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2- INDOLINONAS SUSTITUIDAS CON PIRROLES INHIBIDORAS DE
PROTEINQUINASAS |
REFERENCIAS

Esta solicitud reivindica prioridad bajo 35 U.S.C. 119(e) de las Solicitudes
Provisionales de los EEUU Ndmero 60/182710, presentada el 15 de Febrero de 2000,
Numero 60/216422, presentada el 6 de Julio de 2000 y 60/243532, presentada el 27 de
Octubre de 2000, cuyas memorias descriptivas se incorporan por completo a modo de
referencia & ia presente documentacion.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION
Campo de la Inyencidn

La presents invencioén se relaciona con algunos compuestos de 2- indolinona
sustituid.os con 3- pirroles que modulan la actividad de proteinquinasas ("PK"). Los
compuestos de esta invencién son entonces Utiles para el tratamiento de enfermedades

relacionadas con una actividad anormal de las PK. También se describen

' composiciones farmacéuticas que comprenden estos compuastos y métodos para

prepararias.
Estado de |a Técnica

Se menciona lo siguiente solamente a modo de informacién acerca de los
antecedentes y no se lo admite como técnica previa a la presente invencion.

Las PK son enzimas que catalizan |a fosforilacién de los grupos hidroxilo en los
residuos de tirosina, serina y treonina en las proteinas. Las consecuencias de esta
actividad aparentemente simple son sorprendentes; crecimiento, diferenciacién y
proliferacién celular, s decir, virtuaimente todos los aspectos de la vida de la célula
dependen de uno u otrc modo de la actividad de las PK. Ademés, se ha.relacionado ia
actividad anormal de la PK con un conjunto de afecciones que van deade
enfermedades que no afectan mayormente la vida, tales como la psoriasis, hasta
enfermedades extremadamente virulentas, tales como el glioblastoma (céancer de
cerebro),

Las PK pueden dividirse convenientemente en dos clases, las
proteintirosinquinasas (PTK) y las serin - treoninquinasas (STK).

Uno de los aspectos mdés importantes de la actividad de las PTK es su
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interaccién con receptores de factores de crecimiento. Los receptores de factores de
crecimiento son proteinas en la superficie de las céiulas. Cuando se unen a un ligando
tipo factor de crecimiento, los receptores de factores de crecimiento se convierten en
una forma activa que interactia con las protelnas en ia superficie intema de la
membrana celular. Esto conduce a la fosforilacion de los residuos de tirosina de los
receptores y de otras proteinas, y a la formacién dentro de la célula de complejos con
una variedad de moléculas de sefializacion citoplasmética que, a su vez, desencadenan
numerosas respuestas de la célula, tales como la division celular (proliferacién), la
diferenciacion celular, el crecimiento celular, la axpresién de efectos metabdlicos en el
microambiente extracelular, etcétera. Para una descripcion més completa, véase
Schiessinger y Ullrich, Neuron, 9: 303-391 (1992) que se incorpora a modo de
referencia, incluyendo cualquier dibujo, como se indica por completo en la presente
documentacion.

Los receptores de factores de crecimiento con actividad de PTK se conocen
como receptores de tirosinquinasas ("RTK'). Comprenden una gran familia de
receptores transmembrana con una actividad biolégica divarsa. En la actualidad, se han
identificado al menos diecinueve (19) subfamilias diferantas de RTK. Un ejemplo de
éstas es la subfamilia denominada RTK "HER", que incluye EGFR (receptores de
factores de crecimiento epiteliales), HER2, HER3 y HER4. Estas RTK consisten en un
dominio extracslular glicosilado de unién a ligando, un dominio transmembrana y un
dominio intracelular citoplasmatico catalitico que puede fosforilar los residuos de tirosina
on las proteinas.

Otra subfamilia de RTK consiste en receptores de insulina (IR), el receptor del
factor de crecimiento semejante a insulina | (IGF-1R) y el receptor relacionado con
insulina (IRR). IR e IGF-1R interactlian con la insulina, el IGFd y el IGF-I para formar
un heterotetrémero de dos subunidades a glicosiladas completamente extracelulares y
dos subunidades f que cruzan la membrana celular y que contisnen el dominio de la
tirosinquinasa.

Una tercera subfamilia de RTK se conoce como el grupo de ios receptores de
factores de crecimiento derivados de plaquetas ("PDGFR"), que incluye PDGFR«,
PDGFRB, CSFIR, ckit y cfms. Estos receptores consisten en dominios glicosilados
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extracelulares compuestos de cantidades variables de rizos semejantes a
inmunoglobinas y un dominio intracelular, donde el dominio de la tirosinquinasa asta
interrumpido por secuencias no relacionadas de aminoacidos.

Otro grupo que, debido a su semejanza con la subfamilia PDGFR, se une a
veces al grupo anterior es el de la subfamilia de receptores de quinasas hepéticas
fetales ("flk"). Se cree que este grupo estd compuesto por un dominio receptor insertado
para quinasa hepética fetal 1 (KDR/FLK-1, VEGF-R2), flk-1R, flk-4 y tirosinquinasa tipo
fms 1 (fit-1).

Otro miembro de la familia de receptores de factores de crecimiento de
tirosinquinasas es el subgrupo de los receptores del factor de crecimiento de los
fibroblastos ("FGF"). Este grupo consiste en cuatro receptores, FGFR1-4, y siete
ligandos, FGF1-7. Si bien aun no se halla bien definido, este grupo parece abarcar
receptoras que consisten en un dominio extracelular glicosilado que contiene una
cantidad variable de rizos semejantes a inmunoglobinas y un dominio intrac lular,
donde el dominio de la tirosinquinasa esta interrumpido por secuencias no relacionadas
de aminoécidos.

Alin otro miembro de la familia de receptores de factores de crecimiento de
tirosinquinasa es el subgrupo de receptores de factores de crecimiento vasculares
endoteliales (VEGF). La VEGF es una glicoproteina dimérica similar a la PDGF pero
tiene funciones biologicas diferentes y una especificidad distinta por células blanco in
vivo. En particular, se cree actuaimente que la VEGF tiene una funcién esencial en la
vasculogénesis y la angiogénesis.

Se describe un listado més compieto de las subfamilias conocidas de RTK en
Piowman et al., DN&P, 7(6): 334-339 (1994), que se incorpora a modo de referencia,
incluyendo cualquier dibujo, como se indica por completo en la presente
documentacion.

Ademés de las RTK, también existe una familia de PTK completamente
intracelulares denominadas “tirosinquinasas gue no son receptores” o "tirosinquinasas
celulares”. Esta Ultima denominacién, abreviada "CTK" es la que 8e usard en la
presente documentacion. Las CTK no contienen dominios extracelulares 0 dominios
transmembrana. Hasta la actualidad se han descripto més de 24 CTK en 11 subfamilias
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(Src, Fri, Btk, Csk, Abl, Zap70, Fes, Fps, Fak, Jak y Ack). La subfamilia Src parece ser
hasta ahora el mayor grupo de CTK e incluye Src, Yes, Fyn, Lyn, Lck, Bk, Hck, Fgry
Yrk. Para una descripcién més detallada de CTK, véase Bolen, Oncogene, 8: 2025-
2031 (1993), que se incorpora a modo de referencia, incluyendo cualquier dibujo, como
se indica por completo en la presente documentacion.

Las serinftreonin quinasas, STK, como las CTK, son predominantemente
intracelulares, aunque existen unos pocos receptoras de quinasas tipo STK. Las STK
son las quinasas citosGlicas mas comunes, es decir, quinasas que llevan a cabo su
funcién en una parte del citoplasma distinta de las organelas y del citoesqueleto. El
citosol es ia region dentro de la célula en ia cual ocurre gran parte de la actividad
metabdlica y biosintetica intermedia, por ejempio, es en el citosol que se sintstizan las
proteinas en los ribosomas.

Las RTK, las CTK y las STK han sido todas relacionadas con una cantidad de
condiciones patogénicas que incluyen significativamente al cancer. Otras condiciones
patogénicas que se han asociado con las PTK incluyen, sin limitaciones, la psoriasis, la
cirrosia hepética, la diabetes, la angiogénesis, la restenosis, las enfermedades oculares,
la artritis reumatoide y otras afecciones inflamatorias, trastomos inmunolégicos tales
como las enfermedades autoinmunes, enfermedades cardiovasculares tales como la
arterioaclerosis y una variedad de trastomos renales.

Respecto del cancer, dos de las hipbtesis mas imporiantes para explicar la
proliferacion celular excesiva que conduce al desarrolio de tumores se relaciona con
funciones conocidas como reguladas por |a PK Es decir, se ha sugerido que el
crecimiento de células malignas resulta de una ruptura en [os mecanismos que
controlan la divisién y/o la diferenciacién celular. Se ha demostrado que los productos
proteicos de una cantidad de proto-oncogenes estédn involucrados en las vias de
transduccion de sefiales que regulan el crecimiento y la diferenciacion celular. Estos
productos proteicos de proto-oncogenes inciuyen los factores de crecimiento
extracelulares, los receptores de factores de crecimiento transmembrana PTK (RTK),
las PTK citoplasméticas (CTK) y las STK citosdlicas que se describieron previamente.

A la vista de la conexién aparente entre las actividades celulares relacionadas
con la PK y una amplia variedad de trastornos humanos, no es sorprendente que se
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haga un gran esfuerzo en un intento de identificar maneras de modular la actividad de
las PK. Algunos de esos esfuerzos han involucrado enfoques biomiméticos que usan
grandes moléculas basadas en aquellas involucradas en los procesos celulares reales
(por ejemplo, ligandoe mutantes (Solicitud de los EEUU N° 4966849); receptores y
anticuerpos solubles (Solicitudes N° WO 94/10202, Kendall y Thomas, Proc. Nat'| Acad
Sci., 90: 10705-09 (1994), Kim, et al., Nature, 362: 841-844 (1993)); ligandos de ARN
(Jelinek, et al., Biochemistry, 33: 10450-56); Takano, et al., Mol Bio. Cell 4: 358A
(1993); Kinsella, et al., Exp. Cell Res. 199: 56-62 (1992); Wright, et al., J. Cellular Phys.,
152; 448-57) e inhibidores de la tirosinquinasa (WO 94/03427; WO 82/21660; WO
91/15495; WO 94/14808; Patente de los EEUU N® 5330992; Mariani, et al., Proc. Am.
Assoc, Cancer Res., 35: 2268 (1994)).

Ademas de los anteriores, se han hecho esfuerzos para identificar pequefias
moléculas que achlen como Iinhibidores de la PK Por ejemplo, se han dascn?to
compuestos bis-monocilicos, biciclicos y heterociclicos de arilo (PCT WO 92/20842),
derivados de vinilenazaindol (PCT WO 94/14808) y 1- ciclopropyl -4- piridilquinolonas
(Patente de los EEUU N° 5330992) como inhibidores de la tirosinquinasa. Se han
doscnﬁo compuestos de estirilo (Patente de los EEUU N® 5217999), compuestos de
piridilo sustituidos con estirlo (Patente de los EEUU N° 5302606), derivados de
quinazolina (Solictud EP N° O 566 266 A1), selenaindoles y selénidos (PCT WO
94/03427), compuestos triciclicos polihidroxilicos (PCT WO 92/21660) y compuestos de
écido bencilfosfénico (PCT WO 81/15495) todos como inhibidores de la PTK dtiles en el
tratamiento del céncer.

