento - 95%)

c) El grupo protector terc-butiloxi del compuesto
del paso b) anterior, se elimind mediante tratamiento con

TFA en CH:Cl: a temperatura ambiente durante 50 minutos. El
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TFA y el CHiCl; se evaporaron empleando una corriente de ni-
trégeno. El residuo se purificd mediante HPLC obteniéndose
el trifluoroacetato del éster 3-(l-metil~1H-indol-3-il)-4-
{l1-metil-6-nitro-1H-indol-3-il) -2, 5-dioxo-2,5-dihidro-pi-
rrol-l-ilmetilico del acido 3-amino-ciclohexanocarboxilico
(rendimiento - 57%).

Ejemplo 8

Se prepararon los siguientes compuestos de manera si-
milar al ejemplo 7a, b y c, descritos anteriormente:

a} Trifluoroacetato del éster 3-(l-metil-1H-indol-3-
il)-4-(1—metil—6-ﬁ£tro-1H-indol-3-i1)-2,5—dioxo-3,5—dihi-
dro-pirrol-l-ilmetilico del acido piperidin-4-carboxilico
(preparado a partir del acido N-t-butiloxicarbonil-piperi-
din-4-carboxilico (Bachem)) {(rendimiento - 62%):

b) Trifluoroacetato del éster 3-(l-metil-1H-indol-3-
il)-4-(1-metil-6-nitro-1H-indol-3-il}-2, 5-dioxo-2, 5-dihi-
dro-pirrol-l-ilmetilico del acido 2-amino-2-metil-propi6ni-
co (preparado a partir del &4cido N-t-butiloxicarbonil-ami-
noisobutirico (Bachem)) (rendimiento - 63%).

Ejemplo 9: Sal de acetato del éster 3-(l-metil-l1H-in-
dol-3-il) -4-(l-metil-6-nitro~1H-indol-3-il)-2,5-dioxo~2,5~
dihidro-pirrol-l-ilmetilico del acido piperidin-4-carboxi-
lico

Se disolvié el trifluoracetato del éster 3-(l-metil-
1H-indol-3-il)-4-(l-metil-6-nitro-1H-indol-3-il)-2, 5-di-
ox0-2, 5-dihidro-pirrol~-l-ilmetilico del Aacido piperidin-
4-carboxilico, preparado como en el ejemplo 8a de mas

arriba, en acetato de etilo. La solucién qesultante se

neutralizé con NaHCO; saturado frio. La capa de acetato de
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etilo se concentrdé y se disperséd en H0 y se acidificé con
un exceso de HOAc y se liofilizé obteniéndosg el producto
deseado (rendimiento - 97%).

Ejemplo 10: Hidrocloruro del éster 3-(l-metil-1H-in-
dol-3-il)-4-(l-metil~6-nitro-1H-indol-3-il})-2,5-dioxo-2,5-
dihidro-pirrol—l-;kmetilico del acido piperidin-4-carboxi-
lico

Se disolvié la sal de acetato del éster 3-{l-metil-1H-
indol-3-il)-4-(l-metil-6-nitro-1H-indol-3-il)-2, 5-dioxo-2,
5-dihidro-pirrol-l-ilmetilico -del &cido piperidip-4-carbo-
xXilice, preparado como en el ejemplo 9 de mas arriba, en
acetato de etilo. La soluciédn de acetato de etilo se neu-
tralizé con NaHCO; saturade en frio, se concentrdé y se tra-
td con 1:5 CH3CN:H;0. La solucién resultante se tratd con 2
equivalentes de HCl acuoso 2N, y se purificd mediante HPLC
obteniéndose el producto deseado (rendimiento -~ 86%).

Ejemplo 11: Hidrocloruro del éster 3-(l-metil-1H-in-
dol-3-il)-4-(l-metil-6-nitro-1H-indol-3-il)-2,5-dioxo-2,5-
dihidro-pirrol-l-ilmetilico del acido 2-amino-2-metil-pro-
piénico

Este compuesto se prepard a partir del trifluorocaceta-
to del éster 3-(l1-metil-1H-indol-3-il)-4-(l-metil-6-nitro-
1H-indol—3-i1)-2,5-dioxo-2,5—dihidro—pirroljl—ilpetilico
del acido 2-amino-2-metil-propiénico, preparado como en el
ejemplo 8b, empleando un procedimiento similar al descrito

en el ejemplo 10 (rendimiento - 71%).
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Ejemplo 12: Trifluorocacetato de l-metil-3-[3-(l-metil-

1H-indol-3-il)~4-{1-metil-6-nitro-1H-indol-3-il)-2,5-dioxo-
2,5-dihidro-pirrol-l-ilmetoxicarbonilo]-piridinio

Una solucién del éster 3-(l-metil-l1H-indol-3-il)-4-{1-
metil-6-nitro-1H-indol-3-il)-2, 5-dioxo-2, 5-dihidro-pirrol-
l-ilmetilico del acldo nicotinico, en CH3CN, preparado como
se describe en el ejemplo 3a, se tratd con 2 equivalentes
de NaBPH,, y 6 equivalentes de Mel. La reaccidn se agitd a
reflujo durante 7 horas. El disolvente se evapord y el re-
siduo se purificé mediante HPLC obteniéndose el.trifluor-
acetato de l-metil-3-(3-(l-metil-1H-indol-3-il)=-4~(l-metil-~
G—nitro-lﬂ-indoi—B-ill—2,5—dioxo-2,S-dihidro—pirrol-ilmeto-
xicarbonil]-1l-piridinio (rendimiento 52%).

Ejemplo 13: O-[2-[[4-[[[2,5-dihidro-3-(l-metil~-1H-in-
dol-3-il) -4-(l-metil-6-nitro-1H-indol-3-il)-2,5-dioxo-1H-
pirrol-l-il]metoxi]carbonil] -1-piperidinil]carbonillatil]-
O'-metilpolietilenglicol 1000

Se disolvid el trifluoroacetato de 3-({l-metil-3-indo-
1lil)-4~(1-metil-6-nitro-3-indolil)-1-(4-piperidincarboxime-
til)-1H-pirrol-2, 5-diona, preparado como en el ejemplo 8a,
en acetato de etilo. La solucidén resultante se neutralizé
con NaHCO; saturado frio. La capa de acetato de etilo se
concentré y el residuo se tratdé con CHiCN. La solucidn se
afladidé gota a gota a una solucidén de cloruro de Acido O-(2-
carboxietil}-0'-metilpolietilenglicol 1000 (preparado a
partir de &cido O-(2-carboxietil)-O'-metilpolietilenglicol
1000, empleando el procedimiento estandar) en CH3CN. La

mezcla de reaccidn se agitd durante 1 hora. El disolvente
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se evapord y el residuo se purificé mediante HPLC (rendi-
miento 70%).

Ejemplo 14: Sal monosédica del éster 3-(l1-metil-l1H-in-
dol-3-il)~4-{1-metil-6-nitro-~1H-indol-3-il)~-2,5-dioxo0-2,5~
dihidro-pirrol-l-ilmetilico del &cido 4-fosfonocoxi-benzoico
a) Se afladié gota a gota, t-BuOK (9,6 ml, 9,6 mmoles, 1M
en THF), a una solucién de 4-hidroxibenzaldehido (1,10 g, 9
mmoles) en THF (40 ml). La mezcla se calentd a 70°C y se
afladidé pirofosfato de tetrabencilo (5,05 g, 9,37 mmoles) en
THF (20 ml). Después de 1 hord, se agregd THF (160 ml) vy
hexanos (200 ml). La mezcla de reaccidn se filtrd y el
filtrado se evapord.

La cromatografia del residuo sobre silicg emp;eando 2%-
5%-10% de metanol-CH.Cl; proporciond el éster 4-formil-fenili-
co del éster dibencilico del acido fosférico (3,38 g, 98%).

b) Fosfato monosédico monohidrato {79 mg, 0,57 mmoles)
en agua (1 ml) se afadidé a una solucién del éster 4-formil-
fenilico del éster dibencilico del acido fosférico (0,89 g,
2,32 ml) (a partir del paso a) de mads arriba) en MeCN (10
ml) a 0°C. Se afiadidé peréxido de hidrégeno (0,24 ml, 30% en

agua, 2,4 mmoles), y seguidamente clorito de sodio (315 mgq,

3,5 mmoles) en agua (2 ml). La mezcla de reacciébn se agité:

a 0°C durante 1 hora, a continuacién se calentd a tempera-
tura ambiente durante 2 horas. Se afiadié tiosulfato de so-
dioc (100 mg) y la mezcla de reaccidén se agitd vigorosamen-
te durante 15 minut9s. Se aifladidé agua y la mezcla se extra-
jo con EtOAc. Los extractos organicos se lavaron con aqua,

se secaron (MgSQ4), se filtraron y se concentraron para dar
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el éster 4-carboxil-fenilico del éster dibencilico del &aci-
do fosférico .(880 mg, 94%) en forma de un sdlido ceroso de
color amarillo palido.

c) Una solucién del éster 4-carboxil-fenilico del
éster dibencilico del acido fosfbérico (205 mg, 0,5 mmoles)
(del paso b) de mas arriba) en CHzClz (2 ml), se afiadid a
una solucién de hidrocloruro de l-etil-3-{3-dimetilamino-
propil)carbodiimida (149 mg, 0,78 mmoles} (Aldrich) y dime-
tilaminopiridina {139 mg, 1,13 mmoles) en CH.Clz (5 ml).
Después de 5 minutos, se afladié l-hidroximetil-8-{l-metil-
1H-indol-3-il) -4-({l-metil=-6-nitro-1H-indol-3-1il}-pirrol-
2,5-diona (215 mg, 0,5 mmoles), preparada como en el ejem-
plo 1la, en CHzCl; (2 ml), y la mezcla se agitd a temperatura
ambiente durante 3 horas. La mezcla resultante se repartid
entre CHCl; y agua y los extractos orgdnicos se lavaron con
agua. La capa acuosa se extrajo con CHyCl;. Los extractos
organicos se reunieron, se secaron (MgSOs) y se concentra-
ron. La cromatografia del residuo sobre silica gel emplean-
do 5% - 10% de EtOAc - CH;Cl; proporciondé el éster 3-(1, 6-
dimetil-1H-indol-3-il)-4-(l1-metil-1H-indol-3-il)-2, 5-dioxo~-
2,5~dihidro-pirrol-l-ilmetilico del acido 4-(bis-benciloxi-
fosforiloxi)—benzéico (179 mg, 44%) en forma de una espuma
de color naranja.

d) Se afladié 1,4 ciclohexadieno (0,12 ml, 1,26 mmo-
les)) (Aldrich) a una mezcla del éster 3-(1, 6-dimetil-1H-
indol-3-il)-4-({l-metil-1H-indol-3-il}-2,5-dioxo-2, 5-dihi-
dro-pirrol-l-ilmetilico del Acido 4- (bis-benciloxi-fosfo-

riloxi)-benzoico (100 mg, 0,12 mmoles) (a partir del paso
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c) de mas arriba) y Pd/C (37 mg 10%) en una mezcla de THF
(6 ml) vy etanol (0,3 ml). La mezcla de reacciébn se calentd
a 55°C durante 20 minutos, La mezcla de reaccién se enfrid
a temperatura ambiente y se filtrdé a través de celite, se
lavd con cloruro de metileno y se concentrd. E1 residuo se
disolvié en MeCN y agua a 0°C. Se afiadié hidréxido de sodio
IN (2,4 ml, 2,4 mmoles) y la mezcla se liofilizd. La mezcla
resultante se purificd a continuacién mediante HPLC con 5 a
50% de MeCBN - agua. La liofilizacidén proporcioné la sal
monosédica del éster 3-(l-metil-1H-indol-3-jil)-4-(l-metil-
6-nitro-1H-indol-3-il)~2, 5-dioxo-2, 5-dihidro-pirrol-l1-ilme-~
tilico del acido 4-fosfonooxi-benzoico (60 mg, 74%) en for-
ma de un polvo de color naranja.

