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b Nombre:NEREUS PHARMACEUTICALS, INC. IDENTIFICACION
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CA 82121, Estados Unidos de América. ct [] oo
SOLICITANTE
Nacionalidad o Domicillo: San Disgo, Estadode | Cual
|California, Estados Uridos de América.
Lugar de Constitucién: Estado de Celifornia,
Estados Unidos de América.
(71) Telsfono: 3284270 Fax: 68069701 Nimero
E-mail._lliccoflioredacamacho.com
'@ Nombre; ALICIA LLOREDA RICAURTE cc. M NT [
REPRESENTANTE
O APODERADO | Direccion: Calle 72 No. 5-83 Piso 5*, ce [ oo []
Bogotd- Colombia Cual
Teléfono: 3284270 Fax: 8069701 ' Ndmero 39.690.713 TP 53.216
E-mail: Jlicco@lloredacamacho.com
Nombre: POTTS, Barbara, Christine; MACHERLA, Venkata, Rami, Reddy/ MITCHELL,
. Scolt, Sherman; MANAM, Rame, Rao;\ REED, Katherine, Anne; LAM, Kin, Sing;
NEUTEBOOM, SasKla, Theodora, Comelia; CHAO, Ta-Hslang; NICHOLSON, Benjamin y
BILLSTROM, Cheryl. '

Direccién: 2028 Oro Verde Road, Escondido, CA §2027; *0858 Caminito Arcada, San

INVENTOR(ES) |Dlego. CA 82131; 1641 Brittan Avenue, San Carlos, CA 84070; 11633-3 Compass Point
72 Drive, San Diego, CA 82128; 4633 Lenore Drive, San Diego, CA 92115; 10851 Vereda Sol

(72) Del Dios, San Diego, CA 82130; 7865 Paimila Drive, Apt. 5402, San Diego, CA 82122;

Nacionalidad o Domicilio: Estados Unidos de América.

7016 Enders Avenus, San Diego, CA 82122; 3938 Goldfinch Street, San Diego, CA 92103 y
b PCT (86)

5845 Friars Road, #1308, San Diego, CA 82110.
Solicitud Intemacional No. PCTAIS2005/014848 Fecha: 28/04/05

Publicacion Internacional No. W02008/028525 A2 Fecha: 16/03/08

Titulo (54) COMPUESTOS [3.2.0] HETEROCICLICOS Y METODOS PARA USARLOS

Clasificacién Internacional (81) A Gjk. 3 ko3 #biP 3500, 379)00 -

Proridad (33) Pals de Origen (32) Fecha {31) Numero de Solicitud
Sl & NO E us 30-04-04 60/587,338
us 18-08-04 60/580,838
us ' . 26-07-04 60/501,180
us 12-11-04 60/827,482
. us- " ' 13-01-05 60/644,132
s Wk 040305 SO/850 385

P Comprobante de Pago No. .nua.zaa_ Fecha: _17 de Noviembre de 2006,




4 ANEXOS \

g Comprobante de pago de la tasa de presertacién de la solicitud
D Documento que acredta ia existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica
D Documento de Representacion Legal

D Documento de cesion de! irventor al solicitante o a su causante
[] Deciaraciones

D Copia de la solicitud internacional. (resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
Traduccién de la solicitud irternacional al castellano (resumen, descripcion, revindicaciones  dibujos)

D Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen Prelminar
(IPEA)

D Traduccion del examen preisminar internacional efectuado por la IPEA
[} De ser el caso, copia del contrato de acceso

D De ser el caso, documento que acredite la icencia o autornizacién de uso de conocimientos tradicionales de
las comumidades indigenas

O arte Final 12x12

D De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por ¢
mismo titular o su causante. relacionados parcial o totaimente con la invencién de esta solicitud

D De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud mternacional.
& Otros: Publicacién con su traduccion

FIGURA CARACTERISTICA:
— e =

(R1 )n

Solicito la concesion de la patente

713 Usaquen TP 53215
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El documento que acredita la calidad de REPRESENTANTES
LEGALES en Bogotd de los doctores ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o
ENRIQUE ALVAREZ para TODOS LOS ASUNTOS
RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de la
sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos abogados
para actuar individualmente, se esta presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personerfa de cada uno
de dichos Representantes Legales para actuar dentro del presente
expediente, a fin de que cualquiera de ellos pueda intervenir en

cualquier tiempo respecto de la solicitud en él contenida.

A LLOREDA RICAURTE

T.P. No. 53.215



TRADUCCION OFICIAL N 08/13/113

Traduccldn Oficlal de un documento escriio originaimenis an ingids, el cunl para identificacion ifeva of sello de
Hibar A. Expafiol Espafiol, Traductor e intirprete Oficial, seguin Resolucidn # 0920, 1988 del Ministerio de
Justicin, Republica de Colombla.

> 0 N

10.

ESTADO DE CALIFCRNIA
SECRETAR!O DE ESTADO
- APOSTILLE
(Canvencldn de la Hays % Octubre 5, 1961) o A
g :

Pals: Estados Unidos de América
Este Documento Publico ha sido firmado por Linda D. Rodriguez
En ejercicio de su investidura de Notario Plblico, Estado de Califomia
Lleva el sello/timbre de Linda D. Rodriguez, Notario Pablico, Estado de
California

CERTIFICADO
Certificado en Sacramento, California

Fecha: Mayo 31.' 2005

N° 241115
Sello/ timbre
Firma (llegible)

Secretario de Estado -
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Estado de California )

Condado de San Dlego  ).ss.

El dia 23 de Mavo. sfio 2005, ante mi, Linda D, Rodriguez, Notario Pablico,

comparecid personalmente Kobi M. Sethna, de Nereus Phamaceuticals, Inc., a quien
conozco personalmente cémo la persona cuyo nombre suscribe el presente
instrumento y quien reconocié en mi presencia haber formalizado el mismo dentro de
su investidura, y que med!ante_ su firma en el documento, la persona o entidad en cuyo

nombre actud, formalizd el documento.

En TESTIMONIO firmo y sello
Firma (ilegible
N. del T: hay un selio de tinta: Linda D. Rodriguez. CGmisiér; N 1523662, Notario

Publico, California, Condado de San Diego. La comisién expira: Oct. 31, 2008.

PODER DE REPRESENTACION LEGAL

Documento escrito en Inglés y Espafiol.

=y 3 AUR ROV

DE: NEREUS PHARMACEUTICALS, INC., con domicilio en 18480 Witatdgeoc cimc >

oot H :::::?an CON T ORININAL

Circle, San Diego, CA 92121, U.S.A.

" S g 17061 2006 4o
PARA: Alicia Lloreda y/o Gustavo Tamayo y/o Ignacio Santanjadg! NMGUE. -« suuk
) r ¢ "::. ' ] |: 'l *“'.".':ti:
Alvarez de Bogota, Colombia. o MENOEL DARAJAB

NAI(} A
Dado y firmado el dia 23 de Mayo, aiio 2005.
firma ileqible

Kobi M. Sethna, Presidente y Gerente General (CEO)

[LBAR A. ESPARGL érAROL
Traductor ¢ lnterpatve Oficil



TRADUCCION OFICIAL N* 0813134

Traduccidn Ofclal de un documento escrito originalmente en inglis, il cuasl para identificacién ligva ol selio de
libar A. Espafiol Espaflol, Traductor o intérprete Oficlal, segin Resolucién & 0820, 19396 del Ministerio de
Justicla, Repttblica de Colombla.

CERTIFICADO DEL REPRESENTANTE CORPORATIVO
Por el presente declaro que Nereus Pharmaceuticals Inc., es una corporacién
debidamente organizada y existente bajo las leyes de California, U.S.A., con su
sede comercial principal en 10480 Wateridge Circle, San Diego, CA 92121
U.S.A. y que yo Kobi M. Sethna soy el Presidente y Gerente General de dicha
corporacién y estoy debidamente autorizado como representante legal para
formalizar ciertos documentos relacionados con patentes, modelos de utilidad,

disefios y marcas registradas, en nombre y beneficio de la corporacién.

Por el presente testifico que Nereus Pharmaceuticals Inc., esta constituida
legaimente por un periodo de duracién adn no vencido, la cual ejerce su objeto
social de conformidad con las leyes de California, U.S.A. Yo he visto el Acta
Constitutiva de dicha corporacion, formalizacza en San D!ego. California, en la

fecha de Mayo 23, 2005, y por el presente doy fe que los hechos contenidos en

it 3 SeETAR L

el presente son ciertos. 3pa1230 & funnr 0¥ EOH BL m.-mnl-'a.é

". Hll TENIDO & LA WiETA
j 1 ot W o

Fecha: Mayo 23, 2005

En nombre de Nereus Pharmaceuticals, Inc

Por: (firma ilegible)

Kobi M. Sethna, Presidente & Gerente General ILBAR A. BSPAROL ESPAROL

Traductor € Interpetre Oficial
Inglés Espafiol Ingléa
Resolucién Minjusticis No. 0920
Agonto de 1996



ESTADO DE CALIFORNIA
SECRETARIO DE ESTADO
APOSTILLE

(Convencién de la Haya dé Octubre 5. 1961)

1. Pals: Estados Unidos de América
Este Documento Publico ha sido fimado por Linda D. Rodriguez

En ejercicio de su investidura de Notario Pﬁblfco. Estado de California

A O N

Lleva el sello/timbre de Linda D. Rodriguez, Notario Publico, Estado de
California
CERTIFICADO
Certificado en Sacramento, California
Fecha: Mayo 31, 2005 ]
Por el Subsecretario de Estado. Estado de Califonia

N° 241116

®© ® N & o

Sello/ timbre

10. Firma (llegible) -
Secretario de Estado

N. del T. hay un sello dorado en relieve: “The Great Seal of the State

ILBAR A. BSPANOL ESPANOL
Traductor ¢ Interpetre Oficial
Inglés Espailol Inglés
Agosto do 1996



Estado de California )

Condado de San Dlego ) 88.

El dia 23 de Mayo, afio 2005, ante mi, Linda D. Rodriguez, Notario Publico,
comparecidé personalmente Kobi M. Sethna, de 'l';le'reus -Phamaceuticals, Inc., a quien
conozco personalmente cémo la persona- cuyo nombre 'éuscribe el pi'esente
instrumento y quien reconocié en mi. presenéia haber formalizado-'el mismo dentro de
su investidura, y que mediante su firma en el documento, ia persona o entidad en cuyo
nombre actud, formalizé el documento.

En TESTIMONIO firmo y sello

Firma Glegible)

N. del T: hay un sello de tinta: Linda D. Rodriguez. Comisién N° 1523682, Notario Pblico,

IAS,

ILBAR A. ESPANOL ESPAROL
Traductor ¢ lntorpetre Oficial

California, Condado de San Diegt.:. La comisién expira: Oct 31, 2008.

{ 27 IJCT 2006
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SECRETARY OF STATE

APOSTILLE

‘(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

.1. Country: United States of America
This public document

2. has been signed by Linda D. Rodriguez
3. acting in the capacity of Notary Public, State of California

4. bears the seal/stamp of Linda D. Rodriguez, Notary Pubilic,
State of California

CERTIFIED
At Sacramento, California
the 31st day of May 2005

by Deputy Secretary of State, State of Califomia
No. 241115

© o N O O

Seal/Stamp:

10. Signature
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STATE OF Caliborniey
) 88.
COUNTY OF Sen Tiag)

On %l23|vs , before ‘me, liada. Rodriques mﬁﬂ‘mm personally
appeared _Kgloy M. Sethna , of Nereus Pharmaceuticals, Inc.,

personally known to me (orpreved-tomoom tho-busis-of-setislactory-cyidenee) 1o be the person(s)
whose name(s)is'ase subscribed to the within instrument, and acknowledged to me tha(hshe/they
executed the same i ir authorized capacity(ies), and that b(_ﬁ%homheir signature(s) on
the instrument the person(e), or the entity upon behalf of which the person(s) acted, executed the
instrument. ’ . :

WITNESS my hand and official seal.

[SEAL]

1710742
051205




|

Los ebajo firmados, ) The undersignad, ’
NEREUS PHARMACEUTICALS, INC. NEREUS PHARMACEUTICALS

INC- -
Una sociedad organizada y existente bajo

" Los doctores ALICIA LLOREDA yo GUSTAVO

TAMAYO ylo IGNACIO BANTAMARIA yo ENRIQUE
ALVAREZ, o (os spoderados que cualquiers de ellos

culesqulara otrca requisitos y tomar, en fin, todes
ins medkiss que créyeren conducentss @ resguardo

de nuestros Intersses; y en caso de procucirse

" apoalddn, pasando los antecedentes a los ribunales,

Oadoyfrinado 23 de Mayo de 2005.

corporation organized and existing
las leyes de California, Estados Unidos under the laws of the California, United
;em%eziic‘:a. domicied et Stntulas of Ameri;n. toct
10480 Wateridge Circle ;°4Bgi"ateréhggz$zf° €
Son Diege, CA 92121 U::tedeg:;tes of America
Eatados Unidos de Americe . .
% mmw‘%- n of presants's AICIA LLOREDA o~ heveby appoint,  ALICIA LOREDA aridlor
1.+ GUSTA 'F:M‘%.wn IGNACIO SANTAMARIA. GUSTAVO TAMAYO end/far SANTAMARIA
™" - yio ENRIQUE ALVAREZ, domicliados sn Bogotd, snd/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogote, Galombla,
" Colombia, con oficines en dicha cludad, Calle 72 No. with offices In said town, Calla 72 No. 5-83, Sixdh
" 543, piso 60, nyestrds represdataniss legsies y Floor, our true and legel reprasentatives In Bogold,
votsdards en Bogéth, oivi facidiades pers rechir with power tn recsive notfications end in eppoint
judiciales o Judiclal or extrejudicial agents. s0 88 in comply with

deciurations, claims, recourses and withdrawals,

draw up speclications; to fié smendmonts, b limk
the scope of spplcations, fle opposifions; fle
cancolations toinl or partially walva ragisirations, to

_E
;
:
E
i

colact, fo appeal and, In shorl, with a such further
powers as may be required, and we harsby declare
fram now on ® valkd and good ol saxl
reprasantatives andior the sgents by eny one of tham
apponied may do for our beneitt,

We slso authorizd doclors ALICIA LL !
andior GUSTAVO TAMAYO andior IGNAC
SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ:IS RoE
for protocolnstion of this document &THLPRERYRG
of etiorney by any one of them conferreticour
before the Office of Industrie

Given and signed thia 7 %/

[
=
Ead-b

% a ¥ :
2 BARAJA

W
ot

NOTA RY SHOULD EXECUTE OTHER 8IDE
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CORPORATION NATIONALITY REPREEZNTATIVE CERTIFICATE

1 hereby declare that Nereus Pharmaceuticals, Inc., of USA, is a corporation duly organized and
existing under the laws of California, USA, and having its principle place of business at 10480
Wateridge Circle, San Diego, CA 92121 USA, and that [, Kobi M. Sethna, am President and Chief
Executive Officer of said corporation and am duly authorized as a lawful 'repreaentative to execute

certain documents relating to patents, utility models, designs and trademarks on behalf of the
corporation.

I hereby attest that Nereus Pharmaceuticals, Inc. is legally constituted for a period of tenure not yet
expired, which exercises its corporate purpose in accordance with the laws of California, USA. 1
have seen the Articles of Incorporation of said corporation executed at

Gun bicso; Colifornie , under date of Ihi 23 200% , and hereby attest
that the facts therein contained are true.

Datedthis 23 ~e{ dayof  Wfciy . 2005

On behalf of Nereus Pharmaceuticals, Inc.
By: /é{w_’, Leor.

Printed Name and Title: Kobi M. Sethn ident

e L ™ e S
RXTO (&, ULL 61

I .‘-"‘E_.:"'\‘ml.‘ -y

chSt 27 0cT 2008 §



SECRETARY OF STATE

APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

. Country: Unifed States of America
This public document

2. has been signed by Linda D. Rodriguez
3. acting in the capacity of Notary Public, State of California

4. beears the seal/stamp of Linda D. Rodnguez Notary Pubhc
State of California

CERTIFIED
At Sacramento, California
the 31st day of May 2005
by Deputy Secretary of State, State of California
No. 241116

© ® N O

Seal/Stamp:

o COMBTAN OUE L& -
‘écu?ﬁ:u COM M. GRIOINAL,
QU KA TANIDO A LA MOTA
CAReRi

10. Signature i:,_, N G0}
.:wﬂ.“w'g{i

A okbLo MENDLZ BARAJA
. \ 'rAnw r-n .

Secretury of Stat

(&

NP-24 A (REV. 4-05)



STATE OF G-\H-m‘q
) 8s.
COUNTY OFSan Uia)

On %|znles , before me, Mm&a,ga,yl_u_k?mwc personally
appeared _Kobi M. Setna. _, of Nereus' PRarmacenticals, Inc.,

personally known to me (or-provedl to meon-the-basis-of-satisfactesy-evidence) to be the person(s)
whose name(s)(iere subscribed to the within instrument, and acknowledged to me thaf

executed the same i ir authorized capacity(ies), and that b@e#ﬂaeir signature(s) on
the instrument the person(s), or the entity upon behalf of which the person(s) acted, executed the
instrument, '

- WITNESS my band and official seal.

[SEAL]

14
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
. . DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
)N desoicid: OG- (1@ +30 (51)WCt A6l | 317467, AGI P 35709 334
27) Fecha de sollcitud: 23.11-08 (71)Solicitante(s) NEREUS PHARMACEUTICALS, INC.
POTTS, Babaa, Chrising; MACHERLA,
(30) Prioridad  (31) No.Prforided 32) Feche  (33) Pals Venksia, Ram, Reddy; MITCHELL, Scofi,
80/567,338 ° 30-04-04. Us Sherman; MANAM, Rama, Rao; REED, Katherine,
80/580,838 18-06-04 US |(72)inventor{es)  Anne; LAM, Kin, Sing; NEUTEBOOM, Sasida,
80/591,190 26-07-04 uUs Theodors, Comela; CHAO, TaHsiang,
60/627 482 12.41-04 us NICHOLSON, Banjamin y BILLSTROM, Cheryl.
60/644,132 13-01-05 US |(74) Apoderado:  ALICIA LLOREDA RICAURTE
60/859,385 04-03-05 Us
(85)  Fecha Lmils Inicio fase nacianal: _ 30-11-06 (87) Publicacion internacional
(66) Datos relativos a la presentacién de |a sofldiud PCT Fecha: 18-03-08
Fecha de pressntacién de la solicitud: ~ 26-04-05 N° publicacidn:  WOD2006028525 A2
No. de solicitud PCT/ US2005014846
(54) Thulo:  COMPUESTOS [3.2.0] HETEROCICLICOS Y METODOS PARA USARLOS

Resumen - Relvindicaclon(es):
Ravindicacién nimero 1.-

Un compussto que tiene la estructura de la Formula | y sales farmacéuticamente aceptables y ésteres profismaco de loa mismoe:

(M

\:{"

R

Formuila 1
on donde las lineas punteadas Indican que el enlace designado ea un enlaca simple o un enlace dobis, y en donde Ry puade ser seleccionado
por separado del grupo que consiste de un hidrégeno, un haldgeno, variantes mono-sustituiias, pofi-sustiuides o no sustituidas de los
residuos sigulentes: alqulc Ci-Cw salurado, alquenio C:Ca o alquinlo CaCa Insaturados, acio, acilox, alquilcxdcarbonliod,
arfoxdicarbonlioxd, ciclosiquiio, cicioalquenlio, alcoxd, cicloaicd, arfio, heteroariio, asflalcoxd carbonlo, elcoxi carbonfiaclo, amino,
aminocarbonlio, aminocarbolioxd, nitro, ezido, fenilo, cicloaiquilacilo, hidrax, alquiltio, erfitio, oxisulfonlo, carboxd, clano, y aiqullo halogenado
incluysndo akqullo polhalogenado, en donda n ea igual a 10 2, y ol n es igual a 2, enfonces Ry puade ser igual o diferents;

en donde Ry, sa selecciona del grupo que consiste de hidnbgeno, haldgeno, variantes mono-substituidas, poll-substiiuides o no

subsiituldas de los sigulentes residucs: alquic Ci-Cau saturado,
aiquiiexdcarbonlioxd, arlioxicarbonliod, cicoalquilo, cicloalquenio, alcox,

gquentio CrCx» o aiquinlo CzCu Insstrados, acilo, acliod,
cicloalcox], arfio, heteroariio, éilaicoxi carbonilo, alcax] carbonliaclio,

amino, eminocearbonllo, aminocarboniiox, nitro, azido, fenllo, dicloalkquliaciio, hidrud, alquitio, arltio, oxisulfonilo, carbaxi, ciano y alquilo

helogenado inciuyendo aiquilo pothalogenado;

on donde Ry puede seleccionarse del grupo que consiste de haldgeno, varaniss mono-substituides, pol-substiukies 0 no

substituides de los sigulentes residucs: alquio Ci-Cax saturado,

giuondo CrCx o alquinlo CrCx Insahwades, acllo, acllox,

ekpilaxicarbonlioxd, erioxicarbonlfiox, dcloalquilo, doloalquenilo, alcox, cicloalcoxd, arllo, heteroarfio, arllaicox carbonilo, alcoxd carboniacilo,
amino, aminocarbonio, aminocarbolox, nikro, azido, fenfio, cicloalquiacio, hidroxd, aiquilio, arftio, axisulfonlio, carbox, clano y alquio

" halogenado Incluyendo aiquilo pollhalogenado;

on donda cada una de Ey, Ea, Es y Ei 83 un heteroéiomo substituido o no substituldo; y

con la condicidn que la Formula | no es ol Compuesio 11-16 0 Compuasin II1-17.
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COMPUESTOS [3.2.0] HETEROCICLICOS Y METODOS PARA USARLOS
RESUMEN, OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

Se revelan compuestos de las formulas |-Vl y derivados de los mismos que
tienen propiedades anti-cAncer, anti-inflamatorias y anti-microbianas y
composiciones que incluyen uno o mas de los compuestos y sus deivados o
andlogos que tienen propiedades. anti-cancer, ant-Hinflamatorias y anti-
microbianas. También se revelan composiciones farmacéuticas que
comprenden tales compuestos y métodos para tratar el cancer, condiciones
inflamatorias e infecciones microbianas con los compuestos revelados o las
composiciones farmacéuticas reveladas.
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COMPUESTOS [3.2.0] HETEROCICLICOS Y METODOS PARA USARLOS

Referencia Cruzada con Solicitudes Relacionadas

[0001] Esta solicitud reivindica prioridad bajo 35 U.S.C. § 119 (e) a
las Solicitudes Interacionales No. 60/567,336, presentada el 30 de Abril de
2004; 60/580,838, presentada el 18 de Junio de 2004; 60/591,190 presentada el
26 de Julio de 2004; 60/627462, prepsentada el 12 de Noviembre de 2004;
60/644,132 presentada el 13 de Enero de 2005; y 60/659,385, presentada el 4
de Marzo de 2005; cada una de las cuales esta titulada COMPUESTOS
HETEROCICLICOS Y METODOS PARA USARLOS; y cada una de las cuales
esta incorporada aquf para referencia en su totalidad.

Antecedentes de la Invencidn
Campo de la Invencion

[0002] La presente invencién se refiere a ciertos compuestos y a
métodos para la preparacion y el uso de ciertos compuestos en los campos de
quimica y medicina. Mas especificamente, 1a presente invencién se refiere a
compuestos y procedimientos para hacer y usar los compustos que son (tiles
como agentes anti-cancer, anti-inflamatorios y anti-microbianos, y se refiere a
las formas de dosis farmacéuticas que comprenden tales compuestos.

Descripcion de la Técnica Relacionada

[0003] El cancer es una causa principal de muerte en los Estados
Unidos. A pesar de los esfuerzos significativos para encontrar nuevos enfoques
para tratar el céncer, las opciones de tratamiento primarias permanecen siendo
la cirugla, quimioterapia y terapia de radiacion, ya sea solas o en combinacion.
La clrugla y terapia de radiacién, sin embargo, son utiles en general solo para
tipos de cancer bastante definidos, y son de uso limitado para tratar pacientes
con enfermedad diseminada. La quimioterapia es el método que es
generaimente Util para tratar pacientes con cancer metastasico o cénoaras\
difusos tales como leucemias. Aunque la quimioterapia puede proporcionar un
beneficio terapéutico, a menudo falla en producir la cura de la enfermedad
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debido a que las células de cancer del paciente se vuelven resistentes al agente
quimioterapéutico. Debido en parte, a la probabilidad que las células de cancer
se vuelvan resistentes a un agente quimioterapéutico, estos agentes se
emplean cominmente en combinacién para tratar a los paclentes.

[0004) Similammente, las enfermedades infecciosas provocadas
por ejemplo, por bacterias, hongos y protozoarios se vuelven cada vez mas
dificiles de tratar y curar. Por ejemplo, cada vez mas bacterias, hongos y
protozoarios estdn desarrollando resistencia a los antibidticos y agentes
quimioterapéuticos actuales. Ejemplos de estos microbios incluyen Bacillus,
Leishmania, Plasmodium y Trypanosoma.

[0005] Ademas, un ndmero creciente. de enfermedades y
condiciones médicas se clasifican como enfermedades inflamatorias. Estas
enfermedades incluyen condiciones tales como asma a enfermedades
cardiovasculares. Estas enfermedades continGan afectando cada vez mas
grandes nimeros de personas en todo el mundo a pesar de nuevas terapias y
avances médicos.

[0006] Por lo tanto, existe una necesidad de agentes
quimioterapéuticos, agentes anti-microbianos y agentes anti-inflamatorios
adicionales para tratar cancer, enfermedades inflamatorias y enfermedad
infecciosa. Un esfuerzo continuo es hecho por investigadores individuales,
academias y empresas para identificar nuevos agentes quimioterapéuticos y
anti-microbianos potencialmente utiles.

[0007] Productos naturales derivados marinos son una fuente rica
de nuevos agentes anti-cAncer y agentes .anti-microbianos potenciales. Los
océanos son masivamente complejos y albergan un conjunto diverso de
microbios que se encuentran en ambientes de variaciones extremas de presion,
salinidad y temperatura. Los microorganismos marinos por lo tanto han
desarmollado capacidades metabdlicas y fisioldgicas Unicas que no solo
aseguran la supervivencia en habitats extreros y variados, sino que también
ofrecen el potencial por producir metabolitos que no se observan en
microorganismos terrestres (Okami, Y. 18993 J Mar Biotechnol 1:58). Clases
estructurales representativas de estos metabolitos incluyen terpenos, péptidos,
policetidas y compuestos con origenes biosintéticos mixtos. Muchas de estas
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moléculas tienen actividades demostrables anti-tumor, anti-bacterianas, antl-
fungales, anti-inflamatorias o inmunosupresoras (Bull, A. T. et al, 2000
Microbiol Mol Biol Rev 64: 573; Cragg, G. M. & D. J. Newman 2002 Trends
Pharmacol Sci 23: 404; Kerr, R. G. & S. S. Kerr 1999 Exp Opin Ther Patents 9:
1207; Moore, B. S 1999 Nat Prod Rep 16: 853; Faulkner, D. J. 2001 Nat Prod
Rep 18: 1; Mayer, A. M. & V. K. Lehmann 2001 Anticancer Res 21: 2489),
validando la utilidad de esta fuente para aislar agentes terapéuticos invaluables.
Ademés, el aislamiento de agentes anti-cancer y anti-microbianos novedosos
que representan clases mecanisticas alternas a aquellas actuales en el
mercado, ayudard a atender consideraciones de resistencia incluyendo
cualquier resistencia basada en mecanismo que puede haber sido disefiada en
patégenos para propésitos de bioterrorismo.

Resumen de la Invencién

[0008] Aqul se revelan compouesios, composiciones
farmacéuticas que comprenden tales compuestos, usos de tales compuestos y
composiciones, y los métodos para la preparacidon de tales compuestos, que
fienen la estructura de las Formulas I-IV:

[0008] Algunas realizaciones se refieren a los compuestos que
tienen la estructura de Formula |, y las sales farmacéuticamente aceptables y
ésteres profarmaco de las mismas.

(#), ™

Formula|

[0010] en donde las lineas punteadas indican que el enlace
designado es un enlace simple o un enlace doble, y en donde R puede ser
seleccionado por separado del grupo que consiste de un hidrégeno, un
haldgeno, variantes mono-sustituidas, poli-sustituidas o no sustituidas de los
residuos siguientes: alquilo C4-C,4 saturado, alquenilo C2-Cy4 0 alquinilo CxCy4

3
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insaturados, acilo, aciloxi, alquiloxicarboniloxi, ariloxicarboniloxi, cicloalquilo
(incluyendo por ejemplo, ciclohexilcarbinol, cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi,
arilo, heteroarilo, arilalcoxi carbonilo, alcoxi carbonilacilo, amino,
aminocarbonllo, aminocarboiloxi, nitro, azido, fenilo, cicloalquilacilo, hidroxi,
alquiltio, ariltio, oxisulfonilo, carboxi, ciano, tio, sulféxido, sulfona, ésteres de
sulfonato, tiociano, dcidos y ésteres borénicos. y alquilo halogenado incluyendo
alquilo polihalogenado, en donde n es igual a 1 0 2, y 8i n es igual a 2, entonces
R4 puede ser igual o diferente;

[0011] en donde R2, puede seleccionarse del grupo que consiste
de hidrdgeno, halégeno, variantes mono-substituidas, poli-substituidas o no
substituidas de los siguientes residuos: alquilo C4-C»4 saturado, alquenilo C2-Ca,
o alquiniio Cx>Ca Iinsaturados, acilo, aciloxi,. alquiloxicarboniloxi,
ariloxicarboniloxi, cicloalquilo (incluyendo por ejemplo, ciclohexilcarbinol),
cicloalquenilo, alcox, cicloalcoxi, arilo, heteroarilo, arilaicoxi carbonilo, alcoxi
carbonilacilo, amino, aminocarbonilo, aminocarboniloxi, nitro, azido, fenilo,
cicloalquilacilo, hidroxi, alquiltio, ariltio, oxisulfonilo, carboxi, ciano, tio, sulféxido,
sulfona, ésteres de sulfonato, tiociano acidos y ésteres bordnicos, y alquilo
halogenado incluyendo alquilo polihalogenado;

[0012] en donde R; puede seleccionarse del grupo que consiste
de halégeno, variantes mono-substituidas, poli-substituidas o no substituidas de
los siguientes residuos: alquilo C4-C»4 saturado, alquenilo C2-C24 0 alquinilo Cz-
Ca4 insaturados, acilo, aciloxi, alquiloxicarboniloxi, ariloxicarboniloxi, cicloalquilo,
cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo, heteroarilo, arilalcoxi carbonilo, alcoxi
carbonilacilo, amino, aminocarbonilo, aminocarboiloxi, nitro, azido, fenilo,
cicloalquilacilo, hidrox, alquittio, ariltio, oxisulfonilo, carboxi, ciano, tio, sulféxido,
sulfona, ésteres de sulfonato, tiociano, acidos y ésteres boronicos, y alquilo
halogenado incluyendo alquilo polihalogenado; en donde cada uno de E4, Ea, E3
y E4 es un heterodtomo substituido o no substituido; y con la condicién que la
Formula | no es el Compuesto I1-16 o Compuesto 11-17.

[0013] En algunas realizaciones Rz no es ciclohex-2-enil carbinol
cuando uno de los sustituyentes R, es etilo o cloroetilo y R; es metilo.

[0014] En algunas realizaciones, Ry es preferiblemente un alquilo
C:1 a Cs substituido o no substituido. Por ejemplo se prefieren metilo, etilo,



propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, ter-butiio, y pentio. En algunas
realizaciones, Ry no es alquilo Cg substituido o no substituido, no ramificado.

[0015] =~ Rz puede ser formilo. Por ejemplo, el compuesto puede
5 ser:
OHG
Re
[0018] en donde Rg se selecciona del grupo que consiste de H, F,
Cl,Bryl
10
[0017] Como otro ejemplo, el compuesto puede ser:
S
—0
Re
15 [0018] en donde R8 se selecciona del grupo que consiste de H, F,
Cl,Brel.

[0019] Como un ejemplo adicional, el compuesto puede ser:



e
n o]
B
—0
H
Re
[0020] en donde Rg se selecciona del grupo que consiste de H, F,
Cl,Brel.
5 [0021] Ademéas, Rz puede ser in ciclohexeniimetiieno o 3-
metilenciclohexeno.
10 [0022] Por ejemplo, el compuesto puede ser:

l

Re

[0023] en donde Ry se selecciona del grupo que consiste de H, F,
15 Cl,Brel.



7

[0024] R, puede ser una ciclohexilamina, una C-ciclohexil-
metilenamina, o una ciclohexanocarbeldehido O-oxima.

[0025] Por ejemplo, el compuesto puede ser:
5
"
N
(o]
—
[0026] en donde Ry se selecciona del grupo que consiste de H, F,

Cl, Br e |; y en donde Rp se selecciona del grupo que consiste de hidrégeno,
10 variantes substituidas o no substituidas de los siguientes: alquilo, acilo, arilo y
heteroarilo.

[0027] Adicionalmente, R2 puede ser un cicloalquilacilo.

15 [0028] Como un ejemplo, el compuesto puede ser:
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[0029] en donde Rg se selecciona del grupo que consiste de H, F,
Cl, 1yBr.

[0030] Realizaciones adicionales se refieren a compuestos que

tienen la estructura de Formula Il, y sales farmacéuticamente aceptables y

ésteres profarmacos de los mismos:

[0031] en donde las lineas punteadas indican que el enlace
designado es un enlace simple o un enlace doble, y en donde Ry puede ser
seleccionado por separado del grupo que consiste de un hidrégeno, un
halégeno, variantes mono-sustituidas, poli-sustituidas o no sustituidas de los
residuos siguientes: alquilo C4-C24 saturado, alquenilo C>-C24 0 alquinilo C2-Cay
insaturados, acilo, aciloxi, alquiloxicarboniloxi, ariloxicarboniloxi, cicloalquilo,
cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo, heteroarilo, arilalcoxi carbonilo, alcoxi
carbonilacilo, amino, aminocarbonilo, aminocarboiloxi, nitro, azido, fenilo,
hidroxi, alquiltio, ariltio, oxisulfonilo, carboxi, ciano, tio, sulféxido, sutfona,
ésteres de sulfonato, tiociano, acidos y ésteres borénicos, y aiquilo halogenado
incluyendo alquilo polihalogenado, en donde n es igual a 1 0 2, y si n es igual a
2, entonces R puede ser igual o diferente;

[0032] en donde R3 puede seleccionarse del grupo que consiste
de un halégeno, variantes mono-substituidas, poli-substituidas o no substituidas
de los siguientes residuos: alquilo C4-C24 saturado, alquenilo C2-Cz4 0 alquinilo
C»-Cz¢ insaturados, acilo, aciloxi, alquiloxicarboniloxi, ariloxicarboniloxi,
cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo, heteroarilo, arilalcoxi
carbonilo, alcoxi carbonilacilo, amino, aminocarbonilo, aminocarboiloxi, nitro,
azido, fenilo, hidroxi, alquiltio, ariltio, oxisulfonilo, carboxi, ciano, tio, sulféxido,
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sulfona, ésteres de sulfonato, tiociano, acidos y ésteres borbnicos, y alquilo
halogenado incluyendo alquilo polihalogenado;

[0033] en donde Ry puede seleccionarse del grupo que consiste
de un halégeno, variantes mono-substituidas, poli-substituidas 0 no substituidas
de los siguientes residuos: alquilo C4-Cy4 saturado, alquenilo C2-C»4 o alquinilo
C>Cs insaturados, acilo, aciloxi, alquiloxicarboniloxi, ariloxicarboniloxi,
cicloalquilo, cicloalguenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo, heteroarilo, arilalcoxi
carbonilo, alcoxi carbonilacilo, amino, aminocarbonilo, aminocarboiloxi, nitro,
azido, fenilo, hidroxi, alquiltio, ariltio, oxisulfonilo, carboxi, ciano, tio, sulféxido,
sulfona, ésteres de sulfonato, tiociano, 4cidos y ésteres bordnicos, y alquilo
halogenado incluyendo alquilo polihalogenado, y mes iguala 102, ysimes
igual a 2, entonces R* puede ser igual o diferente;

[0034] en donde cada uno de E,, E;, E3, E4 y Es puede ser un
heteroatomo substituido o no substituido; y

[0035] con la condicién que la Formula Il no es el Compuesto 11-16
o el Compuesto II-17. Algunas realizaciones incluyen la condicién que un R4 no
o8 ciclohex-2-enil, si el otro R, es hidrégeno y si m y n son iguales a 2, y si Ra
es metilo, y si uno de los substituyentes Ry es etilo o clorostilo mientras que el
otro R, es hidrégeno.

[0036] Como un EJemplo, Es se puede seleccionar del grupo que
consiste de OH, 0. S. N, NH, NH:. NOH, NHOH, 0R1o. SR11, NR12. y NHOR13,
en donde cada uno de Rqo, Ry4, Ri2 ¥ Ry3 pueden seleccionarse por separado
del grupo que consiste de hidrdgeno, y,un alquilo, acilo, arilo y heteroarilo
substituido o0 no substituido.

[0037] n puede ser igual a 1 0 2, y en donde n es igual a 2, al
mentos un Ry puede ser CH2CH2X, en donde X se puede seleccionar del grupo
que consistede H, F, Cl, Bre .

[0038] Como otro ejemplo, Ry puede ser metilo. Adicionalmente,
Es puede ser OH. Cada uno de E4, E3 y E4 pueden ser O y E2 puede ser NH. Al
menos un R4 puede ser un cicloalcano o cicloalqueno, por ejemplo. En otro
ejemplo, n es igual a 2 y al menos uno de los sustituyentes R es hidrégeno y el
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otro sustituyente Ry es CH2.CH.X, en donde X se selecciona del grupo que
consiste de H, F, CL, BR e |; en donde al menos un R; es ciclohexano o
ciclohexeno; en donde Es es OH, en donde R3 es metilo; y en donde cada uno
deEs, EayEses8 OyEzes NH.

[0038] En algunas realizaciones, Ry es preferiblemente un alquilo
C, a Cs substituido o sin substituir. For ejemplo se prefieren metilo, stilo,
propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, ter-butilo y pentilo. En algunas realizacones,
R4 no es un alquilo Cg substituido o no substituido, no ramificado.

10

[0040] Como un ejemplo, la estructura puede ser:
H
[~
H O
—
0
H
15 R‘

[0041] en donde Rg se selecciona del grupo que consiste de H, F,
Cl,Brel.

20 [0042] Al menos un R, puede ser un ciclohexano di-substituido,
por ejemplo,
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H
OH

i
ﬁ/;g

[0043] en donde Ry se selecciona del grupo que consiste de H, F,
Cl,Brel.

[0044] Rs ¥ Ry pueden ser ambos OH.

[0045] Al menos un Ry puede ser un 7-oxa-biciclo[4.1.0}hept-2-ilo,
10 por ejemplo:

H
&on
o]

B

“0
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[00486] en donde Rg se selecciona del grupo que consiste de H, F,
ClLBrel

[0047] También, al menos un R4 puede ser un alquilo ramificado
5 substituido o no substituido, por ejemplo el siguiente compuesto:

H
Ho DOH
o

. 35

—
[0048] en donde Ra se selecciona del grupo que consiste de H, F,
10 Cl,Brel.
’ [0049] Adicionalmente, al menos un R, puede ser un cicloaiquilo y
Es puede ser un oxigeno.

15 [0050] Como un ejemplo, el compuesto puede ser:
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oV

?“;:(

0

[0051] en donde Rg se selecciona del grupo que consiste de H, F,
Cl,Brel.
5
[0052] Como un ejemplo adicional, el compuesto puede ser:
"
N
—
—0

10 [0053] en donde Rg se selacciona del grupo que consiste de H, F,

Cl, Br e I; y Rp se puede seleccionar del grupo que consiste de H, alquilo
substituido y no substituido, arilo substituido y no substituido, y heteroarilo
substituido y no substituido.



[0054] En alin un ejemplo adicional el compuesto puede ser:
OH
/\'\/
u 0
-
()
[0055] en donde Rg se selecciona del grupo que consiste de H, F,
Cl,Brel.
5
[0056] También, al menos un R, puede ser un cicloalquilo y E5

10 puede ser NHz. Por ejemplo, el compuesto puede ser:

AN

Re

[0057] en donde Ry se selecciona del grupo que consiste de H, F,
15 Cl,Brel.
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[0058] En alin un ejemplo adicional, el compuesto puede ser un
éster o tioéster profarmaco, por ejemplo, el compuesto puede ser:

LH
H O
N\_<
o S
—OH
H
CH;
[0059] en donde Ry se selecciona del grupo que consiste de H, F,
Cl,Brel.
[0060] Otras realizaciones se refieren a compuestos que tienen la

estructura de la Formula lll, y sales farmacéuticamente aceptables y ésteres
profarmaco de los mismos:

(g™
Es
B
Eq
l' ltc
(R,
Formula IIT
[0061] en donde las lineas punteadas indican que el enlace

designado es un enlace simple o un enlace doble, y en donde R, puede ser
seleccionado por separado del grupo que consiste de un hidrégeno, un
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haldgeno, variantes mono-sustitukias, poli-sustituidas o no sustituidas de los
residuos siguientes: alquilo C+-C saturado, alquenilo C~Ca4 0 alquinilo C2-Ca
insaturados, acilo, aciloxi, alquiloxicarboniloxi, ariloxicarboniloxi, cicloalquilo,
cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo, heteroarilo, arilalcoxi carbonilo, alcoxi
carbonilacilo, amino, aminocarbonilo, aminocarboiloxi, nitro, azido, fenilo,
hidroxi, alquiltio, ariltio, oxisulfonilo, carboxi, ciano, tio, sulféxido, sulfona,
ésteres de sulfonato, tiociano, acidos y ésteres bordnicos, y alquilo halogenado
incluyendo alquilo polihalogenado, en donde n es igual a 1 0 2, y si n es igual a
2, entonces R+ puede ser igual o diferents;

[0062] en donde R,, puede seleccionarse por separado del grupo
que consiste de hidrégeno, un halégeno, varlantes mono-substituidas, poli-
substituidas o no substituidas de los siguientes residuos: alquilo C-Cyq
saturado, alquenilo C-Ca¢ © alquinilo C2-Cz¢ insaturados, acilo, acilox,
alquiloxicarboniloxi, ariloxicarboniloxi, cicloalquilo cicloalquenilo, alcoxi,
cicloalcoxi, arilo, heteroarilo, arilalcoxi carbonilo, alcoxi carbonilacilo, amino,
aminocarbonilo, aminocarboniloxi, nitro, azido, fenilo, hidroxi, alquiltio, ariltio,
oxisulfonilo, carboxi, ciano, tio, sulféxido, sulfona, ésteres de sulfonato, tiociano,
adcidos y eésteres bordnicos, y alquilo halogenado incluyendo alquilo
polihalogenado, y m es igual a 1 0 2, y si m es igual a 2, entonces R4 pueden
ser iguales o diferentes; y en donde cada uno de E,, E2, E3, E4 ¥ Es @8 un
heteroétomo substituido o no substituido; y con la condicién que la Formula (Il
no s el Compuesto Il-16 o el Compuesto |I-17. Algunas realizaciones incluyen
la condicién que uno de R4 no es ciclohex-2-inil, si el otro Ry es hidrégeno, y si
m y n son iguales a 2 y si uno de los substituyentes R, es etilo o clorostilo
mientras el otro R4 838 hidrégeno.

[0063] En algunas realizaciones, R¢ es preferiblemente alquilo Cy
a Cs substituido o no substituido. Por ejemplo se prefieren metilo, etilo, propilo,
isopropilo, butilo, isobutilo, ter-butilo, y pentilo. En algunas realizaciones, Ry no
o8 un alquilo Cg substituido o no substituido, no ramificado.

[0064] AN realizaciones adicionales se refieren a los compuestos
que tienen la estructura d ela formula |V, y sales farmacéuticamente aceptables
y ésteres profarmacos de los mismos:
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[0065] en donde las lineas punteadas indican que el enlace
designado es un enlace simple o un enlace doble, y en donde R puede ser
seleccionado por separado del grupo que consiste de un hidrégeno, un
halégeno, variantes mono-sustituidas, poli-sustituidas o no sustituidas de los
residuos siguientes: alquilo C+-C»4 saturado, alquenilo C2-Ca4 0 alquinilo C2-Ca4
insaturados, acilo, aciloxi, alquiloxicarboniloxi, ariloxicarboniloxi, cicloalquilo,
cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo, heteroarilo, arilalcoxi carbonilo, alcoxd
carbonilacllo, amino, aminocarbonilo, aminocarboiloxi, nitro, azido, fenilo,
hidroxi, alquiltio, ariltio, oxisulfonilo, carboxi, ciano, tio, sulféxido, sulfona,
ésteres de sulfonato, tiociano, acidos y ésteres bor6nicos, y alquilo halogenado
incluyendo alquilo polihalogenado, y n es igual a 1 0 2, y si n es igual a 2,
entonces Ry puede ser igual o diferente;

[0066] en donde Rs puede seleccionarse del grupo que consiste
de halégeno, variantes mono-substituidas, poli-substituidas o no substituidas de
los siguientes residuos: alquilo C4-C24 saturado, alquenilo C2-C24 0 alquinilo Cz-
C24 insaturados, acilo, aciloxi, alquiloxicarboniloxi, ariloxicarboniloxi, cicloalquilo,
cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo, heteroarilo, arilalcoxi carbonilo, alcoxi
carbonilacilo, amino, aminocarbonilo, aminocarboiloxi, nitro, azido, fenilo,
hidroxi, alquiltio, ariltio, oxisulfonilo, carboxi, ciano, tio, sulféxido, sulfona,
ésteres de sulfonato, tiociano, acidos y ésteres bordnicos, y alquilo halogenado
incluyendo alquilo polihalogenado;

[006T] en donde Rs puede seleccionarse por separado del grupo
que consiste de un hidrégeno, un halégeno, variantes mono-substituidas, poll-
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substituidas o no substituidas de los siguientes residuos: alquilo Cy-Ca
saturado, alquenilo Cx-Cz¢ o alquinilo Cz-Ca insaturados, acilo, aciloxi,
alquiloxicarboniloxi, ariloxicarboniloxi, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi,
cicloalcoxi, arilo, heteroarilo, arilalcoxi carbonilo, alcoxi carbonilacilo, amino,
aminocarbonilo, aminocarboiloxi, nitro, azido, fenilo, oxi, hidroxi, alquiltio, arittio,
oxisulfonilo, carboxi, ciano, tio, sulféxido, sulfona, ésteres de sulfonato, tiociano,
4cidos y ésteres bordnicos, y alquilo halogenado incluyendo alquilo
polihalogenado, endonde mes 0, 1,2, 3,4,5,6,7,8,9, 10 u 11 y si m es més
de 1, entonces Rs puede ser igual o diferents; y en donde los sbustituyentes Rs
pueden formar un anillo; y en donde cada unc de E,, Ez, Ej, E4 ¥ Es @8 un
heteroatomo substituido o no substituido.

