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(-)-TRANS-3-(5,6-DIHIDRO-4H-PIRROLO [3,2,1-1J] QUINOLIN-1-IL)-4- (1H-
INDOL-3-IL) PIRROLIDIN-2,5-DIONA QUIRALMENTE PURA, COMPOSICIONES
QUE LA CONTIENEN Y METODOS DE PREPARACION DE LAS MISMAS

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reclama prioridad a, y el beneficio de, la Solicitud Provisional
de los Estados Unidos No. 61/289,563, presentada el 23 de diciembre de 2009.

Esta solicitud se incorpora en esta especificacion por referencia en su totalidad.
ARTE PREVIO DE LA INVENCION

El cancer es la segunda causa principal de muerte en los Estados Unidos,
superada Unicamente por la cardiopatia. (Cancer Facts and Figures 2004,
American Cancer Society, Inc.) A pesar de los recientes avances en el diagnéstico
y tratamiento del cancer, la cirugia y la radioterapia pueden ser curativas si el
cancer se detecta a tiempo, pero las actuales terapias con farmacos para la
enfermedad metastasica son en su mayor parte paliativas y, rara vez, ofrecen una
cura a largo plazo. Incluso con las nuevas quimioterapias que ingresan al
mercado, subsiste la necesidad de nuevos farmacos efectivos en monoterapia o
en combinacién con agentes existentes como terapia de primera linea, y como

terapias de segunda y tercera linea en el tratamiento de tumores resistentes.

Las células cancerigenas ("cancer cells”) son por definicion heterogéneas.
Por - ejemplo, en un solo tejido o tipo de células, multiples "mecanismos”
mutacionales pueden conducir al desarrollo de cancer. Como tales, con frecuencia
existe heterogeneidad entre células cancerigenas extraidas de tumores del mismo
tejido y el mismo tipo que se han originado en diferentes individuos. "Mecanismos”
mutacionales frecuentemente observados, asociados con algunos canceres
pueden diferir entre un tipo de tejido y otro (v.g., "mecanismos" mutacionales
frecuentemente observados que conducen a cancer de colon pueden diferir de
"mecanismos" mutacionales frecuentemente observados que conducen a
leucemias). Por consiguiente, a menudo es dificil predecir si un cancer particular
respondera a un agente quimioterapéutico particular. (Cancer Medicine, 5™ edition,
Bast et al., B.C. Decker Inc., Hamilton, Ontario).
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Componentes de las vias de transduccion de sefiales celulares que regulan
el crecimiento y diferenciacion de células normales, cuando se desregulan,
pueden conducir al desarrollo de trastornos proliferativos celulares y cancer.
Mutaciones en proteinas de sefalizacion celular pueden hacer que tales proteinas
se expresen o activen en niveles inapropiados o en momentos inapropiados
durante el ciclo celular lo que, a su vez, puede llevar a un crecimiento celular
incontrolado o cambios en las propiedades de adhesién célula a célula. Por
ejemplo, las desregulacion de tirosina cinasas de receptor por mutacion,
reordenamiento de genes, amplificacién génica y sobreexpresion tanto de receptor
como de ligando han estado implicados en el desarrollo y evolucion de canceres
humanos.

La tirosina cinasa de receptor c-Met es el Unico receptor de alta afinidad
conocido para el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF - hepatocyte growth
factor), también conocido como factor de dispersion. La unién del HGF al dominio
de unién de ligando extracelular c-Met tiene como resultado la multimerizacion del
receptor y la fosforilacion de multiples residuos de tirosina en la porcion
intracelular de c-Met. La activacion de c-Met se traduce en la unién y fosforilacion
de proteinas adaptadoras tales como Gab-1, Grb-2, Shc, y ¢c-Cbl, y la subsiguiente
activacion de transductores de sefales tales como PI3K, PLC-y, STATs, ERK1y 2
y FAK. c-Met y HGF se expresan en numerosos tejidos, y su expresion se
restringe por lo general predominantemente a las células de origen epitelial y
mesenquimatoso, respectivamente. c-Met y HGF se encuentran desregulados en
canceres humanos y pueden contribuir a la desregulacién del crecimiento celular,
diseminacion de células tumorales, e invasion del tumor durante la evolucién de la
enfermedad y la metastasis (véase, v.g., Journal of Clinical Investigation 109: 863-
867 (2002) y Cancer Cell paginas 5-6, julio de 2004). c-Met y HGF se encuentran
altamente expresados en relacién con el tejido circundante en numerosos
canceres, y su expresion se correlacionav con un diagnostico deficiente y la faita de
respuesta a tratamientos clinicos estandar. (Véase, v.g., Journal of Cellular
Biochemistry 86: 665-677 (2002); Int. J Cancer (Pred. Oncol.) 74: 301-309 (1997),
Clinical Cancer Research 9: 1480-1488 (2003); y Cancer Research 62: 589-596
(2002)). Sin pretender quedar limitados por alguna teoria, c-Met y HGF pueden
proteger los tumores contra la muerte celular inducida por agentes que dafian el
ADN y, como tales, pueden contribuir a la quimiorresistencia y radiorresistencia de
los tumores. Sin pretender quedar limitados por alguna teoria, los inhibidores de c-
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Met pueden ser Utiles como agentes terapéuticos en el tratamiento de trastornos
proliferativos, incluyendo cancer de mama. (Véase, v.g., Cancer and Metastasis
Reviews 22: 309-325 (2003)). Por consiguiente, se requieren nuevos compuestos
y métodos para modular estos factores y tratar cancer. La presente invencion

aborda estas necesidades.
RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona un polimorfo de forma 1 de (-)-trans-3-
(5,6-dihidro-4H-pirrolo  [3,2,1-§] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona
caracterizado por un patron de difraccion de rayos X de polvo que comprende
picos en aproximadamente 8.2, 10.8 y 14.1 °26 empleando radiacion Cu Ka. En
algunas modalidades, el polimorfo puede caracterizarse igualmente por un patrén
de difraccién de rayos X de polvo que comprende picos en aproximadamente 8.2,
10.8, 14.1, 15.5, 17.8, 19.9 y 25.6 °26 empleando radiacion Cu Ka. En otras
modalidades, el polimorfo puede caracterizarse igualmente por un patréon de
difraccién de rayos X de polvo que comprende picos en aproximadamente 8.2,
10.8, 14.1, 14.9, 15.5, 17.1, 17.8, 19.4, 19.9, 21.1, 21.9, 23.0, 25.6 y 28.4 °20

empleando radiacion Cu Ka.

La presente invencion proporciona ademas un polimorfo de forma 2 de (-)-
trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-jj] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-
diona caracterizado por un patron de difraccion de rayos X de polvo que
comprende picos en aproximadamente 6.5, 9.9 y 12.0 °26 empleando radiacion Cu
Ka. En algunas modalidades, el polimorfo puede caracterizarse igualmente por un
patron de difraccion de rayos X de polvo que comprende picos en
aproximadamente 6.5, 9.9, 12.0, 16.7, 20.1 y 22.8 °26 émpleando radiacién Cu
Ka. En otras modalidades, el polimorfo puede caracterizarse igualmente por un
patron de difraccion de rayos X de polvo que comprende picos en
aproximadamente 6.5, 9.9, 12.0, 13.2, 16.4, 16.7, 17.2, 20.1, 20.3, 20.8, 22.8,
23.7, 28.6 y 30.4 °26 empleando radiacién Cu Ka.

La presente invencion proporciona asimismo una (t)-frans-3-(5,6-dihidro-
4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona diclorometano
y una composicion que contiene (+)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij]

quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona diclorometano. La composicion
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puede contener mas de 90%, mas de 95% o mas de 99% de (x)-trans-3-(5,6-
dihidro-4H-pirrolo ~ [3,2,1-j]  quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)  pirrolidin-2,5-diona

diclorometano.

La presente invencién proporciona también una (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-
pirrolo  [3,2,1-if] quinolin-1-il)—4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona-(1S,2S5)-(+)-
seudoefedrina o una composicién que contiene (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo
[3,2,1-i] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona-(1S,2S)-(+)-
seudoefedrina. La composicion puede contener mas de 90%, mas de 95% o mas
de 99% de (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-if)-4-(1H-indol-3-il)
pirrolidin-2,5-diona-(1S,2S)-(+)-seudoefedrina. En algunas modalidades, la
composicién puede contener menos de 1%, menos de 0,5% o menos de 0,1% de
(+)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-

2,5-diona seudoefedrina.

La presente invencion proporciona ademas una (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-
pirrolo  [3,2,1-f] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)  pirrolidin-2,5-diona  purificada
quiraimente que contiene menos de 1%, menos de 0,7%, menos de 0,5% o menos
de 0,1% de (+)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-{] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-
il) pirrolidin-2,5-diona.

La presente invencion ofrece asimismo un método para preparar (-)-trans-3-
(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-jf] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona,
método que comprende: (a) mezclar (t)-frans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-i]
quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona con (1S,2S)-(+)-seudoefedrina en
un primer solvente para formar (-)-frans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-jj] quinolin-
1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona-(1S,2S)-(+)-seudoefedrina soélida; (b) lavar
la  (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo  [3,2,1-j]  quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)
pirrolidin-2,5-diona-(1S,2S)-(+)-seudoefedrina sélida formada en el paso (a) con
una mezcla acuosa del primer solvente; (c) hacer reaccionar la (-)-frans-3-(5,6-
dihidro-4H-pirrolo  [3,2,1-f]  quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)  pirrolidin-2,5-diona-
(1S,25)-(+)-seudoefedrina del paso (b) con un acido en un solvente organico y
aislar la capa organica de la solucion resultante; (d) lavar la capa organica del
paso (c); (e) agregar un segundo solvente a la capa organica; (f) concentrar la
capa organica hasta que la cantidad del segundo solvente en la solucién es menos

de 5%; y (g) cristalizar a partir de la capa organica en el paso (f) y secar la
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solucion de (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-i] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)
pirrolidin-2,5-diona resultante bajo vacio, produciendo asi (-)-trans-3-(5,6-dihidro-
4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona.

Preferiblemente, la (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-il)-
4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona producida contiene menos de 1%, menos de
0,7%, menos de 0,5% o menos de 0,1% de (+)-frans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo
[3,2,1-if] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona.

El primer solvente puede ser un solvente no acuoso. Preferiblemente, el
primer solvente no acuoso puede ser metanol, etanol, ciclohexiletilamina,
acetonitrilo, o una mezcla de los anteriores. El segundo solvente puede ser un
solvente no acuoso. Preferiblemente, el segundo solvente no acuoso puede ser
metanol, etanol, acetonitrilo, o una mezcla de los anteriores. En algunas
modalidades, el segundo solvente es el mismo que el citado primer solvente. En
otras modalidades, el segundo solvente es diferente del citado primer solvente. El
solvente organico en el paso (c) puede se metiltetrahidrofurano. En algunas
modalidades, la capa organica se lava con una soluciéon salina en el paso (d).

Preferiblemente, la solucién salina es una solucién de cloruro de sodio.

El método puede incluir ademas lavar el cristal de (-)-trans-3-(5,6-dihidro-
4H-pirrolo [3,2,1-i] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona luego del paso
(9). En algunas modalidades, el cristal de (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-
ifl quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona se lava con un alcohol.

Preferiblemente, el alcohol se selecciona de etanol y metanol.

La presente invencién proporciona asimismo un método para preparar (-)-
trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-i] quinolin-1-if)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-
diona, método que comprende (a) mezclar (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-
if] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona-(1S, 2S)-(+)-seudoefedrina y un
acido; (b) agregar un alcohol a la mezcla de (a) para formar una lechada; (c)
calentar y agitar la lechada formada en (b); (d) enfriar y aislar (-)-trans-3-(5,6-
dihidro-4H-pirrolo  [3,2,1-if] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)pirrolidin-2,5-diona; (e)
lavar  (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo  [3,2,1-jj] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)
pirrolidin-2,5-diona aislada en el paso (d) con un primer solvente; (f) disolver (-)-
trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-if] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-
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diona del paso (e) en un segundo solvente para formar una solucién; (g) agregar
un tercer solvente a la solucién en (f) y destilar la solucién hasta que la cantidad
del citado segundo solvente en la solucién es menos de 5%, (h) cristalizar (-)-
trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)}-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-
diona a partir de Ia solucion en (g); (i) opcionalmente, agregar un cuarto solvente
(preferiblemente agua) para madurar los cristales de (h); (j) aislar los cristales de
(i) mediante filtracion; (k) lavar los cristales de (j) con una mezcla del tercer
solvente y el cuarto solvente; y (I) secar los cristales de (k) bajo vacio, produciendo
asi  (-)-trans-3-(5,6-dinidro-4H-pirrolo  [3,2,1-j]  quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-i!)
pirrolidin-2,5-diona.

Preferiblemente, la (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-if] quinolin-1-il)-
4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona producida contiene menos de 1%, menos de
0,7%, menos de 0,5% o menos de 0,1% de (+)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo
[3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona.

El alcohol puede ser metanol, etanol, o una mezcla de los anteriores. El
primer solvente puede ser un solvente no acuoso. Preferiblemente, el primer
solvente no acuoso puede ser metanol, etanol, 0 una mezcla de los anteriores. El
segundo solvente puede ser un solvente no acuoso. Preferiblemente, el segundo
solvente no acuoso es tetrahidrofurano. El tercer solvente puede ser un solvente
no acuoso. Preferiblemente, el tercer solvente no acuoso puede ser metanol,

etanol, o una mezcla de los anteriores.

La presente invencidén proporciona ademas un método para preparar (-)-
trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-
diona, método que comprende: (a) disolver (%)-frans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo
[3,2,1-if] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona en diclorometano y aislar
la  (f)-trans-3~(3,6-dihidro-4H-pirrolo  [3,2,1-j]  quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)
pirrolidin-2,5-diona diclorometano; (b) disolver (t)-frans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo
[3,2,1-f] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona diclorometano en un
primer solvente; (c) destilar la solucién del paso (b) hasta que el nivel de
diclorometano en la solucién es < 0.1 % en peso; (d) diluir la solucién del paso (c)
en un segundo solvente; (e) introducir la solucién del paso (d) en un sistema de
cromatografia mqlticolumna que contiene un empaquetado apropiado para

separacion quiral; (f) agrupar los residuos de refinado resultantes obtenidos del
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sistema en el paso (e); y (g) cristalizar los residuos de refinado del paso (f) y filtrar
la  (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo  [3,2,1-§]  quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)
pirrolidin-2,5-diona resultante o evaporar los residuos de refinado del paso (f) a
sequedad, produciendo asi (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-if)-
4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona.

Preferiblemente, la (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-jj] quinolin-1-il)-
4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona producida contiene menos de 1%, menos de
0,7%, menos de 0,5% o menos de 0,1% de (+)-frans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo
[3,2,1-if] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona.

Preferiblemente, el primer solvente no acuoso puede ser metanol, etanol, o
una mezcla de los anteriores. El segundo solvente puede ser un soivente no
acuoso. Preferiblemente, el segundo solvente no acuoso puede ser metanol,
etanol, acetonitrilo, o una mezcla de los anteriores. Mas preferiblemente, el

segundo solvente no acuoso es una mezcla de metanol y acetonitrilo.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos
empleados en esta especificacion tienen el mismo significado como se entiende
comunmente por una persona de versaciéon ordinaria en el arte al cual pertenece
la invencion. En la especificacién, las formas del singular incluyen asimismo el
plural, salvo que el contexto dicte claramente otra cosa. Aunque métodos y
materiales similares o equivalentes a los descritos en esta especificacion pueden
emplearse en la practica o las pruebas de la presente invencion, mas adelante se
describen métodos y materiales apropiados. Todas las publicaciones, solicitudes
de patente, patentes, y demas referencias mencionadas en esta especificacion se
incorporan por referencia. No se admite que las referencias citadas en esta
especificacion constituyan arte previo a la invencion reivindicada. En el caso de
conflicto, prevalecera la presente especificacion, incluyendo las definiciones.
Adicionalmente, los materiales, métodos y ejemplos son ilustrativos Unicamente y

no pretenden ser limitantes.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de

la siguiente descripcion detallada y las reivindicaciones.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
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Figura 1 presenta las estructuras quimicas de (x)-cis-3-(5,6-dihidro-4H-
pirrolo [3,2,1-i] quinolin-1-il)-4-(1H-indoi-3-il) pirrolidin-2,5-diona y (t)-frans-3-
(5,6-dihidro-4H-pirrolo  [3,2,1-if] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)  pirrolidin-2,5-

diona.

Figura 2 presenta un efecto de (t)-cis-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-i]]
quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)pirrolidin-2,5-diona o  (#)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-
pirrolo  [3,2,1-f]  quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)pirrolidin-2,5-diona  sobre  la

supervivencia de células MDA-MB-231 o Paca-2 in vitro.

Figura 3 presenta un efecto de (-)-frans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-
il quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona o (+)-trans-3-(5,6-dihidro-
4H-pirrolo[3,2,1-ijlquinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona sobre Ia

supervivencia de células MDA-MB-231 in vitro.

Figura 4 presenta un efecto de (t)-cis-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-i]]
quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)  pirrolidin-2,5-diona o (z)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-
pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona sobre la actividad

de la proteina cinasa C in vitro.

Figura 5, Panel A presenta la inhibicion de la autofosforilacién de c-Met por
(-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-
2,5-diona; Panel B presenta la inhibicion de la fosforilacién de c-Met inducida por (-
)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo  {3,2,1-jj] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-
2,5-diona o (+)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-
il) pirrolidin-2,5-diona. '

Figura 6 presenta un efecto de (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-i]
quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona para inducir apoptosis en células

cancerigenas.

Figura 7 presenta un efecto de (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-/]
quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)  pirrolidin-2,5-diona  para inhibir la invasion

metastasica de células cancerigenas.
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Figura 8 presenta un efecto de (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-i]
quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona en un modelo de xenoinjerto de

cancer de mama.

Figura 9 presenta un efecto de (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-i]
quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona en un modelo de xenoinjerto de
cancer de colon humano (Panel A), modelo de xenoinjerto de cancer de pancreas
humano (Panel B), modelo de xenoinjerto de cancer de prostata humano (Panel

C), y modelo de xenoinjerto de cancer de gastrico humano (Panel D).

Figura 10 presenta la sensibilidad citotéxica de muitiples lineas celulares a
(-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-
2 ,5-diona.

Figura 11 presenta la reduccién en la cantidad de c-Met fosforilado en
muestras histopatolégicas tratadas con (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-i]
quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona por inmunohistoquimica (Panel A)

o mediante transferencia Western (Panel B).

Figura 12, Panel A presenta el _patrc’>n XRPD del polimorfo de forma 1 de (-
)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-
2,5-diona; Panel B presenta valores 26 tipicos del patron XRPD del polimorfo de
forma 1 de (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)
pirrolidin-2,5-diona.

Figura 13, Panel A presenta el patron XRPD del polimorfo de forma 2 de (-
)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo  [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-
2,5-diona; Panel B presenta valores 20 tipicos del patron XRPD del polimorfo de
forma 2 de (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)

pirrolidin-2,5-diona.

Figura 14 presenta graficos que comparan los patrones XRPD de los
polimorfos de formas 1y 2 de (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-jj] quinolin-1-
il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona.
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Figura 15 Paneles A y B presentan graficos que muestran los espectros [R
de las formas 1y 2 de (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-
(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona.

Figura 16 presenta graficos que muestran el comportamiento térmico
(fusion) de (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-i] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)

pirrolidin-2,5-diona, formas 1y 2.

Figura 17, Paneles A y B presentan graficos que muestran la solubilidad y
la disolucién intrinseca de (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-
4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona, formas 1 y 2, ilustradas como formas B y A,
respectivamente.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Compuestos de Pirroloquinolinil-Pirrolidini-2,5-Diona

La presente invencion proporciona (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-
if] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona, que tiene una pureza quiral de
mas de 99% determinada por HPLC, y que contiene menos de 1% de (+)-frans-3-
(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-i] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona.

La presente invenciéon proporciona ademas una composicion que contiene
(-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-
2,5-diona que tiene una pureza quiral de mas de 99% determinada por HPLC y
que contiene menos de 1% de (+)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-
1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona. La composicién puede contener uno o

mas portadores o excipientes farmacéuticamente aceptables.

Preferiblemente, la (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-
4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona altamente purificada, proporcionada por la
presenfe invencién, tiene una pureza quiral de mas de 99,3%, mas de 99,5%, mas
de 99.6%, mas de 99.7%, mas de 99.8% o mas de 99,9%. Preferiblemente, las
composiciones que contienen (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-{j] quinolin-1-
il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona altamente purificada, proporcionada por la

presente invencion, contienen menos de 0,7%, menos de 0,5%, menos de 0.4%,
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menos de 0,3%, menos de 0,2% o menos de 0,1% de (+)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-
pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona.

Se contemplan todas las formas de los compuestos de la presente
invencion, ya sea en mezcla o en forma pura o sustanciaimente pura, incluyendo
las formas cristalinas de mezclas racémicas y las formas cristalinas de isdbmeros
individuales. Muy particularmente, la invenciéon abarca isémeros Opticos aislados
que tienen una actividad especificada. Las formas racémicas pueden resolverse
por métodos fisicos, tales como, por ejemplo, separaciéon o cristalizacion de
derivados diastereoméricos, separacion por cromatografia de columna quiral o
cromatografia de fluidos supercriticos. Los isémeros 6pticos individuales pueden
obtenerse de los racematos por métodos convencionales, tales como, por ejemplo,

formacidon de sales con un acido o base Opticamente activos, seguida por
cristalizacion.

Ciertos compuestos de esta invencién pueden existir en formas
tautoméricas. Se considera que todas las formas tautoméricas similares de los

compuestos estan dentro del ambito de esta invencidn, a menos que se
especifique lo contrario.

Ademas, puede estar presente un polimorfismo de cristal, si bien no es
limitante, pero cualquier forma de cristal puede ser Unica o una mezcla de formas
de cristal, o una forma de cristal anhidra o hidratada.

Los términos "polimorfos de cristal " o "polimorfos" o "formas de cristal"
significan estructuras de cristal en las cuales un compuesto (o su sal o solvato)
puede cristalizar en diferentes ordenamientos de empaquetamiento del cristal,
todos los cuales tienen la misma composicion elemental. Formas de cristal
diferentes tienen usualmente diferentes patrones de difraccion de rayos X,
espectros infrarrojos, puntos de fusion, densidad, forma del cristal, y propiedades
Opticas y eléctricas, estabilidad y solubilidad. El solvente de cristalizacion, el indice
de cristalizacion, la temperatura de almacenamiento, y otros factores pueden
hacer que predomine una forma de -cristal. Los polimorfos de cristal de los

compuestos pueden prepararse por cristalizacién bajo diferentes condiciones.

11
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La presente invencién proporciona dos polimorfos de (-)-trans-3-(5,6-
dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-if] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona.

Un polimorfo de forma 1 de (-)-frans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-i]
quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona se caracteriza por un patron de
difraccién de rayos X de polvo que comprende picos en aproximadamente 8.2,
10.8 y 14.1 °26 empleando radiacién Cu Ka. En algunas modalidades, el polimorfo
puede caracterizarse igualmente por un patron de difraccién de rayos X de polvo
que comprendé picos en aproximadamente 8.2, 10.8, 14.1, 15.5, 17.8, 19.9y 25.6
°28 empleando radiacion Cu Ka. En otras modalidades, el polimorfo puede
caracterizarse igualmente por un patrén de difraccion de rayos X de polvo que
comprende picos en aproximadamente 8.2, 10.8, 14.1, 14.9, 15.5, 17.1, 17.8, 19.4,
19.9, 21.1, 21.9, 23.0, 25.6 y 28.4 °26 empleando radiacién Cu Ka.

La presente invencién proporciona ademas un polimorfo de forma 2 de (-)-
trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-
diona caracterizado por un patrén de difraccion de rayos X de polvo que
comprende picos en aproximadamente 6.5, 9.9 y 12.0 °26 empleando radiacion Cu
Ka. En algunas modalidades, el polimorfo puede caracterizarse igualmente por un
patron de difraccion de rayos X de polvo que comprende picos en
aproximadamente 6.5, 9.9, 12.0, 16.7, 20.1 y 22.‘8 °26 empleando radiacion Cu
Ka. En otras modalidades, el polimorfo puede caracterizarse igualmente por un
patron de difraccion de rayos X de polvo que comprende picos en
aproximadamente 6.5, 9.9, 12.0, 13.2, 16.4, 16.7, 17.2, 20.1, 20.3, 20.8, 22.8,
23.7, 28.6 y 30.4 °26 empleando radiacion Cu Ka.

La presente invencion proporciona igualmente una composicion que
contiene el polimorfo de forma 1 de (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij]
quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona caracterizado por un patron de
difraccion de rayos X de polvo que comprende picos en aproximadamente 8.2,
10.8 y 14.1 °26 empleando radiacién Cu Ka. La composicién puede contener uno
0 mas portadores o excipientes farmacéuticamente aceptables.

La presente invencion proporciona asimismo una composicién que

contiene el polimorfo de forma 2 de (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-i]

quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona caracterizado por un patrén de

12
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difraccion de rayos X de polvo que comprende picos en aproximadamente 6.5, 9.9
y 12.0 °206 empleando radiacién Cu Ka. La composicion puede contener uno o

mas portadores o excipientes farmacéuticamente aceptables.

Adicionalmente, los compuestos de la presente invencion, por ejemplo, las
sales de los compuestos, pueden existir ya sea en forma hidratada o deshidratada
(anhidra) o como solvatos con otras moléculas de solvente. Ejemplos no limitantes
de hidratos incluyen monohidratos, dihidratos, etc. Ejemplos no limitantes de

solvatos incluyen solvatos de etanol, solvatos de acetona, etc.

La presente invencion proporciona ademas una (-)-frans-3-(5,6-dihidro-4H-
pirrolo  [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)  pirrolidin-2,5-diona-(1S,2S5)-(+)-
seudoefedrina. La (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-
indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona-(1S,2S)-(+)-seudoefedrina puede contener menos de
1% de (+)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)
pirrolidin-2,5-diona-seudoefedrina.

La presente invencidén proporciona de igual manera una composicién que
contiene (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)
pirrolidin-2,5-diona (1S,2S)-(+)-seudoefedrina que tiene una pureza quiral de mas
de 99% determinada por HPLC y que contiene menos de 1% de (+)-frans-3-(5,6-
dihidro-4H-pirrolo  [3,2,1-j]  quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)  pirrolidin-2,5-diona
seudoefedrina. La composicion puede contener uno o mas portadores o
excipientes farmacéuticamente aceptables.

Preferiblemente, la (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-
4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona-(1S,2S)-(+)-seudoefedrina altamente
purificada, proporcionada por la presente invencién, tiene una pureza
diastereomérica de mas de 99,5%, mas de 99.6%, mas de 99.7%, mas de 99.8%
o mas de 99,9%. Preferiblemente, las composiciones que contienen la (-)-trans-3-
(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona-
(1S,2S)-(+)-seudoefedrina altamente purificada, proporcionada por la presente
invencion, contienen menos de 0,5%, menos de 0.4%, menos de 0,3%, menos de
0,2% o menos de 0,1% de (+)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-
4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona seudoefedrina.
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"Solvatos" significa formas de adicion de solvente que contienen ya sea
cantidades estequiométricas o no estequiométricas de solvente. Algunos
compuestos tienen una tendencia a atrapar una relacién molar fija de moléculas
de solvente en el estado sélido cristalino, formando asi un solvato. Si el solvente
es agua, el solvato formado es un hidrato; cuando el solvente es alcohol, el solvato
formado es un alcoholato. Los hidratos se forman por la combinacién de una o
mas moléculas de agua con una de las sustancias en las cuales el agua conserva
su estado molecular como H;O, siendo tal combinacién capaz de formar uno o

mas hidratos. Por ejemplo, el solvato puede ser un solvato de diclorometano
(DCM).

La presente invencién proporciona de igual manera una (t)-frans-3-(5,6-
dihidro-4H-pirrolo  [3,2,1-j]  quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)  pirrolidin-2,5-diona
diclorometano y una composicion que contiene (t)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo
[3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona  diclorometano. La
composicion puede contener mas de 90%, mas de 95% o mas de 99% de (1)-
trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-jj] quinolin-1-il}-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-
diona diclorometano. La composicion puede contener uno o mas portadores o

excipientes farmacéuticamente aceptables.

Algunos compuestos de la presente invenciéon pueden existir en una forma
tautomeérica, las cuales se pretende abarcar igualmente dentro del ambito de la
presente invenciéon. "Tautdbmeros" se refiere a compuestos cuyas estructuras
difieren notoriamente en el ordenamiento de atomos, pero que pueden existir en
un equilibrio facil y rapido. Hay que entender que los compuestos de la invencién
pueden describirse como tautémeros diferentes. Debe entenderse asimismo que
cuando los compuestos tienen formas tautoméricas, se pretende que todas las
formas tautoméricas estén dentro del ambito de la invencién, y la denominacion de

los compuestos no excluye ninguna forma tautomérica.