Ejemplo 15: [[3-(l-metil-1H-indol-3-il)-4-(1 metil-6-

nitro-1H-indol=-3-il)-2,5-dioxo~2,5~-dihidro~pirrol-~1-illme-
toxicarbonil ] -4-fenil-O-metilpolietilenglicol 500
a) PEG-500 monometil éter anhidro (18,36 g, 33 mmo-

les), 4-hidroxibenzoato de etilo (5,0 g, 30 mmoles) y tri-
fenilfosfina (17,34, 66 mmoles), se disolvieron en THF an-
hidro (100 ml) y se enfriaron a 0°C en atmdésfera de argdn.
A la solucidn obtenida se afladié lentamente dietilazodicar-
boxilato (12,95 ml, 83 mmoles) en THF anhidro (10 ml). La
mezcla resultante se calentdé a continuacién a 50°C durante
16 horas. La mezcla se enfrié a 0°C en atmbésfera de argdn y
se afiadié dietilazodicarboxilato {6 ml) en THF anhidro (5
ml). A continuacién, se calentd6 la mezcla a 50°C durante 24
horas. La evaporacibén de los disolventes y la cromatografia

del residuo sobre silica gel usando 1:1 CH,Cl,-hexanos,
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CH.Cl;, éter 50%/-CH.Cl;, y éter, proporciond 9 g de benzoa-
to de etil-4-p-metilpolietilenglicol 500 crudo, en forma de
un aceite, 5,4 g de un aceite de color naranja (3/2 moles %
de trifenilfosfina/producto), vy 4,9 g (aprox. 58% de rendi-
miento total} de un aceite de color naranja {(5/4 moles % de
trifenilfosfina/producto).

b) A una solucién de benzoato de etil—d—o—metilpolii
etilenglicol 500 crudo (4,90 g, 5/4 moles % de trifenilfos-
fina/producto) (a partir del paso a) anterior) en metanol
(10 ml) y agua (15 ml}, se afladié® NaOH 6N (13,8.ml, 83 mmo-
les)), y'la solucidn resultante se calentd a 65°C durante 2
horas. La solucién se concentr6 y repartid entre CH,Cl, 30%/
acetato de etilo y agua. La capa acuosa se enfrié a 0°C y
se acidificé a pH 3,0 con HCl 1IN. La mezcla se extrajo con
CHzCl; y los extractos organicos se secaron (MgSQ,). La eva-
poracidn de los disolventes orgénicos proporciond el acido
4-O-metilpolietilenglicol 500 benzoico crudo (2,3 g, 49%)
en forma de un residuo ceroso de color amarillo (la muestra
contenia un 20-30% molar en exceso de PEG 500).

c) Una solucién de &cido 4-O-metilpolietilenglicol
500 benzoico crudo (679 mg, 1 mmol) (a partir del paso b)
de mas arriba) en CHzCl, anhidro (5 ml), se afadidé a tempe-
ratura ambiente, a una solucién de hidrocloruro de 1-etil-
3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (300 mg, 1,56 mmoles)
{Aldrich) y dimetilaminopiridina (279 mg, 2,28 mmoles) en
CH:Cl: anhidro (5 ml). Después de 5 minutos, se afladié 1-
hidroximetil-3-(l-metil-1H-indol-3-il)-4-(l-metil-6-nitro-

1H-indol-3-il) -pirrol-2, 5-diona (430 mg, 1 mmol), preparado
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como en el ejemplo la. La mezcla se agitd a temperatura am-
biente durante 4 horas. Se afladié agua ¥y la_mezcla s5e ex— -
trajo con CHzCl;. Los extractos organicos se lavaron con
agua, se secaron (MgSO;) y se concentraron. El residuo se
purificé mediante HPLC con MeCN/agua para dar [[3-{(l-metil-
1H-indol-3-il)-4-(1-metil-6-nitro-1H-indol—3-il)-2, 5-dioxo-
2,5-dihidro-pirrol-l1-il]metoxicarbonil]-4-fenil-O-metilpo-
lietilenglicol 500 (490 mg 47%) en forma de un aceite de

color naranja.

Ejemplo 16: Ester 3-{l-metil-lH-indol-3-il)-4-(l1-me-

til-6-nitro-1H-indol~3-il)-2,5-dioxo-2,5~-dihidro-~-pirrol-1-
ilmetilico del éster alilico del acido carbdnico

Una solucidén de 200 mg (0,47 mmoles) de l-hidroxime-
til-3-(1-metil-1H-indol-3-11) -4~ (1-metil-6~nitro-1H~indol—
3~-il)~-pirrxol-2,5-diona, preparada como en el ejemplo la, se
disolvié en 90 ml de THF y se tratd con 300 mg (2,5 mmoles)
de 4-dimetilaminopiridina (DMAP). A esta solucién a 5°C se
afiadieron 90 mg (0,75 mmoles) de cloroformiato de alilo.
Manteniéndolo frio, se afladieron gota a gota, 300 mg (2,4
mmoles) de 1,5-diazabiciclo{4.3.0)non-5-eno(DBN) (Aldrich).
Se agitd la mezcla durante 14 horas a 20°C. El disolvente
se evapord y la mezcla se purificé mediante cromatografia
empleando silica gel y eluyendo con una mezcla de EtOAc/
hexano para proporcionar el éster 3-(l-metil-1H-indol-3-
il)-4-(1-metil-6-nitro-1H-indol—3-il)-2, 5-dioxo-2, 5-dihi-
dro-pirrol-l1-ilmetilico del éster alilico del &cido carbé-

nico, en forma de un sbdlido de color rojo (p.f. 191-194°C).
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Ejemplo 17: Egtar 3-{i-metil-1H-indol-3-il) ~-4-(l-me-
til~-6-nitro-1lH-indol—3-il)-2,5-dioxo~-2,5~-dihidro-pirrol-1-
ilmetilico del acido (2-dimetilamino-etil)-carbémico

Se disolvié la l-hidroximetil-3-(l-metil-1H-indol-3-
il)-4-(l-metil-6-nitro-1H-indol-3-il)-pirrol-2, 5-diona (200
mg, 0,47 mmoles), preparada como en el ejemplo la, en THF
(10 ml). La solucidn resultante de color rojo se enfrié en
un bafio de hielo. Se afiadidé gota a gota litio bis({trimetil-
silil)amida (0,56 ml, 0,56 mmoles, 1 M en THF), a la solu-
cién dando una suspensidén de color rojo. Despuég de 10 mi-
nutos, se afiadidé el bis{p-nitrofenil)carbonato (200 mgq,
0,66 mmoles). La solucidén resultante se agitd a 0°C durante
20 minutos. Se afadidé dietilaminocetilamina (90 mg, 0,78
mmoles) en THF (2 ml). Se continué la agitacién durante 2
horas. La mezcla se evapord® y el residuo se purificdé me-
diante cromatografia flash dando el éster 3-(l-metil-1H-
indol-3-il)-4-(l-metil-6~-nitro-1H-indol—3-il) -2, 5~dioxo-
2,5-dihidro-pirrol-l-ilmetilico del &cido (2-dimetilamino-
etil)~carbamico (124 mg 46%).

Ejemplo 18: Ester 3-(l-metil-lH-indol-3-il}-4-(1-
metil-6-nitro-1H-indol—3-il)-2,5-dioxo-2,5-dihidro-pirrol-
1-ilmetilico del &cido [2-(2-hidroxi-etoxi)-atil]-carbamico

Este compuesto se preparé a partir del l-amino-2-eto-
xi-etanol (Aldrich), empleando el mismo procedimiento del
ejemplo 17 (45 mg, 17%).

Ejemplo 19: Ester 3-(l-metil-lH-indol-3-il)-4-(l-me-

til-6-nitro-1H-indol—3-il) ~2,5-dioxo-2,5-dihidro-pirrol-1--
ilmetilico del acido (2-hidroxi-etil)-carbamico
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Se afiladié n-BulLi (0,96 ml, 1,54 mmoles, 1,6 M en hexa-
nos) gota a gota a una solucién de l-hidroximetil-3-(l-me-
til-1H-indol-3-il)-4-(1-metil-6-nitro-1H-indol—3-il)-pi-
rrol-2, 5-diona ({600 mg, 1,54 mmoles), preparada como en el
ejemplo la, en THF (30 ml) a 0°C. Después de 10 minutos se
afladié bis(p-nitrofenil)carbonato (600 mg, 1,96 mmoles).

La solucién se agitd a 0°C durante 20 minutos. Se afadiéb
una solucién de l-aminoetanol (128 mg, 2,10 mmoles). La
mezcla resultante se agité a 0°C durante 30 minutos. Se
afladié NH,Cl acuoso y la mezcla se extrajo con EtOAc. El
extracto organico se lavd con sal muera y se secd con
MgS0,. La evaporacién de los disolventes y la cromatografia
del residuo sobre silica gel empleando 1:1 - 3:2 EtOAc/he-
xanos, proporciondé el éster 3—(l-metil-lﬁ—;ndol-S-il)—4-(1—
metil-6-nitro-1H-indol—3-il)-2, 5-dioxo-2, 5-dihidro-pirrol-
l-ilmetilico del &cido (2-hidroxi-etil)-carbamico (339 mg
47%) .

Ejemplo 20: Ester 3-(l-metil-1lH-indol-3-il)=~-4-(l-me-

til-6-nitro-1H-indol—3-il)-2,5-dioxo-2,5-dihidro-pirrol-1-
ilmetilico del &cido (2-fosfonooxi-atil)-carbémico

a) Se afiadieron trifenilfosfina (95 mg, 0,36 mmoles) y
fosfato de dibencilo (101 mg, 0,36 mmoles}), a una solucién
de éster 3~ (l-metil-lH-indol-3-il)-4-(l-metil-6-nitro-1H- -
indol—3-il)-2,5-dioxo-2,5-dihidro-pirrol—1-ilmetilico del
dcido (2-hidroxi-etil)-carbamico, preparado como en el
ejemplo 19 (150 mg, 0,289 mmoles) en THF (6 ml). La mezcla
se enfri6é a -78°C. Se afiadid azodicarboxilato de dietilo

(0,057 ml, 0,36 mmoles) gota a gota durante 5 minutos. Se
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quité el bafo de enfriamiento y la mezcla se agitdé durante
la noche. A continuacién, se evaporé la mezcla. La cromato-
grafia del residuo sobre silica gel empleando 2:1 - 4:1
EtOAc/hexanos proporciond el éster 3-(l-metil-1H-indol-3-
il)-4-(1-metil-6-nitro-1H-indol-3-il) -2, 5-dioxo-2, 5-dihi-
dro-pirrol-l1-ilmetilico del acido {2-bis-benciloxi~fosfo-
riloxi)~-etil])~carbamico (121 mg, 54%).

b) Se afiadieron Pd/C {33 mg, 10%) y 1,4-ciclohexadieno
(0,12 ml, 1,27 mmoles), a una solucidén de éster.3-(l-metil-
1H-indol-3-il)-4-({l-metil-6-nitro-1H-indol-3-il1y-2, 5-dioxo-
2,5-dihidro-pirrol-l-ilmetilico del a&cido [2-bis-benciloxi-
fosforiloxi)-etil]-carbémico (115 mg, 0,148 mmoles) en una
mezcla de THF (5 ml) y EtOH (0,25 ml). La mezcla se calentd
a 50—55°C durante 30 minutos. La mezcla resultante se fil-
tré a través de celite, se lavdé con THF y el filtrado se
evapord. El residuo se disolvidé en una mezcla de EtOH (10
ml) y CHaCN (10 ml). Se afiadid NaOH 0,1 N y el pH se ajusté
a 8,2. Se anadidé agua (10 ml) para disolver el precipitado:
Los disolventes organicos se eliminaron al vacio y la solu-
cién de color rojo se liofilizd obteniéndose el éster 3-(1-
metil-1H-indol-3-il)-4-(i-metil~6-nitro-18#-indol-3-il}-2, 5-
dioxo-2, 5~dihidro-pirrol-1-ilmetilico del acido (2-fosfono-
oxi-etil)-carbamico (59 mg, 62%) en forma de un polvo de
color naranja.