[0068] En algunas realizaciones R es preferiblemente alquilo C, a
Cs substituido o no substituido. Por ejemplo, se prefieren metilo, etilo, propilo,
isopropilo, butilo, isobutilo, ter-butilo y pentilo. En algunas realizaciones, Ry no
es un alquilo Cg substituido 0 no substituido, no ramificado.

[0069] Otras realizaciones se refieren a compuestos que tienen la
estructura de formula V y sales farmacéuticamente aceptables y ésteres
profarmacos de los mismos:

[0070] en donde las lineas punteadas indican que el enlace
designado es un enlace simple o un enlace doble, y en donde R; puede ser
seleccionado por separado del grupo que consiste de un hiindgeno, un
halégeno, variantes mono-sustituidas, poli-sustituidas o no sustituidas de los

38
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residuos siguientes: alquilo C4-Co4 saturado, alquenilo C2-Cz4 0 alquinilo C2-Ca4
insaturados, acilo, aciloxi, alquiloxicarboniloxi, ariloxicarboniloxi, cicloalquilo,
cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo, heteroarilo, arilalcoxi carbonilo, alcox
carbonilacilo, amino, aminocarbonilo, aminocarbolloxi, nitro, azido, fenilo,
hidroxi, alquiltio, ariltio, oxisulfonilo, carboxi, ciano, tio, sulféxido, sulfona,
ésteres de sulfonato, tiociano, acidos y ésteres borénicos, y alquilo halogenado
incluyendo alquilo polihalogenado, y n es igual a 1 0 2, y si n es igual a 2,
entonces Ry puede ser igual o diferents;

, - [0071] en donde Rs puede seleccionarse por separado del grupo
que consiste de un hidrégeno, un halégeno, variantes mono-substituidas, poli-
substituidas o no substitluidas de los siguientes residuos: alquilo C4-Ca4
saturado, alquenilo CrCx o alquinilo CrCz insaturados, acilo, acilox,
alquiloxicarboniloxi, ariloxicarboniloxi, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi,
cicloalcoxi, arilo, heteroarilo, arilalcoxi carbonilo, alcoxi carbonilacilo, amino,
aminocarbonilo, aminocarboiloxi, nitro, azido, fenilo, oxi, hidroxi, alquiltio, ariltio,
oxisulfonilo, carboxi, ciano, tio, sulféxido, sulfona, ésteres de sulfonato, tiociano,
dcidos y ésteres boronicos, y alquilo halogenado incluyendo alquilo
polihalogenado, endonde mes 0,1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10 u 11 y si m es mas
de 1, entonces Rs puede ser igual o diferente; y en donde los substituyentes Rs
pueden formar un anillo; y en donde cada uno de E4, Ez, E3s, E4 ¥ Es 88 un
heteroatomo substituido o no substituido.

[0072] En algunas realizaciones R, es preferiblemente alquilo C4 a
Cs substituido o no substituido. Por ejemplo, se prefieren metilo, etilo, propilo,
isopropilo, butilo, isobutilo, ter-butilo y pentilo. En algunas realizaciones, Ry no
es un alquilo Cg substituido o no substituido, no ramificado.

[0073] Otras realizaciones se refieren a compuestos que tienen la
estructura de la Formula VI, y sales farmacéuticamente aceptables y ésteres
proférmacos de los mismos:

39
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Formula VI
[0074] en donde R; puede ser seleccionado por separado del

grupo que consiste de variantes mono-sustituidas, poli-sustituidas o no
sustituidas de los residuos siguientes: alquilo C4-C24 saturado, alquenilo CCas
o alquinilo C2>Czy Insaturados, acilo, aciloxi, alquiloxicarboniloxi,
ariloxicarboniloxi, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo, heteroarilo,
arilalcoxi carbonilo, alcoxi carbonilacilo, amino, aminocarbonilo, aminocarboiloxi,
fenilo, cicloalquilacilo, alquiltio, ariltio, oxisulfonilo, carboxi, tio, sulféxido, ésteres
de é&cido sulfonaborénico, y alquilo halogenado incluyendo alquilo
polihalogenado, y n es igual a 1 0 2, y si n es igual a 2, entonces Ry puede ser
igual o diferente;

[0075] en donde Rz, puede ser seleccionado del grupo que
consiste de un hidrdgeno, un halégeno, variantes mono-sustituidas, poli-
sustituidas o no sustituidas de los residuos siguientes: alquilo C1-Cz4 saturado,
alquenilo CzCz¢ o0 alquinilo C2Cz Insaturados, acilo, aciloxi,
alquiloxicarboniloxi, ariloxicarboniloxi, cicloalquilo (incluyendo, por ejemplo,
ciclohexilcarbinol), cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo, heteroarilo, arilalcoxi
carbonllo, alcoxi carbonilacilo, amino, aminocarbonilo, aminocarboiloxi, nitro,
azido, fenilo, cicloalquilacilo, hidroxi, alquiltio, ariltio, oxisulfonilo, carboxi, ciano,
tio, sulféxido, sulfona, ésteres de sulfonato, tiociano, acidos y ésteres borbnicos,
y alquilo halogenado incluyendo alquilo polihalogenado;

[0076] en donde R; puede ser seleccionado del grupo que
consiste de un halégeno, variantes mono-sustituidas, poli-sustituidas o no
sustituidas de los residuos siguientes: alquilo C4-C24 saturado, alquenilo Cz-Cz4
o alquinilo CzCy insaturados, acilo, aciloxi, alquiloxicarboniloxi,
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arifloxicarboniloxi, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo, heteroarilo,
arilalcoxi carbonilo, alcoxi carbonilacilo, amino, aminocarbonilo, aminocarboiloxd,
nitro, azido, fenilo, cicloalquilacilo, hidroxi, alquiltio, ariltio, oxisulfonilo, carboxi,
ciano, tio, sulféxido, sulfona, ésteres de sulfonato, tiociano, acidos y ésteres
bordnicos, y alquilo halogenado incluyendo alquilo polihalogenado; en donde
cada uno de E4, Ez, E3 y E4 pueden ser un heteroadtomo substituido o no
substituido.

[0077) En algunas realizaciones, Rz no es ciclohex-2-enil carbinol
cuando un o de los substituyentes R es etilo o cloroetilo y R; es metilo.

[0078] En algunas realizaciones R es preferiblemente alquilo C, a
Cs substituido o no substituido. Por ejemplo, se prefieren metilo, etilo, propilo,
isopropilo, butilo, isobutilo, ter-butilo y pentilo. En algunas realizaclones,

[0079] en donde R, puede ser seleccionado del grupo que
consiste de un halégeno, variantes mono-sustituidas, poli-sustituidas o no
sustituidas de los residuos siguientes: alquilo C4-Cz4 saturado, alquenilo C>-Cyy
o alquinilo CxCa Insaturados, acilo, aciloxi, alquiloxicarboniloxi,
ariloxicarboniloxi, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo, heteroarilo,
arilalcoxi carbonilo, alcoxi carbonilacilo, amino, aminocarbonilo, aminocarboiloxi,
nitro, azido, fenilo, cicloalquilacilo, hidroxi, alquiltio, ariltio, oxisulfonilo, carboxi,
ciano, tio, tioésteres, sulfdxido, sulfona, ésteres de sulfonato, tiociano, y aiquilo
halogenado incluyendo alquilo polihalogenado.

[0080] En algunas realizaciones R4 es preferiblemente un
alquiltiol o alquiltiol substituido, y E3 &s un oxigeno.

[0081] Algunas realizaciones ejemplares se refieren a compuestos
de Formula VI que tienen la siguiente estructura, y que son referidos como
Formula VI-1:

&\
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Formula VI-1

[0082] en donde R, puede ser seleccionado por separado del
grupo que consiste de variantes mono-sustituidas, poli-sustituidas o no
sustituidas de los residuos siguientes: alquilo C4-C4 saturado, alquenilo CCay4
o alquinilo CzCa Insaturados, acilo, aciloxi, alquiloxicarboniloxi,
anloxicarboniloxi, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo, heteroarilo,
arilalcoxi carbonilo, alcoxi carbonilacilo, amino, aminocarbonilo, aminocarboitoxi,
fenilo, cicloalquilacilo, hidroxi, alquiltio, ariltio, oxisulfonilo, carboxi, tio, sulfdxido,
sulfona, ésteres de sulfonato, tiociano, ésteres de acido borbnico y alquilo
halogenado incluyendo alquilo polihalogenado; n es igual a 1 0 2, y si n es igual
a 2, entonces R4 puede ser el mismo o diferente.

[0083] en donde R; puede ser seleccionado del grupo que
consiste de un halégeno, variantes mono-sustituidas, poli-sustituidas o no
sustituidas de los residuos siguientes: alquilo C¢-C»4 saturado, alquenilo CxCa4
o alquinilo CxCa Iinsaturados, acilo, aciloxi, alquiloxicarboniloxi,
ariloxicarboniloxi, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo, heteroarilo,
arilalcoxi carbonilo, alcoxi carbonilacilo, amino, aminocarbonilo, aminocarboiloxi,
nitro, azido, fenilo, cicloalquilacilo, hidroxi, alquiltio, ariltio, oxisulfonilo, carboxi,
clano, tio, sulféxido, sulfona, ésteres de sulfonato, tiociano, acidos y ésteres
bordnicos, y alquilo halogenado incluyendo alquilo polihalogenado; en donde
cada uno de E4, E2, Es Yy E4 pueden ser un heteroatomo substituido o no
substituido.

[0084] on donde Rs puede ser seleccionado por separado del
grupo que consiste de un hidrégeno, un haldégeno, variantes mono-sustituidas,
poli-sustituidas o no sustituidas de los residuos siguientes: alquilo C4-Cz4
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saturado, alquenilo C2-C24 © alquinilo Cx-Ca4 insaturados, acilo, aciloxi,
alquiloxicarboniloxi, ariloxicarboniloxi, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi,
cicloalcoxi, arilo, heteroarilo, arilalcoxi carbenilo, alcoxi carbonilacilo, amino,
aminocarbonilo, aminocarboiloxi, nitro, azido, fenilo, oxi, hidroxi, alquiltio, ariltio,
oxlsulfonilo, carboxi, clano, tio, sulféxido, sulfona, ésteres de sulfonato, tiociano,
4cidos y ésteres borbnicos y alquilo halogenado incluyendo alquilo
polihalogenado; endondemes 0,1, 2,3,4,5,6,7, 8,9, 10, u 11, y si m es méas
de 1, entonces Rs puede ser el mismo o diferente, y en donde los
substituyentes Rs pueden formar un anillo; y en donde cada uno de E,, E2, Ej,
E4 y Es 6s un heterodtomo substituido o no substituido.

[0085] En algunas realizaciones Ry es preferiblemente alquilo C¢ a
Cs substituido o no substituido. Por ejemplo, se prefieren metilo, etilo, propilo,
isopropilo, butilo, isobutilo, ter-butilo y pentilo.

[c086] en donde R puede ser seleccionado del grupo que
consiste de un halégeno, variantes mono-sustituidas, poli-sustituidas o no
sustituidas de los residuos siguientes: alquilo C4+-Cz4 saturado, alquenilo C>-Cay
o alquinilo CzxCz insaturados, acilo, aciloxi, alquiloxicarbonilox,
ariloxicarboniloxi, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo, heteroarilo,
arilalcoxi carbonilo, alcoxi carbonilacilo, amino, aminocarbonilo, aminocarboiloxi,
nitro, azido, fenilo, cicloalquilacilo, hidroxi, alquiltio, ariltio, oxisulfonilo, carboxi,
ciano, tio, tioésteres, sulféxido, sulfona, ésteres de sulfonato, tiociano, y alquilo
halogenado incluyendo alquilo polihalogenado.

[0087] En algunas realizaciones, R14 es preferiblemente alquiltiol o
alquiltiol substituido y E3 es un oxigeno.

[0088] Por ejemplo, el compuesto tiene la siguiente estructura VI-
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Formula VI-1A
[0089] La estereoquimica ejemplar puede ser la siguiente:

[0090] Por ejemplo, un compuesto ejemplar de Formula VI tiene la
siguiente estructura y estereoquimica VI-1B:

Formula VI-1B

[0091] Otro ejemplo, el compuesto de Formula VI tiene Ia siguiente
estructura y estereoquimica VI-1C:
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Formula VI-1C

[0092] Algunas realizaciones de la invencibn se refieren a
composiciones farmacéuticas que incluyen un compuesto como se describe
aqul. Las composiciones farmacéuticas ademas pueden incluir un agente anti-
microbiano.

[0093] Otras realizaciones se refieren a métodos para tratar el
cancer. Los métodos pueden Incluir, por ejemplo, administrar un compuesto o
composicién como se describe aqul, y sales farmacéuticamente aceptables y
ésteres profarmacos de los mismos. Los métodos pueden ademés incluir los
pasos de: identificar un sujeto que se beneficiarla de la administracion de un
agente anticdncer; y realizar el método en el sujeto. El cancer puede ser, por
ejemplo, un mieloma mdltiple, un carcinoma colorectal, un carcinoma de
préstata, un adenocarcinoma de seno, un carcinoma pulmonar de célula no
pequefia, un carcinoma de ovario, un melanoma y similares. El cancer puede
ser un cancer resistente a los farmacos, y el céncer resistente a los farmacos
puede mostrar al menos uno de los siguientes: niveles elevados de bomba de
eflujo de P-glicoproteina, expresion aumentada de la protelna asociada a
resistencia a moltiples farmacos 1 codificada por MRP1, absorcién de farmaco
reducida, alteracion del objetivo del farmaco o aumento en la reparacion de
dafio de ADN inducido por fArmaco, alteracion de la ruta apoptética o la
activaclon de las enzimas citocromo P450. Como un ejemplo, el cancer
resistente a farmaco puede ser un sarcoma.

[0094] Adn realizaciones adicionales se refieren a los métodos
para inhibir el crecimiento de una célula de cancer. Los métodos pueden incluir,
por ejemplo contactar una célula de céncer con un compuesto o composicién
como se describe aqul, y sus sales farmacéuticamente aceptables y ésteres
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profarmacos de los mismos. La célula de cancer puede ser, por ejemplo, un
mieloma mdltiple, un carcinoma colorectal, un carcinoma de prostata, un
adenocarcinoma de seno, un carcinoma pulmonar de célula no pequefia, un
carcinoma de ovario, un melanoma y similares.

[0095] Otras realizaciones se refieren a métodos para inhibir la
actividad de proteasoma, que comprende el paso de contactar una célula una
célula con un compuesto o composicion como se describe aqul, y las sales
farmacéuticamente aceptables y ésteres profarmaco de los mismos.

[0096] Realizaciones adicionales se refieren a métodos para
inhibir la activacién de NF-xB. Los métodos pueden incluir, por ejemplo, el
paso de contactar una célula con un compuesto o composicion como se
describe aqui, y las sales farmacéuticamente aceptables y ésteres profirmaco
de los mismos.

[0097] AlUn otras realizaciones se refieren a los métodos para
tratar una condicion inflamatoria. Los métodos pueden incluir, por ejemplo,
administrar una cantidad efectiva de un compuesto o composicién como se
describe aqul, a un paciente en necesidad de la misma. La condicién
inflamatoria puede ser, por ejemplo, artritis reumatoide, asma, esclerosis
mulitiple, soriasis, apoplejia, infarto al miocardio y similares.

[0098] Algunas realizaciones se refieren a métodos para tratar una
enfermedad microbiana que puede incluir administrar una cantidad efectiva de
un compuesto o composicibn como se describe aqui, a un paciente en
necesidad del mismo. La enfermedad microbiana puede ser causada por, por
ejemplo, B. anthracis, Plasmodium. Leishmania y Trypanosoma.

[0088] Otras realizaciones se refieren a usos de uno o mas
compuestos de las Formulas |, Il, Ill, IV, V o VI, y sales farmacéuticamente
aceptables y ésteres profairmacos de los mismos en el tratamiento de un
cancer, una condicién inflamatoria o una infeccién microbiana. El uno o mas
compuestos es uno 0 més de un compuesto de cualquiera de los compuestios
descritos aqul, y sales farmacéuticamente aceptables y ésteres profarmacos de
los mismos. El cancer puede ser, por ejemplo, un mieloma midltiple, un
carcinoma colorectal, un carcinoma de préstata, un adenocarcinoma de seno,
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un carcinoma pulmonar de célula no pequefia, un carcinoma de ovario o un
melanoma. También, el cincer puede ser un cancer resistente a farmaco, por
ejemplo, uno que muestra al menos uno de los siguientes: niveles elevados de
bomba de eflujo de P-glicoproteina, expresidon aumentada de la proteina
asociada a resistencia a miltiples farmacos 1 codificada por MRP1, absorcién
de farmaco reducida, alteracion del objetivo del farmaco o aumento en la
reparacion de dafio de ADN inducido por farmaco, alteracion de la ruta
apoptética o la activacion de las enzimas citocromo P450. La condicion
inflamatoria puede ser, por ejemplo, artritis reumatoide, asma, esclerosis
multiple, soriasis, apoplejia o Infarto al miocardio. La infeccién microbiana
puede ser causada por, por ejemplo, B. anthracis, Plasmodium. Leishmania y
Trypanosoma.

[0100] Aln realizaciones adicionales se refieren a los usos de uno
0 mas compuestos de las Formulas |, Il llI, IV, V, o VI como se describen aqul,
y sales farmacéuticamente aceptables y ésteres profarmacos de los mismos,
para la inhibicién de angiogénesis, inhibicion de una actividad de proteasoma, o
inhibicién de la activacién de NF-xB.

[0101} Algunas realizaciones se refieren a los usos de un
compuesto de Formula |, Il, -III. IV, V o VI, sales farmacéuticamente aceptables y
ésteres profarmacos de los mismos, en la preparacion de un medicamento para
el tratamiento de un céncer, una condicion inflamatoria, 0 una infeccién
microbiana o para la inhibicion de angiogénesis, una actividad de proteasoma, o
activacion de NF-xB. Los usos pueden incluir ademéas el uso de un agente
quimioterapéutico, un agente anti-angiogénico, un agente anti-inflamatorio, o un
inhibidor de proteasoma.

Breve Descripcion de los Dibujos

[0102] Los dibujos acompafiantes que se incorporan en y forman
parte de la descripcién, simplemente ilustran ciertas modalidades preferidas de
la presente invencion. Junto con el resto de la descripcion, se pretende que
sirvan para explicar modos preferidos para producir ciertos compuestos de la
invencion para los expertos en la técnica. En los dibujos:

e
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[0103] FIG. 1 describe el espectro de RMN 'H de un compuesto
que tiene la estructura de la Formula 11-2.

[0104] FIG. 2 describe el espectro de masas de un compuesto que
tiene la estructura de la Formula 11-2.

[0105] FIG. 3 describe el espectro de RMN 'H de un compuesto
que tiene la estructura de la Formula 11-3.

[01086] FIG. 4 describe el espectro de masas de un compuesto que
tiene la estructura de la Formula 11-3.

[0107] FIG. 5 describe el espectro de RMN 'H de un compuesto
que tiene la estructura de la Formula I|-4.

[0108] F!G. 6 describe el espectro de masas de un compuesto que
tiene la estructura de la Formula 11-4.

[0109] FIG. 7 describe el espectro de RMN 'H de un compuesto
que tiene la estructura de la Formula [I-5A.

[0110] FIG. 8 describe el aspectro de masas de un compuesto que
tiene la estructura de la Formula |I-5A.

[0111] FIG. 8 describe el espectro de RMN 'H de un compuesto
que tiene la estructura de la Formula 11-5B.

[0112] FIG. 10 describe el espectro de masas de un compuesto
que tiene la estructura de la Formula 11-5B.

[0113] FIG. 11 describe el efecto de las Formulas 11-2, 11-3, E 1i-4
contra la citotoxicidad mediada por LeTx.

[0114] FIG. 12 describe el espectro de RMN 'H del compuesto de
Formula II-8C.
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[0115] FIG. 13 describe el espectro de RMN 'H del compuesto de
Formula 1I-13C.

[0116] FIG. 14 describe el espectro de RMN *H del compuesto de
Formula 11-18.

[0117] FIG. 15 describe el espectro de RMN 'H del compuesto de
Formula H-19.

[0118] FIG. 16 describe el espectro de RMN 'H del compuesto de
Formula 11-20.

[0118] FIG. 17 describe el espectro de RMN 'H del compuesto de
Formula lI-21.

[0120] FIG. 18 describe el espectro do RMN H del compuesto de
Formula 11-22.

[0121] FIG. 19 describe el espectro de RMN 'H del compuesto de
Formula I1-24C.

[0122] FIG. 20 describe el espectro de RMN *H del compuesto de
Formula 11-25.

[0123] FIG. 21 describe el espectro de RMN H del compuesto de
Formula IV-3C en DMSO-dg-

[0124] FIG. 22 describe el espectro de RMN H del compuesto de
Formula IV-3C en C¢De/DMSO-ds.

[0125] FIG. 23 describe el espectro de RMN 'H del compuesto de
Formula 1I-26 en DMSO-ds.

[0126] FIG. 24 describe la grifica ORTEP generada por
computadora del compuesto de Formula 11-28.

&
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[0127] FIG. 25 describe el espectro de RMN 'H del compuesto de
Formula 11-27 en DMSO-d.

[0128] FIG. 26 describe el espectro de RMN 'H del compuesto de
Formula 1-28 en DMSO-ds.

[0129] . FIG. 27 describe el espectro de RMN 'H del compuesto de
Formula I-29 en DMSO-dg.

[0130] FIG. 28 describe el espectro de RMN 'H del compuesto de
Formula 11-30 en DMSO-dg.

[0131] FIG. 29 describe el espectro de RMN 'H del compuesto de
Formula Il-44 en DMSO-dg.

[0132] FIG. 30 describe el espectro de RMN 'H del compuesto de
Formula I-7 en DMSO-ds-

[0133] FIG. 31 describe el espectro de RMN H del compuesto de
Formula 1I-47 en DMSO-ds.

[0134] FIG. 32 describe el espectro de RMN 'H del compuesto de
Formula 11-38 en DMSO-d,.

[0135] FIG. 33 describe el espectro de RMN 'H del compuesto de
Formula 11-50 en DMSO-ds.

Descripcion Detallada de la Realizacién Preferida

[0136] Se citan numerosas referencias aqui. Las referencias
citadas aqui, incluyendo las patentes Americanas citadas aqul, se consideran
cada una incorporada para referencia en su totalidad en esta descripcion.

[0137] Las realizaciones de la invencién incluyen, pero no estan
limitadas a proporcionar un método para la preparacion de compuestos,
incluyendo compuestos novedosos, por ejemplo incluyendo los compuestos
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descritos aqul y anélogos de los mismos, y proporcionar un método para
producir por ejemplo compasiciones anti-microbianas, anti-cancer y anti-
inflamatorias farmacéuticamente aceptables. Los métodos pueden incluir las
composiciones con rendimiento relativaments alto, en donde los compuestos
y/o sus derivados estan entre los ingredientes activos en estas composiciones.
Otras realizaciones se refieren a proporcionar compuestos novedosos que no
se obtienen por métodos actualmente disponibles. Ademaés, las realizaciones
se refieren a métodos para tratar céncer, inflamacion y enfermedades
infecciosas, particularmente aquellas que afectan humanos. Los métodos
pueden incluir por ejemplo, el paso de administrar una cantidad efectiva de un
miembro de una clase de nuevos compuestos. Las realizaciones preferidas se
refieren a compuestos y métodos para producir y utilizar estos compuestos
revelados aqul, pero no necesarlamente en todas las realizaciones de la
presente invencién, se cumplen estos objetivos.

[0138] Para los compuestos aqul descritos, cada carbono
estereogénico puede ser de configuraciéon R o 8. Aunque los compuestos
especificos ejemplificados en esta solicitud pueden ilustrarse en una
configuracién particular, los compuestos que tienen la estereoquimica opuesta
en cualquier centro quiral dado o sus mezclas, también se prevén. Cuando se
encuentran centros quirales en los derivados de esta invencién, se entendera
que los compuestos abarcan todos los esterecisémeros posibles.

Compuestos de la Formula |

[0139] Algunas realizaciones proporcionan compuestos y métodos
para producir una clase de compuestos, sales farmacéuticamente aceptables y
ésteres profammacos de los mismos, en donde los compuestos se representan
por la Formula I:

=
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[0140] En ciertas realizaciones, el{los) substituyente(s) Ry, R2¥ Rs
separadamente pueden incluir un hidrégeno, un halégeno, una variante mono-
substituida, poli-substituida o no substituida de los siguientes residuos: alquilo
C4-C24 saturado, alquenilo C~Ca4 0 alquinilo Cz-C24 insaturados,. acilo, aciloxi,
alquiloxicarboniloxi, ariloxicarboniloxi, cicloalquilo (incluyendo por ejemplo,
ciclohexilcarbinol), cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo, heteroarilo, arilalcoxi
carbonilo, alcoxi carbonilacilo, amino, aminocarbonilo, aminocarboiloxi, nitro,
azido, fenilo, cicloalquilacilo, hidroxi, alquiltio, ariltio, oxisulifonilo, carboxi, ciano,
tio, sulféxido, sulfona, ésteres de sulfonato, tiociano, acidos y ésteres boronicos,
y alquilo halogenado, incluyendo alquilo polihalogenado. Ademés, en ciertas
realizaciones, cada uno de E;, Ez, Es y E4 puede ser un heteroatomo o
heterodtomos substituidos, por ejemplo un heteroatomo seleccionado por
separado del grupo que consiste de nitrbgeno, azufre y oxigeno. La linea
punteada indica que el enlace designado es un enlace sencillo o un enlace
doble. En algunas realizaciones, Ry es preferiblemente un alquilo C, a Cs
substituido o no substituido. Por ejemplo se prefieren metilo, etilo, proplio,
isopropilo, butilo, isobutilo, ter-butilo y pentilo. En algunas realizaciones, Ry no
es un alquilo Cg substituido 0 no substituido, no ramificado.

[0141] En algunas realizaciones n puede ser igual a 1 o igual a 2.
Cuando n es igual a 2, los substituyentes pueden ser iguales o pueden ser
diferentes. Ademas, algunas realizaciones Incluyen la condicidn que Rz no es
ciclohex-2-enil-carbinol o ciclohex-2-enil-carbinol substituido. Ademés, algunas
realizacoines incluyen la condicién que la Formula 1 no es el Compuesto II-16 o
el Compuesto II-17. Otras realizaciones incluyen la condicién que Rz no es
ciclohex-2-enil-carbinol, cuando R3 es metilo. Adicionalmente, en algunas
realizaciones R3 no es hidrégeno.

[0142) De preferencia, R puede ser un formilo. Por ejemplo, el
compuesto puede tener la siguiente estructura 1-1:
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Formula I-1

[0143] Rs puede incluir, por ejemplo, hidrégeno, fiGor, cloro, bromo
5 y yodo.

[0144] De preferencia, la estructura de la Formula |-1 puede tener
la siguiente estereoquimica:

10
[0145] Ra puede incluir por ejemplo, hidrégeno, flGor, cloro, bromo

y yodo.

[0146] De preferencia, Rz puede ser un carbinol. Por ejemplo, el
15 compuesto puede tener la siguiente estructura I-2:
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Formula I-2

[0147]) Rg pueda incluir por ejemplo, hidrdgeno, flor, cloro, bromo
5 y yodo.

[0148] Como un ejemplo, la estructura de la Formula |-2 puede
tener la siguiente estereoquimica:

/OI

10
[0149] Rg puede incluir por ejemplo, hidrégeno, flGior, cloro, bromo
y yodo.

[0150] Como compuesto ejemplar de la Formula [ puede ser el
15 compuesto que tiene la siguiente estructura 1-3:



pud

Re
Formula I-3
[0151] Rs puede incluir por ejemplo, hidrégeno, fltor, cloro, bromo
5 y yodo.
[0152] El compuesto de la Formula I-3 puede tener la siguiente
estructura estereoquimica:
o
Hae
R
10
[0153] Rs puede incluir por ejemplo, hidrégeno, flior, cloro, bromo
y yodo.
[0154] Otro compuesto ejemplar de la Formula | puede ser el

15 compuesto que tiene la siguiente estructura |-4:
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Formula |4

[0155] Ra puede incluir por ejemplo, hidrdgeno, fitor, cloro, bromo

[0156] De preferencia, el compuesto de la Formula -4 puede tener
la siguiente estructura estereoquimica:

4

10
[0157] Ra puede incluir por ejemplo, hidrégeno, filior, cloro, bromo

y yodo.

[0158] Un compuesto ejemplar alin adicional de la Formula | es el
15 compuesto que tiene la siguiente estructura I-5:
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Formula I-5

[0159] Rg puede incluir por ejemplo, hidndgeno, fidor, cloro, bromo
y yodo.

[0160] Por ejemplo, el compuesto de la Formula |-5 puede tener la
siguiente estereoquimica:
'S
N

[0161] Rs puede incluir por ejemplo, hidrdgeno, fior, cloro, bromo
y yodo.

[0162] En algunas realizaciones Rz de la Formula | puede ser por
ejemplo, un ciclohex-2-enilidenmetilo. Por ejemplo, el compuesto puede tener
la siguiente estructura de la Formula I-6:
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Formula |-8

[0163] Rs puede incluir por ejemplo, hidrégeno, flGor, cloro, bromo
5 y yodo.

[0164] De preferencia, el compuesto de la Formula 1-6 puede
tener la siguiente estereoquimica: '

10

[0165] Ra puede incluir por ejemplo, hidrdgeno, fiGor, cloro, bromo
y yodo.

15 [0166] En realizaciones adicionales, el Rz de la Formula | puede
ser, por ejemplo, un ciclohex-2-enilmetilo. Por ejemplo, el compuesto puede
tener la siguiente estructura de Formula I-7:
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Formula I-7

[0167] Rs puede incluir por ejemplo, hidrégeno, fiGor, cloro, bromo
y yodo.

[0168] De preferencia, el compuesto de Formula |-7 puede tener |la
siguiente estereoquimica:

Re

[0169] Rs puede incluir por ejemplo, hidrégeno, fllor, cloro, bromo
y yodo.
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[0170] En oftras realizaciones, R? puede ser una
ciclohexilalquilamina.

[0171] También, en otras realizaciones, Rz puede ser una C-
ciclohexil-metilenamina. En otras, Rz puede ser una ciclohexancarbaldehido O-
oxima,

[0172] Ademas, en algunas realizaciones Rz puede ser un
cicloalquilacilo.

Compuestos de la Formula |

[0173] Otras realizaciones proporcionan compuestos y métodos
para producir una clase de compuestos, sales farmacéuticamente aceptables y
ésteres profarmacos de los mismos, en donde los compuestos se representan
por la Formula Il;

(™

—]
E
(%), .
Formula H
[0174] En ciertas realizaciones, el(los) substituyente(s) Ry, R3, ¥ Rs

por separado pueden incluir un hidrégeno, un halégeno, una variante mono-
substituida, poli-substituida o no substituida de los siguientes residuos: alquilo
C1-C24 saturado, alquenilo C2-C24 0 alquinilo C2-C24 insaturado, acilo, aciloxi,
alquiloxicarboniloxi, ariloxicarbonlloxi, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi,
cicloalcoxi, arilo, heteroarilo, arilalcoxi carbonilo, alcoxi carbonilacilo, amino,
aminocarbonilo, aminocarboiloxi, nitro, azido, fenilo, cicloalquilacilo, hidroxi,
alquiltio, ariltio, oxisulfonilo, carboxi, ciano, tio, sulféxido, sulfona, ésteres de
sulfonato, tiociano, acidos y ésteres bordnicos, y alquilo halogenado incluyendo
alquilo polihalogenado. Ademaés, en ciertas realizaciones, cada uno de E,, Ea,
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Es y E4 pueden ser un heteroatomo substituido o no substituido. Por ejemplo el
heteroatomo puede ser nitrdgeno, azufre y oxigeno. La linea punteada indica
que el enlace designado es un enlace sencillo o un enlace doble.

[0175] En algunas realizaciones, n o m pueden ser igual a 1,
mientras que en otros puede ser igual a 2. Cuando n o m es igual a 2, los
substituyentes pueden ser iguales o pueden ser diferentes. Ademds, en
algunas realizaciones incluyen la condicién que la Formula Il no es el
Compuesto 1I-18 o el Compuesto [1-17. Realizaciones adicionales incluyen la
condicién que R4 no es ciclohex-2-enilo, cuando R3 es metilo. Adicionalmente,
en algunas realizaciones R® no es un hidrégeno.

[0176] Es puede ser por ejemplo, OH, O, ORqg, S, SR11, SO2R14,
NH, NHz, NOH, NHOH, NR¢2 y NHOR¢3, en donde Rip.13 pueden por separado
incluir por ejemplo hidrégeno, alqyilo. alquilo substituido, arilo, heteroarilo y
similares. También, Ry puede ser CH2CH2X, en donde X puede ser por
ejemplo, H, F, Cl, Br e I. Ry puede ser metilo. Ademaés, R, puede incluir
ciclohexilo. También, cada uno de E4, Ea y E4 pueden ser O y E; puede ser NH.
De preferencia, Ry puede ser CHCH2X, en donde X se elige del grupo que
consiste de H, F, Cl Br e |; en donde Ry puede incluir un ciclohexilo; en donde
Rs puede ser metilo; y en donde cada uno de E,, E;3 y E4 por separado pueden
ser O y Ez puede ser NH.

[0177] En algunas realizaciones, Ry es preferiblemente un alquilo
Cs a Cs substituido o no substituido. Por ejemplo se prefieren metilo, etilo,
propilo, isopropilo, butilo, ter-butilo y pentilo. En algunas realizaciones Ry no es
un alquilo Cg substituido o no substituido, no ramificado.

[0178] Por ejemplo, un compuesto ejemplar de la Formula Ii tiene
la siguiente estructura II-1:

Y
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Formula lI-1

[0179] Rs puede incluir por ejemplo, hidrégeno, fidor, cloro, bromo

[0180] La estereoquimica ejemplar puede ser como sigue:
H
I 1
10 [0181] En realizaciones preferidas, el compuesto de la Formula |

tiene cualquiera de las siguientes estructuras lI-2, 1I-3 o II-4, respectivamente:
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"

[0182] Se notard que la estereoquimica de las estructuras

anteriores puede cambiar a la estereoquimica opuesta en uno o méas de los

5 centros quirales. Por ejemplo, algunas realizaciones incluyen las siguientes
estructuras mostradas sin estereoquimica:

O,

H
-
o

s

H
OH
o ramee ()
\_f
a Br
[0183] En otras realizaciones en donde R, puede ser 7-oxa-

10 biciclo[4.1.0] hept-2-ilo. Un compuesto ejemplar de la Formula 1l es la siguiente
estructura II-5:
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Formula II-5

[0184] Rg puede incluir por ejemplo, hidrégeno, flGor, cloro, bromo

y yodo.

[0185] Los siguientes son ejemplos de compuestos que tienen la

estructura de la Formula 11-5:

H‘“‘.i‘--

Cl
Formulas 11-6A y 1I-5B

[0186] En realizaciones ailn adicionales, R4 puede incluir un
alquilo ramificado substituido o sin substituir. Por ejemplo, un compuesto de
Formula |l puede ser la siguiente estructura 11-6:
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Formula 11-8

[0187] R® puede incluir por ejemplo, hidrégeno, fiior, cloro, bromo
y yodo.

[0188] La siguiente es estereoquimica ejemplar para un
compuesto que tiene la estructura de la Formula I1-6:

il
(o]

Hus

Re

[0189] Como otro ejemplo, el compuesto de Formula 1l puede ser
la siguiente estructura II-7:
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CHO
OHC V
]
o
H
Re
Formula lI-7

[0190] Rg puede incluir por ejemplo, hidrégeno, flior, cloro, bromo
5 y yodo.

[0191] La siguiente es estereoquimica ejemplar para un

compuesto que tiene la estructura de la Formula II-7:

10

[0192] En otras realizaciones, R4 puede ser un cicloalquilo y Es

puede ser un oxigeno. Un compuesto ejemplar de Formula |l puede ser la
siguiente estructura 11-8:

15
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Ry
Formula II-8

[0193] Rs puede incluir por ejemplo, hidrégeno (11-8A), fidior (I1-8B),
5 cloro (II-8C), bromo (/I-8D) y yodo (lI-8E).

[0194] La siguiente es estereoquimica ejemplar para un
compuesto que tiene la estructura de la Formula 11-8:

10

[0195] En algunas realizaciones, ES puede ser un amina 6xido,
dando lugar a una oxima. Un compuesto ejemplar de la Formula Il tiene Ia
siguiente estructura [1-9:

15
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Formula lI-8

[0196] Rs puede incluir por ejemplo, hidrégeno, fiGor, cloro, bromo
y yodo; R puede ser hidrégeno, alquilo o alquilo substituido, por ejemplo.

[0197] La siguiente es estereoquimica ejemplar para un
compuesto que tiene la estructura de la Formula II-8:

\

weonniti] \

[ LI

{o198] Un compuesio ejemplar adicional de la Formula Il tiene la

siguiente estructura 1I-10:



10

<l

Re
Formula 11-10
[0199] R® puede incluir por ejemplo, hidrégeno, flior, cloro, bromo
y yodo.
[0200] La siguiente es estereoquimica ejemplar para un

compuesto que tiene la estructura de la Formula 1i-10 (el enlace ondulado indica
que se permite cualquier estereoquimica):

X
AT

Hwee

Re

[0201)] En algunas realizaciones, Es puede ser NHz. Un compuesto
ejemplar de la Formula |l tiene la siguients estructura 11-11:

A
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Formula lI-11

[0202] Rs puede incluir por ejemplo, hidrdgeno, fiGor, cloro, bromo
y yodo.

La siguiente es estereoquimica ejemplar para un

[0203]
compuesto que tiene la estructura de la Formula 11-11:

(

e

En algunas realizaciones, R4 puede incluir un cicloalquilo y

[0204]
Es puede ser NHa. Un compuesto ejemplar de la Formula |l tiene la siguiente

15 estructura 11-12:
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Re
Formula 11-12

[0205] Rs puede incluir por ejemplo, hidrégeno, fliior, cloro, bromo
y yodo.

[0206] La siguiente es estereoquimica ejemplar para un

compuesto que tiene la estructura de la Formula 11-12:

NHz

it}
Q

H
N

Hiwuw

Un compuesto ejemplar adicional de la Formula Il tiene la

[0207]
siguiente estructura 11-13:



Tt

Ra
Formula 11-13

[0208] Re puede incluir por ejemplo, hidrégeno (lI-13A), fldor (Il
5 13B), cloro (1I-13C), bromo (l1-13D) e yodo (lI-13E).

[0209] La siguiente es estereoquimica ejemplar para un
compuesto que tiene la estructura de la Formula 1I-13:

=L
Al
(]

Hw

10 Re

[0210] Un compuestio ejemplar aln adicional de la Formula Il tiene
la siguiente estructura I-14:

=r2
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Ra
Formula Il-14
[0211] R® puede incluir por ejemplo, hidrégeno, fitior, cloro, bromo
5 y yodo.
[0212] La siguiente es estereoquimica ejemplar para un

compuesto que tiene la estructura de la Formula 11-14:

OH

=L
-Jlll““l
O

He

10
[0213] En algunas realizaciones, los compuestos de la Formula i,

puede incluir como R4 al menos un cicloalqueno, por ejemplo. Ademas, en

algunas realizaciones, los compuestos pueden incluir un hidroxi en Es, por

ejemplo. Un compuesto ejemplar adicional de la Formula |l tiene la siguiente
15 estructura 1I-15:
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“\_f
O

Ra
Formula II-15

Re puede incluir por ejemplo, hidrégeno, flior, cloro, bromo

[0214]
y yodo. En algunas realizaciones, Rg no incluye hidrégeno o cloro.
[0215] La estereoquimica ejemplar puede ser como sigue:
H

A
(o]

H

Re

10
[0216] La siguiente es estereoquimica ejemplar para compuestos

que tienen las estructuras 1I-18, y 1I-19, respectivamente:



T

Ii-19

[0217] Los compuestos de las Formulas 1-18 y [I-19 pueden

obtenerse por fermentacion, sintesis o semi-sintesis y aislarse/purificarse como

5 se establece a continuacién. Ademas, los compuestos de las Formulas |I-18 y
I-19 pueden emplearse, y se refieren como "materiales de partida™ para

producir otros compuestos aqul descritos.

[0218] En algunas realizaciones, los compuestos de la Formula ||
10 pueden incluir un grupo metilo como R4 por ejemplo. Un compuesto ejemplar
adicional, Formula 1-20, tiene la siguiente estructura y estereoquimica:

I1-20

15 [0219] En algunas realizaciones, los compuestos de la Formula i,
pueden incluir hidroxietiio como R,, por ejemplo. Un compuesto ejemplar
adicional, Formula II-21, tiene las siguientes estructuras y estereoquimicas:



10

Hi

1121

[0220] En algunas realizaciones, el grupo hidroxilo de la Formula
li-21 puede ser esterificado de forma que Ry puede incluir etilpropionato, por
ejemplo. Un compuesto ejemplar, Formula 11-22, tiene las siguientes estructura
y estereoquimica:

II-22

[0221] En algunas realizaciones, los compuestos de la Formula Il
pueden incluir un grupo etilo como Rj, por ejemplo. Un compuesto ejemplar
adicional de la Formula Il tiene la siguiente estructura 1(-23:
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Ra

[0222] Ra puede incluir por ejemplo, hidrégeno, flGor, cloro, bromo
y yodo. La estereoquimica ejemplar puede ser como sigue:

[0223] En algunas realizaciones, los compuestos de la Formula [l-
23 pueden tener la siguiente estructura y estereoquimica, ejemplificadas por la
Formula 11-24C, en donde Rj3 es etilo y Rs es cloro:



10

[0224]) En algunas realizaciones, los compuestos de la Formula Ii-
15 pueden tener la siguiente estereoquimica, ajemplificada por el compuesto de
la Formula 1I-25, en donde Rg es cloro:

@ pnas

[0225] En algunas realizaciones, el compuesto de Formula 1I-15
puede tener la siguiente estereoquimica, exjemplificada por el compuesto de
Formula 11-26, en donde R® es cloro:
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I 26

[0226] En algunas realizaciones, el compuesto de Formula I
puede tener la siguiente estructura y estereoquimica, ejemplificada por la

Formula 11-27, en donde R as etilo:

i

0-27

En salgunas realizaciones, el compuesto de Formula i

[0227]
puede tener la siguiente estructura (mostrada sin estereoquimica y con
estereoquimica ejemplar), ejemplificada por la Formula 1l-28, en donde R, es

metilo:
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11-28

[0228] En algunas realizaciones, los compuestos de Formula I
pueden incluir azidoetilo como R;, por ejemplo. Un compuesto ejemplar
adicional, la Formula 11-29, tiene la siguiente estructura y estereoquimica:

Na

[0229] En algunas realizaciones, los compuestos de Formula I
pueden incluir propilo como R4, por ejemplo. Un compuesto ejemplar adicional,
la Formula 11-30, tienen la siguiente estructura y estereoquimica:
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o

X

I-30

Hy

Ailn compuestos ejemplares adicinales, las Formulas 11-31

[0230]
y lI-32, tienen la siguiente estructura y estereoquimica:

HO

Cl
Formula 11-31 y 11-32

[0231] Otros compuestos ejemplares, las Formulas 11-33, 11-34, II-
35y 11-36, tienen la siguiente esctructura y estereoquimica:
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HO s

H
N

pw

Cl
Formula 0-33 - 1I-36

[0232] En algunas realizaciones, el compuesto de Formula Ii
puede incluir cianoetilo como Rj; por ejemplo, el compuesto de Formula H-37
tiene la siguiente estructura y estereoquimica:

e

I-37

[0233] En ofra realizacién, el compuesto de Formula Il puede
incluir etiltiocianato como Ry; por ejemplo, el compuesto de Formula 11-38 tiene
la siguiente estructura y estereoquimica:
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!