Los compuestos, sales y profarmacos de la presente invencion pueden
existir en varias formas tautoméricas, y tales formas tautoméricas se incluyen
dentro del ambito de la presente invencion. Los tautdmeros existen como mezclas
de un conjunto tautomérico en solucién. En forma soélida, usualmente predomina
un tautémero. Aun cuando puede describirse un tautdmero, la presente invencién

incluye todos los tautémeros de los presentes compuestos.
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Tal como se emplea en esta especificacion, el término "sal" es una sal
farmacéuticamente aceptable y puede incluir sales de adicion de acido, incluyendo
clorhidratos, hidrobromuros, fosfatos, sulfatos, sulfatos hidrogenados,
alquilsulfonatos, arilsulfonatos, acetatos, benzoatos, citratos, maleatos, fumaratos,
succinatos, lactatos, y tartratos; cationes de metal alcalino tales como Na*, K*, Li",

sales de metal alcalinotérreo tales como Mg®* o Ca**, o sales de amina organica.

Tal como se emplea en esta especificacion, el término "metabolito” significa
un producto del metabolismo de un compuesto de la presente invencién, o su sal
farmacéuticamente aceptable, polimorfo o solvato, que exhibe una actividad
similar in vivo al citado compuesto de la presente invencion.

Tal como se emplea en esta especificacion, el término "mezclar” significa
combinar, conjugar, agitar, batir, arremolinar o revolver. El término "agitar" significa

mezclar, batir, revolver, o arremolinar. El término "revolver" significa mezclar, batir,
agitar, o arremolinar.

Los compuestos de la presente invencion pueden prepararse igualmente

como profarmacos, por ejemplo profarmacos farmacéuticamente aceptables. Los

términos ‘"pro-farmaco" y "profarmaco" se wusan indistintamente en esta

especificacion y se refieren a cualquier compuesto que libera un medicamento
precursor activo in vivo. Puesto que los profarmacos son conocidos por mejorar
numerosas cualidades deseables de los productos farmacéuticos (v.g., solubilidad,
biodisponibilidad, fabricacion, etc.), los compuestos de la presente invencién

pueden administrarse en forma de profarmaco. Por consiguiente, la presente

invencion pretende cubrir profarmacos de los compuestos actualmente

reivindicados, métodos de administrar los mismos y composiciones que los
contienen. El término "profarmaco"” incluye un compuesto de la presente invencion
enlazado covalentemente a una o mas pro-fracciones, tales como una fraccion
aminoacido u otra fraccion que se solubilice en agua. Un compuesto de la
presente invencion puede liberarse de la pro-fraccién mediante mecanismos de .

liberacién hidroliticos, oxidativos, y/o enzimaticos. En una modalidad, una

composicion de profarmaco de la presente invencién exhibe el beneficio agregado

de una solubilidad acuosa incrementada, estabilidad mejorada, y perfiles farmaco-
cinéticos ampliados.

La pro-fraccion puede seleccionarse para obtener
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caracteristicas deseadas del profarmaco. Por ejemplo, la pro-fraccion, v.g., una
fraccion aminoacido u otra fracciéon que se solubiliza en agua, tal como fosfato,
puede seleccionarse basandose en la solubilidad, estabilidad, biodisponibilidad,
y/o liberacién in vivo o absorcién. El término "profarmaco” pretende asimismo
incluir cualesquiera portadores covalentemente enlazados que liberen un
medicamento precursor activo de la presente invencién in vivo cuando tal
profarmaco se administra a un sujeto. Los profarmacos en la presente invencion
se preparan modificando grupos funcionales presentes en el compuesto, de tal
manera que las modificaciones se escindan, ya sea en manipulacién rutinaria o in
vivo, para obtener el compuesto precursor. Los profarmacos incluyen compuestos
de la presente invencion en donde un grupo hidroxi, amino, sulfhidrilo, carboxi, o

carbonilo se enlaza a cualquier grupo que puede escindirse in vivo para formar un

| grupo hidroxilo libre, amino libre, sulfhidrilo libre, carboxi libre o carbonilo libre,

respectivamente.

Ejemplos de profarmacos incluyen, pero no se limitan a, ésteres (v.g.,
acetato, dialquilaminoacetatos, formiatos, fosfatos, sulfatos, vy derivados de
benzoato) y carbamatos (v.g., N,N-dimetilaminocarbonilo) de grupos funcionales
hidroxi, grupos ésteres (v.g. ésteres etilicos, ésteres de morfolinoetanol) de grupos
funcionales carboxilo, derivados de N-acilo (v.g'. N-acetilo) bases N de Mannich,
bases de Schiff y enaminonas de grupos funcionales amino, oximas, acetales,
cetales y enol ésteres de grupos funcionales cetona y aldehido en compuestos de
Férmula |, y similares; véase Bundegaard, H. "Design of Prodrugs" paginas 1-92,
Elesevier, New York-Oxford (1985).

Sintesis de Compuestos de (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-
i)-4-(1H-indol- 3-il)pirrolidin-2,5-diona

Métodos sintéticos estandar y procedimientos para la preparacion de

.moléculas organicas y transformaciones y manipulaciones de grupos funcionales,

incluyendo el uso de grupos protectores, pueden obtenerse de la literatura
cientifica relevante o de libros de texto de referencia estandar en el campo.
Aunque sin limitarse a una cualquiera o varias fuentes, libros de texto de
referencia reconocidos de sintesis organica incluyen: Smith, M.. B.; March, J.
March's Advanced Organic Chemistry: Reactions, Mechanisms, and Structure, 5 th
ed.; John Wiley & Sons: New York, 2001; y Greene, TW.,; Wuts, P.G. M.
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Protective Groups in Organic Synthesis, 3'%; John Wiley & Sons: New York, 1999.
Las siguientes descripciones de métodos sintéticos estadn destinadas a ilustrar,

mas no a limitar, procedimientos generales para la preparacion de compuestos de
la invencién.

La presente invencién proporciona ademas un método para preparar (-)-
trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-
diona, método que comprende: (a) mezclar ()-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo
[3,2,1-f] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)  pirrolidin-2,5-diona con  (1S5,2S)-(+)-
seudoefedrina en un primer solvente para formar (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo
[3,2,1-if] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona-(1S,2S)-(+)-
seudoefedrina solida; (b) lavar la (-)-frans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij]
quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona-(1S,2S)-(+)-seudoefedrina sdlida,
formada en el paso (a) con una mezcla acuosa del primer solvente; (c) hacer
reaccionar la (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-
il) pirrolidin-2,5-diona-(1S,2S)-(+)-seudoefedrina del paso (b) con un acido en un
solvente organico y aislar la capa organica de la solucién resultante; (d) lavar la
capa organica del paso (c); (e) agregar un segundo solvente a la capa organica; (f)
concentrar la capa organica hasta que la cantidad del segundo solvente en la
solucién es menos de 5%; y (g) cristalizar a partir de la capa organica en el paso
(f) y secar la (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-
il) pirrolidin-2,5-diona resultante bajo vacio, produciendo asi (-)-frans-3-(5,6-
dihidro-4H-pirrolo  [3,2,1-j]  quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-i)  pirrolidin-2,5-diona.
Preferiblemente, la (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-
indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona producida contiene menos de 1%, menos de 0,7%,
menos de 0,5% o menos de 0,1% de (+)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij]
quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona.

El primer solvente puede ser un solvente no acuoso. Preferiblemente, el
primer solvente no acuoso puede ser metanol, etanol, acetonitrilo, 0 una mezcla
de los anteriores. El segundo solvente puede ser un solvente no acuoso.
Preferiblemente, el segundo solvente no acuoso puede ser metanol, etanol,
acetonitrilo, o0 una mezcla de los anteriores. En algunas modalidades, el segundo
solvente es el mismo que el citado primer solvente. En otras modalidades, el
segundo solvente es diferente del citado primer solvente. Ei solvente organico en

el paso (c) puede ser metiltetrahidrofurano. En algunas modalidades, la capa
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organica se lava con una solucién salina en el paso (d). Preferiblemente, la

solucién salina es una solucién de cloruro de sodio.

El método puede incluir ademas enjuagar el cristal de (-)-frans-3-(5,6-
dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona luego
del paso (g). En algunas modalidades, el cristal de (-)-frans-3-(5,6-dihidro-4H-
pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona se enjuaga con un

alcohol. Preferiblemente, el alcohol se selecciona de etanol y metanol.

La presente invencién proporciona igualmente un método para preparar (-)-
trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-
diona, método que comprende (a) mezclar (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-
ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona-(1S,2S)-(+)-seudoefedrina y un
acido; (b) agregar un alcohol a la mezcla de (a) para formar una lechada; (c)
calentar y agitar la lechada formada en (b); (d) enfriar y aislar (-)-trans-3-(5,6-
dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona; (e)
lavar (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo  [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)
pirrolidin-2,5-diona aislada en el paso (d) con un primer solvente; (f) disolver (-)-
trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-
diona del paso (e) en un segundo solvente para formar una solucién; (g) agregar
un tercer solvente a la solucién en (f) y destilar la solucién hasta que la cantidad
del citado segundo solvente en la solucion es menos de 5%; (h) cristalizar (-)-
frans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-jj] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-
diona a partir de la solucién en (g); (i) opcionalmente, agregar un cuarto solvente
(preferiblemente agua) para madurar los cristales de (h); (j) aislar los cristales de
(i) mediante filtracién; (k) lavar los cristales de (j) con una mezcla del tercer
solvente y el cuarto solvente; y (I) secar los cristales de (k) bajo vacio, produciendo
asi  (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo  [3,2,1-jj]  quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)
pirrolidin-2,5-diona.

El alcohol puede ser metanol, etanol, o una mezcla de los anteriores. El
primer solvente puede ser un solvente no acuoso. Preferiblemente, el primer
solvente no acuoso puede ser metanol, etanol, 0 una mezcla de los anteriores. El
segundo solvente puede ser un solvente no acuoso. Preferiblemente, el segundo
solvente no acuoso es tetrahidrofurano. El tercer solvente puede ser un solvente

no acuoso. Preferiblemente, el tercer solvente no acuoso puede ser metanol,
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etanol, o una mezcla de los anteriores. El cuarto solvente puede ser un solvente

acuoso. Preferiblemente, el cuarto solvente es agua.

La presente invencion proporciona ademas un método para preparar (-)-
trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-
diona, método que comprende: (a) disolver (t)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo
[3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona en diclorometano y aislar
la  (¥)-frans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo  [3,2,1-f]  quinolin-1-il}-4-(1H-indol-3-il)
pirrolidin-2,5-diona diclorometano; (b) disolver (t)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo
[3,2,1-] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona diclorometano en un
primer solvente; (c) destilar la solucion del paso (b) hasta que el nivel de
diclorometano en la solucién es < 0.1 % en peso; (d) diluir la solucién del paso (c)
en un segundo solvente; (e) introducir la solucién del paso (d) en un sistema de
cromatografia multicolumna que contiene un empaquetado apropiado para
separacion quiral; (f) agrupar los residuos de refinado resultantes, obtenidos del
sistema en el paso (e); y (g) cristalizar los residuos de refinado del paso (f) y filtrar
la  (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo  [3,2,1-j]  quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)
pirrolidin-2,5-diona resultante o evaporar los residuos de refinado del paso (f) a
sequedad, produciendo asi (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-
4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona. Preferiblemente, la (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-
pirrolo  [3,2,1-if] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)  pirrolidin-2,5-diona  producida
contiene menos de 1%, menos de 0,7%, menos de 0,5% o menos de 0,1% de (+)-
trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-
diona.

Preferiblemente, el primer solvente no acuoso puede ser metanol, etanol, o
una mezcla de los anteriores. El segundo solvente puede ser un solvente no
acuoso. Preferiblemente, el segundo solvente no acuoso puede ser metanol,
etanol, acetonitrilo, o una mezcla de los anteriores. IVIés preferiblemente, el

segundo solvente no acuoso es una mezcla de metanol y acetonitrilo.

El Esquema | proporciona un resumen para la produccién de las presentes'
composiciones que contienen (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-
il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona altamente purificada (> 99% de pureza
quiral), con cantidades minimas presentes (< 1%) del enantibmero no deseado,
(+)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-
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2 5-diona. Preferiblemente, las composiciones contienen (-)-trans-3-(5,6-dihidro-
4H-pirrolo [3,2,1-if] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona que tiene una
pureza quiral de mas de 99,3%, mas de 99,5%, mas de 99.6%, mas de 99.7%,
mas de 99.8% o mas de 99,9%. Preferiblemente, las composiciones contienen
menos de 0,7%, menos de 0,5%, menos de 0.4%, menos de 0,3%, menos de
0,2% o menos de 0,1% de (+)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-
4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona.

Como se ilustra en el Esquema | y se describe en detalle en los siguientes
ejemplos, se utilizan varios procedimientos para producir y aislar estas
composiciones que contienen (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-
il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona con un alto contenido de pureza quiral,
incluyendo, mas no limitados a, resolucién por cromatografia multicolumna,

resolucion de sal diastereomérica o resolucion cinética dinamica.

En el paso 1 del Esquema I, lilolidina (Compuesto 4), se traté con cloruro
de oxalilo para producir el cloruro de acilo en el solvente de reaccion metil terc-
butil éter (MTBE). La adicién de metanol fue suficiente para proporcionar el
cetoéster intermedio, éster metilico de acido 5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-i]
quinolin-1-il) oxoacético (Compuesto 5). En el paso 2 de la reaccion, Compuesto
5 e indol-3-acetamida (Compuesto 5a) se combinaron para producir 3-(5,6-
dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-i]] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrol-2,5-diona
(Compuesto 6). Como se describe en detalle en los siguientes ejemplos, no es
necesario aislar el Compuesto 5 intermedio para producir el Compuesto 6. Fue
necesario un cambio de solvente ("solvent swap") de MTBE en tetrahidrofurano
(THF) antes de conducir el paso 2, puesto que tanto 5§ como 5a tienen una
solubilidad muy baja en MTBE. Luego de la adicion del Compuesto 5a para
consumir el Compuesto 5 en THF en la presencia de una base, se agregé HCI
para completar la reaccion, a fin de proporcionar el Compuesto 6 crudo. El
Compuesto 6 crudo se purificé entonces a partir de DCM y heptano para
proporcionar Compuesto 6 de pureza suficiente para proceder al siguiente paso.

Una descripcion detallada de este proceso se muestra en Ejemplo 1.
Compuesto 6 se hidrogeno con hidréxido de paladio, THF, y terc-butdxido

de potasio para producir el racemato frans crudo, (t)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-
pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona (Compuesto 8).
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Como se describe en los ejemplos, la preparacion de Compuesto 8 no requiere el
aislamiento del racemato cis crudo (#)-cis-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij]
quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona (Compuesto 7). En su lugar,
durante la hidrogenacién de Compuesto 6, se modificaron las condiciones para
efectuar la isomerizacion del Compuesto 7 resultante in situ. El proceso resultante
provee un medio de controlar impurezas claves en Compuesto 8,
especificame‘nte Compuesto 6. Especificamente, la reaccion se lleva a cabo en
solvente THF, y el catalizador empleado es hidréxido de paladio. Se agrega
asimismo ferc-butdxido de potasio a la mezcla de reaccion para promover la

isomerizacion. Una descripcién detallada de este proceso se ilustra en Ejemplo 2.

La impureza mas comin en Compuesto 8 es tipicamente Compuesto 7.
Puesto que Compuesto 7 es en si mismo quiral, es particularmente dificil predecir
la elucién de isémeros de Compuesto 7 a partir de Cromatografia Multicolumna
(MCC) cuando se utiliza Compuesto 8 de pureza inferior (< 99%). Con el fin de
garantizar un producto de alta pureza, es por lo tanto necesario aumentar la
pureza del racemato, Compuesto 8, antes de la resolucion enantiomérica
mediante MCC. Se determiné que la pureza de Compuesto 8 podia mejorarse por
cristalizacion selectiva de solvatos a partir de varios solventes. Un solvato similar
formado de diclorometano (DCM) proporciona Compuesto 8 DCM con pureza
quimica muy alta (> 99%). Como se ilustra en Esquema |, el Compuesto 8 DCM
se formé disolviendo el Compuesto 8 crudo en DCM y luego ensemillando con
cristales DCM. Luego de dejar crecer el lecho de semilla a una masa critica, se

agregd heptano para inducir la cristalizacion a su terminaciéon. Luego del

aislamiento por filtracion y extraccion del grueso del solvente residual bajo vacio,

Compuesto 8 DCM contenia tipicamente 0.8-0.9 moles de DCM con respecto a
Compuesto 8. Esta cristalizaciéon del solvato elimina las impurezas del proceso
presentes en el Compuesto 8 crudo (95-98%) como resultado de la hidrogenacion
e isomerizacion. Una descripcion detallada de este proceso se ilustra en Ejemplo
3.

La presente invenciéon proporciona la resolucién quiral de los dos
enantiomeros de Compuesto 8 DCM mediante MCC, como se muestra en el
Esquema |. El proceso de separaciéon enantiomérica MCC ofrece una ventaja
sobre la separaciéon por cromatografia en lotes HPLC en el sentido de que puede

brindar una pureza quiral elevada (> 99 %) a escala mayor (> 20 kg) que la
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preparacién en lotes. La resolucion MCC puede lievarse a cabo ya sea en
metanol, una mezcla de metanol y etanol (1:1 vol) o metanol y acetonitrilo (9:1
vlv). La fase estacionaria quiral (CSP - chiral stationary phase) utilizada es
Chiralpak AD o AZ, adquirida de Chiral Technologies, Inc. La concentracién de la
solucién de carga de racemato esta en el rango de 20-50 g/L. Preferiblemente, la
pureza quiral especificada para la separacion es > 99% de (-)-frans-3-(5,6-dihidro-
4H-pirrolo [3,2,1-/f] quinolin-1-il)-4-(1H—inddl-3-il) pirrolidin-2,5-diona (Compuesto
10) y contiene <1% de (+)-trans-3-(5,6-dihidro-4ff-pirrolo [3,2,1-jj] quinolin-1-il)-4-
(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona (Compuesto 9).

Especificamente, las separaciones se llevan a cabo preparando una
solucién de carga del Compuesto 8 racémico en la fase movil elegida. Esta
solucién se prepara a partir de Compuesto 8 DCM disolviendo iniciaimente el
material en metanol. Los parametros cromatograficos se calcularon antes de la
produccion, y se condujo una optimizacién final durante las horas iniciales o dias
de separacién de la solucion de carga. Donde las fracciones iniciales recolectadas
no satisficieron la especificacion de pureza quiral, se reciclé el material a la
solucion de carga para repetir la resolucion. Una vez se establecieron los
parametros de operacion para satisfacer las especificaciones, se aplicaron las
condiciones para separar todo el volumen de solucion de carga. De principio a fin
de la operacién, Compuesto 10 se recolecté como la corriente de residuos de
refinado, se agrupd, y se concentrd. Los residuos de refinado concentrados o bien
se concentraron a sequedad (escala < 5 kg) o bien se concentraron y se
ensemillaron para inducir la cristalizacion de Compuesto 10 (escala > 5 kg). Una

descripcion detallada de este proceso se muestra en Ejemplo 4.

Ademas de la resolucion MCC, se empleé un método clasico para la
resolucién de &cidos o bases quirales a través de la formacion de sales
diastereoméricas. En el caso de Compuesto 10, podrian usarse ya sea acidos o
bases, puesto que la molécula es anfotérica. Luego de una identificacién selectiva
detallada de bases quirales, se demostré6 que las sales formadas de los
enantiomeros de Compuesto 8 con seudoefedrina tienen perfiles de solubilidad
ampliamente diferentes en algunos solventes. Esta relacion se optimizé para
posibilitar la resolucion de Compuesto 8 usando (1S,2S)-(+)-seudoefedrina para
proporcionar (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-
il) pirrolidin-2,5-diona-(1S,2S)-(+)-seudoefedrina (Compuesto 10 (1S,2S)-(+)-
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seudoefedrina) selectivamente. Una descripcién detallada de este proceso se
muestra en Ejemplo 6. Otro proceso provisto por la presente invencion es
racemizar el enantidmero no deseado, (+)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-if]
quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona (Compuesto 9), in situ usando
Resolucion Cinética Dinamica (DKR - Dynamic Kinetic Resolution). Una

descripcion detallada de este proceso se muestra en Ejemplo 7.

Tanto en el proceso de resolucion MCC como en la resolucion clasica de
sal diastereomérica, el enantiomero no deseado, Compuesto 9, se aisla. Este
enantibmero no deseado puede isomerizarse para obtener Compuesto 8
racémico. Esto se logra implementando el mismo procedimiento para isomerizar el
cis-isdmero, Compuesto 7, para proporcionar el racemato frans crudo
Compuesto 8. La isomerizacion se lleva a cabo ya sea en metanol o etanol
usando hidréxido de sodio como una base. Una descripcion detallada de este

proceso se muestra en Ejemplo 5.

Los métodos de sintesis descritos en el Esquema | son facilmente
reproducibles a gran escala, v.g., 10 kg, 20 kg, 30 kg, 40 kg, 50 kg, y 60 kg y mas
proporcionando un rendimiento general de > 45 % de (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-
pirrolo [3,2,1-i] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona (Compuesto 10),
basado en indol acetamida como un reactivo limitante. Preferiblemente, 1 kg de
lilolidina (Compuesto 4) rinde aproximadamente 1 kg de (-)-frans-3-(5,6-dihidro-
4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona (Compuesto
10) que tiene una pureza > 99%.

La presente invencion proporciona ademas un método de preparar polimorfos de
(-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-
2,5-diona. El Compuesto 10 crudo se disolvidé en un solvente, por ejemplo, THF,
calentando la mezcla resultante a 50 °C. La mezcla resultante se esterilizé por
filtracion ("was polish filtered'"), seguida por la adiciéon de un segundo solvente,

tal como metanol, y un cristal semilla de forma 1 de Compuesto 10.

El uso de cristales semilla imparte control polimérfico del proceso de
cristalizacion. En la ausencia de ensemillamiento, forma 1 o forma 2 puede
cristalizarse espontaneamente en alta pureza. Por consiguiente, para proporcionar

semillas de forma 1 o forma 2, se permite cristalizacién espontanea; y, una vez
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formado, el producto cristalino puede caracterizarse usando analisis cuantitativo
por difraccion de rayos X de polvo para determinar la forma de cristal resultante y
su pureza polimérfica. Luego de tal caracterizacién, este producto cristalino puede
usarse como "cristales semilla" o "semillas" para controlar el polimorfo, ya sea

forma 1 o forma 2, generado durante las cristalizaciones subsiguientes como se

describe en esta especificacion.

La solucidn se concentré entonces azeotrépica y atmosféricamente por
destilacién para reducir el volumen del solvente, v.g., THF. La temperatura de la
solucién se redujo a 50 °C y se agit6 durante por lo menos 4 horas. Se retiraron
alicuotas para confirmar la formacion del polimorfo deseado. Si se requiere, el
polimorfo puede re-disolverse en THF (30% de volumen del lote), esterilizarse por
filtracion, concentrarse y ensemillarse para obtener el resultado polimoérfico
deseado. Cuando se obtuvo la forma polimérfica deseada, se agreg6 una solucion
de metanol acuoso al 50 % a 50 °C y la solucién se agité durante 2-3 horas mas.
La solucidn se enfrié entonces a temperatura ambiente y se mantuvo durante por
lo menos 2 horas para permitir la cristalizacién. Al terminar, los cristales se
aislaron por filtracion, se lavaron con metanol adicional acuoso al 50 %, y se
secaron bajo vacio a 65 °C durante por lo menos 12 horas. Se aisl6 la forma 1

polimorfica de Compuesto 10 como un sélido rojo-marron.

El polimorfo de forma 2 de (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-i]
quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona puede prepararse asimismo con
el método indicado anteriormente si el cristal semilla de forma 1 se reemplaza por

el cristal semilla de forma 2.
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Métodos de Tratamiento

La presente invencion proporciona métodos para el tratamiento de un
trastorno proliferativo celular en un sujeto necesitado de ello, administrando a un
sujeto necesitado de tal tratamiento una cantidad terapéuticamente efectiva de
una composicion farmacéutica que contiene (a) (-)-frans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo
[3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona, que tiene una pureza
quiral de mas de 99% determinada por HPLC y contiene menos de 1% de (+)-
trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-
diona y un portador farmacéuticamente aceptable; (b) un polimorfo de forma 1 de
(-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-
2,5-diona caracterizado por un patrén de difraccion de rayos X de polvo que
comprende picos en aproximadamente 8.2, 10.8 y 14.1 °28 empleando radiacion
Cu Ka, y uno o mas portadores o excipientes farm.acéuticamente aceptables; o (c)
un polimorfo de forma 2 de (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-
4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona caracterizado por un patrén de difraccion de
rayos X de polvo que comprende picos en aproximadamente 6.5, 9.9 y 12.0 °26
empleando radiacibn Cu Ka, y uno o mas portadores o excipientes

farmacéuticamente aceptables.

El trastorno proliferativo celular puede ser cancer o una enfermedad
precancerosa. La presente invenciéon provee ademas el uso de una composicion
de (a) (-)-frans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)
pirrolidin-2,5-diona, que tiene una pureza quiral de mas de 99% determinada por
HPLC y que contiene menos de 1% de (+)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-i]
quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona y un portador farmacéuticamente
aceptable; (b) un polimorfo de forma 1 de (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-
ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona caracterizado por un patrén de
difraccion de rayos X de polvo que comprende picos en aproximadamente 8.2,
10.8 y 14.1 °28 empleando radiacion Cu Ka, y uno o mas portadores o excipientes
farmacéuticamente aceptables; o (c) un polimorfo de forma 2 de (-)-frans-3-(5,6-
dihidro-4H-pirrolo  [3,2,1-j]  quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)  pirrolidin-2,5-diona
caracterizado por un patron de difraccidbn de rayos X de polvo que comprende

picos en aproximadamente 6.5, 9.9 y 12.0 °26 empleando radiacién Cu Ka, y uno
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o mas portadores o excipientes farmacéuticamente aceptables para la preparacion

de un medicamento Uutil para el tratamiento de un trastorno proliferativo celular.

La presente invencién proporciona iguaimente métodos de proteger contra
un trastorno proliferativo celular en un sujeto necesitado de ello, administrando
una cantidad terapéuticamente efectiva de una composicién farmacéutica que
contiene (a) (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-if)-4-(1H-indol-3-
il) pirrolidin-2,5-diona, que tiene una pureza quiral de mas de 99% determinada por
HPLC y que contiene menos de 1% de (+)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-i]
quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona y un portador farmaceuticamente
aceptable; (b) un polimorfo de forma 1 de (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-
if] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona caracterizado por‘un patrén de
difraccion de rayos X de-polvo que comprende picos en aproximadamente 8.2,
10.8 y 14.1 °20 empleando radiacién Cu Ka, y uno o mas portadores o excipientes
farmacéuticamente aceptables; o (c) un polimorfo de forma 2 de (-)-frans-3-(5,6-
dihidro-4H-pirrolo  [3,2,1-if]  quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-i)  pirrolidin-2,5-diona
caracterizado por un patrén de difraccién de rayos X de polvo que comprende
picos en aproximadamente 6.5, 9.9 y 12.0 °26 empleando radiacién Cu Ka, y uno
o mas portadores o excipientes farmacéuticamente aceptables, y uno o mas
portadores o excipientes farmacéuticamente aceptables a un sujeto en necesidad
de tal tratamiento. El trastorno proliferativo celular puede ser cancer o una
enfermedad precancerosa. La presente invenciéon permite ademas el uso de un
compuesto de (a) (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-jj] quinolin-1-il)-4-(1H-
indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona, que tiene una pureza quiral de mas de 99%
determinada por HPLC y que contiene menos de 1 % de (+)-frans-3-(5,6-dihidro-
4H-pirrolo [3,2,1-if] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il} pirrolidin-2,5-diona y un portador
farmacéuticamente aceptable; (b) un polimorfo de forma 1 de (-)-trans-3-(5,6-
dihidro-4H-pirrolo  [3,2,1-j]  quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-i)  pirrolidin-2,5-diona
caracterizado por un patrén de difraccion de rayos X de polvo que comprende
picos en aproximadamente 8.2, 10.8 y 14.1 °26 empleando radiaciéon Cu Ka, y uno
o mas portadores o excipientes farmacéuticamente aceptables; o (¢) un polimorfo
de forma 2 de (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-if] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-
3-il) pirrolidin-2,5-diona caracterizado por un patrén de difraccién de rayos X de
polvo que comprende picos en aproximadamente 6.5, 9.9 y 12.0 °26 empleando

radiacion Cu Ka, y uno o mas portadores o excipientes farmacéuticamente
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aceptables, para la preparacion de un medicamento util para proteger contra un
trastorno proliferativo celular.

Tal como se emplea en esta especificacion, un "sujeto necesitado de ello"
5 es un sujeto que tiene un trastorno proliferativo celular, o un sujeto que tiene un
riesgo incrementado de desarrollar un trastorno proliferativo celular, relativo a la
poblacion en general. Un sujeto necesitado de ello puede sufrir de una
enfermedad precancerosa. Preferiblemente, un sujeto necesitado de ello tiene
\ cancer. Un "sujeto" incluye un mamifero. EI mamifero puede ser v.g., cualquier
1{ 10 mamifero, v.g., un humano, primate, ave, ratén, rata, ave de corral, perro, gato,
\
\
\

vaca, caballo, cabra, camello, oveja o un cerdo. Preferiblemente, el mamifero es
i un humano.