Ejemplo 21: (2-dietilamino-etil)-amida del acido 3-

{l-metil~1H-indol-3-il)-4-{1-metil-6-nitro-1H-indol—3-il) -

2,5-dioxo-2,5~-dihidro-pirrol-l-carboxilico
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A una solucién en frio de la 3-(l-metil-3-indolil)-4-
{l-metil-6-nitro-3-~-indolil}-1H-pirrol-2,5-diona (200 mg,
0,5 mmoles) (ver patente EP 0 328 8026) en THF (7 ml) se
afladidé gota a gota, litio bis(trimetilsiliL)amiga (0,55
mmoles, 0,55 ml, 1M en THF). La suspensidn resultante de
color rojo se agitd durante 15 minutos. Se afiadié bis(p-ni-
trofenil)carbonato (213 mg, 0,7 mmoles). La solucién se
agité a 0°C durante 0,5 horas. Se afladié dietilaminoetila-
mina (69,7 mg, 0,6 mmoles) en THF (2 ml), y se continué
agitando durante 2 horas. El disolvente se evapor6é y el re-
siduo se purificé mediante cromatografia flash obteniéndose
la (2-dietilamino-etil)-amida del &cido 3-{l-metil-1H-in-
dol-3-il)-4-{l1-metlil-6-nitro-1H-indol—3-il) -2, 5-dioxo-2, 5--
dihidro-pirrol-l-carboxilico (28 mg, 10%).

Ejemplo 22: (6-dimetilamino-hexil)-amida del &acido 3-
(l-metil-1H-indol~3-il)-4-(1-metil-6~nitro~l1H-indol—3-il) -
2,5-dioxo-2,5—dih;gro-pirrol-l-carboxilico

Este compuesto se prepard a partir de la dimetilami-
nohexilamina de acuerdo con el procedimiento descrito en el
ejemplo 21 (67 mg, 24%).

Ejemplo 23: (4-hidroxibutil)-amida del &cido 3-(l-me-

til-l1H-indol-3-il) -4-(l1-metil~6-nitro-1H-indol—3-il)-2,5~
dioxo-2,5-dihidro-pirrol-l-carboxilico

A una solucién en frio de la 3-(l-metil-3-indolil)-4-
(1-metil-6-nitro-3-indolil)~-1H-pirrol-2,5-diona (500 mgqg,
1,25 mmoles) (ver patente EP 0 328 8026) en THF (7 ml) se
afadié gota a gota, n-butillitio (0,86 mmoles, 1,375 ml,

1,6 M en hexano). La suspensién resultante de color rojo se
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agitdé durante 15 minutos. A continuacidén, se afiadié bis(p-
nitrofenil)carbonato (532 mg, 1,75 mmoles). La solucién re-
sultante se agité a 0°C durante 1 hora. Se afiadié 4-amino-
butanol (167 mg, 1,875 mmoles) en THF (4 ml), y se continud
agitando durante 2 horas. El disolvente se evapord y el re-
siduo se purificé mediante cromatografia flash obteniéndose
la (4-hidroxibutil)-amida del écido 3-(l-metil-1H-indol-3~
il)-4-(1-metil-6-nitro-1H-indol-3-1il1)-2, 5-dioxo-2,5-dihi-
dro-pirrol-l-carboxilico (280 mg, 43%), en forma de un s6-
lido de color naranja. -

Ejemplo 24: Sal de sodio del éster mono-(4-{[3-(l-me-

til-lH-indol-3-il)~4-(l-metil-6-nitro-1H-indol—-3-il)~-2,5-
dioxo-z,5—dihidroTpirrol-1-carbonil]-amino}-butilico del
acido fosférico

a) Se afiadieron trifenilfosfina (0,86 g, 3,29 mmoles)
y fosfato de dibencilo (0,91 g, 3,29 mmoles) a una solucién
de la (4-hidroxibutil)-amida del &cido 3-{l-metil-1H-indol-
3-il}-4-(l-metil-6-nitro-1H-indol—3-il) -2, 5-dioxo-2, 5-dihi-
dro-pirrol~-l-carboxilico, (preparada como en el ejemplo 23,
1,41 g, 2,74 mmoles) en THF (50 ml). La mezcla se enfrié a
-78°C. Se afladié azodicarboxilato de dietilo (0,52 ml, 3,29
mmoles) gota a gota durante 5 minutos. Se quitdé el bafio de
énfriamiento y después de 2 horas, se evaporé la mezcla. La
cromatografia del residuo sobre silica gel empleando 2:1
EtOAc/hexano, a continuacién EtOAc, proporcioné el éster 4-
([3-(l-metil-1H-indol-3-il)-4-(l1-metil-6-nitro-1H-indol-3-
il)-2, 5-dioxo-2, 5-dihidro-pirrol-l-carbonil]-amino}-butili-
co del éster dibencilico del acido fosférico (1,76 g 83%).
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b) Se ailadieron Pd/C (0,5 g, 10%) y 1,4-ciclohexa~-

dieno (1,84 ml, 19 mmoles), a una solucién de éster 4-{[3-

{l-metil-1H-indol-3-il}-4~{(l-metil-6-nitro-1H-indol—3-il)- -

2,5-dioxo-2, 5-dihidro-pirrol-l-carbonil]-amino}-butilico
del éster dibencilico del acido fosférico (1,76 g, 2,27
mmoles) (a partir del paso a) de mas arriba) en una mezcla
de THF (75 ml) y EtOH (3,8 ml). La mezcla resultante se ca-
lenté a 50-55°C durante 30 minutos. La TLC (EtOAc) mostré
solamente la existencia de trazas del é&ster 4-{[3-(l-metil-
1H-indol-3-il) ~4-(1-metil-6-nitro-1H-indol—3-il)*2, S~-dioxo-
2, 5-dihidro-pirrol-l-carbonil}-amino}-butilico del éster
dibencilico del acido fosférico. La mezcla se filtré a tra-
vés de celite y el filtrado se evapordé. El residuo se di-
solvié en una mezcla de EtOH (100 ml) y CH3CN (100 ml) y se
alcalinizé con NaOH (0,2 N) hasta pH=8,2. Se afiadié agua
{50 ml) pafa disolver el precipitado, Los disolventes orga-
nicos se eliminaron al vacio y la liofilizacién de la solu-
cién de color rojo proporcioné el producto crudo (1,2 g).
La purificacién del residuo empleando la HPLC (10% - 950%
CHaCN - H,0) proporciond la sal de sodio del éster mono-(4-
{[3-(1-metil-1H-indol-3-il)~-4-(l-metil-6-nitro-1H~indol—-3-
il)-2,5~dioxo~-2, 5-dihidro-pirrol-l-carbonil]-amino}-butili-
co del acido fosférico (0,49 g, 34%) en forma de un polvo
de color rajo. _ _

Ejemplo 25: 0-[2-[[[2,5-dihidro-3-(1~metil~1H-indol-3-
il)-4-(l-metil-6-nitro-1H-indol-3-il)-2,5-dioxo-1H-pirrol~

l1-iljmetoxilcarbonil]metil]-O'-metilpolietilenglicol 2000

40
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Se calentd poli(etilenglicol)metil éter de peso mole-
cular medio aproximado 2000 (Aldrich) (4,4 g 2,2 mmoles)
en tetrahidrofurano (120 ml) aproximadamente a 35-40°C y al
mismo se afiadié hidruro de sodio (0,6 g de 60%, 15 mmoles),
y la mezcla se agitdé durante 15 minutos mads. En dos porcio-
nes durante 5 minutos, se afiladidé bromoacetatoc de terc-buti-
lo (1,2 g, aprox. 6,2 mmoles) y la mezcla se calentd a 45-
50°C durante 4 horas. La mezcla se enfrid a aproximadamente
30°C, se diluyd con éter etilico (100 ml), se filtr6 en ca-
liente a través de celite y la torta del filtro se lavé con
tetrahidrofurano. Los disolventes organicos se eliminaron
por evaporacién y el residuo se cromatografid sobre silica
gel. El éster terc-butilico purificado similarmente prepa-
rado (12,5 g) se tratd con acido trifluoroacético (75 ml) y
se agitd a temperatura ambiente durante 90 minutos. La
evaporacién de la solucidn y cristalizacibp con éter etili-
co frio proporcionaron 9,0 gramos de &cido metoxi PEG 2000
etanoico.

Una solucidén de acido metoxi PEG 2000 etanoico (9,0 g,
4,5 mmoles) en diclorometano (50 ml) se traté con cloruro
de oxalilo (10 ml), se calenté suavemente a reflujo durante
15 minutos y se continudé con la adicidn de trazas de dime-
tilformamida (0,1 ml). El reflujo se continué durante 15
minutos adicionales y se afiadi6é tolueno (50 ml) y los vola-
tiles se eliminaron por evaporacidén. El residuo se disolvié

en diclorometano (50 ml) y se afiadidé a una dispersién de 1-
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hidroximetil-3-(l-metil-1H-indol-3-il}-4-{l-metil-6-nitro-
1H-indol—3-il) -pirrol-2,5-diona (1,93 g, 4,5 mmoles) (pre~
parado como en el ejemplo la) y 4-dimetilaminopiridina
(1,1 g, 9 mmoles) en diclorometano (25 ml) a -50°C. El bafio
de enfriamiento se elimind y la mezcla se agitd a tempera-
tura ambiente durante 2 horas y se vertid sobre silica gel
(200 g} en diclorometano. La purificacidén mediante cromato-
grafia y cristalizacién del residuo a partir del tetrahi-
drofurano-éter etilico proporciond el 0-12-[[2,5~dihidro-3-
(l-metil-1H-indol-3-il)-4-(l-metil-6-nitro-1H~-indol~-3-il)~-
2,5-dioxo-2, 5-dihidro-pirrol-l1-il]metoxicarbonil]metil-0'-
metil-polietilenglicol 2000 en forma de un sdlido de color
rojo (rendimiento 63%).

Ejemplo 26: Actividad antiproliferativa

La actividad antiproliferativa de los compuestos de la
invencién se demuestra a continuacién. Estos efectos indi-
can que los compuestos de la presente invencién son de uti-
lidad en el tratamiento del céAncer, en particular tumores
sblidos tales como los tumores de mama y de colon.

Ensayo basado en las células MDAMB-435

La linea celular de carcinoma de mama epitelial (MDAMB-
435) se adquirié en ATCC (American Type Cell Culture Collec-
tion) ("Colecciébn Americana de Cultivos Celulares Tipo”}, y
se hizo crecer en cultivo en un medio sigquiendo las recomen-
daciones de ATCC. Para el andlisis del efecto de varios com~
puestos de férmula I sobre el crecimiento de estas células,
estas células se plaquearon a una concentracién de 1500 célu-

las/ pocillo en una placa de cultivo tisular de 96 pocillos
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("placa de ensayo"). El dlia después de que las células fueron
plaqueadas, los compuestos que debian ser analizados se di-
solvieron en 100% de DMSO (sulféxido de dimetilo) obteniéndo-
se una solucién de stock 10 mM. Cada compuesto se diluyd en
H,0 hasta 1 mM y se afladid por triplicado a pocillos en la
primera fila de una placa maestra de 96 pocillos que contenia
un medio para lograr una concentracién final de 40 uM. A con-
tinuacién, los compuestos se diluyeron en una serie, en la
"nlaca maestra”. El {(los) compuesto(s) diluiﬁo(sl se transfi-
rid(eron) a continuacidén a placas de ensayo conteniendo las
células. Una fila de vehiculo "células de control" recibié
DMSO. La concentracién final de DMSQ en cada pocillo fue de
0,1%. 5 dias después de la adicidén del farmaco, la placa fue
analizada como se describe mis adelante.

A cada pocillo se afadidé MTT (bromuro de 3-(4-5 metil
tiazol-2-1il1)-2,5-difenil tetrazoilo; azul de tiazolilo) hasta
lograr una concentracién final de 1 mg/ml. A continuacién, se
incubé la placa a 37°C durante 2 1/2 - 3 horas. El medio con-
teniendo MIT se elimind a continuacién y se ahadieron 50 pl
de etanol 100% a cada pocillo para disolver el formazano. A
continuacién, se leyeron las absorbancias empleando un lector
de placas automatico (lector Bio-tek de microplacas). Se cal-
cularon los Icﬂ,eméleando la ecuacitn de Reed and Munsch,
ver Am. J. Hygiene vol. 27 pags. 493-497, 1938.

Los resultados de los experimentos in vitro estén re-
sumidos en la tabla I a continuacién.