[0234] En algunas realizaciones, los compuestos de Fomuia |l

pueden incluir un tiol como R4. Un compuesto ejemplar adicional, la Formula li-

5 39, tiene la siguiente estructura y estereoquimica, en donde R = H, alquilo, arilo
0 alquilo o arilo substituido:

[0235] En un compuesto ejemplar adicional, el azufre del
10 compuesto de la Formula [I-39 puede ser oxidado a un sulféxido (n=1) o sulfona
{n=2), por ejemplo, como en el compuesto de Formula 11-40:



Hne

« II-40
ROy,

[0236] En algunas realizaciones, el sustituyente R, del compuesto

de Formula |l puede incluir un grupo saliente, por ejemplo, un haldgeno, como

5 en los compuestos 1I-18 y 1I-19, u otro grupo saliente, tal como un éster de
sulfonato. Un ejemplo es el metano sulfonato (mesilato) de Formula 11-41:

H“mu-

o\ 41
.
[0237] En algunas realizaciones, el sustituyente Ry del compuesto

10 de Formula Il puede incluir aceptores de electrones. E| aceptor de electrén
puede ser, por ejemplo, un 4cldo de Lewis, tal como #cido o éster bordnico. Un
compuesto ejemplar, la Formmula 1l-42, tiene la siguiente estructura y



estereoquimica, endonden=0, 1,2, 3, 4, 5 0 6, por ejemplo, yendonde R=H
o alquilo, por ejemplo:

5 [0238] Compuestos ejemplares adicionales de Formula il-42 son
los compuestos de Formula II-42A, en donde n = 2, R = H, y el compuesto de
Formula 11-42B, endonden=1yR =H;:

I-42B
Ho—">
H
10
[0239] En algunas realizaciones en donde el substituyente R, de la

Formula Il incluye un aceptor de electrones, 8l aceptor de electrdn puede ser,
por ejJemplo, un aceptor de Michael. Un compuesto ejemplar, la Formula 1I-43



tiene la siguiente estructura, en donde N0 0, 1, 2, 3, 4, 5, 8, y en donde Z es8 un

grupo que retira electrones, por ejemplo, CHO, COR, COOR, CONHz, CN, NO2,
SOR, SOZR, etc.:

e
o 1111

5 [0240] Un compuesto ejemplar adicional de Formula 1143 es el
compuesto de Formula 11-43A, en donde n =1y Z = CO2.CHs:

[0241)] En algunas realizaciones, los compuestos de Formula Il

pueden incluir un grupo alquenilo como Ry, por ejemplo, etilenilo. Un

compuesto ejemplar adicional, la Formula 11-46, tiene la siguiente estructura y
estereoquimica:

10
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46
[0242] Otro compuesto ejemplar, la Formula 11-49, puede tener la
siguiente estructura y estereoquimica:
0
49
5 Cl
[0243] En algunas realizaciones, los compuestos pueden ser

6steres o tioésteres profarmacos de los compuestos de Formula Il. Por

ejemplo, el compuesto de Formula [1-44 (como tiodster profarmaco del

10 compuesto de Formula 11-18) tiene la siguiente estructura y estereoquimica:



[0244] En otro ejemplo, el compuesto de Formula 11-47 (un tioéster
profarmaco del compuesto de Formula 11-17) tiene la siguiente estructura y
5 estereoquimica:

Hwwe
OCHs
47

[0245] En ya ofro ejemplo, el compuesto de Formula 11-48 tiens la
10 siguiente estructura y estereoquimica:



10

15

[0246] En otro ejemplo, el compuesto de Formula 1I-50 (éster
profarmaco del compuesto de Formula 1I-16) tiene la siguiente estructura y
estereoquimica:

Compuestos de la Formula |1l

[024T7] Otras realizaciones proporcionan compuestos y métodos
para producir una clase de compuestos, y sales farmacéuticamente aceptables
y ésteres profarmaco de los mismos, en donde los compuestos se representan
por la Formula 1li:

2
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Formula il

[0248] En ciertas realizaciones, el(los) substituyente(s) R;
puede(n) incluir por ejemplo un hidrogeno, un halégeno, variantes mono-
substituidas, poli-substituidas o no substituidas de los siguientes residuos:
alquilo C4-C4 saturado, alquenilo C>-Cz4 0 alquinilo C2-C24 insaturado, acilo,
aciloxi, alquiloxicarboniloxi, ariloxicarboniloxi, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi,
cicloalcoxi, arilo, heteroarilo, ariloalcoxi carbonilo, alcoxi carbonilacilo, amino,
aminocarbonilo, aminocarboiloxd, nitro, azido, fenilo, hidroxi, alquittio, ariltio,
oxisulfonilo, carboxi, ciano, tio, sulféxido, sulfona, ésteres de sulfonato, tiociano,
dcidos y ésteres borbnicos, y alquilo halogenado incluyendo  alquilo
polihalogenado. Por ejemplo, n puede ser igual a 1 o 2. Cuando n &s igual a 2,
los substituyentes pueden ser los mismos o diferentes. La linea punteada
indica que el enlace designado es un enlace simple o un enlace doble.

[0249] En ciertas realizaciones, R, puede ser por ejemplo, un
hidrégeno, un halégeno, variantes mono-substituidas, poli-substituidas o no
substituidas de los siguientes residuos: alquilo C4-Cy4 saturado, alquenilo Co-
C2¢ o0 alquinilo CC,4 insaturado, acilo, aciloxi, alquiloxicarboniloxi,
ariloxicarboniloxi, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo, heteroarilo,
ariloalcoxi carbonilo, alcoxi carbonilaciloo, amino, aminocarbonilo,
aminocarboiloxi, nitro, azido, fenil, hidroxi, alquiltio, ariltio, oxisulfonilo, carboxi,
ciano, tio, sulféxido, sulfona, ésteres de sulfonato, tiociano, acidos y ésteres
borbnicos, y alquilo halogenado incluyendo alquilo polihalogenado. Por
ejemplo, m puede ser igual a 1 0 2. Cuando m es igual a 2, los substituyentes
pueden ser iguales o diferentes. Algunas realizaciones incluyen la condicién
que la Formula lll no es el Compuesto ll-16 o el Compuesto 11-17.
Realizaciones adiiconales incluyen la condicién que R4 no es ciclohex-2-enilo o
ciclohex-2-enilo substituido. También cada uno de E,, Ez, Ej3, E4 Y Es puede
ser por ejemplo un heterodtomo o heteroatomo substituido. Por ejemplo, el
heteroatomo puede ser nitrdgeno, azufre u oxigeno.

[0250] En algunas realizaciones, R es preferiblemente un alquilo
C4 a Cs substituido o no substituido. Por ejemplo se prefieren metilo, etilo,
propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, ter-butilo, y pentiio. En algunas
realizaciones, Ry no as un alquilo Cy substituido o no substituido, no ramificado.

90
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Compuestos de la Formula IV
[0251] Otras realizaciones proporcionan compuestos y métodos

para producir una clase de compuestos, sales farmacéuticamente aceptables o
ésteres profarmaco de los mismos, en donde los compuestos se representan
por la Formula IV:

Es
(<o :
Formula IV
[0252] En clertas realizaciones, el(los) substituyente(s) Ry, Rs, ¥ Rs

pueden incluir por separado un hidrégeno, un halégeno, variantes mono-
substituidas, poli-substituidas o no substituidas de los siguientes residuos:
alquilo C+-C2¢ saturado, alquenilo C2-C24 0 alquinilo C2-C», insaturado, acilo,
aciloxi, alquiloxicarbonlloxl, arilloxicarboniloxi, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi,
cicloalcoxi, arilo, heteroarilo, arilloalcoxi carbonilo, alcoxi carbonilacilo, amino,
aminocarbonilo, aminocarboiloxi, nitro, azide, fenilo, hidroxi, alquiltio, ariltio,
oxisulfonilo, carboxi, ciano, tio, sulféxido, sulfona, ésteres de sulfonato, tiociano,
acidos y ésteres bordnicos, y alquilo halogenado incluyendo  alquilo
polihalogenado. También, cada uno de E4, Ez, E3, E4 y Es puede ser un
heterodtomo o heterodtomo substituido, por ejemplo, nitrégeno, azufre u
oxigeno. En algunas realizaciones, R3 no es un hidrégeno. .n es iguala 1 0 2.
Cuando n es igual a 2, los substituyentes pueden ser iguales o diferentes.
También, m puede ser0, 1,2, 3,4, 5,6,7,8,9, 10, u 11 y si m es mayor que 1,
entonces Rs puede ser igual o diferents. Adicionalments, los substituyentes Rs
pueden formar un anillo, por ejemplo, un epéxido. La linea-punteada indica
que el enlace designado es un enlace simple o un enlace doble.

q
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[0253] En algunas realizaciones, Ry es preferiblements un alquilo
C, a C;s substituido o no substituido. Por ejemplo se prefieren metilo, etilo,
propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, ter-butilo, y pentilo. En algunas
realizaciones, R no es un alquilo Cg substituido o no substituido, no ramificado.

[0254] En algunas realizaciones, los substituyentes Rs pueden dar
lugar a, por ejemplo, un ciclohexilo di-substituido. Un compuesto ejemplar de
la Formula IV es la siguiente estructura IV-1, con y sin estereoquimica ejemplar
(las lineas de enlace onduladas indican que se permite cualquier orientacién
estereoquimica):

Formula IV-1

[0255] Rs puede incluir por ejemplo, hidrégeno, fldor, cloro, bromo
y yodo. El(los) substituyente(s) Rs ¥ Ry pueden incluir por separado un
hidrégeno, un halégeno, variantes mono-substituidas, poli-substituidas o no
substituidas de los siguientes residuos: alquilo C-Cz4 saturado, alquenilo C2-Cx4
o alquinilo CxCz Insaturado, acilo, aciloxi, alquiloxicarboniloxi,
arlloxicarbonlloxi, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo, heteroarilo,
arilalcoxl carbonilo, alcoxi carbonilacilo, amino, aminocarbonilo, aminocarbolloxi,
nitro, azido, fenilo, hidroxi, alquiltio, ariltio, oxlsulfonilo, carboxi, ciano, tio,
sulféxido, sulfona, ésteres de sulfonato, tiociano, &cidos y ésteres borbnicos, y
alquilo halogenado incluyendo alquilo polihalogenado. @ Ademas, Rs y Ry
ambos pueden ser iguales o diferentes.
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[0256] Por ejemplo, un compuesto ejemplar de la Formula [V tiene
la siguiente estructura IV-2:

/z = o

Rs
Formula V-2

[0257] Rg puede incluir por ejemplo, hidrégeno, fiior, cloro, bromo

y yodo.
10
[0258] La estereoquimica ejemplar puede ser como sigue:
0
w4
15 [0259] Por ejemplo, un compuesto ejemplar de la Formula [V tiene

la siguiente estructura IV-3:
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Formula IV-3

[0260] Rg puede incluir por ejemplo, hidrégeno (IV-3A), fidor (IV-
3B), cloro (IV-3C), bromo (IV-3D) y yodo (IV-3E).

[0261] Estructura y estereoquimica ejemplares pueden ser como
sigue:

e

[0262] Estructura y estereoquimica ejemplares adicionales pueden
ser como sigue:

%
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I
Formula IV-3C

[0263] Por ejemplo, un compuesto ejemplar de la Formula [V tiene
5 la siguiente estructura IV-4:

Ry
Farmmla IV-4

[0264] Rs puede incluir por ejemplo, hidrégeno, fitior, cloro, bromo
10 y yodo.

[0265] La estereoquimica ejemplar puede ser como sigue:
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mpue la Formula V

[0266] Algunas realizaciones proporcionan compuestos y métodos
para producir una clase de compuestos, sales farmacéuticamente aceptables y
ésteres profarmaco de los mismos, en donde los Compuestos se representan
por la Formula V;

Formula V

[0267] En ciertas realizacionaes, el(los) substituyente(s) Ry y Rs
pueden incluir por separado un hidrégeno, un halégeno, variantes mono-
substituidas, poli-substituidas o no substituidas de los siguientes residuos:
alquilo C4-Cq4 saturado, alguenilo C2-C24 o alquinilo C2-C24 insaturado, acilo,
aciloxd, alquiloxicarboniloxi, ariloxicarboniloxi, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi,
cicloalcoxi, arilo, heteroarilo, arilalcoxi carbonilo, alcoxi carbonilacilo, amino,
aminocarbonilo, aminocarboiloxi, nitro, azido, fenilo, oxi, hidroxi, alquiltio, ariltio,
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oxisulfonilo, carboxi, ciano, tio, sulféxido, sulfona, ésteres de sulfonato, tiociano,
&cidos y ésteres bordnicos, y alquilo halogenado incluyendo alquilo
polihalogenado. En clertas realizaciones, cada uno de E,, Ea, Ea, E4 y Es puede
ser un heterodtomo o heterodtomo substituido, por eJempio, nitrdgeno, azufre u
oxigeno. Preferiblemente, m puede, por ejemplo, 0, 1,2, 3,4,5,6,7,8,9,10u
11, y si m es méas de 1, entonces Rs puede ser el mismo o diferents.
Adicionaimente, los substituyentes R5 pueden formar un anillo, por ejemplo, un
epoxido. La linea punteada indica que el enlace designado es un enlace
sencillo o un enlace doble.

[0268] En algunas realizaciones, R, es preferiblemente un alquilo
C, a Cs substituido o no substituido. Por ejemplo se prefieren metilo, etilo,
propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, ter-butilo, y pentilo. En algunas
realizaciones, Ry no es un alquilo Cs substituido o no substituido, no ramificado.

Compuesto. Formula VI

[0269] Algunas realizaciones proveen compuestios y métodos para
producir una clase de compuestos, sales farmacéuticamente aceptables y
ésteres profarmaco de los mismos, en donde los compuestos se reprasentan
por la Formula VI:

Ra
Ez Fo

Rie
Rs

e

Formula VI

[0270] en donde R puede seleccionarse por separado del grupo
que consiste de variantes mono-substituidas, poli-substituidas o no substituidas
de los siguientes residuos: alquilo C4-Cz4 saturado, alquenilo C2-C24 o alquinilo
C-C.y insaturado, acilo, aciloxi, alquiloxicarboniloxi, ariloxicarboniloxi,
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cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo, heteroarilo, ariloalcoxi
carbonilo, alcoxi carbonilacilo, amino, aminocarbonilo, aminocarboiloxi, fenilo,
cicloalquilacilo, alquiltio, ariltio, oxisulfonilo, carboxi, tio, sulféxido, ésteres de
écido sulfonaborénico, y alquilo halogenado incluyendo alquilo polihalogenado.
nesigual a 1 0 2, y si n es igual a 2, entonces Ry puede ser el mismo o
diferente;

[0271] en donde Rz puede seleccionarse del grupo que consiste
de variantes mono-substituidas, poli-substituidas o no substituidas de los
siguientes residuos: alquilo C4-C24 saturado, alquenilo C+C24 0 alquinilo C2-Cz4
insaturado, acilo, aciloxi, alquiloxicarboniloxi, ariloxicarboniloxi, cicloalquilo
(incluyendo por ejemplo, ciclohexilcarbinol), cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcox,
arilo, heteroarilo, arloalcoxi carbonilo, alcoxi carbonilacilo, amino,
aminocarbonilo, aminocarhoiloxi, nitro, azido, fenilo, cicloalquilacilo, hidroxi,
alquiltio, ariltio, oxisulfonilo, carboxi, ciano, tio, sulféxido, sulfona, ésteres de
sulfonato, tiociano, acidos y ésteres bordnicos, y alquilo halogenado incluyendo
alqullo polihalogenado;

[0273] en donde en donde R; puede seleccionarse del grupo que
consiste de variantes mono-substituidas, poli-substituidas o no substituidas de
los siguientes residuos: alquilo C+-Cz4 saturado, alquenilo C2-Cz4 0 alquinilo C-
C.4 insaturado, acilo, aciloxi, alquiloxicarboniloxi, ariloxicarboniloxi, cicloalquilo,
cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo, heteroarilo, arilalcoxi carbonilo, alcoxi
carbonilacilo, amino, aminocarbonilo, aminocarboiloxi, nitro, azido, fenilo,
cicloalquilacilo, hidroxi, alquiltio, ariltio, oxisulfonilo, carboxi, ciano, tio, sulféxido,
sulfona, ésteres de sulfonato, tiociano, 4cidos y ésteres borbnicos, y alquilo
halogenado incluyendo alquilo polihalogenado; en donde cada uno de Eq, E,
Es, E4 Y Es puede ser un heteroatomo o heteroatomo substituido.

[0273] En aigunas realizaciones, Rz no es ciciohex-2-enil carbinol
cuando uno de los substituyentes R4 es etilo o cloroetilo y R; es metilo.

[0274] En algunas realizaciones, Ry es preferiblemente un alquilo
C4 a Cs substituido o no substituido. Por ejemplo se prefieren metilo, etilo,
propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, ter-butilo, y pentilo.
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[0275] en donde Ri4 puede puede seleccionarse del grupo que
consiste de un halégeno, variantes mono-substituidas, poli-substituidas o no
substituidas de los siguientes residuos: alquilo C4-C24 saturado, alquenilo C2-Co4

P alquinllo Cx>C,s Insaturado, a&cilo, aciloxi, alquiloxicarboniloxi,

ariloxicarboniloxi, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxl, cicloalcoxi, arilo, heteroarilo,
arilalcoxi carbonilo, alcoxi carbonilacllo, amino, aminocarbonilo, aminocarboiloxi,
nitro, azido, fenilo, cicloalquilacilo, hidroxi, alquiltio, ariltio, oxisulfonilo, carboxi,
ciano, tio, tioésteres, sulféxido, sulfona, ésteres de sulfonato, tiociano, y alquilo
halogenado incluyendo alquilo polihalogenado.

[0278] En algunas realizaciones, R, es preferiblemente alquiltiol o
alquiltiol substituido, y E3 @8 un oxigeno.

[0277] Por ejemplo, en algunas realizaciones, algunos de los

compuestos de Formula VI pueden tener la siguiente estructura referida como la
Formula VI-1:

VI-1

[0278] en donde R; puede seleccionarse por separado del grupo
que consiste de variantes mono-substituidas, poli-substituidas o no substituidas
de los siguientes residuos: alquilo C+-C»4 saturado, alquenilo C2-C24 o alquinilo
C>C2¢ insaturado, acilo, aciloxi, alquiloxicarboniloxl, ariloxicarboniloxi,
cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arllo, heteroarilo, ariloalcoxi
carbonilo, alcoxi carbonilacilo, amino, aminocarbonilo, aminocarboiloxi, fenilo,
cicloalquilacilo, alquiltio, ariltio, oxisulfonilo, carboxi, tio, sulféxido, sulfona,
asteres de #4cido borbnico, y alquilo halogenado incluyendo  alquilo
polihalogenado. n es igual a 1 0 2, y si n es igual a 2, entonces R4 puede ser el
mismo o diferente;
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[0279] en donde Ry puede seleccionarse del grupo que consiste
de un haldgeno, variantes mono-substituidas, poli-substituidas o no
substituidas de los siguientes residuos: alquilo C1-C24 saturado, alquenilo CrCa4
o alquinilo C»>Cz insaturado, acilo, aciloxi, alquiloxicarboniloxi,
ariloxicarboniloxi, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi, clcloaiooxi. arilo, heteroarilo,
arilalcoxi carbonilo, alcoxi carbonilacilo, amino, aminocarbonilo, aminocarbolloxi,
nitro, azido, fenilo, cicloalquilacilo, hidroxi, alqﬁiIlio. ariltio, oxisulfonilo, carboxi,
clano, tio, sulféxido, sulfona, ésteres de sulfonato, tiociano, acidos y ésteres
borénicos, y alquilo halogenado incluyendo alquilo polihalogenado; en donde
cada uno de E,, E2, E3 y E4 puede ser un heterodtomo substituido o no
substituido.

[0280] en donde Rs puede seleccionarse por separado del grupo
que consiste de un hidrégeno, un halégeno, variantes mono-substituidas, poli-
substituidas o no substituidas de los siguientes residuos: alquilo C4-Ca4
saturado, alquenilo CxCyy o alquinilo C>-Ca insaturado, acilo, aciloxi,
alquiloxicarboniloxi, ariloxicarboniloxi, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi,
cicloalcoxi, arilo, heteroarilo, arilalcoxi carbonilo, alcoxi carbonilacilo, amino,
aminocarbonilo, aminocarbolloxd, nitro, azldo, fenilo, oxi, hidroxi, alquiltio, ariltio,
oxisulfonilo, carboxi, clano, tio, sulféxido, sulfona, ésteres de sulfonato, tiociano,
acidos y ésteres borbnicos, y alquilo halogenado incluyendo alquilo
polihalogenado; endonde mes 0,1, 2,3,4,5,6,7,8,9, 10u 11 y si mes mas
de uno, entonces Rs puede ser el mismo o diferente; y en donde los
substituyentes Rs pueden formar un anillo; y en donde cada uno de E,, Ez, Es,
E. y Es puede ser un heterodtomo substituido o no substituido.

[0281] En algunas realizaciones, Ry es preferiblemente un alquilo
C: a Cs substituido o no substituido. Por ejemplo se prefieren metilo, etilo,
propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, ter-butilo, y pentilo.

[0282] en donde Ry4 puede puede seleccionarse del grupo que
consiste de un halégeno, variantes mono-substituidas, poli-substituidas o no
substituidas de los siguientes residuos: alquilo C4+-Cz4 saturado, alquenilo C>-C»4
o alquinilo Cx>Cz¢ Iinsaturado, acilo, aciloxi, alquiloxicarboniloxi,
ariloxicarboniloxi, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxl, cicloalcoxi, arilo, heteroarilo,
arilalcoxi carbonilo, alcoxi carbonilacilo, amino, aminocarbonilo, aminocarbolloxi,
nitro, azido, fenilo, cicloalquilacilo, hidroxi, alquiitio, ariltio, oxisulfonilo, carboxi,
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ciano, tio, tioésteres, sulféxido, sulfona, ésteres de sulfonato, tiociano, y alquilo
halogenado incluyendo alquilo polihalogenado.

[0283] Por ejemplo, el compuesto tiene la siguiente estructura Vi-

H oH

1

A

Formula VI-1A

[0284] La estereoquimica puede ser [a siguiente:

@y
\‘\0'

N

o

H oH
4

10

[0285] Por ejemplo, un compuesto ejemplar de Formula VI tiene la
siguiente estructura y estereoquimica VI-1B:

Formula VI-1B
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[0286] En otro ejemplo, el compuesto de Formula VI tiene la
siguiente estructura y estereoquimica VI-1C:

M

S’IT
i

Formula VI-1C

[0287] Ciertas realizaciones también proporcionan sales
farmacéuticamente aceptables y ésteres profarmaco del compuesto de las
Formulas |-VI, y proporcionan métodos para obtener y purificar estos
compuestos por los métodos aqui descritos.

[0288] El término "aster profarmaco”, especiaimente cuando se
refiere a un éster profdrmaco del compuesto de la Formula | sintetizado por los
métodos aqui descritos, se refiere a un derivado quimico del compuesto que se
transforma rapidamente in vivo para dar el compuesto, por ejemplo, por
hidrdlisis- en sangre o dentro de tejidos. EI término "éster profarmaco” se
refiere a derivados de los compuestos revelados aqui formados por la adicién
de cualquiera de varios grupos formadores éster o tioéster que se hidrolizan
bajo condiciones fisiolégicas. Ejemplos de grupos éster profarmaco incluyen
pivoiloximetilo, acetoximetilo, ftalidilo, indanilo y metoximetilo, y tioéster, asé
como otros grupos cnocidos en la técnica, incluyendo un grupo (5-R-2-oxo-1,3-
dioxolen-4-ilo)metilo. Otros profdrmacos pueden prepararse haciendo el
tioéster correspondiente del compuesto, por ejemplo, por ia reaccién con un tiol
apropiado, tal como tiofenol. Cistelna o derivados de la misma, o propanotiol,
por ejemplo. Otros ejemplos de profarmaco pueden encontrarse por ejemplo en
T. Higuchi y V. Stella, en "Pro-drugs as Novel Delivery Systems”, Vol. 14, A. C.
S. Symposium Series, American Chemical Society (1975); y "Bioreversible
Camiers in Drug Design: Theory y Application®, editado por E. B. Roche,
Pergamon Press: New York, 14-21 (1987) (que proporcionan ejemplos de
ésteres Utiles como profarmacos para compuestos que contienen grupos
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carboxilo). Cada una de las referencias mencionadas anteriormente esta
Incorporada aqul para referencia en su totalidad.

[0289] El término "éster profdrmaco™ como se usa aquf, también
se refiere a un derivado quimico del compuesto que se transforma rapidamente
in vivo para dar el compuesto, por ejemplo por hidrélisis en la sangre.

[0290] El tdrmino "sal farmacéuticamente aceptable™ como se usa
aqul, y paricularmente cuando se refiere a una sal farmacéuticamente
aceptable de un compuesto, incluye las Formulas I-VI, y Formulas |-Vl como se
produce y sintetiza por los métodos revelados aqul, se refiere a cualesquiera
sales farmacéuticamente aceptables de un compuesto, y de preferencia se
refiers a una sal de adicién de 4cido de un compuesto. Ejemplos preferidos de
una sal farmacéuticamente aceptable son las sales de metales alcalinos (sodio
o0 potasio), las sales de metales alcalinos témeos (calcio 0 magnesio), o sales de
amonio derivadas de amoniaco 0 de aminas organicas farmacéuticamente
aceptables, por ejemplo alquilamina C4-C;, ciclohexilamina, trietanolamina,
etilendiamina o tris-(hidroximetil)}-aminometano. Con respecto a compuestos
sintetizados por el método de esta realizacién que son aminas basicas, los
ejemplos preferidos de sales farmacéuticamente aceptables, son sales de
adicién de Aacido de é4cidos inorganicos u orgdnicos farmacéuticamente
aceptables, por ejemplo &cido hidrohélico, sulfiirico, fosférico o écidos
carboxilicos o sulfénicos allfiticos o aromaéticos, por ejemplo &cido acético,
succlnico, Jactico, madlico, tartdrico, citrico, ascorbico, nicotinico,
metanosulfénico, p-toluenosulfénico o naftalensulfénico.

[0291] Las composiciones farmacéuticas preferidas reveladas aqul
incluyen sales farmacéuticamente aceptables y ésteres profarmaco del
compuesto de las Formulas |-Vl obtenidas y purificadas por los métodos
revelados aqul. En consecuencia, si la fabricacién de formulaciones
farmacéuticas involucra mezclado intimo de los exciplentes farmacéuticos y el
ingrediente activo en su forma de sal, entonces se prefiere utilizar excipientes
farmacéuticos que no son bésicos, esto es, excipientes acidos o neutros.

[0202] También se apreciard que la frase “"Compuestos y
composiciones que comprenden el compuesto™ o cualquier frase semejante,
pretende que abarque compuestos en cualquier forma conveniente para
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suministro farmacéutico, como se discute con mayor detalle aqul. Por ejemplo,
en ciertas realizaciones, los compuestos 0 composiciones que comprenden los
mismos pueden incluir una sal farmacéuticamente aceptable del compuesto.

[0293] En una realizacién, los compuestos pueden emplearse para
tratar enfermedades microbianas, cancer e inflamacién. Se pretende que la
enfermedad se considere ampliamente para cubrir enfermedades infecciosas y
también enfermedades autoinmunes, enfermedades no infecciosas y
condiciones cronicas. En una realizacién preferida, la enfermedad es
provocada por un microbio, tal como una bacteria, un hongo y protozoario, por
ejemplo. Los métodos de uso también pueden incluir los pasos de
administracion de un compuesto o composicién que comprende el compuesto a
un individuo con una enfermedad infecciosa o céncer. El compuesto o
composicién puede ser administrada en una cantidad efectiva para tratar la
enfermedad infecciosa, cancer o condicién inflamatoria particular.

[0284] La enfermedad infecciosa puede ser por ejemplo, una provocada
por Bacillus, tal como B.anthracis y B.cereus. La enfermedad infecciosa puede
ser aquella provocada por un protozoario, por ejemplo, una Leishmania, un
Plasmodium o un Trypanosoma. El compuesto o composicion puede
administrarse con vehiculo, diluyente, excipiente y similares, farmacéuticamente
aceptables.

[0295] El céancer puede ser por ejemplo, un mieloma mltiple, un
carcinoma colorectal, un carcinoma de préstata, un adenocarcinoma de seno,
un carcinoma pulmonar de células no pequefias, un carcinoma de ovario, un
melanoma y similares.

[0296] La condicién inflamatoria puede ser por ejemplo, artritis
reumatoide, asma, esclerosis mditiple, soriasis, apoplejla, infarto al mlocardio,
dafio por reperfusién y similares.

[0297] El tdrmino "atomo de halégeno™ como se usa aqul, significa
uno cualquiera de los atomos radio estables de la columna 7 de la Tabla
Periédica de Elementos, es decir, filior, cloro, bromo, o yodo, siendo bromo y
cloro preferidos.

(o4



10

15

30

35

[0298] El término “alquilo™ como se emplea aqul, significa
cualquier hidrocarburo no ramificado o ramificado, substituido o no substituido,
saturado, siendo més preferidos hidrocarburos no substituidos o substituidos,
saturados o insaturados, ramificados o no ramificados Cy-Ca4 ¥ C4-Ce, ¥ siendo
los mas preferidos metilo, etilo, isobutilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, ter-
butilo, y pentilo. Entre los hidrocarburos saturados substituidos, se prefieren los
hidrocarburos C1-Cg mono- y di- y per-halégeno substituidos y los mas
preferidos son los hidrocarburos amino substituidos.

[0299] El tdrmino "substituido” tiene su significado ordinario, como
se encuentra en numerosas patentes contempordneas de la técnica
relacionada. Ver por ejemplo, las Patentes de los E.U.A. Nos. 6,508,331;
6,506,787; 6,500,825; 5,922,683; 5,886,210; 5,874,443; y 6,350,759, todas las
cuales estin incorporadas aqul en su ftotalidad para referencia.
Especificamente, la definicién de substituido es tan amplia como se dispone en
la Patente de los E.U.A. No. 6,508,331, que define el tdrmino "alquilo
substituido” de manera tal que se refiere a un grupo alquilo, de preferencia de 1
a 10 4tomos de carbono, que tiene 1 a 5 substituyentes, y de preferencia 1 a 3
substituyentes, seleccionados del grupo que consiste de alcoxi, alcoxi
substituido, cicloalquilo, cicloalquilo substituido, cicloalquenilo, cicloalquenilo
substituido, acilo, acilamino, aciloxi, amino, amino substituido, aminoacilo,
aminoaciloxi, oxiacilamino, ciano, halégeno, hidroxilo, carboxilo, carboxilalquilo,
ceto, tioceto, tiol, tioalcoxi, tioalcoxi substituido, arilo, ariloxi, heteroarilo,
heteroariloxi, heterociclico, heterociclooxi, hidroxiamino, alcoxiamino, nitro, —
S0-alquilo, ~SO-alquilo substituido, ~SO-arllo, —SO-heteroarilo, —8Ozalquilo, -
-SOzalquilo substituido, —SOzarilo y SOz-heteroarilo. Las otras patentes
anteriormente citadas tamblén proporcionan definiciones estdndar para el
témino "substituido” que son bien comprendidas por los expertos en la técnica.

[0300] El termino "clcloalquilo® se refiere a cualquier anillo de
hidrocarburo no aromatico, de preferencia que tiene 5 a 12 atomos que
comprenden el anillo. El término "acilo” se refiere .a grupos alquilo o arilo
derivados de un oxoécido, prefiriéndose un grupo acetilo.

[0301] El término "alquenilo® como se emplea aqul, significa
cualquier hidrocarburo no ramificado o ramificado, substituido o no substituido,
Insaturado incluyendo hidrocarburos poliinsaturados, siendo preferidos los
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hidrocarburos C1-Cs no ramificados, mono-saturados y di-insaturados, y siendo
los més preferidos los hidrocarburos substituidos con dihalégeno mono-
insaturados. El término “cicloalquenilo” se refiere a cualquier anilio
hidrocarburo no aromético que de preferencia tiene de 5 a 12 atomos que
comprenden el anillo.

[0302] Los términos “arilo”, "arilo substituido”, “heteroarilo," y
"heteroarlio substituldo®, como se emplean aqul, se refieren a anillos
hidrocarburo arométicos que tienen de preferencia cinco, seis o siete dtomos, y
que tienen mas preferiblemente seis atomos que comprenden el anillo.
"Heteroarilo™ y “heteroarilo substituido®, se refieren a anilios de hirocarburo
arométicos, en los cuales al menos un heteroatomo, por ejemplo atomos de
oxigeno, azufre o nitrégeno, esta en el anillo junto con al menos un dtomo de
carbono. El término "heterociclo™ o "heterociclico™ se refiere a cualquier
compuesto cidlico que contiene uno o més heterodtomos. Los arilos,
heterociclos y heteroarilos substituidos pueden substituirse con cualquier
substituyente, incluyendo aquellos descritos anteriormente y los conocidos en la
técnica.

[0303] El término "alcoxi" se refiere a cualquier éter no ramificado,
o ramificado, substituido o sin substituir, saturado e insaturado, siendo
preferidos éteres C-Cs no ramificados, saturados, sin sustituir, siendo
preferidos metoxi y también siendo preferidos dimetilo, dietilo, metil-isobutilo, y
ésteres de metil-ter-butilo. El término "cicloalcoxi” se refiere a cualquier anillo
hidrocarburo no aromético, que tienen de preferencia 5 a 12 atomos que
comprenden el anillo. El tdrmino "alcoxi carbonilo” se refiere a cualquier alcoxi
lineal, ramificado, ciclico, saturado, insaturado, alifatico 0 aroméatico unido a un
grupo carbonilo. Los ejemplos incluyen grupo metoxicarbonilo, grupo
etoxicarbonilo, grupo propiloxicarbonilo, grupo [sopropiloxicarbonilo, grupo
butoxicarbonilo, grupo sec-butoxicarbonilo, grupo tert-butoxiecarbonilo, grupo
ciclopentiloxicarbonilo, grupo ciclohexiloxicarbonilo, grupo benciloxicarbonilo,
grupo allloxicarbonilo, grupo fenlloxicarbonilo, grupo piridiloxicarbonllo, y
similares.

[0304] Los términos “puro,” "purificado”, “substancialmente
purificado”, y "aislado” como se emplean aqul, se refieren al compuesto de la
realizacién que esta libre de otros compuestos diferentes, con los cuales el
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compuesto, si se encuentra en su estado natural, se asociarla en su estado
natural. En ciertas realizaciones descritas como “puro,” “purificado®,
“substanciaimente purificado”, o “aislado”, aqui, el compuesto puede
comprender al menos 0.5%, 1%, 5%, 10%, o 20%, y méas preferiblementa al
menos 50% o 75% de la masa, en peso, de una muestra dada.

[0305] Los tdrminos "derivado”, "variante” u otro término similar se
refieren a un compuesto que es anélogo al compuesto.

[0308] Cilertos de los compuestos de la Formula I-VI pueden
obtenerse y purificarse o pueden obtenerse mediante semi-sintesis de
compuestos purificados como se establece aqul. En general, sin estar limitado
a ello, se pueden obtener los compuestos de partida, tales como los
Compuestos 1I-18, 11-17 y 1-18) siguientes, y los diferentes anélogos pueden ser
sintetizados a partir de ellos. Las sintesis ejemplares no limitantes se proveen
aqul.

o-18

Produccion de los Compuestos de Partida |-7, 11-16, 11-17 v 11-18, 11-20, 11-24C, |I-
26, 1i-27 v 11-28

&
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[0307] La produccion de los compuestos de partida I-7, 11-18, 11-17,
II-18, 11-20, 1I-24C, 1I-26, 1I-27 y 1I-28 se puede realizar cultivando la cepa
CNB476 y la cepa NPS21184, una variante natural de la cepa CNB476, en un
medio nutriente adecuado bajo condiciones descritas aqui, preferiblemente bajo
condiciones aerdbicas sumergidas, hasta que se detectd una cantidad
substancial de los compuestos en la fermentacién; recoleccion mediante
extraccion de los componentes activos del caldo de fermentacidn con un
solvente adecuado, concentracién del solvente que contiene los componentes
deseados; luego sometimiento del material concentrado a separacién
cromatogréfica para aislar los compuestos de otros metabolitos también
presentes en el medio de cultivo.

[0308] El cultivo (CNB476) se depositd el 20 de Junio de 2003 con
la Coleccién de Cultivo Tipo Americana (American type Cuitire Collection)
(ATCC) en Rockville, MD, se le asigné un nimero de declaracién de patente
ATCC PTA-5275. La cepa NPS21184, una variante natural de la cepa CNB476,
fue derivada de la cepa CNB476 como un alslado de colinia simple. La cepa
NPS21184 fue depositada al ATCC el 27 de Abri de 2005. El depésito de
ATCC cumple con todos los requerimientos del tratado de Budapest. El cultivo
también es mantenido y disponible en la Coleccion de Cultivo de Nereus
Phamaceutical en 10480 Wateridge Circle, San Diego, CA 92121. Ademas del
microorganismo especifico descrito aqul, se debe entender que los mutantes,
tales como los descritos por el uso de mutagenos quimicos o fisicos incluyendo
rayos X, eic., y los organismos cuya construccion genética ha sido modificada
mediante técnicas de biologla molecular, también pueden ser cultivados para
producir los compuestos de partida I-7, 11-16, 1i-17, 11-18, 11-20, 11-24C, 11-26, 11-27
y 1I-28.

Fermentacion de la cepa CNB476 v la cepa NPS21184

[0309] La produccion de los compuestos se puede lograr a
temperatura conductiva a crecimiento satisfactorio del organismo productos,
e.g., de 16 grados C a 40 grados C, pero es preferible conducir la fermentacién
de 22 grados C a 32 grados C. El medio acuoso puede ser incubado por un
periodo de tiempo necesario para completar la produccién de los compuestos
monitoreados mediante cromatografia liquida de alta presibn (HPLC),
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preferiblemente por un periodo de aproximadamente 2 a 10 dlas, en un agitador
rotatorio que opera de aproximadamente 50 rpm a 400 rpm, preferiblements de
150 rpm a 250 rpm, por ejemplo. La producclidn de los compuestos también se
puede lograr cultivando la cepa de produccién en un bioreactor, tal como un
sistema de fermentador que es adecuado para le crecimiento de la cepta de
produccién.

[0310] El crecimiento de microorganismos puede ser logrado por
un experto mediante el uso de medio apropiado. Ampliamentse, las fuentes de
carbono incluyen glucosa, fructosa, manosa, maltosa, galactosa, manitol y
glicerol, otros azlicares y alcoholes de azicar, almidones y otros carbohidratos,
o derivados carbohidrato tales como dextrano, cerelosa, asl como nutrientes
complejos tales como harina de avena, harina de malz, mijo, malz, y simllares.
La cantidad exacta de la fuente de carbono que se utiliza en el medio
dependeré en parte, de los otros ingredientes en el medio, pero una cantidad de
carbohidrato entre 0.5 a 25 por ciento en peso del medio puede ser empleado
en forma satisfactoria, por ejemplo. Estas fuentes de carbono pueden
utlizarse individualmente o varias de estas fuentes de carbono pueden
combinarse en el mismo medio, por ejemplo. Se prefieren clertas fuentes
carbono como se establece aqul.

[0311] Las fuentes de nitrdgeno incluyen aminoacidos tales como
glicina, arginina, treonina, metionina y simllares, sal de amonio, asl como
fuentes complejas tales como extractos de levadura, licores de malz resultantes
de maceracién de malz, solubles de destilador, harina de soya, harina de
semillas de algodén, harina de pescado, peptona y similares. Las diversas
fuentes de nitrbgeno pueden emplearse solas 0 en combinacién en cantidades
que varian de 0.5 a 25 por ciento en paso del medio, por ejemplo.

[0312] Entre las sales inorgénicas nutrientes, que pueden incorporarse
en el medio de cultivo estan las sales usuales capaces de producir iones, sodio,
potasio, magnesio, calcio, fosfato, sulfato, cloruro, carbonato y similares.
También se incluyen metales en trazas tales como cobalto, manganeso, hierro,
mollbdeno, zinc, cadmio, y similares.

led
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Composiciones Farmacéuticas

[0313] En una realizacién, los compuestos revelados aqui se
ufilizan en composiciones farmacéuticas. Los compuestos opcionaimente y
preferiblemente se producen por los métodos aqul descritos. Los compuestos
pueden emplearse por ejemplo en composiciones fammacéuticas que
comprenden un vehiculo farmacéuticamente aceptable preparado para
almacenamiento y posterior administracién. También, las realizaciones se
refieren a una cantidad farmacéuticamente efectiva de los productos y
compuestos revelados anteriormente en un vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable. Vehiculos o diluyentes aceptables para uso
terapéutico son bien conocidos en la técnica farmacéutica y se describen, por
ejemplo en Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co. (A. R.
Gennaro edit. 1985), que esta incorporada aqul para referencla en su totalidad.
Preservantivos, estabilizantes, colorantes e incluso agentes saborizantes
pueden proporcionarse en la composicién farmacéutica. Por ejemplo, benzoato
de sodio, a&cldo ascérbico y ésteres de #Acido p-hidroxibenzbico pueden
agregarse como preservativos. Ademéas, pueden emplearse antioxidantes y
agentes de suspension.

[0134] Las composiciones, particularmente aquellas de las
Formulas I-VI, pueden formularse y utilizarse como tabletas, capsulas o elixires
para administracién oral; supositorios para administracién rectal; soluciones,
suspensiones estériles para administracion inyectable; parches para
administracién transdérmica y depésitos sub-dérmicos y similares. Pueden
prepararse inyectables en formas convencionales ya sea como soluciones o
suspensiones liquidas, formas sélidas adecuadas para solucién o suspension
en liquido antes de inyeccién, o como emulsiones. Excipientes adecuados son
por ejemplo agua, solucién salina, dextrosa, manitol, lactosa, lecitina, albamina,
glutamato de sodio, clorhidrato de cistelna, y similares. Ademas si se desea, las
composiciones farmacéuticas inyectables pueden contener cantidades menores
de sustancias auxiliares no tdxicas tales como agentes humectantes, agentes
amortiguadores de pH y similares. Si se desea, pueden utilizarse preparaciones
que mejoran la absorcién (por ejemplo liposomas).

[0315] Las formulaciones farmacéuticas para administracién -
. parenteral incluyen soluciones acuosas de los compuestos activos en forma
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soluble en agua. Adicionaimentse, las suspensiones de los compuestos activos
pueden prepararse como suspensiones de inyeccién aceitosas apropiadas. Los
solventes o vehiculos lipofilicos convenientes incluyen aceites grasos tales
como aceite de ajonjoll u otros agentes organicos tales como de soya, aceltes
de toronja o de almendras, o ésteres de &cidos grasos sintéticos, tales como etil
oleato o triglicéridos o liposomas. Las suspensiones para inyeccion acuosas
pueden contener sustancias que aumentan la viscosidad de la suspension, tales
como carboximietil celulosa de sodio, sorbitol o dextrano. Opcionalmente, la
suspensién también puede contener estabilizantes o agentes adecuados que
aumentan la solubilidad de los compuestos para pemmitir la preparacion de
soluciones altamente concentradas.

[0316] Las preparaciones farmacéuticas para uso oral pueden
obtenerse al combinar los compuestos activos con un excipiente sdlido,
opcionaiments moliendo una mezcla resultante, y procesando la mezcla de
granulos, después agregando auxiliares adecuados, si se desea, para obtener
tabletas o ndcleos de grageas. Los excipientes adecuados son en particular,
rellenos tales como azlicares, incluyendo lactosa, sacarosa, manitol, o sorbitol;
preparaciones de celulosa tales como, por ejemplo, aimidén de malz, almidén
de trigo, almidén de amoz, almidén de papa, gelatina, goma tragacanto, metil
coelulosa, hidroxipropilmetil celulosa, carboximetilcelulosa sodio, y/o
polivinilpirolidona (PVP). Si se desea, pueden agregarse agentes
desintegrantes tales como polivinilpirrolidona reticulada, agar o 4cido alginico o
una sal del mismo, tal como alginato de sodio. Los nlcleos de gragea se
proporcionan con recubrimientos adecuados. Para este proposito pueden
emplearse soluciones de azlicar concentradas que pueden contener

opcionaimente goma arabiga, talco, polivinil pirrolidona, gel carbopol, poletilen

glicol y/o didxido de titanio, soluciones de laca y solventes organicos adecuados
o0 mezclas de solventes. Se pueden agregar colorantes o pigmentos a las
tabletas o recubrimientos de grageas para identificacidn o para caracterizar
combinaciones diferentes de dosis de compuesto activo. Para este propésiio, se
pueden usar soluciones de aziicar concentrada, que opcionalmente pueden
contener goma arébiga, talco, polivinil pirrolidona, gel carbopol, polietilen glicol
y/o diéxido de titanio, soluciones de laca, y solventes orgénicos adecuados o
mezclas de solventes. Los colorantes o pigmentos pueden agregarse a las
tabletas o recubrimientos de grageas para identificacién o para caracterizar
diferentes combinaciones de dosis de compuestos activos. Estas formulaciones
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pueden elaborarse utilizando métodos conocidos en la técnica (ver por ejemplo
las patentes de los E.U.A. Nimeros 5,733,888 (composiciones inyectables);
5,726,181 (compuestos deficientemente solubles en agua); 5,707,641 (péptidos
o proteinas terapéuticamente activos); 5,667,809 (agentes lipofilicos); 5,576,012
(agentes poliméricos solubilizantes), 5,707,615 (formulaciones antivirales);
5,683,676 (medicamentos en particulas); 5,654,286 (formulaciones tdpicas);
5,688,529 (suspensiones orales); 5,445,829 (formulaciones de liberacion
prolongada); 5,653,987 (formulaciones liquidas); 5,641,515 (formulaciones de
liberacidn controlada) y 5,601,845 (formulaciones esferoidales); todas las cuales
estan incorporadas aqui para referencia en sus totalidades.