Tal como se emplea en esta especificacién, el término "trastorno
15

proliferativo celular" se refiere a enfermedades en las cuales un crecimiento no
regulado o anormal, o ambos, de células puede llevar al desarrollo de una
afeccion indeseada o enfermedad, que puede ser o no cancerosa. Trastornos
proliferativos celulares de la invencion engloban una variedad de enfermedades en
donde la division celular esta desregulada. Trastornos proliferativos celulares
20 ejemplares incluyen, pero no se limitan a, neoplasias, tumores benignos, tumores
malignos, enfermedades precancerosas, tumores in sifu, tumores encapsulados,
tumores metastasicos, tumores liquidos, tumores sélidos, tumores inmunolégicos,
‘ tumores hematolégicos, canceres, carcinomas, leucemias, linfomas, sarcomas, y
. células que se dividen rapidamente. El término "célula que se divide rapidamente”,

. 25 tal como se emplea en esta especificacion, se define como cualquier célula que se
divide a una velocidad que excede de, 0 es mayor de lo que se espera u observa
:,‘ entre células vecinas o yuxtapuestas dentro del mismo tejido. Un trastorno

proliferativo celular incluye un pre-cancer o una enfermedad precancerosa. Un

trastorno proliferativo celular incluye cancer. Preferiblemente, los métodos

30 provistos en esta especificacion se usan para tratar o aliviar un sintoma de cancer.

El término "cancer" incluye tumores soélidos, asi como tumores hematolégicos y/o
neoplasias malignas. Una "célula pre-cancerigena” o "célula precancerosa” es una
célula que manifiesta un trastorno proliferativo celular que es pre-cancer o una
enfermedad precancerosa. Una "célula cancerigena” o "célula cancerosa" es una

135 célula que manifiesta un trastorno proliferativo celular que es cancer. Cualquier

medio reproducible de mediciébn puede usarse para identificar células
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cancerigenas o células precancerosas. Las células cancerigenas o células
precancerosas pueden identificarse mediante clasificacién histolégica o
graduacién de una muestra de tejido (v.g., una muestra de biopsia). Las células
cancerigenas o células precancerosas pueden identificarse mediante el uso de

marcadores moleculares apropiados.

Enfermedades o trastornos no cancerosos ejemplares incluyen, pero no se
limitan a, artritis reumatoide; inflamacién; enfermedad autoinmunitaria;
enfermedades linfoproliferativas;  acromegalia;  espondilitis  reumatoide;
osteoartritis; gota, otras enfermedades artriticas; septicemia; choque septicémico;
chogue endotoxico; septicemia gram-negativa; sindrome de choque tdxico; asma;
sindrome de enfermedad respiratoria aguda; enfermedad pulmonar obstructiva
crénica; inflamacién pulmonar croénica; enteropatia inflamatoria; enfermedad de
Crohn; psoriasis, eczema; colitis ulcerosa; fibrosis pancreatica; fibrosis hepatica;
enfermedad renal aguda y cronica; sindrome del intestino irritable; fiebre;
restenosis; malaria cerebral; apoplejia y lesion isquémica; trauma neuronal;
enfermedad de Alzheimer; enfermedad de Huntington; enfermedad de Parkinson;
dolor crénico y agudo; rinitis alérgica; conjuntivitis alérgica; insuficiencia cardiaca
crénica; sindrome coronario agudo; caquexia; malaria; lepra; leishmaniasis;
enfermedad de Lyme; sindrome de Reiter; sinovitis aguda; degeneracion
muscular, bursitis; tendinitis; tenosinovitis; hernias discales, o sindrome de
prolapso discal intervertebral; osteopetrosis; trombosis; restenosis; silicosis;
sarcosis pulmonar; enfermedades de reabsorciéon 6sea, tales como osteoporosis;
reaccion de injerto contra huésped; esclerosis multiple; lupus; fibromialgia; SIDA y
otras enfermedades virales tales como herpes zoster, herpes simple | o ll, virus de

la gripe y citomegalovirus; y diabetes sacarina.

Canceres ejemplares incluyen, pero no se limitan a, carcinoma

corticosuprarrenal, canceres asociados con SIDA, linfoma relacionado con SIDA,

cancer anal, cancer anorrectal, cancer del canal anal, cancer de apéndice,
astrocitoma cerebelar de la nifiez, astrocitoma cerebral de la nifiez, carcinoma de
células basales, cancer de piel (no melanoma), cancer biliar, cancer de los ductos
biliares extrahepaticos, cancer de los ductos biliares intrahepaticos, cancer de
vejiga, cancer de la vejiga urinaria, cancer de los huesos y las articulaciones,
osteosarcoma e histiocitoma fibroso maligno, cancer cerebral, tumor cerebral,

glioma del tronco cerebral, astrocitoma cerebelar, astrocitoma cerebral/glioma
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maligno, ependimoma, meduloblastoma, tumores neuroectodermales primitivos
supratentoriales, glioma de las vias visuales e hipotalamicas, cancer de mama,
adenomas bronquiales/carcinoides, tumor carcinoide, cancer gastrointestinal,
cancer del sistema nervioso, linfoma del sistema nervioso, cancer del sistema
nervioso central, linfoma del sistema nervioso central, cancer cervical, canceres de
la nifiez, leucemia linfocitica cronica, leucemia mielégena croénica, trastornos
mieloproliferativos crénicos, cancer de colon, cancer colorrectal, linffoma de
linfocitos T cutaneo, neoplasma linfoide, micosis fungoide, sindrome de Sézary,
cancer endometrial, cancer esofagico, tumor de células germinativas
extracraneales, tumor de células germinativas extragonadales, cancer de los
ductos Dbiliares extrahepaticos, cancer ocular, melanoma intraocular,
retinoblastoma, cancer de la vesicula biliar, cancer gastrico (estdmago), tumor
carcinoide gastrointestinal, tumor estromal gastrointestinal (GIST - gastrointestinal
stromal tumor), tumor de las células germinativas, tumor de las celulas
germinativas ovaricas, glioma de tumor trofoblastico gestacional, cancer de
cabeza y cuello, cancer hepatocelular (higado), linfoma de Hodgkin, cancer
hipolaringeo, melanoma intraocular, cancer ocular, tumores de los islotes
pancreaticos (pancreas endocrino), sarcoma de Kaposi, cancer del rifién, cancer
renal, cancer de laringe, leucemia linfoblastica aguda, leucemia mieloide aguda,
leucemia linfocitica cronica, leucemia mielégena crénica, leucemia de
tricoleucocitos, cancer de los labios y la cavidad bucal, cancer de higado, cancer
de pulmén, cancer pulmonar amicrocitico, cancer pulmonar microcitico, linfoma
relacionado con SIDA, linfoma no hodgkiniano, linfoma del sistema nervioso
central primario, macroglobulinemia de Waldenstram, meduloblastoma, melanoma,
melanoma intraocular (o0jo), carcinoma de células de Merkel, mesotelioma
mesotelioma maligno, cancer de cuello epidermoide metastasico, cancer de la
boca, cancer de la lengua, sindrome de neoplasia endocrina mdltiple, micosis
fungoide, sindromes mielodisplasicos, enfermedades
mielodisplasicas/mieloproliferativas, leucemia mielégena crénica, leucemia
mieloide aguda, mieloma mudiltiple, trastornos mieloproliferativos crénicos, cancer
nasofaringeo, neuroblastoma, cancer oral, cancer de la cavidad bucal, cancer
orofaringeo, cancer ovarico, cancer epitelial ovarico, tumor potencial maligno de la
parte baja del ovario, cancer pancreatico, cancer de los islotes pancreaticos,
cancer de los senos paranasales y cancer de la cavidad nasal, cancer paratiroide,

cancer del pene, cancer faringeo, feocromocitoma, pineoblastoma y tumores

neuroectodérmicos primitivos supratentoriales, tumor de la pituitaria, neoplasma -
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de las células plasmaticas/mieloma muiltiple, blastoma pleuropulmonar, cancer de
préostata, cancer rectal, pelvis renal y la uretra, cancer de células de transicion,
retinoblastoma, rabdomiosarcoma, cancer de las glandulas salivales, familia de
tumores de sarcoma de Ewing, sarcoma de Kaposi, sarcoma de tejido blando,
cancer uterino, sarcoma uterino, cancer de piel (no melanoma), cancer de piel
(melanoma), carcinoma de piel de células de Merkel, cancer del intestino delgado,
carcinoma de células epidermoides, cancer de estdbmago (gastrico), tumores
neuroectodérmicos primitivos supratentoriales, cancer testicular, cancer de
garganta, timoma, timoma y carcinoma timico, cancer de tiroides, céancer de
células de transicion de la pelvis renal y de la uretra y demas o6rganos urinarios,
tumor trofoblastico gestacional, cancer de la uretra, cancer uterino endometrial,

sarcoma uterino, cancer del cuerpo uterino, cancer vaginal, cancer de la vulva, y
tumor de Wilm.

Un "trastorno proliferativo celular del sistema hematolégico" es un trastorno
proliferativo celular que compromete las células del sistema hemotolégico. Un
trastorno proliferativo celular del sistema hematoloégico puede incluir linfoma,
leucemia, neoplasias mieloides, neoplasias de los mastocitos, mielodisplasia,
gammopatia monoclonal benigna, granulomatosis linfomatoide, papulosis
linfomatoide, policitemia vera, leucemia mielocitica crénica, metaplasis mieloide
agnogénica, y trombocitemia esencial. Un trastorno proliferativo celular del sistema
hematoldgico puede incluir hiperplasia, displasia, y metaplasia de células del
sistema hematolégico. Preferiblemente, las composiciones de la presente
invencion pueden usarse para tratar un cancer seleccionado del grupo conformado
por un cancer hematolégico de la presente invencion o un trastorno proliferativo
celular hematolégico de la presente invencion. Un cancer hematologico de la
presente invenciéon puede incluir mieloma mudltiple, linfoma (incluyendo linfoma de
Hodgkin, linfoma no hodgkiniano, linfomas de la nifiez, y linfomas de origen
linfocitico y cutaneo), leucemia (incluyendo leucemias de la nifiez, leucemia de los
tricoleucocitos, leucemia linfocitica aguda, leucemia mielocitica aguda, leucemia
linfocitica crénica, leucemia mielocitica crénica, leucemia mielégena crénica, y

leucemia de los mastocitos), neoplasias mieloides y neoplasias de los mastocitos.
Un "trastorno proliferativo celular del pulmén" es un trastorno proliferativo

celular que compromete las células del pulmén. Los trastornos proliferativos

celulares del pulmén pueden incluir todas las formas de trastornos proliferativos
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celulares que afectan las células del pulmén. Los trastornos proliferativos celulares
del pulmén pueden incluir cancer de pulmén, un pre-cancer o una enfermedad
precancerosa del pulmén, crecimientos benignos o lesiones del pulmon, y
crecimientos malignos o lesiones del pulmoén, y lesiones metastasicas en tejido y
organos en el cuerpo distintos del pulmén. Preferiblemente, las composiciones de
la presente invencion pueden usarse para tratar cancer de puimon o trastornos
proliferativos celulares del pulmén. El cancer de pulmén puede incluir todas las
formas de cancer del pulmén. El cancer de pulmén puede incluir neoplasias
pulmonares malignas, carcinoma in situ, tumores carcinoides tipicos, y tumores
carcinoides atipicos. El cancer de pulmén puede incluir cancer pulmonar
microcitico ("SCLC" - small cell lung cancer), cancer pulmonar amicrocitico
("NSCLC" - non-small cell lung cancer), cancer pulmonar amicrocitico no
epidermoide, cancer pulmonar amicrocitico epidermoide, carcinoma de células
epidermoides, carcinoma de células no epidermoides, adenocarcinoma, carcinoma
microcitico, carcinoma de células grandes, carcinoma celular adenoepidermoide, y
mesotelioma. El cancer de pulmén puede incluir "carcinoma asociado a cicatriz,"
carcinoma bronquioalveolar, carcinoma de células gigantes, carcinoma de células
fusiformes, y carcinoma neuroendocrino de células grandes. El cancer de pulmén
puede incluir neoplasias del pulmén que tienen heterogeneidad ultraestructural e
histologica (v.g., tipos de células mixtas).

Los trastornos proliferativos celulares del pulmén pueden incluir todas las
formas de trastornos proliferativos celulares que afectan las células del pulmén.
Los trastornos proliferativos celulares del pulmén pueden incluir cancer de pulmon,
enfermedades precancerosas del pulmoén. Los trastornos proliferativos celulares
del pulmén pueden incluir hiperplasia, metaplasia, y displasia del pulmén. Los
trastornos proliferativos celulares del pulmén pueden incluir hiperplasia inducida
por asbesto, metaplasia epidermoide, y metaplasia mesotelial reactiva benigna.
Los trastornos proliferativos celulares del pulmén pueden incluir sustitucion del
epitelio columnar con epitelio epidermoide estratificado, y displasia mucosal. Los
individuos expuestos a agentes ambientales nocivos inhalados, tales como humo
de cigarillo y asbesto pueden estar en riesgo creciente de desarrollar trastornos
proliferativos celulares del pulmén. Enfermedades pulmonares previas que pueden
predisponer a los individuos al desarrollo de trastornos proliferativos celulares del
pulmén pueden incluir enfermedad pulmonar intersticial crénica, enfermedad

pulmonar necrosante, escleroderma, enfermedad reumatoide, sarcoidosis,
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neumonitis intersticial, tuberculosis, neumonias repetidas, fibrosis pulmonar

idiopatica, granulomas, asbestosis, alveolitis fibrosante, y enfermedad de Hodgkin.

Un "trastorno proliferativo celular del colon" es un trastorno proliferativo
celular que compromete células del colon. Preferiblemente, el trastorno
proliferativo celular del colon es cancer de colon. Preferiblemente, las
composiciones de la presente invencion pueden usarse para tratar cancer de
colon o trastornos proliferativos celulares del colon. El cancer de colon puede
incluir todas las formas de cancer del colon. El cancer de colon puede incluir
neoplasias malignas hereditarias y esporadicas. El cancer de colon puede incluir
neoplasias malignas del colon, carcinoma in situ, tumores carcinoides tipicos, y
tumores carcinoides atipicos. El cancer de colon puede incluir adenocarcinoma,
carcinoma de células epidermoides, y carcinoma de células adenoepidermoides.
El cancer de colon puede estar asociado con un sindrome hereditario
seleccionado del grupo conformado por cancer colorrectal hereditario sin poliposis,
poliposis adenomatosa familiar, sindrome de Gardner, sindrome de Peutz-
Jeghers, sindrome de Turcot y poliposis juvenil. ElI cancer de colon puede ser
causado por un sindrome hereditario seleccionado del grupo conformado por
cancer colorrectal hereditario sin poliposis, poliposis adenomatosa familiar,
sindrome de Gardner, sindrome de Peutz-Jeghers, sindrome de Turcot y poliposis
juvenil.

Los trastornos proliferativos celulares del colon pueden incluir todas las
formas de trastornos proliferativos celulares que afectan las células del colon. Los
trastornos proliferativos celulares del colon pueden incluir cancer de colon,
enfermedades precancerosas del colon, poélipos adenomatosos del colon vy
lesiones metacrénicas del colon. Un trastorno proliferativo celular del colon puede
incluir adenoma. Los trastornos proliferativos celulares del colon pueden
caracterizarse por hiperplasia, metaplasia, y displasia del colon. Enfermedades
previas del colon que pueden predisponer a los individuos al desarrollo de
trastornos proliferativos celulares del colon pueden incluir cancer previo del colon.
Enfermedades corrientes que pueden predisponer a los individuos al desarrollo de
trastornos proliferativos celulares del colon pueden incluir enfermedad de Crohn y
colitis ulcerosa. Un trastorno proliferativo celular del colon puede asociarse con
una mutacion en un gen seleccionado del grupo conformado por p83, ras, FAPy

DCC. Un individuo puede tener un riesgo elevado de desarrollar un trastorno
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proliferativo celular del colon debido a la presencia de una mutacién en un gen
seleccionado del grupo conformado por p53, ras, FAPy DCC.

Un "trastorno proliferativo celular de la préstata” es un trastorno proliferativo
celular que compromete las células de la préstata. Los trastornos proliferativos
celulares de la prostata pueden incluir todas las formas de trastornos proliferativos
celulares que afectan las células de la prostata. Los trastornos proliferativos
celulares de la prostata pueden incluir cancer de préostata, un pre-cancer o una
enfermedad precancerosa de la préstata, crecimientos o lesiones benignos de la
prostata, y crecimientos o lesiones malignos de la prostata, y lesiones
metastasicas en tejidos y organos en el cuerpo distintos de la préstata. Los
trastornos proliferativos celulares de la prostata pueden incluir hiperplasia,
metaplasia, y displasia de la prostata.

Un "trastorno proliferativo celular de la piel" es un trastorno proliferativo
celular que compromete las células de la piel. Los trastornos proliferativos
celulares de la piel pueden incluir todas las formas de trastornos proliferativos
celulares que afectan las células de la piel. Los trastornos proliferativos celulares
de la piel pueden incluir un pre-cancer o una enfermedad precancerosa de la piel,
crecimientos o lesiones benignos de la piel, melanoma, melanoma maligno y
demas crecimientos o lesiones malignos de la piel, y lesiones metastasicas en
tejido y dérganos en el cuerpo distintos de la piel. Los trastornos proliferativos

celulares de la piel pueden incluir hiperplasia, metaplasia, y displasia de la piel.

Un "trastorno proliferativo celular del ovario" es un trastorno proliferativo
celular que compromete las células del ovario. Los trastornos proliferativos
celulares del ovario pueden incluir todas las formas de trastornos proliferativos
celulares que afectan las células del ovario. Los trastornos proliferativos celulares
del ovario pueden incluir un pre-cancer o una enfermedad precancerosa del
ovario, crecimientos o lesiones benignos del ovario, cancer ovarico, crecimientos o
lesiones malignos del ovario, y lesiones metastasicas en tejido y 6rganos en el
cuerpo distintos del ovario. Los trastornos proliferativos celulares del ovario

pueden incluir hiperplasia, metaplasia, y displasia de las células del ovario.

Un "trastorno proliferativo celular de la mama" es un trastorno proliferativo

celular que compromete las células de la mama. Los trastornos proliferativos
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celulares de la mama pueden incluir todas las formas de trastornos proliferativos
celulares que afectan las células de la mama. Los trastornos proliferativos
celulares de la mama pueden incluir cancer de mama, un pre-cancer o una
enfermedad precancerosa de la mama, crecimientos o lesiones benignos de la
mama, y crecimientos o lesiones malignos de la mama, y lesiones metastasicas en
tejido y organos en el cuerpo distintos de la mama. Los trastornos proliferativos
celulares de la mama pueden incluir hiperplasia, metaplasia, y displasia de la
mama.

Un trastorno proliferativo celular de la mama puede ser una enfermedad
precancerosa de la mama. Las composiciones de la presente invencién pueden
usarse para tratar una enfermedad precancerosa de la mama. Una enfermedad
precancerosa de la mama puede incluir hiperplasia atipica de la mama, carcinoma
ductal in situ (DCIS - ductal carcinoma in situ), carcinoma intraductal, carcinoma
lobular in situ (LCIS — carcinoma lobular in situ), neoplasia lobular, y crecimiento o
lesion de estadio 0 o grado 0 de la mama (v.g., cancer de mama de estadio 0 o
grado 0, o carcinoma in situ). Una enfermedad precancerosa de la mama puede
estadificarse de acuerdo con el esquema de clasificacion TNM aceptado por The
American Joint Committee on Cancer (AJCC), en el que al tumor primario (T) se le
ha asignado un estadio de TO o Tis; y en el que a los nodos linfaticos regionales
(N) se les ha asignado un estadio de NO; y en donde a la metastasis distante (M)
se le ha asignado un estadio de MO.

El trastorno proliferativo celular de la mama puede ser cancer de mama.
Preferiblemente, las composiciones de la presente invencion pueden usarse para
tratar cancer de mama. El cancer de mama incluye todas las formas de cancer de
la mama. El cancer de mama puede incluir canceres de mama epiteliales
primarios. El cancer de mama puede incluir canceres en los cuales la mama se ve
comprometida por otros tumores tales como linfoma, sarcoma o melanoma. El
cancer de mama puede incluir carcinoma de la mama, carcinoma ductal de la
mama, carcinoma lobular de la mama, carcinoma no diferenciado de la mama,
cistosarcoma filoides de la mama, angiosarcoma de la mama, y linfoma primario
de la mama. El cancer de mama puede incluir cancer de mama de Estadio |, I,
A, 1B, IC y IV. El carcinoma ductal de la mama puede incluir carcinoma
invasivo, carcinoma invasivo in situ con componente intraductal predominante,

cancer de mama inflamatorio, y carcinoma ductal de la mama con un tipo
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histolégico seleccionado del grupo conformado por comedén, mucinoso (coloide),

medular, medular con infiltrado linfocitico, papilar, duro y fibroso, y tubular. El
carcinoma lobular de la mama puede incluir carcinoma lobular invasivo con
componente predominante in situ, carcinoma lobular invasivo, y carcinoma lobular
infiltrante. El cancer de mama puede incluir enfermedad de Paget, enfermedad de
Paget con carcinoma intraductal, y enfermedad de Paget con carcinoma ductal
invasivo. El cancer de mama puede incluir neoplasias de la mama que tienen

heterogeneidad histoldgica y ultrastructural (v.g., tipos de células mixtas).

Preferiblemente, un compuesto de la presente invencion puede usarse para
tratar cancer de mama. Un cancer de mama que debe tratarse puede incluir
cancer de mama familiar. Un cancer de mama que debe tratarse puede incluir
cancer de mama esporadico. Un cancer de mama que debe tratarse puedé
originarse en un sujeto masculino. Un cancer de mama que debe tratarse puede
originarse en un sujeto femenino. Un cancer de mama que debe tratarse puede
surgir en un sujeto femenino premenopausico. Un cancer de mama que debe
tratarse puede originarse en un sujeto de 30 o mas afios de edad, o un sujeto con
una edad inferior a 30 afios. Un cancer de mama que debe tratarse puede
originarse en un sujeto de 50 o mas afios de edad, o un sujeto con menos de 50
afos de edad. Un cancer de mama que debe tratarse puede originarse en un

sujeto de 70 o mas arios de edad, o un sujeto con menos de 70 afios de edad.

Un cancer de mama que debe tratarse puede clasificarse para identificar
una mutacién espontanea o familiar en BRCA1, BRCA2, o p53. Un cancer de
mama que debe tratarse puede clasificarse como uno que tiene una amplificacién
del gen HER2/neu, como sobreexpresar HER2/neu, o como uno que tiene un nivel
bajo, intermedio o elevado de expresion de HER2/neu. Un cancer de mama que
debe tratarse puede clasificarse para un marcador seleccionado del grupo
conformado por del receptor de estrégeno (ER — estrogen receptor), receptor de
progesterona (PR - progesterone receptor), receptor-2 del factor de crecimiento
epidérmico humano, Ki-67, CA15-3, CA 27-29, y c-Met. Un cancer de mama que
debe tratarse puede clasificarse como ER desconocido, rico en ER o deficiente en
ER. Un cancer de mama que debe tratarse puede clasificarse como ER-negativo o
ER-positivo. La clasificacion de ER de un cancer de mama puede realizarse por
cualquier medio reproducible. La clasificacion de ER de un cancer de mama puede

efectuarse como se publica en Onkologie 27: 175-179 (2004). Un cancer de mama
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que debe tratarse puede clasificarse como PR desconocido, rico en PR o
deficiente en PR. Un cancer de mama que debe tratarse puede clasificarse como
PR-negativo o PR-positivo. Un cancer de mama que debe tratarse puede
clasificarse como receptor positivo o receptor negativo. Un cancer de mama que
debe tratarse puede clasificarse como asociado con elevados niveles sanguineos
de CA 15-3, o CA 27-29, o ambos.

Un cancer de mama que debe tratarse puede incluir un tumor localizado de
la mama. Un céancer de mama que debe tratarse puede incluir un tumor de la
mama que se asocia con una biopsia de ganglio linfatico centinela (SLN - sentinel
lymph node) negativo. Un cancer de mama que debe tratarse puede incluir un
tumor de la mama que se asocia con una biopsia de ganglio linfatico centinela
(SLN - sentinel lymph node) positivo. Un cancer de mama que debe tratarse puede
incluir un tumor de la mama que se asocia con uno o mas ganglios linfaticos
axilares positivos, en donde los ganglios linfaticos axilares se han estadificado por
cualquier método aplicable. Un cancer de mama que debe tratarse puede incluir
un tumor de la mama que se ha clasificado como uno que tiene un estado
negativo nodal (v.g., nodo-negativo) o un estado positivo nodal (v.g., nodo-
positivo). Un cancer de mama que debe tratarse puede incluir un tumor de la
mama que ha hecho metastasis a otros sitios en el cuerpo. Un cancer de mama
que debe tratarse puede clasificarse como uno que ha hecho metastasis a un sitio
seleccionado del grupo conformado por hueso, pulmén, higado, o cerebro. Un
cancer de mama que debe tratarse puede clasificarse de acuerdo con una
caracteristica seleccionada del grupo conformado por metastasica, localizada,
regional, local-regional, localmente avanzada, distante, multicéntrica, bilateral,

ipsilateral, contralateral, recién diagnosticada, recurrente, e inoperable.

Un compuesto de la presente invencion puede usarse para tratar o prevenir
un trastorno proliferativo celular de la mama, o para tratar o prevenir cancer de
mama, en un sujeto que tiene un riesgo incrementado de desarrollar cancer de
mama, en relacién con la poblacién en general. Un sujeto con un riesgo
incrementado de desarrollar cancer de mama, en relacion con la poblacién en
general, es un sujeto femenino con un historial familiar o un historial personal de
cancer de mama. Un sujeto con un riesgo incrementado de desarrollar cancer de
mama, en relacion con la poblacién en general, es un sujeto femenino que tiene

una mutacién de linea germinativa o espontanea en BRCA1 o BRCA2, o0 ambos.
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Un sujeto con un riesgo incrementado de desarrollar cancer de mama, en relacion
con la poblacién en general, es un sujeto femenino con un historial familiar de
cancer de mama y una mutacion de linea germinal o espontdnea en BRCA1 o
BRCA2, o ambos. Un sujeto con un riesgo incrementado de desarrollar cancer de

mama, en relacion con la poblaciéon en general, es una mujer que tiene mas de 30

- afios de edad, mas de 40 afios de edad, mas de 50 afios de edad, mas de 60

afos de edad, mas de 70 afios de edad, mas de 80 afios de edad, o mas de 90
afios de edad. Un sujeto con un riesgo incrementado de desarrollar cancer de
mama, en relacion con la poblacién en general, es un sujeto con hiperplasia
atipica de la mama, carcinoma ductal carcinoma in situ (DCIS), carcinoma
intraductal, carcinoma lobular in situ (LCIS), neoplasia lobular, o un crecimiento o
lesion de estadio 0 de la mama (v.g., cancer de mama de estadio 0 o grado 0, o

carcinoma in situ).

Un cancer de mama que debe tratarse puede graduarse histolégicamente
de acuerdo con el sistema de Scarff-Bloom-Richardson, en donde a un tumor de la
mama se le ha asignado un puntaje de conteo de mitosis de 1, 2, o 3; un puntaje
de pleiomorfismo nuclear de 1, 2, o 3; un puntaje de formacién de tubulos de 1, 2,
o 3; y un puntaje de Scarff-Bloom-Richardson total de entre 3 y 9. A un cancer de
mama que debe tratarse puede asignarse un grado de tumor de acuerdo con The
International Consensus Panel on the Treatment of Breast Cancer, seleccionado

del grupo conformado por grado 1, grado 1-2, grado 2, grado 2-3, o grado 3.

Un cancer que se va a tratar puede estadificarse de acuerdo con The
American Joint Committee on Cancer (AJCC) TNM classification system, en donde
al tumor (T) se le ha asignado un estadio de TX, T1, T1mic, T1a, T1b, T1c, T2, T3,
T4, T4a, T4b, T4c, o T4d; y en donde a los ganglios linfaticos regionales (N) se les
ha asignado un estadio de NX, NO, N1, N2,v N2a, N2b, N3, N3a, N3b, o N3c; y en
donde a la metastasis distante (M) puede asignarsele un estadio de MX, MO, o M1.
Un cancer que se va a tratar puede estadificarse de acuerdo con una clasificacion
del American Joint Committee on Cancer (AJCC) como Estadio |, Estadio lIA,
Estadio 11B, Estadio IlIA, Estadio 11IB, Estadio IlIC, o Estadio IV. A un cancer que
se va a tratar puede asignarsele un grado de acuerdo con una clasificacion AJCC
como Grado GX (v.g., el grado no puede evaluarse), Grado 1, Grado 2, Grado 3 0
Grado 4. Un céancer que se va a tratar puede estadificarse de acuerdo con una
clasificacion patoldgica AJCC (pN) de pNX, pNO, PNO (I-), PNO (I+), PNO (mol-),
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PNO (mol+), PN1, PN1(mi), PN1a, PN1b, PN1c, pN2, pN2a, pN2b, pN3, pN3a,
pN3b, o pN3c.