Cada uno de los compuestos de la tabla I dié un ICse

£ 1,00 pM.
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TABLA 1

Ejemplo Esgquema
6b la
cH.’°‘,H<
0
7
ong® NH,
o
la
8b,11
o™ a
O
8a, 9, 10 NH la
cns°
13 Ib
NL\O’(’\’O\}n\
cHy© PEG
12 b
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Ejemplo R Esquema
2 ZN Ib
O
0
3a ' & I
aHe N A
O
3f 2 Ib
. CH,/O\rr\)LOH
)
5 oy O s la
o
3g Ib
cn{o
o]
4 o 9 Ib
cHy” Noa
0
3h ib
o]
cn,/o\g/\o’(’\/ gl
6a la
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EJEMPLO R ESQUEMA
3b o 0 Ib
PEG 2000
3c Y b
o) ZN
3d CHy” | SN Ib
0 &
3e cn® Ib
)
15 ib
O\(\/\ O’)n/
PEG
CHy” © 5
14 PO;HNR Ib
cny®
o
16 cu,/o\'ro\/\\ 1]
o
H
17 o N v
18 oH /OTH\/\ O/\/OH v
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H
19 o. N v
CHI/ \/\OH
T
20 o _H v
CHY Y 7 TOPONe,
o -
1 CHoOPO3Nay Il
21 H\/\ N v
™ C
0
22 (ﬂ\/\/\/'!‘\ v
H
23 WN\/\/\OH Vv
B
24 (N\/\/\DPO Na, Vv
o
25 Ib




49

S3

J)l/ kl\/\o’(’\/ O !

PEG 2000
WH\/H&f“\ v
Q
N '
g.\,»\d/\vxm
lrn\/\O v
o]

v

mq’ojrﬂ‘vjto’“*
Q

1 -CH20H i

20

25

30

Las mediciones de la conversién del plasma de compues-
tos representativos de férmula I indican que estos compues-
tos producen en efecto metabolitos farmacéuticamente acti-
vos dentro de los marcos de tiempo apropiados para el em-
pleo terapéutico. Ademas, las mediciones de estabilidad
también para ciertos compuestos representativos de fé6rmula
I muestran adicionalmente gue estos compuestos tienen una
mediana a buena estabilidad en los tipos de soluciones em-
pleadas tipicamente para administrar los fArmacos terapéu-
ticos por via intravenosa. Los resultados de estas medicio-
nes de conversién del plasma y de la estabilidad estén re-
sumidos en la tabla II a continuacidn. De esta forma, estos
compuestos son adecuados para la administracién a los pa-

cientes mediante infusién continua.
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TABLA II
Ejemplo R Estabi- | conversion Esquema
lidad del plasma
8a, 9, 10 N Bueno 30% @30min la
CH'/O .
Q *
13 Xy i~ o | Bueno N/D Ib
cH.IO PEG 3500
12 ]Q‘ 60% @30min | Ib
cﬂl/o “~
o]
3a “ ) 70% @30min Ib
e O S N Bueno
0
o .
3f e o Bumo 20% @30min (b
0
cHy”
¢}
ah *i N/D* b
CHy” O\g/\o,(/\,o ~ om Mediano
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Ejemplo Es_tabi del p Esquema
B |, 0 Od~o-t~ 80% @30min | b

PEG 000
3c ey S Bueno 60% @30min Ib
O =N
3d e pueno | 70% @30min [ b
o] =5
15 Od ot 100% @2hrs Ib
oHis _0 PEG 5y e
14 @ OrosfiNa Bueno 5% @4hrs Ib
e
Q
17 m(ﬁrn\/‘u’\ 15% @6hrs v
o U
3 .
o)
1 CH0PO;3Na; pueno | 100% @30min I
21 (H\/\N,\ Mediane | 100% @ihr v
|
o
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R Estabi- Conversion !
Ejemplo 1. Esqguema 1
3 lided del Plasma ;
22 I N/D* V.
II/H\/\/\/N\ Bueno - i
o
24 (n\/\/\opo,m, a 10% @6hrs Vv
o
. N/D* vV
[ NPT .
PEG a0
Ejamplo 27: Formulacidn para c© rimidos
Muestra Ingredientes mg/comprimido
1 Compuesto A * 5 25 100 [250 |500 |750
2 Lactosa anhidra 103 |83 35 19 38 57
3 Croscarmelosa sbdica |6 6 8 16 32 48
4 Povidone K30 5 5 6 12 24 36
5 Estearato de magnesio |1 1 1 3 6 9
Peso total 120 |120 |150 |300 |600 |900

* El compuesto A representa un compuesto

de la invencién.
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Procedimiento de elaboracién

1. Mezclar los productos 1, 2 y 3 en un mezclador
adecuado durante 15 minutos.

2. Granular la mezcla de polvo del paso 1 con solu-
cién al 20% de Povidone K30 (producto 4).

3. Secar el granulado del paso 2 a 50°C.

4. Pasar el granulado del paso 3 a través de un
equipo adecuado de molienda.

5. Afiadir el producto 5 al granulado molido del paso
4 y mezclar duranEe 3 minutos. .

6. Comprimir el granulado del paso 5 mediante una

prensa adecuada.

Ejemplo 28: Formulacién de capsulas

Muestra |Ingredientes Eg/capsula

1 Compuesto A * 5 25 " |100 (250 |[500

2 Lactosa anhidra 159 |[123 }148 |~-= [~-==~

3 Almiddn de maiz 25 35 40 |35 (70

4 Talco 10 15 10 12 24

5 Estearato de magnesio 1 2 2 3 6
Peso total del relleno 200 [200 300 |300 |600

* E1 compuestc A representa un compuesto de la invencién

Procedimiento de elaboracidén:

1. Mezclar los productos 1, 2 y 3 en un mezclador

adecuado durante 15 minutos.

2. Afadir los productos 4 y 5 y mezclar durante 3

minutos.

3. Introducir en una capsula adecuada.
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Ejemplo 29: Preparacién de un

a solucién/emulsién para

S3

inyeccién

Muestra Ingrediente mg/ml

1 Compuesto A * l mg

2 PEG 400 10 - 50 mg
3 Lecitina 20 - 50 mg
4 Aceite de soja 1 -5mg

5 Glicerina 8 - 12 myg
& ieeo.._.lPgua c.s. 1 ml

* El compuesto A representa un compuesto de la invencidn

Procedimiento de elaboracién:

1. Disolver el producto 1 en el producto 2.

2. Afadir los productos 3,
mezclar hasta dispersidn; a continuacidn, homogeneizar.

3. Anadir la solucidn del paso 1 a la mezcla del pa-
so 2 y homogeneizar hasta que la dispersidn sea traslicida.

4. Filtrar estéril a través de un filtro de 0,2 um ¥

envasar en viales.

4 v 5 al producto 6 y

Ejemplo 30: Preparacién de una solucidén/amulsién para
inyeccidn
Muestra Ingrediente mg/ml
1 Compuesto A * l'mg
2 Glicefurol 10 - 50 mg
3 Lecitina 20 - 50 mg
4 Aceite de soja l -5%5mg
5 Glicerina 8 - 12 mg
6 Agua c.s. 1 ml

* Bl compuesto A representa un compuesto de la invencién
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Procedimiento de elaboracidn

1. Disolver el producto 1 en el producto 2.

2. Afiadir los productos 3, 4 y 5 al producto 6 y
mezclar hasta dispersién, a continuacién, homogeneizar.

3. Afadir la solucién del paso 1 a la mezclﬁ del pa-
so 2 y homogeneizar hasta que la dispersién sea traslicida.

q, Filtrar estéril a través de un filtro de 0,2 um y
envasar en viales.

Mientras la invencién ha side ilustrada mediante refe-
rencia a versiones especificas y preferidas, loq expertos
en la especialidad habridn comprendido que pueden introdu-
cirse variaciones y modificaciones a través ¢de la experi-
mentacion de rutina y préactica de la invencién. De esta
forma, la invencidn se pretende que no esté limitada por la
precedente descripcion sino que esté definida mediante las

reivindicaciones del apéndice Yy sus equivalentes.

L R X R
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de férmula:

-
)

y las sales farmacéuticamente activas de dichos com-

puestes, en donde

R esld selecciovnado del grupo que consiste en
~CH,0PO3R'R?, -CH,OH~, ~CH,OCOR3, —CH,0CO,R®, -CH,OCONHR?, y
-CONHR?;

R} y R? se seleccionan del grupo que consiste en H, Ha
y NH; v son los mismos a no ser que cualquiera de R' ¢ R?
sea H en cuyo caso el otro puede ser diferente, o alterna-
tivamente, R! y R? conjuntamente representan calcioa.

R? se selecciona del grupo que con;iste en

alquilo el cual opcionalmente puede estar substitu;go
con unu o mas substituyentes seleccionados del grupo yue
consiste en -CO,R', -NR®R®, polietilenglicol,

-0POR'R?, hidroxilo, alcoxilo y arilo; alquenilc el
cual puede estar opcionalmente substituido con uno o més
substituyentes seleccionados del grupo que consiste en
-CO.R*, -NR3R®, polietilenglicol, -OPO;R'R?, hidroxilo, alco-
Xilo y arilo; cic{aalquilo que opcionalmente puede estar

substituido con uno o mds substituventes seleccionados dell
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grupo que consiste en ~CO;R', -MR°R®, polietilenglicol,

-OPO;3R!R?,

hidroxilo, alcoxilo y arilo:

Heterociclo, el cual cuando incluye M como un heteroa-

tomo, este N puede estar opcionalmente substituido con el

grupo ¢ue consiste en alquilo inferjor y ~COR’,

Arilo, el cual puede estar opcionalmente substituido

con uno o mds substituyentes seleccionados del grupo que

consiste en CO;R’, hidroxilo, alcoxilo, polietilenglicel,

-0POLR'R?,

y alquilo, el cual a su vez puede estar substi-

tuide con hidroxi alcoxilo, carboxilo y amino sﬁbétituido,

con la condicidn de que cuando arilo representa piridina,

el nitrédgeno puede estar substituido con alquilo inferior;

R' se selecciona del grupo que consiste en H, Ma y al-

quilo inferior;

R* y R® se seleccionan cada uno independientemente en-

tre si, del grupo que consiste en H, alqullo 1nfer1q§>y

-COR’, ¢ alternativamente, Fforman junto con el grﬁpo -NR°R®,

un anillo heterociclico de 5 ¢ 6 miembros; vy

R’ es alquilo inferior, el cual puede estar opcional-

mente substituido con carboxilo, polietilenglicol y amino

substituido.

2.

Un compuesto de férmula:

ol
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y las sales farmacéuticamente activas de dichos com-
puestos, en donde

R estd seleccionado del grupo que consiste en
-CH,OPO3;R'R?, -CH,OCOR?, -CH,0CO,R?, -CH,OCONHR®, y
~CONHR?; "

R Yy R? se seleccionan del grupo que consiste en H, Na
y NH; v son los mismos a no ser que cualquiera de R!' & R?
sea H en cuyo caso el otro puede ser diferente, o alterna-
tivamente, R! y R? conjuntamente representan calcio.

R? se selecciona del grupo que consiste en ]

alquilo el cual opcionalmente puede estar substituido
con uno o mas substituyentes seleccionados del grupo que
consiste en -COzR‘, -NR°R, polietilenglicol,

-0OPO3R'R?, hidroxilo, alcoxilo y arilo; alquenilo el
cual puede estar opcionalmente substituido con uno o més
substituyentes seleccionados del grupo que consiste en
-COzR', -NR’R®, polietilenglicol, -OPOsR'R?, hidroxilo, alco-
xilo y arilo; cicloalquilo que opcionalmente puede estar
substituido con uno o mas substituyentes seleccionados del
grupo que consiste en -CO;R*, -NR°R®, polietilenglicol,
-0P0,R'R?, hidroxilo, alcoxilo y arilo;

heterociclo, el cual cuando incluye N como un heteroé-
tomo, este N puedé estar opcionalmente substituido con el
grupo que consiste en alquilo inferior y -COR’,

arilo, el cual puede estar opcionalmente substituido
con uno ¢ mas substituyentes seleccionados del grupo que
consiste en CO;R', hidroxilo, alcoxilo, polietilenglicol,

-OPOsR!R?, y alquilo, el cual a su vez puede estar substi-
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tuido con hidroxi alcoxilo, carboxilo y amino substituido,
con la condicién de gque cuando arilo representa piridina,
el nitrégeno puede estar substituido con alquilo inferior;

R' se selecciona del grupo que consiste en H, Na y al-
quilo inferior;

R®* y R® se seleccionan cada uno independientemente en-
tre si, del grupo que consiste en H, alquilo inferior y
-COR’, 6 alternativamente, forman junto con el grupo -NRR®,
un anillo heterociclico de 5 6 6 miembros; vy

R’ es alquilo inferior, el cual puede estar”opcional—
mente substituido con carboxilo, polietilenglicol y amino
substituido.