[0317]) Ademés se revelan aqul diversas composiciones
farmacéuticas bien conocidas en la técnica farmacéutica para usos que incluyen
suministro topico, intraocular, intranasal e intraauricular. Las formulaciones
farmacéuticas incluyen soluciones oftdlmicas acuosas de los compuestos
activos en forma soluble en agua tales como gotas para ojos, 0 en goma gelano
(Shedden et al., Clin. Ther., 23 (3): 440-50 (2001)) o hidrogeles (Mayer et al.,
Ophthalmoiogica, 210 (2): 101-3 (1998)); unglentos oftalmicos; suspensiones

oftdimicas tales como microparticulas, particulas poliméricas pequefias que

contienen farmaco que estan suspendidas en un medio portador liquido {(Joshi,
A. 1894 J Ocul Pharmacol 10: 29-45), formulaciones solubles en liquidos (Alm
et al., Prog. Clin. Biol, Res., 312: 447-58 (1989)), y microesféras (Mordenti,
Toxicol. Sci, 52(1): 101-6 (1999)); e insertos oculares. Todas estas
formulaciones farmacéuticas adecuadas usualmente y preferiblemente se
formulan para ser estériles, isotbnicas y amortiguadas para estabilidad y
comodidad. Las composiciones farmacéuticas también pueden incluir gotas y
atomizadores a menudo preparados para estimular en muchos aspectos las
secreciones nasales para asegurar el mantenimiento de accién ciliar normal.
Como se revela en Remington's Phammaceutical Sciences (Mack Publishing,
18ava. Edicién), que esta incorporada aqul para referencia en su totalidad, y es
bien conocido por los expertos en la técnica, ias formulaciones adecuadas son
més a menudo y de preferencia isotdnicas, ligeramente amortiguadas para
mantener un pH de 5.5 a 6.5, y mas a menudo y de preferencia incluyen
preservativos antimicrobianos y estabilizantes de farmaco adecuados. Las
formulaciones farmacéuticas para suministro intraauricular incluyen
suspensiones y unglentos para aplicacion tépica en el oldo. Solventes
comunes para estas formulaciones aurales incluyen glicerina y agua.
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[0318] Cuando se utilizan como un compuesto anti cancer, anti
inflamatorio o anti microbiano, por ejemplo, los compuestos de las Formulas |-
VO o composiciones que incluyen las Formulas |-Vl pueden administrarse ya
sea por rutas orales o no orales. Cuando se administran en forma oral, pueden
administrarse en foma de capsula, tabletas, granulo, atomizador, jarabe u
otras. Cuando se administran de manera no oral, pueden administrarse como
una suspension acuosa, una preparacion oleosa o similares o como un goteo,
supositorio, cataplasma, unglento o similares, cuando se administran por
inyeccién, en forma subcutidnea intraperitonial, intravenosa, intramuscular o
similares.

[0319] En una realizacion, el anti cancer, anti inflamatorio o anti
microblano puede mezclarse con sustancias adicionales para mejorar su
efectividad. En una realizacién, el anti microbiano se combina con un anti
microbiano adicional. En otra realizacién, el anti microbiano se combina con un
farmaco o medicamento que es (til para un paclente que toma anti microbianos.

[0320] Los compuestos pueden ser administrados 0 usados en
combinacién con tratamientos tales como quimioterapia, radiacion y terapias
biolégicas. En algunas realizaciones, los compuestos pueden ser
administrados o usados con un agente quimioterapéutico. Ejemplos de tales
quimioterapéuticos incluyen alcaloides, agentes alquilantes, antibiéticos,
antimetabolitos, enzimas, hormonas, compuestos de platino,
inmunoterapéuticos (anticuerpos, células T, epltopos), modificadores de la
respuesta bioldgica (BROS), y similares. Ejemplos incluyen, Vincristina,
Vinblastina, Vendesina, Paclitaxel (Taxol), Docetaxel, epipodofilotoxinas
inhibidoras de topoisomerasa (Etoposida (VP-16), Teniposida (VM-26)),
Campotecina, Mostasa de nitrégeno (ciclofosfamida), Nitrosodreas, Carmustina,
lomustina, dacarbazina, hidroximetiiamelamina, tiotepa y mitocicina C,
Dactinomicina (Actinomicina D), antibiéticos de antraciclina (Daunorubicina,
Daunomicina, Cerubidina), Doxorubicina (Adriamicina), Idarubicina {Idamicina),
Antracenodionas (Mitoxantrona), Bleomicina (Blenoxano), Plicamicina
(Mitramicina, Antifolatos (Metotrexato (Folex, Mexato)), antimetabolitos de
purina (6-mercaptopurina (6-MP, Purinatol) y 6-tioguanina (6-TG). Los dos
farmacos anticiAncer mayores en esta categoria son 6-mercaptopurina y 6-
tioguanina, Clorodeoxiadenosina y Pentostatina, Pentostatina (2'-
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deoxicoformicina), antagonistas de pirimidina, fluoropirimidinas (5-
fluoroacilo(Adrucilo), 5-fluorodeoxiuridina (FdUrd) (Floxuridina)), Citosina
Arabinosida (Citosar, ara-C), Fludarabina, L-ASPARAGINASA, Hidroxidrea,
glucocorticoides, antiestrégenos, tamoxifeno, antiandrdgenos no esteroidales,
flutamida, inhibidores de la aromatasa Antrosol{Arimidex), Cisplatino, 6-
Mercaptopurina y Tioguanina, Metotrexato, Citoxano, Citarabina, L-
Asparaginanas, Esterocides: Prednisona y Dexametasona. Ademas, se puede
usar inhibidores de la proteasoma tales como bortezomib en combinacién con
los compuestos presentes, por ejemplo. Ejemplos de biolégicos pueden incluir
agentes tales como anticuerpos TRAIL a TRAIL, integrinas tales como alfa-V-
beta-3 (aVP3) y/u otras citocinas/factores de crecimiento que estan involucrados
en la angiogénesis, VEGF, EGF, FGF y PDGF. En algunos aspectos, los
compuestos pueden ser conjugados con o eniregrados con un anticuerpo. Los
métodos de combinacién descritos anteriormente se pueden usar para tratar
una variedad de condiciones, incluyendo cancer y enfermedades neoplasticas,
inflamacién e infecciones microbianas.

Métodos de Administracion

[0321] En una realizacién altemativa, los compuestos quimicos
revelados y ias composiciones farmacéuticas reveladas se administran por un
método particular como un anti microbiano. Estos métodos incluyen, entre otros,
(a) administracién a través de rutas orales, cuya administracion incluye
administracion en formas de cépsula, tableta, granulo, atomizador, jarabe u
otras; (b) administracion a través de rutas no orales, cuya administracion incluye
la administracion como una suspensidn acuosa, una preparacién oleaosa o

similares, o como un goteo, supositorio, cataplasma, ungliento o similares; la

administracion mediante inyeccién, en forma subcutinea, intraperitonial,
intravenosa, intramuscular, intradérmica o similares; asi como (¢) administracién
tdpica; (d) administracién rectal o (e) administracién vaginal, como se considere
apropiado por los expertos en la técnica para llevar el compuesto de la presente
realizacién en contacto con tejido vivo; y (f) administraci5n mediante
formulaciones de liberacidn controlada, formulaciones de depésito y suministro
de bomba de infusion. Como ejemplos adicionales de estos modos de
administracién y como una revelacidn adicional de modos de administracién, se
revelan aqul diversos métodos para administracién de los compuestos quimicos
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revelados y las composiciones farmacéuticas que incluyen los modos de
administracion a través de rutas intraocular, intranasal e intraauricular.

[0322] La cantidad famacéuticaments efectiva de Ilas
composiciones que incluyen los compuestos descritos, incluyendo aquellos de
las Formulas 1-VI, requerida como una dosis, dependerd de la ruta de
administracién, el tipo de animal, incluyendo humano que se trata, y las
caracteristicas fisicas del animal especifico bajo consideracién. La dosis puede
ajustarse a la medida para lograr un efecio deseado, pero dependera de
factores tales como peso, dieta, medicacién concurrente y otros factores que los
expertos en las tdcnicas médicas reconoceran.

[0323] Al practicar los métodos de la realizacién, los productos o
composiciones pueden emplearse solos o en combinacién con otro, 0 en
combinacién con otros agentes terapéuticos o de diagnéstico. Estos productos
pueden utilizarse /n vivo, en forma ordinaria en un mamifero, de preferencia en
un humano, o in vitro. Al emplearlos in vivo, los productos o composiciones
pueden administrarse al mamifero en una variedad de formas, incluyendo en
forma parenteral, intravenosa, subcutdnea, intramuscular, coldnica, rectal,
vaginal, nasal o intraperitonial, empleando una variedad de formas de
dosificacién. Estos métodos también pueden aplicarse para probar actividad
quimica in vivo.

[0324] Como seré facllimente obvio para los expertos en la técnica,
la dosis Gtil in vivo a ser administrada y el modo de administracién particular
variardn dependiendo de la edad, peso y especie mamifera tratada, los
compuestos particulares empleados y el uso especifico para el cual se emplean
estos compuestos. La determinacién de niveles de dosis efectivos, esto es, los
niveles de dosis necesarios para lograr el resultado deseado, puede ser
realizada por el experto en la técnica utilizando métodos farmacolégicos
rutinarios. Tlpicamente, las aplicaciones clinicas en humanos de productos se
inician a niveles menores de dosis, con un nivel de dosis que aumentan hasta
que se logre el efecto deseado. En forma altemna, se pueden usar estudios in
vitro aceptables para establecer dosis utiles y rutap de administracién de las
composiciones identificadas por los presentes m‘étod.o.s utilizando métodos
farmacolégicos establecidos.
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[0325] En estudios en animales no humanos, fias aplicaciones de
productos potenciales inician a niveles de dosis superiores, con las dosis que
disminuyen hasta que el efecto deseado no se logre més o los efectos
secundarios adversos desaparecen. La dosis puede variar ampliamente,
dependiendo de los efectos deseados y la indicacién terapéutica. Tipicaments,
las dosis pueden estar entre aproximadamente 10 microgramos/kg y 100 mg/kg
de peso corporal, de preferencia entre aproximadamente 100 microgramos/kg y
10 mg/kg de peso corporal. En forma alterna, las dosis pueden basarse y
calcularse en el drea superficial del paciente, como lo entienden los expertos en
la técnica. La administracién es de preferencia oral en una base diaria 0 dos
veces al dia.

[0326] La formulacion exacta, ruta de administracidon y dosis
pueden ser elégida por el médico individual en vista de la condicién del
paciente. Ver por ejemplo Fingl et al., en The Phamacological Basis of
Therapeutics, 1975, que esta incorporada aqul para referencia en su totalidad.
Habrd de notarse que el médico tratante sabrd como y cuando termina,
interrumpir o ajustar la administracion debido a toxicidad o a disfunciones de
érganos. Por el contrario, el médico tratante también sabra ajustar el
tratamiento a niveles superiores si la respuesta clinica no fuera adecuada
(evitando la toxicidad). La magnitud de una dosis administrada en el manejo del
trastomo de interés, variara con la severidad de la condicién a ser tratada y la
ruta de administracién. La severidad de la condicion puede, por ejemplo,
evaluarse en parte, por métodos de evaluacibn de prondstico estandar.
Ademads, la dosis y probablemente la frecuencia en la dosis también variaran de
acuerdo con la edad, peso corporal y respuesta del paciente individual. Se
puede usar un programa comparable con el discutido anteriormente en
medicina veterinaria.

[0327] Dependiendo de las condiciones especificas que se tratan,
estos agentes pueden formularse y administrarse en forma sistémica o local.
Una variedad de técnicas para formulacion y administracion pueden
encontrarse en Remington's Phammaceutical Sciences, 18ava. Edicion, Mack
Publishing Co., Easton, PA (1990), que esta Incorporada aqul para referencia
en su fotalidad. Rutas de administracién convenientes pueden incluir
administracién oral, rectal, transdérmica, vaginal, transmucosal o intestinal;
suministro parenteral, incluyendo inyecciones intramusculares, subcutdneas,
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intramedulares, asl como inyecciones intratecales, intraventriculares directas,
intravenosas, intraperitoniales, intranasales o intraoculares.

[0328] Para inyeccion, los agentes de la realizacién pueden formularse
en soluciones acuosas, de preferencia en amortiguadores fisiolégicamente
compatibles tales como solucién de Hank, solucién de Ringer o amortiguador en
solucién salina fisiolégica. Para esta administracion transmucosal, se utillzan
penetrantes adecuados para la bamera a permear en la formulacion. Estos
penetrantes en general se conocen en la técnica. El uso de vehiculos
farmacéuticamente aceptables para formular los compuestos revelados aqul
para la practica de la realizacién en dosls adecuadas para administracién
sistdmica estA dentro del alcance de la realizacién. Con una seleccién
adecuada de vehiculo y una practica de fabricacion adecuada, las
composiciones reveladas aqul, en particular aquellas formuladas como
soluciones, pueden administrarse parenteraimente, tal como por inyeccién
intravenosa. Los compuestos pueden formularse facilmente utilizando vehiculos
farmacéuticamente aceptables bien conocidos en la técnica, en dosis
adecuadas para administracion oral. Estos vehiculos permiten que los
compuestos de la realizacién se formulen como tabletas, plldoras, capsulas,
liquidos, geles, jarabes, lechadas, suspensiones y similares, para ingestion oral
por un paciente a ser tratado.

[0328] Los agentes destinados para administrarse
intracelularmente pueden administrarse utilizando técnicas bien conocidas por
aquellos con destreza normal en la técnica. Por ejemplo, estos agentes pueden
ser encapsulados en llposomas, después administrados como se describid
anteriormente. Todas las moléculas presentes en una solucién acuosa al tiempo
de formacién de liposoma se incorporan en el interior acuoso. Los contenidos
liposomales estan protegidos del micro amblente externo y, debido a que los
lippsomas se fusionan con las membranas celulares, se suministran
eficientomente en el citoplasma celular. Adicionaimente, debido a su
hidrofobicidad, pequefias moléculas orgénicas pueden ser administradas
directamente en forma intracelular.

[0330] La determinacién de las cantidades efectivas esta bien
dentro de la capacidad de los expetos en la técnica, en especial a la luz de la
revelacion detallada proporcionada aqul. Ademéas de los ingredientes activos,
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estas composiciones farmacéuticas pueden contener  vehiculos
farmacéuticamente aceptables adecuados que comprenden excipientes y
auxiiares que facllitan el procesamiento de los compuestos activos en
preparaciones que pueden utilizarse farmacéuticaments. Las preparaciones
formuladas para administracion oral pueden estar en la forma de tabletas,
grageas, cépsulas o soluciones. Las composiciones farmacéuticas pueden
fabricarse en una forma que en sl @s conocida, por elemplo, mediante procesos
convencionales de mezclado, disolucién, granulacién, produccién de grageas,
levitaclén, emulsificacién, encapsulacién, atrapamiento o liofilizacion.

[0331] Los compuestos revelados aqui pueden evaluarse para
eficacia y toxicidad utilizando métodos conocidos. Por ejemplo, la toxicologia de
un compuesto particular o de un subconjunto de compuestos, que comparten
clertas mitades quimicas, puede establecerse al determinar la toxicidad in vitro
hacla una linea celular, tal como una mamifera, y de preferencia una linea
celular humana. Los resultados de estos estudios son a menudo predictivos de
toxicidad en animales, tales como mamiferos, 0 mas especificamente en
humanos. En forma altema, la toxicidad de compuestos particulares en un
modelo animal, tal como ratones, ratas, conejos, perros o monos, puede
determinarse utilizando métodos conocidos. La eficacia de un compuesto
particular puede establecerse utllizando varios métodos reconocidos en la
técnica, tales como métodos in vitro, modelos de animales o pruebas clinicas en
humanos. Los modelos /n vitro reconocidos en la técnica existen para casi toda
clase de condicién, incluyendo las condiciones disminuldas por los compuestos
revelados aqui, incluyendo céncer, enfermedad cardiovascular y diversas
disfunciones inmunes, y enfermedades infecciosas. Similarmente, pueden
emplearse modelos de animales aceptabl para establecer la eficacia de
quimicos para tratar dichas condiciones. Cuando se elige un modelo para
determinar la eficacia, la persona experta puede gularse por el estado de la
técnica para elegir un modelo apropiado, dosis y ruta de administracion y
régimen. Por supuesto, también pueden utilizarse pruebas clinicas en humanos
para determinar la eficacia de un compuesto en humanos.

[0332] Cuando se utilizan como un agente anti microbiano, anti
céncer o anti inflamatorio, los compuestos revelados aqul pueden administrarse
ya sea por rutas orales o no orales. Cuando se administran oralmente, pueden
administrarse en forma de cépsula, tableta, granulo, atomizador, jarabe u otra.
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Cuando se administran de manera no oral, pueden administrarse como una
suspensién acuosa, una preparacién oleosa o'si-milaras. 0 como un gotero
supositorio, cataplasma, unglenio o similares, cuando se administran por
inyeccién, en forma subcutinea, intraperitonial, intravenosa, intramuscular,
intradémmica, o similares. Las formulaciones de liberacién controlada,
formulaciones de depésito y suministro de bomba de infusién se contemplan
igualmente.

[0333] Las composiciones reveladas aqui en composiciones
farmacéuticas también pueden comprender un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Dichas composiciones pueden prapararse para aimacenamiento y

para administracién posterior. Vehiculos o diluyentes aceptables para uso

terapéutico son bien conocidos en la técnica farmacéutica y se describen por
ejemplo, en Remington's Pharmaceutical Sclences, Mack Publishing Co. (A. R.
Gennaro edit. 1985). Por ejemplo, estas oomposi&lone's pueden formularse y
emplearse como tabletas, cépsulas o soluciones para administracién oral;
supositorios para administracion rectal o vaginal; soluciones o suspensiones
estériles para administracion inyectable. Los inyectables pueden prepararse en
formas convencionales, ya sea como soluciones o suspensiones liquidas,
formas sdlidas adecuadas para solucién o suspensién en liquido antes de
inyeccidn o como emulsiones. Excipientes adecuados incluyen pero no estan
limitados a solucién salina, dextrosa, manitol, lactosa, lecitina, albGmina,
glutamato de sodio, clorhidrato de cisteina, y similares. Ademas, si se desea,
las composiciones farmacéuticas inyectables pueden contener cantidades

menores de sustancias auxiliares no téxicas tales como agentes humectantss,

agentes amortiguadores de pH y similares. Si se desea, pueden utilizarse
preparaciones que mejoran la absorcién (por ejemplo liposomas).

[0334] La cantidad farmacéuticamente efectiva de la composicifén
requerida como una dosis dependeré de la ruta de administracion, el tipo de
animal a fratar, y las caracteristicas fisicas del animal especifico bajo
consideracion. La dosis puede ajustarse a la medida para lograr un efecto
deseado, pero dependerd de factores tales como peso, dieta, medicacién
concurrente y otros factores que los expertos en las técnicas médicas
reconoceran.
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[0335] Los productos o composiciones de la realizacion, como se
describié anteriormente, pueden ser empleados solos o en combinacién con
otro, 0 en combinacién con otros agentes terapéuticos o de diagnéstico. Estos
productos pueden utilizarse in vivo o in vitro. Las dosls (tiles y los modos de
administracién més Utiles variardn dependiendo de la edad, peso y animal
tratado, los compuestos particulares empleados y el uso especifico para el cual
se emplea esta composicion o composiciones. La magnitud de una dosis en el
tratamiento © manejo de un trastomo particular variara con la severidad de la
condicién a ser tratada y la ruta de administracién, y dependiendo de Ila
condicidn de la enfermedad y su severidad, las composiciones pueden
formularse y administrarse ya sea en forma sistémica o local. Una variedad de
técnicas para formulacién y administracién puaden encontrarse en Remington's
Pharmaceutical Sciences, 18thed., Mack Publishing Co., Easton, PA(1980).

[0336] Para formular los compuestos de las Formulas |-Vl como un
agente anti microbiano, anti cancer o anti inflamatorio, 8e pueden emplear
agentes activos de superficle, exiplentes, agentes suavisantes, agentes de
suspension y sustancias formadoras de pelicula farmacéuticamente aceptables
y auxiliares de recubrimiento y similares conocidos. De preferencia pueden
emplearse alcoholes, ésteres, alcoholes aliféticos sulfatados y similares como
agentes activos de superficie; sacarosa, glucosa, lactosa, almidén, celulosa
cristalizada, manitol, silicato anhidro ligero, aluminato de magnesio, metasilicato
de magnesio, silicato de aluminio sintético, carbonato de calcio, carbonato acido
de sodio, hidrégena fosfato de calcio, carboximetil celulosa de calcio y similares,
pueden emplearse como excipientes; esterato de magnesio, talco, aceite
endurecido y similares, pueden emplearse como agentes suavizantes; aceite de
coco, aceite de oliva, aceite de ajonjoll, aceite de cacahuate, aceite de soya,
como agentes de suspensién o lubricantes; acetato ftalato de celulosa como un
derivado de un carbohidrato tal como celulosa o aziicar, o copolimeros de metil
acetato-metacrilato como un derivado de polivinilo, pueden emplearse como
agentes de suspension; y plastificantes tales como éster ftalatos y similares,
pueden ser utilizados como agentes de suspension: Ademés de los ingredientes
preferidos anteriores, se pueden agregar endulzantes, fraganclas, colorantes,
preservativos y similares a la formulacibn administrada del compuesto
producido por el método de la realizacién, particularmente cuando el compuesto
se va a administrar oralmente.
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[0337] Los compuestos y composiciones pueden ser
administrados oralmente y no oraimente a un paciente humano en la cantidad
de aproximadamente de 0.001 mg/kg/dia a aproximadamente 10,000 mg/kg/dfa
ol ingrediente activo, y méas preferiblemente de aproximadamente 0.1 mg/kg/dia
a aproximadamente 100 mg/kg/dla del ingrediente activo, de preferencia, una
vez al dla o menos preferible, de mas de dos a aproximadamente 10 veces al
dia. En forma altema y también de preferencia, el compuesto producido por el
método de la realizacién puede administrarse de preferencia en las cantidades
establecidas continuamente, por ejemplo, por goteo intravenoso. Asl, para el
ejemplo de un paciente que pesa 70 kg, la dosis diaria preferida del ingrediente
activo o anti-infeccioso - serla de aproximadamente 0.07 mg/dla a
aproximadamente 700 gm/dia, y méas preferible de 7 mg/dia a aproximadamente
7 gramos/dia. Sin embargo, como lo comprenderén los expertos en la técnica,
en ciertas situaciones pueda ser necesario el administrar el compuesto anti-
céancer, anti-inflamatorio o anti-infeccioso de la realizacién en cantidades que
exceden, o incluso exceden bastante el rango de dosis preferido anteriormente
establecido para tratar en forma efectiva y agresiva canceres o infecciones
particulammente avanzadas.

[0338] En el caso de utilizar el anti-cancer, anti-inflamatorio o anti-
microbiano producido por los métodos de la realizacién como un reactivo de
prueba bioguimico, el compuesto producido por los métodos de la realizacién
inhibe el avance de la enfermedad cuando se disuelve en un solvente organico
o solvente organico hidratado, y se aplica directamente a cualquiera de diversos
sistemas de células cultivadas. Solventes organicos utilizables incluyen por
ejemplo, metanol, metilsulfoxido y similares. La formulacién puede, por ejemplo,
ser un polvo, granular u otro inhibidor sélido, o0 un inhibidor liquido preparado
utilizando un solvente orgénico o un solventa organico hidroso. Mientras que
una concentracién preferida del compuesto producido por el método de la
realizaclén para uso como un compuesto anti-microbiano, anti-cdncer o anti-
tumor, estA generalmente en el rango de aproximadamente 1 a
aproximadamente 100 ug/ml, la cantidad de uso més apropiada varia
dependiendo del tipo de sistema de células cultivadas y a propésito de uso,
como lo apreciaran los de conocimiento ordinario en la técnica. También, en
ciertas aplicaciones, puede ser necesario o preferidlo por personas con
conocimiento ordinario en la técnica, utilizar una cantidad fuera del rango
anterior.
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[0339] En una realizacién, el método para usar un compuesto
como un anti-microbiano, anti-cancer o anti-inflamatorio, involucra administrar
una cantidad efectiva de cualquiera de los compuestos de las Formulas |-Vl o
composiciones de aquellos compuestos. En una realizacidon, el método
involucra administrar el compuesto representado por la Formula Il a un paclente
que requiere un anti-microbiano, hasta que la necesidad se reduzca
efectivamente o méas preferiblemente se remueva.

[0340] Como lo entenderan los expertos en la técnica, "necesidad"
no es un término absoluto y simplemente implica que el paciente puede
beneficiarse del tratamiento del anti-microbiano, el anti-cdncer, o el anti-
inflamatorio en uso. Por "paciente” se entiende que es un organismo que puede
beneficiarse por el uso de un agente anti-microbiano, anti-cancer o anti-
inflamatorio. Por ejemplo, cualquier organismo con B. anthracis, Plasmodium,
Leishmania, Trypanosoma, y similares, puede beneficiarse por la aplicacién de
un anti-microbiano que puede a su vez reducir la cantidad de microbios
presentas en el paciente. Como otro ejemplo, cualquier organismo con cancer,
tal como, un carcinoma coloractal, un carcinoma de prostata, un
adenocarcinoma de seno, un carcinoma pulmonar de células no pequefias, un
carcinoma de ovario, mielomas miiltiples, melanoma y similares, puede
beneficiarse de la aplicacion de un agente anti-cancer que puede a su vez
reducir la cantidad de céncer presente en el paclente. Ademés, cualquler
or'ganismo con unas condiciones inflamatorias, tales como, artritis reumatoide,
asma, esclerosis mdltiple, soriasis, apoplejla, dafio por reperfusion, infarto al

miocardio, y similares, puede beneficiarse de la aplicacibn de un anti
inflamatorio que puede a su vez reducir la cantidad de células asociadas con la’

respuesta inflamatoria presentes en el paciente. En una realizacién, la salud del
paciente puede no requerir que se administre un anti-microbiano, anti-cancer, o
antl-inflamatorio, sin embargo, el paciente atin puede obtener algin beneficio
por la reduccion del nivel de microbios, células de céncer, o células
inflamatorias presentes en el paciente, y de asta manera estar en necesidad. En
una realizacién, el agente anti-microbiano o anti-céncer es efectivo contra un
tipo de microbio o céncer, pero no contra otros tipos; permitiendo de esta
manera un alto grado de selectividad en el tratamiento del paciente. En otras
realizaciones, el antlinflamatorio puede ser efectivo contra condiciones
inflamatorias caracterizadas por diferentes células asociadas con la inflamacién.
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Al seleocidnar dicho agente anti-microbiano, anti-cancer o anti-inflamatorio, el
método y los resultados revelados en los Ejemplos pueden ser Utiles. En una
realizacién altemna, el anti-microbiano puede ser efectivo contra un amplio
espectro de microbios, de preferencia un amplio espectro de bacterias extrafias
y mas preferiblemente nocivas para el organismo huésped. En realizaciones, el
agente anti-cncer y/o anti-inflamatorio pueds ser efectivo contra un amplio
espectro de canceres y condiciones/células/substancias inflamatorias. Todavia
en otra realizacion, el anti-microbiano es efectivo contra todo los microbios, adn
aquellos nativos para e! huésped. Ejemplos de microbios que podran ser
objetivos de agentes antl-microbianos, incluyen, pero no estéan limitados a B.
anthracis, Plasmodium, Leishmania, Trypanosoma, Yy similares. En
realizaciones adiconales, el agente anti-cancer es efectivo contra un amplio
espectro de cénceres o todos los canceres. Ejemplos de canceres, contra los
cuales los compuestos pueden ser efectivos, incluyen un carcinoma colorectal,
un carcinoma de préstata, un adenocarcinoma de seno, un carcinoma pulmonar
de células no pequefias, un carcinoma de ovario, mielomas multiples,
melanoma y similares. Las condiciones inflamatorias ejemplares contra las
cuales los agentes son efactivos incluyen artritis reumatolde, asma, esclerosis
multiple, soriasis, apoplejla, infarto al miocardio, y similares.

[0341] "Cantidad terapeiticamente efectiva”, “cantidad
farmacéuticamente efectiva”, o términos similares, significan esa cantidad de
farmaco o agente farmacéutico que producird una respuesta biolégica o médica
de una célula, tejido, sistema, animal, o humano que se busca. En una
realizaciéon preferida, la respuesta médica que buscada por un investigador,
veterinario, médico, u otro clinico.

[0342] "Anti-microbiano” se refiere a un compuesto que reduce la
probabilidad de supervivencia de microbios, o bloquea o alivia los efectos
nocivos del microbio. En una realizacién se determina la probabilidad de
supervivencia en una funclén del microbio individual; de esta manera, el anti-
microbiano aumentara la posibilidad de que un microbio individual muera. En
una realizacion se determina la probabilidad de supervivencia como una funcién
de una poblacién de microbios; de esta manera, el anti-microbiano aumentara
las posibilidades de que haya una disminucién en la poblacion de microbios. En
una realizacién, anti-microbiano significa antibiético u otro término similar. Estos
anti-microbianos son capaces de bloquear los efectos nocivos, destruir o
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suprimir el crecimiento o reproduccion de microorganismos, tales como
bacterias. Por ejemplo, estos anti- bacterianos y otros anti-microbianos se
describen en Antibiotics, Chemotherapeutics and Antibacterial Agents for
Disease Control (M. Grayson, editor, 1982), y E. Gale et al., The Molecular
Basis of Antibiotic Action 2d edicion (1881). En otra realizacion, un anti-
microbiano no cambiard la probabilidad de supervivencia, pero cambiara las
posibilidades de que los microbios sean nocivos al huésped de alguna forma.
Por ejemplo, si el microbio secreta una sustancia que es nociva para el
huésped, el anti-microbiano puede actuar sobre el microbio para detener la
secrecion o puede contraatacar o bloquear el efecto nocivo. En una realizacién,
un anti-microbiano, aunque aumenta la probabilidad que el(los) microbios
mueran, €8 nociva en forma minima a las células no microbianas circundantes.
En una realizacién altema, no es importante que tan nocivo es el anti-
microbiano a las células circundantes no microbianas, siempre que reduzcan la
probabilidad de supervivencia del microbio.

[0343] "Agente anticadncer” se refiere a un compuesto o
composicion que incluye el compuesto que reduce la probabilidad de
supervivencla de una célula de cancer. En una realizacion se determina la
probabilidad de supervivencia como una funcién de una célula de cancer
individual; de esta manera, el agente antl-cincer aumentara la probabilidad que
una célula de cancer individual muera. En una realizacion, la probabilidad de
supervivencia se determina como una funcién de una poblacién de células de
cancer; de esta manera, el agente anti-cancer aumentara las posibilidades de
que haya una disminucidn en la poblacion de células de cancer. En una
realizacién, el agente anti-cAncer significa agente quimioterapéutico u otro
término similar.

[0344] Un "agente quimioterapéutico” es un compuesto quimico
atil en el tratamiento de una enfermedad neoplésica, tal como céancer. Ejemplos
de agentes quimioterapéuticos incluyen agentes alquilantes, tales como
mostaza de nitrdgeno, una etilenimina y una metiimelamina, un sulfonato de
alquilo, una nitrosolirea, y un triazeno, antagonistas de acido félico,
antimetabolitos del metabolismo de acido nucleico, antibiéticos, anélogos de
pirimidina, S-fluorouracilo, cisplatina, nucleosidos de purina, aminas, amino
écidos, nucleosidos de triazol, corticoesteroides, un producto natural tal como
un vinca alcaloide, una epipodofilotoxina, un antibiético, una enzima, un taxano,
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y un modificador de la respuesta biolégica o anticuerpos a los modificadores de
la respuesta biolégica u otros agentes, agentes misceldneos tales como
complejo de coordinacién de platino, una antracenodiona, una antraciclina, una
urea substituida, un derivado de metil hidrazina, o un supresor adrenocortical; o
una hormona, o un antagonista tal como un adrenocorticosteroide, una
progestina, un estrégeno, un anti estrégeno, un andrégeno, un anti andrégeno,
© un anélogo de hormona de liberacién de gonadotropina. Ejemplos especificos
incluyen Adriamicina, Doxorubicina, 5-Fluorouracilo, Citosina arabinosida ("Ara-
C"), Ciclofosfamida, Tiotepa, Busulfano, Citoxina, Taxol, Toxotero, Metotrexato,
Cisplatino, Melfalan, Vinblastina, Bllomicina, Etoposida, |posfamida, Mitomicina
C, Mitoxantrona, Vincristina, Vinorelbina, Carboplatino, Teniposida,
Daunomicina, Camminomicina, Aminopterina, Dactinomicina, Mitomicinas,
Esperamicinas, Melfalan, y otras mostazas de nitrégeno relacionadas. También
se incluyen en esta definicién, agentes hormonales que actlan para regular o ]
inhibir la accién hormonal en tumores, tales como tamoxifeno y onapristona.

[0345] El agente anti-cancer puede actuar directamente sobre una
célula de cancer para exterminar las células, inducir la muerte de la célula para
evitar la divisién de la célula y similares. En forma alterna, el agente anti-cancer
puede actuar indirectamente sobre la célula de cancer al limitar el suministro de
nutrientes o sangre a la célula, por ejemplc. Estos agentes anti-cancer son
capaces de destruir o suprimir el crecimiento o reproduccién de células de
cancer, tal como un carcinoma colorectal, un carcinoma de préstata, un
adenocarcinoma de seno, un carcinoma pulmonar de células no pequefias, un
carcinoma de ovario, mielomas mdiltiples, y melanoma y similares.

[0348] Una "enfermedad neoplasica® o un "neoplasma” se refiere a
una célula o poblacién de células que incluyen un tumor o tejido (incluyendo
suspensiones celulares tales como médula ¢sea y fluidos tales como sangre o
suero), que exhiben crecimiento anormal por proliferacion celular mayor que el
tejido normal. Los neoplasmas pueden ser benignos o malignos.

[0347] Una “condicién inflamatoria® incluye, por ejemplo,
condiciones tales como isquemla, choque séptico, enfermedades autoinmunes,
artritis reumatoide, enfermedad inflamatoria del intestino, lupus sistémico
heritomatoso, esclerosls maditiple, asma, osteoarlritis, osteoporosis,
enfermedades fibréticas, dermatosis incluyendo soriasis, dermatitis atdpica y
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dafio a la piel inducido por radiacién ultravioleta (UV), artritis soriasica,
espondilitis alquilosate, rechazo de tejidos y érganos, enfermedad de Alzheimer,
apoplejla, arteroesclerosis, retenosis, diabetes, glomerulonefritis, céncer,
enfermedad de Hodgkins, caquexia, inflamacién asociada con infeccion y
ciertas infecciones virales, incluyendo sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA), sindrome de tension respiratoria en adulto y ataxia Telangiestasia.

[0348] En una realizacién, un compuesto descrito, de preferencla
un compuesto que tiene las Formulas I-VI, incluyendo aquellos descritos aquf,
se considera un anti-microbiano, anti-cancer, o anti-inflamatorio efectivo si el
compuesto puede influenciar el 10% de los microbios, células de cancer, o
células inflamatorias, por ejemplo. En una realizacién méas preferida, el
compuesto efectivo efectivo si puede influenciar 10 a 50% los microbios,
células de céncer, o células inflamatorias. En una realizacion ain més
preferida, el compuesto es efectivo si puede influenciar 50-80% de los
microbios, células de cancer, o células inflamatorias. En una realizacién adn
més preferida, el compuesto es efectivo si puede influenciar 80-95% de los
microbios, células de cancer, o células inflamatorias. Todavia en una realizacién
aln mas preferida, el compuesto es efectivo si puede influenciar 95-99% de los
microbios, células de céncer, o células inflamatorias. "Influencia® se define por
el mecanismo de accién para cada compuesto. De esta manera, por ejemplo, si
un compuesto evita la reproduccién de microbios, entonces la influencla es una
medida de prevenir de la reproduccién. Iguaimente, si un compuesto destruye
microbios, entonces la influencia es una medida de la muerte microbiana.
También, por ejemplo, si un compuesto evita la division de células de cancer,
entonces la influencia es una medida de prevencién de divisién de células de
céncer. Ademas, por ejemplo, si un compuesto evita la proliferacién de células
inflamatorias, entonces la influencia es una medida de prevencion de
proliferacion de células Inflamatorias. No todos los mecanismos de accion
requleren estar al mismo porcentaje de efectividad. En una realizacion altema,
una efectividad de bajo porcentaje puede ser conveniente si el grado menor de
efectividad de bajo porcentaje puede ser conveniente si el grado menor de
efectividad estd desplazado por otros factores tales como la especificidad del
compuesto, por ejemplo. De esta manera, el compuesto que es sblo 10%
efectivo, por ejemplo, pero exhibe pocos efectos secundarios a manera de
nocivos para el huéspad, o microbios o células no nocivos, puede adn
considerarse efectivo.
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[0349] En una realizacién, los compuestos aqul descritos se
administran simplemente para remover microbios, células de .cancer o células
inflamatorias, y no requieren administrarse a un paciente. Por ejemplo, en
situaciones en donde los microbios pueden presentar un problema, tal como en
productos alimenticios, los compuestos aqul descritos pueden administrarse
directamente a los productos para reducir el riesgo de microbios en los
productos. En forma alterna, los compuestos pueden utilizarse para reducir el
nivel de microbios presentes en el ambiente circundante tal como en superficies
de trabajo. Como otro ejemplo, los compuestos pueden administrarse ex vivo a
una muestra celular, tal como una médula 6sea o trasplante de célula troncal
para asegurar que sdlo células no cancerosas se introduzcan al recipiente.
Después que los compuestos se administran, pueden ser retirados
opcionalmente. Esto puede ser particularmente conveniente en situaciones en
donde las superficies de trabajo o productcs alimenticios pueden entrar en
contacto con otras superficies u organismos que pueden amiesgarse a ser
daflados por los compuestos. En una realizacién altena, los compuestos
pueden dejarse en los productos alimenticios o en las superficies de trabajo
para permitir mayor proteccién. Que esto sea o no una opcién dependera de las
necesidades relativas de la situacién y los riesgos asociados con el compuesto,
que en parte pueden determinase como se describe en los siguientes EJemplos.

[0350] Los sigulentes ejemplos no limitantes pretenden describir
las realizaciones preferidas de los métodos. Las variaclones en los detalles de
los métodos particulares empleados y las composiciones quimicas precisas
obtenidas sin duda serén apreciadas por los expertos en la técnica.

EJEMPLOS
Ejlemplo 1

Fermentacién del Com de Partida ll-16 y | m de Formulas |-
7, 1117, 11-20, v 11-24C_ 11-26 v I1-28 usando | a CNB476

[0351] La cepa CNB478 se cultivd en un frasco de 500 ml que
contiene 100 mi de medio vegetativo que consiste en los siguientes por litro de
agua desionizada: glucosa, 4 g; Bacto triptona, 3 g; Bacto casitona, 5 g; y sal de
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mar sintética (Instant Ocean, Aquarium Systems), 30 g. El primer cultivo de
siembra se incubd a 28 grados C por tres dias en un agitador rotatorio que
opera a 250 rpm. Cinco ml del primer cultivo de siembra se inoculé en tres
frascos de 500 ml que contienen 100 m! de medio vegetativo. Los segundos
cultivos de siembra se incubaron a 28 grados C y 250 rpm en un agitador
rotatorio por dos dias. Cinco ml cada uno del segundo cultivo de siembra, se
inocularon en treinta y cinco frascos de 500 mi que contienen 100 ml de medio
vegetativo. Los terceros cultivos de siembra se incubaron a 28 grados y 250
rpm en un agitador rotatorio por dos dias. Cinco mi cada uno del tercer cultivo
de siembra se inocularon en 400 frascos de 500 ml que contienen 100 mil de
Medio de Produccidn A que consisten de lo siguiente por litro de agua
desionizada: almidén, 10 g; extracto de levadura, 4 g; Hy- Soy, 4 g; sulfato
férrico, 40 mg; bromuro de potasio, 100 mg; carbonato de calcio, 1 g; y sal de
mar sintética (Instant Ocean, Aquarium Systems), 30 g. Los cultivos de
produccion se incubaron a 28 grados C y 250 rpm en agitadores rotatorios por
un dia. Aproximadamente dos a tres gramos de resina Amberlite XAD-7 estéril
se agregaron a los cultivos de produccién. Los cultivos de produccién se
incubaron adicionalmente a 28 grados C y 250 rpm en agitadores rotatorios por
5 dias y alcanzaron un titulo del Compuesto 11-18 a aproximadamente 200 mg/L.
El caldo de cultivo se filtrd a través de estopa para recuperar la resina
Amberlite XAD-7. La resina se extrajo 2 veces con 6 litros de-acetato de etllo
seguido por 1 vez de 1.5 litros de acetato de etilo. Los exiractos combinados se
secaron al vaclo. E! extracto seco fue entonces procesado para la recuperacion
del Compuesto 11-16 y los compuestos de Formulas 11-7, 11-20, 11-24C, 11-26 y lI-
28.

Elemplo 2
Fermentacién del Compuesto de partida 11-16 v los compuestos de Formulas

I-7, 11-17, 11-20, y 1-24C, 11-26 vy 11-28 usando |la cepa NPS21184

[0352] La cepa NPS21184 se cultivd en un frasco de 500 ml que
contiene 100 ml de medio vegetativo que consiste en los siguientes por litro de
agua desionizada: glucosa, 8 g; extracto de levadura, 6g; Hy-Soy, 6g; y sal de
mar sintética (Instant Ocean, Aquarium Systems), 30 g. El primer cultivo de
siembra se incubd a 28 grados C por fres dias en un agitador rotatorio que
opera a 250 rpm. Cinco ml del primer cultivo de siembra se inocularon en un
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frasco de 500 ml que contienen 100 ml de medio vegetativo. Los segundos
cultivos de siembra se Incubaron a 28 grados C y 250 rpm en un agitador
rotatorio por dos dias. Cinco mil del segundo cultivo de siembra se inocularon
un frasco de 500 ml que contiene 100 ml de medio vegetativo. Los terceros
cultivos de siembra se incubaron a 28 grados y 250 rpm en un agitador rotatorio
por dos dias. Cinco ml cada uno del tercer cultivo de siembra se inocularon en
un frasco de 500 ml que contiene 100 ml de Medio de Produccién B que
consisten de lo sigulente por litro de agua desionizada: almidén, 20 g; extracto
de levadura, 4 g; Hy- Soy, 8 g; sulfato fémico, 40 mg; bromuro de potasio, 100
mg; carbonato de calcio, 1 g; y sal de mar sintética (Instant Ocean, Aquarium
Systems), 30 g. Los cultivos de produccién se incubaron a 28 grados C y 250
rpm en agitadores rotatorios por 1 dia. Aproximadamente 2 a 3 gramos de
resina Amberlite XAD-7 estéril se agregaron al cultivo de produccién. El cultivo
de produccién se incubd adicionalmente a 28 grados C y 250 rpm en agitador
rotatorio por 4 dias y alcanzé un titulo de 350400 mg/L. para el Compuesto |I-
16,

[0353] Altemativamente, la produccién de los compuestos se
puede lograr en un sistema de fermentador de 42 L usando la cepa NPS21184.
La cepa NPS21184 se cultivdé en un frasco de 500 ml que contiene 100 mi de
medio vegetativo que consiste de lo siguiente por litro de agua desionizada:
glucosa, 8 g; extracto de levadura, 6 g; Hy-Soy, 6 g; y sal de mar sintética
(Instant Ocean, Aquarium Systems), 30 g. El primer cultivo de siembra se
incubd a 28 grados C por 3 dlas en un agitador rotatorio que opera a 250 rpm.
Cinco mi del primer cultivo de siembra se inocularon en un frasco de 500 mi que
contiene 100 ml de medio vegetativo. Los segundos cultivos de siembra se
incubaron a 28 grados C y 250 rpm en un agitador rotatorio por 2 dias. Veinte
ml de cada uno del segundo cultivo de siembra se inocularon en un frasco de
2.8 L Fernabach que contiene 400 ml de medio vegetativo. Los terceros cultivos
de siembra se incubaron a 28 grados y 250 rpm en un agitador rotatorio por 2
dias. 1.2 L del tercer cultivo de siembra se inocularon en un fermentador de 42
L que contiene 26L de Medio de Produccién A. También se puede usar Medio
de Produccion B y Medio de Produccion C, con la siguiente composicién. El
Medio de Produccién consiste de lo siguiente por litro de agua deslonizada:
almidén, 15 g; extracto de levadura, 6 g; Hy- Soy, 6 g; sulfato fémico, 40 mg;
bromuro de potasio, 100 mg; carbonato de calcio, 1 g; y sal de mar sintética
(Instant Ocean, Aquarium Systems), 30 g. Los cultivos del fermentador se
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operaron a los siguientes parametros: temperatura, 28 grados C; agitacion, 200
rpm; aereacién, 13 L/min y contra presién, 4.5 psi (3,1 x 10° Pa); A las 36 a 44
horas del ciclo de produccién, se agregaron aproximadamente 600 gramos de
la resina estéril XAD-7 al cultivo del fermentador. La cultivo de produccion fue
incubado adicionalmente en los pardmetros de operacion anteriores hasta el dla
4 del ciclo de produccién. La velocidad de aireacion se disminuyd a 8 L/min.
En el dia § del cicio de produccién el cultivo del fermentador alcanzd un titulo de
aproximadamente 300 mg/L. para el Compuesto [I-16. El caldo de cultivo se
filtré a través de estopa para recuperar la resina Amberiite XAD-7. La resina se
extrajo 2 veces con 4.5 litros de acetato de elilo. Los extractos combinados se
secaron al vaclo. El extracto seco fue entonces procesado para la recuperacion
del Compuesto 1I-16 y los compuestos de Formulas 1I-7, 11-20, 11-24C, 11-26 y lI-
28.

Ejemplo 3
rificacién de | m Partida 11-16 y los Compuestos de las

Formulas 11-20, 11-24C, 11-26 vy 11-28.

3A: _ Purificacidn de !1-16, 11-20, 11-24C. I- I1-2

[0354] El compuesto puros Il-16, y los compuestos de Formulas
11-20, 11-24C, 11-26 y 11-28 se obtuvieron por cromatografia instantanea seguida
por HPLC. Ocho gramos de extracto crudo que contienen 3.8 gramos de
compuesto |I-168 y menores cantidades 11-20, 11-24C, 11-26 y 11-28, se procesaron
mediante cromatografia instantanea utilizando el sistema Biotage Flash 40i y el
cartucho Flash 40M (KP-Sll Sllice, 32-63 um, 90 gramos). La cromatografia
instantdnea se desarrollé mediante el siguients gradiente en etapas:

1. Hexano (1L)

2. 10% de acetato de etilo en hexano (1 L)

3. 20% de acetato de etilo en hexano, primera elucién (1 L)
4. 20% de acetato de etilo en hexano, segunda elucién (1 L)
5. 20% de acetato de etilo en hexano, tercera elucién (1 L)
6. 25% de acetato de etilo en hexano (1 L)

7. 50% de acetato de etilo en hexano (1 L)

8. Acetato de etilo (1 L)

2
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[0355] Fracciones que contienen el Compuesto 1I-168 mayor o igual
a 70% de pureza UV por HPLC fueron recolectadas y se sometieron a
purificacién por HPLC, como se describe a continuacién, para obtener El
Compuesto I11-16, junto con [I-20 y 11-24C, cada uno como compuestos puros.