Un cancer que se va a tratar puede incluir un tumor que se ha determinado
que tiene menos de o igual a alrededor de 2 centimetros de didmetro. Un cancer
que se va a tratar puede incluir un tumor que se ha determinado que tiene desde
alrededor de 2 a alrededor de 5 centimetros de didametro. Un cancer que se va a
tratar puede incluir un tumor que se ha determinado que tiene menos de o igual a
alrededor de 3 centimetros de diametro. Un cancer que se va a tratar puede incluir
un tumor que se ha determinado que tiene mas de 5 centimetros de diametro. Un
cancer que se va a tratar puede clasificarse por su apariencia microscopica como
bien diferenciado, moderadamente diferenciado, escasamente diferenciado, o no
diferenciado. Un cancer que se va a tratar puede clasificarse por su apariencia
microscopica con respecto a conteo de mitosis (v.g., cantidad de division celular) o
pleiomorfismo nuclear (v.g., cambio en células). Un cancer que se va a tratar
puede clasificarse por su apariencia microscopica como asociado con areas de
necrosis (v.g., areas de células que mueren o se degeneran). Un cancer que se va
a tratar puede clasificarse como uno que tiene un cariotipo anormal, uno que tiene
un nimero anormal de cromosomas, o uno que tiene uno 0 mas cromosomas que
son anormales en apariencia. Un cancer que se va a tratar puede clasificarse
como uno que es aneuploide, triploide, tetraploide, o como uno que tiene una
ploidia alterada. Un cancer que se va a tratar puede clasificarse como uno que
tiene una translocacion cromosémica, o una delecién o duplicacién de todo un
cromosoma, o una region de delecion, duplicacion o amplificacion de una porcion
de un cromosoma.

Un cancer que se va a tratar puede evaluarse por citometria de ADN,
citometria de flujo, o citometria de imagen. Un cancer que se va a tratar puede
clasificarse como uno que tiene 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, o
90% de las células en la fase de sintesis de la division celular (v.g., en fase S de la
division celular). Un cancer que se va a tratar puede clasificarse como uno que
tiene una baja fraccion de fase S o una fraccion de fase S alta.

Tal como se emplea en esta especificacion, una "célula normal" es una

célula que no puede clasificarse como parte de un "trastorno proliferativo celular."

Una célula normal carece de crecimiento no regulado o anormal, o ambos, el cual
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puede llevar al desarrollo de una afeccion o enfermedad indeseada.
Preferiblemente, una célula normal posee mecanismos de control del punto de

regulacion de ciclo celular que funcionan normaimente.

Tal como se emplea en esta especificacion, "contactar una célula” se refiere
a una enfermedad en la cual un compuesto u otra composiciéon de sustancias
("composition of matter") esta en contacto directo con una célula;, o esta lo

suficientemente préxima para inducir un efecto biolégico deseado en una célula.

Tal como se emplea en esta especificacion, "compuesto candidato” se
refiere a un compuesto de la presente invencion que se ha probado o se probara
en uno o mas analisis biolégicos in vitro o in vivo, con el fin de determinar si es
probable que ese compuesto provoque una respuesta médica o biolégica deseada
en una célula, tejido, sistema, animal o humano que se estad buscando por un
investigador o médico. Un compuesto candidato es una composicién farmacéutica
que contiene (a) (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-
indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona, que tiene una pureza quiral de mas de 99%,
determinada por HPLC, y que contiene menos de 1% de (+)-trans-3-(5,6-dihidro-
4H-pirrolo [3,2,1-i] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona y un portador
farmacéuticamente aceptable; (b) un polimorfo de forma 1 de (-)-trans-3-(5,6-
dihidro-4H-pirrolo  [3,2,1-ij]  quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-i)  pirrolidin-2,5-diona
caracterizado por un patrén de difraccién de rayos X de polvo que comprende
picos en aproximadamente 8.2, 10.8 y 14.1 °28 empleando radiacién Cu Ka, y uno
0 mas portadores o excipientes farmacéuticamente aceptables; o (c) un polimorfo
de forma 2 de (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-
3-il) pirrolidin-2,5-diona caracterizado por un patrén de difraccién de rayos X de
polvo que comprende picos en aproximadamente 6.5, 9.9 y 12.0 °26 empleando
radiacion Cu Ka, y uno o mas portadores o excipientes farmacéuticamente
aceptables. La respuesta médica o biolégica puede ser el tratamiento de cancer.
La respuesta médica o biolégica puede ser el tratamiento o la prevencién de un
trastorno proliferativo celular. Analisis bioldgicos in vitro o in vivo pueden incluir,
pero no se limitan a, andlisis de actividad enzimatica, analisis de cambio de
movilidad electroforética, analisis de gen reportero, analisis de viabilidad celular in

vitro, y los andlisis descritos en esta especificacion.
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Tal como se emplea en esta especificacion, "monoterapia” se refiere a la
administracion de un solo compuesto activo o terapéutico a un sujeto necesitado
de ello. Preferiblemente, la monoterapia implicara la administracion de una
cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto activo. Por ejemplo, la
monoterapia del cancer con uno de los compuestos de la presente invencion, o su
sal farmacéuticamente aceptable, profarmaco, metabolito, polimorfo o solvato, a
un sujeto en necesidad de tratamiento de cancer. La monoterapia puede
contrastarse con terapia de combinacion, en la cual se administra una
combinacién compuestos activos multiples, preferiblemente con cada componente
de la combinaciéon presente en una cantidad terapéuticamente efectiva. En un
aspecto, la monoterapia con un compuesto de la presente invencion es mas

efectiva que la terapia de combinacién en inducir un efecto biolégico deseado.

Tal como se emplea en esta especificacion, "tratamiento” o "tratar" describe
el manejo y cuidado de un paciente para el propésito de combatir una enfermedad,
afeccion, o trastorno e incluye la administraciéon de un compuesto de la presente
invencion para aliviar los sintomas o complicaciones de una enfermedad, afeccion
o trastorno, o para eliminar la enfermedad, afeccion o trastorno.

Los compuestos de la presente invenciéon pueden usarse igualmente para
prevenir una enfermedad, afeccién o trastorno. Tal como se emplea en esta
especificacion, "prevencion” o "prevenir” describe reducir o eliminar la iniciacién de

los sintomas o complicaciones de la enfermedad, afeccion o trastorno.

El tratamiento de cancer puede resuitar en una reduccién en el tamafio de
un tumor. Una reduccién en el tamafo de un tumor puede designarse asimismo
como "regresion de un tumor." Preferiblemente, luego del tratamiento, el tamafio
del tumor se reduce en 5% o mas, en relacion con su tamafo antes del
tratamiento; mas preferiblemente, el tamafo del tumor se reduce en 10% o mas;
mas preferiblemente, se reduce en 20% o mas; mas preferiblemente, se reduce en
30% o mas, mas preferiblemente, se reduce en 40% o mas; aun mas
preferiblemente, se reduce en 50% o mas; y muy preferiblemente, se reduce en
mas de 75% o mas. El tamafo del tumor puede medirse por cualquier medio

reproducible de medicion. El tamafio del tumor puede medirse como un diametro
del tumor.
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El tratamiento de cancer puede resultar en una reduccion en el volumen del
tumor. Preferiblemente, luego del tratamiento, el volumen del tumor se reduce en
5% o mas, en relacion con su tamafio antes del tratamiento; mas preferiblemente,
el volumen del tumor se reduce en 10% o mas, mas preferiblemente, se reduce en
20% o mas, mas preferiblemente, se reduce en 30% o mas, mas preferiblemente,
se reduce en 40% o mas; aun mas preferiblemente, se reduce en 50% o mas; y
muy preferiblemente, se reduce en mas de 75% o mas. El volumen del tumor

puede medirse por cualquier medio reproducible de medicion.

El tratamiento del cancer resulta en una disminucién en el numero de
tumores. Preferiblemente, luego del tratamiento, el nimero de tumores se reduce
en 5% o mas, en relacion con el nimero antes del tratamiento; mas
preferiblemente, el nimero de tumores se reduce en 10% o mas, mas
preferiblemente, se reduce en 20% o mas, mas preferiblemente, se reduce en
30% o mas, mas preferiblemente, se reduce en 40% o mas; aun mas
preferiblemente, se reduce en 50% o mas; y muy preferiblemente, se reduce en
mas de 75%. El nimero de tumores puede medirse por cualquier medio
reproducible de medicion. El nimero de tumores puede medirse contando los
tumores visibles a simple vista o con una arhpliacién especificada.

Preferiblemente, la ampliacion especificada es 2x, 3x, 4x, 5x, 10x, o 50x.

El tratamiento del cancer puede resultar en una disminucién de las lesiones
metastasicas en otros tejidos u érganos distantes del sitio del tumor primario.
Preferiblemente, luego del tratamiento, el numero de lesiones metastasicas se
reduce en 5% o mas, en relacion con el nimero antes del tratamiento, mas
preferiblemente, el nimero de lesiones metastasicas se reduce en 10% o mas,
mas preferiblemente, se reduce en 20% o mas, mas preferiblemente, se reduce en
30% o mas, mas preferiblemente, se reduce en 40% o mas; aun mas
preferiblemente, se reduce en 50% o mas; y muy preferiblemente, se reduce en
mas de 75%. El nimero de lesiones metastasicas puede medirse por cualquier
medio reproducible de medicion. El nimero de lesiones metastasicas puede
medirse contando las lesiones metastasicas visibles a simple vista o con una
ampliacion especificada. Preferiblemente, la ampliacion especificada es 2x, 3x, 4x,
5x, 10x, o 50x.
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El tratamiento del cancer puede resultar en un aumento en el tiempo medio
de supervivencia de una poblacion de sujetos tratados, en comparacion con una
poblacion que recibe un portador tnicamente. Preferiblemente, el tiempo medio de
supervivencia se aumenta en mas de 30 dias; mas preferiblemente, en mas de 60
dias; mas preferiblemente, en mas de 90 dias; y muy preferiblemente, en mas de
120 dias. Un aumento en el tiempo medio de supervivencia de.una poblacion
puede medirse por cualquier medio reproducible. Un aumento en el tiempo medio
de supervivencia de una poblacién puede medirse, por ejemplo, calculando para
una poblacion la duracion media de supervivencia luego de la iniciacion del
tratamiento con un compuesto activo. Un aumento en el tiempo medio de
supervivencia de una poblacion puede medirse igualmente, por ejemplo,
calculando para una poblacion la duracién media de supervivencia luego de la

terminacion de una primera ronda de tratamiento con un compuesto activo.

El tratamiento del cancer puede resultar en un aumento en el tiempo medio
de supervivencia de una poblacién de sujetos tratados, en comparacion con una
poblacion de sujetos no tratados. Preferiblemente, el tiempo medio de
supervivencia se aumenta en mas de 30 dias; mas preferiblemente, en mas de 60
dias; mas preferiblemente, en mas de 90 dias; y muy preferiblemente, en mas de
120 dias. Un aumento en el tiempo medio de supervivencia de una poblacion
puede medirse por cualquier medio reproducible. Un aumento en el tiempo medio
de supervivencia de una poblacion puede medirse, por ejemplo, calculando para
una poblacion la duracién media de supervivencia luego de la iniciacion del
tratamiento con un compuesto activo. Un aumento en el tiempo medio de
supervivencia de una poblacion puede medirse iguaimente, por ejemplo,
calculando para una poblacién la duracién media de supervivencia luego de la

terminacién de una primera ronda de tratamiento con un compuesto activo.

El tratamiento del cancer puede resultar en un aumento en el tiempo medio
de supervivencia de una poblacién de sujetos tratados, en comparaciéon con una
poblacién que recibe monoterapia con un medicamento que no es un compuesto
de la presente invencion, o su sal farmacéuticamente aceptable, profarmaco,
metabolito, polimorfo o solvato. Preferiblemente, el tiempo medio de supervivencia
se aumenta en mas de 30 dias; mas preferiblemente, en mas de 60 dias; mas
preferiblemente, en mas de 90 dias; y muy preferiblemente, en mas de 120 dias.

Un aumento en el tiempo medio de supervivencia de una poblaciéon puede medirse
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por cualquier medio reproducible. Un aumento en el tiempo medio de
supervivencia de una poblacion puede medirse, por ejemplo, calculando para una
poblacion la duracién media de supervivencia luego de la iniciacién del tratamiento
con un compuesto activo. Un aumento en el tiempo medio de supervivencia de
una poblacion puede medirse asimismo, por ejemplo, calculando para una
poblacion la duracion media, luego de la terminacién de una primera ronda de

tratamiento con un compuesto activo.

El tratamiento del cancer puede resultar en una disminucién de la tasa de
mortalidad de una poblacion de sujetos tratados, en comparacion con una
poblacién que recibe un portador Unicamente. El tratamiento del cancer puede
resultar en una disminucién de la tasa de mortalidad de una poblacion de sujetos
tratados, en comparacion con una poblacién no tratada. El tratamiento del cancer
puede resultar en una disminucion de la tasa de mortalidad de una poblacion de
sujetos tratados, en comparacion con una poblacién que recibe una monoterapia
con un medicamento que no es un compuesto de la presente invencién, o su sal
farmacéuticamente aceptable, profarmaco, metabolito, polimorfo o solvato.
Preferiblemente, la tasa de mortalidad se disminuye en mas de 2%; mas
preferiblemente, en mas de 5%; mas preferiblemente, en mas de 10%; y muy
preferiblemente, en mas de 25%. Una disminucion en la tasa de mortalidad de una
poblacion de sujetos tratados puede medirse por cualquier medio reproducible.
Una disminucién en la tasa de mortalidad de una poblacién puede medirse, por
ejemplo, calculando para una poblacién el nimero medio de muertes relacionadas
con la enfermedad por unidad de tiempo luego de la iniciacién del tratamiento con
un compuesto activo. Una disminucion en la tasa de mortalidad de una poblacion
puede medirse igualmente, por ejemplo, calculando para una poblacion el nimero
medio de muertes relacionadas con la enfermedad por unidad de tiempo luego de
la terminacion de una primera ronda de tratamiento con un compuesto activo.

El tratamiento del cancer puede resultar en una disminucién de la tasa de
crecimiento de un tumor. Preferiblemente, luego del tratamiento, la tasa de
crecimiento del tumor se reduce en por lo menos 5% en relacién con un namero
antes del tratamiento; mas preferiblemente, la tasa de crecimiento del tumor se
reduce en por lo menos 10%; mas preferiblemente, se reduce en por lo menos
20%; mas preferiblemente, se reduce en por lo menos 30%; mas preferiblemente,

se reduce en por lo menos 40%; mas preferiblemente, se reduce en por lo menos
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50%:; aun mas preferiblemente, se reduce en por lo menos 50%; y muy
preferiblemente, se reduce en por lo menos 75%. La tasa de crecimiento del tumor
puede medirse por cualquier medio reproducible de medicion. La tasa de
crecimiento del tumor puede medirse de acuerdo con una variacion en el diametro

del tumor por unidad de tiempo.

El tratamiento del cancer puede resultar en una disminucién en un nuevo
desarrolio del tumor. Preferiblemente, luego del tratamiento, un nuevo desarrollo
del tumor es menos de 5%; mas preferiblemente, un nuevo desarrollo del tumor es
menos de 10%; mas preferiblemente, menos de 20%; mas preferiblemente, menos
de 30%; mas preferiblemente, menos de 40%; mas preferiblemente, menos de
50%; aun mas preferiblemente, menos de 50%; y muy preferiblemente, menos de
75%. Un nuevo desarrollo del tumor puede medirse por cualquier medio
reproducible de medicién. Un nuevo desarrollo del tumor se mide, por ejemplo,
midiendo un aumento en el diametro de un tumor después de una reduccién
anterior del tumor, que siguié al tratamiento. Una disminucion en un nuevo
desarrollo del tumor se indica por la falta de reocurrencia de tumores una vez se

ha detenido el tratamiento.

El tratamiento o la prevencion de un trastorno proliferativo celular puede
resultar en una reduccion de la tasa de proliferacion celular. Preferiblemente,
luego del tratamiento, la tasa de proliferacién celular se reduce en por lo menos
5%; mas preferiblemente, en por lo menos 10%; mas preferiblemente, en por lo
menos 20%; mas preferiblemente, en por lo menos 30%; mas preferiblemente, en
por lo menos 40%; mas preferiblemente, en por lo menos 50%; ain mas
preferiblemente, en por lo menos 50%; y muy preferiblemente, en por lo menos
75%. La tasa de proliferacion celular puede medirse por cualquier medio
reproducible de medicion. La tasa de proliferacion celular se mide, por ejemplo,
cuantificando el nimero de células que se dividen en una muestra de tejido por
unidad de tiempo.

El tratamiento o la prevencion de un trastorno proliferativo celular puede
resultar en wuna reduccién de la proporciéon de células proliferantes.
Preferiblemente, luego del tratamiento, la proporcién de células proliferantes se
reduce en por lo menos 5%; mas preferiblemente, en por lo menos 10%; mas

preferiblemente, en por lo menos 20%; mas preferiblemente, en por lo menos
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30%; mas preferiblemente, en por lo menos 40%; mas preferiblemente, en por lo
menos 50%; aun mas preferiblemente, en por lo menos 50%; y muy
preferiblemente, en por lo menos 75%. La proporcién de células proliferantes
puede medirse por cualquier medio reproducible de medicién. Preferiblemente, la
proporcion de células proliferantes se mide, por ejemplo, cuantificando el nimero
de células que se dividen, en relacién con el niUmero de células que no se dividen
en una muestra de tejido. La proporcién de células proliferantes puede ser
equivalente al indice mitético.

El tratamiento o la prevencion de un trastorno proliferativo celular puede
resultar en una disminucién en el tamafio de un area o zona de proliferacién
celular. Preferiblemente, luego del tratamiento, el tamafo de un area o zona de
proliferaciéon celular se reduce en por lo menos 5%, en relacién con su tamafo
antes del tratamiento; mas preferiblemente, se reduce en por lo menos 10%; mas
preferiblemente, se reduce en por lo menos 20%; mas preferiblemente, se reduce
en por lo menos 30%; mas preferiblemente, se reduce en por lo menos 40%; mas
preferiblemente, se reduce en por o menos 50%; aun mas preferiblemente, se
reduce en por lo menos 50%; y muy preferiblemente, se reduce en por lo menos
75%. El tamafio de un area o zona de proliferacién celular puede medirse por
cualquier medio reproducible de medicion. El tamafio de un area o zona de
proliferaciéon celular puede medirse como un diametro o ancho de un area o zona
de proliferacién celular.

El tratamiento o la prevencion de‘un trastorno proliferativo celular puede
resultar en una disminucion en el nimero o la proporcién de células que tienen
una apariencia 0 morfologia anormal. Preferiblemente, luego del tratamiento, el
numero de células que tienen una apariencia o morfologia anormal se reduce en
por lo menos 5%, en relaciébn con su tamafo antes del tratamiento; mas
preferiblemente, se reduce en por lo menos 10%; mas preferiblemente, se réduce
en por lo menos 20%; mas preferiblemente, se reduce en por lo menos 30%; mas
preferiblemente, se reduce en por lo menos 40%; mas preferiblemente, se reduce
en por lo menos 50%; aun mas preferiblemente, se reduce en por lo menos 50%; y
muy preferiblemente, se reduce en por lo menos 75%. Una apariencia o
morfologia anormal puede medirse por cualquier medio reproducible de medicién.

Una morfologia celular anormal puede medirse por microscopia, v.g., usando un
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microscopio de cultivo de tejido invertido. Una morfologia celular anormal puede

tomar la forma de pleiomorfismo nuclear.

Tal como se emplea en esta especificacion, el término "selectivamente”
significa tendiente a ocurrir con una mayor frecuencia en una poblacién que en
otra poblacién. Las poblaciones comparadas pueden ser poblaciones de células.
Preferiblemente, un compuesto de la presente invencién, o su sal
farmacéuticamente aceptable, profarmaco, metabolito, polimorfo o solvato, actia
selectivamente sobre una célula cancerigena o precancerosa pero no sobre una
célula normal. Preferiblemente, un compuesto de la presente invencién, o su sal
farmacéuticamente aceptable, profarmaco, metabolito, polimorfo o solvato, actua
selectivamente para modular una diana molecular (v.g., c-met) pero no modula
significativamente otra diana molecular (v.g., proteina cinasa C). La invencion
proporciona asimismo un método para inhibir selectivamente la actividad de una
enzima, tal como una cinasa. Preferiblemente, ocurre un episodio selectivamente
en una poblaciéon A relativa a una poblaciéon B si éste ocurre mas de dos veces
con mayor frecuencia en poblacién A, comparada con poblacién B. Un episodio
ocurre selectivamente si éste ocurre mas de cinco veces con mayor frecuencia en
poblacién A. Un episodio ocurre selectivamente si éste ocurre mas de diez veces
con mayor frecuencia en poblacién A; mas preferiblemente, mas de cincuenta
veces; aun mas preferiblemente, mas de 100 veces; y muy preferiblemente, mas
de 1.000 veces con mayor frecuencia en una poblacion A, comparada con
poblacién B. Por ejemplo, se diria que la muerte celular ocurre selectivamente en
células cancerigenas si ésta ocurre mas de dos veces tan frecuentemente en

células cancerigenas comparadas con células normales.

Un compuesto de la presente invencién o su sal farmacéuticamente
aceptable, profarmaco, metabolito, polimorfo o solvato, puede modular la actividad
de una diana molecular (v.g., c-met). Modular se refiere a estimular o inhibir una

actividad de una diana molecular.

Preferiblemente, un compuesto de la presente invencidbn modula la
actividad de una diana molecular si estimula o inhibe la actividad de la diana
molecular en por lo menos 2 veces, en relacion con la actividad de la diana
molecular, bajo las mismas condiciones pero en ausencia del citado compuesto.

Mas preferiblemente, un compuesto dela presente invencién modula la actividad
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de una diana molecular si estimula o inhibe la actividad de la diana molecular en
por lo menos 5 veces, por lo menos 10 veces, por lo menos 20 veces, por |0
menos 50 veces, por lo menos 100 veces en relacion con la actividad de la diana
molecular bajo las mismas condiciones pero en ausencia del citado compuesto. La
actividad de la diana molecular puede medirse por cualquier medio reproducible.
La actividad de la diana molecular puede medirse in vitro o in vivo. Por ejemplo, la
actividad de la diana molecular puede medirse in vitro por un analisis de actividad
enzimatica o un analisis de union de ADN, o la actividad de la diana molecular
puede medirse in vivo analizandola con respecto a la expresiéon de un gen

reportero.

Un compuesto de la presente invencién, o su sal farmacéuticamente
aceptable, profarmaco, metabolito, polimorfo o solvato, no modula
significativamente la actividad de una diana molecular, si la adicion del compuesto
no estimula o inhibe la actividad de la diana molecular en mas de 10%, en relacién
con la actividad de la diana molecular bajo las mismas condiciones, pero en

ausencia Unicamente del citado compuesto.

Tal como se emplea en esta especificacion, el término "isozima selectiva"
significa la estimulacién o inhibicion preferencial de una primera isoforma de una
enzima en comparacion con una segunda isoforma de una enzima (e.g., la
estimulacion o inhibicion preferencial de una cinasa isozima alfa en comparacién
con una cinasa isozima beta). Preferiblemente, un compuesto de la presente
invencion demuestra un minimo de un diferencial de cuatro veces, preferiblemente
un diferencial de diez veces, mas preferiblemente un diferencial de cincuenta
veces, en la dosificacion requerida para alcanzar un efecto bioldgico.
Preferiblemente, un compuesto de la presente invencion demuestra este
diferencial a través de un rango de inhibicion, y el diferencial se ejemplifica en la

ICso, €s decir, una inhibicion del 50%, para una diana molecular de interés.

Administrar un compuesto de la presente invencién, o su sal
farmacéuticamente aceptable, profarmaco, metabolito, polimorfo o solvato, a una
célula o un sujeto necesitado de ello puede resultar en la modulacion (es decir,

estimulacion o inhibicién) de una actividad de una cinasa de interés.
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La presente invencion proporciona métodos para evaluar la actividad
biolégica de una composicion que contiene (a) (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo
[3,2,1-f] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona, que tiene una pureza
quiral de mas de 99%, determinada por HPLC, y que contiene menos de 1% de
(+)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-
2,5-diona; (b) un polimorfo de forma 1 de (-)-frans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-
if] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona caracterizado por un patrén de
difraccion de rayos X de polvo que comprende picos en aproximadamente 8.2,
10.8 y 14.1 °28 empleando radiacién Cu Ka; o (c) un polimorfo de forma 2 de (-)-
trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-
diona caracterizado por un patron de difraccion de rayos X de polvo que
comprende picos en aproximadamente 6.5, 9.9 y 12.0 °26 empleando radiacion Cu
Ka.

En un método, puede utilizarse un andlisis basado en actividad enzimatica.
En un andlisis de actividad enzimatica especifica, la actividad enzimatica es de
una cinasa. Tal como se emplea en esta especificacion, "cinasa" se refiere a una
gran clase de enzimas que catalizan la transferencia del y-fosfato de ATP al grupo
hidroxilo en la cadena lateral de Ser/Thr o Tyr en proteinas y péptidos y estan
intimamente implicadas en el control de varias funciones celulares importantes, tal
vez muy notablemente: transduccién de sefiales, diferenciacion, y proliferacion. Se
ha calculado que existen alrededor de 2.000 proteina cinasas distintas en el
cuerpo humano vy, aunque cada una de éstas fosforilan sustratos
peptidicos/proteicos particulares, todas ellas fijan el mismo segundo sustrato ATP
en una cavidad altamente conservada. Alrededor de 50% de los productos
oncogénicos conocidos son proteina tirosina cinasas (PTKs - protein tyrosine
kinases), y se ha demostrado que su actividad cinasa lleva a la formacion de

células. Preferiblemente, la cinasa analizada es una tirosina cinasa.

Un cambio en actividad enzimatica causado por los compuestos de la

presente invencion puede medirse en los analisis divulgados. EI cambio en

actividad enzimatica puede caracterizarse por el cambio en la magnitud de.

fosforilacion de ciertos sustratos. Tal como se emplea en esta especificacion,
"fosforilacion” se refiere a la adicion de grupos fosfato a un sustrato, incluyendo
proteinas y moléculas organicas, y juega un papel importante en regular las

actividades biolégicas de las proteinas. Preferiblemente, la fosforilacién analizada
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y medida implica la adicién de grupos fosfato a residuos de tirosina. El sustrato

puede ser un péptido o proteina.

El algunos andlisis, se emplean reactivos inmunolégicos, v.g., anticuerpos y
antigenos. La fluorescencia puede utilizarse en la medicion de actividad
enzimatica en algunos andlisis. Tal como se emplea en esta especificacion,
"fluorescencia" se refiere a un proceso mediante el cual una molécula emite un
fotén como resultado de absorber un fotén entrante de mayor energia por la

misma molécula.

Administrar un compuesto de la presente invencién, o su sal
farmacéuticamente aceptable, profarmaco, metabolito, polimorfo o solvato, a una
célula o un sujeto necesitado de ello puede resultar en la modulacion (es decir,
estimulacion o inhibicién) de una actividad de c-Met. Tal como se emplea en esta
especificacién, una actividad de c-Met se refiere a cualquier funciéon o actividad
bioldgica que se lleva a cabo por c-Met. Por ejemplo, una funcién de c-Met incluye
fosforilacién de proteinas diana corriente abajo. Otras funciones de c-Met incluyen
autofosforilacion, union de proteinas adaptadoras tales como Gab-1, Grb-2, Shc,
SHP2 y c-Cbl, y activacién de transductores de sefiales tales como Ras, Src,
PI3K, PLC-y, STATs, ERK1y 2 y FAK.

Administrar un compuesto de la presente invencion, o su sal
farmacéuticamente aceptable, profarmaco, metabolito, polimorfo o solvato, a una
célula o un sujeto necesitado de ello puede resultar en modulacién (es decir,
estimulacion o inhibicién) de una actividad de ERK 1 o ERK 2, o ambas. Tal como
se emplea en esta especificacién, una actividad de ERK 1 o ERK 2 se refiere a
cualquier funcién o actividad bioldgica que se lleva a cabo por ERK 1 0 ERK 2. Por
ejemplo, una funcién de ERK 1 o ERK 2 incluye fosforilaciéon de proteinas diana

corriente abajo.

Activar se refiere a poner una composicion de sustancias (v.g., proteina o
acido nucleico) en un estado apropiado para llevar a cabo una funcién bioldgica
deseada. Una composicién de sustancias capaz de activarse tiene también un
estado inactivado. Una composicion activada de sustancias puede tener una

funcién bioldgica inhibitoria o estimuladora, o ambas.
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Elevacion se refiere a un aumento en una actividad biolégica deseada de
una composicién de sustancias (v.g., una proteina o acido nucleico). La elevacion
puede ocurrir a través de un aumento en la concentracién de una composicion de

sustancias.

Tal como se emplea en esta especificacion, "una via de punto de regulacion
del ciclo celular" se refiere a una via bioquimica que estd implicada en la
modulacién de un punto de regulaciéon del ciclo celular. Una via de punto de
regulacion del ciclo celular puede tener efectos estimuladores o inhibitorios, o
ambos, sobre una o mas funciones que contienen un punto de regulacién del ciclo
celular. Una via de punto de regulacién del ciclo celular consta de por lo menos
dos composiciones de sustancias, preferiblemente proteinas, dos de las cuales
contribuyen a la modulacion de un punto de regulacién del ciclo celular. Una via de
punto de regulacion del ciclo celular puede activarse por la activacion de uno o
mas miembros de la via de punto de regulacion del ciclo celular. Preferiblemente,
una via de punto de regulacion del ciclo celular es una via de sefializacion

bioquimica.

Tal como se emplea en esta especificacion, "regulador de punto de
regulacion del ciclo celular” se refiere a una composicion de sustancias que puede
funcionar, por lo menos en parte, en la modulaciéon de un punto de regulacion del
ciclo celular. Un regulador de punto de regulacion del ciclo celular puede tener
efectos estimuladores o inhibitorios, 0 ambos, sobre una 0 mas funciones que
contienen un punto de regulacién del ciclo celular. Un regulador de punto de

regulacion del ciclo celular puede ser una proteina o puede no ser una proteina.