RESUMEN DE LA INVENCION
La presente invencidn tiene como abjeto determinados compuestos de 2-
indolinona sustituidos con 3-pirroles que presantan capacidad de modulacién de la PKy
que por lo tanto son utiles para el tratamiento de afecciones relacionadas con la
actividad anormal de la PIC
Por lo tanto, en un aspecto, la presents invencion tiene como objeto 2-
indolinonas sustituidas con 3-pirrol de la Férmula (1):
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donde:

R' se selecciona del grupo formado por hidrégeno, halo, alquilo, ciclcoalquilo,
arilo, heteroarilo, heteroaliciclico, hidroxi, alcoxi, {CO)R'®, -NR™R™, {CH,)R'"®y -
C(O)NR°R®,

R? se selecciona del grupo formado por hidrdgeno, halo, alquilo, trihalometilo,
hidroxi, alcoxi, ciano -NR™R', -NR'™C(O)R', -C(O)R'®, arilo, heteroarilo, -
S(0)2NR™R'*’-SO,R™ (donde R® es alquilo, arilo, aralquilo, heteroarilo y
heteroaralquilo);

R® se selecciona del grupo formado por hidrégeno, halégeno, alquilo,
trihalometilo, hidroxi, alcoxi, {CO)R'®, -NR™R", arilo, heteroarilo, -NR™S{O),R"* -
S(0)2NR™R™ -NR'*C(O)R",
~NR™¥C(0)OR™ y -S0.R® (donde R? es alquilo, arilo, aralquilo, heteroarilo y
heteroaralquiio);

R* se selecciona de! grupo formado por hidrégeno, haldgeno, alquilo, hidroxi,
alcoxi y ~NR™R'4

R®se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo y -C(O)R™:

R® se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo y -C{O)R'®

R’ se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo, arilo, heteroarilo, -
C(O)R' y -C(O)R' o

R®y R se pueden combinar para formar un grupo seleccionado entre el grupo
formado por {CHz)s, {CHz2)s- y {CHo)e;
con la condicién de que al menos uno entre R%, R® o R debe ser
C(O)R™,

R® y R® se seleccionan independientemente entre el grupo formado por
hidrégeno, alquilo y arilo;

R'° se selecciona del grupo formado por hidroxi, alcoxi, ariloxi, -N(R"')(CHa)sR"2,
y -NRR™,

R" se selecciona del grupo formado por hidrégeno y alquilo;

R'? se selecciona del grupo formado por ~-NR™R', hidroxi, -C(O)R™, arilo,



heteroarilo, -N*(0R™R", -N(OH)R", y
-NHC(O)R" (donde R* es alquilo, haloalquilo, o araiquilo insustituido);

R'®y R' se seleccionan independientemente entre el grupo formado por
hidrdgeno, alquilo, cianoalquilo, cicloalquilo, ariio y heteroarilo; o

R"™ y R'* se pueden combinar para formar un grupo heterociclo;

R'® se selecciona del grupo formado por hidrégeno, hidroxi, aicoxi y ariloxi;

R'® se selecciona del grupo formado por hidroxi,

-C(O)R™, -NR™>R™y -C(O)NR™R™

R"? se selecciona del grupo formado por alquilo, cicloalquilo, arilo y heteroarilo;

R® es alquilo, arilo, aralquilo o hetercarilo; y

n y r son independientemente 1, 2, 3, 0 4;

o una sal del mismo aceptable para uso farmacéutico.

Preferentements, R' se selecciona del grupo formado por hidrégeno, halo,
alquilo, ciclcoalquilo, arilo, heteroarilo, hetervaliciclico, hidroxi, alcoxi, -C{O)R™, -
NR¥R™, (CH2)R'®y -C(O)NR°R®;

R? se selecciona del grupo formado por hidrégeno, halo, alquilo, trinalometilo,
hidroxi, alcoxi, -NR'PR™, -NR™C{O)R'4, -C(O)R", arilo, heteroarilo, y -S(0),NR™R'%

R® se selscciona del grupo formado por hidrégeno, halégeno, alquilo,
trihalometilo, hidroxi, alcoxi, {CO)R', -NR"™R'4, arilo, heteroarilo, -NR'™S(0).R'* -
S(0):NR™R', -NR™C(O)R'* and ~NR'*C(O)OR'4

R* se selecciona del grupo formado por hidrégeno, halégeno, alquilo, hidroxi,
alcoxi y -NR'®R'4:

R® se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo y -C{(O)R';

" R® se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo y -C(O)R'%;

R’ se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo, arilo, heteroarilo, -
C(O)R"y -C(O)R™,

R? y R” se pueden combinar para formar un grupo seleccionado del! grupo
formado por {CHz)s, {CHa)s- y {CHa)e-;
con la condicién de que al menos uno de R®, R® o R? debe ser
-C(O)R™,

R®? y R? se seleccionan independientomente del grupo formado por hidrégeno,
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alquilo y arilo;

R' sa selecciona del grupo formado por hidroxi, alcoxi, ariloxi, -N(R'')}(CHz),R'2”
—NR™R',

R" se selecciona del grupo formado por hidrégeno y alquilo;

R'2 se selecciona del grupo formado por -NR'R', hidroxi, -C(O)R'®, arilo y
heteroarilo;

R'™ y R se seleccionan independientemente del grupo formado por hidrégeno,
alquilo, cicloalquilo, arilo y heteroarilo;

R'® y R™ se pueden combinar para formar un grupo seleccionado del grupo
formado por ~(CHz)e~, (CHa2)s-, (CH2)20(CHz)2-, ¥
~CH2)2N(CHa)(CH2);

R'® se selecciona del grupo formado por hidrégeno, hidroxi, alcaxi y ariloxi;

R'® se selecciona del grupo formado por hidroxi,

-C(O)R'™, -NR™R'y -C(O)NR™R':
R' se selecciona del grupo formado por alquilo, cicloalquilo, arilo y heteroarilo; y
n y r son independientemente 1, 2, 3, 0 4;

o una sal del mismo aceptable para uso farmacéutico.

En un segundo aspecto, esta invencion tiene como objeto una composicién
farmacéutica que comprende uno 0 mas compuestos(s) de la Férmula (1) o una sal
aceptsble para uso farmacéutico del mismo y un excipiente aceptable para uso
farmacéutico.

En un tercer aspecto, esta invencién tiene como objetoc un método para tratar
enfermedades en las que interviene la actividad anormal de la proteinquinasa, en
particular, tirosinquinasas receptoras (RTK), protein tiroginquinasas no receptoras (CTK)
y serinftreonin proteinquinasas (STK) en un organiamo, en particular en seres humanos,
método que comprende administrar a dicho organismo una composicién farmaceéutica
que comprende un compuesto de la Férmula (). Tales enfermedades incluyen por
ejemplo, no taxativamente, cadncer, diabetes, cirrosis hepética, enfermedades
cardiovasculares tales como aterosclerosis, angiogénesis, enfermedades inmunoldgicas
tales como enfermedades autoinmunes y enfermedades renales.

En un cuarto aspecto, esta invencion tiene como objeto un método para modular
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la actividad catalitica de las PK, en particular, tirosinquinasas receptoras (RTK),protein
tirosinquinasas no receptoras{CTK) y serir/ treoninproteinquinasas (STK), usando un
compuesto de esta invencitn, que puede realizarse in vitro o in vivo. En particular, ja
proteinquinasa receptora cuya actividad catalitica es modulada por un compuesto de la
prasente invencién se selecciona del grupo formado por EGF, HER2, HER3, HER4, IR,
IGF-1R, IRR, PDGFRa, PDGFRB, CSFIR, CKit, C-fms, FIk-1R, Flk4, KDR/Fik-1, Fit-1,
FGFR-1R, FGFR-2R, FGFR-3R y FGFR-4R. La tirosinquinasa celular cuya actividad
catalitica es modulada por un compuesto de la presente invencién se selecciona del
grupo formado por Src, Frk, Btk, Csk, Abl, ZAP70, Fes/Fps, Fak, Jak, Ack, Yes, Fyn,
Lyn, Lek, Blk, Hek, Fgr y Yrk. La serintreoninproteinguinasa cuya actividad catalltica es
modulada por un compuesto de esta invencion se selecciona del grupo formado por
CDK2 y Raf.

En un quinto aspecto, esta invencion tiene como objeto el uso de un compuesto
de la Férmula (1) en la preparacién de un medicamento que es util en la preparacion de
un medicamento que es util en el tratamiento de una enfermedad en la que interviene la
actividad anormal de la PK.

En un sexto aspecto, esta invencion tiene como objeto un intermediario de la
Férmula (H):

R, Ry
/ \

(1)
donde:

R® se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo y -C(O)R™

R® se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo y -C{O)R'®

R’ se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo, arilo, heteroarilo, -
C(O)R""y -C(O)R™";

R® y R’ se pueden combinar para formar un grupo seleccionado del grupo
formado por {CHz2)s, {CHaz)s- y {CH2)e-;
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con la condicidn de que al menos uno de R®, R® o R debe ser
-C(OR™,

R'° se selecciona del grupo formado por hidroxi, alcoxi, ariloxi, -N(R'")(CHg)sR'??
~NR™R™,

R'"! se selecciona del grupo formado por hidrégeno y alquilo;

R'2 ge selecciona del grupo formado por —~NR™R'™, hidroxi, ~-C(O)R', arilo y
heteroarilo;

R™ y R' se seleccionan independientemente del grupo formado por hidrégeno,
alquilo, cianoalquilo, cicloalquilo, arilo y heteroarilo; o

R"y R'* se pueden combinar para formar un grupo heterociclo;

R'® se selecciona del grupo formado por hidrégeno, hidroxi, aicoxi y ariloxi;

R'? se selecciona del grupo formado por alquilo, cicloalquilo, arilo y heteroarilo; y

nest, 23,04

Preferentemente, R® o R?, en el compuesto de férmula II, es -C(O)R™;

R® se selecciona del grupo formado por hidrégeno, y alquilo, més
preferentemente hidrégeno o metilo;

R® se selecciona del grupo formado por hidrégeno, y alquilo, més
preferentemente hidrégeno o metilo cuando R® es —-COR'®

R se selecciona del grupo formado por hidrdgeno, y alquilo, mas
preferentemente hidrégeno o metilo cuando R es -COR'®;

R’ se selecciona del grupo formado por hidrégeno, elquilo, y arilo, més
preferentemente hidrégeno, metilo o fenilo;

R' se selecciona del grupo formado por hidroxi, alcoxi, -N(R")(CH2),R" ¥ —
NR'R™,

R'' se selecciona del grupo formado por hidrégeno y alquilo, més
preferentemente hidrégeno o metilo;

R'2 se selecciona del grupo formado por ~NR' R

R'® y R™ se seleccionan independientemente de! grupo formado por hidrégeno, o
alquilo; o

R"™y R se pueden combinar para formar un grupo heterociclo; y

nes1,263.
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Dentro de los grupo preferidos mencionados, los grupos de compuestos
intermediarios més preferidos son aquélios donde R®, R®, R"', R'2, R™ o R'* son
independientemente grupos descritos en la seccién titulada "realizaciones preferidas”
que figura a continuacién.

En un séptimo aspecto, esta invencién tiene como objeto métodos para preparar
compuestos de férmula (I).