Columna Phenomenex Luna 10u Silice
Dimensiones 25cm X 21.2 mm Bl

Velocidad de flujo 25 ml/min

Deteccién ELSD

Solvente Gradiente de EtOAc al 24%/hexano

por 19 min, EtOAc al 24%/hexano a
EtOAc al 100% en 1 min, después
EtOAc al 100% por 4 min.

[03586] La fraccion enriquecida en el Compuesto 1I-16 (descrito
anteriormente; ~70% puro respecto al Compuesto 11-16) se disolvié en acetona
(60 mg/mi). Alicuotas (950 ul) de esta solucion se Inyectaron en una columna de
HPLC de fase nomal utilizando las condiciones descritas anteriormente. El
compuesto [I-16 eluyd tipicamente después de 14 minutos y los compuestos |I-
24C y 11-26 se co-eluyeron como un solo pico a 11. Cuando se procesaron
muestras base que contienen los compuestos 11-27, 11-20 y 11-28, el Compuesto
[1-17 eluyd a los 22 minutos, mientras que 11-20 y 11-28 se co-eluyeron a los 23
minutos durante el lavado con acetato de etilo al 100%. Las fracciones que
contienen el Compuesto 1I-16 y anélogos menores fueron recolectados con
base en la composicidn de los compuestos presentes, y se evaporaron bajo
presién reducida en un evaporador rotarotio. Este proceso produjo el
Compuesto |I-16 puro, asl como fracciones separadas de los compuestos 1-20,
II-24C, 11-26 y I1-28, que se purificaron adicionalmente como se describe a
continuacion.

[0357] La muestra que contiene 11-24C y 1I-26 generados a partir
del proceso anterior descrito, se separaron adicionaimente usando HPLC
preparativa de fase reversa como sigue. La muestra (7Omg) se disolvid en
acetonitrilo a una concentracién de 10mg/ml y 500 pl se cargaron en una
columna HPLC con dimensiones 21 mm de d.i. por 15 cm de longitud que
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contiene el soporte Eclipse XDB-C18. El gradiente de solvente aumentd
linealmente del 15% de acetonitriio/85% de agua al 100% de acsetonitrilo
durante 23 minutos a una velocidad de flujo de 14.5 ml/min. La composicién de
solvente se mantuvo al 100% de acetonitrilo por 3 minutos antes de regresar a
la mezcla solvente de partida. El compuesto 11-26 eluyd a 17.5 minutos mientras
que el compuesto 11-24C eluyd a 19 minutos bajo estas condiciones.

[0358] El 11-26 cristalono se obtuvo usando un método de difusién
de vapor. El Compuesto 11-26 (15 mg) se disolvié en 100 pl de acetona en un
vial de HPLC de fondo v. Este vial fuen entonces colocado dentro de un
recipiente méas grande taponado ajustadamente que contiene 1 ml de pentano.
Se observaron cristales adecuadoas para experimentos de cristalografia de
Rayos X a lo largo de los lados y el fondo del vial interno después de 48 horas
de incubacién a 4°C. Los datos de cristalografia fueron recolectados en un
difractémetro de Rayos X Brucker SMART APEX CCD (F(000)=2656. radiacién
Moka, A = 0.71073, A3, 1 = 0.264 mm™, T = 100K) en la Instalacién de
Cristalografla UCSD y el método de refinamiento usado fue de cuadrados de
total-Gltima matriz sobre F2. Datos del cristal NPI-2065; C1sH2CINO,, PM =
313.77, tetragonal, grupo de espacio P4(1)2(1)2, a = b = 11.4801(3) A, ¢ =
46.444(2) A, o = p = vy = 90°, vol = 6131.6(3) A, Z = 16, peac= 1.360 g cm>,
tamafio del cristal, 0.30 x 0.15 x 0.07 mm®, rango 6, 1.75-26.00°, 35367
reflexiones recolectadas, 6025 reflexiones independientes (Rin=0.0480), Indices
R finales (I>20(l)): Ry = 0.0368, wRz = 0.0794, GOF = 1.060.

[0358] Con el fin de separar 1I-28 de 11-200, se empleé un método
isocrético de fase reversa. La muestra (89.2 g) que contiene ambos
compuestos se disolvié en acetonitrilo a una concentracién de 10 mg/ml, y 500
ul se cargaron en una columna HPLC de fase reversa (ACE 5u C18-HL, 15 cm
X 21 mm DI) por inyeccion. Se usé un sistema de solvents isocratico de 27 %
de acetonitrilo/63% de agua a una velocidad de flujo de 14.5 mi/min para
separar los compuestos 11-28 y [1-20, que se eluyd después de 14 y 16 minutos,
respectivamente. Las fracciones que contienen los compuestos de interés
fueron evaporadas inmediatamente bajo presion reducida a temperatura
ambiente en un evaporador rotatorio. Las muestras fueron entonces cargadas
en una columna pequefia de sllice y se eluyeron con 10 ml de hexano al
70%/acetona al 30% para remover las impurezas adicionales.

\BY
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[0360] Las muestras generadas del método de HPLC preparativa
de fase normal anterior, que contenian ll-20 pero estaban libres de 1-28
también se pudieron ftrituras con 100% de EtOAc para remover impurezas
lipofilicas menores.

[0361] Compuesto de Partida 11-16: UV (Acetonitrilo/H20) Amax 225
(sh) nm. Masa de baja resolucion: m/z 314 (M+H), 336 (M+Na).

[0362] Compuesto la Formula 11-20: UV(Acetonitrilo/Hz0) Amex 225
(sh)nm. Masa de baja resolucién: m/z 266 (M+H). HRMS (ESI), m/z 268.1396
(M+H), Acac = 1.2 ppm. FIG 18 describe el espectro de RMN 1H de un
compuesto que tiene la estructura de la Formula [1-20.

[0383] Compuesto la Formula 11-24C: UV (Acetonitrilo/Hz0) Amex
225 (sh)nm.

[0364] Masa de baja resolucion: m/z 328 (M+H), 350 (M+Na);
HRMS (ESI), nvz 328.1309 (M+H), Acaic = 2.0 ppm, C4eH2aNO4CI. La FIG 19
describe el espectro de RMN 1H de un-compuesto que tiene la estructura de la
Formula lI-24C.

[0365] Compuesto la Formula 11-26: UV(Acetonitrilo/Hz0) Amex 225
(sh)nm. HRMS (ESI), m/z 314.1158 (M+H), Agic = -0.4 ppm, C4sH21NOCI; la
FIG 23 describe el espectro d@e RMN 'H de un compuesto que tiene la
estructura de la Formula 11-26 en DMSO-dg).

[0366] Compuesto la Formula 1I-28: UV(Acetonitrilo/Hz0) Amex 225
(sh)nm. HRMS (ESI), m/z 266.1388 (M+H), Az = -1.8 ppm, C14H20NO4; la FIG
26 describe el espectro de RMN 'H de un compuesto que tiene la estructura de
la Formula 11-28 en DMSO-dg).

3B: Purificacion a Gran Escala del Compuesto I-16:

[0367] Se desanolléd un proceso de dos etapas para la purificacion
del Compuesto [I-16 a partir de extractos crudos obtenidos a partir del caldo de



10

15

30

35

114

cultico de NPS21184. La primera etapa del proceso involucra cromatografia
instantanea de fase normal del extracto curo para producir el material altamente
enriquecido en el Compuesto 1I-16 (~ 95% de pureza). El material enriquecido
es purificado adicionalmente mediante cristalizaciones mdltiples hasta que no
estaban presentes impurezas solas a 2 1.0% en el material cristalino incoloro
final del Compuesto {I-186.

Cromatografia Instantdnea en Blotage (Etapa de Puiificacién 1)

[0368] El sistema Biotage Flash 75Li, incluyendo un cartucho KP-
Sil 75L Flash, sin SIM, se usé para la cromatografia instantdnea. Basado en los
experimentos de desarmollo del método, se establecid que la capacidad de
carga del sistema era 10 g de extracto crudo por 800 g de sllice. Se puede
obtener mejor resolucién del Compuesto 1I-16 y el Compuesto 1i-17 cargando 8
g del extracto crudo en 800 g de sllice; sin embargo, la recuperacién fue
comparable usando cualquier carga.

[0369] El extracto crudo (10.0 g, secado en alto vaclo) que
contiene el Compuesto 1I-18 (5.30 g; estimados de la grifica estandar bajo
HPLC) en un frasco Erflenmayer de 250 mi se disolvié a una concentracion de
107 mg/ml de acetona (83.5 ml) sonicando la muestra a 40°C por
aproximadamente 8 minutos. La muestra fue filtrada por gravedad usando
papel filtro acanalado en otro frasco Erlenmeyer de 250 mi, y el papel filtro se
lavé con 5 ml de acetona. Una allcuota de 150 pl de esta solucién se transfiri6
en un vial de 1 dram tarado para el anélisis de puraza y estimacion de masa del
Compuesto 1I-16. El extracto crudo filtrado fue directamente inyectado en un
nuevo cartucho KP-Sil 751 Flash, usando una jeringa abierta de 60 ml como un
embudo y transfiriendo la muestra del frasco a la jeringa usando una pipeta
volumétrica de vidrio. Debido a la baja viscosidad de la muestra, la gravedad
fue suficiente para cargar la muestra en la columna; no se requirié6 presion
adicional. Una vez la muestra entera fue absorbida en la columna, el sistema
fue presurizado mediante aire de la habitacion, y luego se corri6 el siguiente
gradiente de paso de solvente a través de la columna a aproximadamente 15
psi (1,03 x 10%) y una velocidad de fujo entre 235 ml/min'y 250 ml/min:

1. 3 CV* 10% de EtOAc en n-heptano
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2. 15 CV* 25% de EtOAc en n-heptano
3. 5 CV* 30% de EtOAc en n-heptano :
* Para cartuchode 75 L, 1 CV = 1070 ml

[0370] El eluyente para el primer paso fue recolectado como una
fraccién (~ 2500 ml), después de o cual se recolectaron fracciones de 500 mi
(volumen de columna de 0.47 ml). Con el fin de determinar qué fracciones
contenian el Compuesto 1I-16, ias fracciones fueron analizadas mediante TLC.
Cada fraccién fue manchada en una placa de de Si TLC, desamrollada en
EtOAc al 40%/hexanos al 60%, y se visualizd usando rociador de acido
fosfomolibldico, luego se calentd. Una alicuota de 1 ml fue posteriormente
tomada de cada fraccidn que contiene el Compuesto il-18, secada bajo una
comiente de nitrbgeno, redisuelta en 0.5 mi de ACN, y analizada mediante LC-
MS. Mientras las muestras empezaron a comer en LC-MS, las fracciones
fueron cubiertas con lamina de aluminio y se dejaron permanecer a temperatura
ambiente.

[0371] Los cromatogramas resultantes (UV @ 210 nm) se
analizaron solamente integrando los picos del Compuesto 11-18, el Compuesto
1I-28, y el Compuesto lI-17. Aquellas fracciones que contienen el Compuesto II-
16, asé como < 10% del Compuesto [I-26 y < 5% del Compuesto 1I-17, fueron
recolectados y concentrados hasta 4-6% (~600 mL) de los volumentes
recolectados totales usando un Rotavapor Buche R-220, con temperatura de
bafioc de agua entre 28°C y 30°C. El liquido amarillo en el frasco fue sifoneado
lentamente dejando el sélido blanco. El sélido bianco se disolvié en acetona y
se transfirié a un frasco de fondo redondo de 2L y se concentrd mediante un
evaporador rotatorio a 30°C y se pesd. La alicuota seca fue analizada en LC-
MS. La pureza de la comida fue mayor de 95% (985.7%) y las impurezas
mayores fueron el Compuesto 11-26 (3.2%) y el Compuesto |I-17 (0.38%). El
rendimiento del Compuesto 1-16 fue del 88% después del primer paso,
calculado a partir de la masa del Compuesto 1I-16 recuperadas de la
cromatografia instantinea versus la masa estimada del Compuesto [I-16
presente en el extracto crudo. Las muestras que contienen el Compuesto [I-16
fueron almacenadas a -20°C sin desecacion hasta purificacion aidicional

- mediante cristalizacion.

[0372] En el Biotage miltiple se requieren corridas para procesar

\h>
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las cantidades de extracto crudo que exceden la capacidad de carfa de una sola
columna, los procesos de purificacion anteriores deben ser completados para
cada corrida de Biotage individual. El material resultante de cada cormrida puede
entonces ser combinado y cristalizado usando los pasos descritos mas
adelante, con el fin de producir un lote final del Compuesto 1I-16.

[0373] Las muestras del Compuesto I[I-16 obtenidas de la
cromatografia instantanea Biotage contienen tipicamente aproximadamente 3%
de NPI-2065. El objetivo principal del paso de cristalizacion es aumentar la
pureza de NPI-0052 a > 97% y reducir el NPI-2065 a < 1%.

[0374] Las cristalizaciones se realizaron en muestras del
Compuesto |I-16 obtenidas de las Corridas Bictage disolviendo el sdlido (4.56 g)
en acetona:n-heptano 1:1 (910 ml) a una concentracién final de 5 g/L. El
solvente se evapord lentamente bajo presion reducida (aproximadamente 275
mbar) usando un evaporador rotatorio con controlador de vacio (Rotovapor
Buche R-200) y una temperatura de bafio de agua de aproximadamente 30°C
hasta que el solvente re redujo hasta aproximadamente 43% (+ 6%) de su
volumen original. Durante este proceso de evaporacion, se formaron cristales
alrededor de las paredes del frasco asi como en la solucién. La solucion
(sobrenadante) fue removida mediante sifoneado bajo presién de la habitacion
en un frasco Erdenmeyer de 500 mi, concenirada mediante evaporacion
rotatoria y transferida a un vial de cintilacién de 20 ml disolviendola en acetona.
La cetona fue removida bajo una comiente de Ni, y el sdlido fue secado
adicionalmente mediante alto vacio antes de ser pasado. La masa del material
obtenido del sobrenadante se usd para aproximar la cantidad de material
cristalino obtenido remanente. Los cristales en el frasco de 2L se disolvieron en
acetona (455 ml, el mismo volumen de acetona usadd para ia cristallzacién
inicial). Con el fin de determinar la pureza, una alicuota (100 pl) fue removida,
concentrada bajo una comente de Nz redisueita en ACN hasta una
concentracién final de 1 mg/ml y analizada-por LC-MS. Los resultados analiticos
mostraron un 31% de reduccion del Compuesto 11-26. Se agregd n-heptano
(455 mi; el mismo volumen usado para la cristalizacién inicial para hacer una
solucién de acetona:n-heptano 1:1) al frasco de 2 L y el proceso de
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cristalizacion se repiti6. Este proceso fue reiterado hasta que el Compuesto II-
26 fue reducirdo hasta <1%; se necesitaron 3-4 cristalizaciones para alcanzar
este objetivo.

[0375] La cristalizacién final se realizé en soluciéon de EtOAc/n-
heptano. El! material cristalino obtenido anteriormente se redisolvi6 en
EtOAc:n-heptano 1:1 (la misma concentracién que la primera cristalizacién
acetona:n-heptano, i.e., 5 glL). El solvente se evaporé lentamente bajo presién
reducida (aproximadamente 130 mbar (3 x 10° Pa)) usando un evaporador
rotatorio con una temperatura de bafio de agua de 30 °C hasta que el solvente
80 redujo a aproximadamente 30% de su volumen original. Durante este
proceso de evaporacion, la mayoria de los cristales permanecieron suspendidos
en solucién y no se adhirieron fuertemente a los lados del frasco. La solucién
(sobranadante) fue removida mediante sifoneado bajo presién de la habitacién
en un frasco Erflenmeyer de 500 ml, y luego se concentré mediante evaporacion
rotatoria en un frasco de fondo redondo de 250 ml, se secé mediante bomba de
alto vacio y se pesd. Los cristales en el frasco de 2L fueron removidos del
frasco. Unos pocos cristales se selecclonaron aleatoriamente de diferentes
lugares del frasco para el anélisis d epureza. El Compuesto 1I-26 se redujo de
0.98% a 0.66% (promedio de dos puntos d edatos) en este paso.

[0376] El rendimiento fue de aproximadamente 87% (+ 2) del
extracto crudo a cromatografia Biotage y aproximadaments 56% (& 6) del
Biotage a cristalizacién) con base en las dos corridas Biotage. El rendimiento
global de estos dos extractos crudos a producto final fue de 43% y 54%.
Adicionalmente, el compuesto II-16 se obtuvo consistentemente en >88% de
pureza, sin impurezas simples 2 1%. Especlficaments, el Compuesto |-26
impureza se dredujo a 0.5% después de cuatro rondas de cristalizacién.
Finalmente, el material obtenido del ultimo paso de cristalizacién, realizado en
EtOAc:n-heptano, produjo cristales que fueron faciles de manejar en estado
sdlido y estos cristales pueden ser capturados facilmente mediante filtracién del
licor madre.

3C: Purificacién de |-7

[0377] El material sobrenadante del paso de cristalizacion de la
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purificacién a gran escala del Compuesto II-16 descrito anteriormente se
disolvid en acetona (80 mg/ml). Se inyectaron alicuotas (500 ul) de esta
soluclén en una columna HPLC de fase nommal usando las condiciones
descritas previamente para purificacién de fase nomal de los Compuestos I-
16, 11-24C, 11-26 y 11-28. El Compuesto de Formula I-7 se eluyé a 7.5 minutos
como un compuesto puro.

[0378] El Compuesto de Formula -7 (FIG. 30y UV
(Acetonltriio/H20) Amex 225(sh) nm. Masa de Baja Resolucién: m/z 298 (M+H),
320 (M+Na).

Ejemplo 4
Fermentacién de Iso Compuestos de Partida 11-17 y 11-18 y Compuesto de
Formula 11-27

[0379] La cepa CNB476 se cultivd en un frasco de 500 mi que
contiene 100 mi del primer medio vegetativo que consiste de lo siguients por
litro de agua desionizada: glucosa, 4 g; Bacto triptona, 3 g; Bacto casitona, 5 g;
y sal de mar sintética (Instant Ocean, Aquarium Systems), 30 g. El primer
cultivo de siembra se incubd a 28 grados C por 3 dias en un agitador rotatorio
que opera a 250 rpm. Cinco ml del primer cultivo de siembras se inocularon en
un frasco de 500 ml que contiene 100 ml del segundo medio vegetativo que
consiste de lo siguiente por litro de agua desionizada: almidén, 10 g; extracto de
levadura, 4 g; peptona, 2 g; sulfato fémico, 40 mg; bromuro de potasio, 100 mg; .
carbonato de calcio, 1 g; y bromuro sédico, 30 g. Los segundos cultivos de
slembra se Incubaron a 28 grados C por 7 dias en un agitad_or rotatorio que
opera a 250 rpm. Aproximadamente 2 a 3 gramos'de resina Amberlite XAD-7
ostoril se agregan al tercer cultivo de siembra. El tercer cultivo de siembra se
incubé adicionalmente a 28 grados C por 2 dlas en un agitador rotatorio que
opera a 250 rpm. Cinco ml del tercer cultivo de slembras se inoculé en un frasco
de 500 ml que contiene 100 ml del segundo medio vegetativo. El cuarto cultivo
de siembra se incubd a 28 grados C por 1 dia en un agitador rotatorio que
opera a 250 rpm. Aproximadamente 2 a 3 gramos de resina Amberlite XAD-7
ostéril se agregaron al cuarto cultivo de siembra. El cuarto cultivo de siembra se
incubd adicionaimente a 28 grados C por 1 dia en un agitador rotatorio que
opera a 250 rpm. Cinco ml del cuarto cultivo se inocul6 en diez frascos de 500
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ml que contienen 100 ml del segundo medio vegetativo. Los quintos cultivos de
siembra se incubaron a 28 grados C por 1 dia en un agitador rotatorio que
opera a 250 rpm. Aproximadamente 2 a 3 gramos de resina Amberiite XAD-7
ostérll se agregaron a los quintos cultivos de siembra. Los quintos cuitivos de
siembra se incubaron adicionalmente a 28 grados C por 3 dias en un agitador
rotatorio que opera a 250 rpm. Cuatro ml de cada uno de los quintos cultivos de
siembra se inocularon en ciento cincuenta frascos de 500 mi que contienen 100
ml del medio de produccién que tiene la misma composicié que el segundo
medio vegetativo. Aproximadamente 2 a 3 gramos de resina Amberlite XAD-7
estérii se agregaron también al cultivo de produccién. Los cultivos de
produccién se incubaron a 28 grados C por 6 dias en un agitador rotatorio que
opera a 250 rpm. El caldo de cultivo se filtr a través de estopa para recuparar
la resina Amberiite XAD-7. La resina se extrajo con 3 litros de acetato de etilo 2
veces seguido por 1 litro de acetato de etilo 1 vez. Los extractos combinados se
secaron al vaclo. El extracto seco, que contiene 0.42 g del Compuesto de
Partida 1I-17 y 0.16 gramos del Compuesto de la Formula 1I-18, fue entonces
procesado para la recuperacién de los compuestos.

Ejemplo 5
Purificacién de los Compuestos De Partida lI-17, 1I-18 y el Compuesto 1[-27

[0380] Los compuestos puros |-17 y 11-18 se obtuvieron mediante
HPLC de fase inversa como se describe a continuacion:

Columna ACE 5 C18-HL

Dimensiones 15 em X 21 mm DI

Velocidad de flujo 14.5 ml/min

Deteccion 214 nm

Solvente gradiente de 35% de acetonitrilo/

85% de HO a 90% de
Acetonitrilo/10% de H2O durante
15 minutos

[0381] El extracto crudo (100 mg) se disolvid en 15 ml de
acetonitrilo. Alicuotas (800 ul) de esta solucién se inyectaron en una columna

A
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HPLC de fase inversa utilizando las condiciones descritas anteriormente. Los
Compuestos 1I-17 y 1I-18 eluyeron a 7.5 y 8 minutos, respectivamente. Las
fracciones que contienen los compuestos fueron primero concentradas usando
nitrégeno para remover el solvente organico. La solucién restante fue entonces
congelada y liofilizada hasta sequedad.

[0382] Un método de purificacién alternativo para el Compuesto 1l-

17 y 11-18 se desarmoli6 para purificacion a mayor escala e involucrd el

fracclonamiento del extracto crudo en una columna VLC de fase normal. Bajo
estas condiciones se identificaron cantidades suficientes de varios metabolitos
menores, incluyendo el compuesto |I-27. El extracto crudo (2.4 g) se disolvi6 en
acetona (10 ml) y esta solucién se adsorbié en gel de sflice (10 cc) por secado
al vaclo. El extracto crudo adsorbido fue cargado en una columna VLC de sllice
de fase nomal (250 cc de gel de sllice, dimensiones de columna 2.5 cm de
diametro por 15 m de longitud) y se lavé con un gradiente de paso de
hexano/EtOAc, aumentando el porcentaje de hexano en pasos de 5% (100 ml
de solvente por pasc). La mayoria del Compuesto li-16 se eluyd en el lavado
de 60% de hexano/40% de EtOAc mientras que la mayoria del Compuesto II-17
se eluyd en el lavado de 50% d ehexano/50% de acetato de etio. La
separacion final de los compuestos se logré usando cromatografla HPLC C18
(ACE 5u C18-HL, 150 mm X 21 mm DI) usando un sistema de solvente
isocrétivo que consiste de 35% de ACN / 65% de H20. Bajo estas condiciones,
el compesto |I-17 eluyd a 11 minutos, el compuesto 11-17 eluyd a 12.00 minutos,
las trazas del Compuesto II-18 eluyeron a 22.5 minutos, y el Compuesto 1I-18
eluyd a 25.5 minutos. Las muestras resultantes se secaron al vacio sin usar
calor para remover la mezcla de solvente acuoso. Se encontré que los datos
espectroscopicos para estas muestras de Compuesto Il-16 y Compuesto 1I-18
eran idénticos a aquellos de muestras preparadas de métodos de purificacién
anteriores. Se encontrd que la mustra del compuesto |I-18 contenia 8% del
proucto de hidrélisis de lactona y se purificd adicionalmente lavando a través de
un tapén de sliice de fase normal )i cm de didmetro por 2 ¢l de altura) y
eluyendo usando una mezcla de solvente de 20% de EtOAc / 80% de Hexanos
(25 ml). Se encontrd que la muestra resultante contenla el Compuesto 11-18
puro.

[0383] Las fracciones que contienen el compuesto II-27 descrito
anteriormente se purificaron adicionalmente usando HPLC semi preparativa de
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fase normal (Phenomenex Luna Si 10 p, 100 A, 250 x 10 mm di) usando un
gradiente de solvente en aumento desde 100% de hexano a 100% de EtOAc
durante 20 minutos con una velocidad de flujo de 4 m/min. El Compuesto 11-27
eluyd como un compuesto puro después de 11.5 minutos (0.8 mg, 0.03%
rendimiento aislado del peso de extracto seco).

[0384] Compuesto de Partida 11-17: UV (Acetonitrilo/H20) Amax 225
(sh)nm. Masa de atta resolucién (APCI): m/z 280.156 (M+H), Acaic= 2.2 ppm,
C15H2NO;,.

[0385] Compuesto 11-18: UV (Acetonitrilo/H20) Amax 225 (sh)nm.
Masa de alta resolucion (APCI: m/z 358.065 (M+H), A= 2.2 ppm,
C1sH21NO4Br, RMN 1H en DMSO-d6 (ver FIG. 14).

[0386] Compuesto I1-27: UV (Acetonitrilo/H20) Amex 225 (sh)nm.
MS (HR-ES!), m/z 280.1566 (M+H), Aamc= 2.7 ppm, CisHzNOs;, RMN H
(DMSO-dg) ver FIG. 25.

Elemplo 6
Preparacidn del Compuesio de la Formula [1-19 a partir del Compuesto de
Partida 11-16.

[0387] Una muestra del Compuesto 11-16 (250 mg) se agregb a
una solucién en acstona de yoduro de sodio (1.5 g en 10 ml) y la mezcla
resultante se agitd por 6 dias. La solucién fue entonces filtrada a través de un
filtro de jeringa de 0.45 micrones y se inyectd directamente en una columna
HPLC de sllice de fase normal (Phenomenex Luna 10u Sllice, 256 cm x 21.2
mm) en allcuotas de 0.95 mil. Las condiciones HPLC para la separacién del
compuesto de la Formula II-19 del Compuesto 11-16 sin reaccionar empled un
método HPLC isocritico que consiste de acetato de atilo al 24% y hexano al
76%, en donde la mayoria del compuesto |1-19 sluyd 2.5 minutos antes del



122

Compuesto 1I-16. Las fracclones equivalentes de cada una de 10 inyecciones

se recolectaron para producir 35 mg del compuesto 11-19. Compuesto [I-19: UV

(Acetonitrilo/H20) 225 (sh), 255 (sh) nm; ESMS, m/z 406.0 (M+H); HRMS (ESI),

m/z 406.0513 [M+H]", Acaic = -0.5 ppm, CysH2:NOI; RMN 'H en DMSO-dg (ver
5 Figura 15).

H : H H
OH H
Nal
—- O
Acetonn '
- HW _3
1I-16 i-19
Cl 1
10
Ejemplo 7
15 Sintesis de los Compuestos de Formulasg 11-2, 11-3, y |I-4

[0388] Los compuestos de las formulas 1I-2, 1I-3 y 1l4 pueden
sintetizarse de los Compuestos de Partida 1I-16, 1I-17 y |i-18, respectivaments,
mediante hidrogenacién catalltica. .

20
llu n lar Intesi
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10% Pd/C, H,
————li
Acetona R
R
T-16: R=1 I-2: R=Cl
II-17: R=H
D-18: R=Br X0-3: R=H
I-4; R=Br
Ejemplo 7A: Hidrogenacion Catalltica del Com de Partida {I-16

[0389] EI compuesto de Partida II-16 (10 mg) se disolvi6 en acetona
(5 mL) en un vial de cintilacién (20 mL) al cual se le agregé el Pd/C al 10% (p/p)
(1-2mg) y una barra agitadora magnética. La mezcla de reaccion se agité en
una atmésfera de hidrégeno a temperatura ambiente por aproximadamente 15
horas. La mezcla de reaccion se filtrd a través de una columna de sllice de 3 cc
y se lavd con acetona. El filtrado fue filtrado de nuevo a'tavés de Gelman
Acrodisc de 0.2 #m para remover cualesquiera trazas del catalizador. El
solvente fue evaporado del filtrado bajo presién reducida para dar el compuesto
de la Formula 1I-2 como un polvo blanco puro:

Ejemplo 7B: Hidrogenacion Catalltica del Compuesto de Partida 11-17

{0390] El compuesto de Partida 11-17 (5 mg) se disolvid en acetona
(5 mL) en vial de cintilacién (20 mL) a la cual se le agregé el Pd/C al 10% (p/p)
(aproximadamente 1-2mg) y una barra agitadora magnética. La mezcla de
reaccion se agitd en una atmésfera de hidrdgeno a temperatura ambiente por
aproximadamente 15 horas. La mezcla de reaccién fue filtrada a través de una
Gelman Acrodisc de 0.2um para remover el catalizador. El solvente fue
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evaporado del filtrado para dar el compuesto de la Formula 11-3 como un polvo
blanco que fue purificado por HPLC de fase normal utilizando las siguientes
condiciones:

Columna: Phenomenex Luna 10u Sllice

Dimensiones: 25 cm x 21.2 mm DI

Velocidad de flujo: 14.5 ml/min

Deteccion: ELSD

Solvente: 5% a 60% de EtOAc/Hex por 19 min, 60 a 100% de

EtOAc en 1 min, después 4 min a 100% de EtOAc

[0391] El Compuesto de Formula 1I-3 eluyé a 22.5 min como un
compuesto puro.

Eiemplo 7C: Hidrogenacién Catalltica del Compuesto 11-18

[0392] 3.2 mg del Compuesto de Partida 1l-18 se- disolvieron en
acetona (3 mL) en un vial de cintilacién (20 mL) al cual se le agregé el Pd/C al
10% (p/p) (aproximadamente 1 mg) y una bamra agitadora magnética. La
mezcla de reaccion se agité en atmésfera de hidrégeno a temperatura ambiente
por aproximadamente 15 horas. La mezcla de reaccion fue filtrada a través de
una Gelman Acrodisc de 0.2 z m para remover el catalizador.. El solvente fue
evaporado del filtrado para dar el compuesto de la Formula {l-4 como un polvo

blanco que fue purificado adicionalmente por HPLC de fase normal utilizando
las sigulentes condiciones:

Columna: Phenomenex Luna 10u Sllice

Dimensiones: 25cmx21.2mm Dl

Velocidad de flujo: 14.5 mUmin

Deteccién: ELSD

Solvente: 5% a 80% de EtOAc/Hex por 19 min, 80 a 100% de

EtOAc en 1 min, después 4 min a 100% de EtOAc

[0393] El Compuesto de Formula 1l-4 eluyé a 16.5 min como un
compuesto puro.
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Eiemplo 8
Caracterizacién Estructural

[0384] La estructura de los compuestos puede dilucidarse
mediante diferentes métodos, incluyendo RMN, MS y UV. Las FIGS. 1-6
proveen datos espectrales de estos métodos. El UV para el compuesto de
Formula II-2 en acetonitrilo/H20: Amax 225 (sh) nm. La FIG. 1 ilustra el espectro
de RMN del compuesto de Formula l-2 en DMSO-d6. La FIG. 2 liustra el
especto de masa de baja resolucién del compuesto de Formula 1I-2: m/z 318
(M+H), 338 (M+Na). UV para el compuesto de Formula 11-3 en acetonitrila/H20:
Amax 225 (sh) nm. La FIG. 3 ilustra el espectro de RMN del compuesto de
Formula 1I-3 en DMSO-d6. La FIG. 4 ilustra el especto de masa de baja
resolucion del compuesto de Formula 1I-3: m/z 282 (M+H), 304 (M+Na). UV
para el compuesto de Formula ll-4 en acetonitrilo/H;0: Amax 225 (sh) nm. La
FIG. 5 llustra el espectro de RMN del compuesto de Formula I1-4 en DMSO-d6.
La FIG. 6 ilustra el especto de masa de baja resolucién del compuesto de
Formula Il-4: m/z 360 (M+H), 382 (M+Na).

[0395] Adicionailmente, los datos de espesctrometria de masa se
obtuvieron para los compuestos II-2, 1I-3 y 1l-4. Compuesto 1I-2: HRMS (ESI),
m/z 316.1305 [M+H]", Acae = -3.5 ppm, C1sHzNO,Cl. Compuesto |I-3: HRMS
(ESI), m/z 282.1706 [M+H]", Acic = 0.3 ppm, C1sH24NO4. Compuesto 11-4: HRMS
(ESI), m/z 360.0798 [M+H]", Acaic = -3.4 ppm, C1sH2NO,Br.

Eiemplo 9
Sintesis de los Compuestos de Formulas 11-5A y |I:58

[03868] Los compuestos de la Formula II-5A y Formula 11-5B pueden
sintetizarse a partir del Compuesto de Partida 1I-16 por epoxidacién con
mCPBA.

[0397] El Compuesto de Partida 1I-16 (101 mg, 0.32 mmol) se disolvié
en cloruro de metileno (30 mL) en un frasco de fondo redondo de 100 ml al cual
se le agregaron 79 mg (0.46 mmol) de dcido meta-cloroperbenzdico (NCPBA) y
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una barra agitadora magnética. La mezcla de reaccion se agitd a temperatura
ambiente por aproximadamente 18 horas. La mezcla de reaccién se vertié en
una columna de vaporizacidn instantédnea de sllice de 20 cc y eluyd con 120 mi
de CH:Cl,, 75 ml de acetato de etilo/hexano 1:1 y finaimente con 40 ml de
acetato de etilo al 100%. Las fracciones de acetato de etilo/hexano 1:1
produjeron una mezcla de diasterdmeros de derivados epOxi, Formulas |I-6A y
II-5B, que se separaron por HPLC de fase normal utilizando las sigulentes

condiciones:
Columna Phenomenex Luna 10u Silice
Dimensiones 25 cm x 21.2 mm DI

Velocidad de Flujo 14.5 mi/min

Deteccion ELSD

Solvente 25% a 80% de EtOAc/Hex
durante 19 min, 80 a 100% de
EtOAc en 1 min, después 5 min a
100% de EtOAc

[0388] El compuesto de la Formula 1|1-5A (producto principal) y II-5B
(producto menor) eluyen a 21.5 y 19 min, respectivamente, como compuestos
puros. El compuesto II-5B se cromatografié adicionalmente en una columna de
evaporacion instantdnea de sllice de 3cc para remover las trazas de reactivo de
écido clorobenzbico.

Estucturas Quimicas

158 (10%)
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Caracterizacion Estructural

[0399] Formula II-5A: UV (Acetonitrilo/H20) Amax 225 (sh) nm.
Masa de Baja Resolucion: m/z 330 (M+H), 352 (M+Na). HRMS (ESI) m/z
330.1099 [M+H]', Acaic = -2.9 ppm, CisH24NOsCl. Las FIGS. 7 y 8, ilustran
respectivamente el espectro de RMN 1H de ia Formula 1I-5A y el espectro de
masas de la Formula 1I-5A.

[0400] Formula 1I-5A: UV (Acetonitrilo/Hz0) Amex 225 (sh) nm.
Masa de Baja Resolucién: m/z 330 (M+H), 352 (M+Na). HRMS (ESI) m/z
330.1105 [M+H]*, Acic = -0.9 ppm, C4sH21NOsCl. Las FIGS. 9 y 10, ilustran
respectivamente el espectro de RMN 1H de la |I-5B y el espectro de masas de
la Formula 11-5B.

Ejemplo 10
Sintesis de los Compuestos de las Formulas V-1, V-2, V-3 y IV4

Sintesis de derivados diol (Formula IV-2

[0401] Los dioles pueden sintetizarse por dihidroxilacién de
Sharpless utilizando mezcla-a y § AD: mezda-a AD es una premezcla de
cuatro reactivos, K20s802(OH),; K2CO3; KaFe{CN)s: (DHQ)-PHAL[1,4-bis(8-O-
dihidroquinina)ftalazina] y mezcla-# AD es una premezcla de K;0s02(OH)s;
K2COs; KsFe(CN)s;, (DHQD)-PHAL[1,4-bis(9-O-dihidroquinidina)ftalazina] que
estd comercialmente disponible en Aldrich. El diol también puede sintetizarse
por hidrolisis de &cido o base de compuestos epoxi (Formulas 1I-5A y II- 5B) que
pueden ser diferentes a los productos obtenidos en la dihidroxilacion de
Sharpless en su estereoquimica en carbonos que portan grupos hidroxilo.

\BX
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Dihidroxilacién harpless de los Compuestos de Partida 1I-16, 11-17 y |I-1

[0402] Los compuestos de partida se disuelven en t-butanol/agua
on un frasco de fondo redondo al cual se le agrega la mezcla-a 0 # AD y una
bamma agitadora magnética. La reaccién se monitorea por TLC de silice as]
como por espectrémetro de masas. Los dioles puros se obtienen por
procesamiento usual y punficacion mediante cromatografia instantdnea o
HPLC. Las estructuras se confirman por espectroscopia RMN y eapactrometria
de masas. En este método ambos grupos hidroxilo estén en el mismo lado.

H
Dihidroxiecién _ Huowr
—_— -
oo de Sharpless
o6 Formuls I1-§

H
FPormula V-2

Ab de anillo nucleofllico de compu xi (11-5):
[0403] El anillo epoxi se abre con diversos nucledfilos como
NaCN, NaNs, NaOAc, HBr, etc,. para subsiituir diversos grupos en el anillo

ciclohexano con un lado de grupo hidroxilo.

Ejemplos:
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Re H
u ¥
H Abertura de anfllo nucleofilico
NaCNo NN, > "
R7: CN o "N3 sIR6esOH
R& CNo N3 siR7e30H
Formmla II-5 Formula IV-1
[0404] El epoxl se abre con HCI para producir la Formula IV-3:
5
-
HC1
P
Fo
mula 115 Formula IV-3

[0405] El compuesto de la Formula 1I-5A (3.3 mg) se disolvid en

10 acetonitrilo (0.5 ml) en una vial de 1 dram al cual se le agregaron HCI al 5%
(500 ul) y una barra agitadora magnética. La mezcla de reaccidn se agité a
temperatura ambiente por aproximadamente una hora. La reaccion se
monitoreé por espectrometria de masa. La mezcla de reaccion se inyectd
directamente en HPLC de fase normal para: obtener el compuesto de la

15 Formula IV-3C como un compuesto puro sin ningin procesamiento. Las
condiciones HPLC usadas para la purificacién fueron como sigue: columna
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phenomenex Luna 10u Silice (25 cm x 21.2 mm DI) con un gradiente de
solvente de 25% a 80% de EtOAc/Hex durante 19 minutos, 80 a 100% de
EtOAc en 1 minuto, entonces 5 minutos a 100% de EtOAc a un velocidad de
fiujo de 14.5 ml/min. Se usé un ELSD se utiliza para monitorear el proceso de
purificacién. El compuesto de la Formula IV-3C eluyé a aproximadamente 18
minutos (2.2 mg). El compuesto de la Formula IV-3C: UV (Acetonitrilo/H20) A max
225 (sh) nm; ESMS, mv/z 366 (M+H), 388 (M+Na). HRMS (ES!), m/z 366.0875
[M+H]", Acaic = 0.0 ppm; CysH22NOsClz; RMN 'H en DMSO-dg (FIGURA 21). La
estereoquimica del compuesto de la Formula IV-3C se determiné con base en
las constantes de acoplamiento observadas en el anillo ciclohexano en
CeDo/DMSO-dg 1:1 (FIGURA 22)

H a
H =
1 HC1
* .
e
i
-SA v-3C

[04086] Abertura de anillo reductiva de epdxidos (lI-5). El
compuesto de la Formula se trata con hidruros de metal como el complejo 8Hx-
THF para producir el compuesto de la Formula IV-4.
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Formuls IV-4

Ejemplo 11
Sintesis de los Compuestos de las Formulas 1-13C y [I-8C

[0407] El compuesto 11-16 (30 mg) se disolvié en CH2Clk (6 ml) en
un vial de cintilacién (20 ml) al cual se le agregé Peryodinano Dess-Martin (122
mg) y una bama agitadora magnética. La mezcla de reaccién se agité a
temperatura ambiente por aproximadamente 2 horas. El avance de la reaccién
se monitored por TLC (Hex: EtOAc, 6:4) y HPLC analitica. De la mezcla de
reaccion, el volumen de solvente se redujo a un tercio, se absorbié en gel de
sfllice, se vertié en la parte superior de una columna de evaporacion instantanea
de sllice de 20 cc y eluyd en fracciones de 20 mi utilizando un gradiente de
Hexano/EtOAc de 10 a 100%. La fraccién eluida con 30% de EtOAc en Hexano
contenia una mezcla de rotdmeros de la Formula 1I-13C en una proporcién de
1.5:8.5. La mezcla fue purificada adicionaimente por HPLC de face normal
utilizando la columna Phenomenex Luna 10z Sllice (25 cm x 21.2 mm de DI)

con un gradiente de solvente de 25% a 80% de EtOAc/Hex durante 19 minutos,
80 a 100% de EtOAc durante 1 minuto, manteniendo a 100% de EtOAc por 5
minutos, a una velocidad de flujo de 14.5 ml/minuto. Se usé ELSD para
monttorear el proceso de purificacién. El compuesto de la Formula 11-13C eluyé
a 13.0 y 13.2 minutos con una mezcla de rotdmeros en una proporcién de
1.5:8.5 (7 mg). Formula 11-13C: UV (Acetonitrilo/H20) 4 mex 226 (sh) & 300 (sh)
nm; ESMS, nvz 312 (M+H)*, 334 (M+Na)"; HRMS (ESI), m/z 312.1017 [M+H]",
Acac= 4.5 ppm, C15H1gNOLCl; RMN 'H en DMSO-ds (ver FIGURA 13).

©\
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[0408] La mezcla de rotdmero de la Formula 1I-13C (4 mg) se
disolvid en acetona (1 ml) en un vial de cintilacién {20 ml) al cual se le agregd
una cantidad catalltica (0.5 mg) de Pd/C al 10% (p/p) y una barra agitadora
magnética. La mezcla de reaccion se agitd en una atmésfera de hidrogeno a
temperatura ambiente por aproximadamente 15 horas. La mezcla de reaccién
fue filtrada a través de Geiman Acrodisc 0.2 # m para remover el catalizador. El

solvente fue evaporado del filtrado para dar el compuesto de la Formula 11-8C
como una goma incolora que fue purificada adicionalmente mediante HPLC de

fase normal utilizando una columna Phenomenex Luna 10 2 Sflice (25 cmx21.2 -

mm de DI) con un gradiente de solvente de 25% a 80% de EtOAc/Hex durante
19 minutos, 80 a 100% de EtOAc durante 1 minuto, manteniendo 100% de
EtOAc por 5 minutos, y a una velocidad de flujo de 14.5 mi/minuto. Se usé un
ELSD para monitorear el proceso de purificacién. El compuesto de la Formula
I1I-8C (1 mg) eluyé a 13.5 minutos como un compuesto puro. Formula I1-8C: UV
(Acetonitrilo/H20) Amax 225 (8h) nm; ESMS, mvz 314 (M+H)", 336 (M+Na)";
HRMS (ESI), nvz 314.1149 [M+H]", Acic = 3.3 ppm, C15H21NO(Cl; RMN 'H en
DMSO-dg (Ver FIG. 12).

- Dexy-Martin "
Qa
o-16 I-13C s
Ejemplo 12

Sintesis del compuesto de las Formulas 11-25 de 11-13C

[0409] La mezcla de rotdimero de Formula [I-13C (5 mg) se
disolvié en dimetoxi etano {(monoglima; 1.5 ml) en un vial de cintilacion (20 ml)
al cual se le agregaron agua (15 ul) (1% de la concentracién de la solucién

st
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final)) y una barmra agitadora magnética. La solucién anterior fue enfriada hasta -
78 °C en un bafio de hielo seco-acetona, y se agregd por gotas una solucion de
borohidruro de sodio (3.7 mg de NaBH4 en 0.5 ml de monoglima (creada para
considerar adicién lenta)). La mezcla de reaccidon se agitd a -78 °C por
aproximadamente 14 minutos. La mezcla de reaccion fue acidificada utilizando
2 ml de solucién de HCI al 4% en agua y se extrajo con CH:Cl,. La capa
organica se evapord para dar la mezcla del compuesto de las Formulas 1-25 y
116 en un proporcidn 9.5:0.5 como un sdlido blanco que fue purificado
adicionaimente mediante -‘HPLC de pase nomal utilizando una columna
Phenomenex Luna 10 z Sflice (25 cm x 21. 2 mm de DI). La fase mévil fue 24%

de EtOAc/76% de Hexano, que se mantuvo isocréatica por 19 minutos, seguida
por un gradiente lineal de 24% a 100% de EtOAc durante 1 minuto, y mantenido
a 100% de EtOAc por 3 minutos; la velocidad de flujo fue de 25 mi/minuto. Se
usé ELSD para monltorear el proceso de purificacién. Ei Compuesto de la
Formula 1I-25 (1.5 mg) eluyé a 11.64 minutos como un compuesto puro. El
Compuesto de la Formula 1I-25: UV (Acetonitrilo/H20) 2 max 225 (sh) nm; ESMS,
mvz 314 (M+H)+, 336 (M+Na)+; HRMS (ESI), m/z 314.1154 [M+H]", Acc = 0.6
ppm, C1sH2:NO4Cl; RMN 'H en DMSO-dg (ver FIGURA 20).