El tratamiento de cancer o un trastorno proliferativo celular puede resuitar
en muerte celular, y preferiblemente, la muerte celular se traduce en una
disminucién de por lo menos 10% en el nimero de células en una poblacion. Mas
preferiblemente, la muerte celular significa una disminucién de por lo menos 20%;
mas preferiblemente, una disminucién de por lo menos 30%; més preferiblemente,
una disminucién de por lo menos 40%; mas preferiblemente, una disminucion de
por lo menos 50%; muy preferiblemente, una disminucién de por lo menos 75%. El
nimero de células en una poblacién puede medirse por cualquier medio
reproducible. Un numero de células en una poblacién puede medirse por

clasificacién de células activada por fluorescencia (FACS - fluorescence activated
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cell sorting), microscopia de inmunofluorescencia y microscopia de la luz. Métodos
de medir la muerte celular se ilustran en Li et al., (2003) Proc Nat/ AcadSci USA.

100(5): 2674-8. En un aspecto, la muerte celular ocurre por apoptosis.

Preferiblemente, una cantidad efectiva de un compuesto de la presente
invencién, o su sal farmacéuticamente aceptable, profarmaco, metabolito,
polimorfo o solvato no es significativamente citotoxica a células normales. Una
cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto no es significativamente
citotéxica a células normales si la administracion del compuesto en una cantidad
terapéuticamente efectiva no induce muerte celular en mas de 10% de celulas
normales. Una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto no afecta
significativamente la viabilidad de células normales si la administracion del
compuesto en una cantidad terapéuticamente efectiva no induce muerte celular en
mas de 10% de células normales. En un aspecto, la muerte celular ocurre por

apoptosis.

Contactar una célula con un compuesto de la presente invencion, o su sal
farmacéuticamente aceptable, profarmaco, metabolito, polimorfo o soivato, puede
inducir o activar la muerte celular selectivamente en células cancerigenas.
Administrar a un sujeto necesitado de ello un compuesto de la presente invencion,
o su sal farmacéuticamente aceptable, profarmaco, metabolito, polimorfo o
solvato, puede inducir o activar la muerte celular selectivamente en células
cancerigenas. Contactar una célula con un compuesto de la presente invencion, o
su sal farmacéuticamente aceptable, profarmaco, metabolito, polimorfo o solvato,
puede inducir la muerte celular selectivamente en una o mas células afectadas por
un trastorno proliferativo celular. Preferiblemente, administrar a un sujeto
necesitado de ello un compuesto de la presente invencion, o su sal
farmacéuticamente aceptable, profarmaco, metabolito, polimorfo o solvato, induce
la muerte celular selectivamente en una o mas células afectadas por un trastorno

proliferativo celular.

La presente invencion se refiere a un método de tratar o prevenir cancer,
administrando un compuesto de la presente invencién, o su sal farmacéuticamente
aceptable, profarmaco, metabolito, polimorfo o solvato a un sujeto necesitado de
ello, en donde la administracion del compuesto de la presente invencién, o su sal

farmacéuticamente aceptable, profarmaco, metabolito, polimorfo o solvato resulta
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en uno o mas de los siguientes: acumulacion de células en la fase G1 y/o S del
ciclo celular, citotoxicidad via muerte celular en células cancerigenas sin una
cantidad significativa de muerte celular en células normales, actividad antitumoral
en animales con un indice terapéutico de por lo menos 2, y activacién de un punto
de regulacion del ciclo celular. Tal como se emplea en esta especificacion, "indice

terapéutico” es la dosis maxima tolerada, dividida por la dosis eficaz.

Una persona versada en el arte puede remitirse a textos de referencia
general para descripciones detalladas de técnicas conocidas, discutidas en esta
especificacion, o técnicas equivalentes. Estos textos incluyen Ausubel et al,
Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons, Inc. (2005);
Sambrook et al, Molecular Cloning, A Laboratory Manual (3d ed.), Cold Spring
Harbor Press, Cold Spring Harbor, New York (2000); Coligan et al., Current
Protocols in Immunology, John Wiley & Sons, N.Y.; Enna et al, Current Protocols
in Pharmacology, John Wiley & Sons, N.Y.; Fingl et al., The Pharmacological Basis
of Therapeutics (1975), Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing
Co., Easton, PA, 18" edition (1990). Por supuesto, estos textos pueden

consultarse igualmente al poner en practica o usar un aspecto de la invencion.

Tal como se emplea en esta especificacion, "terapia de combinacién” o
"terapia conjunta" incluye la administracion de un compuesto de la presente
invencion y por lo menos un segundo agente como parte de un régimen de
tratamiento especifico, previsto para proporcionar el efecto benefico de la accién
conjunta de estos agentes terapéuticos. El efecto benéfico de la combinacion
incluye, pero no se limita a, una accion conjunta farmacocinética o
farmacodinamica resultante de la combinacién de agentes terapéuticos. La
administracion de estos agentes terapéuticos en combinacién se lieva a cabo
generalmente durante un periodo definido de tiempo (usualmente minutos, horas,
dias o semanas, dependiendo de la combinacion seleccionada). "Terapia de
combinacién” puede pretender, pero generalmente no lo pretende, abarcar la
administracion de dos o mas de estos agentes terapéuticos como parte de
regimenes de monoterapia separados que, incidental y arbitrariamente, resultan

en las combinaciones de la presente invencion.

"Terapia de combinacién" pretende abarcar la administracién de estos

agentes terapéuticos en una manera secuencial, en donde cada agente
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terapéutico se administra en un tiempo diferente, asi como la administracién de
estos agentes terapéuticos, o por lo menos dos de los agentes terapéuticos, en
una manera sustancialmente simultdnea. La administracién sustancialmente
simultanea puede realizarse, por ejemplo, administrando al sujeto una capsula
individual con una relacion fija de cada agente terapéutico o en miiltiples capsulas
individuales para cada uno de los agentes terapéuticos. La administracion
secuencial o sustancialmente simultanea de cada agente terapéutico puede
efectuarse por cualquier via apropiada incluyendo, pero no limitadas a, vias orales,
vias intravenosas, vias intramusculares, y absorcidn directa a través de los tejidos
de la membrana mucosa. Los agentes terapéuticos pueden administrarse por la
misma via o por vias diferentes. Por ejemplo, un primer agente terapéutico de la
combinacion seleccionada puede administrarse por inyeccién intravenosa mientras
los otros agentes terapéuticos de la combinacién pueden administrarse oralmente.
Alternativamente, por ejemplo, todos los agentes terapéuticos pueden
administrarse oralmente o todos los agentes terapéuticos pueden administrarse
por inyeccién intravenosa. La secuencia en la cual se administran los agentes
terapéuticos no es especificamente critica.

"Terapia de combinacién" abarca asimismo la administracion de los agentes
terapéuticos, como se describe anteriormente, en combinacién adicional con otros
ingredientes biolégicamente activos y terapias no farmacolégicas (v.g., cirugia o
tratamiento de radiacion). Donde la terapia de combinacion comprende ademas un
tratamiento no farmacoloégico, el tratamiento no farmacolégico puede conducirse
en cualquier momento apropiado, siempre que se consiga un efecto benéfico de la
accion conjunta de la combinacion de los agentes terapéuticos y el tratamiento no
farmacolo6gico. Por ejemplo, en casos apropiados, el efecto benéfico se obtiene
aun cuando el tratamiento no farmacolégico se retire temporalmente de la

administracion de los agentes terapéuticos, tal vez por dias o incluso semanas.

Un compuesto de la presente invencién, o su sal farmacéuticamente
aceptable, profarmaco, metabolito, polimorfo o solvato, puede administrarse en
combinacién con un segundo agente quimioterapéutico. El segundo agente
quimioterapéutico puede ser un taxano, un inhibidor de aromatasa, una
antraciclina, un medicamento que se dirige a los microtubulos, un medicamento
téxico a la topoisomerasa, un anticuerpo monoclonal o policlonal dirigido a una

diana, un inhibidor de una diana molecular o enzima (v.g., un inhibidor de cinasa),
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o un medicamento analogo de citidina. Preferiblemente, el agente
quimioterapéutico puede ser, pero no se restringe a, tamoxifeno, raloxifeno,
anastrozol, exemestano, letrozol, HERCEPTIN® (trastuzumab), GLEEVEC®
(imatanib), TAXOL® (paclitaxel), ciclofosfamida, lovastatina, minosina, araC, 5-
fluorouracilo (5-FU), metotrexato (MTX), TAXOTERE® (docetaxel), ZOLADEX®
(goserelina), vincristina, vinblastina, nocodazol, tenipésido, etopésido, GEMZAR®
(gemcitabina), epotilona, navelbina, camptotecina, daunonibicina, dactinomicina,
mitoxantrona, amsacrina, doxorrubicina (adriamicina), epirrubicina o idarrubicina.
El segundo agente quimioterapéutico puede ser una citocina tal como G-CSF
(factor estimulante de colonias de granulocitos). Un compuesto de la presente
invencion, o su sal farmacéuticamente aceptable, profarmaco, metabolito,
polimorfo o solvato, puede administrarse en combinacién con terapia de radiacion.
Un compuesto de la presente invencién, o su sal farmacéuticamente aceptable,
profarmaco, metabolito, polimorfo o solvato, puede administrarse conjuntamente
con combinaciones de quimioterapia estandar tales como, pero no restringidas a,
CMF (ciclofosfamida, metotrexato y 5-fluorouracilo), CAF (ciclofosfamida,
adriamicina y 5-fluorouracilo), AC (adriamicina y ciclofosfamida), FEC (5-
fluorouracilo, epirrubicina, y ciclofosfamida), ACT o ATC (adriamicina,
ciclofosfamida, y paclitaxel), o CMFP (ciclofosfamida, metotrexato, 5-fluorouracilo

y prednisona).

Un compuesto de la invencidén, o su sal farmacéuticamente aceptable,
profarmaco, metabolito, polimorfo o solvato, puede administrarse con un inhibidor
de una enzima, tal como una cinasa de receptor o no receptor. Las cinasas de
receptor o no receptor de la invencién son, por ejemplo, tirosina cinasas o
serina/treonina cinasas. Los inhibidores de cinasa de la invencion son pequefias

moléculas, acidos polinucleicos, polipéptidos, o anticuerpos.

Tirosina cinasas ejemplares incluyen, pero no se limitan a, Bevacizumab
(actua selectivamente sobre VEGF), BIBW 2992 (actlia selectivamente sobre
EGFR y Erb2), Cetuximab/Erbitux (actia selectivamente sobre Erbl),
Imatinib/Gleevec (actia selectivamente sobre Bcr-Abl), Trastuzumab (actla
selectivamente sobre Erb2), Gefitinib/Iressa (actia selectivamente sobre EGFR),
Ranibizumab (actia selectivamente sobre VEGF), Pegaptanib (actia
selectivamente sobre VEGF), Erlotinib/Tarceva (actia selectivamente sobre Erbl),

Nilotinib (actia selectivamente sobre Bcr-Abl), Lapatinib (actua selectivamente
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sobre Erb1 y Erb2/Her2), GW-572016/lapatinib ditosilato (actia selectivamente
sobre HER2/Erb2), Panitumumab/Vectibix (actia selectivamente sobre EGFR),
Vandetinib (actia selectivamente sobre RET/VEGFR), E7080 (actia
selectivamente sobre dianas muiltiples incluyendo RET y VEGFR), Herceptina
(acttia selectivamente sobre HER2/Erb2), PKI-166 (actia selectivamente sobre
EGFR), Canertinib/CI-1033 (actua selectivamente sobre EGFR), Sunitinib/SU-
11464/Sutent (actia selectivamente sobre EGFR y FLT3), Matuzumab/Emd7200
(acta selectivamente sobre EGFR), EKB-569 (actua selectivamente sobre
EGFR), Zd6474 (actua selectivamente sobre EGFR y VEGFR), PKC-412 (actia
selectivamente sobre VEGR y FLT3), Vatalanib/Ptk787/ZK222584 (actla
selectivamente sobre VEGR), CEP-701 (actlia selectivamente sobre FLT3),
SU5614 (actiia selectivamente sobre FLT3), MLN518 (actla selectivamente sobre
FLT3), XL999 (actua selectivamente sobre FLT3), VX-322 (actia selectivamente
sobre FLT3), Azd0530 (actia selectivamente sobre SRC), BMS-354825 (actua
selectivamente sobre SRC), SKI-606 (actia selectivamente sobre SRC), CP-690
(actha selectivamente sobre JAK), AG-490 (actla selectivamente sobre JAK),
WHI-P154 (actlia selectivamente sobre JAK), WHI-P131 (actua selectivamente
sobre JAK), Sorafmib/Nexavar (actlia selectivamente sobre RAF cinasa, VEGFR-
1, VEGFR-2, VEGFR-3, PDGFR- B, KIT, FLT-3, y RET), Dasatinib/Sprycel
(BCR/ABL y Src), AC-220 (actia selectivamente sobre Fit3), AC-480 (actia
selectivamente sobre todas las proteinas HER, "panHER"), Motesanib difosfato
(actua selectivamente sobre VEGF 1-3, PDGFR, y c-kit), Denosumab (actia
selectivamente sobre RANKL, inhibe SRC), AMG888 (actua selectivamente sobre

HERS3), y AP24534 (actlia selectivamente sobre dianas multiples incluyendo FIt3).

Serina/treonina ejemplares incluyen, pero no se limitan a, Rapamune (actia
selectivamente sobre mTOR/FRAPI), Deforolimus (actua selectivamente sobre
mTOR), Certican/Everolimus (actia selectivamente sobre mMTOR/FRAPI),
AP23573 (actua selectivamente sobre mTOR/FRAPI), Eril/Fasudil clorhidrato
(actua selectivamente sobre RHO), Flavopiridol (actlia selectivamente sobre CDK),
Seliciclib/CYC202/Roscovitrina (actia selectivamente sobre CDK), SNS-032/BMS-
387032 (actta selectivamente sobre CDK), Ruboxistaurina (actla selectivamente
sobre PKC), Pkc412 (actia selectivamente sobre PKC), Briostatina (actla
selectivamente sobre PKC), KAI-9803 (actlia selectivamente sobre PKC), SF1126
(actia selectivamente sobre PI3K), VX-680 (actia selectivamente sobre Aurora
cinasa), Azdl 152 (actlia selectivamente sobre Aurora cinasa), Arry-142886/AZD-

56

¢



10

15

20

25

30

35

6244 (actia selectivamente sobre MAP/MEK), SCIO-469 (actia selectivamente
sobre MAP/MEK), GW681323 (actlia selectivamente sobre MAP/MEK), CC-401
(acttia selectivamente sobre JNK), CEP-1347 (actla selectivamente sobre JNK), y
PD 332991 (actla selectivamente sobre CDK).

Terapias combinatorias preferidas incluyen, pero no se limitan a, (a) (5)-
trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-if] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-
diona, que tiene una pureza quiral de mas de 99%, determinada por HPLC, y que
contiene menos de 1% de (+)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-
4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona y un portador farmacéuticamente aceptable;
(b) un polimorfo de forma 1 de (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-
1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona caracterizado por un patrén de difraccion
de rayos X de polvo que comprende picos en aproximadamente 8.2, 10.8 y 14.1
°26 empleando radiacion Cu Ka, y uno o mas portadores o excipientes
farmacéuticamente aceptabies; o (c) un polimorfo de forma 2 de (-)-trans-3-(5,6-
dihidro-4H-pirrolo  .[3,2,1-j]  quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-i)  pirrolidin-2,5-diona
caracterizado por un patrén de difraccién de rayos X de polvo que comprende
picos en aproximadamente 6.5, 9.9 y 12.0 °26 empleando radiacion Cu Ka, y uno
o mas portadores o excipientes farmacéuticamente aceptables, administrados en
combinacion con Erlotinib, (a) (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij} quinolin-1-
il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona, que tiene una pureza quiral de mas de 99%,
determinada por HPLC, y que contiene menos de 1% de (+)-trans-3-(5,6-dihidro-
4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona y un portador
farmacéuticamente aceptable; (b) un polimorfo de forma 1 de (-)-trans-3-(5,6-
dihidro-4H-pirrolo  [3,2,1-j]  quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)  pirrolidin-2,5-diona
caracterizado por un patrén de difraccion de rayos X de polvo que comprende
picos en aproximadamente 8.2, 10.8 y 14.1 °20 empleando radiacién Cu Ka, y uno
o mas portadores o excipientes farmacéuticamente aceptables; o (c) un polimorfo
de forma 2 de (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-
3-il) pirrolidin-2,5-diona caracterizado por un patrén de difraccién de rayos X de
polvo que comprende picos en aproximadamente 6.5, 9.9 y 12.0 °26 empleando
radiacion Cu Ka, y uno o mas portadores o excipientes farmacéuticamente
aceptables administrados en combinacién con gemcitabina, y (a) (-)-frans-3-(5,6-
dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-if] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona, que
tiene una pureza quiral de mas de 99%, determinada por HPLC, y que contiene
menos de 1% de (+)-frans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-if] quinolin-1-il)-4-(1H-
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indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona y un portador farmacéuticamente aceptable; (b) un
polimorfo de forma 1 de (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-
(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona caracterizado por un patrén de difraccion de
rayos X de polvo que comprende picos en aproximadamente 8.2, 10.8 'y 14.1 °26
empleando radiacion Cu Ka, y uno o mas portadores o0 excipientes
farmacéuticamente aceptables; o (c) un polimorfo de forma 2 de (-)-trans-3-(5,6-
dihidro-4H-pirrolo  [3,2,1-if]  quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-i)  pirrolidin-2,5-diona
caracterizado por un patron de difraccion de rayos X de polvo que comprende
picos en aproximadamente 6.5, 9.9 y 12.0 °26 empleando radiacién Cu Ka, y uno
0 mas portadores o excipientes farmacéuticamente aceptables administrados en
combinacién con sorafinib. En ciertas modalidades, un sujeto o paciente recibe
una combinacion de Erlotinib, administrado como 150 mg una vez diariamente, en
combinaciéon con (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-
indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona, administrada como 360 mg dos veces diariamente.
En otras modalidades, un sujeto o paciente recibe una combinacion de
gemicitabina, administrada por infusién intravenosa de 1.000 mg/m? durante 30
minutos una vez semanalmente, en combinacién con (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-
pirrolo  [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona, administrada
como 360 mg por via oral dos veces al dia 0 120 mg por via oral dos veces al dia
continuamente. En otra modalidad, un sujeto o paciente recibe una combinacion
de sorafinib, administrado como 200 mg dos veces diariamente, en combinacion
con trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-i] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-
2,5-diona, administrada como 360 mg dos veces diariamente. Posologias
preferidas para (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-
3-il) pirrolidin-2,5-diona incluyen, pero no se limitan a, una capsula y un

comprimido.

Composiciones Farmacéuticas

La presente invencion proporciona asimismo composiciones farmaceuticas
que contienen (a) (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-
indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona, que tiene una pureza quiral de mas de 99%,
determinada por HPLC, y que contiene menos de 1% de (+)-trans-3-(5,6-dihidro-
4H-pirrolo [3,2,1-if] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona y un portador
farmacéuticamente aceptable; (b) un polimorfo de forma 1 de (-)-frans-3-(5,6-
dihidro-4H-pirrolo  [3,2,1-i]  quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)  pirrolidin-2,5-diona
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caracterizado por un patrén de difraccion de rayos X de polvo que comprende
picos en aproximadamente 8.2, 10.8 y 14.1 °26 empleando radiacion Cu Ka, y uno
o mas portadores o excipientes farmacéuticamente aceptables; o (c) un polimorfo
de forma 2 de (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-i] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-
3-il) pirrolidin-2,5-diona caracterizado por un patrén de difraccién de rayos X de
polvo que comprende picos en aproximadamente 6.5, 9.9 y 12.0 °26 empleando
radiacion Cu Ko, y uno o mas portadores o excipientes farmacéuticamente

aceptables.

Una "composicion farmacéutica" es una formulacién que contiene los
compuestos de la presente invencion en una presentacién apropiada para
administracion a un sujeto. En una modalidad, la composicién farmacéutica es a
granel o estad en una presentacion farmacéutica unitaria. La presentacion
farmacéutica unitaria es cualquiera de una variedad de presentaciones,
incluyendo, por ejemplo, una cépsula, una bolsa IV, un comprimido, una bomba
individual en un inhalador en aerosol o un frasquito. La cantidad de ingrediente
activo (v.g., una formulaciéon del compuesto divulgado o su sal, hidrato, solvato o
isdbmero) en una dosis unitaria de la composicién es una cantidad efectiva y varia
de acuerdo con el tratamiento particular involucrado. Una persona versada en el
arte entendera que a veces es necesario hacer cambios rutinarios a la posologia
dependiendo de la edad y estado del paciente. La posologia dependera
igualmente de la via de administracion. Se contempla una variedad de vias,
incluidas la via oral, pulmonar, rectal, parenteral, transdérmica, subcutanea,
intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, inhalacional, bucal, sublingual,
intrapleural, intratecal, intranasal, y similares. Presentaciones farmacéuticas para
la administracion topica o transdérmica de un compuesto de esta invencion
incluyen polvos, atomizadores, unglientos, pastas, cremas, lociones, geles,
soluciones, parches e inhalantes. En una modalidad, el compuesto activo se
mezcla bajo condiciones estériles con un portador farmacéuticamente aceptable, y

con cualesquiera preservantes, reguladores de pH o propelentes que se requieran.

Tal como se emplea en esta especificacion, la expresion
“farmacéuticamente aceptable" se refiere a aquellos compuestos, materiales,
composiciones, portadores, y/o presentaciones farmacéuticas que, dentro del
ambito del sano juicio médico, son apropiadas para uso en contacto con los tejidos

de seres humanos y animales sin toxicidad excesiva, irritacion, respuesta alérgica,
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u otro problema o complicacion, equiparable con una relacién riesgo/beneficio

razonable.

"Excipiente farmacéuticamente aceptable” significa un excipiente que es
util en preparar una composicion farmacéutica que es generalmente segura, no
toxica y ni biolégica ni en otra forma indeseable, e incluye un excipiente que es
aceptable para uso veterinario asi como uso farmacéutico humano. Un "excipiente
farmacéuticamente aceptable”, tal como se emplea en la especificacion y las

reivindicaciones, incluye tanto uno como mas de un excipiente similar.

Una composicion farmacéutica de la invencion se formula para ser
compatible con su via prevista de administracion. Ejemplos de vias de
administracion incluyen administracion parenteral, (v.g., intravenosa, intradérmica,
subcutanea), oral (v.g., inhalacion), transdérmica (t6pica), y transmucosal.
Soluciones o suspensiones usadas para aplicacién parenteral, intradérmica, o
subcutanea pueden incluir los siguientes componentes: un diluyente estéril tal
como agua para inyeccion, solucion salina, aceites que no se evaporan facilmente,
polietilen glicoles, glicerina, propilen glicol u otros solventes sintéticos; agentes
antibacterianos tales como alcohol bencilico o metilparabenos; antioxidantes tales
como acido ascorbico o bisulfito de sodio; agentes quelantes tales como acido
etilendiaminatetraacético; reguladores de pH tales como acetatos, citratos o
fosfatos, y agentes para el ajuste de tonicidad tales como cloruro de sodio o
dextrosa. El pH puede ajustarse con acidos o bases, tales como acido clorhidrico
o hidroxido de sodio. La preparacion parenteral puede envasarse en ampollas,
jeringas desechables o frasquitos de dosis multiples, elaborados de vidrio o

plastico.

Un compuesto o composicion farmacéutica de la invencién puede
administrarse a un sujeto en muchos de los métodos bien conocidos, usados
actualmente para tratamiento quimioterapéutico. Por ejemplo, para tratamiento de
canceres, un compuesto de la invencién puedé inyectarse directamente en
tumores, inyectarse en el torrente sanguineo o cavidades del cuerpo o tomarse
oralmente o aplicarse a través de la piel con parches. La dosis elegida debe ser
suficiente para constituir un tratamiento efectivo, pero no tan aita como para
causar efectos secundarios inaceptables. Preferiblemente el estado de la

condicién patoldgica (v.g., cancer, pre-cancer, y similares) y la salud de! paciente

60

6



10

15

20

25

30

35

deben monitorearse de cerca durante y por un periodo razonable luego del

tratamiento.

El término "cantidad terapéuticamente efectiva," tal como se emplea en esta
especificacion, se refiere a una cantidad de un agente farmacéutico para tratar,
mejorar, o prevenir una enfermedad o afeccién identificada, o para exhibir un
efecto inhibitorio o terapéutico detectable. El efecto puede detectarse por cualquier
método de analisis conocido en el arte. La cantidad efectiva precisa para un sujeto
dependera del peso corporal del sujeto, tamafio, y salud; la indole y extension de
la afeccion; y el producto terapéutico o combinacién de productos terapéuticos
seleccionados para administracion. Cantidades terapéuticamente efectivas para
una situacion dada pueden determinarse por experimentacion rutinaria que se
encuentra dentro de la habilidad y juicio del médico. En un aspecto preferido, la
enfermedad o afeccion que se va a tratar es cancer. En ofro aspecto, la

enfermedad o afeccion que se va a tratar es un trastorno proliferativo celular.

Para cualquier compuesto, la cantidad terapéuticamente efectiva puede
calcularse inicialmente ya sea en analisis de cultivo celular, v.g., de células
neoplasicas, 0 en modelos animales, usualmente ratas, ratones, conejos, perros, o
cerdos. El modelo animal puede usarse igualmente para determinar el rango de
concentracion apropiado y la via de administracién. Tal informacién puede usarse
entonces para determinar dosis Utiles y las vias de administracion en humanos. La
eficacia terapéutica/profilactica y la toxicidad pueden determinarse por
procedimientos farmacéuticos estandar en cultivos de células o animales
experimentales, v.g., EDsy (la dosis terapéuticamente efectiva en 50% de la
poblacién) y LDsg (la dosis letal para el 50% de la poblacion). La relacion de la
dosis entre efectos toxicos y terapéuticos es el indice terapéutico, y éste puede
expresarse como la relacion LDso/EDsy. Se prefieren las composiciones
farmacéuticas que exhiben indices terapéuticos elevados. La posologia puede
variar dentro de este rango dependiendo de la forma farmacéutica empleada, la

sensibilidad del paciente, y la via de administracion.

La posologia y la administracion se ajustan para proporcionar niveles
suficientes del (de los) agente(s) activo(s) o para mantener el efecto deseado. Los
factores que pueden tomarse en cuenta incluyen la gravedad del estado

patolégico, la salud general del sujeto, la edad, el peso, y el género del sujeto, la
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dieta, tiempo y frecuencia de la administracion, la combinacién (combinaciones)
del medicamento, las sensibilidades de reaccion, y la tolerancia/respuesta a la
terapia. Composiciones de efecto prolongado pueden administrarse diariamente,
cada 3 a 4 dias, cada semana, o una vez cada dos semanas, dependiendo de la

semivida y tasa de depuracién de la formulacién particular.

Las composiciones farmacéuticas que contienen los compuestos activos de
la presente invencién pueden fabricarse en una manera que es generalmente
conocida, v.g., por medios convencionales como procesos de mezclar, disolver,
granular, fabricar grageas, pulverizar, emulsionar, encapsular, atrapar, o liofilizar.
Las composiciones farmacéuticas pueden formularse en una manera convencional
usando uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables, los cuales incluyen
excipientes y/o auxiliares que facilitan el procesamiento de compuestos activos en
preparaciones que pueden emplearse farmacéuticamente. Por supuesto, la

formulacién apropiada depende de la via de administracién seleccionada.

Composiciones farmacéuticas apropiadas para uso inyectable incluyen
soluciones acuosas estériles o dispersiones y polvos estériles para la preparacion
extemporanea de soluciones inyectables estériles o dispersiones. Para
administracién intravenosa, portadores adecuados incluyeh solucién salina
fisiologica, agua bacteriostatica, Cremophor EL™ (BASF, Parsippany, N.J.) o
solucién salina amortiguada con fosfato (PBS - phosphate buffered saline). En
todos los casos, la composicién tiene que ser estéril y debe ser fluida en la medida
en que exista una facil jeringabilidad. Tiene que ser estable bajo las condiciones
de fabricacion y almacenamiento y tiene que preservarse contra la accion
contaminante de microorganismos tales como bacterias y hongos. El portador
puede ser un éolvente o medio de dispersiéon que contiene, por ejemplo, agua,
etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilen glicol, y polietilen glicol liquido, y
similares), y mezclas apropiadas de los anteriores. La fluidez apropiada puede
mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento tal como lecitina,
mediante el mantenimiento del tamario de particula requerido en el caso de una
dispersion y por el uso de tensioactivos. La prevencion de la accién de
microorganismos puede conseguirse mediante varios agentes antibacterianos y
antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, &cido ascorbico,
timerosal, y similares. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isotonicos,

por ejemplo, azlcares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol, y/o cloruro de
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sodio en la composicién. La absorcion prolongada de las composiciones
inyectables puede producirse incluyendo en la composicion un agente que retarda

la absorcién, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Soluciones inyectables estériles pueden prepararse incorporando el
compuesto activo, en la cantidad requerida, en un solvente apropiado con uno o
una combinacion de ingredientes enumerados anteriormente, segun se requiera,
seguido por esterilizacion por filtracion. Generalmente, las dispersiones se
preparan incorporando el compuesto activo en un vehiculo estéril, que contiene un
medio de dispersion basico, y los demas ingredientes requeridos de los
enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de
soluciones inyectables estériles, métodos de preparacion son secamiento en vacio
y secamiento por congelamiento que producen un polvo del ingrediente activo méas
cualquier ingrediente deseado adicional de una solucion previamente filtrada por

esterilizacion.