_ Finalmertte, esta invencién también tiene como objeto identificar un
compuesto quimico que modula la actividad catalitica de una proteinquinasa
poniendc en contacto células que expresan dicha proteinquinasa con un
compuesto 0 una sal de la presente invencién y analizar dichas células para
verificar su efecto.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Definiciones

Salvo que se indique expraesamente lo contrario, los siguientes términos usados
en la memoria descriptivia y reivindicaciones, tienen Ios siguiertes significados:

“Alquilo” se refiere a un radical hidrocarburo alifatico saturado que incluye grupos
de cadena lineal y ramificada de 1 a 20 4tomos de carbono (cuando se establece un
rango numérico, por ejempio "1-20", significa que el grupo, en este caso el grupo
alquilo , puede contener 1 &tomo de carbono, 2 &tomos de carbono, 3 dtomos de
carbono, etc. hasta e inclusive 20 dtomos de carbono). Los grupos aiquilo que
contienen entre 1 y 4 4tomos de carbono se denominan grupos alquilo inferior. Cuando
dichos grupos alquilo inferior carecen de sustituyentes, se las denomina grupos alquilo
inferior insustituidos. Mas preferentements, un grupo alquilo es un alquilo de tamaiio
mediano con entre 1 y 10 atomos de carbono por ejemplo, metilo, etilo, propilo,
2-propilo, n-butilo, iso-butilo, tert-butilo, pentilo, y similares. Mas preferentemente, es un
alquilo inferior que tiene entre 1 y 4 a&tomos de carbono por ejemplo, metilo, etilo,
propilo, 2-propilo, n-butilo, iso-butilo, o ferf-butilo, y similares. El grupo alquilo puede ser
sustituido o insustituido. cuando sustituido, el o los grupos sustituyente/s son
preferentemente uno © mas, mas preferentemente entre uno y tres, alin més
preferentements uno o dos sustituyente(s) seleccionados independientemente del
grupo formado por halo, hidroxi, alcoxi inferior insustituido, arilo opcionaimente
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sustituido con uno o méas grupos, preferentemente uno, dos o tres grupos que son
independientemente entre si grupos halo, hidroxi, alquilo inferior insustituido o alcoxi
inferior insustituido, ariloxi opcionalmente sustituido con uno o més grupos,
preferentemente uno, dos o tres grupos que son independientamente entre sl grupos
halo, hidroxi, alquilo inferior insustituido o alcoxi inferior insustituido, de 6 miembros
heteroarilo que tienen entre 1 y 3 atomos de nitrégeno en el anillo, siendo los carbonos
en el anillo opcionaimente sustituidos con uno o més grupos, preferentemente uno, dos
o tres grupos que son independientemente entre si grupos halo, hidroxi, alquilo inferior
insustituido o alcoxi inferior insustituido, heteroarilo de 5 miembros que tienen entre 1 a
3 heteroéitomos seleccionados del grupo formado por nitrégeno, oxigeno y azufre, los
étomos de carbono y nitrégeno en el grupo son opcionalmente sustituidos con uno o
mas grupos, preferentemente uno, dos o tres grupos que son independientemente entre
si halo, hidraxi, grupos alquilo inferior insustituido o alcoxi inferior insustituido, grupos
heteroalilciclico de 5 6 6 miembros que tienen entre 1 y 3 heterodtomos seleccionados
del grupo formado por nitrégeno, oxigeno y azufre, los 4tomos de carbono y nitrégeno
(si se encuentran presentes) en el grupo son opcionalmente sustituidos con uno o més
grupos, preferentemente uno, dos o tres grupos que son independientemente entre si
halo , hidroxi, grupos alquilo inferior insustituido o alcaxi inferior insustituido, mercapto,
(alguilo inferior)tio insustituido, ariltio opcionaimente sustituido con uno o més grupos,
preferantemente uno, dos o tres grupos que son independientemente entre si grupos
halo, hidroxi, alquilo inferior insustituido o alcoxi inferior insustituido, ciano, acilo,
tioacilo, O-carbamilo, N-carbamilo, O-tiocarbamilo, N-tiocarbamilo, C-amido, N-amido,
nitro, N-sulfonamido, S-sulfonamido, R'®S(0)-, R®S(0)-, -C(O)OR™, R"®C(0)0-, vy -
NR'R"™, donde R'™ Y R se seleccionan independientemente del grupo formado por
hidrégeno, grupos alquilo inferior insustituido, trihalometilo, (Cs-Cs)cicloalquilo
insustituido, alquilo inferior insustituido, alquinilo inferior insustituido y arilo
opcionalmente sustituido con uno o mds, preferentemente uno, dos o fres grupos que
son independientemente entre sl grupos halo, hidroxi, alquilo inferior insustituido o
alcoxi inferior insustituido.

Preferentemente, el grupo alquilo es sustituido con unoc o dos sustituyentes
seleccionados independientemente del grupo formado por hidroxi, grupos
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heteroalilciclicos de 5 6 6 miembros que tienen entre 1 y 3 heterodtomos seleccionados
del grupo formado por nitrégeno, oxigeno y azufre, los 4tomos de carbono y nitrégeno
(si se encuentran presentes) en el grupo son opcionalmente sustituidos con uno o mas
grupos, preferentemente uno, dos o tres grupos que son independientemente entre si
grupos halo, hidroxi, alquilo inferior insustituido o alcoxi inferior insustituido, de 5
miembros heteroarilo que tienen entre 1 y 3 heterodtomos seleccionados del grupo
formado por nitrégeno, oxigeno y azufre, los dtomos de carbono y nitrégeno en el grupo
son opcionalmente sustituidos con uno o més grupos, preferentemente uno, dos o tres
grupos que son independientemente entre sl grupos halo, hidroxi, alquilo inferior
insustituido o alcoxi infarior insustituida, heteroarilo da 6 miambros que tieneentre 1y 3
atomos de nitrégeno en el anillo, los carbonos en el anillo son opcionaimente sustituido
con uno O mMas grupos, preferentemente uno, dos o tres grupocs que 8on
independientemente entre si grupos halo, hidroxi, alquilo inferior insustituido o alcoxi
inferior insustituido, o -NR'®R'®, donde R'®Y R se seleccionan independientementse del
grupo formado por hidrégeno, alquilo inferior insustituido. Aln més preferentemente el
grupo alquilo es sustituido con uno o dos sustituyentes que son independientemente
entre sf hidroxi, dimetilamino, etilamino, dietilamino, dipropilamino, pirrolidino, piperidino,
morpholino, piperazino, 4- alquilpiperazino inferior, fenilo, imidazolilo, piridinilo,
piridazinilo, pirimidinilo, oxazolilo, triazinilo, y similares.

"Cicloalquilo" se refiere a un anillo monociclico de 3 a 8 miembros con todos
carbonos, un anillo fusionado de 5 miembroa/8 miembros o un anillo biciclico fusionado
de 6 miembros/8 miembros de todos carbonos © un anitio multiciclico fusionado ( un
sistema anillo “fusionado” significa que cada anillo en el sistema comparte un par de
dtomos de carbono adyacentes con cada otro anillo en el sistema) donde uno 0 més de
los anillos puede contener uno o més doble ligaduras psro ninguno de los anillos tiene
un sistema de electrones pi conjugado.

Algunos ejemplos no limitativos de grupos cicloalquilo son ciclopropano,
ciciobutano, ciclopentano, ciclopenteno, ciclohexano, ciclohexadieno, adamantano,
cicloheptano, cicloheptatrieno, y similares. Un grupo cicloalquilo pueda ser sustituido o
insustituido. Cuando es sustituido, el o los grupo/s sustituyente(s) es preferentemente
uno o mas, mas preferentemente uno o0 dos sustituyentes, seleccionados
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independientemente del grupo formado por alquilo inferior insustituido, trihaloalquilo,
halo, hidroxi, alcoxi inferior insustituido, arilo opcionalmente sustituido con uno o més,
preferentemente uno o0 dos grupos independientemnente entre s{ grupos halo, hidroxi,
alquilo inferior insustituido o alcoxi inferior insustituido, ariloxi opcionalmente sustituido
con unc o més, preferentemente uno o dos grupos, independientemente entre si grupos
halo, hidroxi, alquilo inferior insustituido o alcoxi inferior insustituido, heteroarilo de 6
miembros que tiene entre 1 y 3 &tomos de nitrdgeno en el anilio, los carbonos en el
anilio son opcionaimente sustituidos con uno o mas, preferentemente uno o dos grupos
iﬁdependientomonte entre si grupos halo, hidroxi, alquilo inferior insustituido o alcoxi
inferior insustituido, heterovarilo de 5 miembros que tiene entre 1 y 3 heterodtomos
seleccionados del grupo formado por nitrgeno, axigeno y azufre, donde los 4tomos de
carbono e hidrdgeno del grupo son opcionalmente sustituidos con uno o maés,
preferentemente uno o dos grupos independientements entre sl grupos halo, hidraxi,
alquilo inferior insustituido o alcoxi inferior insustituido, grupos hetsroalilciclico de 5 6 6
miembros que tienen entre 1 y 3 heterodtomos seleccionados del grupo formado por
nitrégeno, oxfgeno y azufre, los d4tomos de carbono y nitrégeno (si estdn presentes) en
el grupo son opcionalmente sustituido con uno o mds, preferentemente unoc o dos
grupos independientemente entre si grupos halo, hidroxi, alquilo inferior insustituido o
alcoxi inferior insustituido, mercapto,( alquilo inferior insustituido)tio, ariltio
opcionalmente sustituido con uno o mds, preferentemente uno o dos grupos
independientemente entre s! grupos halo, hidroxi, alquilo inferior insustituido o alcoxi
inferior insustituido, ciano, acilo, ticacilo, O-carbamilo, N-carbamilo, O-tiocarbamilo, N-
tiocarbamilo, C-amido, N-amido, nitro, N-sulfonamido, S-sulfonamido, R'°S(O)-,
R'®S(0)-, -C(O)OR'™, R'®C(0)O-, y NR™R'™.

"Alqueniio” se refiere a un grupo alquilo inferior, segin se ha definida, que
comprende al menos doe dtomos de carbono y al menos una doble ligadura carbono-
carbono. Entre los ejempios representativos se incluye, sin limitacion, etenilo, 1-
propenilo, 2-prapenilo, 1-, 2-, 0 3-butenilo, y similares.

“Alquinilo” se refiere a un grupo alquilo inferior, segin se ha definido, que
comprende al menos dos dtomos de carbono y al menos una triple ligadura carbono-
carbono. Entre los ejemplos representativos se incluyen, sin limitacién, etinilo, 1-

7\
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propinilo, 2-propinilo, 1-, 2-, o 3-butinilo, y similares.

"Arilo" se refiere a un sistema fusionado monociclico de todos carbonos o
policiclico de todos carbonos (es decir, anbillos que comparan pares adyacentes de
éitomos de carbono) grupos de 1 y 12 dtomos de carbono con un sistema de electrones
pi completamente conjugado. Algunos ejemplos no limitativos de arilo grupos are fenilo,
naftalenilo y anthracenilo. El grupo arilo puede ser sustituido o insustituido. Cuando es
sustituido, Lo(s) grupo(s) sustituidos son preferentemente uno o mds, més
preferentemente uno, dos o tres, aun mas preferentemente uno o dos, seleccionados
independisntemente del grupo formado por alquilo inferior insustituido, trihaloalquilo,
halo, hidroxi, alcoxi inferior insustituido, mercapto,{alquilo infarior insustituido )tio, ciano,
gcilo, tioacilo, O-carbamilo, N-carbamilo, O-tiocarbamilo, N-tiocarbamilo, C-amido, N-
amido, nitro, N-sulfonamido, S-sulfonamido, R'®S(0)-, R'*S(0).-, -C(O)OR™, R'"C(0)0-
. ¥ NR"R™, con R'®YR™ seguin se los ha definido. Preferentemente, el grupo arilo es
opcionalmeme sustituidko con uno © dos sustituyentes seleccionados
independientemente entre halo, alquilo inferior insustituido, trihaloaiquilo, hidroxi,
mercapto, ciano, N-amido, mono o dialquilamino, carboxi, o N-sulfonamido.

"Heteroarilo" se refiere a un grupo en anillo monociclico o fusionado (es decir,
anillos que comparten un par de dtomoe adyacentes) de 5 a 12 &tomos de anillo que
contiene uno, dos o tres heteroatomos de anillo seleccionados entre N, O, 6 S, siendo C
los restantes Atomos del anillo, y, ademés, que presentan un sistema de electrones pi
completamente conjugado. Algunos ejempios no limitativos de grupos heteroarilo
insustituidos son pirol, furano, tiofeno, imidazol, oxazol, tiazol, pirazol, piridina,
pirimidina, quinolina, isoquinolina, purina y carbazol. El grupo heteroariio puede ser
sustituido o insust'iluido. Cuando es sustitvido, el(los) grupo(s) sustituido(s) es(son)
preferentemente uno o mas, méds preferentemente uno, dos o tres, y ain més
preferentemente uno o dos, seleccionados independientemente del grupo formado por
alquilo inferior insustituido, trihaloalquilo, halo, hidroxi, alcoxi inferior insusti-tuido.
mercapto, (alquilo inferior insustituido)tio, ciano, acilo, tioacilo, O-carbamilo, N-
carbamilo, O-tiocarbamilo, N-tiocarbamilo, C-amido, N-amido, nitro, N-sulfonamido, S-
sulfonamido, R'®S(0)-, R"®0)z-, -C(O)OR™, R™€(0)0-, y -NR'™R, con R'8Y R'® segun
se los ha definido. Preferentemente, el grupo heteroarilo es opcionalmente sustituido
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con uno o dos sustituyentes seleccionados independientements entre halo, alquilo
inferior insustituido, trihaloalquilo, hidroxi, mercapto, ciano, N-amido, mono o
diaiquilamino, carbaxi, 0 N-suifonamido.