NaBH,, -78°C

-
Monogima/1% de aguia

O-13C

Ejemplo 13
Sintesis de los Compuestos de las Formulas 11-31, 11-32 y 11-49 a partir de 1[-13;

y los Compuestos de las Formulas 11-33, II'-34. 11-35 y 11-36 a partir de 11-31 y -
32

\&
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[0410] Una mezcla de rotdmero del Compuesto de Formula II-13C
(20 mg) se disolvié en acetona (4 ml) en un vial de cintilacion (20 ml) al cual se
le agregd una cantidad catalitica (3 mg) de Pd/C al 10% (p/p) y una barra
agitadora magnética. La mezcla de reaccién se agitd a temperatura ambiente
por aproximadamente 15 horas. La mezcla de reaccién fue filtrada a través de
Gelman Acrodisc de 0.2 ym para remover el catallzador. El solvente fue
evaporado del filtrado para dar una mezcla de diastereémeros de derivados de
hidroxi de Formulas 11-31 y 11-32 (1:1), y un compuesto menor 11-49, que fueron
separados mediante HPLC de fase inversa usando una columna Ace 5u C18
(150 mm x 22 mm de DI) con un gradiente de solvente de 80% a 30% de
HzO/Acetonitrilo durante 15 min, 70 a 100% de Acetonitrilo durante 5 min,
manteniendo a 100% de Acetonitrilo por 4 min, a una velocidad de flujo de 14.5
ml/min. Se usé un arreglo de diodo para monitorear el proceso de purificacién.
El Compuesto 1I-31 (2 mg), 11-32 ( 2 mg) y 1149 (0.2 mg) eluys a 10.6, 10.8 y
11.54 min, respectivamente, como compuestos puros. -31: UV
(Acetonitrilo/H20) 2 mex 250 (sh) nm; ESMS, m/z 328.1 (M+H)" & 350.0 (M+Na)",
11-32: UV (AcstonitriloMH20) A max 250 (sh) nm; ESMS, nvz 328.1 (M+H)" & 350.0
(M+Na)", 11-49: UV (Acetonitrilo/H20) A max 250 (sh) nm y 320 nm; ESMS, m/z
326.0 (M+H)", 343.1 (M+H;0)" & 348.0 (M+Na)".

[0411] En un método alternativo, los compuestos [I-31, 11-32 y 11-49
fueron separados mediante HPLC de fase nommal usando columna
Phenomenex Luna 10 4 Sllice (25 cm x 21.2 mm de DI) con un gradiente de

solvente de 10% a 100% de Hexano/EtOAc durante 24 minutos, manteniendo a
100% de EtOAc por 3 minutos, a una velocidad de flujo de 14.5 mi/minuto. Se
usd ELSD para monitorear el proceso de purificacion.

[0412] La cetona de los compuestos de formula 11-31 y 11-32 se
pueden reducir usando borohidruro de sodio de 0 a 10 °C en solvente de
monoglima por aproximadamente 14 minutos. La mezcla de reaccion puede ser
acidificada usando solucién de HCI al 4% en agua y extralda con CH.Cl.. La
capa orgénica puede ser evaporada para dar las mezclas de los compuestos de
Formulas 11-33, 11-34, 1I-35 y 11-36 que se pueden separar mediante métodos
cromatogréaficos.

A
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PA/C, Acotona, ta
15 horms

Mezcla de lsémercs 91 on C8 49
inynn

NaBH,
Oa -10°C
Monreglima
=~ 14 min.

II-33, II-34, 1-35 y 0[-36

Ejemplo 14 .
Sintesis del Compuesto de la Formula |I-21 a partir de 11-19

[0413] Se mezcld vigorosamente acetona (7.5 ml) con NaOH 5N
(3 ml) y la mezcla resultante se evapord a un volumen minimo /n vacuo. Una
muestra de 100 x| de esta solucién se mezcld con el compuesto de la Formula
1I-19 (6.2 mg) en acetona (1 ml) y la mezcia bifasica resultante se vorticed por 2
minutos. La solucién de reaccién se sometié inmediatamente a HPLC C18
preparativa. Las condiciones para la purificacidn involucraron un gradiente lineal
de 10% de acetonitrilo/90% de agua a 90 % de acetonitriio/10% de agua
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durante 17 minutos utilizando una columna Ace 5§ u C18 HPLC con dimensiones
22 mm de DI por 150 mm de longitud. El Compuesto de la Formula 11-21 eluy6 a
9.1 minutos bajo estas condiciones para dar 0.56 mg del compuesto. El

Compuesto de la Formula 11-21: UV (Acetonitrilo/Hz0) 2 max 225 (sh), ESMS, m/z

296.1 (M+H); RMN 'H en DMSO-dg (ver FIG. 17).

(o]
NaOH
Hin H é
OH
II-19 021"
Ejemplo-15

Sintesis del compuesto de la Formulas 11-22 a partir de 1I-19

[0414] Una muestra de 60 mg de propionato de sodio se agregt a
una solucién de compuesto de la Formula I1-19 (5.3 mg) en DMSO (1 ml) y la
mezcia fue sonicada por 5 minutos, aunque el propionato de sodio no se
disolvié completamente. Después de 45 minutos, la solucién fue filtrada a través
de un filtro de jeringa de 0.45 4 y se purificod directamente utilizando HPLC. Las
condiciones para la purificacion involucraron un gradiente lineal de 10% de
acetonitrilo/80% de agua a 90% de acetonitrilo/10% de agua durante 17 minutos
utilizando una columna Ace 5u C18 HPLC con dimensiones 22 mm de di por
150 mm de longitud. Bajo estas condiciones, el compuesto de la Formula 11-22
eluyd a 12.3 minutos para dar 0.7 mg del compuesto {rendimiento aislado 15%).
UV (Acetonitrilo/H.0) 225 (sh), ESMS, m/z 352.2 (M+H), HRMS (ESI), m/z

&
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352.1762 [M+H]', Amic = 0.6 ppm, CisH26NOg; RMN 'H en DMSO-ds (ver
FIGURA 18).

Ejemplo 168
Sintesis del Compuesto de la Formula 11-29 a partir 11-19

[0415] Una muestra de NaNj3 (80 mg) se disolvié en DMSO (1 mi)
y se transfirid a un vial que contiene el Compuesto 1I-19 (6.2 mg) que fue
contaminado con aproximadamente 10% de contaminante del Compuesto 11-16
a 12.5 minutos (4.2 mg, 85% de rendimienio). Una porcién de 2.4 mg del
compuesto |1-29 fue purificada adicionalmente usando cromatografia HPLC C18
adicional (ACE 5y C18-HL, 150 mm X 21 mm DI) usando un gradiente de
solvente isocratico que consiste de 35% de acetonitrilo / 65% de HzO. Bajo
estas condiciones el compuesto 11-29 eluyé después de 20 minutos, mientras
que el Compuesto I1-29 se usé para caracterizacién en ensayos biologicos.

[0416] Compuesto 11-29: UV (Acetonitrilo/H20) 225 (sh), ESMS,
m/z 321.1 (M+H); RMN 'H en DMSO-ds (ver FIG. 27).

A
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Ejemplo 17
I i ] mpuestos de Formulas 11-37 'y 11-38 a partir de -1

[0417] Los compuestos de Formulas [l-37 y |l-38 se pueden
preparar a partir del compuesto de Formula II-19 mediante ciano-des-
halogenacién o tiocianato-des-halogenacion, respectivamente. El Compuesto
II-19 puede ser tratado con NaCN o KCN para obtener el Compuesto 11-37.
Altemativamente, el Compuesto 1I-19 puede ser tratado con NaSCN o KSCN
para obtener el compuesto I1-38.

Intesis del compuesto de Formula |1-38 a partir de |I-19:

[0418] El compuesto de formula 11-19 (0.2616 mmol) se disolvié en
1.5 ml de acetona en un vial de cintilacién (20 ml) al cual se le agregé tiocianato
de sodio (10. mg, 0.1234 mmol), trietilamina ( 5 wl, 0.3597 mmol) y una bara
agitadora magnética. La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente
por 72 horas. La mezcla de reaccién fue concentrada in vacuo para dar el
compuesto [1-38, que fue purificado mediante HPLC de fase normal usando una
columna Phenomenex Luna 104 Sllice (25 cm x 21.2 mm de DI) con un

gradiente de solvente de 0% a 95% de H2O/Acetonitrilo durante 21 minutos, a
una velocidad de flujo de 14.5 mlU/minuto. Se usd un detector de arreglo de
diodo para monitorear el proceso de purificacién. El Compuesto 11-38 (3.0 mg,
34% de rendimiento) eluyé a 18.0 min como un compuesto puro. UV
(Acetonitrilo/H20) Amex 203 (sh) nm, ESMS, m/z 337.1 (M+H) & 359.1 (M+Na)"

\s¢



139

NaCN
Acetona, ta, T2 b
i i
n-19
Ejemplo 18
5 Sintesis del Compuesto de Formula |1-39 a partir de 11-19

[0418] Los tioles y tioéteres de la Formula 1I-39 se pueden formar
mediante deshalogenacion del compuesto de la Formula 1I-19. Los tioles (R=H)
se pueden formar por el tratamiento del Compuesto II-19 con NaSH, por

10 ejemplo, mientras que los tioéteres (R=alquilo) se pueden formar por el
tratamiento del Compuesto 1I-19 con sales de tioles, o altemativamente, por el
tratamiento con los mismos tioles comiendo la reaccién en benceno en la
presencia de DBU.

15

Sr
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Ejemplo 19
Sintesis del Compuesto de la Formula Ilﬁg. a partir de 11-39
5 [0420] Los sulféxidos (n=1) y sulfonas {(n=2) de la Formula 11-40 se

pueden formar por oxidacion de tioéteres de la Formula 11-39, por ejemplo, con
peréxido de hidrégeno u otros agentes oxidantes.

e

11-40
10
Ejemplo 20

Sintesis del Compuesto de Formula Il-41 a partir de 11-21

15 [0421] El compuesto de la Formula 1l-41 se puede preparar
mediante el tratamiento del compuesto de Formula 1I-21 (0 un derivado
protegido de 11-21, en donde el alcohol C-5 0 NH lactama estan protegidos, por
ejemplo) con metil sulfonil cloruro (cloruro de mesilo} en piridina, por ejemplo, o
mediante el tratamiento con cloruro de mesilo en la presencia de trietilamina.

20 Otros ésteres de sulfonato se pueden preparar en forma similar.
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CH3S0,Cl
. > 3
£ piridina £
!
Hy
Ejemplo 21
5 Sintesis del Compuesto de la Formula |1-46 a partir de 11-19 o [1-41

[0422] El alqueno de la Formula 11-46 se puede preparar mediante

deshidroyodinacién del compuesto de Formula 11-19, o mediante hidroxi-
mesiloxi eliminacién del compuesto de Formula 1i-41, por ejemplo, mediante el

10 tratamiento con base.

-19
H,CO,,

15
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Ejemplo 22
Sintesis del Compuesto de la Formula |I-42A

[0423] La sintesis de los acidos o ésteres bordnicos, por ejemplo
el compuesto de la Formula [1-442A, se puede lograr como se indica en el
esquema retrosintético siguiente. La hidroboracién del alqueno de Formula II-
46 produce el alquil borano corespondiente, que puede ser convertiso al acido
o éster bordnico comespondients, por ejmplo, el compuesto de la Formula II-
42A.

T
) &
H - _— 5
Ejemplo 23

Sintesis del Compuesto de Formula 11-43A

[0424] El compuesto de la Formula I1-43A se puede preparar
mediante el tratamiento del compuesto de la Formula 11-19 con trifenil fosfina
para hacer un iluro de fésforo, que puede ser tratado con varios aldehfdos, por
aejemplo, metil éster de acido glicélico, para hacer la Formula 11-43A.
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Eiemplo 24
Sintesis del Compuesto de la Formula ||-30 a partir de 11-19

[0425] Una porcién del Cul (100 mg) se colocd en un frasco de
fondo redondo tipo pera de 25 ml y se limpié con gas Ar por 30 minutos, y el
gas Ar se mantuvo a través del frasco durante el curso de la reaccién. El
recipiente fue enfriado hasta -78 °C antes de la adicion de THF seco (5 mi)
seguido por la adicién por gotas inmediata de una solucién de metil litioc en THF
saco (5.0 ml, 1.6 M) con agitacién vigorosa. Una solucién del Compuesto 11-19
en THF seco (12 mg del Compuesto [I-19, 1 ml de THF) se agregd lentamente a
la solucién de dialquilcuprato clara, y la mezcla resultante se agité a -78 °C por
1 h. La reaccién fue neutralizada lavando con solucién de THF a través de un
tapén de gel de silice (1 cm de didmetro por 2 cm de longitud) junto con lavado
adicional usando una solucién de 50% de EtOAc / 50% de hexanos (50 ml).
Los lavados del tapon de sllice combinadas fueron secados in vacuo y
sometidos a purificacion adicional de HPLC C18 en 2 inyecciones {ACE 5u C18-
HL, 150 mm X 21 mm DI) usando un gradiente de solvente isocrativo de 35%
de ACN / 85% de HzO. el Compuesto 1I-30 eluyco bbajo estas condiclones a
23.5 minutos y produjo 2.4 g de material (27% de rendimiento aislado) a 80.8%
de pureza medido por HPLC analitica. Se puede utilizar un método de
purificaciéon de fase nomal altemnativa usando una columna de slilice
Phenomenex Luna 10u (25 cm x 21.2 mm DI) con un gradiente de solvente que
consiste de 100% de hexanos/acetato de etllo a 0% de hexanos durante 20
minutos. El compuesto 1I-30 eluyd bajo estas condiciones a 16.5 minutos y
produjo 3.0 mg de material (41% de rendimiento aislado) a 97.1% de pureza
medida por HPLC analftica.

\&>
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[0426] Compuesto 11-30: UV (Acetonitrilo/H20) 225 (sh), ESMS,
m/z 294.1 (M+H); HRMS (ESI), m/z 294.16068 [M+H]', Acx = -3.2 ppm,
C1eH24NO4; RMN 'H en DMSO-dg (ver FIGURA 28).

(CHp,Culd
THF

Ejemplo 25
Sintesis del Compuesto de las Formulas ||-44 y VI-1A a partir de 1I-16

[0427] El compuesto de Formula 11-16 (30 mg, 0.096 mmol) se
disolvié en CHyCl, (9 ml) en un vial de cintilacién (20 ml) al cual se le agreg6
trietilamina (40 pl, 0.29 mmol), metil-3-mercapto propionato (tiol, 250 pl) y una
bamra agitadora magnética. La mezcla de reaccidn se agitd a temperatura
ambiente por aproximadamente 4 horas. El solvente fue evaporado de la
mezcla de reaccién para dar una mezcla del los compuestos de Formulas |1-44
y VI-1A (19:1), que fueron separados mediante HPLC de fase inversa usando
columna ACE 5u C18 (150 mm X 22 mm DI} con un gradiente de solvente de
35% a 90% de H,0O / Acetonitrilo durante 17 min, 90 a 100% de acetonitrilo
durante 1 min, manteniendo a 100% de acetonitrilo por 1 min, a una velocidad
de flujo de 14.5 ml/min. Se usé un detector de arreglo de diodo para monitorear
el proceso de purificacidon. Los Compuestos l-44 (20 mg) y VI-1A (1 mg)
eluyeron a 11.68 y 10.88 min, respectivamente, como compuestos puros.
Compuesto [1-44: UV (Acetonitrilo/H20) Amax 240 (sh) nm; ESMS, nvz 434.0
(M+H)" & 456.0 (M+Na)*; Compuesto VI-IA: UV (Acetonitrilo/Hz0) Amax 220 (sh)
nm; ESMS, m/z 398.0 (M+H)* & 420.0 (M+Na)".

\eh
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Ejemplo 26
5 xidacién del hi il ndario en los Compuestos de Partida
reaccion con hidroxi 0 metoxi aminas:

[0248] El grupo hidroxilo secundario en los Compuesto de Partida

se oxida utilizando cualquiera de los siguientes reactivos: dicromato de piridinio
10 (PDC), clorocromato de piridinio (PCC), peryodinano Dess-Martin o cloruro de

oxalilo (oxidacién de Swem) (Ref: Organic Syntheses, volimenes colectivos |-

Vii). De preferencia, se puede usar peryodinano Dess-Marlin como un reactivo

para esta reacclon. (Ref: Fenteany G. et al. Science, 1995, 268, 726-73). El

compuesto ceto resultante se trata con hidroxilamina o metoxi amina para to
15 generar las oximas.

Ejemplos:

Peryodinane Dess Manin
[ ]
Oxidaclin de Swem

B, Mo

Compuesto de Partida 13 i)

20
Ejemplo 27

/G
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Aminacion reductiva de ) 0 de los Compuestos de Partida

[0249] Los derivados ceto se tratan con cianoborohidruro de sodio
(NaBH3CN) en la presencia de diversas bases para dar derivados amina de los
Compuestos de Partida que posteriormente se hidrogenan con 10% de Pd/C,
H2 para reducir el doble enlace en el anillo ciclohexeno.

Ejemplo:
@\f" i
] NaBH,CN NG, Hy
o NHy o Ca
H
13 T-11 012
Ejemplo 28

Abertura de anillo Ciclohexeno

[0430] Los Compuesto de Partida pueden estar protegidos, por
ejemplo, en las posiciones del alcohol y/o en el nitrdgeno de lactama, y se
tratan con O8O, y NalO, en solucién de THF-H2.O para dar los derivados dial
que se reducen a alcohol con NaBH,. Los grupos protectores pueden ser
removidos en la etapa apropiada de la secuencia de reaccién para producir |1-7
o |I-6.

Ay
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Ejemplo:
H %0, i H
— taBH,
NalO,
o=
Compussto de Partida -7 IL$
5 Ejemplo 29

Deshidratacién de alcohol sequida por formacidn de aldehido en la unién de

anillo lactona-lactama

[0431] Un Compuesto de Partida es deshidratado, por ejemplo,

10 mediante el tratamiento con cloruro de metilo en la presencia de base, o por

ejemplo, mediante el tratamiento con reactivo de Burgess u otros agentes

deshidratantes. El compuesto deshidratado resultante se trata con OsO,,

seguidpo por NalO4, o altemativamente mediante ozondlisis, para dar un grupo
aldehldo en la unién de anillo lactona-lactama.

C%ﬂzz

I-1

15

Compuesto de Partida

Ejemplo 30

(2
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Oxidacién del Anillo Ciclohexeno para producir Ciclohexadienos
o un Anillo Fenilo

[0432] Un Compuesto de Partida, tal como la cetona de la Formula
II-13C, es tratado con Pd/C para producir un derivado de ciclohexadieno. El
nuevo enlace dobre puede estar en cualquier posicion del anillo ciciohexeno.
La cetona puede ser reducida, por ejemplo, con borohidruro de sodio, para
obtener el(los) alcohol(es) secundario(s) correspodiente(s). Alternativamente, el
derivado de ciclohexadieno puede ser tratado adicionalmente, por ejemplo, con
borohidruro de sodio, para obtener el(los) alcohol{es) secundario(s)
cormrespondiente(s).

xR
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[0433] Como un método altemo, el compuesto de partida, tal como
el compuesto de la Formula 11-49, puede ser tratado, por ejemplo con TMSCI
para producir el derivado de ciclohexadieno. El derivado de ciclohexadieno
puede ser tratado adicionalmente, por ejemplo con DDQ, para aromatizar el

5 anillo a un grupo fenilo. El OTMS en el grupo fenilo puede ser removido, por
ejemplo, con acido o base. Iguaimente, la cetona puede ser reducida, por
ejemplo, con borohidruro de sodio, para obtener el(los) alcohol(es)
secundario(s) correspondiente(s).

R

e I........

n-1C
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Ejemplo 31
Diversas reacciones en dert Idehido
[0434] Se realizan reacciones de Witting en el grupo aldehido de |-

5 1 utilizando diversos iluros de fosforo [por ejemplo (trifenilfosforanilidien)etano]
para dar una olefina. El doble enlace en la cadena lateral se reduce por
hidrogenacién catalitica.

Ejemplo:

[ " "
Rencclén de Wining RIC.H2
. CH3sCHPPhy —

[0435] La aminacién reductiva se realiza en el grupo aldehido
utilizando diversas bases (por ejemplo NHj) y cianoborohidruro de sodio para
dar los derivados amina. En forma altemna, el aldehido se reduce con NaBH,

15 para formar alcoholes en la cadena lateral.

H " H
Reduccién Aminacién
e — Reductiva
NaBi, -
NaBH;CN/NH,
LS

I2 Il

10

Ejemplo:

20 [0436] Las reacciones de adicibn organometilica al aldehido
carbonilo, pueden realizarse para dar diversos alcoholes secundarios
sustituidos.

1t
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Ejemplo:

R

o %
%
¥ ¥

5 Ejemplo 32
Sintesis de los Compuestos de Formula |1-47 a partirde [I-17

[0437] El compuesto de Formula II-17 (25 mg, 0.0896 mmol) se

disolvié en CHzCl> (9 ml) en un vial de cintilacién (20 ml) al cual se le agregd

10 trietilamina (38 pl, 0.27 mmol), metil-3-mercapto propionato (tiol, 250 ul) y una
bara agitadora magnética. La mezcla de reaccion se agitd a temperatura
ambiente por aproximadamente 4 horas. El solvente fue evaporado de la
mezcla de reaccién para dar el compuesto de Formula 11-47, que fue purificado
adicionaimente mediante HPLC de fase normal usando columna de Slice

15 Phenomenex Luna 10u C18 (25 cm X 21.2 mm DI) con un gradiente de solvente
de 10% a 100% de Hexano / Acetonitrilo durante 24 min, manteniendo a 100%

de EtOAc por 3 min, a una velocidad de flujo de 14.5 ml/min. Se usé ELSD
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para monitorear el proceso de purificacién. El Compuesto 11-47 (15 mg) eluyt a
10.88 min, como compuesto puro. Compuesto 11-47: UV (Acetonitrilo/H20) Amex
240 (sh) nm; ESMS, mvz 400.1 (M+H)" & 422.0 (M+Na)".

H H
N
i3
+ EWN. CHiCl i 2
1147

Ejemplo 33
Sintesis del Compu de Formmulas 11-48 vy VI-1B a partir de 1I-16

[0438] E! compuesto de Formula II-16 (15 mg, 0.048 mmol) se
disolvid en una proporcién 1:1 de ACN/DMSO (8 ml) en un vial de cintilacién (20
mi) al cual se le agregé trietilamina (40 ul, 0.29 mmol), Glutationa (44.2 mg,
0.144 mmol) y una barra agitadora magnética. La mezcla de reaccion se agitd
a temperatura ambiente por aproximadamente 3 horas. El solvente fue

evaporado de la mezcia de reaccién para dar el compuesto de Formula 11-48, -

que fue purificado mediante HPLC de fase inversa usando columna Ace 5u C18
(150 mm X 22 mm DI) con un gradiente de solvente de 10% a 70% de H;O /
Acetonitrilo durante 15 min, 70 a 100% de Acetohitriio durante 5 min,
manteniendo a 100% de EtOAc por 4 min, a una velocidad de flujo de 14.5
ml/min. Se usd detector de arreglo de diodo para monitorear el proceso de
purificacién. El Compuesto 11-48 (10 mg) eluyd como un compuesto puro a
8.255 min. Compuesto 11-48: UV (Acetonitrilo/H20) Amax 235 (sh) nm; ESMS,
m/z 621.1 (M+H)". El Compuesto 11-48 era inestable en solucién y se convirtié al
Compuesto VI-1B que parecla como una mezcia de [1-48 y VI-1B en la
proporcién 7:3. Compuesto VI-1B: UV (Acetonitrilo/Hz0) Amax 235 (sh) nm;
ESMS, m/z 585.2 (M+H)".

b0
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Ejemplo 34
Sintesis del Compuesto de la Formula Il VI-C a partir de 11-16

[0439] El compuesto de Formula 1I-16 (10 mg, 0.032 mmol) se
disolvi6 en CH:Cl: (9 ml) en un vial de cintilacién (20 ml) al cual se le agreg6
trietilamina (26.5 pl, 0.192 mmol), metil éster de N-Acetil-L-Cisteina (17 mg,
0.098 mmol) y una bamra agitadora magnética. La mezcla de reaccién se agitd
a temperatura ambiente por aproximadamente 4 horas. El solvente fue
evaporado de la mezcla de reaccién para dar la mezcla de compuestos de
Formulas 11-50 y VI-1C, que fueron purificados mediante H-PLC de fase inversa
usando columna de silice Phenomenex Luna 10u (25 cm X 21.2 mm DI) con un
gradiente de solvente de 10% a 100% de Hexano / EtOAc durante 24 min,
manteniendo a 100% de EtOAc por 3 min, a una velocidad de flujo de 14.5
mlUmin. Se usé ELSD para monitorear el proceso de purificacién. Los
Compuestos 1I-50 (2 mg) y VI-1C (0.2 mg) eluyeron a 10.39 y 10.57 min,
respectivamente, como compuestos puros. Compuesto II-50: UV
(Acetonitrilo/H20) Amax 230 (sh) nm; ESMS, m/z 491.1 (M+H)* & 513.0 (M+Na)*,
Compuesto VI-1C: UV (Acetonitrilo/H20) Amex 215 (sh) nm; ESMS, m/z 455.1
(M+H)* & 577.0 (M+Na)*.

D
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Eiemplo 35
Inhibicién del Crecimiento de Colon Seno, Pulmén, Ovario, Mieloma

Miiltiple y Melanoma

[0440) Células de carcinoma de colon humano (HT-29; HTB-38),
adenocarcinoma de prostata (PC-3; CRL-1435), adenocarcinoma de senco
(MDA-MB-231; HTB-26), carcinoma pulmonar de célula no pequefia (NCI-
H8292; CRL-1848), adenocarcinoma de ovario (OVCAR-3; HTB-161), mieloma
miiltiple (RPMI 8226; CCL-155), mieloma mdltiple (U266; TIB-196) y melanoma
de ratén (B16-F10; CRL-6475) fueron compradas todas en ATCC y se
mantuvieron en el medio de cultivo aproplado. Las células fueron cultivadas en
un incubador a 37 °C en CO; al 5% Y aire humidificado al 95%.

[0441] Para los ensayos de crecimiento celular, las células HT-29,
PC-3, MDA-MB-231, NCI-H292, OVCAR-3 y B16-F10 fueron sembradas a 5 x
10%, 5 x 10%, 1 x 10%, 4 x 10%, 1 x 10% y 1.25 x 10° células por agujero
respectivamente en 80 ul de medio completo en placas de cultivo de tejido de
fondo claro y pared negra de 96 agujeros (Corning; 3904) y las placas fueron
incubadas durante la noche para permitir que las células se establecieran y
entraran en crecimiento en fase log. Las células RPMI y U268 fueron
sembradas a 2 x 10* y 2.5 x 10* células/agujero respectivamente en 90 pl de
medio completo en placas de 96 agujeros en el dia del ensayo. Soluciones
patrén. 20 mM de los compuestos se prepararon en 100% de DMSO, y se
almacenaron a -80 °C. Los compuestos se diluyeron seiaimente y se agregaron
en triplicado a los agujeros de prueba. Las concentraciones que varian de 6.32
#M a 632 pM fueron probadas para II-2 y 1l4. I[I-3 fue probado a

concentraciones que varian de 2 uM a 200 pM. La Formula |I-5A y formula II-
5B se probaron a concentraciones finales que varfan de 2 uM a 632 pM y 20 uM

Yk



10

15

30

155

a 6.32 nM, respectivamente. Las placas fueron devueltas al incubador por 48
horas. La concentracion final de DMSO fue 0.25% en todas las muestras.

[0442] Siguiendo 48 horas de exposicion a farmaco, 10 4l de 0.2 mg/ml

de resazurin (obtenido de Sigma-Aldrich Chemical Co.) en solucién salina
amortiguada con fosfato libre de Mg?*,Ca®* se agregaron a cada agujero y las
placas se devolvieron al incubador por 3-6 horas. Ya que las células vivas
metabolizan Resazurin, la fluorescencia del producto de reduccién de Resazurin
se midid utilizando un fluordmetro de microplaca de fusiéon (Packard Bioscience)
con filtros de Aex =535 NnMmy A.m =590 nm. El colorante Resazurin en medio
sin células se utilizd para determinar el fondo, que se substrajo de los datos
para todos los agujeros experimentales. Los datos fueron nommalizados a la
fluorescencia promedio de las células tratadas con medio + 0.25% de DMSO
(100% de crecimiento celular) y se determinaron los valores ECsp (la
concentracion de fArmaco en la cual se establece el 50% de la inhibicién de
crecimiento méxima observada) utilizando un algoritmo para ajuste de curva de
respuesta a dosis sigmoidal estandar (generado por XLfit 3.0, ID Business
Solutions Ltd). Cuando la inhibicion méaxima de crecimiento celular era de
menos de 50%, no se determind un valor de ECg.

[0443] Los datos en la Tabla 1 resumen los efectos inhibidores de
crecimiento de la Formulas 1i-2, 1i-3, 1I-4, II-5A, 1I-5B, 1I-18 y [I-19 contra las
lineas celulares de carcinoma colorectal humano, HT-29, carcinoma de prostata
humano, NCI-H292, carcinoma de ovario humano, .OVCAR-3, mielomas
multiples, RPMI.8226 y U266 y melanoma de murina B16-F10. ..

Tabla 1
Val E e mul -2, -3, 114, |l 11-5B, 11-18 v 1I-19 contra
diversas lineas celulares de tumor

o
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Linea BCso (nM) *

Celular
n2 { 03 | m4 | msa | osB | ms | Do

' “1070 |
lerT-29 129421 | >20000 | 132436 | @717 | | 18478 | 11316
1330

IPC-3 2042110 >20000 ( 204249 [ 109415 | - | 35256 | 29840

) 1040

MDA-MB-231 | 121223 | >20000 | 11424 | 6124.6 oy | 16228 | 1432
32 | >20000 | 192 992 29

NCI-292 1022 .
395 {>20000] 213 V) 20 | o |78
1 >6320 >2000

lovcar-3 58 1 520000 0 1 % %
251 >6320 | 64 >2000 | 20
D | >20000

N s7 36 326 63 59
45 |>20000| s1 29 328 63 7.1
3
9 [>20000] 39 10 18 | 42 | 32
12 |>20000] 24 9 .| 11 | 42 | 34

b 19¢ | >20000| 163 1Z70 | 19

16710 7811 1341,
180 |>20000| 175 neo | 3 |40

* En donde n 2 3, media & desviacidn estandar se presenta

[0444] Los valores ECsg indican que las Formulas [I-2, lI-4, 1I-5A, |I-5B,
5 11-8C, 11-19, fueron citotéxicas contra lineas celulares células de tumor HT-29,
PC-3, MDA-MB-231, NCI-H292, RPMI-8226, U268 y B16- F10. [I-2, 1I-6A, |I-5B

y lI-19 también fueron citotdxicas contra las células de tumor OVCAR- 3.

10

Elempio 36

Inhibicién del imi de misloma miltiple por las Formulas |-7, 1I-2, 1I-3, I-
4, 1I-5A, H-5B, 11-8C, 11-13C, 11-18, 11-19, 11-20, 11-21, 11-22, 1-24C, 11-25, 1|-28, II-
15 29 1l 11-31, 11-32, 1l IV-3C, [I-44, VI-1A, 11-47 vy 11-50;

células RPMI 8226 y U266

[0445] Las lineas celulares de mieloma miltiple humano, RPMI
8226 (ATCC; CCL-155) y U266 (ATCC; TIB-188) se mantuvieron en medio de
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cultivo apropiado. Las células fueron cultivadas en un incubador a 37 °C en
CO: al 5% y aire humidificado al 85%.

[0446] Para los ensayos de crecimiento celular, las células RPMI
8226 y U266 fueron sembradas a 2 x 10* y 2.5 x 10* células por agujero
regpectivamente en 90 ul de medio completo en placas de cultivo de tejido de
fondo claro y pared negra de 96 agujeros Coming 3904. Soluciones patrén 20
mM de los compuestos se prepararon en 100% de DMSO, se alicuotaron y
almacenaron a -80 °C. Los compuestos se diluyeron seialmente y se agregaron
en triplicado a los agujeros de prueba. El rango de concentraciones finales de la
Formula I-7, 11-3, 1I-8C, 1I-5B, 1I-13C, 1I-20, 11-21, 1I-22, 1-24C, 1I-25, 1I-28, 11-29,
11-30, 1I-31, 11-32, 1I-38, IV-3C, ViI-1A, H-47 fue de 20 u4M a 632 nM. La
concentracién final de la Formula 11-18, 11-19, 11-44, y 11-50 varié de 632 nM a
200 pM. La concentracion final de DMSO fue 0.25% en todas las muestras.

[0477] Siguiendo 48 horas de exposicién a farmaco, 10 x| de 0.2

mg/ml de resazurin (obtenido de Sigma-Aldrich Chemical Co.) en solucién
salina amortiguada con fosfato libre de Mg?*,Ca®* se agregaron a cada agujero
y las placas se devolvieron al incubador por 3-8 horas. Ya que las células vivas
metabolizan Resazurin, la fluorescencia del producto de reduccion de Resazurin
se midid utilizando un fluorémetro de microplaca de fusién (Packard Bioscience)
con filtros de 2 e =535 nmy A.m = 590 nm. El colorante Resazurin en medio
sin células se utilizd para determinar el fondo, que se substrajo de los datos
para todos los agujeros experimentales. Los datos fueron normalizados a la
fluorescencia promedio de las células tratadas con medio + 0.25% de DMSO
(100% de crecimiento celular) y se determinaron los valores ECs (la
concentracién de farmaco en la cual se establece el 50% de la inhibicion de
crecimiento maxima observada) utilizando un algoritmo para ajuste de curva de
respuesta a dosis sigmoidal estdndar (generado por XLfit 3.0, ID Business
Solutions Ltd). '

[0448] Los datos en la Tabla 2 resumen los efectos inhibidores de
crecimiento de la Formulas I-7, 1I-2, II-3, Ii-4, lI-5A, 1I-5B, {1I-8C, 1I-13C, 1I-18, II-
19, 11-20, 11-21, 11-22, 1I-24C, 11-25, 1I-26, 1I-28, 11-29, 1i-30, 11-31, 11-32, 1I-38, V-
3C, li-44, VI-1A, 11-47 y 11-50 contra las lineas celulares de carcinoma multimple,
RPMI 8226 y U266.




158

Tabla 2
Valores E las Formulas 1-7, 11-2, 1I-3, 114, 11-5A, 1I-6B, 1I-8C, 1I-13C, 1I-18
11-19, 11-20, 11-21, 11-22, 11-24C, 11-25, 11-28, 11-29, 11-30, 1|-31, 1I-32, 1I-38, IV-3C, |I-
44, VI-1A, 11-47 y |1-50 contra células RPM| 8226 v U266

Compuesto RPMI 8226 U266
ECso (nM) ECx (nM)
Formula I-7 250 ND
240
Formula 1I-2 49 39
45 32
Formula I1-3 >20000 >20000
>20000 >20000
Formula lI-4 o7 39
51 34
Formula II-5A 36 10
29 9
Formula 11-5B 326 118
328 111
Formula [1-8C >20000 - >20000
>20000 >20000
Formula II-13C >20000 >20000
>20000 >20000
Formula II-18 6.3 4.2
6.3 42
Formula II-19 5.9 3.2
7.4 34
Formula 11-20 8510 + 3260 310
442
Formula 11-21 >20000 6080
>20000 9670
Formula [I-22 9720 2860
' 11200 903
Formula II-24C 2320 1150
1640 825
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Formula 11-25 >20000 >20000
>20000 >20000
Formula 11-26 2230 1300
1610 829
Formula 1I-28 >20000 >20000
>20000 >20000
Formula |1-28 4280 624
6940 1420
Formula II-30 4900 889
4160 1240
Formula 11-31 >20000 ND
>20000
Formula 1-32 >20000 - ND
>20000
Formula 11-38 2600 ND
1800
Formula IV-3C >20000* 7760
8290
Formuia 11-44 12 ND
8.8
Formula VI-1A 8400 ND
7800
Formula 147 8000 £ 3400 ND
Formula 11-50 10 ND

* En donde n 2 3, valor ECsp medio + desviacién estandar se presenta; *

n = 3, desviacidn estandar no aplicable; ND = no determinada.

[0444]

fueron citotdxicas contra las células U266.

Los valores ECs indican que las Formulas 11-2, 114, lI-5A,
II-5B, I1I-8C, 1I-19, 1I-20, 1I-22, 1I-24C, 1I-29 y 1I-30 fueron citotéxicas contra
células RPMI-8226 y U266. Las Formulas I-7, 11-38, 11-44 VI-1A, 1147 y 1I-50
fueron citotdxicas contra las células RPMI 8226. La Formula 11-21 y IV-3C
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Eijemplo 37 . .
Inhibicidén del Crecimiento de lineas celulares de tumor MES-SA, MES-SA/Dx5,
HL-60 y HL-80/MX

[0450] Células de sarcoma uterino humano (MES-SA; CRL-1976),
sus derivados resistentes a mdiltiples fArmacos (MES-SA/Dx5; CRL-1977),
céluas de leucemia promiolocitica aguda humana (HL-60; CCL-240) y sus
derivados resistentes a fammacos miltiples (HL-60/MX2; CRL-2257) se
compraron en ATCC y se mantuvieron en el cultivo adecuado. Las células
fueron cultivadas en un incubador a 37 °C en CO; al 5% y aire humidificado al
95%.

[0451] Para los ensayos de crecimiento celular, las células MES-
SA y MES-SA/Dx5 fueron ambas sembradas a 3 x 10° células por agujero en 90
ul de medio completo en placas de cultivo de tejido de fondo claro y pared
negra de 96 agujeros (Coming 3904) y las placas fueron cultivadas durante la
noche para permitir que las células se establecieran y entraran a crecimiento de
fase log. Las células HL-60 y HL-60/MX2 fueron ambas sembradas a 5 x 10*
células por agujero en 90 ul de medio completo en placas de 86 agujeros en el
dia de la adiciébn de compuesto. Soluciones patrén 20 mM de los compuestos
se prepararon en 100% de DMSO y se almacenaron a -80 °C. Los compuestos
se diluyeron seialmente y se agregaron en triplicado a los agujeros de prueba.
Las concentraciones que varlan de 6.32 yM a 2 nM fueron probadas para lI-2 y
II-4. 1I-3 fue probado a concentraciones que varian de 20 M a 632 nM. El

Compuesto II-18 fue probado a concentraciones que varian de 2 uM a 632 pM.
Las placas fueron devusitas al incubador por 48 horas. La concentracién final
de DMSO fue 0.25% en todas las muestras. T -

[0452] Siguiendo 48 horas de exposicién a farmaco, 10 u1de 0.2
mg/ml de resazurin (obtenido de Sigma-Aldrich Chemical Co.) en solucion
salina amortiguada con fosfato libre de Mg?*,Ca?* se agregaron a cada agujero
y las placas se devolvieron al incubador por 3-8 horas. Ya que las células vivas
metabolizan Resazurin, la fluorescencia del producto de reduccién de Resazurin
se midié utilizando un fluorémetro de microplaca de fusiéon (Packard Bioscience)
con filtros de 4 =535 nMy A.m = 590 nm. El colorante Resazurin en medio
sin células se utiliz6 para determinar el fondo, que se substrajo de los datos
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para todos los agujeros experimentales. Los datos fueron normalizados a la
fluorescencia promedio de las células tratadas con medio + 0.25% de DMSO

(100% de crecimiento celular) y se determinaron los valores ECs (la -

concentracién de farmaco en la cual se establece el 50% de la inhiblicién de
crecimiento méxima observada) utilizando un algoritmo para ajuste de curva de
respuesta a dosis sigmoldal estandar (generado~por XLfit 3.0, ID Business
Solutions Ltd). Cuando la inhibicién macima del crecimiento celular era menor
del 50%, no se determind un valor ECss.

[0453) La linea celular de tumor MES-SA/Dx5 resistente a
miltiples farmacos se derivé de la linea celular de tumor MES-SA de sarcoma
uterino humano y expresa P-glicoprotefna elevada (P-gp), una bomba de reflujo
dependiente de ATP. Los datos de la Tabla 3 resumen los efectos inhibidores
de crecimiento de la Formulas I1-2, Ii-3, |14 y 1-18 contra MES-SA y su derivado
resistente a mualtiples farmacos MES-SA/Dx5. Se incluyé Placitaxel, un
substrato conocido de la bomba P-gp como un control.

Tabla 3
Valores ECx de las Formulas 11-2, 11-3, |14 y 1I-18 contra lineas celulares MES-
SA y MES-SA/Dx5
Compuesto ECso (nM) Veces de
MES-SA MES-SA/Dx5 cambio*
Ii-2 183 220 1.0
155 138 -
-3 >20000 >20000 NA
>20000 >20000
-4 163 178 0.9
140 93

\6\
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18 22 32 12
17 14

Paciitaxel 5.6 2930 708
46 5210

* Vaces de cambio = la proporcién de valores ECsy (MES-SA/Dx5 : MES-SA)

[0454) Los valores de ECs indican que i-2, I1-4 y 1I-18 tienen
actividad citotoxica contra las lineas celulares de tumor MES-SA y MES-
SA/Dx5. El fenotipo resistente a miiltiples farmnacos fue confirmado mediante la
observacién que el Paclitaxel fue ~800 veces menos activo contra las células
MES-SA/Dx5 resistentes.

[0455] HL-60/MX2 es una linea celulas de tumor resistente a
muitiples farmacos derivada de la linea oe.lulas de leucemia promielolitica, HL-
60 y expresa actividad reducida de topoisomerasa |l. Los datos presentados en
la Tabla 4 resumen los efectos inhibidores de crecimiento de la Formulas 11-2, II-
3, 14 y 1I-18 contra HL-60 y su derivado resistente a maltiples farmacos HL-
60/MX2. Se incluyd Mitoxantrona, el agente marcador de la topolsomerasa ||
como un control.

Tabla 4

Valores ECx; de las Formulas [I-2, 11-3, 114 v 1|-18 contra lineas celulares
H HL X2

Compuesto ECso (nM) Veces de
HL-60 HL-60/MX2 cambio®
-2 237 142 0.7
_ 176 133
-3 >20000 >20000 NA
>20000 >20000
-4 143 103 NA
111 97

\k¢
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I-18 27 19 0.7
23 18 1

Mitoxantrona 42 1340 30.6
40 1170

* Veces de cambio = la proporcién de valores ECsy (HL-60/MX2 : HL-60)

[0456] Los valores de ECs indican que 1I-2, 1i-4 y 1I-18 retuvieron
la actividad citotéxica contra ambas lineas celulares de tumor HL-60 y HL-
60/MX2. El fenotipo resistente a mltiples fdrmacos fue confirmado mediante la
observacion que la Mitoxantrona fue ~30 veces menos activa contra las células
HL-80/MX2 resistentes.

[045T7) Los compuestos revelados aqui tienen actividad contra
lineas celulares de mieloma miiltiples resistentes a farmaco. Por ejemplo, los
compuestos son activos contra lineas celulares MM.1R-y Dox.:40 resisitente a
Doxorubicina. Adicionalmente, los compuestos son activos contra lineas
celulares obtenidas de pacientes de mieloma miiltiple humano que han recaldo
después de mililtiples terapias previas con Dexametasona, Bortezomib, y
talidomida. Asl, los compuestos son activos contra mieloma muditiple resistente
a fadrmaco incluyendo mieloma miltiple que muestra resistencia a la
doxorubicina, dexametasona, bortezomib y talidomida.

Ejemplo 38
Inhibicién de actividad de luciferasa mediada por NF- x B por las Formulas 11-2,
11-3, 114, 1I-5A, 11-58, 1| Il-1 H-18, 11-19. 11-20, 1I-21, 1|-22, 11-24C, )1-25, Ii-

26, 11-27, 11-28, 11-29, 11-30, 144, VI-1A y IV-3C; Linea celular reportera
HEK293NF-x B/luciferasa

[0458] La linea celular reportera HEK293NF-x luciferasa es un
derivado de la linea celular de rifién embriénico humano (ATCC; CRL-1573) y
porta un gen reportero luciferasa bajo la regulacién de sitios de enlace 5X NF-
xB. La linea celular reportera se mantuvo rutinariamente en medio DMEM
completo (DMEM mas suero bovino fetal al 10% (v/iv), L-glutamina 2mM,
HEPES 10 mM y Penicilina/Estreptomicina a 100 IU/ml y 100 pg/mi,
respectivamente) suplementada con 250 g/ml de G418. Cuando se realizd el
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ensayo de luciferasa, el medio basal de DMEM fue reemplazado con medio
basal DMEM libre de rojo fenol y el G418 fue omitido. Las células se cultivaron
en un Incubador a 37 °C en CO; al 5% y aire humidificado al 95%.