Las composiciones orales incluyen generalmente un diluyente inerte o un
portador digerible, farmacéuticamente aceptable. Pueden envasarse en capsulas
de gelatina o compactarse en comprimidos. Para el propdsito de la administracion
terapéutica oral, el compuesto activo puede incorporarse con excipientes y usarse
en la forma de comprimidos, pastillas para chupar, o capsulas. Las composiciones
orales pueden prepararse asimismo usando un portador fluido para uso como un
enjuague bucal, en donde el compuesto en el portador fluido se aplica oralmente y
se hacen buches y se escupe o se traga. Agentes de fijacién farmacéeuticamente
compatibles y/o materiales coadyuvantes pueden incluirse como parte de la
composicion. Los comprimidos, pildoras, capsulas, pastillas para chupar y
similares pueden contener cualquiera de los siguientes ingredientes, o
compuestos de una naturaleza similar: un aglutinante tal como celulosa
microcristalina, goma tragacanto o gelatina; un excipiente tal como almidén,
almidén pregelatinizado, o lactosa, un agente desagregante tal como
croscarmelosa sédica, glicolato de almidén sodico, almidon carboximetilico sodico,
acido alginico, Primogel, crospovidona, o almidén de maiz; un lubricante tal como
estearato de magnesio, acido estearico, fumarato estearilico sodico, o Sterotes; un
deslizante tal como diéxido de silice coloidal; una agente edulcorante tal como
sacarosa o sacarina; o un agente saborizante tal como menta, salicilato de metilo,

o sabor a naranja.
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Para administracion por inhalacién, Los compuestos se administran en la
forma de un atomizador de aerosol de un recipiente presurizado o dispensador,
que contiene un  propelente  apropiado, v.g.,  hidrofluoroalcanos,

clorofluorocarbonos, anhidrido carbénico, o un nebulizador.

La adrhinistraci()n sistémica puede efectuarse asimismo por medios
transmucosales o transdérmicos. Penetrantes apropiados a la barrera que se va a
permear se utiizan en la formulacion para administracion transmucosal o
transdérmica. Tales penetrantes son generalmente conocidos en el arte, e
incluyen, por ejemplo, para administracion transmucosal, detergentes, sales
biliares, y derivados de acido fusidico. La administracion transmucosal puede
llevarse a cabo mediante el uso de atomizadores nasales o supositorios. Para
administracion transdérmica, los compuestos activos se formulan en unguentos,

pomadas, geles, o cremas, como se conocen generalmente en el arte.

Los compuestos activos pueden prepararse con portadores
farmacéuticamente aceptables que protegeran el compuesto contra la eliminacion
rapida del cuerpo, tal como una formulacién de liberacién controlada, incluyendo
implantes y sistemas de administracién microencapsulados. Pueden usarse
polimeros biocompatibles, biodegradables, tales como etilenvinilacetato,
polianhidridos, acido poligliclico, colageno, poliortoésteres, y acido polilactico o
mezclas o copolimeros de poliésteres. Métodos para la preparacion de tales
formulaciones seran evidentes a las personas versadas en el arte. Los materiales
pueden obtenerse igualmente en el comercio de Alza Corporation y Nova
Pharmaceuticals, Inc. Suspensiones liposémicas (incluyendo liposomas, dirigidos
a células infectadas, con anticuerpos monoclonales contra antigenos virales)
pueden usarse asimismo como portadores farmacéuticamente aceptables. Estas
pueden prepararse de acuerdo con los métodos conocidos por las personas
versadas en el arte, por ejemplo, como se describe en la Patente de los Estados
Unidos No. 4,522,811.

Es especialmente ventajoso formular composiciones orales o parenterales
en una forma de dosis unitaria para comodidad de administracion y uniformidad de
dosificacién. Forma de dosis unitaria, tal como se emplea en esta especificacion,

se refiere a unidades fisicamente discretas, apropiadas como dosis unitarias para
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el sujeto que se va a tratar; conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada
de compuesto, calculada para producir el efecto terapéutico deseado en
asociacién con el portador farmacéutico requerido. La especificacion para las
presentaciones de dosis unitarias de la invencion estan dictadas por, y dependen
directamente de, las caracteristicas Unicas del compuesto activo y el efecto

terapéutico particular a conseguir.

En aplicaciones terapéuticas, las dosis de las composiciones farmacéuticas
usadas de acuerdo con la invencién varian dependiendo del agente, la edad, el
peso, y el estado clinico del paciente destinatario, y la experiencia y juicio del
médico o profesional que administra la terapia, entre otros factores, que afectan la
dosificacion seleccionada. Generalmente, la dosis -debe ser suficiente para
desacelerar y, preferiblemente, disminuir, el desarrollo de tumores y, ademas,
preferiblemente suficiente para causar la completa regresién del cancer. Las dosis
pueden variar desde alrededor de 0,01 mg/kg por dia a alrededor de 5.000 mg/kg
por dia. En aspectos preferidos, las dosis pueden variar desde alrededor de 1
mg/kg por dia a alrededor de 1.000 mg/kg por dia. En un aspecto, la dosis estara
en el rango de alrededor de 0,1 mg/dia a alrededor de 50 g/dia; alrededor de 0,1
mg/dia a alrededor de 25 g/dia; alrededor de 0,1 mg/dia a alrededor de 10 g/dia;
alrededor de 0,1 mg a alrededor de 3 g/dia; o alrededor de 0,1 mg a alrededor de
1 g/dia, en dosis individuales, divididas, o continuas (dosis que puede ajustarse
para el peso del paciente en kg, area de superficie corporal en m?, y edad en
afos). En aplicaciones preferidas, la dosis puede ser aproximadamente 400
miligramos dos veces diariamente (b.i.d.). En aplicaciones especificas, la dosis es
360 miligramos (mg) dos veces diariamente (b.i.d.). Mas preferiblemente, la
presentacion farmacéutica es una capsula o comprimido y se administra como dos
o tres capsulas o comprimidos con una dosis combinada de 360 miligramos (mg).
Esta presentacion farmacéutica se administra dos veces diariamente para una
dosis total de 720 miligramos (mg). Una cantidad efectiva de un agente
farmacéutico es aquella que proporciona una mejoria objetivamente identificable,
apreciada por el médico u otro observador calificado. Por ejemplo, la regresion de
un tumor en un paciente puede medirse con referencia al diametro de un tumor. La
disminucién en el diametro de un tumor indica regresién. La regresion se indica
igualmente por la no recurrencia de tumores luego detener el tratamiento. Tal

como se emplea en esta especificacion, el término "manera efectiva de
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dosificacion" se refiere a la cantidad de un compuesto activo para producir el

efecto biolégico deseado en un sujeto o célula.

Las composiciones farmacéuticas pueden incluirse en un recipiente,

empague, o dispensador junto con instrucciones para su administracion.

Los compuestos de la presente invencién son capaces de formar
adicionalmente sales. Todas estas formas estan también contempladas dentro del

admbito de la invencion reivindicada.

Tal como se emplea en esta especificacion, "sales farmacéuticamente
aceptables" se refieren a derivados de los compuestos de la presente invencion en
donde el compuesto precursor se modifica preparando sales acidas o basicas de
los mismos. Ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se
limitan a, sales de acidos organicos 0 minerales de residuos basicos tales como
aminas, sales alcalinas u organicas de residuos acidicos tales como acidos
carboxilicos, y similares. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen las
sales no téxicas convencionales o las sales de amonio cuaternario del compuesto
precursor, formado, por ejemplo, a partir de acidos organicos o inorganicos no
toxicos. Por ejemplo, tales sales no téxicas convencionales incluyen, pero no se
limitan a, las derivadas de acidos organicos e inorganicos seleccionados de acidos
2-acetoxibenzoico, 2-hidroxietanosulfonico, acético, ascérbico, bencenosulfénico,
benzoico, bicarbénico, carbdnico, citrico, edético, etanodisulfénico, 1,2-
etanosulfénico, fumarico, glucoheptonico, glucénico, glutamico, glicélico, glicol
arsanilico, hexil-resorcinico, hidrabamico, bromhidrico, clorhidrico, yodhidrico,
hidroximaleico, hidroxinaftoico, isetionico, lactico, lactobidnico, laurilsulfénico,
maleico, malico, mandélico, metanosulfénico, napsilico, nitrico, oxalico, pamoico,
pantoténico, fenilacético, fosférico, poligalacturénico, propiénico, salicilico,
estearico, subacético, succinico, sulfamico, sulfanilico, sulflrico, tanico, tartarico,
toluenosulfénico, y aminoacidos de ocurrencia comun, v.g., glicina, alanina,
fenilalanina, arginina, etc.

Otros ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables incluyen &cido
hexanoico, acido ciclopentanopropidnico, acido pirdvico, acido malénico, acido 3-
(4-hidroxibenzoil)benzoico, acido cinamico, acido 4-clorobencenosulfénico, acido

2-naftalenosulfénico, acido 4-toluenosulfénico, acido canforsulfonico, acido 4-
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metilbiciclo-[2.2.2]-oct-2-en-1-carboxilico, acido 3-fenilpropidnico, acido
trimetilacético, acido butilacético terciario, acido mucoénico, y similares. La presente
invencion abarca ademas sales formadas cuando un protén acidico presente en el
compuesto precursor, o bien se reemplaza por un ién de metal, v.g., un ion de
metal alcalino, un i6n de metal alcalinotérreo, o un i6n de aluminio; o se coordina
con una base organica tal como etanolamina, dietanolamina, trietanolamina,

trometamina, N-metilgiucamina, y similares.

Debe entenderse que todas las referencias a sales farmacéuticamente
aceptables incluyen formas de adicion de solventes (solvatos) o formas de

cristales (polimorfos), como se definen en esta especificacion, de la misma sal.

Los compuestos de la presente invencion pueden prepararse asimismo
como ésteres, por ejemplo, ésteres farmacéuticamente aceptables. Por ejemplo,
un grupo funcional acido carboxilico en un compuesto puede convertirse en su
éster correspondiente, v.g., un éster metilico, etilico u otro éster. Ademas, un
grupo alcohol en un compuesto puede convertirse en su éster correspondiente,

v.g., un acetato, propionato u otro éster.

Los compuestos of la presente invencién pueden prepararse asimismo
como profarmacos, por ejemplo, profarmacos farmacéuticamente aceptables. Los
términos "pro-farmaco” y ‘"profarmaco” se usan indistintamente en esta
especificacion y se refieren a cualquier compuesto que libera un medicamento
precursor activo in vivo. Puesto que los profarmacos son conocidos por mejorar
numerosas cualidades deseables de los productos farmacéuticos (v.g., solubilidad,
biodisponibilidad, fabricacién, etc.), los compuestos de la presente invencion
pueden administrarse en forma de profarmaco. Por consiguiente, la presente
invencion pretende cubrir profarmacos de los compuestos actualmente
reivindicados, métodos de administrarlos y composiciones que los contienen.
"Profarmacos" tienen como finalidad incluir cualesquiera portadores
covalentemente enlazados que liberan un medicamento precursor activo de la
presente invencion in vivo cuando tal profarmaco se administra a un sujeto.
Profarmacos en la presente invencién se preparan modificando grupos funcionales
presentes en el compuesto de tal manera que las modificaciones se escindan, ya
sea en manipulacion rutinaria o in vivo, en el compuesto precursor. Los

profarmacos incluyen compuestos de la presente invencidon en donde un grupo
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hidroxilo, amino, sulfhidrilo, carboxi o carbonilo se enlaza a cualquier grupo que
pueda escindirse in vivo para formar un grupo hidroxilo libre, amino libre, sulfhidrilo

libre, carboxi libre o carbonilo libre, respectivamente.

Ejemplos de profarmacos incluyen, pero no se limitan a, ésteres (v.g.,
acetato, dialquilaminoacetatos, hidroxi, fosfatos, sulfatos y derivados de benzoato)
y carbamatos (v.g., N,N-dimetilaminocarbonilo) de grupos funcionales hidroxilo,
ésteres (v.g., ésteres etilicos, ésteres de morfolinoetanol) de grupos funcionales
carboxilo, derivados de N-acilo (v.g., N-acetilo), bases N de Mannich, bases de
Schiff y enaminonas de grupos funcionales amino, oximas, acetales, cetales y enol
ésteres de grupos funcionales cetona y aldehido en compuestos de la invencion, y
similares, véase Bundegaard, H., Design of Prodrugs, paginas 1-92, Elesevier,
New York-Oxford (1985).

Los compuestos, o sus sales farmacéuticamente aceptables, ésteres o
profarmacos, se administran por via oral, nasal, transdérmica, pulmonar,
inhalacional, bucal, sublingual, intraperitoneal, subcutanea, intramuscular,
intravenosa, rectal, intrapleural, intratecal y parenteral. En una modalidad, el
compuesto se administra oralmente. Una persona versada en el arte reconocera

las ventajas de ciertas vias de administracion.

El régimen posoldgico que utilice los compuestos se selecciona de acuerdo
con una variedad de factores incluyendo tipo, especies, edad, peso, sexo y estado
médico del paciente; la gravedad de la enfermedad que se va a tratar; la via de
administracion; la funcién renal y hepatica del paciente; y el compuesto particular o
su sal empleados. Un médico o veterinario de versacion ordinaria puede
determinar y prescribir facilmente la cantidad efectiva del farmaco requerido para

prevenir, contrarrestar o detener la evolucién de la enfermedad.

Técnicas para la formulacién y administracion de los compuestos
divulgados de la invencion pueden encontrarse en Remington: the Science and
Practice of Pharmacy, 19" edition, Mack Publishing Co., Easton, PA (1995). En
una modalidad, los compuestos descritos en esta especificacion, y sus sales
farmacéuticamente aceptables, se usan en preparados farmacéuticos en
combinacién con un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

Portadores apropiados farmacéuticamente aceptables incluyen materiales de
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relleno soélidos inertes, o diluyentes y soluciones organicas o acuosas estériles.
Los compuestos estaran presentes en tales composiciones farmacéuticas en
cantidades suficientes para proporcionar la cantidad posologica deseada en el

rango descrito en esta especificacion.

Todos los porcentajes y relaciones empleados en esta especificacion, a

menos que se indique lo contrario, son en peso.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente invencion son evidentes a
partir de los diferentes ejemplos. Los ejemplos provistos ilustran diferentes
componentes y la metodologia dtiles en la puesta en practica de la presente
invencion. Los ejemplos no limitan la invencion reivindicada. Basandose en la
presente divulgacion, la persona experta puede identificar y emplear otros
componentes y metodologia Utiles para la puesta en practica de la presente

invencion.
EJEMPLOS

Ejemplo 1.
El presente ejemplo describe la preparacién de 3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo

[3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrol-2,5-diona.

Lilolidina [CAS 102280-97-7] (70 kg) (Compuesto 4 en Esquema |) se
cargé en un tanque de reactor seco y apropiadamente limpio, seguido por metil
terc-butil éter (MTBE) (375 kg). La lilolidina puede adquirirse en el comercio o
prepararse como se describe en la Publicaciéon de Solicitud de Patente de los
Estados Unidos No. 2006/0223760. El lote resultante se agitdé durante un minimo
de 10 minutos a 15-25 °C. Una solucion de cloruro de oxalilo (56,6 kg) en MTBE
(370 kg) se prepard en un tanque separado. La solucién de lilolidina se agrego
entonces a la solucion de cloruro de oxalilo a una velocidad que mantuviera la
temperatura por debajo de 32 °C. El tanque se lavé con MTBE adicional (162 kg) y
se agregd a la mezcla de reaccion. El lote se agité a 15-32 °C durante un minimo
de dos horas antes del analisis por HPLC. Cuando se determiné que la reaccion
habia concluido, se agregé metanol (90 kg), y el lote se agité durante un minimo
de dos horas. Cuando, mediante analisis HPLC, se determiné que la reaccion

habia concluido, el lote se destild a aproximadamente 80 galones. No es
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necesario aislar el intermedio éster metilico de acido 5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-
il quinolin-1-il) oxoacético (Compuesto 5 en el Esquema [). Se agregd
tetrahidrofurano (THF) (840 kg) al lote y el volumen se redujo de nuevo a
aproximadamente 80 galones mediante destilacién. Se continué este proceso de
cambio de solvente hasta que la cantidad de MTBE presente en el lote fue <1% en
peso. Se cargd un nuevo tanque con indol-3-acetamida [CAS 879-37-8] (61,3 kg)
(Compuesto 5a en Esquema 1), seguida por THF (840 kg). La solucién resultante
se cargd entonces en el lote a una velocidad tal que la temperatura se mantuviera
a 15-25 °C. El tanque que contenia la solucién de indol-3-acetamida se enjuago
con THF (140 kg), y el enjuague se agregé al lote. El lote vacio se cargé entonces
con una solucion de terc-butoxido de potasio (1,6 M en THF, 581 kg) y THF (350
kg). La solucion se agregé entonces al lote, y la solucion resultante se agit6é a 20-
32 °C durante un minimo de tres horas. Cuando el material de partida se habia
consumido, segln se confirmé por analisis HPLC, se agregdé HCI acuoso (conc.,
273 kg) a tal velocidad que se mantuviera la temperatura por dvebajo de 50 °C. El

lote se agitd entonces a 40-50 °C durante un minimo de 30 minutos.

Cuando, mediante analisis HPLC, se determiné que la reacciéon habia
concluido, se agregé solucion de hidroxido de amonio acuoso (conc.),
manteniendo al mismo tiempo la temperatura de reaccion por debajo de 40 °C,
hasta que el pH de la mezcla fue 9-10. Luego de la adicién de acetato de etilo
(EtOAC) (462 kg) y agitacion del lote, las capas se separaron. La capa organica se
lavd con salmuera (182 kg de NaCl y 1.022 kg de agua). La solucién organica
resultante se destilé a aproximadamente una tercera parte del volumen de partida.
Se agregd etanol (2B, 1.120 kg) y se continud la destilacién para reducir el
volumen del lote a aproximadamente 240 galones. Nuevamente se agreg6 etanol
(2B, 1.120 kg), y el volumen se redujo a 240 galones. Seguidamente se agrego
agua (1.400 kg) al lote para inducir la precipitacién del producto. El lote se agitd
durante un minimo de dos horas, y los sélidos se aislaron por filtracion. Los sélidos
se absorbieron entonces en diclorometano (DCM) (840 kg), y se agregaron
heptanos (442 kg) para purificar el producto. Luego de la agitacion del lote durante
por lo menos dos horas, se aislé el producto por filtracion. Después de
acondicionar sobre el filtro, se aislaron aproximadamente 115 kg (88%) de 3-(5,6-
dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-if] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrol-2,5-diona
(Compuesto 6 en el Esquema 1) como un polvo rojo. Esta conversion de

Compuesto 4 en Compuesto 6 se muestra en el Esquema Il.
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1. Cambio de Solvente a THF

2. Indol-3-acetamida
3.KOtBu (2.5 equiv.)
4. 12M HCI

_ 0] o -
A\
N 1 Cloruro de Oxalilo, MTBE OMe
N 2. MeOH . A\
N
Compuesto 4

Compuesto 5

1. CH,Cl,
2. Heptanos

 J

5. Extraccion con NH,OH/EtOAc
6.cambio de Solvente a EtOH

7 H,0, Filtrar

Compound 6 of >95% purity (HPLC area)

Compuesto 5

Esquema II

Indol-3-acetamida

Compuesto Crudo 6 90-92 % (area HPLC)
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Ejemplo 2.

El presente ejemplo describe la preparacion de (t)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-
pirrolo[3,2, 1-iflquinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona.

Hidréxido de paladio (20% en peso de Pd sobre carbén, 11,5 kg) se cargd
en una tanque de reaccion preparado apropiadamente. Se agregé THF (340 kg)
para producir una lechada, y el catalizador se pre-redujo con hidrégeno (50-75
psi). Compuesto 6 (115 kg) se cargé en un tanque vacio, seguido por THF (353
kg). La mezcla resultante se agité hasta completar la disolucion. La solucion de
Compuesto 6 se transfirié entonces a la lechada del catalizador. Una solucion de
terc-butdxido de potasio (1,6 M en THF, 36 kg) se cargd en un reactor vacio,
seguido por THF (21 kg). Esta solucién resultante se transfirié igualmente a la
mezcla de reaccion, seguida por un enjuague adicional con THF (340 kg). El lote
se calentdé entonces a 45-55 °C bajo 65-80 psi de hidrégeno. No es necesario
aislar el intermedio cis racemato (+)-cis-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo[3,2,1-ij] quinolin-

1-il)-4-(1H-indol-3-il)pirrolidini-2,5-diona (Compuesto 7 en el Esquema I).

Cuando, mediante analisis HPLC, se determiné que la reaccién habia
concluido, el lote se filtrd a través de celita para eliminar el catalizador y se diluy6
con isopropilacetato (iPrOAc) (810 kg). La solucién organica se lavé con HCI
acuoso (28 kg HCI conc., 290 kg de agua). Este proceso se repitio una segunda
vez. La soluciéon organica se lavé entonces con salmuera (580 kg) antes de
concentrarse a a'proximadamente 300 galones mediante destilacion. Se agregé
iPrOAc (1.690 kg), y el lote se destildé a aproximadamente 400 galones. El proceso
de destilacion se repitid agregando /PrOAc (1.000 kg) hasta que el contenido de
THF era < 2% en peso de la solucion. Se agregaron entonces heptanos (2.000 kg)
para inducir la precipitacion del producto. La (t)-frans-3-(5,6-dihidro-4H-
pirrolo[3,2,1-if] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)pirrolidin-2,5-diona cruda (Compuesto
8 en el esquema |) se aisl6 por filtracion y se acondicion6 para proporcionar 111
kg (95%) con una pureza HPLC de ~96%. Este material contenia asimismo 1,7%
iPrOAc y 6,3% heptano. Mediante pruebas de "uso" a escala de laboratorio se
confirmé que este material era de pureza suficiente para proseguir .con la
preparacion de la ()-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo[3,2,1-iJquinolin-1-il)-4-(1H-

indol-3-il)pirrolidin-2,5-diona diclorometano (DCM) y resolucién por cromatografia
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multicolumna (MCC) o para uso directo en la cristalizacion de la sal

diastereomeérica, como se describe con mas detalle en los siguientes ejemplos.

Ejemplo 3.

El presente ejemplo describe la preparacion de (+)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-
pirrolo[3,2, 1-jJiquinolin-1-il)-4-(li7-indol-3-il)pirrolidin-2,5-diona DCM.

Se prefiere purificar quimicamente el Compuesto 8 mediante la produccion
de (+)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo[3,2,1-jjJquinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)
pirrolidin-2,5-diona DCM cristalina (Compuesto 8 DCM en el Esquema I) antes del

proceso de resolucion enantiomérica mediante MCC.

En un ejemplo, el tanque de reaccion se cargé con metanol (125 kg) y
Compuesto 8 (52,5 kg) y la mezcla resultante se calenté a 55-65 °C. Se carg6
DCM (557 kg) en un reactor limpio. La solucion de Compuesto 8 se transfirio
entonces al reactor que contenia DCM a través de un filtro en linea. El reactor se
enjuagé con DCM (134 kg), el cual se transfiri6 entonces a través del filtro al
reactor que contenia la mezcla de reaccion. El lote se agité durante un minimo de
30 minutos antes de la introduccién de semillas de Compuesto 8 DCM (0,1 kg). El
lote se agité durante por lo menos cuatro horas y luego se muestre6 para calcular
la magnitud de la cristalizacion. Cuando la concentracién del filtrado de
Compuesto 8 estuvo por debajo de 65 mg/mL, se agregaron heptanos (718 kg) y
el lote se agité por lo menos una hora. El lote se enfri6 entonces a 0-5 °C, y el
producto se aislé por filtracion. Los sélidos se acondicionaron sobre el filtro y se
secaron en un secador de cubeta de vacio a 45-55 °C durante por lo menos cuatro
horas. Se aisl6 Compuesto 8 DCM (48,3 kg, 92%, HPLC 99,0%) como un sdlido
marron claro. La conversion de Compuesto 6 en Compuesto 8 DCM descrita en

ejemplos 2 y 3 se muestran en el Esquema lI.
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racemago trans Compuesto 8 DMC
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KOtBu

racemato cis
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Ejemplo 4.

El presente ejemplo describe la resolucion quiral de (t)-trans-3-(5,6-dihidro-
4H—pirrolo[3,2,1-ij]quinolin-1-il)-4-(1H-indoI—3-iI)pirroIidin-2,5-diona DCM por MCC y
aislamiento de (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-] quinolin-1-iI)-4-(1_H-indoI-
3-il)pirrolidin-2,5-diona.

Se prepara una solucién de carga para cromatografia multicolumna (MCC)
disolviendo Compuesto 8 DCM en metanol. El co-solvente DCM/metanol
resultante se destila hasta que el nivel residual de DCM en la solucion de carga
alcanza una concentracion aceptable para contacto con la Fase Estacionaria
Quiral (CSP - Chiral Stationary Phase), es decir, < 0,1% en peso. El lote se diluye
en una mezcla de metanol/acetonitrilo (9:1) a una concentracién de 50 mg/mL y se
introduce en el sistema cromatografico. Puede utilizarse Chiralpak AZ (CSP). Los
residuos del refinado se monitorearon mediante analisis HPLC quiral y los
parametros graficos se afinan para obtener > 99% de pureza de (-)-trans-3-(5,6-
dihidro-4H-pirroio[3,2, 1-ijlquinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)pirrolidin-2,5-diona quiral
(Compuesto 10 en el Esquema |). Los residuos del refinado se agrupan y se
concentran por lotes a medida que avanza la separacion. Los residuos del
refinado recogidos se toman en un reactor mas grande y se reduce el volumen.

Compuesto 10 se aisla entonces por cristalizacion.

Eiemplo 5.

El presente ejemplo describe la generacion por lotes de (-)-trans-3-(5,6-
dihidro-4H-pirrolo[3,2, 1-ij]quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)pirrolidin-2,5-diona del
enantiomero indeseado, (+)-frans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo[3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-
(1H-indol-3-il)pirrolidin-2,5-diona.

En algunos casos, por ejemplo, cuando la resolucién se alcanza usando
MCC, es deseable aislar y racemizar el enantiébmero indeseado, (+)-trans-3-(5,6-
dihidro-4H-pirrolo[3,2,1-ijlquinolin-1-if)-4-(1H-indol-3-il)pirrolidin-2,5-diona

(Compuesto 9 en el Esquema |), en una manera por lotes.
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En un ejemplo del proceso para generar el Compuesto 8 crudo del
Compuesto 9 aislado, el enantiomero indeseado (6.46 kg) se carg6 en un reactor
de 100-L. Se cargo etanol (60 L) seguido por la adicién de NaOH sdlido (1,05 kg,
1,5 equiv.). La lechada resultante se calenté a 65 °C durante 13 horas y luego se
dejo enfriar a temperatura ambiente durante 4 horas. La mezcla se muestred y se
analizé por HPLC quiral que mostré una relacién 54/46 de enantiémeros. Se
determind que la pureza quimica era 94,6% (AUC) por HPLC. La lechada se
esterilizo entonces por filtracion a través de celita, y la almohadilla se enjuagé con
etanol (13 L). El material que se elimind era una pelicula marron de solidos sin
trozos grandes. La solucion se volvié a cargar entonces en el reactor de 100-L y
se agregé 2 M HCI (13,1 L, 1,5 equiv.) durante 35 minutos. Durante la adicién, se
formo una lechada delgada. La mezcla se agité entonces a temperatura ambiente
(después de 5 horas se obtuvo una lechada gruesa de color anaranjado claro). A
continuacion se agregé agua (25 L) durante 45 minutos, y la mezcla se agitd
durante 2 horas. Se retiré una alicuota y se filtrd. Seguidamente el lote se calentd
a 60 °C y se agité durante 8 horas y, a continuacion, se dejé enfriar lentamente
para mejorar las propiedades de filtracion de los sélidos. Se aislo Compuesto 8
crudo [5,12 kg, 75,7% (representa 4,5 % en peso de etanol)] con una pureza
quimica de 99,39% (AUC) por HPLC. En este caso la pureza fue suficiente para
procesar posteriormente este material por MCC. La pureza puede mejorarse, si es

necesario, mediante la formacién del DCM.
La resolucién quiral de Compuesto 8 DCM en Compuesto 10 descrita en

Ejemplo 4 y el reciclaje del Compuesto 9 al Compuesto 8 descrito en Ejemplo 5

se muestran en el esquema V.
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racemato trans -
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puesto >99 % (area HPLC)

>99 % (area HPLC)

> 99 % pureza quiral (% area)

Esquema IV



10

15

20

25

30

35

Ejemplo 6.

El presente ejemplo describe la resolucion quiral por formacion vy
aislamiento de la sal diastereomérica de (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo[3,2,1-ij]
quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)pirrolidini-2,5-diona.

Como una alternativa a la resolucién quiral por MCC, una resolucion de los
enantiémeros, Compuesto 10 y Compuesto 9, puede conseguirse también por la

formacion preferencial de una sal diastereomérica de Compuesto 10.