"Heteroaliciclico" se refiere a un grupo de anillo monociclico o fusionado que
presenta en ei(los) anilio(s) de 5 a 9 4&tomos de anillo en los que uno o dos dtomos de
anillo son heterodtomos seleccionados entre N, O, o S(O),, (donde n es un nimero
entero entre 0 y 2), siendo C los restantes 4dtomos del anillo. Los anilios pueden
también tener una o més doble ligaduras. Sin embargo, los anillos no presentan un
sistema de electrones pi completamente conjugado. Algunos ejemplos no limitativos de
grupos heteroaliciclicos insustituidos son pirrolidino, piperidino, piperazino, morfolino,
tiomorfolino, homopiperazino, y similares. El anillo hateroaliciclico puede ser sustituido o
insustituido. Cuando es sustituido, el(los) grupo(s) sustituido(s) es(son) preferentemente
uno o més, mas preferentemente uno, dos o tres, alin més preferentemente uno o dos,
seleccionados independientemente dsl grupo formado por alquilo inferior insustituido,
trihaloalquilo, halo, hidroxi, alcoxi iﬁferior insustituido, mercapto, (alquilo inferior
insustituido)tio, ciano, acilo tioacilo, O-carbamilo, N-carbamilo, O-tiocarbamilo, N-
tiocarbamilo, C-amido, N-amido, nitro, N-sulfonamido, S-sulfonamido, R'®S(0)-,
R*S(0)z-, -C{O)OR'"™, R'®C(0)0O-, y -NR'®R'™, con R'®¥ R'® segin se los ha definido.
Preferantemente, el grupo heteroaliciclico eaté opcionalmente sustituido con uno o dos
sustituyentes seleccionados independientemente antre hailo, alquilo inferior insustituido,
trihaloalquilo, hidroxi, mercapto, ciano, N-amido, mono o dialquilamino, carboxi, o N-
sulfonamido.

Preferentemente, el grupo hetercaliciclico es opcionalmente sustituido con uno o
dos sustituyentes seleccionados independientemente entre halo, alquilo inferior
insustituido, trihaloalquilo, hidroxi, mercapto, ciano, N-amido, mono o dialquilamino,
carboxi, o N-sulfonamido.

"Heterociclo” significa un radical ciclico saturado de 3 a 8 4&tomos de anilio en los
que uno o dos &tomos de anillo son heterodtomos seleccionados entre N, O, 8 S(O)n
(donce n es un numero entero entre 0 y 2), siendo C los restantes dtomos de anillo,
donde uno o dos atomos de C pueden opcionalmente ser reemplazados por un grupo
carbonilo. E! anillo heterociciio puede ser opcionalmente sustituido

5
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independientemente con uno, dos o tres sustituyentes seleccionados entre aiquilo
inferior opcionaimente sustituido (sustituido con 1 6 2 sustituyentes seleccionados
independientemente entre carbaxi ¢ éster), haloalquilo, cianoalquile, halo, nitro, ciano,
hidroxi, alcoxi, amino, monoalquilamino, dialquilamino, aralquilo, heteroaralquilo, -COR
(donde R es alquilo) 0 -COOR donde R es (hidrégeno o alquilo). Méas especificamente
el término heterociclilo comprende, pero no se limita a, tetrahidropiranilo, 2,2-dimetil-1,3-
dioxolano, piperidino, N-maetilpiperidin-3-ilo, piperazino, N-metilpimolidin-3-ilo, 3-
pirrolidino, morfolino, tiomorfolino, tiomorfolino-1-6xido, tiomorfolino-1,1-diéxido, 4-
etiloxicarbonilpiperazino, 3-oxopiperazino, 2-imidazolidona, 2-pirolidinona, 2-
oxohomopiperazino, tetrahidropirimidin-2-ona, y derivados de los mismos.
Preferentemente, el grupo heterocicio es opcionaimente sustituido con uno o dos
sustituyentes seleccionados independientemente entre halo, alquilo inferior insustituido,
alquilo inferior sustituido con carboxi, ester hidroxi, mono o dialquilamino.

"Hidroxi" se refiere a un grupo -OH

"Alcoxi" se refiere tanto a un grupo -O-{alquilo insustituido) como a un grupo -0
cicloalquilo insustituido). Entre los ejemplos representativos se incluyen, sin limitacion,
por ejemplo, metoxi, etoxi, propoxi, butoxi, ciclopropiloxi, ciclobutiloxi, ciclopentiloxi,
ciclohexiloxi, y similares.

“Arilox" se refiere tanto a un grupo -O-arilo como a un grupo -O-hetervarilo,
segun se ha definido. Entre los ejempios representativos se incluye, sin limitacién,
fenoxi, piridiniloxi, furaniloxi, tieniloxi, pirimidiniloxi, piraziniloxi, y similares, y derivados
de los mismos.

"Mercapto” se refiere a un grupo -SH.

"Alquittio" se refiere tanto a un grupo -S-{alquilo insustituido) como a un grupo -S-
(cicloalquilo insustituido). Entre los ejemplos representativos se incluyen, sin limitacién,
por ejemplo, metiltio, etiltio, propiltio, butiltio, ciclopropiltio, ciclobutiltio, ciclopentiltio,
ciclohexiltio, y similares.

“Arittio" se refiere tanto a un grupo -S-arilo como a un grupo -S-heteroarilo, seguin
se ha definido. Entre los ejemplos representativos se incluys, sin limitacién, feniltio,

"Acilo" se refiere a un grupo -C(O)-R", donde R" se aelecciona del grupo formado

7\
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por hidrégeno, alquilo infarior insustituido, trihalometilo, cicloalquilo insusatituido, arilo
opcionalmente sustituido con uno o més, preferentemente uno, dos o tres sustituyentes
seleccionados del grupo formado por los grupos alquilo inferior insustituido,
trihalometilo, alcoxi inferior insustituido, halo y -NR'®R'®, heteroarilo (unido a través de
un éomo de carbono del anillo) opcionaimente susfibvido con uno o mas,
preferantemente uno, dos o tres sustituyentes seleccionados del grupo formado por los
grupos aiquilo inferior insustituido, trihaloalquilo, alcoxi inferior insustituido, halo y -
NR™R' y heteroaliciclico (unido a través de un dtomoc de carbono del anillo)
opcionalmente sustituido con uno o més, preferentemente uno, dos o tres sustituyentes
seleccionados del grupo formado por los grupos alquilo inferior insustituido,
trihaloalquilo, alcoxi inferior insustituido, halo y -NR'®R™. Grupos acilo representativos
incluyen, sin limitacién, a acetilo, trifluoroacetilo, benzoilo, y similares

"Aldehido” se refiere a un grupo acilo en el cual R" ea hidrégeno.

"Tioacilo" se refiere a un grupo -C(S)-R", con R" seguin se ha definido.

"Ester" se refiera a un grupo -C(0)O-R" con R” segun se ha definido excepto que
R" no puede ser hidrogeno.

Grupo "acetilo” se refiere a un grupo -C(O)CHa .

Grupo "halo" se refiere a figor, cloro, bromo o yodo, preferentemente flGor o cloro.

Grupo "trihalometilo” se refiere a un grupo -CXa donde X es un grupo halo segtn
se ha definido.

Grupo "trihalometansuifoniio” se refiere a grupos XsCS(=0)>- con X segun se los
ha definido.

"Ciano" se refiere a un grupo -C=N

“Metilendioxi" se refiere a un grupo -OCH20- donde los dos &tomos de oxigeno
estén unidos a 4tomos de carbono adyacentes.

Grupo "etilendioxi” se refiere a un grupo -OCH2CH20- donde los dos &tomos de
oxigeno atomos estdn unidos a dtomos de carbono adyacentes.

"S-suifonamido” se refiere a un grupo -S(0)NR'®R™, con R'® y R™ segtin se ha
definido.

"N-sulfonamido” se refiere a un grupo —-NR'"®S(0)R"®, con R*® y R'® segtn se ha
definido.
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"Q-carbamilo” grupo se refiere a un grupo -OC(O)NR™®R"® con R'® y R'® segdn se
ha definido.

"N-carbamilo” se refiere a un grupo R'OC(O)NR'-, con R'® y R' seguin se ha
definido.

"O-tiocarbamilo” se refiere a un grupo -OC(S)NR'®R'® con R' y R'® segin se ha
definido.

"N-tiocarbamilo" se refiere a un grupo R"™OC(S)NR"-, con R*® y R' segtin se ha
definido.

"Amino" se refiere a un grupo -NR'*R'", donde R'® y R son ambos hidrégeno.

“C-amido” se refiere a un grupo -C(O)NR™®R' con R"™ y R'™ gegin se ha
definido.

*N-amido" se refiere a un grupo R'®C{O)NR'™-, con R™ y R" segtin se ha
definido.

"Nitro” se refiere a un grupo -NO..

"Haloalquilo" significa un grupo alquilo insustituido, preferentemente alquilo
inferior insustituido segun se los ha definido, que es sustituido con uno o mas &lomos
de halégeno, iguales o diferentes, por ejemplo, -CH.Cl, -CFa, -CHCFs, -CHCChy, ¥
similares.

"Aralquilo” significa alquilo insustituido, preferentemente alquilo inferior
insustituido segun se los ha definido, que es sustituido con un grupo arilo segin se los
ha definido, por ejemplo, -CHzfenilo, {(CHz)xfenilo, (CHa)sfenilo, CHsCH(CHs)CHafenilo,
y similares y derivados de los mismos.

Grupo "heteroaraiquilc” significa alquilo insustituido, preferentemente alquilo
inferior insustituido segdn se los ha definido, que es sustituido con un grupo heteroarilo,
por ejemplo, -CHppiridinilo, -(CHa)pirimidinilo, -(GHa)simidazolilo, y similares, y
derivados de los mismos.

“"Monoalquilamino” significa un radical -NHR donde R es un grupo alquilo
insustituido o un grupo cicloalquilo insustituido se los ha definido, por ejempio,
metilamino, (1-metiletiljamino, ciclohexilamino, y similares.

"Dialquilamino” significa un radical -NRR donde cada uno de los R es
independientemente un grupo alquilo insustituido o un grupo cicloalquilo insustituido
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segun se los ha definido, por ejemplo, dimetilamino, dietilamino, (1-metiletil)-etilamino,
ciclohexiimetilamino, ciclopentilmetilamino, y similares.

"Ciancalquilo" significa un grupo alquilo insustituido, preferentemente aiguilo
inferior insustituido segln se los ha definido, que es sustituido con 1 é 2 grupos ciano.

“Opcional" u "opcionalmente” significa que el evento o circunstancia descritos
subsecuentemente pueden ocurrir pero no lo hardn necesariamente, y que la
descripcion incluye instancias donde ocurre el evento o circunstancia e instancias en las
que no 1o hace. Por ejemplo, “grupo heterociclo opcionaimente sustituido con un grupo
alquilo” significa que el alquilo puede estar presente pero no es necesario, y la
descripcién incluye situaciones donde el grupo heterocicio $e encuentra sustituido con
un grupo aiquilo y situaciones donde el grupo heterociclo no estéd sustituido con el grupo

alquilo.

Los términos "2-indolinona”®, “indolin-2—-ona” y "2—oxindol" aqul se usan en forma
intercambiable para referirse a moléculas que tienen la estructura quimica:

El término "pirrol” se refiere a moléculas que tienen la estructura quimica:

/Ra-r
¥

Los términos "pirrol sustituido 2—indolnona” y “3-pirrolidenil-2—indolinona” aqul
86 usan en forma intercambiable para referirse a compuestos quimicos que tienen la
estructura general que se muestra en ia Férmula (i).