3. El compuesto de la reivindicacién 2, en donde R
se selecciona del grupo formado por -CHzOPOaRR? y -CH,OCOR3.

4. El compuesto de la reivindicacién 2, en donde R
es —CHz0CO-piridina, en donde el &tomo de N de la piridina
estd substituido con alquilo inferior.

5. El compuesto de la reivindicacién 4, en donde el
adtomo de N de la piridina estd substituido con metilo o
etilo.

6. El compuesto de la reivindicacién 2, en donde R!
vy R? se seleccionan, independientemente entre si, del grupo
formado por H y Na.

7. El compuesto de la reivindicacién 2, en donde R?

es un heterociclo. que contiene por lo menos un atomo de ni-

63

trégeno que opcionalmente puede estar substituido con._-P—Jl

—]

-COR”.
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8. El compuesto de la reivindicacién 2, en donde R®
es arilo que estd substituido con -OPO;R'R?, y R! y R? se se-
leccionan, independientemente entre si, entre H y Na.

9. El compuesto de la reivindicacién 2, en donde R®
es arilo el cual estd substituido con el grupo formado por
-C0O2:Na, polietilenglicol y —-CH2CH:N({CH.CHa2) ..

10. El compuesto de la reivindicacién 2, en donde R?
es alquilo inferior el cual esta substituido con -CO:;Na.

11. El compuesto de la reivindicacién 2, en donde
juntamente con el grupo NR°R®, forma un anillo héterocicle
de 5 6 6 miembros.

12. El compuesto de la reivindicacién 11, en donde el
grupo NRR® se selecciona entre la piperidina o la pirroli-
dina.

13. El compuesto de la reivindicacién 2, en donde R®
y R® estdn cada uno, independientemente entre si, seleccio-
nados del grupo formado por H, metilo y etilo.

14. El compuesto de la reivindicacién 2, en donde R’
es etilo, el cual estd substituido con polietilenglicol.

15. El compuesto de la reivindicacién 2, en donde R
es —-CH,OCOR® y R?! es etilo, el cual estd substituido con po-
lietilenglicol el cual tiene un peso molecular desde apro-
ximadamente 750 hasta aproximadamente 5000 daltons.

16. El1 compuesto de la reivindicacién 2, en donde el
polietilenglicol tiene un peso molecular desde aproximada-
mente 750 hasta apioximadamente 5000 daltons.

17. Un compuesto seleccionado del grupo formado qu;
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Sal mono-[3-({1l-metil-1H-indol-3-il)-4-(1l-metil~6-ni-
tro-1H-indol-3-il) -2, 5-dioxo-2, 5-dihidro-pirrol-1-ilme-
til]sddica del &cido fosférico,

.1-hidroximetil-3-(l-metil-1H-indol-3-il)-4-(l-metil-6-
nitro-1H-indol-3~-il)-pirrol-2, 5-diona,

Ester 3-{l-metil-1H-indol-3-il)-4-(l1-metil~-6~-nitro-1H-
indol-3—il)-2,5-dioxo-2,5—dihidro—pirrol-1iilmetilico del
dcido isonicotinico,

Ester mono-[3-{(l-metil-1iH-indol-3-il}-4-{l1-metil-6-ni-
tro-1H-indol-3-il)-2, 5-dioxo-2, 5-dihidro-pirrol-1-ilmetili-
co] del acido but-2-enodioico,

Ester 3-(l-metil~1H-indol-3-il)-4-(l-metil-6-nitro-1H-
indol-3-il})-2, 5-dioxo~2, 5-dihidro-pirrol-1-ilmetilico del
dcido decanoico

Trifluoracetato del éster 3-(l-metil-1H-indol-3-il)-4-
(l1-metil-6-nitro-1H-indol-3-il) -2, 5-dioxo-2, 5-dihidro-pi-
rrol-l-ilmetilico del &cido 3-amino-ciclohexﬁnocarboxilico

Sal de acetato del éster 3-(l-metil-1H-indol-3-il)-4-
(l-metil-6-nitro-1H-indol-3-il) -2, 5-dioxo-2, 5-dihidro-pi-
rrol-1-ilmetilico Qel acido piperidin-4-carboxilico

Hidrocloruro éel éster 3-(l-metil-1H-indol-3-il)-4-(1-
metil-6-nitro-1H-indol-3-il)~2, 5-dioxo-2, 5~-dihidro-pirrol-
l1-ilmetilico del &4cido piperidin-4-carboxilico

Hidrocloruro del éster 3-(l-metil-l1H-indol-3-il)-4-(1-

metil-6-nitro-1H-indol-3-il)-2,5-dioxo-2, 5~dihidro-pirrol-
l-ilmetilico del acido 2-amino-2-metil-propidnico
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Trifluorocacetato de l-metil-3-[3-{l-metil-1H-indol-3-
il)-4-(l-me-til-6-nitro-1H-indol-3-~il) -2, 5-dioxo-2, 5-di~
hidro-pirrol-l-ilmetoxicarbonilo]-piridinio, y

0-[2-([4-[[{2,5-dihidro~3-(1-metil-1H-indol-3-il)-4-
(1-metil-6~nitro-1H-indol-3-il1)-2,5-dioxo-1H-pirrol-1-il}
metoxi)carbonil] ~1-piperidinil)carbonil]etil]-0'-metilpoli-
etilenglicol 1000.

18. Un compuesto seleccionado del grupo formado por:

Sal monosédica del éster 3-(l-metil-1H-indol-3-il)-4-
(l—metil—6-nitro—1H-indol-3-il)—2,5—dioxo-2,5-d£hidro—pi-
rrol-l-ilmetilico del dcido 4-fosfonooxi-benzoico

[[3-(1-metil-1H-indol-3-il)-4-(1 metil-6-nitro-1H-
indol-3-il) -2, 5-dioxo-2, 5-dihidro-pirrol-1-il)metoxicarbo-
nil]-4-fenil-O-metilpolietilenglicol 500

Ester 3-{(l-metil-1H-indol-3-il)-4-(l1-metil-6-nitro-1H-
indol—3-il)-2, 5-dioxo-2, 5-dihidro-pirrol-l1-ilmetilico del
éster alilico del 4cido carbénico

Ester 3-(l-metil-1H-indol-3-il)-4-(l-metil-6-nitro-1H-
indol—3-il)-2,5-dioxo~2, 5-dihidro-pirrol-1-ilmetilico del
dcido (2-dimetilamino-etil)-carbémico

Ester 3-(l-metil-iH-indol-3-il)-4-(1-metil-6-nitro-1H-
indol—-3-il)~2, 5-dioxo-2, 5-dihidro-pirrol-i-ilmetilico del
adcido [Zi(2-hidroxi—etoxi)—etil]—carbémico

Ester 3-({l-metil-1H-indol-3-il)=-4-(l-metil-6-nitro-1H-

indol—3-il) -2, 5-dioxo-2, 5-dihidro-pirrol-l-ilmetilico del

acido {(2«hidroxi-etil)-carbamico ‘
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Ester 3-{l-metil-1H-indol-3-il)=-4-(l-metil-6-nitro-1H-
indol—3-il)~2,5-dioxo-2,5-dihidro-pirrol-l-ilmetilico del
dcido (2-fosfonooxi-etil)-carbamico

{2~dietilamino-etil)-amida del &cido 3-{l-metil-1H-in-
dol-3-il)-4-(l-metil-6-nitro-1H-indol-3-il)-2, 5-dioxo-2, 5-
dihidro-pirrol-l-carboxilico

(6~dimetilamino-hexil)-amida del &cido 3-(l-metil-1H-
indol—3-il)—4-(l—metil-G—nitro-lﬂ-indol—B—il{—Z,5*dioxo-2,
5-dihidro-pirrol-l-carboxilico

(4-hidroxibutil)-amida del acido 3-(1-met11:1H-indol-
3-il)-4-(1-metil-6-nitro-1H-indol—3-il)-2, 5-dioxo-2,5-dihi-
dro-pirrol-l-carboxilico, ¥

Sal de sodio del éster mono-(4-{[3-(1l-metil-1H-indol-
3-il)-4~{l1-metil-6-nitro-1H-indol—3-1il) -2, 5-dioxo-2, 5-dihi-
dro-pirrol-l-carbonil]l-amino}-butilico del &cido fosférico.

19. Un compuesto seleccionado del grupc formado por:

Sal de sodio de mono-[3-{l-metil-1H-indol-3-il)-4-(1~-
metil-6-nitro-1H-indol-3-il)-2, 5-dioxo-2, 5~dihidro~-pirrol-
l1-ilmetilo] del &cido fosférico.

0-i2-{(2,5-dihidro-3-(1-metil-1H-indol-3-il)~4-(1l-me-
til-6-nitro-1H-indol~3-il) -2, 5-dioxo-2, 5S-dihidro-pirrol-1-
illmetoxicarbonil]etil]~0'-metilpolietilenglicol 2000,

Sal de sodio del éster mono-{4-{(3-(1l-metil-1H-indol-3-
il)-4=-(1-metil~6-nitro-1H-indol-il)-2, 5~dioxo-2, 5-dihidro-
pirrol-l-carbonil]-amino}-butilico) del acido fosférico,

Trifluorcacetato de l-metil-3-[3-~(l-metil-1H-indol-3-
il)—4—(l-metil—6—nitro—1H-indol-il)-2,5-dioxo—2,5—dihidrg;
pirrol—1-ilmetoxicarbonil]-piridinio:_zj_

LT
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0-1{2-[[12,5-dihidro-3-(1-metil-1H-indol-3-il)-4-({1-me-
til-6-nitro-l1H-indol-3-il)-2, 5~dioxo-1H-pirrol-1-il]metoxil]
carbonil]metil}-0'-metilpolietilenglicol 2000.

20. Una composicidn farmacéutica que contiene como
ingrediente activo una cantidad efectiva de un compuesto de
la reivindicacién 1, y una carga o excipiente farmacéutica-
mente aceptable.

21. La compoéicién farmadéutica de la reivindicacién
20, la c al/gg—;aecuada_ggfi la administracién parenteral.

'i;i Empleg de una cantidad terapéuticamenfa efectiva
de un coﬁp to de acuerdo con la reivindicacién 1, [para € 1
tratamientefde un trastorno proliferativo celular. fd - ESPjL

23. 1l empl de la reivindicacién 22, en donde el
trastorno p:eiigngtivo celular es el cancer. -

24. El e ey de la reivindicacién 23, en donde el

cancer es unytumor|sélido. _, :be—
.7 - _
25./ EI eripl ;de la reivindicacién 23, en donde el

[

'cance; es .__ganéZr)de_mama. colon o pulmones;/"_'_;“‘}
Q;\\;__’:::7L_’1
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Septiembre 23, 2000 ' CASO No. 20°500
Traduccién Oficial No. 0298

REF: F. HOFFMANN-LA ROCHE AG

Certificacién No. 1805, expedida por el Consulado de Colombia en Washington, Estados
Unidos, en la fecha de Juljo 18 del afio 2000, con firma de la Vicecénsul de Colombia,
Dra. Jaqueline Espitia Arias

Hay sello del Consulado de Colombia en la ciudad de Washington, Estados Unidos de
América.

Sellos de Legalizacién: Ministerio de Relaciones Exteriores, No. 341673, Firma Ia Vlce-
cénsul de Colombia, Jaqueline Espitia .

'Q

Sellos de Legalizacién: Ministerio de Relaciones Exteriores, fecha Septlembte 2 del aﬁo

Zlgo%‘Hom 2:42, Firma Jefe de Legalizaciones de Santafé de Bogot4, D.
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ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
DEPARTAMENTO DE ESTADO

A aquellos a quienes interesa el presente Documento:

Yo, por el presente documento adjunto, certifico que el sello de patente y
la Oficina de Marcas y Patentes, del Departamento de Comercio de Los
Estados Unidos de América, reconoce que dicho sello da plena fé y

credito.*

EN TESTIMONIO DE LO ANTERIOR, yo, Alan Larson, actuando como
Secretario de stado, he fijado el sello del Departamento de Estado, asf como
mi nombre fue subscrito por el Funcionario Asistente de Autenticaciones
de dicho Departamento en la ciudad de Washington, en el Distrito de

Columbia, el dia catorce de Julio del afto 2000.