En un ejemplo, Compuesto 8 crudo puede convertirse en (-)-trans-3-(5,6-
dihidro-4H-pirrolo[3,2, 1-jlquinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)pirrolidin-2,5-dion-(1S,2S)-
(+)-seudoefedrina (Compuesto 10-(1S,2S)-(+)-seudoefedrina en el Esquema )
usando el siguiente procedimiento representativo. (1S,25)-(+)-seudoefedrina (601
g, 0,6 equiv.) se disuelve en acetonitrilo (CH;CN) (11,2 L, 5 vol.) a alrededor de 50
°C y se agita durante aproximadamente 30 minutos después de la disolucion.
Compuesto 8 crudo [2,24 kg, 96,4% (AUC) por HPLC] se disuelve en CH;CN
(11,2 L, 5 vol.) a alrededor de 50 °C y luego se esteriliza por filtracion a través de
una almohadilla de celita. La solucién de Compuesto 8 se agrega mediante un
tanque de goteo a la solucion de (1S,2S)-(+)-seudoefedrina durante 20-30 minutos
a alrededor de 50 °C. Una vez la solucién resultante empieza a cristalizar, poco
después de la conclusion de la adicion de Compuesto 8, la mezcla se agita hasta
que lentamente se enfria a temperatura ambiente, seguidamente se continla la
agitacion de un dia para otro (alrededor de un total de 11 h de enfriamiento y
agitacion). Los sélidos granulares color beige se filtran a través de un filtro de
vacio (Nutsche) de acero inoxidable de 18"y se remojan usando CH3sCN (7 L, 3,2
vol.). La lechada se filtra, y los sélidos se remojan de nuevo con CH3CN (5 L, 2,3
vol.). Luego de secar sobre el filtro Nutsche durante 1 hora, se analiza una
muestra por HPLC. Si los sélidos contienen una cantidad mayor que la deseada
de la sal diastereomérica no deseada, los soélidos pueden remojarse usando
CHiCN y secarse antes de repetir el analisis. Los solidos se secan entonces bajo
N, caliente (51 °C) de un dia para otro. Tipicamente, el analisis de Compuesto
10.(18,2S)-(+)-seudoefedrina muestra una pureza quimica total de > 99% (AUC)
por HPLC y una pureza quiral de > 99% Compuesto 10. Usando analisis 'H NMR,

se calcula que una muestra quimica contiene < 0,5 % en peso de CH;CN.
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El Compuesto 10-(1S,2S)-(+)-seudoefedrina puede convertirse entonces
en Compuesto 10 por tratamiento con &cido y cristalizacion de metanol o etanol.
Un procedimiento representativo es el siguiente: Compuesto 10.(1S,2S)-(+)-
seudoefedrina (50 g) se remoja en metiltetrahidrofurano (MeTHF) (500 mL) y
agua (250 mL). 1 M HCI (110 mL) se agrega a la mezcla para obtener un pH final
de 1,6. La solucién resultante con una ligera cantidad de sélidos se agita durante
alrededor de una hora para disolver los sélidos. Luego se separa la capa organica
y acuosa. La capa organica se lava con una solucién de agua/salmuera (1:1, 250
mL), se separa, y se agrega 2-B etanol (1.000 mL). En seguida, la solucion se
concentra a 200 mL y se analiza en cuanto a contenido de MeTHF (4,8 % en

" peso). La solucién se esteriliza por filtracion, y se agregan semillas de Compuesto

10 (0,2 g) (T = 25 °C). La mezcla se agita durante alrededor de tres dias,
tomandose muestras periédicamente y analizadndose con respecto a la presencia
de Compuesto 10 que queda en el agua madre. La lechada resultante se filtra, y
los solidos se lavan con 2-B etanol (70 mL). Los soélidos se secan durante
alrededor de tres horas en un horno de vacio a alrededor de 60 °C para producir
Compuesto 10 [28,84 g, 82,7%, 99,60% (AUC) por HPLC, 0,54 % en peso de
etanol, 0,08 % en peso de MeTHF] como un sélido color beige.

La resolucion de la sal diasteromérica de Compuesto 8 en Compuesto 10

descrita en Ejemplo 6 y el reciclado de Compuesto 9 a Compuesto 8 descrito en
Ejemplo 5 se ilustran en el Esquema V.
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Expediente del Apoderado No. 22596-

> 95 % (area HPLC)
Compuesto 8 crudo -
racemato trans

(18,2S)-(+)-Seudoefedrina (0.6 equiv.)
MeCN (10 vol.)

1. MeTHF, 1M HCI
Zambio de Solvente a EtOH

Zristalizacion MeOH

A

Compuesto 9

Compuesto 10 Compuesto 10 (1S,28)-(+)-Seudoefedrina)
>99 % (area HPLC) >99 % (area HPLC)
>99 % pureza quiral (% area) >99 % pureza quiral (% area)
Rendimiento 80% Rendimiento 75% (teérico, Compuesto 10)
Esquema V

1. NaOH, EtOH
2. HCI
3.
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Ejemplo 7.

El presente ejemplo describe la separacion quiral por resolucion cinética

dinamica (DKR - dynamic kinetic resolution).

Como una alternativa a la resolucién quiral por MCC o a una resolucion
cinética tradicional por formacién de sal diastereomérica, puede lograrse también
una resolucion cinética dinamica (DKR) de los enantiomeros Compuesto 10 y
Compuesto 9 por la formacion preferencial de una sal diastereomérica de

Compuesto 10 con racemizacion simultanea in situ de Compuesto 9.

En éste proceso, Compuesto 8 crudo puede convertirse en Compuesto
10-(1S,2S)-(+)-seudoefedrina usando el siguiente procedimiento representativo.
Compuesto 8 crudo (1,25 kg, 96% AUC, 9,1 % en peso de contenido de solvente)
y (18,25)-(+)-seudoefedrina (559 g, 1,0 equiv.) se remojaron en 2B-etanol (11,25
L, 9 vol.) y se calentaron a 50 °C durante 3 horas. La lechada se trat6 con 21 % en
peso de NaOEt en metanol o etanol (110 g, 0,1 equiv.) y se calent6 a 50 °C. Luego
de 40 horas, la mezcla se extinguié agregando 1 M HCI (338 mL, 0,1 equiv.) en
agua (786 mL, ~10% agua en relacion a etanol) durante 5 minutos. La mezcla se
agitd a 50 °C durante 1 hora, y entonces se dejé enfriar a temperatura ambiente
durante 0,5 horas. La lechada se agitd a temperatura ambiente durante otras 3
horas, y luego se filtrd. Los solidos se lavaron con 10% agua/2B-etanol (3,75 L, 3
vol.) y se secaron en un horno de vacio (50 °C, 2 cubetas) durante 18 horas. Los
sélidos se analizaron y evidenciaron Compuesto 10-(1S,2S)-(+)-seudoefedrina
[1,22 Kg, 74%, 99,3% (AUC) por HPLC, 99,2% (AUC) por HPLC quiral]. Este
proceso se llevo a cabo en 20 kg de Compuesto 8 para proporcionar Compuesto
10.(1S,28)-(+)-seudoefedrina [18,9 kg, 70%, %, 98,8% (AUC) por HPLC, 99,1%
(AUC) por HPLC quiral].

La resolucion cinética dinamica de Compuesto 8 a Compuesto 10
mediante Compuesto 10-(1S,2S)-(+)-seudoefedrina se muestra en el Esquema
VL.
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Expediente del Apoderado No. 22596-

> 95 % (area HPLC)
Compuesto 8 crudo
racemato trans

1.(18,2S)~(+)-Seudoefedrina (1 equiv.)
2B-EtOH

2.NaOEt

3. 1M HCI

1. MeTHF, 1M HCI
Zambio de Solvente a EtOH

Compuesto 10
>99 % (area HPLC)
>99 % pureza quiral (% area)
Rendimiento 80%

Esquema VI

Fristalizacion MeOH o EtOH

Compuesto 10 (18,28)-(+)-Seudoefedrina)
>99 % (area HPLC)
>99 % pureza quiral (% area)
Rendimiento 65-75% (basado en Compuesto 8)
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Ejemplo 8.

El presente ejemplo describe la separacion quiral por resolucion cinética
dinamica (DKR).

Como una alternativa a la resolucion quirai por MCC o a una resolucion
cinética tradicional por formacion de sal diastereomérica, puede conseguirse
también una resolucion cinética dinamica (DKR) de los enantiomeros Compuesto
10 y Compuesto 9 por la formacion preferencial de una sal diastereomérica de

Compuesto 10 con racemizacion simultanea in situ de Compuesto 9.

En este proceso, Compuesto 8 crudo (111,4 kg), resina secuestrante de
Pd (PL-TMT-MP, 3,5 kg) y metanol (1.507 L) se agregaron a un recipiente y se
calentaron a 45 °C durante por lo menos 16 horas. Una vez concluida la reaccion,
la mezcla se filtr6 para extraer la resina secuestrante de Pd. El recipiente se
enjuagd con metanol (104 L). El filtrado combinado se destilé a ~600 L. (1S,2S)-
(+)-Seudoefedrina (51,4 kg) y metanol (416 L) se agregaron al filtrado. La solucion
resultante se calentd a 45 °C durante 3-4 horas. Los soélidos se precipitaron y se
analizaron por HPLC para garantizar que la reaccion era procedimentalmente
selectiva. A continuacion se agregé una soluciéon de metoxido de sodio en metanol
(21% en peso, 6,1 kg), seguida por metanol (11 L), y la mezcla resultante se
calentd a 45 °C durante 18 horas mas. La mezcla de reaccién se analizd por
HPLC para conclusién de la cristalizacion. Una vez concluida la cristalizacion, la
mezcla de reaccion se tratd con una soluciéon HCI (3,5 kg) para neutralizar la base.
La mezcla resultante se enfri6 a temperatura ambiente y se agité durante un
minimo de 3 horas. Los solidos se aislaron entonces por filtracién, y los residuos
de filtrado se lavaron con una solucién de metanol y agua (41'1 L ad46 L,
respectivamente). Los residuos de filtrado eran incoloros (si persistia un color
significativo en los sélidos, el lavado se repetia para eliminar el color). Los sdlidos
se secaron en un secador de filtro a 55 °C bajo vacio durante un minimo de 8

horas y se liberaron para uso en el siguiente paso como Compuesto 10-(1S,2S)-
(+)-seudoefedrina (101 kg).
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Ejemplo 9.

El presente ejemplo describe un método de lechada para preparar (-)-trans-
3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-jlquinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona.

Se mezclaron Compuesto 10-(1S,2S)-(+)-seudoefedrina (100,7 kg) y una
solucion de HCI acuoso (1M, 250 kg) y metanol (240 kg), y la lechada resuitante
se calent6 a 50 °C y se agité durante por lo menos 2 horas. Una vez concluida la
reaccion, la lechada se enfri6 a temperatura ambiente y se agitd6 durante un
minimo de 1 hora. Los sdlidos se aislaron por filtraciéon, se lavaron con una
solucion al 50% de metanol acuoso (200 L), y se secaron bajo vacio a 65 °C
durante por lo menos 6 horas. El Compuesto 10 crudo se disolvié en THF (96 kg)
calentando la mezcla a 50 °C. La solucién resultante se esterilizd por filtracion,
seguida por la adicién de metanol (200 kg). La solucién se concentrd entonces
azeotropica y atmosféricamente por destilacion para reducir el contenido de THF.
Una vez se redujo el volumen de la solucién a 250 L, se agregé mas metanol (200

L), y se repitié el proceso de concentracién. Este proceso se repitidé hasta que el

~ contenido de THF se redujo a menos de 5 % (vol./vol.). Durante la adicion de

metanol, se introdujeron asimismo uno o mas cristales de Compuesto 10 (300 g),
con el fin de facilitar la cristalizacion. Los cristales se aislaron por filtracion, se
lavaron con mas metanol acuoso al 50 %, y se secaron bajo vacio a 65 °C durante
por lo menos 12 horas. Se aisl6 Compuesto 10 crudo (60,6 kg) como un sélido

rojo-marron.

Ejemplo 10.

El presente ejemplo describe un método de lechada para preparar el
polimorfo de Forma 1 de (-)-frans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo[3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-
(1H-indol-3-il)pirrolidin-2,5-diona.

Compuesto 10 crudo se preparé6 como se describe en Ejemplo 9. El
Compuesto 10 crudo se disolvié en THF (96 kg) calentando la mezcla a 50 °C. La
solucion resultante se esterilizo por filtracion, seguida por la adiciéon de metanol
(200 kg) y la Forma 1 del Compuesto 10 como semillas, para impartir control
polimérfico del proceso de cristalizacion. Se tomaron semillas, para impartir control

polimérfico, de lotes representativos en los cuales los datos de caracterizacion
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habian confirmado que el material cristalino era de la forma polimérfica deseada.
Seguidamente, la solucién se concentré azeotropica y atmosféricamente por
destilacién para reducir el contenido de THF. Una vez se redujo el volumen de la
solucién a 250 L, se agregé mas metanol (200 L), y se repiti6 el proceso de
concentracion. Este proceso se repitié hasta que el contenido de THF se redujo a
menos de 5 % (vol./vol.). Se disminuy6 entonces la temperatura de la solucién a
50 °C y se agitdé durante por lo menos 4 horas. Se extrajeron alicuotas para
confirmar la formacién del polimorfo deseado. Si se requiere, el polimorfo puede
redisolverse en THF (30% del volumen del lote), esterilizarse por filtracion,
concentrarse y ensemillarse ("can be seeded”) para obtener el polimorfo
deseado. Una vez obtenido el polimorfo deseado, se agregd una soluciéon de
metanol acuoso al 50 % a 50 °C, y la solucioén se agité durante 2-3 horas mas. La
solucién se enfrié entonces a temperatura ambiente y se mantuvo durante por lo
menos 2 horas para permitir la cristalizacion. Terminada ésta, los cristales se
aislaron por filtracién, se lavaron con mas metanol acuoso al 50 %, y se secaron
bajo vacio a 65 °C durante por lo menos 12 horas. Se aisl6 la Forma 1 polimorfica

de Compuesto 10 (60,6 kg) como un sélido rojo-marrén.

El polimorfo de forma 2 de (-)-frans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo[3,2,1-i]
quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)pirrolidin-2,5-diona puede prepararse asimismo con el
método indicado anteriormente, si el cristal semilla de forma 1 se reemplaza por el
cristal semilla de forma 2.

Eiemplo 11.

Ejemplo 11 describe un método para generar difractogramas XRPD de
polimorfos de (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo[3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-
ilpirrolidin-2,5-diona

Se recolectaron patrones de Difraccion de Rayos X de Polvo en un
difractémetro Siemens D5000 usando radiacion Cu Ka (40kV, 40mA), gonidometro
8-8, divergencia de V20 y ranuras receptoras, un monocromador secundario de
grafito y un contador de centelleo. El funcionamiento del instrumento se verifica
utilizando un estandar de corindon certificado (NIST 1976). El software usado para
la recoleccién de los datos fue Diffrac Plus XRD Commander v2.3.1 y los datos se
analizaron y se presentaron usando Diffrac Plus EVA v 11,0.0.2 0v 13.0.0.2.
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Se prepararon muestras de polvo como especimenes de porta-objetos
plano. Aproximadamente 35 mg de la muestra se empacaron cuidadosamente en

una cavidad practicada en una oblea de silico de fondo cero (510), pulida. La

muestra se gird sobre su propio plano durante el analisis. Los detalles de la
recoleccion de datos son:

Rango angular: 2 a 42 °26
Tamario del paso: 0.05 °26

Tiempo de recoleccion: 4 s/paso.

Ejemplo 12.

Ejemplo 12 describe un método de generar difractogramas XRPD de

polimorfos de (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ijlquinolin-1-il)-4-(1H-indol-
3-il) pirrolidin-2,5-diona

Patrones de Difraccion de Rayos X de Polvo de alta resolucion se
recolectaron en un difractdmetro Bruker D8 usando radiaciéon Cu Ka (40 kV, 40
mA), gonidometro 6-26, y una divergencia de V4 y ranura receptoras, un
monocromador Ge y un detector Lynxeye. El funcionamiento del instrumento se
verifico usando un estandar de corindén certificado (NIST 1976). El software
usado para recoleccion de datos fue Diffrac Plus XRD Commander v2.5.0 y los

datos se analizaron y se presentaron usando Diffrac Plus EVA v 11,002 o v
13.0.0.2.

Las muestras se corrieron bajo condiciones ambiente como especimenes
de porta-objetos plano usando el polvo tal como se recibié. Aproximadamente 100
mg de la muestra se empacaron cuidadosamente en una cavidad circular
practicada en una oblea de silicio de fondo cero (510), pulida. La muestra se gir6

sobre su propio plano durante el analisis. Los detalles de la recoleccion de datos
para el procedimiento genérico son:

Rango angular; 2 a 42 °26
Tamarnio del paso: 0.05 °26

Tiempo de recoleccioén: 5 s.paso’’

87

qo



10

15

20

25

Ejemplo 13.

Ejemplo 13 describe patrones XRPD de polimorfos de (-)-frans-3-(5,6-
dihidro-4H-pirrolo[3,2,1-j]quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)pirrolidin-2,5-diona

Dos polimorfos no solvatados de (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij]
quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)pirrolidin-2,5-diona: forma 1y forma 2 (ver Figuras 12

y 13).

Forma 1 muestra un patron XRPD que comprende valores 28 en grados de
8.2,10.8 y 14.1 (ver Figura 12y Tabla 1)

Forma 2 muestra un patrén XRPD que comprende valores 28 en grados de
6.5, 9.9y 12.0 (ver Figura 13y Tabla 1)

Tabla 1

Forma1 | 8.2 10.8 | 14.1 | Total Forma2 | 6.5 9.9 12.0 | Total

area | area | area | area area | area | area | area

3.925 | 14.08 | 6.646 | 24.651 6.433 | 5.284 | 10.40 | 22.117

3.866 | 13.98 | 6.608 | 24.454 6.437 | 5.365 | 10.51 | 22.312

3.847 |1 14.03 [ 6.625 | 24.502 6.504 | 5.341 | 10.49 | 22.335

3.880 | 13.99 | 6.556 | 24.426 6.467 | 5.321 | 10.44 | 22.228

3.889 [ 13.88 | 6.619 | 24.388 6.484 [5.331 | 10.50 | 22.315

AN [H[WIN|(—
DAL WIN|—

3.854 [ 13.92 | 6.586 | 24.360 6.502 | 5.281 | 10.38 | 22.163

media | 3.88 | 14.0 | 6.61 |24.464 || media | 6.47 | 5.32 |10.45 | 22.245

RSD (%) | 0.73 | 0.52 | 0.48 | 0.43 RSD (%) { 0.00 | 0.00 | 0.01 | 0.02

Eiemplo 14.

Forma 1 es mas estable termodinamicamente que forma 2, tal como se
determiné en experimentos de interconversién. Forma 1 es orto-rombica y
contiene cuatro moléculas de (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4HpirroIo[3,2,1-ij] quinolin-1-
il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona por celda. Forma 1 tiene un punto de fusion
de ~218 °C registrado en DSC (ver Figura 16).

Forma 2 estd compuesta de cristales en forma de varilla, bi-refringentes.

No se observé un cambio apreciable en la forma cristalina o pureza luego del
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almacenamiento de lotes multiples de forma 2 a 40 °C/75% humedad relativa
(RH) durante hasta seis meses y 25 °C/60% RH (humedad relativa) durante hasta
12 meses. El grupo espacial de forma 2 fue P24 o P2: hay dos moléculas de (-)-
trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo[3,2,1-jlquinolin-1-il)-4-(1 H-indol-3-il)pirrolidin-2,5-
diona en la celda unitaria (una molécula en la unidad asimétrica), y no hay exceso
de volumen en la celda unitaria que es ocupada por una molécula de solvente.
Forma 2 tiene un punto de fusion de ~216 °C registrado en DSC (ver Figura 16).

Luego del escalamiento del proceso de Compuesto 10 a > 5 kg de
produccion como un solo lote, se produjo espontaneamente forma 1. Se determind
que el andlisis infra-rojo (IR) y la difraccion de rayos X de polvo (XRPD) eran
herramientas analiticas efectivas para la identificacion y diferenciacion de las dos

formas (ver Figuras 14 y 15). El proceso se controlé facimente mediante
ensemillamiento demostrado a una escala de 7 kg.

Los dos polimorfos pueden interconvertirse cuando se usan condiciones
adecuadas para controlar el proceso de cristalizacion. Forma 2 puede obtenerse
disolviendo forma 1 en metanol, ensemillando con forma 2 y evaporando la mezcla
a sequedad por evaporacion rotatoria. Se determiné que la conversion exitosa era
forma 2 por analisis IR y se corroboré por analisis XRPD.

Ejemplo 15.

El espectro IR de Forma 1 exhibié una vibracion intensa centrada en ~3.300
cm™ que no se observé en forma 2 (Figura 15, Panel A), mientras que el espectro
IR de la forma 2 mostré un pico relativamente intenso centrado en ~800 cm’, el
cual no se observo en la forma 1 (Figura 15, Panel B).

Forma 1 y forma 2 tienen diferentes solubilidades de equilibrio: forma 2 =
0.61 mg/mL y forma 1 =0.51 mg/mL. Figura 17, Panel A muestra la solubilidad de
las formas 1 y 2 en metanol desde 0-70 °C. Figura 17, Panel B muestra la

solubilidad intrinseca de las formas 1y 2 en 50 mM pH 6,8 soluciéon amortiguadora
de fosfato /1% SLS.

Ejemplo 16.
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Células MDA-MB-231, que crecen exponencialmente, o células MIA PaCa-2
(también conocidas como PACA-2) se sembraron a 1.000 células por pocillo en
placas de 6 pocillos y se dejaron fijar durante 24 horas. Células MDA-MB-231 y
MIA PaCa-2 se cultivaron en DMEM suplementado con suero bovino fetal (FBS —
fetal bovine serum) al 10% (v/v) y 5 ml de penicilina/estreptomicina a 37 °C en 5%
CO,. MDA-MB-231 y MIA PaCa-2 se establecieron en lineas de celulas de
carcinoma pancreatico y cancer de mama humano negativo en receptor de
estrogeno, respectivamente. Se disolvieron ()-cis-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo[3,2,1-ij]
quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)pirrolidin-2,5-diona o (&)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo
[3,2,1-j]quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)pirrolidin-2,5-diona, cada una con una
concentracion de 10 mM en DMSO, y se agregaron separadamente a las celulas
con una concentraciéon de 0,1, 0,25, 0,5, 1 0 2 yM. Las placas de control recibieron
DMSO solo, en el mismo porcentaje de volumen de cultivo total que el
administrado en conjuncion con la maxima concentracion de medicamento. Los
cultivos celulares se observaron diariamente durante 10-15 dias, luego se fijaron y
se tifieron con colorante Wright-Giemsa modificado (Sigma). El tratamiento con
(x)-cis-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin- 2,5-
diona o ()-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo[3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)
pirrolidin-2,5-diona resulta en muerte celular de las células MDA-MB-231 o las
células Paca-2. Ver, v.g., Figura 2. Se descubrié que la ICs, para (%)-cis-3-(5,6-
dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-ij]quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)pirrolidin-2,5- diona era 0,5
uUM. Se descubrié que el valor 1Cs para (t)-frans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo[3,2,1-
iflquinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)pirrolidin-2,5-diona era 0,5 pM.

Ejemplo 17.

Células MDA-MB-231 (ATCC #HTB-26), cultivadas en DMEM mas suero
bovino fetal, inactivado por calor, al 15% mas 10 mM HEPES pH 7.5 se
esparcieron sobre placas de 60 mm? (2 x 10° células por placa). Luego de dos
dias los compuestos candidatos en DMSO con varias concentraciones se
diluyeron en medio y se agregaron a placas individuales, de manera que la
concentracion final de DMSO en el medio de cultivo celular fuera del 0,1%.
Después de dos dias de incubacion, el cultivo se traté con tripsina, las células se
lavaron con medio, se contaron usando un hemocitdmetro, y 500 células,
incluyendo cuerpos celulares, se esparcieron en placas de 100 mm? en medio.

Dos semanas después se extrajo el medio y las colonias de células se fijaron con
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metanol durante 10 minutos, se tifieron con violeta cristal al 1% durante 10
minutos, se lavaron con agua y se secaron con aire. Las colonias de células se
contaron visualmente cuando hubo mas de 50 células presentes por colonia. La
eficiencia de la siembra de placas se definié como el nimero promedio de colonias
formadas dividido por 500. La fraccién sobreviviente se definié como la eficiencia
de la siembra de placas de un compuesto candidato, dividida por la eficiencia de la
siembra de placas de DMSO multiplicada por 100. Para las titraciones del
compuesto candidato, se determiné el valor ICso ajustando la ecuacion y=AeB" a
los puntos de los datos y extrapolando la concentracion donde la fraccion
sobreviviente era igual a 50. El tratamiento con (-)-frans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo
[3,2,1-i] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)pirrolidin- 2,5-diona o (+)-trans-3-(5,6-dihidro-
4Hpirrolo  [3,2,1-ijlquinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)  pirrolidin-2,5-diona  resulta en
muerte celular de las células MDA-MB-231. Ver, v.g., Figura 3. Se descubrié que
la ICso para (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo[3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-
ipirrolidin-2,5-diona era 0,62 puM. Se descubrié que la ICsp para (+)-trans-3-(5,6-
dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-if)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona era 4,1
MM.

Ejemplo 18.

Proteina cinasa C recombinante (Calbiochem) (100 ng) se incubd con (%)-
cis-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo  [3,2,1-ijlquinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)  pirrolidin-2,5-
diona o (¥)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-f] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)
pirrolidin-2,5-diona a 0,05, 0,5, o 10 uM durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, a una mezcla de etiquetado radioactivo en solucion
amortiguadora de cinasa (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 10 mM MgClz) que contenia 20
UM ATP, 02 uCill y*P-ATP, 02 g/l Histona H1 (Upstate
Biotechnology/Millipore, Bedford, MA) se agregd a cada muestra. La reaccion de
cinasa se llevo a cabo durante 5 minutos a temperatura ambiente. Los productos
de reaccidn se analizaron por 12% SDS-PAGE y auto-radiografia.

El tratamiento de la proteina cinasa C recombinante C durante 15 minutos a
temperatura ambiente con (x)-cis-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-
(1H-indol-3-il)pirrolidin-2,5-diona o  ()-frans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo  [3,2,1-i]

quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)pirrolidin-2,5-diona con las concentraciones
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analizadas no redujo la actividad cinasa en comparacién con el tratamiento con el

tratamiento con portador solo. Ver, v.g., Figura 4.

Ejemplo 19.

Células MDA-MB-231 se privaron de suero de un dia para otro (16 horas)
en la ausencia o en la presencia de las concentraciones indicadas de los
enantiomeros separados (+)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-
(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona y (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-i]]
quinolin-1-il)-4- (1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona. Las células se trataron con 100

_ng/ml de Factor de Crecimiento de Hepatocitos humano recombinante/Factor de

Dispersion (HGF/SF) (R&D Systems #294-HG) durante 10 minutos. Se prepararon
extractos de células enteras en solucion amortiguadora de lisis (20 mM Tris-HCl
pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM Na,EDTA, 1 mM EGTA, 1% Triton X-100, 2,5 mM
pirofosfato de sodio, 1 mM beta-glicerofosfato, 1 mM NazVOs, 1 ug/ml leupeptina,
1 mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo) y se sonicaron. Se midi6 la concentracion de
proteina por analisis Bradford usando el reactivo BioRad (BioRad, Hercules, CA),
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se resolvieron muestras (50 ug de
proteina) por 8% SDS-PAGE bajo condiciones reductoras y se transfirieron a una
membrana PVDF (BioRad). La membrana se incubé 1 hora en TBS-T (50 mM
Tris-HC| (pH = 7,6), 200 mM NaCl, 0,05% Tween 20) con leche al 5%. Se
detectaron proteinas por incubacion de un dia para otro a 4°C en TBS-T con leche
al 5% y o bien un anticuerpo policlonal contra c-Met (#3121) fosforilado, o bien un
anticuerpo monoclonal contra B-actina (A-5441) (Sigma), el cual se us6 como
control para la carga de proteina total. Luego de un lavado extensivo en TBS-T,
una lgG anti-conejo conjugada con peroxidasa de rabano (1:5000) o IgG anti-ratén
(1:2000) (Amersham Biosciences) se agregé durante 1 hora, y se visualizaron
bandas de proteina especificas usando un sistema de deteccion mejorado de
quimioluminiscencia (Amersham Biosciences), de acuerdo con las instrucciones

del fabricante. Ver, v.g., Figura 5.

El tratamiento con (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4 Hpirrolo [3,2,1-i] quinolin-1-il)-4-
(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona inhibe tanto la autofosforilacién inducida por HGF
como la basal de c-Met con una concentracién de por lo menos 30 nM. En
contraste, (+)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)

pirrolidin-2,5-diona tuvo Unicamente un efecto inhibitorio minimo sobre la
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fosforilacién de c-Met con concentraciones mucho mas grandes (20 uM). Ver, v.g.,
Figura 5.

Ejemplo 20.

Células de cancer de pulmén humano A549 en una placa de 96 pocillos
(Costar 3603, 5.000/pocillo) se trataron o bien con A) DMSO como control; o bien
con B) 1,2 uM (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-i] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-
3-il) pirrolidin-2,5-diona durante 38 horas antes de la adicion de 1:200 anexina \
fluorescente (verde) y 1:500 yoduro de propidio (magenta, concentracion final de 1
Hg/mL). El procedimiento de etiquetado se dejo avanzar a 37°C durante 20
minutos, seguido por adquisicién de imagenes y andlisis usando un Citometro de

Imagenes 1C100 (Beckman Coulter, Inc) con una amplificacion de 10X.