[0459] Para ensayos de luciferasa mediados por NF-xB, las
células HEK293 NF-x Blluciferasa se sembraron a 1.5x10* células/agujero en
80 ul de medio completo DMEM libre de rojo fenol en placas de cultivo de tejido
de fondo opaco, blancas Coming 3817. Para la Formula 1I-2, Formula |14,
Formula II-5A, y Formula 11-18, una dilucién de partida de 400 u M se elabor$
en DMSO al 100% y esta dilucién se usd para generar una serie de dilucién
semi log de 8 puntos. Esta serie de dilucidn fue diluida ademéas 40X en medio
de cultivo apropiado y se agregaron alicuotas de diez x| a los agujeros de
prueba en triplicado produciendo concentraciones de prueba finales que varfan
de 1 uM a 320 pM. Para las Formulas 11-3, II-5B, 1I-8C, 11-13C, 1I-20, lI-21, 1-22,
11-24C, 11-25, 11-28, 1I-27, 11-28, 11-29, 11-30, VI-1A y IV-3C, una dilucién de partida

8 mM se elabord en DMSO al 100% y se sigui® mismo procedimiento que se '

describié anteriormente produciendo concentraciones de prueba finales que
varian de 20, pM a 6.3 nM. Para la Formula II 19 y l1-44, use elaboré una
dilucién de partida 127 4M en DMso al 100% y Ias oonceniraclones de prueba
finales variaron de 0.1 nM a 317 nM. Para la Formula 11-20, se elabaré una
soluclén de partida 2.5 mM u 8 mM en DMSQO al 100% y las concentraciones de
prueba finales variaron de 6.3 pM a 2.0 nM o 20 pM a 6.3 nM, respectivamente.
Las placas fueron devueltas al incubador por 1 hora. Después de 1 hora de
pre-tratamiento, se agregaron 10 x| de una solucién de 50 ng/ml de TNF-a 50
preparada en el medio DMEM libre de rojo fenol, y las placés se incubaron por 6
horas adicionales. La concentracion final de DMSO fue de 0.25% en todas las
muestras.

[0460] Al final de la estimulacion TNF-a, se agregaron 100 x| de

reactivo luciferasa Steady Lite HTS (Packard Bioscience) a cada agujero y las
placas se dejan sin perturbar por 10 minutos a temperatura ambiente antes de
medir la actividad de luciferasa. Las unidades de luciferasa relativas (RLU) se
midieron usando un fluordmetro de microplaca de fuslén (Packard Bioscience).
Se calcularon los valores ECs (Ia concentracién de farmaco a la cual el 50% de
la ac::lividad de luciferasa relativa maxima se inhlbe) en Prism (GraphPad

&
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Software) utilizando un modelo de pendiente variable de respuesta a la dosis
sigmoidal.

[0481] NF-xB regula la expresién de una gran cantidad de genes
importantes en la Inflamacidn, apéptosis, tumorigenesis, y enfermedades
autoinmunes. En su forma inactiva, NF-x B se compleja con |x B en el citosol y
a la estimulacion, |x B se fosforila, ubiquitina y posteriormente es degradado
por la proteasoma. La degradacion de Ix B conduce a la activacién de NF-x B
y su translocacién al niicleo. Los efectos de las Formulas 11-2, 11-3, 114, |I-5A, II-
5B, 11-8C, 11-13C, 1118, 11-19, I-20, 1l-21, 1I-22, 11-24C, 11-25, 11-26, 1127, 1i-28, II-
29, 1130, 1144, .VI-1A y IV-3C sobre la activacion de NF-xB -sa evaluaron al
estimar la actividad de luciferasa mediada por NF-x B en células HEK293 NF-
x B/Luc ante la estimulacién con TNF-a.

[0482] El oretratamiento de células NF-xB/Luc 283 con las
Formulas 1I-2, 11-4, H-8A, II-6B, 1I-18, 1I-19, 1I-20, 1i-21, 1I-22, 11-24C, 11-26, 1-29,
11-30 y 1I-44 produce una disminucién de la actividad de luciferasa dependiente
de dosis al estimulo con TNF-z. Los valores promedio ECs para inhibir la

actividad de luciferasa mediada por NF-xB se muestran en la Tabla 5 y

demuestra que los Compuestos de la Formulas I-2, 114, |I-5A, 1I-5B, 1I-18, 1I-19, _

11-20, 11-21, l-22, 11-24C, 1126, 11-29, 11-30 y ||-44 inhibieron la actividad NF-x B en
este ensayo basado en células.

Tabla &
Valores ECs, de las Formulas 1I-2, II-3, I1-4, 1I-5A, 1I-5B, 11-8C, II-13C, II-18, II-19,
11-20, 11-21, i-22, [1-24C, 1i-25, 1126, 11-27, I!-28, 11-29, 11-30, 1-44 VI-1A y IV-3C

del Ensayo de gen reportero luciferasa mediado por NF-x B

Compuesto ECso *
Formula li-2 71+ 20 nM

Formuta II-3 >20 UM

>20 uM

Formula li-4 67 nM

88 nM

Formula 1I-5A 33nM
30nM .

=



Formula II-5B 279 nM
' 261 nM
Formula 1I-8C >20 uM
>20 uM
Formula 1I-13C >20.000
Formula II-18 9 nM
11 nM
Formula 1I-19 7nM
10 nM
Formula 11-20 849 £ 225 nM™
Formula l1-21 3.2 uM
2.7 uM
Formula lI-22 1 uM
728 nM
Formula 11-24C 53 uM
3.2 M
Formula 11-25 >20 uM
>20 yM
Formulla 11-26 43 M
4.1 uM
Formula 11-27 >20 uM
>20 uM
Formula 1I-28 >20 uM
>20 |.|M
Formuia 11-29 1.2 yM
. 14pM
Formula I1-30 2.2 |.|.MI
2.2 uM
Formula 11-44 17+4 nM
Formula VI-1A | >20 uM
>20 uM
Formula IV-3C >20 uM
>20 uM

* Se muestran los valores ECs de dos experimentos independientes. Cuando n
2 3, se presenta el valor ECsy medio + desviacion estandar.

™ El ensayo

%0
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también se realizé con el Compuesto 1I-20, y produjo un valor ECsp de 154 nM,
cuyo valor no se incluyd en el calculo del valor medio de ECx.

Ejemplo 38
inhibicién In vitro de la actividad de Proteasoma por lag Formulas |-7, I1-2. 1l-3,
-4, I} 158, 11-8C, 1-13C, II-18, 11-19. 11-20, 11-21, 11-22, I-24C. 1I-25, I-26, |I-
27, 11-28, 11-29, 11-30, 11-31, 1I-32, 1I-38, IV-3C, 11-44 VI-1A y l|-47.

[0483] Todos los compuestos se prepararon como solucies patrén
20 mM en DMSO y se almacenaron en pequefias alicuotas a -80 °C.
Proteasoma 20S de musculo de conejo purificado se obtuvo de CalBiochem o
Boston Biochem Para mejorar la actividad tipo quimiotripsina de la proteasoma,
el amortiguador de prueba (HEPES 20 mM, EDTA 0.6 mM, pH 7.3, y Triton
X100 al 0.05%) se suplementé con SDS que produjo una concentracién SDS
final de 0.035%. El substrato empleado fue suc-LLVY-AMC, un substrato de

péptido fluorogénico clivado especificamente por la actividad tipo quimiotripsina

de la proteasoma. Los ensayos se realizaron a una concentracién de
proteasoma de 1 ug/ml en un volumen final de 200 ul en placas
miantih:ladoras”(.':ostar de 96 agujeros. Se pmbar;an Ia's Formulas 11-2, 1I-4, 1I-
18, 11-19, 1I-21 11-22 y 11-44 como curvas de respuesta a dosis de ocho puntos
con concentraciones finales en el intervalo de 500 nM a 158 pM. Las Formulas
II-5A, 1I-5B, 11-20, 1I-29, 1I-30 y 1I-38 se probaron a concentraciones en el
intervalode 1 #M a 0.32 nM. Las Formulas II-3 y VI-1A se probaron como una

curva de respuesta a ocho dosis con concentraciones finales en el intervalo de
10 uM a 3.2nM. La Formula |1-47 se probé a concentraciories en el intervalo de
5 uM a 1.6 nM, mientras que las Formulas II-8C, 11-13C, 11-24C, 11-25, 11-26, lI-
28, 11-31, lI-32 y IV-3C se probaron con concentraciones finales en el intervalo
de 20 4 M a 6.3 nM. Las muestras se incubaron a 37 °C por ¢inco minutos en
un lector de microplaca tituladora de 96 agujeros de temperatura controlada
Fluoroskan Ascent {Termo Elecirén, Waltham, MA). Durante la etapa de pre-
incubacién, el substrato se diluyd 25 veces en amortiguador.de prueba que
contlene SDS. Después del periodo de pre-incubacién, las reacciones se
Iniciaron mediante la adicién de 10 x| del substrato diluido y las placas se

devolvieron al lector de placa. La concentracién final del substrato en las
reacc_iones fue 20 M. La Fluorescencia del substrato de péptivo clivado se

&
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midid a Aex = 390 nm y Aem = 460 nm. Todos los datos se recolectaron cada 5
minutos por méas de 1.5 horas y se graficaron como la media de puntos de datos
en triplicado. Se calcularon los valores ECsg (la concentracion de farmaco a la
cual el 50% de la fluorescencia relativa maxima es inhibida) por Prism
(GraphPad Software) utilizando un modelo de pendients variable, de respuesta
a dosis sigmoidal. Para evaluar la actividad de los compuestos contra la
actividad tipo caspasa de las proteasomas 208, se realizaron reacciones como

se describidé anteriormente excepto porque se usé Z-LLE-AMC como el -

substrato péptido. Las Formulas 1i-3, {4, 1I-5A, 11-6B, 1I-8C, 1I-13C, 1I-18, 1I-20,
II-21, 11-22, 11-24C, 1I-25, 11-26, 1I-27, 1I-28, 1I-29, 11-30, IV-3C, 1I-44 y VI-1A se
probaron a concentraciones en el intervalo de 20 uM a 6.3 nM. La Formula II-2
ge probé a concentraciones en el intervalo de u10 a 3.2 nM, mientras que ia
Formula 1I-19 se probd a concentraciones en el intervalo de 54 M a 1.58 nM.
Para la evaluacion de compuestos contra la actividad tipo tripsina de la
proteasoma, el SDS se omiti6 del amortiguador de prueba y se utilizdé Boc-
LRR-AMC como substrato de péptido. La Formula 1-20 se probé a
concentraciones en el intervalo de 1.6 nM a 5 2 M. Las Formulas iI-3, 1I-8C, li-
13C, lI-21, 1I-22, 11-24C, 11-25, 11-26, 1I-27, 1I-28, [1-29, 11-30, IV-3C y VI-1A se
probaron a concentraciones en el intervalo de 20 M a 6.3nM. Para las

Formulas 11-2, y lI-5B las concentraciones probadas variaron de 10 uM a 3.2

nM, mientras que las Formulas |i-4, II-5A, 1I-18 y [I-19 se probaron a
concentraciones en el intervalode 1 M a 0.32nM. La Formula |I-44 se probd

a concentraciones que varian de 2 uM a 632 pM.

[0464] Los resultados (valoras ECs) se muestran en la Tabla 6 y
muestran que entre los compuestos probados, las Formulas li-5A, 11-18, 11-18, 1I-
20, II-21, 1I-22, 11-29, 11-38 y l-44 son los inhibidores mas potentes de la
actividad tipo quimiotripsina de la proteasoma 20S con valores ECso en el
intervalo de 2 nM a 11 nM. Las Formulas |-7, 1I-2, |14, 1I-5B, 11-30 y 11-47
inhiben la actividad tipo quimiotripsina proteasomal con valores ECs; en el
intervalo de 13 nM a 88 nM, mientras que los valores ECsy de la Formulas I1-3,
II-26 y VI-1A variaron de 207 nM a 964 nM. La Formula 1I-13C, 11-24C, 11-27, |I-
28 y VI-3C Inhibieron la actividad tipo quimiotripsina con valores ECsp que
varian de 1.4 uM a 10.8 pM. Los valores ECs, para las Formulas 11-8C, 11-25, II-
31 y 11-32 fueron mayores a 20u M. Bajo las condiciones probadas, las

Formulas 1I-2, 11-3, 114, II-6A, 1I-6B,-1I-13C, 11-18,°1I-19, 11-20, II-21, 1I-22, 11-24C,
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II-26, 1i-29, 11-30, lI-44 y IIVI-1A fueron capaces de inhibir la actividad tipo

fripsina de la protaasoma 208. Las Formulas 114, II- 5A - 18 II-18 y 11-29

inhibleron la actividad tipo caspasa con valores ECSu en el mtervalo de 213 nM

a 850 nM, mientras que las Formulas 1I-2, 1I-5B, 1I-20, 1l-21, 1I-22, 11-30, I-44 y
5 VI-1A tuvieron valores ECsy en el intervalo de 956 nM a 8.7 « M.

Tabla 6
Efectos de Formulas I-7, 1I-2, 11-3. lI-4, |I-5A, 1I-58, 11-8C, 11-13C, 1I-18, 1I-19, lI-
20, 11-21,11-22, 11-24C, 11-25, 11-26, 11-27, 1]-28, 11-29. || 11-31, 11-32, 11-38, IV-3C

10 11-44, VI-1A vy lI-47 sobre las diversas actividades enzimati de proteasomas

20S de conejo purificada

Andlogo Valores ECso"
Tipo Quimiotripsina | Tipo Tripsina | Tipo Caspasa
Formula I-7 52+2nM _ND ND

Formula II-2 18 nM 230 nM 1.3 uM
19nM 230 nM 1.7 uM
Formula II-3 964 nM 5.5 M >20 uM
890 nM 7.7 uM >20 uM
Formula 114 13 nM 107 nM >20 uM
15 nM 110 nM >20 uM

Formula 1I-5A 6 nM 87 nM 635 nM
7nM 90 nM 438 nM

Formula II-5B 88 nM 762 nM 3.8 uM
85 nM 716 nM 29 uM
Formula 11-8C >20 uM >20 uM >20 uM
>20 uM >20 uM >20 uM
Formula I11-13C 7.6 uM 86 uM >20 uM
8.8 uM 128 uM >20 uM

Formula II-18 23nM 14 nM 286 nM
2nM 14 nM 213 nM

Formula II-19 3 nM 13 nM 573 nM
3nM 15nM 739 nM

Formula H-20 7.7+3.0nM 31 nM 1.4 uM

321 nM
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14 uM
Formuia II-21 7nM 720 nM 2.6 uaM
8 nM 879 nM 2.3 uM
Formula 11-22 M 308 nM 1.3 uM
3nM 2689 nM 1.4 uM
Formula 11-24C 22 uM 3.3 uM >20 uM
2.0 uM 3.1 uM >20 uM
Formula 11-25 >20 uM >20 uM >20 uM
>20 uM >20 uM >20 uM
Formula 11-26 349 nM 2.0 uM >20 uM
319nM 3.0 uM >20 uM
Formula 1I-27 14 uM >20 uM >20 uM
Formula 11-28 3.2 uM >20 uM >20 uM
33 uM >20 uM >20 uM
'Formula 11-28 6 nM 175 nM 535 nM
8nM 254 nM 520 nM
Formula 11-30 21 nM 805 nM 956 nM
21 nM 12 uM 1.3 uM
Formula 11-31 >20 uM*™ ND ND
Formula 11-32 >20 uM*™ ND ND
Formula 11-38 48 uM >20 uM >20 uM
10.6 uM >20 uM >20 uM
Formula IV-3C 49 uM >20 uM >20 uM
106 uM >20 uM >20 uM
Formula 11-44 11 nM 55 nM 14uM
8.7nM 54 nM 1.4 uM
Formula VI-1A 274 nM 3.1 uM 79 uM
207 nM 3.0 uM 8.7 uM
Formula [1-47 50+ 10 nM ND ND

0

* Se muestran los valores ECsy de uno o dos experimentos independientes.
Cuando n 2 3, se presenta el valor ECso medio t desviacion estdndar. ™ n =
3, desviacion estandar no es aplicable.

ND = No determinado
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Ejemplo 40
Los efectos de la Formuta |1-16, Formula [1-17, Formula 11-20 y Omuralida
bre la actividad ti uimiotripsina de proteasomas 20S en células RPMI

8226

[0485] RPMI 8226 (ATCC, CCL-155), la linea celular de mieloma
miltiple humano, se cultivdé en medio RPMI 1640 suplementado con L-
glutamina 2 mM, 100 unidades/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina,
pivurato de sodio 1 mM y 10% de suero bovino fetal inactivado al calor a 37 °C,
CO2 al 5% y aire humidificado al 95%. Para evaluar los efectos inhibidores en
la actividad del tipo quimiotripsina de la proteasoma 20S, los compuestos de

prueba preparados en DMSO fueron apropladamente diluidos en medio de

cultivo y se agregaron 2.5 x 10° células RPMI 8226/ ml. Para la Formula II-186,
las concentraciones de prueba finales variaron de 1 nM a 100 nM. Para la
Formula 11-17, Formula 1120 y Omuralida (Calbiochem, San Diego, CA), las
concentraciones de prueba finales variaron de 1 nM a 10 yM. Se usé DMSO
como el control de vehiculo a una concentracién final del 0.1%. Seguida 1 hr de
incubacién de las células RPMI 8226 con los compuestos, las células fueron
peletizadas mediante centrifugacién a 2,000 rpm por 10 seg a temperatura
ambiente y se lavaron 3X con Soluciéon salina amortiguada con Fosfato de
Dulbecco 1X enfriada con hielo (DPBS, Mediatech, Rendén, VA). Las células
lavadas con DPBS fueron lisadas sobre hielo por 15 min en amortiguador de
lisis (HEPES 20 mM, EDTA 0.5 mM, 0.05% de Triton X-100, pH 7.3)
suplementado con cocktail inhibidor de la proteasa (Roche Diagnostics,

Indianapolis, IN). Los desechos de células fueron sedimentados medlante

centrifugacién a 14,000 rpm por 10 min, 4 °C, y los sobrenadantes (= lisados de
célula) fueron transferidos a un tubo nuevo. La concentraciéon de proteina se
determin6é mediante el kit de ensayo de proteina BCA (Pierce Biotechnology,
Rockford, IL). La actividad tipo quimliotripsina de la proteasoma 20S se midi6
usando el substrato de péptido fluorogénico Suc-LLVY-AMC (Boston Biochem,
Cambridge, MA) en el amortiguador de prueba de proteasoma (HEPES 20 mM,
EDTA 0.5 nM, pH 8.0) que contiene una concentracién final de 0.035% de SDS.
Las reacciones fueron iniciadas mediante la adicién de 10 pL de Suc-LLVY-
AMC 0.04 mM (preparado diluyendo una solucién 10 mM del péptido en DMSO
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1:25 con amortiguador de prueba) a 190 ulL de los lisatos de célula, y se
incubaron en el lector de placa Thermo Lab Systems Fluoroskan a 37 °C. La
cumarina liberada (AMC) se midié fluorométricamente usando A = 380 nm y
Aem = 460 nm. El ensayo se realizd en una placa microtituladora (Coming 3904)
y siguié cinédticamente con medidas cada cinco minutos por 2 horas. La
cantidad ftotal de proteina usada para cada ensayo fue de 20 pg. La
concentracién final de Suc-LLVY-AMC y DMSO fue de 20 uyM y 0.2%
respectivamente. Los resultados se presentan como la inhibicion porcentual de
la actividad tipo quimiotripsina de proteasoma 20S con relacién al control de
DMSO.

[0466] Los resultados de la Tébla 7 muestran que la exposicién de
las células RPMI a la Formla 116, Formula [1-17, Formula 11-20 y Omuralida
produjeron inhibicién de la actividad tipo quimiotripsina de las proteasomas 20S.
Entre ellas, la Formula 11-18 inhibe 85 * 7% de la actividad tipo nquimiotripsina
de la proteasoma 20S a 5 nM. A 100 nM, la Formula 1I-16 es capaz de inhibir
completamente la actividad tipo quimiotripsina de la proteasoma 20S. A 100

nM, la Formula 1I-17, Formula 11-20 y Omuralida son capaces solamente de .

inhibir la actividad tipo quimiotripsina a 30 + 4%, 66 = 3% y 32 1+ 8%,
respectivamente.

Tabla 7
Determinacioén de la actividad tipo quimiotripsina de las proteasomas 20S
derivadas de células RPMI| 8226 tratadas con la Formula 11-16, Formula 11-17,
Formula 11-20 y Omuralida

% de Inhibicién de Ia actividad tipo quimiotripsina de las proteasomas 20S en
Compuesto lisatos de células RPMI 8226 (media + DE, n = 3)

10,000 nM | 1,000 500nM | 100nM | 50 nM 0nM | 5nM inM

nM

1I-16 ND ND ND 98+1 0720 |04x3 |O85%7 |30x7 |
N-17 6516 48:4 |39+3 |30+4 |26x5 |66 |10x5 |6z6
I-20 8714 T3:2 |71x2 (663 |64x3 |37x3 |3120 |3x10
Omuralida | 93 1 B0+8 |6Bx11 |32x8 |17x11 |[4x8 |80 |58

[0467] ND: No determinado

ale
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Eiemplo 41
Los efectos de la Formula 11-16, Formula 11-17, Formula [1-20 y Omuralida
sobre la actividad ti ulmiotripsina de

proteasomas 20S en células PC-3

[0488] PC-3 (ATCC, CRL-1435), la linea celular de céncer de
préstata, se cultivd en medio F12K suplementado con L-glutamina 2 mM, 100
unidades/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina y 10% de suero bovino
fetal inactivado al calor a 37 °C, CO; al 5% Yy alre humidificado al 95%. Para
evaluar los efectos inhibidores en la actividad del tipo quimiotripsina de la
proteasoma 208, los compuyestos de prueba preparados en DMSO fueron
apropiadamente diiuldos en medio de cultivo v se agregaron 1.25 x 10° células
PC-3/ml. Para la Formula II-18, las concentraciones de prueba finales variaron
de 1 nM a 50 nM. Para la Formula [I-17, Formula 1120 y Omuralida
(Calbiochem, San Diego, CA), las concentraciones de prueba finales variaron
de 1 nM a 10 puM. Se usé DMSO como el control de vehiculo a una
concentracion final del 0.1%. Seguida 1 hr de incubacién de las células PC-3
con los compuestos, las células fueron lavadas 3X con Solucién salina
amortiguada con Fosfato de Dulbecco 1X enfriada con hielo (DPBS, Mediatech,
Rendén, VA). Las células lavadas con DPBS fueron lisadas sobre hielo por 15

min en amortiguador de lisis (HEPES 20 mM, EDTA 0.5 mM, 0.05% de Triton X- _

100, pH 7.3) suplementado con cocktail inhibidor de la proteasa (Roche
Diagnostics, Indianapolis, IN). Los desechos de células fueron sedimentados
mediante centrifugacién a 14,000 rpm por 10 min, 4 °C, y los spbrenadantes (=
lisados de célula) fueron transferidos a un nuevo tubo nuevo. La concentracién
de protelna se determind mediante el kit de ensayo de proteina BCA (Pierce
Biotechnology, Rockford, IL). La actividad tipo quimiotripsina de la proteasoma
20S se midi6 usando el substrato de ﬁépﬂdo fluorogénico Suc-LLVY-AMC
(Boston Biochem, Cambridge, MA) en el amortiguador de prueba de
proteasoma (HEPES 20 mM, EDTA 0.5 nM, pH 8.0) que contiene una
concentraciéon final de 0.035% de SDS. Las reacciories fueron iniciadas
mediante la adicién de 10 uL de Suc-LLVY-AMC 0.04 mM (preparado diluyendo
una solucién 10 mM del péptido en DMSO 1:25 con amortiguador de prueba) a
190 pL de los lisatos de célula, y se incubaron en el lector de placa Thermo Lab
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Systems Fluoroskan a 37 °C. La cumarina liberada (AMC) se midio

fluorométricamente usando Aex = 390 Nm y A = 460 nm. El ensayo se realizd -

en una placa microtituladora (Coming 3904) y sigui6 cinéticamente con medidas
cada cinco minutos por 2 horas. La cantidad total de proteina usada para cada
ensayo fue de 20 pg. La concentracién final de SucLLVY-AMC y DMSO fue de
20 pM y 0.2% respectivamente. Los resultados se presentan como la inhibicién
porcentual de la actlvidad tipo quimiotripsina de proteasoma 20S con relacion al
control de DMSO.

[04569] Los resultados de la Tabla 8 muestran que la exposicién de
las céiulas PC-3 a la Formula 1I-16, Formula 1I-17, Formula 11-20 y Omuralida
produjeron inhibicién de la actividad tipo quimiotripsina de las proteasomas 20S
similares a los resultados obtenidos de los experimentos basados en células
RPMI 8226. La Formula lI-16 inhibe 69% de la actividad tipo nquimiotripsina de

la proteasoma 20S a 5 nM. A 50 nM, la Formula 1I-16 es capaz de inhibir -

completamente la actividad tipo quimiotripsina de la proteasoma 20S. A 100
nM, la Fornmula 1I-17, Formula 1I-20 y Omuralida inhiben la actividad tipo
quimiotripsina a'26%, 57% y 36%, réspectivaments.  ° -

Tabla 8

Determinacién de la actividad tipo quimiotripsina de las proteasomas 20S
derivadas d lulag PC-3 tratadas con la Formula 11-16, Formula 1I-17, Formula

1-20 y Omuralida

% de inhibicidn de la actividad tipo quimiotripsina de las proteasomas 208 en
Compusesto células PC-3
10,000nM | 1,000nM, | 100nM | 50 nM 10 nM S5nM | 1nM
I-16 ND ND ND 28 ND [T 19
117 79 49 26 ND 16 ND ND
1-20 80 71 57 ND 38 ND ND
Omuralida 90 80 38 ND 18 | ND ND
[0470] ND: No determinado.
Ejemplo 42

W
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Inhibicién del Crecimiento de células de mieloma miuiltiple humano, RPMI 8226,
adenocarcinoma de colon humano, HT-29 y melanoma de murina, B16-F10 en
medio de contiene 1% o 10% de suero

[0471] Se determiné la actividad inhibidora de las Formulas 11-16,
II-17 y Formula 1I-18 contra células de mieloma miuiltiple humano, RPMI 8226,
adenocarcinoma de colon humano, HT-29 y melanoma de murina, B16-F10 en
la presencia de suero fetal bovino al 1% o 10%.

[472] | Las células RPMI 82268 (CCL-155), HT-29 (HTB-38) y B16-
F10 (CRL-6475) fueron compradas en ATCC. Las células RPMI 8226 se
mantuvieron en medio RPMI 1640 suplementado con FBS al 10% (viv), L-
glutamina 2 mM, pivurato de sodio 1 mM y penicilina/estreptomicina a 100 1U/mi
y 100 pg/ml, respectivamente. Las células HT-29 se mantuvieron en MocCoys
5A suplementado con FBS al 10% (v/v), L-glutamina 2 mM, pivurato de sodio 1
mM y amino &cidos no esenciales al 1% (viv), HEPES 10 mM y
penicilina/estreptomicina a 100 IU/mi y 100 ug/ml, respectivaments. Las células
B16-F10 se mantuvieron en DMEM suplementado con FBS al 10% (vi), L-
glutamina 2 mM, HEPES 10 mM y penicilina/estreptomicina a 100 IU/mi y 100
ug/ml, respectivamente. Las células se cultivaron en un icubador a 37 °C en
CO; al 5% y alre humidificado al 85%.

[0473] Para los ensayos de crecimiento celular, las células HT-20
y B16-F10 fueron sembradas a 5 x 103, y 1.25 x 10° células/ agujero
respectivaments en 90 ul de medio que contiene FBS al 10% (v/iv) o FBS al 1%
(viv) en placas de cultivo de tejido de fond;) claro y pared negra de 86 agujeros
(Coming; 3904). Las placas fueron incubadas durante la noche para permitir
que las células se establecieran y entraran en crecimiento en fase log. Las
células RPMI 8226 fueron sembradas a 2 x 10* células/agujero respectivamente
en 80 ul de medio RPMI que contiene FBS al 10% (v/iv) o FBS al 1% (v/v) en
placas de cultivo de tejido de fondo clarc, pared negra de 986 agujeros.
Soluciones patrén 20 mM de los las Formulas 11-16, 1I-17 y Formula [I-18 se
prepararon en 100% de DMSO, y se alicuotaron y almacenaron a -80 °C." Las
Formulas 11-18, II-17 y Formula 1I-18 se diluyeron seialmente en medio que
contiene 1% o 10% de FBRS y se agregaron en -triplicado a.los agujeros de
prueba. La concentracion final de la Formula 11-16 varié de 2 M a 200 pM. El

05
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rango de concentracién final de la Formula 1I-17 fiie de 20 uM a 6.30 nM. La

concentracion final de la Formula 11-18 varié de 2 uM-a 630 pM. Las placas
fueron devueltas al incubador por 48 horas. La concentracion final de DMSO
fue 0.25% en todas las muestras.

[0474] Siguiendo 48 horas de exposicidn a fadrmaco, 10 z1| de 0.2

mg/ml de resazurin (obtenido de Sigma-Aldrich Chemical Co.) en solucién
salina amortiguada con fosfato libre de Mg?*,Ca®* se agregaron a cada agujero
y las placas se devolvieron al incubador por 3-6 horas. Ya que las células vivas
metabolizan Resazurin, la fluorescencia del producto de reduccién de Resazurin
se midi6 utilizando un fluorémetro de microplaca de fusion (Packard Bioscience)
con filtros de A e =535 Nnmy A.m = 580 nm. El colorante Resazurin en medio
sin células se utllizd para determinar el fondo, que se substrajo de los datos
para todos los agujeros axberimeniales. Los datos fueron nomalizados a la
fluorescencia promedio de las células tratadas con medio + 0.25% de DMSO
(100% de crecimiento celular) y se determinaron los valores ECs (la
concentracién de farmaco en la cual se establece el 50% de la inhibicién de
crecimiento maxima observada) utilizando un algoritmo para ajuste de curva de
respuesta a dosis sigmoidal estdndar (generado por XLfit 3.0, ID Business
Solutions Ltd).

[0475] Los datos en la Tabla 8 resumen los efectos inhibidores de
cracimiento de la Formulas 11-16, 1I-17 y Formula 1I-18 contra la linea celulares
de mieloma maltiple humano, RPMI 8226 en medio de contiene 1% o 10% de
FBS.

Tabla
Valores ECso de las Formulas 11-16, |I-17 v Formula |1-18 contra células RPMI
8226 en medio que contiene 1% o 10% de FBS

Compuesto 1% de FBS, ECy (nM) | 10% de FBS, ECsp (NM)
16 6.2 12
8.8 9.6
Media 8.5 1
17 1100 3000
1300 2300
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Medla 1200 2700
18 15 20
13 20
Media 14 20
[0476] = Los valores ECs indican que las Formulas 1I-16, I-17 y la

Formula 1I-18 fueron citotdxicas contra las células RPMI 8226 en medio que
contiene 1% de FBS o 10% de FBS. Hubo una disminucién de menos de tres
veces en la media de ECy de las Formulas iI-16, II-17 y la Formula 1I-18
cuando de probaron con medio que contiene 10% de FBS, con relacion al
medio que contiene 1% de FBS.

[0477] Los datos de la Tabla 10 resumen los efectos inhibidores
de crecimiento de la Formula 1I-16 contra lineas celulares de adenocarcinoma
de colon humano, HT-29 y de melanoma de murina, B16-10 en medio que
contlene 1% o 10% de FBS.

Tabla 10
Valores ECsy Medios de la Formula 11-18 contra célulag HT-29'y B16-F10 en
medio gu ntiene 1 10% de FBS

Compuesto HT-29, media ECso (nM)t | B16-F10, media ECso (nM)
DE DE
1% deFBS | 10%deFBS | 1% de FBS | 10% de FBS
II-16 165 23110 1819 . 131
[0478] Los valores ECsy medioa indican que la Formula 11-16 fue

citotéxica contra las células HT-28 y B16-F10 en medic que contiene 1% o 10%

de FBS. Hubo una disminucién de menos de dos veces en la media de ECsy -

de la Formula 11-16 cuando de probé con medio que contiene 10% de FBS, con
relacion al medio que contiene 1% de FBS. Tomados juntos, estos datos
muestran que con respecto a la actividad citotéxica in” Vitro contra las lineas
celulares de tumor, las Formulas 1I-18, 1I-17 y la Formula [I-18 mantienen
actividad biolGgica similar enla presencia de 1% o 10% de FBS.

Ejemplo 43
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[0479] La toxina dntrax es responsable de los sintomas asociados
con antrax. En esta enfermedad, las esporas B. anthracis se inhalan y alojan en
los pulmones en donde sn ingleridas por los macréfagos. Dentro del macrdfago,
las esporas germinan, se replican, produciendo el exterminio de las células.
Antes de que ocurra el exterminio, sin embargo, los macrofagos infectados
migran a los nodos linfaticos en donde al morir, liberan sus contenidos,

permitiendo que el organismo entre a la comiente sanguinea, se replique masy

secrete toxinas |etales.

[0480] Dos proteinas denominadas antigeno protector (PA 83 kDa)
y factor letal (LF, 90 kDa), juegan un papel clave en la patogénesis del antrax.
Estas proteinas se conocen colectivamente como toxina letal (LeTx). Cuando se
combinan, PA y LF provocan muerte cuando se inyectan intravenosamente en
animales. La toxina letal también es activa en unas cuantas lineas de cultivo
celular de macnéfagos provocando muerte celular dentro en unas pocas horas.
LeTx puede Induclr tanto a necrosis como a apdptosis en células RAW264.7
tipo macréfago de ratén ante el tratamiento in vitro.

Ensayo Basado en Células in Vitro para inhibi de Citotoxicidad Mediada
por Toxina Letal.

[0481] Células RAW264.7 (obtenidas del American Type Culture
Collection) se adaptaron y mantuvieron en medio RPMi-1640 siiplementado con
suero bobino fetal al 10%, L-glutamina 2mM y Penicilina/estreptomicina al 1%
{medio completo) a 37 °C en un incubador de COz al 5% humidificado. Para el
ensayo, las células fueron colocadas en placa durante la noche.en medio
completo a una concentracion de 50,000 célula/agujero en una placa de 96-
agujeros. El medio fue removido al dla siguiente y reemplazado con medio
completo libre de suero con o sin concentracicnes varianbles de las Formulas II-
2, 11-3, 114, 1I-5A, 11-5B, iI-13C, 1I-18 y IV-3C partiendo de 330 nM y diluyendo a
intervalos % log para una respuesta a dosis de 8 puntos. Después de una pre-
incubacién de 45 minutos, se agregaron 1 2 g/ml de LF y 1 2 g/ml de PA solo o
en combinacién (LF:PA, también denominado toxina letal (LeTx)) también a las
células. LF y PA recombinante se obtuvieron de List Biological Laboratories.
Placas adicionales sin LeTx agregado se incluyeron como control. Las células
fueron entonces incubadas por sels horas seguido por la adicién de 0.02 mg/mi
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de colorante resazurin (Molecular Probes, Eugene, OR) preparado en PBS libre
de Mg++, Ca++ (Mediatech, Hemdon VA). Daspués Ias .placas fueron
incubadas 1.5 horas adicionales antes de la avaluaclén de vlabllldad celular. Ya
que resazurin se metaboliza en células vivas, la fototoxicidad o viabilidad celular
pueden ser evaluadas midiendo la fluorescencia utilizando filtros de excitacién
de 530 y emisién 590. Los datos se expresan como viabllidad porcentual
comparada con un control de DMSO solo (alto) y control de LeTx solo (bajo)
utilizando la siguiente ecuacién: viabilidad por ciento = 100*((OD medido -
control bajo)/(control alto — control bajo)).

Inhibicién de Citotoxicidad Mediada por Toxina Letal de An n Células RAW
264.7

[0482] Los datos de la FIG. 11 resumen los efectos de la Formula
Il-2, Formula 1I-3 y Formula 11-4 conira la tox:cldad medlada por | LeTx de la linea
celular tipo macmfago murino RAW 264.7. El tratamiento de células RAW
264.7 con la Formula ll-2 y Formula [I-4 produjo un aumento en la viabilidad de
células tratadas con LeTx con valores ECsy de 14nM (FIG. 11). Los valores
ECso para la Formula 1I-3 para la protectién LeTx no se determinaron a las
concentraciones probadas (ECs>330nM, la concentracion maxima evaluada).
Los datos de la Tabla 11 muestran los efectos de las Formulas [I-5A, |I-6B, I-
13C, 11-18 y IV-3C contra citotoxicidad mediada por LeTx de la linea celular tipo
macréfago murino RAW 264.7. El tratamiento de las células RAW 264.7 con la
Formula 11-5A y 1I-18 muestran un incremento en la viabilidad de células RAW
264.7 tratadas con LeTx, con valores ECsy de 3nM y 4nM respectivamente. El

tratamiento con la Formula 11-5B produjo un aumento en la viabilidad de células '

tratadas con LeTx, con un valor ECs de 45nM. Los valores ECsp para las
Formulas II-13C y IV-3C para protooclén de LeTx ho pudleron determinarse a
las concentraciones probadas (Ec;o>330nM a oonoentraclén maxima
evaluada).

Tabla 11: valores ECso para inhibicién xicidad celular RAW 264.7
medidada por toxina letal de antrax

Compuesto ECso (nM)

Formula I1-18 4

e
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Compuesto ECso (NM)
Formula lI-5A 3
Formula I1-5B 45
Formula l1-13C >330Nm
Formula IV-3C >330nM
5
Eiemplo 44

Relacién Estructura-Actividad de la Cadena Lateral Ry

10 [0483] Se infiri® una relacién estructura-actividad para la cadena
lateral Ry de los compuestos revelados, y especificamente los compuestos de
las Formulas (1), (11), (1), (IV) y (V) analizando la actividad relativa de varis .
compuestos que tienen la formula:

15

[0484] Estos compuestos fueron analizados para citotoxicidad de
las células RPMI y para la inhibicidn de NF-xB y las actividades tipo
quimiotripsina, tripsina y caspasa de la proteasoma 20S. Los resultandos de 6

20 compuestos representativos se presentan en la Tabla 12.
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Tabla 12: Valores EC50 para las compuestos gue tienen
diferentes grupos R,

Compuesto Ry Citotoxicidad | NF- Proteasoma |.Proteasoma | Proleasoma
de RPMI kB tipo tipo tripsina tipo
ECg (NM) | ECy | quimidtripsina | ECg (nM) caspasa
(nM) | ECg (M) ECs (M)
W18 CHZCH:C) 7+04 11t | 26202 21226 | 401z83
3
1-18 CH.CH,Br 8.3,83 119 23,2 14,14 288, 213
I-19 CH;CHal 8,7 10,7 3,3 13,15 573,738
[ 1F17 | CH.CH; [ 6150,3480 |980%| 266.7 573,802 | 1247, 1208
210
120 CH, 851013260 8482 | 7.7x3.0 318,321 | 1425, 1420
225
2 CH,.CH,OH [ >20000, [ 3172, 7.8 720,879 | 2585, 2328
>20000 | 2707
[0485] Los resultados de los ensayos anteriores se pueden

interpretar para sugerir que los compuestos que tienen grupos R4 de clororetilo,
bromoetilo, 0 yodoetilo son inhibidores potentes de la protreasoma y exhiben
citotoxicidad muy potents. En contraste, los compuestos que tienen grupos R
de metio, etiio o hidroxietilo mostraron citotoxicidad relativamente baja
(disminucién de 3-log de potencia), inhibicién de NF-xB inferior (disminucién de
3-log de potencia), y una inhibicién de proteasoma del tipo caspasa (2 a 10
veces menos potente) y del tipo tripsina (20 a 50 veces menos potenta)
menores.

[0486] Sin estar ligado a ninguna teorfa particular, los Solicitantes

notan que los resultados anteriores soportan la hipétesis que la actividad
aumentada de los compuestos que contienen Cl, Br, o | en el grupo

R, se puede deber a la propiedad del halégeno de ser un buen grupo saliente,
Esta hipdtesis esta soportada por el hecho que se observa la abertura del anillo
de lactona del compuesto lI-16 para formar un éter ciclico a través de una
substitucidon nucleofilica en donde el cloro es desplazado de acuerdo con la
siguiente reaccién:
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[0487] Es plantea como hipdtesis que en los compuestos que
tienen un buen grupo saliente en la cadena lateral Rs, tales como los
compuestos [I-16, 11-18 y 1I-19, la adicidén nucleofilica de la proteasoma al anilio
B-lactona forma un éter ciclico de una forma similar a la reaccién anterior. Se
plantea como hipdtesis que el éter ciclico, o la formacién ciel mismo, interactda
favorablemente con la proteasoma.

[0488] Sin estar ligado a ninguna teoria particular, los Solicitantes -

notan que los resultados anteriores también soportan la hipétesis altemnativa
que un segundo nucleéfilo de la proteasoma desplaza el grupo sallente,
formando asi un aducto covalente de dos puntos entre el cbmpuesto y la
enzima. En cualquier caso, la funcionalidad del grupo saliente en la cadena
lateral Ry promueve la interaccién aumentada entre el compuesto y la enzima y
promueve asl la actividad incrementada. Por lo tanto, se puede esperar que los
compuestos que tienen otros grupos salientes en la cadena lateral Ry muestren
actividad alta,

[0488] Sin estar ligado a ninguna teoria partiéular, los Solicitantes
notan que los resultados anteriores también soportan la hipéstesis de un grupo
saliente de punto'simple. Como un ejemplo, la presencia de un halégeno u otro

grupo sallente en la cadena lateral R promueve |a entrega del compuesto a su .

objetivo, tal como un objetivo intracelular u otro biolégico, mejorando asl su
efecto terapéutico. Un ejemplo de un grupo saliente de punto simple se ilustra
en el diagrama mostrado a continuacion. Ce e - -

%
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Aducto fdirmaco-enzima Aducto fdmaco-enzima Aducio fArmaco-enzima
Covalante de punto simple Covalente de punto simple con covalents de 2 punina
Desplazamiento de Cl Intramolecular

[0490] “Grupos salientes” como se usa aqul, se refiere a cualquier
atomo o mitad que es capaz de ser desplazada por otro d4tomo o mitad en una
reaccién quimica. Mas especificamente, en alg_t_mas realizaciones, "grupo
saliente” se refiere al 4tomo o mitad que es desplazado en una reaccién de
substitucién nucleofllica. En algunas realizaciones, “grupos salientes® son
cualquier atomo o mitad que son bases conjugadas de un é&cido fuerte.
Caracteristicas y ejemplos no limitantes de grupos salientes se pueden
encontrar, por ejemplo, en Organic Chemistry, 2* ed., Francis Carye (1982),
paginas 328-331; Infroduction to Organic Chemistry, 2° ed., Andrew Streitweiser
and Clayton Heathcock (1981), paginas 169-171; y Organic Chemistry, 5* ed.,
John MCMurry (2000), paginas 388 y 408; todas las cuales estan incorporadas
aqul para referencia en su totalidad.

Ejemplo 45
Relaciones Estructura Actividad

[0491] Los datos establecidos en las Téblas' Ilstada-s anteriormente
ilustran un nimero de realizaciones preferidas. Con respecto a la Formula |,
los compuestos que tienen un substituyente halogenado en R4 son preferidos, y
tales compuestos son generalments equipolentes a lo largo de los ensayos
descritos anteriormente. Los més preferidos con etil n-halogenado en R;.

[0492] Adicionalmente, los compuestos mas preferidos con un
grupo hidroxi en Es y los carbones unidos, estdn en una configuracién S (los
compuestos que tienen la estereoquimica del Compuesto 11-18, por ejemplo). La
oxidacion desde un grupo hidroxi a una cetona es menos preferida.

>

2%
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[0493] En una realizacién preferida, el substituyebte preferido en
R, es ciclohexeno. En ofra realizacidn preferida, el ciclohexeno es oxidado a un
epéxido. Los compuestos con hidrogenacion del enlace doble del substituyente
siclohexeno son menocs preferidos.

[0494] Adicionaimente, en algunas realizaciones, R3 es
preferiblemente metilo, siendo etilo el menos preferido.

Ejemplo 48

Inhibicién de Angiogénesis

[04985] La angiogénesis es un proceso fisiolégico importante, sin el
cual el desarrollo embirénico y sanacién de heridas no ocurirla. Sin embargo,
la angiogénesis excesiva o inaproplada estd asociada con un ndmero de
enfermedades, condiciones, y resultados de tratamientos adversos. Ejemplos
de tipos de enfermedades y condiciones asocladas con angiogénesis excesiva
incluyen trastomos inflamatorios, tales como inflamacidn inmune y no inmune,
artritls reumatoide, reumatismo articular crénico y soriasis; trastomos asociados
con invasién inapropiada o inorportuna de vasos tales como retinopatfiia
diabética, glaucoma neovascular, retinopatla de premadurez, degeneracién
macular, rechazo de Injerto coémeo, fibroplastia retrolental, rubeosis,
proliferacién capilar en placas aterosclerdticas y osteoporosis; y trastornos
asociados con céancer, incluyendo por ejemplo, tumores sélidos, metéastasis de
fumor, tumores que se portan en la sangre tales como leucemias, -
angiofibromas, sarcoma de Kaposi, tumores benignos tales como
hemangiomas, neromas acusticos, neurofribromas, t_ra_comas_s_. y granulomas
poigénicos, asl como otros cénceres que raqt'lieran- neurovascularizacién para
soportar el crecimlento de tumor. Ejemplos adicionales de enfermedades
dependientes de la angiogénesis incluyen, por ejemplo, Sindrome de Osler-
Webber; angiogénesis miocardica; = neovascularizacion de  placa;
tenlangiectasia, articulaciones hemofllicas y granulacibn de heridas.
Adicionalmente, la angiogénesis excesiva también esta asocidad con problemas
clinicos como parte de los implantes biolégicos y mecénicos (implantes de
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tejido/6rgano, stents, etc.). Las composiciones presentes se pueden usar para
inhibir la angiogénesis, y asl en el tratamiento de tales.condiciones. Otras
enfermedades en las cuale la angiogénesis Juega un papel, y para las cuales
los compuestos y composiciones presentes se pueden usar, son conocidas por
los expertos en la técnica.