Los compuestos que tienen la misma férmula molecular pero difieren en la
naturaleza o en la secuencia de unién de sus 4tomos o en la disposicién de sus tomos

X
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en el espacio se denominan “isémeros". Los isdmeros que difieren en la disposicién de
sus dtomos en el espacio se denominan "estereoisémeros”. Los esterecisébmeros
que no son imdgenes especulares uno del otro se denominan “diasterémeros" y
aquellos que no son imagenes especulares superponibles entre si se denominan
"enantidmeros”. Por ejemplo, cuando un compuesto tiene un centro asimétrico que esté
unido a cuatro grupos diferentes, es posible un par de enantidmeros. Se puede
caracterizar un enantibmero por la configuracién absoluta de sus centros asimétricos
que esta descrita por las reglas de secuenciamiento R— y S— de Cahn y Prelog, o por la
forma en que ias moléculas hacen rotar el plano de la luz polarizada y se designan
como dextrorrotatorias o levorrotatorias (es decir, respectivamente como isdmeros (+)—
6 (=)~ ). Un compuesto quiral puede existir ya sea como enantibmero individual o como
una mezcla de fos mismos. Una mezcla que contiene proporciones iguaies de los
enantiomeros se llama una "mezcla racémica”,

Los compuestos de esta invencidn pueden poseer uno o més centros
asimétricos; por lo tanto se pueden producir compuestos con esas caracteristicas como
esterecisdmeros (R)- o (S)- individuales © como mezclas de los mismos. Por ejemplo,
si en un compuesto de férmula (1), el sustituyente R® es 2-hidroxietilo, entonces el
carbono al cual el grupo oxhidrilo esté unido @s un centro asimétrico y por lo tanto el
compuesto de férmula (I) puede existir como un estereocisémero (R)- o (S)-. A no ser
que se indique de otra manera, la descripciin o denominacién de un compuesto en
particular en la especificacion y cldusulas incluye tanto a los enantibmeros individuales
como a las mezclas, (racémicas 0 no), de los mismos. Los métodos para la
determinacién de |a estereoquimica y la separacién de estereoisémeros son bien
conocidos en el arte (vdase la exposicion en el Capltulo 4° de "Advanced Organic
Chemistry”, 4" edicién J. March, John Wiley y Sons, New York, 1982).

L.os compuestos de férmula (I) pueden mostrar los fenémencs de isomeria
estructural y tautomeria. Por ejemplo, los compuestos descritos aqul pueden adoptar
una configuracién E o Z con respecto la doble unién que conecta la unidad 2-indolinona
a la unidad pirrol o pueden ser una mezcla de E y Z. Esta invencion abarca cualquier
forma estructural tautomérica o isomérica y mezclas de los mismos que tenga la
capacidad de modular la actividad de RTK, CTK y/o STK y no se encuentra limitada a
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cualquier forma estructural tautomérica o isomérica.

Una “"composicién farmacéutica” se refiere a una mezcla de uno o mas de los
compuestos aqui descritos, o sales fisioldgicafarmacéuticamente aceptables o
prodrogas de las mismas, con otros componentes quimicos, tales como vehiculos y
excipientes fisioldgicafarmacéuticamente aceptables. El propdsito de una composicién
farmacéutica es fecilitar la administracién de un compuesto a un organismo.

El compuesto de férmula (I) también puede actuar como una prodroga. Una
"prodroga” se refiere a un agente que se convierte in vivo a la droga de origen.
Frecuentemente las prodrogas son (tiles porque, en algunas situaciones, pueden ser
més féciles de administrar que la droga de origen. Por ejemplo, pueden ser
bicdisponibles por administracién oral mientras que la droga de origen no lo es. La
prodroga también puede tener una solubilidad mejorada en composiciones
farmacéuticas en comparacion con la droga de origen. Un ejemplo, sin limitacién, de
una prodroga podria ser un compuesto de la presente invencion que es administrado
como un éster (la "prodroga”) para facilitar la transmisién a través de {a membrana
celular donde ia solubilided en agua se opone a la movilidad, pero luego, una vez
dentro de la célula, donde la solubilidad en agua es beneficiosa, es hidrolizado en forma
metabdlica al dcido carboxilico, as dacir la entidad activa.

Un ejemplo adicional de una prodroga podria ser un polipéptido de cadena corta,
por ejemplo y sin limitacién, un polipéptido de entre 2 y 10 aminoécidas, unido a través
de un grupo amino terminal a un grupo carboxilo de un compuesto de esta invencion,
donde el polipéptide es hidrolizado o metabolizado in vivo para liberar las moléculas
activas. Las prodrogas de un compuesto de férmula (I) se hallan dentro del alcance de
la presente invencidn.

Adicionaimente, se contempla que un compuesto de fGrmula (I) podria ser
metabolizado por enzimas en el cuerpo de un organismo tal como un ser humano para
generar un metabolito que pueda modular la actividad de las protelna quinasas. Dichos
metabolitos se hallan dentro del alcance de la presente invencién.

Segtn se usa aqul, un "vehiculo fisioldgicafarmacéuticamente aceptable” se
refiere a un vehiculo o diluyente que no causa una irritacién significativa a un organismo
y no anula ia actividad bioldgica ni las propiedades del compuesto administrado.
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Un "excipiente farmacéuticamente aceptable" se refiere a una sustancia inerte
que 80 agrega a una composicion farmacéutica para facilitar adicionalmente ia
administracién de un compuesto, Algunos ejemplos de excipientes no limitantes
incluyen carbonato de calcio, fosfato de calcio, diferentes aziicares y tipos de almidén,
derivados de celulosa, gelatina, aceites vegstales y polietilenglicoles.

Segun se usa aqul, el término "sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a
aquellas sales que retienen la eficiencia bioldgica y propiedades del compuesto de
origen. Dichas sales incluyen:

(i) sal de adicién dcida que se obtiene por reaccién de la base libre del
compuesto de origen con dcidos inorgdnicos tales como acido clorhidrico, écido
bromhidrico, écido nitrico, dcido fosférico, acido sulfiirico, y dcido perciérico y similares,
o con écidos orgéanicos tales como écido acético, &cido oxaélico, écido (D) o (L) maélico,
acido maleico, 4cido metansulfénico, dcido etansulfénico, 4cido p-toluensulfénico, dcido
salicllico, écido tartérico, &cido clitrico, écido succinico o dcido malénico y similares,
preferentemente del acido clorhidrico o del &cido (L)-mélico tal como la sal L-malato de
5—(5-fluoro-2-ox0-1,2-dihidroindol-3—ilidenometil)}-2 4—dimetil-1 H-pirrol-3-acido
carboxflico{2-dietilaminoetil)amida; o

(2) sales formadas cuando se reemplaza un proton acidico presente en el
compuesto de origen ya sea con un ion metdlico, por ejemplo, un ion metélico aicalino,
un ion alcalinotémreo, 0 un ion aluminio; o se coordina con una base orgénica como
etanolamina, dietanolamina, trielanclamina, trometamina, N-metilglucamina, Yy
similares.

"PK" se refiere a un protelna receptora de tirosina quinasa (RTKs), no receptora
o tirogina quinasa "celular” (CTKs) y serina—ireonina quinasas (STKs).

"Método” se refiere a maneras, medios, técnicas y procedimientos para conseguir
una tarea determinada incluyendo, pero sin limitarse a, aquellas maneras, medios,
técnicas y procedimientos ya sea conocidos por, o facilmente desarrollados a partir de,
maneras, medios, técnicas y procedimientos conocidos por practicantes de las artes
quimica, farmacéutica, bioldgica, bioquimica y médica.

"Modulacién" o "modular” se refiere a la alteracion de la actividad catalitica de las
RTK, CTK y STK. Modular se rafiere, en particular, a la activacién de la actividad
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catalitica de las RTK, CTK y STK, preferentemente a la activacién o inhibicion de la
actividad catalitica de las RTK, CTK y STK, dependiendo de la concentracién del
compuesto o0 sal a la cual se expone la RTK, CTK o STK o, mids preferentemente, la
inhibicién de la actividad catalltica de las RTK, CTKy STK.

"Actividad catalitica" se refiere a ia proporcién de fosforilacién de la tirosina bajo
la influencia, directa o indirecta, de las RTK y/o CTK o la fosforilacién de serina y
treonina bajo la influencia, directa o indirecta, de las STK

“Poner en contacto” se refiere a poner juntos un compuesto de esta invencién y
una PK objetivo de tal manera que el compuesto puede afectar la actividad catalitica de
la PK, ya sea directamente, es decir, por inferaccion con la misma quinasa, o
indirectamente, es decir, por interaccidon con otras moiéculas respecto de las que la
actividad catalitica de la quinasa es dependients. Se puede conseguir dicho "poner en
contacto" in vitro, es decir, en un tubo de ensayo, una cépsula de petri o similares. En
un tubo de ensayo, el poner en contacto puede incluir solamente un compuesto y una
PK de interés o puede incluir células compietas. También se pueden mantener o cultivar
las células en discos de cultivo de células y ponerios en contacto con un compuesto en
dicho ambiente. En este contexto, se puede intentar la determinacion de la capacidad
de afectar un frastorno relacionado con PK de un compuesto en particular, es decir, la
ICx del compuesto, definida abajo, antes del uso in vivo de los compuestos, con
organismos vivientes mas complejos. Para células fuera del organismo, existen muchoa
métodos para poner las PK en contacto con los compuestos y son bien conocidos por
aquelios axperimentados en el arte, incluyendo, pero sin limitarse a, la microinyeccién
celular directa y muchas técnicas de vehiculo transmembrana.

"In vitro" se refiere a procedimientos que se llevan a cabo en un ambiente
artificial tal como, por ejemplo y sin limitacién, en un tubo de ensayo o en un medio de
cultivo.

"in viva" se refiere a procedimientos que se lievan a cabo dentro de un organismo
viviente como, sin limitacién, un ratén, una rata o un conejo.

Tanto “trastorno relacionado con PK' como “trastomo impulsado por PK y
"actividad PK anormal’, se refleren todos a una condiciébn caracterizada por una
actividad catalitica PK inapropiada, es decir, baja, 0, mds cominmente, alta, donde la
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PK en particular puede ser una RTK, una CTK o una STK La actividad catalitica
inapropiada puede surgir como resultado de ya sea: (1) expresién de la PK en células
que normaimente no expresan PKs, (2) expresion aumentada de la PK que conlieva a
una proliferacién celular no deseada, diferenciacién y/o crecimiento, o, (3) expresién
disminuida de la PK que conlieva a reducciones no deseadas en la proliferacion celular,
diferenciacibn y/o crecimiento. La sobreactividad de una PK se refiere ya sea a |a
amplificacién del gen que codifica a una PK en particular o la produccién de un nivel de
actividad PK que se puedan comelacionar con una proliferacién celular, diferenciacién
ylo trastormo del crecimiento (esto es, si a medida que aumenta el nivel de la PK,
aumenta la severidad de uno o méds de los sintomas del trastomo celular). La
subactividad es, por supuesto, la inversa, donde aumenta la severidad de uno o mas de
los sintomas de un trastomo celular a medida que disminuye el nivel de ia actividad PK

"Tratar”, “tratando” y “tratamiento” se refieren a un método para aliviar o anular
un trastomo celular mediado por PK y/o sus sintomas concomitantes. Con respecto an
particular al cancer, dichos términos simplemente significan que la expeciativa de vida
de un individuo afectado con un céancer aumentard, o que se reducirdn uno o mas de
los sintomas de la enfermedad.

"Organisma" se refiere a cualquier entidad viviente que comprende al menos una
célula. Un organismo viviente puede ser tan simple como, por ejemplo, una Unica célula
eucariota o tan complejo como un mamifero, que incluye a un ser humano.

“Cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere a una cantidad del compuesto
que estd siendo administrando que aliviard en alguna medida uno o més de los
sintomas del trastorno que estd siendo tratado. Con referencia al tratamiento de céncer,
una cantidad terapéuticamente efectiva se refiere a la cantidad que tiene el efecto de:

(1)  reducir el tamafio del tumor;

(2) inhibir (es decir, hacer mas lenta en alguna medida, y preferentemente
detener) la metastasis del tumor;

(3) inhibir en alguna medida (es decir, hacer mas lenta en alguna medida, y
preferentemente detener) el crecimiento del tumor, y/o,

(4) aliviar en alguna medida (o, preferentemente, eliminar) uno o més
sintomas asociados con el cancer.