Departamento de Estado AR L



ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE LOS ESTADOS UNIDOS
Oficina de Marcas y Patentes de Los Estados Unidos

Julio 11, 2000

POR MEDIO DE LA PRESENTE SE CERTIFICA QUE SE ADJUNTA UNA COPMA DE LOS
REGISTROS DE UN DOCUMENTO DE ESTA OFICINA, CON FECHA DE REGISTRO DE

MARZO 20, 2000.

Autorizado por: COMISIONADO DE MARCAS Y PATENFES—

~ -‘:‘
Funcionario Encargado: L. EDELEN. vad gt
o qoft e "
Hay firma del Funcionario L. EDELEN ﬁ‘“::;v‘ ¢ r._r_vi""i:,.- '
0'1 " ﬁs,e'" 1 f"'
(¥}
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N o. de Expediente: 1094P

Para el Honorable Comisionado de Marcas v Patentes; Favor presentar el documento
original adjunto o una copia de! mismo.

Nombre del Cedente :

1) Nader Fotouhi

2) Norman Kong

3) Emily Aigun Liu

4) Allen John Lovey

5) John Guilfoyle Mullin, Jr.

2. Nombre y Direccién del Cesionario:
Nombre: HOFFMANN-LA ROCHE, INC.
Direccién:

Nombres de Cedentes adicionales:

Cedentes anexos ?[ 1Si [ x] No

3. Naturaleza de cesién
cﬂ"f‘a
o \ W

[x] Traspaso R o, L
: P ™ e
. ‘1‘“‘ ] i
| 1 Fusién .3&":"

[ 1 Seguros de Garantfa
| 1 Cambio Razén Social
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Fecha de celebracién: Octubre 8, 1999
Octubre 11, 1999

Direccién: 340 KINGSLAND STREET

Ciudad: NUTLEY

Estado: Nueva Jersey

Cédigo Postal: 07110

Nombres adicionales y Direcciones adjuntas: [ ] Si  [x]No

4. Nimero (s) de Solicitud de Patente o ndimero(s) de patente:

Si este documento se presenta junto con una nueva solicitud, la feha de presentacién de la
Solicitud es:

A. No. (s) Solicitud de Patente B. Patente No.

No SERIAL DE SOLICITUD DE PATENTE PROVISONAL: 60/158,860,
PRESENTADA EL 12 DE OCTUBRE DE 1999.

Se adjuntan nimeros adicionales ? [] Si  [x] No

5. Nombre y direccién del Cesionario a quien se le debe epyi pondencia

Ll
relacionada con este documento: M,,.. : .rl -
e R Y
Nombre: GEORGE W. JOHNSTON  #e\pt¢ T0 ot



Direccién Interna:
HOFFMANN-LA ROCHE INC
PATENT LAW DEPARTMENT
340 KINGSLAND STREET
NUTLEY, NJ. 07110

Nimero total de Solicitudes y Patentes: UNA

Total Monto Honorarios
(37 C6digo de Regulaciones Federales 3.41).....$40.00

[x]  Autorizacién para cobro a la Cuenta Corriente.

[x]  Autorizacién para cobro porinsuficiencia de pago a la Cuenta Corriente.

Nidmero de Cuenta Corriente:
| 08-2525
Declaracién y Firma

Certifico de acuerdo a mi entero conocimiento y fé que la anterior informacién es
fiel verdadera y que cualquier copia anexa es una copia del documento original.
Nombre del firmante: PATRICIA S. ROCHA-TRAMALONI

FIRMA: PATRICIA S. ROCHA-TRAMALONI

Fecha: Malzo 15, 2000

Contacto: Lou Ann Donatoni

Telefono: (973) 235-4389 h&
Fax: (973) 235-2363

Ndmero total de pAginas incluyendo la portada, anex



TRASPASO

CONSIDERANDOQUE:
Nader, Fotouhi, Norman Keng, Emily Aijun Liu, Allen John Lovey y John Guilfoyle
Mullin, Jr.

(Cedentes) han inventado ciertas mejoras itiles, las cuales se describen y reivindican en la
solicitud de Patentes de Los Estados Unidos e identificadas con el expediente No. 1094P,
Hamado:

PIRROLES SUBSTITUIDOS APTOS PARA INFUSION CONTINUADA

CONSIDERANDO QUE: HOFFMANN - LA ROCHE INC, Una empresa constituida y
existente bajo y por virtud de las leyes del estado de Nueva Jersey, la cual tiene sede
principal de Negocios en NUTLEY, desea adquirir el interés total de dicho invento, dicha
solicitud y la patente a obtenerse para la misma.

POR LO TANTQ: Habiendo recibido como compensacién I suma de un délar y otras
compensaciones valiosas entregadas a nosotros personalmente, y de la cual se acusa recibo
y se da testimonio de su suficiencia, hemos vendido, cedido y por la presente vendemos,
cedemos, entregamos a HOFFMANN LA ROCHE INC. (Cesionario) y a los
representantes y sucesores legales de dicho cesionario, los derechos completos, titulos e
interés a nivel mundial, sobre dicho invento y solicitnd , asf como también sobrewalquier
solicitud posterior de patente o patente extranjera de Los Estado echa de
M«n,.‘,"ﬁ‘i‘f;‘
a9t 7



prioridad de dicha solicitud, bajo cualquier ley estadounidense, convencién Internacional o ?6
tratado; y por la presente autorizamos y solicitamos la expedicion de dichas patentes

extranjeras y nacionales de acuerdo a los términos de este convenio.

DE ACUERDO A LO ANTERIOR: Por el presente, convenimos y acordamos con el
mencionado Cesionario, que no firmaremos ningdn documento escrito, ni realizaremos
ningiin acto que pueda entrar en conflicto con el presente, y que en cualquier momento,
cuando asf se solicite, sin condiciones adicionales, pero por cuenta de dicho cesionario,
firmaremos dichos traspasos que fueran necesarios y otros documentos para realizar los
actos que dicho Cesionarios estimen necesarios o convenientes para perfeccionar el goce de
dicho Cesionario de esta concesién y suministrar toda la asistencia que fuera necesaria para
realizar solicitudes y para obtener patentes provisionales, originales, continuas,
continuacién parcial, divisorias, reexpedidas, revisadas por segunda vez o ampliadas de
Los Estados Unidos o de cualquier pais extranjero sobre dicho invento y en la solicitud de
cualquier derecho u opcién de accién que se acumule como resultado de dicha solicitud de
patentes, incluyendo pero sin limitaci6n a dar testimonio en cualquier actuacién de
transacciones relacionadas con dichas solicitudes de patentes y firmar declaraciones
preliminares y otras declaraciones juradas, se sol!keﬁende que el anterior convenio y
acuerdo obligaré y se interpretard en beng de los Cesionarios y representantes legales
de las partes del presente. Q _,‘.c“.
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EN TESTIMONIO DE LO ANTERIOR, yo, Alan Larson, actuando como
Secretario de Estado, he fijado el sello del Departamento de Estado el dfa 8
de Octubre de 1999,

Nueva Jersey, Estados Unidos ‘./



R IMI

ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
ESTADO DENUEVA JERSEY
CONDADO DE ESSEX

El dfa 8 de Octubre de 1999, comparecié ante mi personalmente:

JOHN GUILFOYLE MULLIN, JR.
reconocido como la persona descrita en el traspaso anterior, quien afirmé tener
conocimiento sobre la celebracién del traspaso anterior para sus propios y libres propésitos
respecto al mismo.
Firma:
NELLIE A. DANZI

NOTARIO PUBLICO DE NUEVA JERSEY
Mi Comisién vence el 22 de julio del afio 2000.

10



EN TESTIMONIO DE LO ANTERIOR, yo, Alan Larson, actuando como
Secretario de Estado, he fijado el sello del Departamento de Estado el dfa 8
de Octubre de 1999.

Nueva Jersey, Estados Unidos

Nader Fotouhi
Norman Kong
Emily Aijun Liu
Allen John Lovey

RECONOQCIMI

ESTADOS UNIDOS DE AMFRICA
ESTADODENUEVA JERSEY
CONDADO DE ESSEX

El dfa 11 de Octubre de 1999, comparecieron ante mi personalmente:
Nader Fotouhi, Norman Kong , Emily Aijun Liu, Allen John Lovey

reconocidos como las personas descritas en el traspaso anterior, quienes aﬁrE,Izner
i

conocimiento sobre la celebracién del traspaso anterior para li

respecto al mismo. W . .:.:
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Firma:

LOU ANN DONATONI

NOTARIO PUBLICO DE NUEVA JERSEY

Mi Comisién vence el 26 de Marzo del afio 2003.
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CONSULADO DE COLOMBIA
WASHINGTON, D.C.

EL CONSULADO DE COLOMBIA
' " CERTIFICA: )

N oD

Que es auténtica la firma de PATRICK O. HATCHETT.
quieneldia 14 DE JULIO DEL 2000

desempefiaba ias funciones de OFICIAL DE AUTENTICACIONES DEPARTAMENTO DE ESTADO.

a cual aparace al pie de los documentos anexos relacionados con CERTIFICADO.

Dado en Washington, D.C. a los DIECIOCHO (18) /] dias det mes de
JULIO.

del afio dos mil (2000)

Pagado mpuesio de Thmbre—g ) —
Pagado Deracho Consular...! —

—

Total = JAQUE

(E1 Consulado no asume ninguna Vicecénshl o
responsabllidad por el contenido de los
documentos anexos)
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DEPARTMENT OF STATE
To all to whom these presents shall come, Greetings:

" _'360
A ]
I Certify That the document hereunto annexed is under the
Seal of the Patent and Trademark Office, Department of Commerce,
- United States of America, and that such Seal is entitled to full

' faith and credit.*

In testimony whereof, I, Alan Larson, Acting
. Secretary of State , have hereunto caused the
- seal of the Department of State to be affixed and
my name subscribed by the Assistant
Authentication Officer, of the said Department,
at the city of Washington, in the District of
Columbia, this fourteenth day of July, 2000.-

Acting Secretary of State

lased persoent to CHXIV, State of By \\\
Sept. 1S, 1789, 1 Siae. 63-69; 12 i ; :

USC 2687 22 USC 2651e. 3 USC Assistant Authentication Officer,

301: 28 USE 1733 2. seq.: B USC Department of State

1443(1); RULE 44 Federal Rules of

Civil Procades. “For the contents of the annexed document,the Department assumes no

responsibility

—— This certificate is not valid if it is removed or altered in any way whatsoever

. .cf'
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TO AL TOWHOMTHESI: PRESENIS), SHANY, COMEy

UNITED STATES DEPARTMENT OF COMMERCE
) United States Patent and Trademark Office

July 11, 2000

THIS IS TO CERTIFY THAT ANNEXED IS A TRUE COPY FROM THE
RECORDS OF THIS OFFICE OF A DOCUMENT RECORDED ON
March 20, 2000.

By Authority of the
DMMISSIONER OF PATENTS AND TRADEMARKS

g Fel_
L. EDELEN
Certifying Officer

m—

DISTATESOFAMERICIY
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. , : U.S. DEPARTMENT OF COMMERCE
. Patent and Trademark Office

04 -26-2000

pannn -

101336468

Case Docket No. 1094P : '

—— . —
——— - ——

i e
S R oot —

To the Honorabie Sommissioner of Patenta and Trademarks:
original documenta or copy thereof.

Please record the attached

1. Name of convey. ng party(ies): 2. Name and address of receiving party(ies):

1) Nader Fotouhi

2) Noyman Kong

3) Emily Airun Liu

4) Allen Joln

5) John Cuilfoyle Mallin, Jr.

Name: __ ROFIMANN-LA ROCHR INC.