Para determinar si (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-
(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona opera principalmente mediante un mecanismo
citostatico o apoptético, células cancerigenas expuestas a (-)-trans-3-(5,6-dihidro-
4Hpirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin- 2,5-diona se tifieron con
anexina V marcada fluorescentemente (fluorescencia verde) y yoduro de propidio
(fluorescencia magenta brillante). Anexina V es un reactivo perfectamente validado
que se une especificamente con alta afinidad a fosfatidilserina de la membrana
externa, un marcador temprano de la iniciacién de apoptosis, mieéntras que el
yoduro de propidio es un marcador para células muertas. La incubacion de células
cancerigenas de pulmén humano (A549) con 1,2 puM (-)-trans-3-(5,6-dihidro-
4Hpirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin- 2,5-diona durante 38
horas indujo a las células a experimentar apoptosis, como se evidencié por una
fuerte coloracién de anexina V. Un pequefio porcentaje de células (~10-20%) se
tifieron conjuntamente con anexina V y yoduro de propidio, indicando que una
subpoblacién de células tratadas con (-)-frans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo {3,2,1-i]
quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin- 2,5—diona ya estaban muertas en un
término de 38 horas. Estos datos son consistentes con (-)-trans-3-(5,6-dihidro-
4Hpirrolo [3,2,1-jf] quinolin-1-il)- 4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona induciendo
muerte celular en gran medida mediante la activaciéon de mecanismos apoptdticos.
(Ver Figura 6)

Ejempio 21.
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Células MDA-MB-231 se pre-trataron con concentraciones indicadas de (-)-
trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin- 2,5-
diona durante 24 horas. 300 ul de cada suspension de células (con una
concentracion de 0,5 x 10° células/mL en medio libre de suero) se pusieron en
insertos individuales y se incubaron durante 24 horas a 37 °C. Los pocillos del
fondo que alojaban los insertos contenian 500 pl de medio con FBS al 10%. A 24
horas se aspird el medio de cada inserto, y las células que no invadieron se
extrajeron cuidadosamente del interior de los insertos con un hisopo con punta de
algodon. Cada inserto se transfirié entonces a un pocillo limpio, que contenia una
solucién de colorante de células, y se incub6 durante 10 minutos a temperatura
ambiente. El fondo del inserto de descoloré incubando en solucién de extraccion y
se midi6 la OD a 560 nM. La (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-jj] quinolin-1-
il)-4-(1H-indol-3- il) pirrolidin-2,5-diona inhibié la migracion a traves de los
intersticios en cultivos confluentes de células cancerigenas MDA-MB-231. Los

datos representan la media de dos experimentos independientes. (Ver Figura 7).

La morbimortalidad resultante de la mayoria de los canceres es el resultado
de la invasion local y la metastasis de los tumores desde los tumores primarios a
otros tejidos. Este proceso depende en su mayor parte de la motilidad y el
desarrollo de células tumorales. La activacion de c-Met por HGF induce una
variedad de respuestas celulares incluyendo motilidad, invasion, curacion y
regeneracion de tejido. Se ha establecido que la activacion aberrante de c-Met
juega un papel critico en el desarrollo y evolucién de tumores primarios y
metastasis secundarias. HGF tiene la capacidad de disociar capas epiteliales y de
estimular la motilidad y la invasion celular a través de sustratos de matriz
extracelular, y la produccién de HGF se correlaciona con metastasis de tumores in

Vivo.

Como se muestra anteriormente, (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-ij]
quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona inhibié el fenotivo invasivo de
células cancerigenas de cancer de mama MDA-MB-231 con un valor ICs
calculado de aproximadamente 500 nM. Resultados similares se observaron con
células cancerigenas de pulmon y cerebro. Es decir, los resultados muestran que
la (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1—iI)-4-(1H-i'ndoI-3-iI) pirrolidin-

2,5-diona inhibe la invasién celular del cancer metastasico.
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Ejempio 22.

‘La (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ijlquinolin-1-il}-4-(1H-indol-3-il)
pirrolidin-2,5-diona muestra eficacia en un xenoinjerto de cancer de mama
humano. Células cancerigenas de cancer de mama humano MDA-MB-231 se
inocularon sucutaneamente en ratones lampifios atimicos hembra (8.0x10°
células/raton) y se dejo que formaran tumores palpables. Una vez los tumores
alcanzaron aproximadamente 60 mm>, los animales se trataron oralmente con (-)-
trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin- 2,5-
diona a 200 mg/kg o control vehiculo diariamente (5 dias consecutivos, seguidos
por un descanso de la dosificacion de 2 dias). La (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo
[3,2,1-iflquinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin- 2,5-diona se formulé en PEG
400:20% vitamina E TPGS (60:40). Los animales recibieron un total de 20 dosis de
(-)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-i] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-
2 5-diona o control vehiculo. Los tumores se midieron de principio a fin del

tratamiento y el periodo de observacion pre-tratamiento. Cada punto representa la

" media + SEM de diez tumores. (Ver Figura 8).

El tratamiento con (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-
(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona como monoterapia fue efectiva en desacelerar el
desarrollo de los tumores. Se calculé que la inhibicion del desarrollo de los
tumores de (-)-frans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4- (1H-indol-3-il)
pirrolidin-2,5-diona era 79% y fue estadisticamente significativa (p = 0,009). No
hubo variacion significativa en el peso corporal debido a la administracion oral del
vehiculo o (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)
pirrolidin-2,5-diona con 200 mg/kg.

Ejemplo 23.

En un modelo de xenoinjerto de cancer de colon humano, células de cancer
de colon humano HT-29 se inocularon subcutaneamente en ratones lampifios
atimicos hembra (5 x 10° células/ratén) y se dejé que formaran tumores paipables.
Una vez los tumores alcanzaron aproximadamente 60 mm?, los animales se
trataron oralmente o bien con (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-
il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona con 200 mg/kg o 300 mg/kg, o control

vehiculo diariamente (5 dias consecutivos, seguidos por un descanso la en
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dosificacion de 2 dias). La (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-
4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona se formulé en PEG 400:20% vitamina E TPGS
(60:40). Los animales recibieron un total de 20 tratamientos de o bien (-)-trans-3-
(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona o
bien control vehiculo. Los tumores se midieron de principio a fin del tratamiento y

el periodo de observacion pos-tratamiento. Cada punto representa la media +
SEM de diez tumores. (Ver Figura 9, Panel A).

En este modelo de xenoinjerto de cancer de colon altamente agresivo, los
animales dosificados o bien con 200 mg/kg o bien con 300 mg/kg como
monoterapia mostraron una inhibicién significativa del desarroilo del tumor, siendo
300 mg/kg mas eficaces que 200 mg/kg. La (-)-frans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo
[3,2,1-i] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona dosificada a 200 mg/kg
mostrd una inhibicion 6ptima del desarrollo del tumor de 39% (p = 0,006), mientras
que 300 mg/kg mostraron una inhibicion optima del tumor de 55% (p = 0,00001).
No hubo variacién significativa en el peso corporal debida a la administracion oral
ya sea de control vehiculo o ya sea de (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-i]
quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona a 200 mg/kg o 300 mg/kg.

La eficacia de (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-
indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona se analizé igualmente en modelos de xenoinjerto con
variaé otras lineas de células cancerigenas: MIAV PaCa2 de cancer pancreatico
humano (Figura 9, Panel B), PC3 cancer de préstata humano (Figura 9, Panel C) y
MKN45 cancer gastrico humano (Figura 9, Panel D). Las células se trataron con (-
)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-
diona como monoterapia en concentraciones indicadas. En todos estos modelos,
la (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4- (1H-indol-3-il) pirrolidin-
2,5-diona inhibi6 significativamente el desarrollo del tumor.

Ejemplo 24.

La (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)
pirrolidin-2,5-diona mostré una citotoxicidad significativa contra mdltiples lineas de
células cancerigenas. Varias lineas de células cancerigenas se trataron con (-)-
trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin- 2,5-

diona en concentraciones indicadas, que variaban desde 0,03 a 30 pM. La
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sensibilidad de estas células a la (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-i]
quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona se midié por un analisis MTS de
citotoxicidad estandar (Figura 10). Lineas de células cancerigenas humanas, que
expresan c-Met y/o fosfo-c-Met, fueron sensibles a la (-)-trans-3-(5,6-dihidro-
4Hpirrolo  [3,2,1-jf]quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)  pirrolidin- 2,5-diona. Por el
contrario, lineas de células cancerigenas humanas sin c-Met o fosfo-c-Met
inmunodetectable (Figura 10, SK-MEL-28, MCF-7 y NCI-H661) mostraron poca

sensibilidad.

Ejemplo 25.

La (-)-trans—3-(5,6-dihidro—4H-pirroIo[3,2,1-ij]quinolin-1-il)—4-(1H-indol-3-i|)
pirrolidin-2,5-diona se evalu6 en cuanto a su actividad de inhibir un gran panel (n =
230) de cinasas humanas. Los datos mostrados en Tabla 2 demostraron que la (-)-
trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-
diona inhibié Gnicamente c-Met en un grado significativo y mostré actividad
modesta contra un pequefio numero de otras cinasas. La (-)-trans-3-(5,6-dihidro-
4Hpirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin- 2,5-diona mostré una

constante inhibitoria (K;) de ~360 nM contra c-Met.

Tabla 2
Cinasa |Cso
CAMKII® ~10 uM
Flt4 ~16 uM
PAK3 ~6,6 UM
Pim-1 10 UM (33% de inhibicién)
Ejemplo 26.

Se establecid un modelo de xenoinjerto de cancer de colon humano con
células de cancer de colon humano HT-29, como se describe en Ejemplo 23. Los
ratones portadores del tumor se trataron con una sola dosis de (-)-trans-3-(5,6-
dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona (300
mg/kg). Se detectd la reduccion de fosfo-c-Met inmunohistoquimicamente 24

horas mas tarde. Se visualizé una disminucion significativa en la cantidad de fosfo-
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c-Met con el uso de un sistema de inmunoperoxidasa, el cual empleaba
diaminobencidina, que proporciona un producto de reaccién marrén insoluble
(Figura 11, Panel A). La transferencia Western de la muestra del tumor para fosfo-

c-Met confirmo el analisis inmunohistoquimico (Figura 11, Panel B).

Ejemplio 27.

El presente ejemplo describe la inhibicion de la Tirosina Cinasa de Receptor
c-Met Receptor en Sarcoma de Células Claras y Tumores Asociados con MiT
(Microphthalmia Transcription Factor - Factor de Transcripcion de Micoftalmia).
Los compuestos de la invencion demostraron asimismo eficacia en un paciente
con sarcoma de células claras. Los estudios descritos en el presente ejemplo
usaron (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo  [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)
pirrolidin-2,5-diona, un inhibidor de molécula pequefa de la tirosina cinasa de

receptor c-Met.

La (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-if] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)
pirrolidin-2,5-diona es un inhibidor selectivo de c-Met, una tirosina cinasa de
receptor. Cuando se activa anormalmente, c-Met juega mdltiples roles en aspectos
de cancer humano, incluyendo el crecimiento de células cancerigenas,
supervivencia, angiogénesis, invasion y metastasis. Los datos descritos
anteriormente demuestran que la (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo  [3,2,1-if]
quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona inhibe la activacion de c-Met en
una amplia gama de lineas de células de tumores humanos, incluyendo sarcoma
de células claras, y muestra actividad anti-tumoral contra varios xenoinjertos de
tumores humanos. En estudios clinicos, el tratamiento con (-)-frans-3-(5,6-dihidro-
4Hpirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona ha sido bien
tolerado y ha se ha traducido en respuestas de los tumores y enfermedéd estable

prolongada a través de amplios rangos de tumores y de dosis.

La (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)
pirrolidin-2,5-diona se administré a un paciente con sarcoma de células claras. En
particular, (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)
pirrolidin-2,5-diona demostré una respuesta parcial, como se defini6 por RECAST
(Response Evaluation Criteria in Solid Tumors — Criterios de Evaluacion de

Respuesta en Tumores Sélidos), en un paciente con sarcoma de celulas claras.
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La respuesta objetiva a la administracion de (-)-trans-3-(5,6-dihidro-
4Hpirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona se observé en
una cohorte de pacientes afectados por un grupo molecularmente conectado de
tipos de tumor sarcoma, para los cuales no existe tratamiento efectivo. Basandose
en esta respuesta, la (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-i] quinolin-1-il)-4-(1H-
indol- 3-il) pirrolidin-2,5-diona se administra en una dosis de 360 miligramos (mg)

dos veces diariamente (b.i.d.).

La (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-i] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)
pirrolidin-2,5-diona se administra a pacientes con tumores asociados a MiT (Factor
de Transcripcion de Microftalmia - Microphthalmia Transcription Factor), 10s cuales
pueden incluir sarcoma de células claras (CCS - clear cell sarcoma), sarcoma de
la parte blanda alveolar (ASPS - alveolar soft part sarcoma) y carcinoma de
células renales asociado con translocacion (RCC - renal cell carcinoma), se
encuentran conectados bioldgicamente a través de una anormalidad cromosémica
comln que es responsable de la sobre-expresion de c-Met, resultante en el
desarrollo de estos tumores. Tumores con esta anormalidad son resistentes a las
terapias corrientes y, en la ausencia de reseccion quirdrgica exitosa, son

invariablemente fatales.

Durante la primera fase de un estudio, se enrolaron 23 pacientes y se
trataron con 120 mg de (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-if)-4-
(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona b.i.d. Se demostrd que catorce de estos
pacientes eran evaluables por eficacia. Ademéas del paciente con la respuesta
parcial confirmada, diez de los pacientes evaluables demostraron una enfermedad

estable.

La respuesta clinica objetiva demostrada bara (-)-trans-3-(5,6-dihidro-
4Hpirrolo [3,2,1-] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin- 2,5-diona utiliza los
datos que mostraron que la inactivacion de la expresion de MiT por ARN
horquillado corto (shRNA) suprimio la expresion de c-Met e impidio el crecimiento
de células del sarcoma de células claras humano in vitro e in vivo. Este hallazgo
llevé al desarrolio de un estudio clinico en pacientes con tumores asociados a MiT
usando (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-jj] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)

pirrolidin-2,5-diona, la cual mostré actividad anti-neoplasica, incluyendo respuestas
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del tumor, tomadas de pacientes tratados con el medicamento.
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REIVINDICACIONES

1. Una (#)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-i] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)

pirrolidin-2,5-diona diclorometano.

2. Una composicién que contiene (+)-frans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-if]

quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona diclorometano.

3. La composicién de la reivindicacion 2 que contiene mas de 90% de (+)-
trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin- 2,5-

diona diclorometano.

4, La composicién de la reivindicacion 3 que contiene mas de 95% de (t)-
trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-if] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin- 2,5-

diona diclorometano.

5. La composicion de la reivindicacion 4 que contiene mas de 99% de (+)-
trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-if] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin- 2,5-

diona diclorometano.

6. Una (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4- (1H-indol-3-il)
pirrolidin-2,5-diona quiralmente purificada que contiene menos de 1% de (+)-trans-
3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il}-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin- 2,5-diona.

7. La (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-§] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)
pirrolidin-2,5-diona quiralmente pura de la reivindicacion 6 que contiene menos de
0,7% de (+)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-if)
pirrolidin-2,5-diona.

8. La (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-§] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)
pirrolidin-2,5-diona quiralmente pura de la reivindicacion 7 que contiene menos de
0,5% de (+)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)

pirrolidin-2,5-diona.

9. La (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-§] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)
pirrolidin-2,5-diona quiraimente pura de la reivindicacién 8 que contiene menos de
0,1% de (+)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)
pirrolidin-2,5-diona.

101

o4



10

15

20

25

30

35

10. Un método para preparar (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-i] quinolin-
1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona, método que incluye:

a. mezclar (%)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo  [3,2,1-i]] quinolin-1-il)-4-
(1H- indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona con ciclohexiletilamina en un
primer solvente para formar (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-ij]
quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona-ciclohexiletilamina
solida;

b. lavar la (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-i]] quinolin-1-il)-4-(1H-
indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona-ciclohexiletilamina sélida formada en el
paso (a) con una mezcla acuosa del primer solvente;

C. hacer reaccionar la (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo  [3,2,1-i]
quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona-ciclohexiletilamina
del paso (b) con un acido en un solvente organico y aislar la capa
organica de la solucion resultante;

d. lavar la capa organica del paso (c);

e. agregar un segundo solvente a la capa organica;
concentrar la capa organica hasta que la cantidad del segundo
solvente en la solucién es menor que 5%; y

g. cristalizar de la capa organica en el paso (f) y secar la solucion de (-)-
trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo  [3,2,1-jf]  quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-
ipirrolidin-2,5-diona resultante bajo vacio, produciendo asi (-)-trans-
3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo  [3,2,1-j] quinolin-1  -il)-4-(1H-indol-3- il)

pirrolidin-2,5-diona.

11. El método de la reivindicaciéon 10, en donde el citado primer solvente es un

solvente no acuoso.

12. El método de la reivindicacién 11, en donde el citado solvente no acuoso es

acetonitrilo.

13. El método de la reivindicacién 10, en donde el citado segundo solvente es

un solvente no acuoso.

14. - El método de la reivindicacion 13, en donde el citado solvente no acuoso es

metanol, etanol, acetonitrilo, o una mezcla de los anteriores.
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15. El método de la reivindicacion 10, en donde el citado segundo solvente es

el mismo que el citado primer solvente.

16. El método de la reivindicacion 10, en donde el citado segundo solvente es

diferente del citado primer solvente.

17. El método de la reivindicacion 10, en donde el citado solvente organico en

el paso (c) es metiltetrahidrofurano.

18. El método de la reivindicacion 10, en donde la citada capa organica se lava

con una solucién salina en el paso (d).

19. El método de la reivindicacion 18, en donde la citada solucién salina es una

soluciéon de cloruro de sodio.

20. El método de la reivindicacién 10, que incluye ademas enjuagar el cristal de
(-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-i] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-
2,5-diona después del paso (g).

21. El método de la reivindicacion 20, en donde el cristal de (-)-trans-3-(5,6-
dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin- 2,5-diona se

enjuaga con un alcohol seleccionado de etanol y metanol.

22.  El método de la reivindicacién 10, en donde la citada (-)-trans-3-(5,6-
dihidro-4Hpirrolo  [3,2,1-jf]  quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-if) pirrolidin-2,5-diona
producida contiene menos de 1% de (+)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-if]
quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona.

23. El método de la reivindicacién 22, en donde la citada (-)-trans-3-(5,6-
dihidro-4Hpirrolo  [3,2,1-j]  quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)  pirrolidin-2,5-diona
producida contiene menos de 0,7% de (+)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-i]]
quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona.

24. Un método para preparar (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-ij] quinolin-
1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona, método que incluye:

a. disolver (#)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-jj] quinolin-1-il)-4-

(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona en diclorometano y aislar la (t)-
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trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1 -il)-4-(1H-indol-3-il)
pirrolidin-2,5-diona diclorometano;

b. disolver la ()-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-i]] quinolin-1-il)-4-
(1H-indol-3-il)  pirrolidin-2,5-diona  diclorometano en un primer
solvente;

C. destilar la solucion del paso (b) hasta que el nivel de diclorometano
en la soluciéon es < 0,1% en peso;

d. - diluir la solucién del paso (c) en un segundo solvente;

e. introducir la solucion del paso (d) en un sistema de cromatografia

multicolumna que contenga un empacado apropiado para separacion

quiral;

f. agrupar el residuos de refinado resultantes obtenidos del sistema en
el paso (e); y

g. cristalizar los residuos de refinado del paso (f) y filtrar la (-)-trans-3-

(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-if]  quinolin-1 -il)-4-(1H-indol-3-
il)pirrolidin-2,5-diona resultante, produciendo asi (-)-trans-3-(5,6-
dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il}-4-(1H -indol-3- il) pirrolidin-
2,5-diona.

25. El método de la reivindicacién 24, en donde el citado primer solvente es un

solvente no acuoso.

26. El método de la reivindicaciéon 25, en donde el citado solvente no acuoso es

metanol, etanol, o una mezcla de los anteriores.

27. El método de la reivindicacion 24, en donde el citado segundo solvente es

un solvente no acuoso.

28. El método de la reivindicacién 27, en donde el citado solvente no acuoso es

metanol, etanol, acetonitrilo, o una mezcla de los anteriores.

29. El método de la reivindicacion 28, en donde el citado solvente no acuoso es

una mezcla de metanol y acetonitrilo.

30. El método de la reivindicacion 24, en donde la citada (-)-trans-3-(5,6-
dihidro-4Hpirrolo  [3,2,1-§]  quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)  pirrolidin-2,5-diona
producida contiene menos de 1% de (+)-frans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-ij]
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quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona.

31. El método de la reivindicacion 30, en donde la citada (-)-trans-3~(5,6-
dihidro-4Hpirrolo  [3,2,1-j]  quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona
producida contiene menos de 0,7% de (+)-trans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-i]
quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona.

32. Un método para preparar (-)-frans-3-(5,6-dihidro-4Hpirrolo [3,2,1-ij} quinolin-
1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona, método que incluye los pasos (a)-(f) de la
reivindicacion 24 y el paso (g'), en donde el paso (g') comprende evaporar los
residuos de refinado en el paso (f), produciendo asi la (-)-frans-3-(5,6-dihidro-
4Hpirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona.

33. Una composicion farmacéutica que contiene una (-)-trans-3-(5,6-dihidro-
4Hpirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona quiralmente

purificada de una cualquiera de las reivindicaciones 6-9.
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COMPOSICIONES DE PIRROLOQUINOLINIL-PIRROLIDIN-2,5-DIONA
PURIFICADA Y METODOS DE PREPARARLAS Y EMPLEARLAS

Resumen:

La presente invencién se refiere a un polimorfo de forma 1y forma 2 de (-)-trans-3-
(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona.
La presente invencion se refiere asimismo a compuestos de (-)-trans-3-(5,6-
dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-i) pirrolidin-2,5-diona que
tienen una pureza quiral de mas de 99%, y a métodos de preparacion de estos
compuestos. La presente invencion se refiere igualmente a composiciones
farmacéuticas que contienen estos compuestos de (-)-frans-3-(5,6-dihidro-4H-
pirrolo  [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona. La presente
invencién proporciona métodos de tratar un trastorno proliferativo celular, tal como
cancer, administrando a un sujeto necesitado de ello una cantidad
térapéuticamehte efectiva de una composicién que contiene (-)-trans-3-(5,6-
dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona, que
tiene una pureza quiral de mas de 99% o un polimorfo de forma 1y forma 2 de (-)-
trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-
diona.

(£)-cis-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-] quinolin-1-if)-4(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-

diona

()-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-i] quinolin-1-il)-4(1H-indol-3-il)
pirrolidini-2,5-diona

FIG. 1

106



LO1

(£)-cis-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-l-il)-4(1 H-
indol-3-il) pirrolidin-2, 5-diona

(£)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4(1 H -
indol-3-il) pirrolidini-2, 5-diona.

FIG. 1
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(-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1 -il)-4-(1H-indol-3-il)
pirrolidin-2,5-diona
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(+)-cis-3-(5,6-dihidro-4H-  (%)-trans-3-(5,6-dihidro-

pirrolo[3,2,1-j]quinolin- 1- 4H-pirrolo[3,2,1-] quinolin-

il)-4(1H-indol-3-il) 1-il)-4(1H-indol-3
pirrolidin-2,5-diona ilpirrolidin-2,5-diona
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FIG. 4
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c-Met

B-Actina—

A= (-)-trans-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo [3,2,1-j] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona

B= (+)-trans-3-(5,6-dihidro-4 H-pirrolo [3,2,1-ij] quinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il) pirrolidin-2,5-diona

FIG. 5B
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FIG. 10

i



L1l

Pre-tratamiento 4 horas 24 horas

7

FIG. 11A

No Tratado Vehiculo No Tratado Vehiculo A{24h)
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Industria’y Comercio
SUPERINTENDENCGIA

Espacio reservado para el adhesivo de radicacion:

DELEGATURA PARA LA PROPIEDAD INDUSTRIAL
FORMULARIO PARA OTORGAR PODER A ABOGADO
ENLOS TRAMITES DE PROPIEDAD INDUSTRIAL

1. Datos del'otorgante
o Persona Natural

B Persona duridica:

‘Nombre del Representante

Nombre o denominaciéniRazdn Social completa(En cass dé que haya mas de un solicitante; refacioriese én hoja'adjunta

ARQULE, INC.

Nacionalidad/Pais de constitucion Direccién del o‘forganfe
Estado de , Estados Unidos de |19 Presidential Way, Waoburn,
América Massachusetts ‘01801, Estados Unidos de:
N ] ) América:
Direccion Electronica No. Fax Nimero Telefénico
cavelier@cavelier.com 2118650 13473611
.| 2. Datos del Apoderado

Principal 36.456:344 23.555

Luz Clemencia-Suarez de Paez

Primer Suplente .

Nidia Osoric Lopez 39.787.682 73.366

Segundo Suplente o

Oscar Cotrea Barboss 79524634 71.027

Apellidos y Nombre

Nacionalidad/Pais de constitucion

Documento do [dentificacion

T.P.(s610. abogados Profésiviales)

Colombiana

Direc_:ciéh del rapbderado

Direccién Electrénica

Carrera 4.No. 72-35,.Bogota; Colombia

No. Fax
patentescavelier@cavelier.com

Nimero Teletnico

2118650

3473611

O Autorizo expresamente a la:Superintendencia de Industria’'y Comeriio para qué todas las comunicaciones sean

enviadas a'través de la diréccion de correo electrénico.
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© CAVELIER ABOGADOS

Mediante el presente documento, la: persona indicdda en el punto 1 de este documento nombra 2 las-personas |
que se identificart en el punto- 2 como $us apoderados en los términos: del articulo 66 del Cddigo de
Procedimiento Civil, paralas actuaciones-que-se relacionan a continuacion.

| 3. Actuaciones en cuestion:

. Este poder ¢oncierne:

B Todas las solicitudes y/o registros actuales y futuros del otorgante.,

. o La(s)siguiente(s)solicitud(es)y/o registro(s):

" NOMBRE ~— [NUMERO DE SOLICITUD O REGISTRO

[‘ Nota: :Si el espacio anterior rio es suficiente, por favor relacione las actuaciones en hoja
|
: anexa.

‘ 4, Alcance del poder:

@ Confiero expresamente al (los) apoderado(s) todas las facultades legales para que

. represente mi(s) interés(es) en la(s) actuacion(es) sehalada(s) en el punto .3 de este
1| documento, incluyendo:

Desistir de la(s)solicitud{es) y.de la demés-actuaciones

X Renuriciar a los‘derechios del registro-de signos distintivos-o de nuevas creaciones’
(‘ Transigir

& Recibir

B Congiliar

X Ratificar los actos de agentes oficioscs

5. Firma

b | M& . »J,;:z Ebrmanaatoe/les

| : Nombre def Firmante / Firma del Apoderado

1 - j/{-) /0] | e fesiyT £547
‘ .C. ‘

) | Tarjeta Profesional

WPC19500\D:220405
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SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 14 - 0077377

RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS
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Bogota D.C., Julio 23 de 2014 - 09:23:43

NI 860.041.367

*** Soporte del Pago ***

150005-01-01 SOLICITUDES

BANCO CUENTA No PAGO FECHA PAGO VR PAGO
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ADICIONAL ATAS 10 INIC $77 3'000'00_“

— \
. Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

Web: www.sic.gov.co
, Agosto 6 de 2014 - 12:09:30

0O IS0~ 84 -0

Sede Centro

e-mai: info@slc.gov.co nmu

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA' Y COMERCIO6

AR TR

171838-

Fecha: 2014-08-06 16:19:49  Dep. 2020 DIR NUEVASCR

Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION Folios: W ‘3

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

AR

06-0
Fecha: 2014-08-06 16:19:48  Dep. 2020 DIR. NUEVASCR

Tra. 11 PATENTEIYHI Eve: 378 EASENACIONALI
Act. 851 DIVISIONAL Folios: 1 , a '

: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Conmutador: (§571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

RE




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO8

LT —

. 14-
i Fecha: 2014-08-06 16:19:49 _ Dep. 2020 DIR NUEVASCR
Industria v Comercio Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 378 ?ﬁﬁ IONALI
SO P ERE TN LENDENCSIE Act 411 PRESENTACION  Folios: 1 iN’bA .

ERINTENDENCIA DE JNDUSTRIA'Y COMERGIO

PATENTE DE INVENCION [_| MODELO D T\Iﬁ@‘m‘“‘wW\\M\l\gﬂ%@ﬂ“{\\@“\\“no[ﬂl\\;\\l\’“\\l\\ﬂ“\\WW\.ﬂl\
Sl e

Descripcion delainvencion

Dibujos de ser estos pertinentes

ERnEN

. Gomprobante de pago de.las tasas establecidas(Pe serel-caso-formate de-descuento)-

Completa D Incompleta D

PATENTE DE INVENCION PCT D MODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

- Indicacion-que se-solicita una PCT

Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen)

-Dibujes de ser-estos.perdinentes

HERNEN

Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento) .

Completa D Incompleta D

)
DISENO INDUSTRIAL | | (Art. 119 Decision 486/00)...
D Indicacion que se solicita Disefio industrial
I] Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
D Representacién gréafica y fotogréfica del Disefio.industrial.a. muestra.del material que.incacpora el
disefo
D Comprobante de pago de las tasas establecidas
Completa l:] Incompleta-- .
ESQUEMA DE TRAZADO | | (Art. 92 Decision 486/00)

Indicacion que se solicita un esquema de trazado
Datos de identificacidn del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacion grafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D incompleta D
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