2T
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"Monitorear" significa observar o detectar el efecto de poner en contacto un
compuesto con una célula que expresa una PK en particular. El efecto observado o
detectado puede ser un cambio del fenctipo celular, de la actividad catalitica de una PK
o un cambio en la interaccién de una PK con un compafiero de unién natural. Las
técnicas para observar o detectar dichos efectos son bien conocidas en el arte.

En un aspecto final de la preaente invencion, el efecto al que se hace referencia
arriba se selecciona de entre un cambio o una ausencia de cambio en el fenotipo
celular, un cambio o ausencia de cambio en la actividad catalftica de dicha protelna
quinasa © un cambio 0 ausencia de cambio en la interaccién de dicha proteina quinasa
con un compafiero de unién natural.

"Fenotipo celular” se refiere a la apariencia externa de una célula o tejido o a la
funcién bioldgica de la célula o tejido. Algunos ejemplos no limitantes del fenotipo
celular son el tamafio, el crecimiento celular, la proliferacion celular, la diferenciacion
celular, la supervivencia celular, la apoptosis, y la toma y uso de nutrientes. Dichas
caracteristicas fenotipicas se pueden medir usando técnicas bien conocidas en el arte.

"Compafiero de unién natural " se refiere a un polipéptido que une una PK en
particular a una céiula. Los compafieros de unién natural pueden desempefiar un papel
en la propagacion de una sefial en un proceso de transduccién de sefial mediado por
PK. Un cambio en la interaccién del compaiiero de union natural con la PK se puede
manifestar en sf como una concentracién aumentada o disminuida del complejo
PK/compeafiero de union natural y, como resultado, como un cambio observable de la
capecidad de la PK para mediar la tranaduccién de la selal. _

En la Tabla | siguiente se muestran compuestos repraa.entati;fos de la
presente invencion.

TABLA 1
Elemplo Estructura Nombre
1 Acido 4-Metll-5-(2-oxo-1,2-dihkdroindol-3-
ilidenemetil)-1H-pimol-2-carboxilico
2 Acido 4-Metil-5-(1-meth-2-ox0-1,2-
dihidroindol-3-llidensmetil)-1H-pirrol-2-
carboxilico
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ilih:

Metliéster del dcido 4-metl}-5-(2-0x0-1,2-
dihidroindol-3-liidenemetif)- 1 H-pirol-2-
carboxilico

Etitéster del &cido 5-(5-Cloro-2-0x0-1,2-
dihidroindol-3Hildenemetil)-4-metil-1H-pimol-
2-carboxflico

Acido 5-(5-Cloro-2-oxo-1,2-dtidroindol-3-
ifidenemetil)}-4-metil- 1 H-pirrol-2-carbaxdiico

(3-pimrolidin-1-li-propillamida del écido 5-(5-
bromo-2-0x0-1,2-dlhidroincdol-3-
Ilidenemetil)}-4-metil-1-pirrol-2-carbcdlico

(3-dietilamino-propiljamida del dcido 5-(5-
Bromo-2-ox0-1,2-dihidroindol-3-
fiidenemetil-4-metll-1 H-pirrol-2-carboxilico

(2-dietiiaminoetifjamida del dckdo 5-(5-
Bromo-~2-ox0-1,2-dihidroindol-3-
lidenemetil)-1H-pirrol-2-carboxilico

(2-dietlaminoetillamida del cido 5-(2-Oxo-
8-fenli-1,2-dlhidroindol-3-llidenemetil}-1H-
pirrol-2-carbaxilico
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{2-dletliaminoetil)}-meti-amida del
écido 5(5-Bromo-2-oxo0-1,2-
dihidroindol-3-ilidenemetil)- 1H-pirrol-
2-carboxilico

(2-dietllaminoetil)metilamida del &cido

5-(2-Oxo-6-feni-1,2-dihidrolndol-3-
Hidenemstil)-1 H-pirral-2-carboxflico

14

15

18

(3-distiiaminopropijamida dei cido 3-
Metil-5-(2-axo-1,2-dihidroindol-3-
llidenemetil)-1H-pirrol-2-carboxilico

(3-dietilamino-propiljamida del dcido
5-(5-Bromo-2-0x0-1,2-dihidroindol-3-
ilidenemetl)-3-metil-1H-pirrol-2-
carboxilico

(a-dlaﬁlamlnopt-opll)amld- del dcido 3-
Metil-5-(2-0x0-8-feni-1,2-dlhkiroindol-
3-liidenemetil)- 1 H-pirrol-2-carboxilico

(3-distiiamino-propiiamida del dcldo
5(5-Meloxd-2-ox0-1,2-dlhidroindol-3-
denemetif)-3-meti-1H-pirrol-2-
carboxilico

17

18

(3-dietilamino-propil)amida del dcido
5-{8-Metoxd-2-oxo0-1,2-dlhidroindol-3-
ilidenemetif-3-metil-1H-pirol-2-
carboxiiico

(2-dietilamino-stillamifa del écido 3-
(5-Bromo-2-axo-1,2-dthidroindol-3-
lidenemetif)-4,5,8,7-tetrahidro-2H-

* Isoindol-1-carboxdlico

(3-dietilamino-propilJamida del écido
3{5-Bromo-2-oxp-1 2-dihidroindol-3-
liidenemetil)-4,5,6,7-tetrahidro-2H-
isoindol-1-carboxilico
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(3-pirvolidin-1-lipropifamida del dcido
3-(5-Bromo-2-oxo-1,2-dlhidroindol-3-
lidenemetil)-4,5,8,7-tetrahidro-2H-
\solndol-1-carboxdiico

21

(2-dietiiaminocetil)amida del écido 3-

(2-Oxo-8-piridin-3-1-1,2-dihidroindol-

3-Hidenemetil)-4,5.8,7-tetrahidro-2H-
isoindol-1-carboxdlico

(3-dletiiaminopropifiamida del dcido 4-
Benzoll-5-(5-bromo-2-axo-1,2-
dihidroindol-3-iikienemetil)-3-meti-1H-
pivol-2-carboxilico

(3-morfolin-4-lipropillamida del &cido
4-Bonzol-5-{5-bromo-2-oxo-1,2-
dthidroindol-3-ilidenemetil)-3-meill-1H-
pimol-2-carboxdlico

(3-pimalidin-1-lipropiflamida del &cido
4-Benzokt-3-metil-5-(2-oxo-1,2-
dihidroindol-3-ilidenemetil)-1H-pimol-
2-carbox(lico

(3-pimolidin-1-Hpropiamida del &cido
4-Benzoll-5-(5-bromo-2-0x0-1,2-
dihidroindol-3-ilidenemetil)-3-meti-14-
pirmol-2-carboxilico

@-pimolidin-1-lipropi)amida del dcido

#-Benxoil-3-metil-5-(2-axo-8-fenit-1,2-

dihidroindol-3-llidenemetil)-1H-pirral-
2-carboxfico

{3-pinrolidin-1-lipropilamida del
écido 4-Benzoll-5-(8-metoxd-2-0xo-
1,2-dihidroindol-3-llidenemetil)-3-
metil-1H-pirrol-2-carboxilico
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(3-plrrolidin-1-tipropilemida del écido
4-Benzoll-5-(5-metoxi-2-ox0-1,2-
dihidroindol-3-ilidenemetil)-3-metil-1H4-
pirvol-2-carboxdlico

(3-pimolidin-1-lipropilyamida del dcido
4-Benzoli-5-(5-fluoro-2-oxo-1,2-
dihidroindol-3-ilidensmetif)-3-meti-1+-
pirrol-2-carboxilico

3

(3-dietllaminopropillamida del 4cido 4-
Acetil-5-(5-bromo-2-0x0-1 2-
dihidsoindol-3-ilidenemetif)-3-meti-1H-
pirrol-2-carboxdlico

(3-pirmolidin-1-lipropil)amida del 4cido
4-Aceti}l-5-{5-bromo-2-ox0-1,2-
dihidroindol-3-ilidenemetify-3-meti-1H-
pirrol-2-carboxllico

(3-morpholin-4-ilpropillamida del
dcido 4-Aceti-5-(5-bromo-2-oxo-1 ,2-
dihidroindol-3-lliidenemetil)-3-melll- 1 H-
pirral-2-carboxflico

(3-hidroxipropif)amida del &cido 4-
Acstil-5-(5-bromo-2-ax0-1,2-
dihidroindol-3-llidenemedtil)-3-metll-1H-
pirrol-2-carboxilico

(3-hidroxdetilamida del dcido 4-Acetl-
5-(5-bromo-2-oxo-1,2-dlhidroindol-3-
Ndenemeti)-3-meth-1H-pirrol-2-
carboxilico

(2-morfolin-4-lletilamiia del &cido 4-
Acetil-5-(5-bromo-2-oxn-1,2-
dihidroindol-3-llidenemetil-3-meth-1/+
pirrol-2-carbaxflico

(2-pimolidin-1-lietilamida del écido 4-
Acetll-5-(5-bromo-2-oxo-1,2-
dihidroindol-3-ilidenemetif)-3-metil-
1H-pirrol-2-carboxflico
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{2-(4-hidroxifenif)etiffamida del dcido
4-Acetll-5-(5-bromo-2-0x0-1,2-
dihidroindol-3-ilidenemetil)-3-meti-1+-
pimol-2-carboxilico

(3-dietllaminopropi)amida del 4cido 5-
(5-Bromo-2-0xo0-1,2-dihidroindol-3-
idenemetil)-2-isopropil-4-fenil-1 H-

pirrol-3-carboxilico

(3-pirrolidin-1-lipropiljamida del dcido
5-{5-Bromo-2-ox0-1,2-dihidroindo}-3-
ililenemetif)-2-isopropli-4-fenil-1 H-
pimol-3-carbaxilico

(2-dietllaminoetilamida del dcikio 5-
(5-Bromo-2-ox0-1,2-dihidroindol-3-
llidenemetil)-2-isopropi-4-fenil-14-

pirmol-3-carbaxllico

41

[3-{4-metlipiperazin-1-Hl)propiljamida
del dcido 5{(5-Bromo-2-ox0-1,2-
dihidroindol-3-ilidenemsetif)-2-isopropil-
4-fonil-1H-pirol-3-carbaxilico

Acido 5-(5-Bromo-2-oxo-1,2-
dihidroindol-3-llidenemetil)-2-isopropli-
4-fenil-1H-pimol-3-carboxilico

(2-pirrolidin-1-ileti)amida del dcido 5-
(5-Bromo-2-ox0-1,2-dihidroindol-3-
ilidenernetil)-2-metil-4-fenil-1--pimol-
3-carboxilico

(2-pimolidin-1-iletillamida de! écido 5-
f8-(2-Metoxifenil)-2-0xo0-1,2-
dihidroindol-3-ilidenametil}-2-metil-4-
fenli-1A-pimol-3-carboxilico




{2-dimetilaminoetilamida del &cido 5-
(5-Bromo-2-0x0-1,2-dihidrolndol-3-

fidanemetil)-2-metil-4-fenll-1H-pirmol-
3-carboxilico

(2-dimetilaminoeti)amida del dcido 5-
[6-(2-Metoxdfenil)-2-oxo-1,2-
dihidroindol-3-llidenemetil}-2-metil-4-
fenil-1H-pirrol-3-carbaxilico

47

Etiléster del dcido 5-(5-Bromo-2-oxo-
1,2-dihidroindol-3-llidenemetil)-2-
meti-4-fenil-1 H-pirmol-3-carboxilico

(3-dietilaminopropi)amida de) &cido 5-
(5-Bromo-2-0x0-1,2-dlhidroindol-3-
liidenemetil)-2-metil-4-fenll-1 ~-pirrol-
3-carboxflico