Internal Addresa:

Additional name(s) c':f conveying

‘Artyliesl actached?  Yes _X No

3. Nature of conveyance:

_X Assignment __ Mexger Street Address: 340 KINGSLAMD STREET
_. Security Agreement __ Change of Name

__ Ocher _ __

City:_ NUTLEY Btate: XY Zip: 07110

Bxecution Date:_ §) OCIOBER 8, 1993

Additional name{s) & address{es) attached:
OCTOBRER 11, 1999

__.Yes _X Wo

i —— —

4. Appl:cation number(s) or patent aumber(s):

If this document is being filed together with a new application, the axecution date of
the application is: . .

A. Patent Aprlication No. (s) B. Patent No.(sm)

U.8. PROVISIOMAL APPLX. SEN. WO.: 60/154,160, FILED: OCTOBRER 12, 1%%%

Additional numbers attached? __ Yes X No

— - AN

9,60 IWvydd 812010 1334

NE
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Page 2 of 2 . .

5. Name and address of party to whom

cor“Pxpondence concerning document
shoU 2" be mailad:

Name : W. JOHNSTON

6. Total number of applications and patents§.=
involved:_ ONE o

Incernal Addreas:

HOFFMANN-LA ROCHE IMC.

PATENT LAN DEPARTMENT

Street address: 340 KINGSLAND STREET

City: NUTLEY 3State: MJ Zip:

07110

7. Total ‘fee (37 CFR 3.41)....

_X Authorized to be charged to deposit
account

_X Authorized any deficiencies

tc be
charged to deposit account

8. Deposit account number:

A ———

DO NOT USEZ THIS SPACE T

9. tatement and signature.

To the best of my knowledge and helief, the foregoing information is true and correct
and any attacied copy is a true copy of the original document.

PATRICIA 5. ROCHA-TRAMALONI
Name of Person Signing

CONTACT : Lou Ann Donatoni
TELEPHONE: {973) 235-4189
FAX:

(973) 235-2363

Total number of pages including cover sheet, attachments and document:

64785

. — -
7 I‘-/-""’ /’ -
e i

L -

MARCE 15, 2000
- Date

Signature

.-$_40.00

1760 IWvH4d 812010 1334



JOINTINVENTION - - ' Case Docket No. 1094P

ASSIGNMENT

WHEKEAS. WE,
Nader Fotouhi. Norman Kong, Emily Aijun Liu, Allen John Lovey, and John Guilfoyle Mullin, Jr.

(Assignors) have invented certain new and useful improvements which are described and claimed
in application for United States Patent and identified as Case Docket No. 1094P, entitled -

SUBSTITUTED PYRROLES SUITABLE FOR CONTINUOUS INFUSION

WHEREAS, HOFFMANN-LA ROCHE INC., a corporation organized and existing under
and by virtuc of the laws of the State of New Jersey, and having its principal place of business at
Nutley. New Jersey, is desirous of acquiring the entire interest in and to said invention. said
application and the Patent to be obtained therefor; :

NOW', THEREFORE, for and in consideration of One Dollar ($1.00) and other good and
valuable consideration to us in hand paid, the receipt ard sufficiency whereof are "hereby
owledged. we have sold, assigned, and set over, and by these presents do hereby sell, assign.
alnd set over unto the said HOFFMANN-LA ROCHE INC. (Assignee), and said Assignee's legal
representatives, successors, the entire right, title and interest, for the whole world, in and to said
invention and said application, as well as any subsequent application which claims priority based
upon the filing date of said application identificd as Case Docket No. 1094P and the patents. both
domestic and foreign, that may or shall result therefrom including the right to claim in respect of
any subsequent United States and foreign patent applications and patents, the priority date of said
application under any United States statute and international convention or treaty; and we do
hereby authorize and request the issuance of said patents, domestic and foreign, conformably 10 the
terms of this Agreement.

UPON SAID CONSIDERATION, we do hereby covenant and agree with the said Assignee
that we will not execute any writing or do any act whatsoever conflicting with these presents, and
that we will at any time upon request, without further or additional consideration, but at the expense
of the said Assignee, execute such additional assignments and other writings afid do such ac‘ditional

13 as said Assignee may deem necessary or desirable to perfect the Assignee's’ enjoyment of this
t, and render all necessary assistance in making application for and obtaining provisional,
original, continuation, continuation-in-part, divisional, reissued, re-examined or extended Patent of
the United States or di‘any and all foreign countries on said invention, and in enforcing any rights
ur choses in action eocruing as a result of such applications or patents, including but not limited to.
giving testimony in anv proceedings or transactions involving such applications or patents, and
executing preliminary statements and other affidavits, it being understood that the foregoing
covenant and agreement shall bind and inure to the benefit of the assigns and legsl representatives
of all parties hereto. )

27

46

8260 JANvd4 812010 1334



IN WITNESS WHEREOF, we have hereumto set our hands and affixed our seals this 8th @

- w,i‘)”- | - gap

ew Jersey, US.A
% Guilfoyle %m. Jr.
ACKNOWLEDGMENT
United States of America)

State of New Jersey )
County of Essex )

On October 8, 1999, before me personally appeared
John Guilfoyle Mullin, Jr.

1o me known to be the persons described in the foregoing Assignment, who acknowledged that they
executed the foregoing Assignment of their own free will for the purposes therein set forth.

Jetdr {'-}LG_g.‘,

NELLIE A, DANZ}
h“dhh
‘uh'.am

6.60 INvH- 812010 1334
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INM'I‘NESSWHEREOF wehavehereumosetomhandsmdnfﬁxedourmlslhls i1th
. 1999,

Amegy oy >,

Nomnan Kong

ACKNOWLEDGMENT

States of America)
State of New Jursey )
County of Essex ) .

On October 11. 1999, before me personally appeared
Nader Fotouhi, Norman Kong, Emily Aijun Liu, and Allen John Lovey

10 me known to be the persons described in the foregoing Assignment, who acknowledged that they
executed the foregoing Assignment of their own free will for the purposes therein set forth.

LOU ANN DONATOM
Notary Public of New Jersey
Wy Cammission Expues March 26, 2003

M
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Septiembre 22, 2000 COLOMBIA X c’
Traduccién Oficial No. 0297 CASO No. 20500
REF: F. HOFFMANN - LAROCHE AG EXPEDIENTE No. 1094P

Certificacién expedida por el Consulado General de Colombia en Nueva Y ork, Estados
Unidos, en la fecha de Junio 21 del afio 2000 con firma del seiior Cénsul de Colombia José
David Name C.

Hay sello del Consulado de Colombia en l1a ciudad de Nueva York, Estados Unidos de
América. "

' min'le

Sellos de Legalizacién: Ministerio de Relaciones Exteriores, No. 341674, Firma el Seﬂor
Cénsul de Colombia, Dr. José D. Name C. iy, e

Sellos de Legalizacion: Ministerio de Relaciones Exteriores, fecha Septiembre 21 del afio
2000, Hora: 2:43, Firma Jefe de Legalizaciones de Santafé de Bogotd, D. C. Firrna :
ilegible. .

H
[T

-
I-.-‘

TRASPASO -ty

HOFFMANN-LA ROCHE INC.(CEDENTES), Una empresade Estado de Nueva .

Jersey, de los Estados Unidos de América, 1a cual tiene su sede principal de negoclos en

e m
H '
Jage 12, ole . s

Nutley, Nueva Jersey, Estados Unidos de América, por e presente traspasa az.. : ;

HOFFMANN - LA ROCHE AG (Cesionario)
124 Grenzacherstrasse, CH-4070 Basilea, Suiza

Todos sus derechos, titulos e interés, en todos los pafses a nivel mundial a excepcién de los
Estados Unidos, territorios y posesiones, sobre el invento descrito y reivindicado en una

solicitud para patentes de los Estados Unidos, me
n'fJ’

T Octubre 12, 1999, cuyo titulo es: ate



mgé_n___w mm__a_u____u_mﬁ
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Por: Nader Fotouhi, Norman Kong, Emily Aijun Liu, Allen John Lovey y John Guifoyle
Mullin, Jr..

Asi como también, sobre cualquier otra solicitud posterior en todos los pafses del mundo, a
excepeién de los Estados Unidos de América, territorios y posesiones, las cuales reclamen
esta solicitud, Expediente No. 1094P, como pnondad. ¥y con respecto a dicho invento y
todas las mencionadas solicitudes de patentes extranjeras o nacionales sobre dicha
invencidn, sobre la cual se firma el traspaso el 8 de Octubre de 1999, por parte de John
Guilfoyle Mullin, Jr. y un traspaso de todos los derechos, tftulos e interés a nivel mundial,
en favor del Cedente, fue firmado el 1] de agosto de 1999, por Nader Fotouhi, Norman
Kong, Emily Aijun Liu y Allen John Lovey.

Ese traspaso es para, pero no se limita a, los siguientes pafses y se hace a cambio de una

contraprestaci6n vélida, de la cual se acusa recibo y se da testimonio de su suficiencia.

Argentina, Australia, Austria, Bélgica, Brasil, Canad4, Chile, Repiiblica Checa,
Dinamarca, Finlandia, Francia, Alemania, Grecia, Hungria, Irlanda, Israel, Italia, Japén,
Kazakhstan, Corea, Luxemburgo, México, Ménaco, Pises Bajos, Nueva Zelandia, ‘
Noruega, Paquistén, Repiiblica de la Gente de China, Filipinas, Polonia, Portugal, Rusia,
Arabia Saudita, Sur Africa, Espafia, Suecia, Suiza, Taiwan, Reino Unido de Gran Bretafia

y Irlanda del Norte, Ucrania, Uruguay, Venezuela,

El Cedente expresamente traspasa al cesionario el derecho a presentar solicitudes de

patentes correspondientes en todos los pafses a nivel mundial con exce@

89”,,;49-0 n"‘"“
elad®
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by

Unidos de América y reivindicar fecha de prioridad bajo cualquier tratado o convenio
internacional con respecto a cualquiera de las solicitudes de patente (s), cedidas por el
Cedente de acuerdo con este traspaso. El Cedente, acuerda firmar cualquier traspaso
adicional y documentos escritos, asf como también realizar cualquier acto necesario
adicional para permitir que el Cesionario disfrute de todos los derechos del presente
traspaso.
Nutley, Nueva Jersey, U.S.A.
Fecha: Octubre 26, 1999
Firma: William H Epstein
Asistente Secretario
Hay firma del asistente Secretatio: Dr. William H. Epstein

RECONOCIMIENTO

El dia 26 de octubre de 1999, compareci6 personalmente WILLIAM H. EPSTEIN,
conocido por mi como la persona descrita en el traspaso anterior, quien reconocié haber
firmado el traspaso anterior a nombre de HOFFMANN-LA ROCHEINC,, y que el o ella
estfi facultado para firmar el traspaso anterior y ceder los derechos otorgados con dicho

traspaso.

LOU ANN DONATONI
Notario Piiblico de Nueva Jersey
Mi Comisién vence, Marzo 26, 2003

o iRl AF PR PR PR
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DECLARACION

El Cedente anteriormente mencionado, quien a través del abogado del Cedente de la Oficina
de Marcas y Patentes de los Estados Unidos de América, me ha informado que la Oficina
de Marcas y Patentes, ha otorgado el Ndmero de Serie: 60/158,860 y la fecha de
presentacidn, octubre 12 de 1999, a la solicitud de patente, indentificado como expediente
No. 10-94P del traspaso anterior.

El Cedente ademés declara que el 26 de octubre de 1999, su representante legal firm6 el
traspaso anterior y que en esa fecha el Cesionario traspasé a F. Hoffmann-1.2 Roche
AG, los derechos a reivindicarla fecha de prioridad de la solicitud de patente de los Estado
Unidos, arriba mencionada con respecto a cnalquier solicitud de patente extranjera

posteriormente mencionada.

HOFFMANN-LA ROCHE INC.
Firma: William H. Epstein
Secretario Asistente

Nutley, Nueva Jersey, USA

Date: Octubre 26, 1999 8 II
" ullh "
E":':‘:r:l r‘ i'nn m":' vl
AN lE ‘Aol
Estados Unidos de América) SO W e
Estado de Nueva Jersey )

Condado de Essex)
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RECONOCIMIENTO

El dia 26 de octubre de 1999, comparecié personalmente WILLIAM H. EPSTEIN,
cotiddido Por mi como la persona descrita en el traspaso anterior, quien reconocié haber
firmado el trdspaso anterior a nombre de HOFFMANN-LA ROCHE INC,, y que el o ella
esté facultado para firmar el traspaso anterior y ceder los derechos otorgados con dicho

traspaso.