[0496] Una discusién particular de la angiogénesis en un nimero
de condiciones patofisiolégicas tales como cancer, artritis reumatoide,
retinopatia diabética, degeneracibn macular relacionada “con la edad,
endometriosis y obesidad se encuentra en Folkman J. (1985) Tumor
angiogenesis. Adv Cancer Rec. 1985; 43: 175-203; Folkman, J. (2001).
Enfermedades dependientes de la angiogénesis. Semin Oncol, 28, 536-42;
Grosios, K., Word, J., Esser, R., Raychaudhurl, A. & Dawson, J. (2004). La
Inhibicién de la angiogénesis por el inhibidor novedosos de tirosina cinasa del
receptor VEGF, PTK787/ZK222584, produce efectos anti-artriticos significativos
en modelos de artritis reumatoide. Inflamm Res, 53, 133-42; Hull, M.L.,
Chamock-Jones, D.S., Chan, C.L., Bruner-Tran, K.L., Osteen, K.G., Tom, B.D.,
Fan, T.P. & Smith, S.K. (2003). Los agentes angiogénicos, son inhibidores
efectivos de la endometriosis. J Clin Endrocrinol Metab, 88, 2889-99; Liu, L. & -
Meydani, M. (2003). Los inhlbidores de la anglogénesis puaden regular la
adiposidad. Nutr Rev, 61, 384-7; Mousa, S.A. & Mousa, A.S. (2004).
inhibidores de la angiogéneais: direcciénes actuales & futurds. Curr Phamn
Des, 10, 1-9. Cada una de las referenclas descritas anteriormene esti
incorporada aqul para referencia en su totalidad.

[0497] Los compuestos revelados aqul inhiben la angiogénesis.
Los otros compuestos revelados aqui son probados en un ensayo de migracion
transagujero e inhiben la migracion. Los compuestos bloquean la migracién
inducida por el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) de células de
mieloma multiple en un ensayo de migracién transagujero.

[0498] Los compuestos revelados aqui muestran actividad -
inhibidora de anglogénesis en cualquiera de las varias pruebas y ensayos de
angiogénesis diferentes, incluyendo uno o més de los siguientes.

[0499] Los compuestos revelados aqul muestran actividad anti-
anglogénica en varios ensayos in Vitro e in vivo diferentes. Algunos ejemplos
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incluyen: ensayos in vitro para la evaluacibn de los compuestos anti-
angiogénesis, incluyen, 1) el ensayo de caimara Boyden modificada que evalua
la migracién de células endoteliales en respuesta a factores pro-éingiogénicos
(Alessandri G, Raju K, Gullino PM. (1983) Mobilization of capillary endothelium
in vitro induced by effectors of angiogenesis in vive" Cancer Re. 43(4). 1780-7),
2) Ensayos de diferenciacién tales como el ensayo Matrigel en el cual se
analiza la unién, migracién y diferenciacién de células endoteliales en tubulos
(Lawley TJ, Kubota' Y. (1989). Induccién de diferenciacion morfolégica de
células endoteliales en cultivo. J. Invest Dermatol. Aug; 93 (2 supl); 58S5-61S, y

3) ensayos de cultivo de 6rganos en los cuales el brote de endoteliales (y otras -

células) es monitoreado (Nicosia RF, Ottinetti A (1890). El crecimiento
microvasos en cultivo de matriz libre de suero de aorta de rata. Un ensayo
cuantitativo de angiogénesis in vitro. Lab Invest Jul; 63(1):115-22.). Algunos
ensayos in vivo para la evaluacién de inhibidores de angiogénesis son 1)
ensayos de Iimplantacidn de esponja, durante los cuales esponjas que
contienen células y/o factores angiogénicos y la substancia de prueba son
implantadas subcutaneamente en animales para el estudio de la angiogénesis
in vivo. (Plunkett ML, Hailey Ja. (1990). Un modelo de angiogénesis
cuantitativo In vivo que usa células de tumor atrapadas en alginato. Lab Invest.
1990. Abril; 62(4); 510-7), 2) ol ensayo de membrana corioalanténica de
polluelo en la cual los compuestos de prueba son insertados a través de una
ventana, cortados en cascara de huevo. La falta de un sistema madre inmune

en ol dia 778 de edad de embiones de polluelo permite el estudio de -

angiogénesis inducida por tumor (Folkman J. (1985). Tumor Angiogenesis. Adv
Cancer Res. 1985; 43: 175-203), y 3) varios modelos de tumor en los cuales se
pueden usar diferente anélisis histolégicos especificos para examinar el efecto
en {os vasos sangulneos, tales como densidad vascular (teflido CD31/CD34),
flujo sanguineo y necrosis/apdptosis de tumor concomitante (tefido TUNEL).
Ejemplos de ensayos /n vitro incluyen ensayos de proliferacion de células
(HU\{EC célula endotelial de vena umbilical humana), aérticas, capilares);
ensayos de proliferacién de células endotsliales; ensayos de sintesis del ADN
celular endotelial; ensayos de brote celular endotelial (anillo adrtico); ensayos
de migracidn celular endotelial (mencionado anten'omente':' quimiocinesis (oro
coloidal), quimiotaxis (cAmara de Boyden)). ensayos 'de formacién de tubo
celular endotelial; ensayos de apSptosis endotslial; ensayos de viabilidad celular

endotelial (azul de tripano); lineas celulares endoteliales transfectadas por el -

factor de angiogénesis; y microperlas magnetizadas en células endoteliales.
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Cada una de las referencias de este parrafo estdn incomporadas aqul para
referencia en su totalidad.

[0500] - Ejemplos de ensayos in vivo incluyen pruebas de camara
transparentes (e.g., oreja de conejo, mejilla de hamster, ventana craneal, y piel
dorsal); implantes de matriz (e.g., inyeccién subcutdnea usando alginato de
sodio, disco subcutaneo (implante de espuma de polivinilo), saco de aire dorsal
de rata, implante de esponja); ensayos de microboisa de comea, por ejemplo,
en conejos y otros roedores; ensayos de implante de camara de ojo anterior/iris;
ensayos de ratones y eliminacién; constriccién ameroide (coraz6n) en cerdo y
perro; pruebas de isquemia de extremidad traserta de cohejo: vascularizaclén
en tejido (inoculacién intradérmica, cavidad peritoneal/epiplén con implantse;
implantes de tumor, por ejemplo en conejos, ratones o ratas.

[0501] También se realizan ensayos ex vivo usando los
compuestos revelados. Ejemplos incluyen CAM (ensayo de membrana
corioalantdica de polluelo) y CAM vertial con gel- de. polimero. ~Inmunocensayos
tales como ensayos de suero, ensayos de orina, ensayos del fluido
cerebroespinal y ensayos inmunchistoquimicos de tejido.

[0502) Algunos de los ensag'ros anteriores se describen en los
siguiéntes documentos, cada uno de los cuales estd incorporado aqul para
referencia en su totalidad. Grant et al., In vitro Cell Dev. Biol. 27A:327-336
(1991); Min et al., Cancer Res. 56: 2428-2433 (1996); Schnaper et al., J. Cell.
Physiol. 165:107-118 (1985); Schnaper et al., J. Cell. Physiol. 165: 107-118
(1995); Oikawa et al., Cancer Lett. 59:57-68 (1991).

[0503] Las realizaciones seo refieren a métodos para usar los
compuestos y composiciones descritas aqul, solas 0 en combinacién con otros
agentes, para inhbir la angiogénesis y para tratar o: aliviar .enfermedades y
condiciones asociadas con la angiogénesis excesiva o inapropiada.
Preferiblemente, la inhibicibn ocume en ‘conexibn con vascularizacion
relacionada con una enfermedade asociada con la angiogénesis, tal como
cancer o cualquier otra enfermedad &eserita anteriormente, y aquellas
conocidas por los expertos en la técnica. Los compuestos y composiciones
pueden ser eniregados en una cantidad inhibidora apropiada. La cantidad
inhibidora significa una cantidad de un compuesto o composicién requerida para
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efectuar una dismunicin en la magnitud, cantidad o velocidad de la
neurovascularizacién cuando es administrada a un tejido; animal o individuo.
La dosis de compuesto o composicién requerida para ser terapéuticamente
efectiva dependerd, por ejemplo, de la enfermedad dependiente de
angiogénesis a ser tratada, la ruta y forma de administracién, la potencia y vida
media de la molécula que es administrada, el peso y condicién del tejido, animal
o individuo, y las terapias previas o concurrentes. La aplicacion de cantidad
apropiada del método puede ser determmada por los experbos en la técnica,
usando la gula prowsta aqul. Por ejemplo la cantldad puede ser extrapolada
de los ensayos de angiogénesis in vitro o in vivo descritos anteriorments. El
experto en la técnica reconocera que la condicién del paciente necesita ser
monitoreada a través del curso de |a terapia y que la cantidad de la composicién
admnistrada pueda ser ajustada consecuentemente.

[0504] Los presentes compuestos y composiciones pueder ser y
usarse también en conjuncién con otros inhibidores de la angiogénesis. Los
inhibidores anglogénicos son conocidos en la técnica y se pueden preparar
mediante métodos conocidos. Por ejemplo, los inhibidores angiogénicos

incluyen compuestos inhibldores de integrina tales como anticuerpos inhibidores '

de integrina .alfa-V-beta-3 (aVp3), proteinas de adhesién celular o fragmentos
funcionales de Ias mismas que contlenen una sacuencla de enlace de adhesién
celular. Inhlbldoras anglogémcos adlclonales mcluyen por ejemplo,
angiostatina, fragmentos funcionales de angiostatina, endostatina, inhibidores
del factor de crecimiento de fibroblasto (FGF), inhibidores del receptor FGF,
inhibidores VEGF, inhibidores del receptor VEGF, inhibidores del factor de
permeabilidad vascular (VPF), inhibidores del receptor VPF, trombospondina,
factor de plaqueta 4, interferona alfa, interferona gama, proteina 10 inducible de
interferona, interleucina 12, gro-beta, y el fragmento de terminal N de 16 kDa de
prolactina, talidomida, y otros mecanismos para la inhibicién de angiogénesis.

[0505] Asl, los métodos pueden incluir el paso de administrar un

compuesto o composicién a un animal que suire de una condicién asociada con -

angiogénesis excesiva. Los métodos pueden ademés incluir administrar el
compuesto 0 oomposlcubn presente junto con otro férmaco antl-anglogénesls o
junto con otras terapias para la condicién a ser tratada (e.g., con un
quimioterapéutico o inmunoterapéutico para tratar el cancer).
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[0506] Los compuestos o composiciones pueden ser entregadas
en cualquier enfermedad y/o manera apropiada para el paciente. Ejemplos
incluyen Intravenosa, oral, intramuscular, intraocular, intranasal, intraperitoneal,
y similares.

[0507] Las siguentes referencias proveen enseflanzas adicionales
con respecto a métodos para usar, administrar y ensayar la inhibicién de
angiogénesis: Protocolos de Angiogénesis (Msthods in Molecular Medicine) de
J. Clifford Murray, Humana Press (Marzo 15, 2001) ISBN; 0898036987; Tumour

Angiogenesis, de R.J. Bicknell, Claire E. Lewis, Napoleone Fe, Oxford -

University Press (Septiembre 1, 1997) ISBN; 01985498377; y Angiogenesis in
Health and Disease: Basic Mechanisms and Clinical Applications, de Gabor M
Rubanyi, Marcel Decker (Noviembre 1 de 1989) ISBN: 0824781023. Cada libro
estd incorporado aqul para referencia en su totalidad. En particular, los
protocolos y métodos estan incorporados aqul.

Ejemplo 47
Formulacién para administrar oralments o similares

[0508] Una mezcla obtenida por batido completo de 1 g de un
compuesto obtenido y purificado por el método de la realizacion, 88 g de lactosa
y 1 g de hidroxipropil celulosa, se formd en granulos por cualquier método

convencional. Los granulos se secan completamente y tamizan para obtener -

una preparacion granular que es adecuada para empacar en botellas o
mediante sellado térmmico. Las preparaciones de granulos resultantes se
administran oralmente entre -aproximadaments 100 ml/dla a aproximadamente
1000 ml/dia, dependiendo de los sintomas, como lo consideren apropiado los
de conocimiento ordinario en la técnica para tratar tumores cancerosos en
humanos.

[0508] Los ejemplos anteriormente descritos se establecen
solamente para ayudar en la comprension de las realizaciones. De esta
manera, los expertos en la técnica apreciardn que k;s métodos pueden
proporcionar derivados de compuestos.

[0510] El experto en la técnica apreciard faclimente que la -

presente invencion esta bien adaptada para llevar a cabo los objetivos y obtener
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los fines y ventajas mencionados, asl como aquellos alll inherentes. Los

métodos y procaedimientos aqul descritos son actualmente representativos de
realizaciones preferidas y son ejemplares y no pretenden ser limitaciones del
alcance de la invencién. Los cambios a estos y a otros usos se [é ocurriran a los
expertos en la técnica que estin abarcados dentro del espiritu de la invencion.

[0511] Sera facilmente obvio para el experto en la técnica que
sustituciones y modificaciones diferentes pueden realizarse a las realizaciones
aqul descritas sin apartarse del alcance y espiritu de la invencion.

[0512] Todas las patentes y publicaciones mencionadas en la
descripcién son indicativas de los niveles de los expertos en la técnica a la cual
se refiere la invencion. Todas las patentes y publicaciones estin incorporadas

aquil para referencia en la misma extensién como si cada publicacién individual

estuviera especificamente e individuaimente indicada como incorporada para
referencia.

[0513] La invencidn descrita en forma ilustrativa aqul, puede
practicarse convenientemente en la ausencia de cualesquiera elemento o
elementos, limitacién o limitaclones que no se revelen especificamente aqul.
Los términos y expresiones que se han erﬁpleado se utilizan como témminos de
descii;icién y no de limitacién, y no hay intencién de que en el uso de estos
términos y expresiones se indique la exclusibn de equivalentes de las
caracteristicas mostradas o descritas o porciones de ios mismos. Se reconoce
que diversas modificaciones son posibles dentro del alcance de la invencién. De
esta manera, deberd entenderse que aunque la presente invencién ha sido

descrita especificamente por realizaclones preferidas y caracteristicas, los

expertos en la técnica pueden recumir a modificaciones y variaciones
opcionales de los conceptos revelados aqul, y dichas modificaciones y
variaclones se consideran que caen dentro del alcance de las_realizaciones de
la invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que tiene la estructura de la Formula | y sales
farmacéuticamente aceptables y ésteres profarmaco de los mismos:

T~ Y0L

Eq
(<),
Formula I

en donde las lineas punteadas indican que el enlace designado es un enlace
simple 0 un enlace doble, y en donde R, puede ser seleccionado por separado

del grupo que consiste de un hidrégeno, un haldégeno, variantes mono- -

sustituidas, poli-sustituidas o no sustituidas de los residuos siguientes: alquilo
C1-C»4 saturado, alquenilo C»-C24 o alquinilo C2-C»4 insaturados, acilo, aciloxi,
alquiloxicarboniloxi, ariloxicarboniloxi, -cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi,
cicloalcoxi, arilo, heteroarilo, arilalcoxi carbonilo, alcoxi carbonilacilo, amino,
aminocarbonilo, aminocarboiloxi, nitro, azido, fenilo, cicloalquilacilo, hidroxi,
alquiltio, ariltio, oxisulfonilo, carboxi, ciano, y alquilo halogenado incluyendo
alquilo polihalogenado, en donde n es igual a 1 0 2, y si n es igual a 2, entonces
R¢ puede ser igual o diferente;

en donde Rz, se selecciona del grupo que consiste de hidndgeno,
halégeno, variantes mono-substituidas, poli-substituidas o no substituidas de los
siguientes residuos: alquilo C+-C24 saturado, alquenilo CCa4 0 alquinilo C2-Caz

insaturados, acilo, aciloxi, alquiloxicarboniloxi, ariloxicarboniloxi, cicloalquilo, -

cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo, heteroarilo, arilalcoxi carbonilo, alcoxi
carbonilacilo, amino, aminocarbonilo, aminocarboniloxi, nitro, azido, fenilo,
cicloalquilacilo, -hidroxi, alquiltio, ariltio, oxisulfonilo, carboxi,~ciano y alquilo
halogenado incluyendo alquilo polihalogenado;
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en donde R; puede selecclonarse del grupo que consiste de halégeno,
variantea mono-substituidas, poli-substituidas o no substituidas de los
siguientes residuos: alquilo C4-Cz4 saturado, alquenilo C2>-C24 0 alquinilo C2-Ca4
insaturados, acilo, aciloxl, alqulloxicarboniloxi, ariloxicarbonilox, cicloalquilo,
cicloalquenllo, alcox, cicloalcoxi, arilo, heteroarilo, arilalcoxi carbonilo, alcoxi
carbonilacilo, amino, aminocarbonilo, aminocarboiloxi, nitro, azido, fenilo,
cicloalquilacilo, hidroxi, alquiltio, ariltio, oxisulfonilo, carboxi, ciano y alquilo
halogenado incluyendo alquilo polihalogenado;

en donde cada uno de E4, E3, E3 ¥ E4 s un heterodtomo substituido ono -

substituido; y

con la condicién que la Formula | no es el Compuesto 1-16 o Compuesto
-17.

2. El compuesto de la Relvindicacién 1; en donde Rz es un formilo.

3. El compuesto de la Relvindicacién 2, en donde el compuesto:
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en donde Ry se selecciona del grupo que consiste de H, F, Cl, Bre l.

4, El compuesto de la Reivindicacion 1, en donde el compuesto es:

-

Re

en donde R, se selecciona del grupo que consiste de H, F, Cl, Bre .

5. Un compuesto que tiene la estructura de la Formula Il, y sales
10 farmacéuticamente aceptables y ésteres profarmacos de los mismos:

S

Ea

A

Formula I

(

en donde las lineas punteadas indican que el enlace designado es un

15 enlace simple o un enlace doble, y en donde Ry puede ser seleccionado por
sepaiado del grupo que consiste de un hidrégeno, un halégeno, variantes
mono-sustituidas, poll-sustituidas o no sustituidas de los residuos siguientes:
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alquilo C4-C24 saturado, aiquenilo C2-Ca4 0 alquinilo C-C24 insaturados, acilo,
aciloxi, alquiloxicarboniloxi, ariloxicarboniloxi, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcox,
cicloalcox, arllo, heteroarilo, arilalcoxi carbonllo, alcoxi carbonilacilo, amino,
aminocarbonilo, aminocarboiloxi, nitro, azido, fenilo, hidroxi, alquiltio, ariltio,
oxisulfonilo, carboxi, clano, y alquilo halogenado incluyendo alquilo
polihalogenado, en donde n es igual a 1 0 2, y si n es igual a 2, entonces Ry
puede ser igual o diferente;

en donde Ry puede selecclonarse del grupo que consiste de un
halégeno, variantes mono-substituidas, poll-substituidas o no substituidas de los

siguientes residuos: alquilo C1-C24 saturado, alquenilo C2-Cy4 0 alquinilo CCa¢ .

insaturados, acilo, aciloxi, alquiloxicarboniloxi, ariloxicarboniloxi, cicloalquilo,
cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo, heteroarilo, arilalcoxi carbonilo, alcox|
carbonilacilo, amino, aminocarbonilo, aminocarboiloxi, nitro, azido, fenilo,
hidroxi, alquiltio, ariltio, oxisulfonilo, carboxi, ciano, y alquilo halogenado
Incluyendo alquilo polihalogenado;

en donde R4 puede seleccionarse por separado del grupo que consiste
de un halbgeno, variantes mono-substituidas, poli-substituidas o no substituidas
de los siguientes residuos: alquilo C4-Co¢ saturado, alquenilo C2-C24 o alquinilo
C2-Cz insaturados, acilo, aciloxi, alquiloxicarboniloxi, ariloxicarboniloxi,
cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo, heteroarilo, arilalcoxi
carbonilo, alcoxi carbonilacilo, amino, aminocarbonilo, aminocarboiloxl, nitro,

azido, fenilo, hidroxi, alquiltio, ariltio, oxisulfonilo, carboxi, ciano, y alquilo .

halogenado incluyendo alquilo polihalogenado, y mes iguala 102,y simes
igual a 2, entonces R* puede ser igual o diferente;

en donde cada uno de E4, Ea, Es, E4 ¥ Es puede ser un heterciatomo
substituido o no substituido; y

con la condicién que la Formula Il no es el Compuesto 1-16 o el
Compuesto II-17.

6. El compuesto de la Reivindicacion 5, en donde Es se selecciona del
grupo que consiste de OH, O, S, N, NH, NH2, NOH, NHOH, OR49, SR11, NRi2 Y
NHORj3, en donde Rqo, R11, Ri2 ¥ Rya 86 seleccionan cada uno por separado

1\5(
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del grupo que consiste de hidrégeno, y un alquilo, acilo, arilo y heteroarilo
substituido o no substituido.

7. El compuesto de la Reivindicaciéon 5, en donde nes iguala 1 0 2, y en
donde n es igual a 2, al menos un Ry es CH2CH2X, en donde X se selecciona
del grupo que consiste de H, F, Cl, BR, e |. T '

8. El Compuesto de la Reivindicacién 5, en donde Ry es metilo.
9. El Compuesto de la Reivindicacién 5, en donde Es es OH.

10. El Compuesto de la Reivindicacion 5, en donde cada uno de E¢, Es y E4
es OyEzes NH.

11. El Compuesto de la Relvindicacién 5, en donde al menos un Ry @8 un
cicloalcano.

12. El compuesto de la Reivindicacién 11, en donde n es igual a 2 y al
menos uno de los substituyentes R, es hidrdgeno y el otro substituyente R, es
CH;CHzX, en donde X se selecciona del grupo que consiste de H, F, Cl, Br el;
en donde al menos un Ry as ciclohexano; en donde Es es OH; en donde R; es
metilo; y en donde cada uno de E4, Esy E4-e5 O, y E2 @s NH.

13. El compuesto de la Reivindicacién 12, en donde la estructura es:

75
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en donde R se selecciona del grupo que consistede H, F, Cl, Bre |

14. El compuesto de la Reivindicacion 5, en donde la estructura es:

en donde Rjs se selecciona del grupo que consiste de metilo, propilo,
fluoroetilo, bromoetilo, yodoetilo, hidroxietilo, azidoetilo y tiocianoetilo.

15. El compuesto de la Reivindicaclén 5, en donde el compuesto es
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Re
en donde Ry se selecciona del grupo que consiste de H, F, Cl, Bre l.

17. El compuesto de la Reivindicacién 5, en donde el compuesto es

Re

en donde Ry se selecciona del grupo que consistede H, F, Cl, Bre I.

18. El compuesto de la Reivindicacién 5, en donde al menos un Ry @s un
10 ciclohexano di-substituido.

19. El compuesto de la Reivindicacion 5, en donde al menos un Ry es un 7-
oxa-biciclo[4.1.0]hept-2-ilo.

15 20. El compuesto de la Reivindicacién 19, en donde el compuesto es
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en donde Ry s6 selecciona del grupo que consiste de H, F, Cl, Bre |.

21. El compuesto de la Reivindicacién 5, en donde al menos un R4 es un
alquilo ramificado substituido o no substituido.

22. El compuesto de Jla Reivindicacion 5, en donde al menos un R, 68 un
cicloalquilo y Es es un oxigeno.

23. El compuesto de la Reivindicacion 5, en donde Ry es un alquilo C; a Cs
substituido o no substituido.

24. El compuesto de la Reivindicaciéon 23, en donde el alquilo se selecciona
del grupo que consiste de metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, ter-
butilo y pentilo.

25. Un compuesto que tiene la estructura de la Formula lll, y sales
farmacéuticamente aceptables y ésteres profarmaco de los mismos:

¥
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Formula I

en donde las lineas punteadas indican que el enlace designado es un
enlace simple o un enlace doble, y en donde R, puede ser seleccionado por
separado del grupo que consiste de un hidrégeno, un halégeno, variantes
mono-sustituidas, poli-sustituidas o no sustituidas de los residuos siguientes:
alquilo C4-Co4 saturado, alquenilo C2-C24 0 alquinilo C>-Cy4 insaturados, acilo,
acllox, alquiloxicarboniloxi, ariloxicarboniloxi, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcox,
cicloalcoxi, arilo, heteroarilo, arilalcoxi carbonilo, alcoxi carbonilacilo, amino,
aminocarbonilo, aminocarboiloxi, nitro, azido, fenilo, hidroxi, alquiltio, ariltio,
oxisulfonilo, carboxi, ciano, y alquilo halogenado incluyendo alquilo
polihalogenado, en donde n es igual a 1 0 2, y sl n es igual a 2, entonces R,
puede ser igual o diferente;

en donde R4, puede seleccionarse por separado del grupo que consiste
de hidrdgeno, un halégeno, variantes mono-substituidas, poli-substituidas o no
substituidas de los siguientes residuos: alquilo C4-C24 saturado, alquenilo C2-Cz4
o alquinilo CxC,¢ insaturados, acilo, aciloxi, alquiloxicarboniloxi,
arlloxicarboniloxi, cicloalquilo cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo, heteroarilo,
arllalcoxi carbonilo, alcoxi carbonilacilo, amino, aminocarbonilo,
aminocarboniloxi, nitro, azido, fenilo, hidroxi, alquiltio, ariltio, oxisulfoniio,
carboxi, ciano, alquilo halogenado incluyendo alquilo polihalogenado, y m es
igual a 1 0 2, y si m es igual a 2, entonces R4 pueden ser iguales o diferentes; y

en donde cada uno de E,, Ez, Es, E4 ¥ Es 88 un heterodtomo substituido
o no substituido; y con la condicién que la Formula Il no es el Compuesto 11-16
0 el Compuesto 1I-17.

227
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26. El compuesto de la Reivindicacién 25, en donde R, es un alquilo Cq a Cs
substituido o no substituido.

27. El compuesto de la Reivindicacién 26, en donde el alquilo se selecciona
del grupo que consiste de metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, ter-
butilo y pentilo.

28. Un compuesto que tiene la estructura de ia Formula IV, y sales
farmacéuticamente aceptables y ésteres profarmacos de los mismos:

e
Formula IV

en donde las lineas punteadas indican que el enlace designado es un
enlace simple o un enlace doble, y en donde Ry puede ser seleccionado por
separado del grupo que consiste de un hidrdgeno, un halégeno, variantes
mono-sustituidas, poli-sustituidas o no sustituidas de los residuos sigulentes:
alquilo C¢-C24 saturado, alquenilo CCz4 0 alquinilo C-Cz4 insaturados, acilo,
aciloxi, alqulloxicarboniloxi, ariloxicarboniloxd, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcox,
cicloalcoxi, arilo, heteroarilo, arilalcoxi carbonilo, alcoxi carbonilacilo, amino,
aminocarbonilo, aminocarbolloxi, nitro, azido, fenilo, hidroxi, alquiltio, ariltio,
oxisulfonlio, carboxi, ciano, y alquilo halogenado incluyendo alquilo
polihalogenado, y n es igual a 1 0 2, ¥ si n es igual a 2, entonces R puede ser
igual o diferente;

en donde R; puede seleccionarse del grupo que consiste de un
halégeno, variantes mono-substituidas, poli-substituidas o no substituidas de los
siguientes residuos: alquilo C+-C24 saturado, alquenilo C2-C24 0 alquiniio C2-Cyy



10

15

25

30

401

insaturados, acilo, aclloxi, alquiloxicarboniloxi, ariloxicarboniloxi, cicloalquilo,
cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcox, arilo, heteroarilo, arilaicoxi carbonilo, alcoxi
carbonilacilo, amino, aminocarbonilo, aminocarboiloxl, nitro, azido, fenilo,
hidroxi, alquiltio, ariltio, oxisulfonilo, carboxi, ciano, y alquilo halogenado
incluyendo alquilo polihalogenado;

en donde Rs puede seleccionarse por separado del grupo que consiste
de un hidrégeno, un halégeno, variantes mono-substituidas, poll-substituidas o
no substituidas de los siguientes residuos: alquilo C4-C»4 saturado, alquenilo Co-
Cz¢ o0 alquinilo Cx-C,¢ insaturados, acilo, aciloxi, alquiloxicarboniloxi,
ariloxicarboniloxi, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo, heteroarilo,
arilalcoxi carbonilo, alcoxi carbonilacilo, amino, aminocarbonilo, aminocarboliloxl,
nitro, azido, fenilo, oxi, hidroxi, alquiltio, ariltio, oxisulfonilo, carboxi, ciano, y
alquilo halogenado incluyendo alquilo polihalogenado, en donde mes 0, 1, 2, 3,
4,5 6,7, 8,9 10 u 11 y si m es mas de 1, entonces Rs puede ser igual o
diferente; y en donde los sbustituyentes Rs pueden formar un anillo; y

en donde cada uno de E;, Ez, E3, E4 Y Es 68 un heteroidtomo substituido
0 no substituido.

29. El compuesto de la Reivindicacion 28, en donde R, es un alquilo C; a Cs
substituido o no substituido.

30. El compuesto de la Reivindicacién 29, en donde el alquilo se selecciona
del grupo que consiste de metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, ter-
butilo y pentilo.

31. Un compuesto que tiene la estruclura de la Formuia V, y sales
farmacéuticamente aceptables y ésteres profarmacos de los mismos:
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Formula V

en donde las lineas punteadas indican que el enlace designado es un
enlace simple o un enlace doble, y en donde R; puede ser seleccionado por
separado del grupo que consiste de un hidrdgeno, un halégeno, variantes
mono-sustituidas, poli-sustituidas o no sustituidas de los residuos siguientes:
alquilo C1-C24 saturado, alquenilo C~Ca4 0 alquinilo C»-Ca4 insaturados, acilo,
acilox, alquiloxicarboniloxi, ariloxicarboniloxi, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcoxi,
cicloalcoxi, arilo, heteroarilo, arilalcoxi carbonilo, alcoxi carbonilacilo, amino,
aminocarbonilo, aminocarboiloxi, nitro, azido, fenilo, hidrox, alquiltio, ariltio,
oxisulfonilo, carboxi, ciano, y alquilo halogenado incluyendo alquilo
polihalogenado, y n es igual a 1 0 2, y si n es igual a 2, entonces R1 puede ser
igual o diferente;

en donde Rs puede seleccionarse por separado del grupo que consiste
de un hidrégeno, un haldégeno, variantes mono-substituidas, poli-substituidas o
no substituidas de los siguientes residuos: alquilo C4-C24 saturado, alquenilo C~-
Ca o alquinilo C2-Czs insaturados, acilo, acllox, alquiloxicarbonilox,
ariloxicarboniloxi, cicloalquilo, cicloalquenilo, alcox, cicloalcoxi, arilo, heteroarilo,
arilalcoxi carbonilo, alcoxi carbonilacilo, amino, aminocarbonilo, aminocarboilox,
nitro, azido, fenilo, oxi, hidroxi, alquiltio, ariltio, oxisulfonilo, carboxi, ciano, y
alquilo halogenado incluyendo alquilo polihalogenado, en donde mes 0, 1, 2, 3,
4,5 6,7,8 9, 10 u 11 y sl m es mas de 1, entonces Rs puede ser igual o
diferents; y en donde los substituyentes Rs pueden formar un anillo; y

en donde cada uno de Ej, Ez, E3, E4 ¥ Es 68 un heterodtomo substituido
0 no substituido.
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32. El compuesto de la Reivindicacién 31, en donde R, es un alquilo C; a Cs
substituido o no substituido.

33. El compuesto de la Reivindicacién 32, en donde el alquilo se selecciona
del grupo que consiste de metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, ter-
butilo y pentilo.

34. Un compuesto que tiene la estructura de la Formula VI, y sales
famacéuticamente aceptables y ésteres profarmacos de los mismos:

Formula VI

en donde R, puede ser seleccionado por separado del grupo que
congiste de variantes mono-sustituidas, poli-sustituidas o no sustituidas de los
residuos siguientes: alquilo C4-C24 saturado, alquenilo C2-C24 0 alquinilo CCa4
insaturados, acilo, aciloxi, alquiloxicarboniloxi, ariloxicarboniloxi, cicloalquilo,
cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo, heteroarilo, arilalcoxi carbonilo, alcoxi
carbonilacilo, amino, aminocarbonilo, aminccarboiloxi, fenilo, cicloalquilacilo,
hidroxi, alquiltio, ariltio, oxisulfonilo, carboxi, tio, sulféxido, sulfona, ésteres de
acido bordnico, y alquilo halogenado incluyendo alquilo polihalogenado,

en donde n es igual a 1 0 2, y si n es igual a 2, entonces R4 puede ser
igual o diferente;

en donde Rz, puede ser seleccionado del grupo que consiste de un
hidrdgeno, un halégeno, variantes mono-sustituidas, poli-sustituidas o no
sustituidas de los residuos siguientes: alquilo C4-C4 saturado, alquenilo C2-Ca4

)
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o alquinilo CxC, insaturados, acilo, aciloxi, alquiloxicarboniloxi,
ariloxicarboniloxi, cicloalquilo (incluyendo, por elemplo, ciclohexilcarbinol),
cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo, heteroarilo, arilalcoxi carbonilo, alcoxd
carbonilacilo, amino, aminocarbonilo, aminocarboiloxi, nitro, azido, fenilo,
cicloalquilacilo, hidroxi, alquiltio, ariltio, oxisulfonilo, carboxi, ciano, tio, sulféxido,
sulfona, ésteres de sulfonato, tiociano, acidos y ésteres bordnicos, y alquilo
halogenado incluyendo alquilo pollhalogenado;

en donde R; puede ser seleccionadc del grupo que consiste de un
halégeno, variantes mono-sustituidas, poll-sustituidas o no sustituidas de los
residuos siguientes: alquilo C4-Ca¢ saturado, alquenilo C=-C24 0 alquinilo C2-Ca4
insaturados, acilo, aciloxi, alquiloxicarboniloxi, ariloxicarboniloxi, cicloalquilo,
cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo, heteroarilo, arilalcoxi carbonilo, alcoxi
carbonilacilo, amino, aminocarbonilo, aminocarboiloxi, nitro, azido, fenilo,
cicloalquilacilo, hidroxi, alquiltio, ariltio, oxisulfonilo, carboxi, ciano, tio, sulféxido,
sulfona, ésteres de sulfonato, tiociano, acidos y ésteres bordnicos, y alquilo
halogenado incluyendo alquilo polihalogenado; en donde cada uno de E4, Ez, E3
y E4 pueden ser un heteroatomo substituido o no substituido; y

en donde en donde Ry4 puede ser seleccionado del grupo que consiste
de un halégeno, variantes mono-sustituidas, poli-sustituidas o no sustituidas de
los residuos siguientes: alquilo C4-C24 saturado, alquenilo C2-Cz4 0 alquinilo Cx-
C24 Insaturados, acilo, aciloxi, alquiloxicarboniloxi, ariloxicarboniloxi, cicloalquiio,
cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo, heteroarilo, arilalcoxi carbonilo, alcoxi
carbonilacilo, amino, aminocarbonilo, aminocarbolloxi, nitro, azido, fenilo,
cicloalquilacilo, hidroxi, alquiltio, ariltio, oxisulfonilo, carboxi, ciano, tio,
tioésteres, sulféxido, sulfona, ésteres de sulfonato, tiociano, y alquilo
halogenado incluyendo alquilo polihalogenado.

35. El compuesto de la Reivindicaciéon 34, en donde el compuesto es:

2%
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en donde R; puede ser seleccionado por separado del grupo que
consiste de variantes mono-sustituidas, poll-sustituidas o no sustituidas de los
residuos siguientea: alquilo C+-C»4 saturado, alquenilo C-Ca4 0 alquinilo C2-Caq
insaturados, acilo, acilox, alquiloxicarboniloxi, ariloxicarboniloxi, cicloalquilo,
cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo, heteroarilo, arilalcoxi carbonilo, alcox
carbonilacilo, amino, aminocarbonilo, aminocarboiloxd, fenilo, clcloalquilacilo,
alquiltio, ariltio, oxisulfonilo, carboxl, tio, sulféxido, sulfona, ésteres de sulfonato,
tioclano, ésteres de acldo bordnico y alquilo halogenado incluyendo alquilo
polihalogenado; n es igual a 1 0 2, y si n es igual a 2, entonces R4 puede ser el
mismo o diferente.

en donde Ry puede ser seleccionado del grupo que consiste de un
halégeno, variantes mono-sustituidas, poli-sustituidas o no sustituidas de los
residuos siguientes: alquilo C4-C4 saturado, alquenilo C2Caz4 0 alquinilo C2-Cz4
insaturados, acllo, aciloxl, alquiloxicarboniloxi, ariloxicarboniloxi, ciclioalquilo,
cicloalquenilo, alcoxi, cicloalcoxi, arilo, heteroarilo, arilalcoxi carbonilo, alcoxi
carbonilacilo, amino, aminocarbonilo, aminocarbolloxi, nitro, azido, fenilo,
cicloalquilacilo, hidroxi, alquiltio, ariltio, oxisulfonilo, carboxi, ciano, tio, sulféxido,
sulfona, ésteres de sulfonato, tiociano, acidos y ésteres bor6nicos, y alquilo
halogenado incluyendo alquilo polihalogenado; en donde cada uno de Es, E2, Es
y E4 pueden ser un heterodtomo substituido o no substituido.

en donde Rs puede ser seleccionado por separado del grupo que
consiste de un hidrégeno, un halégeno, variantes mono-sustituidas, poli-
sustituidas o no sustituidas de los residucs siguientes: alquilo C-Cz4 saturado,
alquenilo Cx>Cz¢ o0 alquinilo CzCz insaturados, acilo, aciloxi,

- alquiloxicarbonlloxi, ariloxicarbonlloxi, cicloalquilo, cicloaiquenilo, alcoxi,

cicloalcoxi, arilo, heteroarilo, arilalcoxi carbonilo, alcoxi carbonilacilo, amino,



10

15

206

aminocarbonilo, aminocarboiloxi, nitro, azido, fenllo, oxi, hidroxi, alquiltio, ariltio,
oxisulfonilo, carboxi, ciano, tio, sulféxido, sulfona, ésteres de sulfonato, tiociano,
acidos y ésteres bordnicos y alquilo halogenado incluyendo alquilo
polihalogenado; endonde mes 0,1, 2,3,4,5,6,7,8,9, 10, u 11, y 8i m es més
de 1, entonces Rs puede ser el mismo o diferente, y en donde los
substituyentes Rs pueden formar un anillo; y en donde cada uno de E,, Ej, Ej,
E4 y Es @8 un heterodtomo substituido o no substituido.

38. Elcompuesto de la Reivindicacién 49, en donde el compuesto es:

H F s;\?

37. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de las
Relvindicaciones 1, 5, 25, 28, 46 y 49.

38. La composicién farmacédutica de la Reivindicacién 37, que comprende
ademés un agente antl-microbiano.

38. Un método para tratar el céncer, que comprende administrar un
compuesto de cualqulera de las Reivindicaciones 1, 5, 25, 28, 46 o 49, y sales
farmacéuticamente aceptables y ésteres profdrmaco de los mismos.

40. El método de la Reivindicacién 39, que comprende ademaés los pasos de:
Identificar un sujeto que se beneficiarla de la administracién de un
agente anticancer;

Realizar el método en el sujeto.

41. E! método de la Relvindicacion 39, en donde el cdncer es un mieloma
maltiple, un carcinoma colomectal, un carcinoma de prostata, un
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adenocarcinoma de seno, un carcinoma pulmonar de células no pequefias, un
carcinoma de ovario 0 un melanoma.

42. El método de la Reivindicacién 39, en donde el céancer un cancer
reslstente a fArmaco.

43. El método de la Relvindicaclén 42, en donde el cancer resistente a
farmaco muestra al menos uno de los siguientss: niveles elevados de la bomba
de eflujo de P-glicoproteina, expresién aumentada de la protelna asociada a
resistencia a miltiples farmacos 1 codificada por MRP1, absorcién de farmaco
reducida, alteracion del objetivo del farmaco o aumento en la reparacion del
dafio de ADN inducido por fArmaco, alteracidbn de la ruta apoptética y la
activacion de las enzimas citocromo P450.

44. Un método para inhibir el crecimiento de una célula de cancer, que
comprende contactar una célula de cancer con un compuesto de cualquiera de
las Reivindicaciones 1, 5, 25, 28, 46 y 49, y sales farmacéuticamente
aceptables y ésteres profarmacos de los mismos.

45. El método de la Reivindicacién 44, en donde la célula de céncer es un
mieloma multiple, un carcinoma colorectal, un carcinoma de préstata, un
adenocarcinoma de seno, un carcinoma pulmonar de célula no pequefia, un
carcinoma de ovario o un melanoma.

46. Un método para inhibir la actividad de proteasoma que comprende el
paso de contactar una célula con un compuesto de cualquiera de las
Reivindlcaciones 1, 5, 25, 28, 46 o 49, y sales farmacéuticamente aceptables y
ésteres profarmacos de los mismos.

47. Un método para inhibir la activacién de NF-xB que comprende el paso de
contactar una célula con un compuesto de cualquiera de las Reivindicaciones 1,
5, 25, 28, 46 0 49, y sales famacéuticamente aceptables y ésteres profarmacos
de los mismos.

48. Un método para tratar una condicidn inflamatoria que comprende
aministrar una cantidad efectiva de un compuesto de cualquiera de las
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Relvindicaclones 1, 5, 25, 28, 46 o 49, y sales farmacéuticamente aceptables y
ésteres profdrmacos de los mismos, a un paciente en necesidad del mismo.

49. El método de la Reivindicacién 48, en donde la condicion inflamatoria se
selecciona del grupo que consiste de artritis reumatoide, asma, esclerosis
muiltiple, soriasis, apoplejla, e infarto al miocardio.

50. Un método para tratar una enfermedad microbinana que comprende
administrar una cantidad efectiva de un compuesto de cualquiera de las
Reivindicaciones 1, 5, 25, 28, 46 o 49, y sales farmacéuticamente aceptables y
ésteres profdirmacos de los mismos, a un paclente en necesidad del mismo

51. El método de la Reivindicacién 50, en donde la enfermedad microbiana
es causada oir un microbio seleccionado del grupo que consiste de B. anthracis,

Plasmodium, Leishmania, y Trypanosoma.

52. El compuesto de la Reivindicacién 16, en donde la estructura es:

VH

en donde Rg se selecciona del grupo que consiste de H, F, Ci, Bre |.

53. El uso de uno o més compuestos de las Formulas I, Il, lll, IV, Vo VI, y
sales farmacéuticamente aceptables y ésteres profarmacos de los mismos en el
tratamiento de un céncer, una condicién inflamatoria o una infeccién
microbiana.
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54. El uso de la Reivindicacién 53, en donde el uno o mas compuestos en
uno o mas de un compuesto de cualquiera de las Reivindicaciones 1, 5, 25, 28,
31 y 34, y sales famacéuticamente aceptables y ésteres profairmacos de los
mismos.

55. El uso de la Reivindicacién 53 o Relvindicacién 54, en donde el cancer
es un mieloma maltiple, un carcinoma colomectal, o carcinoma de prostata, un
adenocarcinoma de seno, un carcinoma pulmonar de célula no pequefia, un
carcinoma de ovario © un melanoma.

56. El uso de la Reivindicacién 53 o Reivindicacion 54, en donde el céncer
@s un cancer resistente a farmaco.

57. El uso de la Reivindicacién 53 o Reivindicacién 54, en donde el céincer
resistente a fArmaco muestra al menos uno de los siguientes: niveles elevados
de la bomba de eflujo de P-glicoprotelna, expresién aumentada de ia proteina
asociada a resistencia a muitiples farmacos 1 codificada por MRP1, absorcion
de fAmaco reducida, alteracion del objetivo del fArmaco o aumento en la
reparacion del dafio de ADN inducido por farmaco, alteracién de la ruta
apoptética y la activacion de las enzimas citocromo P450.

58. Eluso de la Reivindicacion 53 o Reivindicacion 54, en donde la condicidn
inflamatoria es artritis reumatoide, asma, esclerosis multiple, apoplejia, o infarto
al miocardio.

59. El uso de la Reivindicacién 53 o Reivindicacién 54, en donde la infeccién
microbiana es causada por B. anthracis, Plasmodium, Leishmania, y
Trypanosoma.

60. El uso de uno o mas compuestos de las Formulas |, IL, lll, IV, Vo VI, ¥y
sales farmacéuticamente aceptables y ésteres profdrmacos de los mismos, para
la inhibicién de una actividad de proteasoma, o inhibicién de la activacién de
NF-xB.

61. El uso de la Reivindicacién 60, en donde el uno 0 mas compuestos es
uno o mas de un compuesto de cualquiera de las Reivindicaciones 1, 5, 25, 28,
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31 y 34, y sales farmacéuticamente aceptables y ésteres profarmacos de los
mismos.

62. El uso de un compuesto de Formula Il, lI, lll, IV, V o VI, y sales
famacéuticamente aceptables y ésteres profarmacos de los mismos, en la
preparacién de medicamento para el tratamiento de un cancer, una condicién
inflamatoria, 0 una Infeccién bacteriana o para la inhibicién de la angiogénesis,
una actividad de proteasoma, o activacién de NF-xB.

63. El uso de la Reivindicaclén 62, en donde el uno o mas compuestos
uno 0 mas de un compuesto de cualquiera de las Reivindicaciones 1, 5, 25, 28,
31 y 34, y sales farmacéuticamente aceptables y ésteres profarmacos de los
mismos.

64. El uso de cualquiera de las Reivindicaciones 53-64, que comprende
ademas el uso de un agente quimioterapéutico, un agente anti-angiogénico, un
agente anti-inflamatorio o un inhibidor de proteasoma.

% %
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FIG. 3.

Espectro de RMN 1H del compuesto de Formula I1-3
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FIG. 7.

Espectro de RMN 1H del compuesto de Formula II-5A
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FIG. 9.

Espectro de RMN 1H del compuesto de Formula I1-5B
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Espectro de RMN 'H del compuesto de Formula I1-8C
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Figura 13. Espectro de RMN 'H del compuesto de Formula I1-13C
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Figura14. Espectro de RMN 'H del compuesto de Formula II-18
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Figura 15.

Espectro de RMN 'H del compuesto de Formula 1-19
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Figura 16. Espectro de RMN 'H del compuesto de Formula I1-20
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Figura17. Espectro de RMN 'H del compuesto de Formula I1-21

21

17133

U



10

15

Figura 18. Espectro de RMN 'H del compuesto de Formula I1-22
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Figura 19.

Espectro de RMN *H del compuesto de Formula 11-24C
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