49

(2-dimetilaminc-etifiemida del dcido 5-
{S-Bromo-2-0x0-1,2-dihidroindo}-3-
ifidenemetil)-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-

carbaxilico

(2-dimetilaminoetijamida del &cido
2 4-Dimetil-5-(2-0x0-8-feni-1,2-
dlhidroindol-3-llidenemetil)-1H-pirrol-
3-carboxllico

51

(2-dimetilamino-sti)amida del écido 5-
{5-Cloro-2-oxo-1,2-dthidroindol-3-
ilidenemetil)-2,4-dimetii-1 H-pirol-3-
carboxilico

(2-dletilaminc-stilamida de} &cido 5-
(5-Bromo-2-0x0~1,2-dihidroindol-3-
Hidenemetii)-2,4-dimetil-1H-pimol-3-
carbaxflico
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(2-pirrolidin-1-il-etifamida del &cido 5-
(5-Bromo-2-ax0-1,2-dlhidroindol-3-
llidenemetil)-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-

carboxflico

(3-imidazol-1-ji-propilamida del dcido
5~(5-Bromo-2-ox0-1,2-dihidroindol-3-
llidenematil)-2,4-dimetil-1 H-pirrol-3-

carboxilico

(2-dimetilaminoeti)amida del écido 5-
[8-(2-Meicodfenil)-2-oxo-1,2-
dihidroindoi-3-lildenematil}-2,4-dimetil-
1H-pimol-3-carboxdlico

(2-dimetllaminoetifamida del d&cido 5-
[6-(3-Metaxifenil)-2-0xo-1,2-
dihidroindol-3-llidenemetil}-2 4-dimeti-
1H-pimol-3-carboxdiico

(2-dietilaminoetillamida del &cido 2.4-
Dimetil-5-(2-0xo-5-fenil-1,2-
dihidroindo}-3-liidenemetil)-1H-pirrol-
3-carboxdlico

(2-pimolidin-1-fletiflamida de! écido
2 4-Dimetil-5-(2-oxp-5-fenit-1,2-
dihidroindol-3-llidenernetil)-1H-pirrol-
3-carboxflico

(3-imidazol-1-lipropiamida del &cido
2 4-Dimetii-5-(2-axo-5-fenll-1,2-
dihidroindol-3-ilidenemetil)-1 H-pirrol-
3-carbodlico

2.4-Dimetil-5-{2-0x0-8-fonll-1,2-
dihidroindoi-3-llidenemstif)-1H-pimol-
3-carboxdlico écido (2-
dietilaminoetil)amida

(2-pirrolidin-1-iletilamida del 4cido
2,4-Dimetil-5-(2-oxo-8-fenil-1 2-
dihidroindol-3-lidenemetil)-1 H-pirrol-
3-carboxilico
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{(3-imiiazol-1-lipropillamida del 4cido
2,4-Dimetil-5-(2-axo-8-fenii-1,2-
dihidroindol-3-lidenemetif)-1H-pirrol-
3-carboxjlico

(2-dletiiaminoetiamide del &cido 58-
(3,5-Diclorofenii)-2-oxo-1,2-
dihidroindol-3-llldenemetil]-2,4-dimetll-
1H-pimrol-3-carbaxilico

(2-dietilaminoetifamida de! dcido 2,4~
Dimetil-5-(2-ox0-8-piridin-3-I-1 2-
dihidroindol-3-liidenemeti)-1--pirrol-
3-carboxiiico

{2-pirolidin-1-lletifjamida del 4cido
2,4-Dimetll-5-(2-oxo-8-piridin-3-i--1,2-
dihidraindol-3-lliidenemetil)-1 H-plrrol-

J-carboxilico

(3-dimetilaminopropil)amida del écido

2,4-Dimetli-5-(2-0x0-8-piridin-3-11-1,2-

dibidroindol-3-llidenemetil)-t H-phrol-
3-carboxilico

a7

(3-dimetilaminopropiljamkia de! écido
2 4-Dimetil-5-(2-0x0-5-fenll-1,2-
dihidroindol-3-llidenemstil)-1H-pirmol-
3-carboxifico

(3-dietilaminopropil)amida del dcido
24-Dimetil-5-(2-axo-5-fenll-1,2-
dihidroindol-3-liidenemetif)-1 H-pirmol-
3-carboxdlico

(3-dietlaminopropifjamiia det écikdo
2 4-Dimetil-5-(2-0x0-8-fenil-1,2-
dihidroindol-3-ilidenemetif)-1H-pirrol-
3-carboxillco
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74

75

(3-cloro-4-metoxifenijamida del écido
3-[4-(3-Dietilaminopropilcarbamoll)-
3,5-dimetii-1H-pirrol-2-Himetilene}-2-

oxo-2,3-dthidro-1 H-indol-4-carboxilico

(3-dietilamino-propillamida del écido

5«(5-Bromo-2-ox0-1,2-dihidroindol-3-

ilidenemeti)-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-
carboxilico

(2-dietilamino-etilamida del écido 5-
(5-Bromo-2-0xo-1,2-dividroindol-3-
illienemetil)-2,4-dlisopropil-1H-pinol-
3-carboxilico

(3-dietiiamino-propil)amida del &cido

5-(5-Bromo-2-oxo-1,2-dihidroindol-3-

ilidenemetil)-2,4-dlisopropil-1H-pirrol-
3-carboxilico

(-pirrolidin-1-lipropiamida del dcido

5-(5-Bromo-2-oxo-1,2-dihidroindol-3-

Hidenemetif-2,4-dilsopropil-1 H-pirrol-
3-carboxilico

(piridin-4-ilmetil}-amkia del &cido 5-(5-
Bromo-2-ox0-1,2-dihidroindol-3-
iidenemetif)-2,4-dimetil-1 H-pimol-3-
carboxilico

(2-pirrolidin-1-letifamida de! dcido 5-

[B-(4-Butiifenil)-2-oxo-1,2-dihidroindol-

3-lidenemetil}-2,4-dimetil-1M4-pirrol-3-
carbaxilico

(2-pirrolidin-1-lietilamkia del dcido 5-
[6-{S-Isopropil-2-metoxifenil)-2-oxo-
1,2-dihkiroindol-3-llidenemetil}-2,4-
dimet!l-1 H-pirrol-3-carboxilico

AL
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(2-pimolidin-1-lletiljamida del dcido 5

[8-(4-Etilfenil)-2-0x0-1,2-dihidroindol-

3-likdenemetil}-2,4-dimetii-1H-pirrol-3-
carbodiico

(2-pimolidin-1-istilamida del dcido 5-
[8-(2.4-Dimstoxdfenil)-2-oxo-1,2-
dihidroindol-3-llidenemstil}-2 4-dimetl-
1 M-pirrol-3-carboxilico

* | @-plrvolidin-1-iletijamida del dcido 5-

{8-(3-1sopropiifenil)-2-axo-1,2-
dihidroindol-3-llidenemetil}-2,4-dimetil-
1H-pirrol-3-carboxilico

(2-distllamino-etillamida del dcido 5-
(5-Fluorp-2-0x0-1,2-<dihidroindol-3-
ilidenemetil)-2.4-dimetil-1 H-pirmol-3-
carboxflico

81

Acido 3-{4-(2-

| Dietiaminoetiicarbamol)-3 S-dimeti-

1H-pimol-2-imetilene}-2-axo-2,3-
dihidro-1H-indol-8-carbaxllico

(2-pivolidin-1-Hetiflamida del &cido 5-
(S-Dirmnetilsuifamoll-2-0x0-1,2-
dihidrolndol-3-ilidenemetil)-2,4-dimetii-
1H-phmol-3-carboxdiico

; | @-pirrolidin-1-Hetilamida del &cido 5-

{5-(3-Clorofenitsulfamoif)-2-oxo-1,2-
dihidroindol-3-llidenemstil}-2,4-dimeati-
1H-pirrol-3-carbaxilico




(2-pimolidin-1-lleti)amida del dcido
2 4-Dimetil-5-{2-0xo-5-(piridin-3-
ilsulfamoil)-1,2-dihidroindo}-3-
Tidensmatii}-1 H-pirrol-3-carbeodlico

3-13,5-Dimeti-4-{4-metilpiperazine-1-
carbonil)-1H-pirol-2-iimetilene}-4-(2-
hidroxdetif)-1,3-dihidroindol-2-ona

a7

Fenliamiia de} 4cido 3-[3,5-Dimetii4-
(4-metilpiperazin-1-carbonfi)-1H-pirok-
2-imetilen}-2-0x0-2,3-dlhidro-1 H-
indol-S-sulfénico

(2-dietilaminosti)amida del dcido 5-
{5-Dimetlisulfamoll-2-oxo-1,2-
dihidroindol-3-llidenemetil)-2, 4-cimetil-
1H-pimol-3-carboxilico

(2-dletilaminoeti)amida del dcido 5-{5-
(3-Clorofenlisuttamoll)-2-0x0-1,2-
dihidroindol-3-likienemetil}-2,4-dimeti-
1H-pirrol-3-carboxilico

(2-dimetilaminoetil)amida del dcido 3-
(5-Bromo-2-oxo-1,2-dihidroindol-3-
llidenemaetil)-4,5,6,7-tetrahidro-2H-

isoindo}-1-carboxllico

Etllester del écido 3-(2-ox0-1,2-
dihidrolndol-3-ilidenemetil)-4,5.8,7-
tetrahidro~2H-Isoindol-1-carboxilico

Ethiester del cido 3-(4-metil-2-oxo-
1,2-dihidroindol-3-llidensmeti))-
4,58, 7-tetrahidro-2H-Isoindol-1-
carboxilico
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Etlisster del dcido 3-(5-bromo-2-0x0-
1.2-dihidroindol-3-lidenemeti])-
4.5,8,7-tetrahidro-2H-isoindol-1-
carbaxilico

Acido 3-(3-staxdcarbonil-4,5.6,7-
tetrahiiro-2H-1soindol-1-imetilene)-2-
axo-2,3-dihidro-1H-indol-5-carboxilico

Etilester del &cido 3-(5-metnxd-2-0x0-
1,2-dihidroindol-3-llidenemetil)-
4.5.8,7-tetrahidro-2H-isoindol-1-
carboxilico

Etilésier del écido 3-(2-Oxo-5-fenil-
1,2-dihidroindol-3-llidenemetil)-
4.5,8,7-ietrahidro-2+-soindol-1-
carboxilico

etiléster del cido 3-(2-Ox0-5-
sulfamoil-1,2-dihidroindol-3-
iidenemsetil)-4,5,8, 7-tetrahidro-2H-
isoindal-1-carboxdiico

etiiéster del dckio 3-(5-metiisulfamoll-
2-0x0-1,2-dihidroindol-3-llidenemetil)-
4.5,6,T-tetrahidro-2H-isoindol-1-
carboxflico

etiiéster del écido 3-(5-
dimetiisutfamoil-2-com-1,2-
dihidroindol-3-liidenemeti)-4,5,6,7-
tetrahidro-2H-Isoindol-1-carboxilico

etiléster del dcido 3-(2-Oxo0-5-
feniisulfamoll-1,2-dihidroindol-3-
Hidenemetil)-4,5,8,7-tetrahidro-2H-
isoindol-1-carboxilico

Etllester del écido 3-(8-Bromo-2-axo-
1,2-dihidro-indol-3-llidenamatil)-
4,5,8,7-tetrahldro-2H-isoindol-1-

carboxdlico
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Etiléster del 4cido 3-(2-Oxo-8-fenil-
1,2-dihidroindol-3-ilidenametH)-
4.5 .8 74etrahidro-2H-soindol-1-
-carbaxjlico

102

103

b

104

105

4
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b

107

b

Acido 3-(3-Etaxicarboni-4,5,8,7-
tetrahidro-2H-isoindol-1-limetilene)-2-
ox0-2,3-dihidro-1H-indol-8-carboxilico

Eulléster del dcido 3-(8-metoxd-2-oxo-
1,2-dihidroindol-3-ilidenemeti-
4,5,8,7-\etrahidro-2H-isoindo}-1-
carboxiflico

Etiléster del dcido 3-(5-
isoproplisutfamoll-2-c-1,2-
dihidroindol-3-llidenemetil)-4,5,8,7-
tetmahidro-2H-Isoindol-1-carboxdlico