LOU ANN DONATONI
Notario Piblico de Nueva Jersey
Mi Comisién vence, Marzp 26, 2003



N

Yo, Tesorero de Estado Nueva Jersey, por la presente certifico que:
LOU ANN DONATONI

El funcionario cuyo nombre aparece en este certificado de reconocimiento, prueba y
declaracién Jurada adjunta al documento anexo, prueba y declaracién juramentada, era en
la fecha de tomar dicho reconocimiento, prucba y declaracidn juramentada, Notario
Pdéblico, para el Estado de Nueva Jersey debidamente nombrado y juramentado y era como
tal un funcionario de dicho estado, debidamente autorizado por las leyes del mismo, para
tomar y certificar la prueba y reconocimientos y escrituras y otros documentos escritos que

vayan a registrase en dicho estado y que sus actos oficiales merecen plena fe y crédito.

En testimonio de lo anterior, he firmado y fijado mi sello oficial en Trenton hoy dfa 14 de
Junio del afio 2000.

Hay firma del Dr. Roland M Machold .

TESORERO ‘\

Hay sello del estado de Nueva Jersey Qﬁoy’
2 Y
0 O X
o
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CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA q {

10 EAST 46TH STREET, NUEVA YORK, NY 10017
TEL. (212) 370-0004 FAX (212) 972-1725

EL SUSCRITO CONSUL DE coLomBlA JUN 2 { 2008
VISTOS L.OS DOCUMENTOS PRESENTADOS POR LOS INTERESADOS

CERTIFICA

Que el Sefior (a), ROLAND M MACHOLDS Tesorero del Estado de New Jersey
verificé la firma de (el) (la) sefior(a) LOU ANN DONATONI como Notario
publico para el estado de New Jersey y que la firma y sello que aparecen en el
documento adjunto son los que usa y acostumbra en sus actos oficiales.

Que la Notario(a) arriba mencionado(a) verifico las firma del sefjor(a) WILLIAM
H EPSTEIN quien firma sl documento adjuntio en su calidad dé SECRETARIO
de HOFFMANN-LA ROCHE INC. Corporacién organizada, legaimente y
existente de conformidad con las leyes de Los Estados Unidos de Norte
América..

Que ha tenido a la vista los documentos probatorios de los hechos citados y
constatados por el Tesorero del Estado de New Jersey, y la notario piblica del
mismo estado, los cuales forman parte integral de! precedente documento.

Se expide la presente certificacién en cumplimiento de los articulos 259 del
Cadigo de Procedimiento Civil y 480 del Cédigo de Comercio y a solicitud del
interesado a los 21 dias del mes de junio del 2000. e

NO SE ASUME RESPONSABILIDAD POR EL CONTENIDO DEL
DOCUMENTO ADJUNTO.

PAGADO IMPUESTO DE TIMBRE Y DERECHOS CONFTILAT=-

Name C.
de Colombia
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COLOMBIA M

Case 20500
3 Case Docket No. 1094P Clé

ASSIGNMENT

HOFFMANN-LA ROCHE INC. (Assignor), a corporation of the State of New Jersey, United States of
America, having its principal place of business at Nutley, New Jersey, United States of America, hereby assigns to

F.HOFFMANN-LA ROCHE AG (Assignee)
124 Grenzacherstrasse, CH-4070 Basle, Swatzerland

all of its right, title and interest for all countries of the world except the United States of America and its territories
and possessions, in and to the invention described and claimed in an application for United States Patent, Case
Docket No.1094P, filed on October 12, 1999, entitled

SUBSTITUTED PYRROLES SUITABLE FOR CONTINUOUS INFUSION
by Nader Fotouhi, Norman Kong, Emily Aijun Liu, Allen John Lovey and John Guilfoyle Mullin, Jr.

as well as in any subsequent application(s) in all countries of the world, except the United States of America
and its territories and possessions, which subsequent application(s) claims this application, Case Docket No.
1094P, as priority; and in respect of which invention and all such patent applications, domestic and foreign,
on said invention, an assignment of all right, title and interest therein, for the whole world, in favor of
Assignor was executed on October 8, 1999 by John Guilfoyle Mullin, Jr. and an assignment of all right, title
and interest therein, for the whole world, in favor of Assignor was executed on October 11, 1999 by Nader
Fotouhi, Norman Kong, Emily Aijun Liu and Allen John Lovey.

The present assignment is for, but is not limited to, the following countries and is for good and valuable
consideration, the receipt and sufficiency of which is hereby acknowledged:

Argentina, Australia, Austria, Belgium, Brazil, Canada, Chile, Czech Republic, Denmark, Finland, France,
Germany, Greece, Hungary, Ireland, Israel, ltaly, Japan, Kazakhstan, Korea, Luxembourg, Mexico, Monaco,
Netherlands, New Zealand, NGrway, Pakistan, People's Republic of China, Philippines, Poland, Portugal,
Russin, S suming, J0uiin Alvien Spain, Swerien, Switzerland, Taiwan, United Kingdom af Greai Biivain
and Northern Ireland, Ukraine,'Uruguay, Venezuela. .
/ !

Assignor expressly assigns to Assignee the right to file corresponding patent applications-in all countries of
the world except the United States of America and to claim the priority date under any international treaty or
convention of any of the above U.S. patent application(s) assigned by Assignor in this present Assignment.
Assignor agrees to execute any additional assignments and writings as well as to perform any additional acts
necessary to enable Assignee to enjoy the full rights of the present Assignment.

Nutley, New Jersey, U.S.A. HOFFMANN-LA ROCHE INC.

Date: Qctober 26, 1999
oy 1/ (,@/7\/ o

William H. Epstein
Assistant Secretary




) ACKNOWLEDGMENT

)

S’

On October 26, 1999, before me personally appeared William H. Epstein to me known to be the person
described in the foregoing Assignment, who acknowledged that (s)he executed the foregoing Assignment on
behalf of Hoffmann-La Roche Inc., and that (s)he is empowered to execute the foregoing Assignment and
to convey the rights granted thereunder. .

LOU ANN DONRTONI
Notary Public of New. Jersey
My Commission Expires March 2, 2003
STATEMENT R

The aforementioned Assignor states that through Assignor’s attorneys, the U.S. Patent and Trademark Office
has informed me that that Office hds given Serial Number 60/158,860 and filing date of October 12, 1999 to
the United States patent application referred to as Case Docket No. 1094P in the foregoing Assignment.

Assignor further states that on October 26, 1999, its repres} ative executed the foregoing Assignment and
on that date Asgjgnor did assign to F.Hoffmann-La Roche T\Ne right to claim the priority date of the
above-mentioned U.S. patent application in respect of any subsequent corresponding foreign application and
patents.

HOFFMANN-LA ROCHE INC,

~
By: /I/l)r&/ 7! )]
William H. Epstein/ —
Assistant Secretary

Nutley, New Jersey, U.S.A.
Date: October 26, 1000

ACKNOWLEDGMENT
United States of America )
State of New Jersey )
County of Essex )

On October 26, 1999, before me personally appeared William H. Epstein, to me known to be the person
described in the foregoing Assignment, who acknowledged that (s)he executed the foregoing Assignment on
behalf of Hoffmann-La Rache Inc., and that (s)he is empowered to execute the foregoing Assignment and
to convey the rights granted thereunder.

LOU ANN DONATONI ;
55386 Notary Public of New Jersey -
My Commission Expires March 26, 2003 .~
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0 THE TREASURER OF THE STATE OF NEW JERSEY, DO HEREBY :

§

i

CERTIFY THAT

am
I

0

LOU ANN DONATONI
THE OFFICER WHOSE NAME IS SUBSCRIBED TO THE CERTIFICATE

OF ACKNOWLEDGEMENT, PROOF OR AFFIDAVIT ATTACHED TO THE

Tl

ANNEXED INSTRUMENT, WAS AT THE TIME OF TAKING SAID

I

?.

ACKNOWLEDGEMENT, PROOF OR AFFIDAVIT A NOTARY PUBLIC,

i

IN AND FOR THE STATE OF NEW JERSEY, DULY COMMISSIONED

il

AND SWORN AND WAS, AS SUCH, AN OFFICER OF SAID STATE,

i

DULY AUTHORIZED BY THE LAWS THEREQF TO TAKE AND

A
)

A
\
v

CERTIFY THE SAME, AS' WELL AS TO TAKE AND CERTIFY THE

Il
il

PROOF AND ACKNOWLEDGEMENT OF DEEDS AND OTHER INSTRUMENTS

;

IN WRITING TO BE RECORDED IN SAID STATE, AND THAT FULL

i

FAITH AND CREDIT ARE AND OQUGHT TO BE GIVEN TO HIS OFFICIAL

:

ACTS.

i

i.

i

A

IN TESTIMONY WHEREOF, I HAVE
HEREUNTO SET MY HAND AND AFFIXED
MY OFFICIAL SEAL AT TRENTON, THIS
14TH DAY OF JUNE

A.D. 2000.

T

RAM\ b Vo, an\ )

Roland M Machold
TREASURER

i

. e———

r
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PATENTE DE INVENCION [/  MODELO DE UTILIDAD| |

«  Nombre e identificacién del Solicitante CL) vl

«  Nombre e identiicacion del Inventor C)) , [’]/

« Titulo 0 nombre de la Invencién C.L) d

o Descripcion C6 ) : (1
Y Reivindicaciones GO) []

» Resumen S ) []

« Comprobante de Pago CZ) []

COMPLETAH/ ' INCOMPLETA [ |

oD

“

Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

DISERO INDUSTRIAL{ ]

« Nombre e identificacion del peticionario []
. Nombre e identificacién del inventor o disefiador []
« Indicacion del género de productos para los cuales debe utilizarse f]
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INFORME DE PROTOCOLO

Expediente _ 00-76949

Facha:_1]l de octubre del 2000.

86 certifica que:

Desde fecha 22 de junio de 1994 .
del folio __76.618 al folio __ 76,623  del
libro de Protocolo NQ___ 259 ., obra el poder

NO 15,256 _ conferido por _F. HOFFMANN
LA _ROCHE A.G.

__ domiciliado{a) en _Basilea -~ Suiza

—al doctor JOSE LLOREDA CAMACHO Y/©

ALFONSO LLOREDA CAMACHO v/0 JOSE ANTONIO
LLOREDA

Representante en Santafé de Bogotd D.C. Los

- Facultad para desistir _S8I

Revisado 202022 .
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Bogota, D.C.

Doctor

JOSE ANTONIO LLOREDA

Representante

REFERENCIA: Radicacién No. 00076949
Tramite 002
Evento : 001
Actuacion 430
Oficio No. 0241
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la Decisién
486 de la Comisién de la Comunidad Andina, se le comunica que:

Debe allegar copia del documento en que consta la cesién del derecho a la patente otorgado por
el inventor al solicitante o a su causante. (Art.26-k).

En cumplimiento del articulo 39 de la Decisién 488 de la Comisién de la Comunidad Andina, se
le requiere para que dentro del {érmino de dos (2) meses siguientes a la facha de notificacién del
presenté oficio, complete los requisiios anteriormente enunciados. En caso de no dar
cumplimiento al presente requerimiento, ia solicitud se considerard abandonada y perderéd su
. prelaciéon.

Notifiquese e presents oficio conforme a b dispuesto en el articulo 8 de la Resolucién
Reglamentaria No. 210 d e enero del 2001.

ESPEDES DE VERGEL
ién de Nuevas Creaciones

El anterior requerimiento fue notificado por fijacién en lista de fecha ll 6 FEB. 2001

Sa recusrda al interesado que debe prasantar, dentro de los discisdls meses signdentes contados a partir de la fecha da presentacidn
de la solicitud cuya prioridad se invoca, copia de la misma certificada por la autoridad qua la expidid, un certificado de la fecha de
presentacién de esa soliciiud axpedida por la misma sutoridad y, en los casos en que haya lugar, la traduccidn simple del capitul o
reivindicatordo. El hcumplimiento de éste plazo, acarrearns in pérdida de la prioridad Invocada.
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Carrera 13 No. 2700 Pisos 5y 10
Conmutador: 334 12 21
Fax: 281 31 25 .
Santa Fe de Bogot3, D.C., Colombia