Acido 3-(3-metilcarbamoll-4,5,8,7-
tetrahidro-2H-Hisoindol-1-limetilene)-2-
ox0-2, 3-dihidro-1H-indoi-5-carboxilico

Acido 3-(3-dimetiicarbamoll-4,5.8,7-
tetrahidro-2H-isoindol-1-limetliene)-2-
oxo-2,3-dihidro-1H-indol-5-carboxillco

Acido 2-axo-3-[3-(pirrolidin-1-
carbonii)4,5,8,7-1etrahidro-2H-
isoindoi-1-limetiiene}-2,3-dihidro-1+-
Indol-5-carboxdlico

108

100

ol
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Acido 3-[3-(Morfolin-4-carbonil)-
4,5,06,7-tetrahidro-2MH-isoindol-1-
iimetilene}-2-0x0-2,3-dlhidro-1H-Indol-
S-carboxilico

Acido 3-{3-(Morfolln-4-carbonli)-
4.5,6,7-tetrahldro-2MH-soindol-1-
iimetilen}-2-0x0-2,3-dihidro-1H-indol-
8-carboxilico
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Metlamida del 4cido 3-(5-Bromo-2-
axo-1,2-dihidro-indol-3-llidenametil)-
4,5,6,7-1etrahidro-2H-isoindol-1-
carboxilico

Dimetilamida del 4cido 3-(5-Bromo-2-
axo-1,2-dihidro-indol-3-llidenemetil)-
4,5,8,7-tetrahidro-2H-Isoindol-1-
carboxfiico

5-Bromo-3-{3-(pirrolidin-1-carbonil)-
4,568, 7-tstrahidro-2H-isoindol-1-
limetilen}-1,3-dihidro-indol-2-ona

5-Bromo-3-[3-(morfolin-4-carbonil)-
4,5,8,7-ietrahidro-2H-Isoindol-1-
limetlien}-1,3-dihidro-indol-2-ona

Acido 3-(3-Dimetlicarbamol-4,5.8.7-
tetrahidro-2H4-isoindol-1-timetllen)-2-
oxo-2,3-dthidro-1H-indol-8-carboxilico

Acido 4-Metil-5-(S-metiisulfamoil-2-
oxo-1,2-dihidro-indol-3-lliden-metil)-
1H-pirmol-3-carboxilico

~ ~
'.'o:‘ iy
; e
M . ‘

Etliéster del dcido {4-Metil-5-(4-metil-
5-metiisulfamoll-2-oxo-1,2-dlhidro-
indol-3-lilenametil)-1H-pirrol-3-
carboni{}l-amino}- acético

eliléster del dcido {j4-Metil-5-(5-
metiisulfamoll-2-0x0-1,2-dihidro-indol-
3-ilidenemeti)-1H-pirrol-3-carbonil}-
amina}-acético

A
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118

Acido {J4-Metli-5-(5-metilsutfamoll-2-
ox0-1,2-dihidro-indol-3-lliden-metil)-
1H-pirrol-3-carbonill-amino}-acético

118

120

121

122

123

124

125

Metliamida del 4cido 3-{3-Metil-4-
(piperidin-1-carbonif)-1H-pimol-2-
limetilen}-2-ox0-2,2-dihidro-1H-indo}-
5-sulfdnico

Acido 5-Metil-2-(2-axn-1,2-dihidro-
indol-3-Hidenemetil)-1H-pirroi-3-
carboxilico

Eliléster del Acido 5-Metil-2-{2-cxo-
1,2-dihidro-indol-3-iliden-metil)-1H-
pirrol-3-carboxilico

etliéster del dcido 2-(5-Bromo-2-oxo-
1.2-dihidroindoi-3-ilidenemetif)-5-
metil-1H-pirol-3-carbaxdiico

Acilo 2-(5-Bromo-2-0x0-1,2-
dihidroindol-3-iliden-metil)-5-metil-1 H-
pirrol-3-carboxifico

(2-pirrolidin-1-lletif-amida del cido 2-
(5-Bromo-2-oxo0-1,2-dthidroindol-3-
indenemetil)-5-metil-1--pirol-3-
carboxilico

(2-dietiaminoetil)-amida del écido 2-
(5-Bromo-2-oxo0-1,2-dihidroindol-3-
iliden-metil)-5-metil-1 H-pirrol-3-
carboxilico
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126

24-Dimethyl-5{2-axo-1,2-

|dihydro-indol-(32)-yidenemethy -

1H-pymole-3-carboxylic acld 2-
dlethylaminoethyl)-amide

381 M+]

1Zr

5-{5-Chioro-2-oxo-1,2-d@hydro-

indol-(32)-yidenamethyl]-2.4-
dimethyl-1H-pyrrole-3-carbaxylic
ackd (2-disthyiaminosthyl)-amide

415 [M+1]

128

2 4-Dimethhyl-5{2-axo-1,2-
| Sihydro-indol-(32)-yldenemethy -
2,4-dimethyl-1M-pymole-3-
carboxylic acid (2-pymoldin-1-
ylethy})-amide

378 M+1]

120

5{5-Fluoro-2-oxo-1,2-dhydro-

indol-(32)-yidenemethy}-2.4-
dimethy|-1H-pymole-3-carboxylic
acld 2-pyroidin-1-ylsthyl)-amide

g7 M+1)

130

5{5-Chloro-2-oxo-1,2-dihydro-
Indol-32)-yidensmethyl]-1H-
pymole-3-carboxylic acld (2-

413 (M+1]

131

dmethyl-1H-pymole-3-carboxylic

353 M+1]

acld 2-dmethylaninoathyl)-
amide

N1 M+]
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133

$4{5-Chiom-2-axo-1,2-dhydro-indol-(32)-

ylidenemathyl]-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-

3-carbaxyfhic acid (2-acetylamino-ethyl)-
amide

389 M-1]

14

5{5-Fluoro-2-oxo-1,2-dhydro-indol-(32)-
yldenemethyl]-2,4-dimethyl-1 H-pymole-
3-carbaxylic acid 'aﬂ-:dyhlim-diw-

383 [M-1]

135

2,4-Dimethy|-5{2-cxx0-1,2-dihydro-indol-
(32)-ylidenamethyl]-1H-pymole-3-
carboxylic acld (2-acelylamino-ethyl)-
amide

385 M-1]

138

5{5-Bromo-2-cxto-1,2-dhydro-indol-(32)-
ylidenemethyl]-2,4-dimethyl-1M-pynole-
J-carboxylic acld [3-(2-axo-tetrahydro-
pyrimidin-1-y])-propy(]-amide

500 [M+1]
502 M+1]

137

5{5-Chioro-2-ax0-1,2-dihydro-indal-(32)-

yidenemethyl]-2 4-dimethyl-1--pymmole-

3-carbaxyfic ecid [3-(2-ato-tetrahydro-
pyrimidn-1-yl)}-propyl]-amide

454 M)

138

5{5-Fluoro-2-axo-1,2-dhydro-indol-32)-

ylidenemethyl]-2,4-dmethyl-1H-pyrmole-

3-carbaxylic acki [3-(2-axo-tetrahydro-
pyrimidin-1-y[}-propyl]-amide

438 M-1]

2,4-Dimethyl-5{2-ox0-1,2-dihydro-indol-
(A2)-yldenemsthyl]-1H-pymole-3-
carboxylic acid {3-(2-oxo-tetrahydro-
pyrimidin-1-y{}-propyl-amide

422 M+1]

140

5{5-Cyano-2-axo-1,2-dihydro-{ncol-(32)-

yidenemethy[]-2,4-dimethyl-1H-pymole-

3-carboxylic acid [3-(2-axo-tetrahydio-
pydmidin-1-yl)-propy{}-amide

44T M+1]

41

Titiuoro-acstated-{2-@5-{5-bromo-2-axo-

1,2-dihydwo-indol-(32)-ylidenemethyl]-2.4-

dimethyi-1H-pymole-3-carbony}-amino)-
ethyl]-2-oxo-piperazin-1-lum;

488 M+1]
488 M+1]
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143

144

145

146

147

148

149

150

33

430 [IHIJ

’;}%‘.
o

470 [M-1]
472 [M-]

oIy

428 nmﬁ

£,
oLy

412 (w1

%

ag2 [M-1]]

419 [M+1}

dihyciro-indol-{3Z)-yikienemethy(]-

|
2 4-dmeitwyt-1H-pyrrole-3-carbonyl) 500 [M+1

amino)-sthyl}-piparazin-1-yi}-acetic
acid ethyl ester

[+t

{4{2-{{5{5-Chiaro-2-x0-1,2-
dihydro-indoi-{3Z)-yidenemsityl]-
24-dmethyl-1H-pyrrole-3-carboryiH
amino)-ethyl}-piperazin-1-yi}-acetic
ack elhyl eater

514 [M-HJ

s

«{z({sis-nm-z.m-lw

indol{37)-yidenemathyl}-2,4-
dimethyl-1H-pytrole-3-carbonyl)-
amino)-sthyf|-piperazin-1-y{}-aceiic

-

acki ethyl ester




153

154

155

158

157

158

150

2,4-Dimethyl-5{2-axo-1,2-dilydro-indol-
(aZ)-ylidenemathyi}-1:-pyrrole-3-
carboxyilic acld [2-(cyanomsthyl-amino)-

362 [M-1]

545-Bromo-2-axo-1,2-dihydro-indol-(32)-
yiidenamethyl}-2 4-dimethyl-1H-pyrrole-3;
carbaxylic acld [3-{2-mm-azenan-1-yi)-

511 [M-1)
513 [M1]

5{5-Chioro-2-axo-1,2-dhydro-indoi-{3Z)-
yiidenemethyl}-2 4-dimethyi-1/-pymole-3;
carboxylic acd [3-(2-coo-arepan-1-yl)-

469 [M+1]

5{5-Fluoro-2-axe-1,2-dhydro-indol{32)-
yiienemethyi]-2,4-dimethyl-1H-pymole-3;
carboncylic acki [3-(2-cxo-azepan-1-yi)-

453 [N

2,4-Dimethyl-5-{2-cxo-1,2-dThydro-Indol-
{(3Z)-yiidensmethyl]l-1H-pyrrole-3-
carbaxylic acid [3-(2-cxo-azepan-1-yi)-

435 [M1)

5{5-Cyano-2-axo-1,2-dihydro-Indol-{37)-
yidenemethyf}-2 4-dimethyl-1H-pyrrole-3;
carbosylic acid [3-{2-con-azepan-1-yi)-

480 [M+1]

W "f“"r 5{5 Bromo-2-axo-1,2-dihydro-indol{32)-

yidenemethyl}-2,4-dimethyl-1H-pymole-3.
Carbaxylic acid (2-acetylamino-ethyl)-

443 [M-1)
445 [M-1)




el
8

55

%

428 [M+1)

161

5%

408 [MH1]

1621

164

165]

168

'

%

433 MH]

Tl

454 [M-1]
458 M-1]

£10 [M-1]

5-{5-Fluoro-2-axo-1,2-diydro-indol-

304 M-1]

378 [M-1]

401 M1}

mJ

Ak

440 1)
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168

5{5-Fluaro-2-axo-1,2-dlhydro-Indol-(32)-
ylidenemethyl]-2,4-dimethyl-1H-pymole-3-
carboxylic acid [2-(4-methyl-piperazin-1-yf)-
ethyl}-amide

424 (M-1)

160

5{5-Chioro-2-axo-1,2-dihydro-indol(32)-
yidenemethyl}-2,4-dimethyl-1H-pynole-3-

carboxylic acid [2-(4-methyl-piperazin-1-yi)-
ethyl]-amide

440 M-1]

170

|5{5-Bromo-2-axo-1,2-dhydro-indol-(2)-
yldenemethy§-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-3-
carboxylic acld [2-(4-methyl-plperazin-1-yl)-
ethyl}-amide

484 M-1]
488 M-1]

1m

2 4-Dimethyl-542-cot0-1,2-dihydro-indol-(32)-
yidenamethyl}-1H-pymole-3-carboxylic
ecid [2{4-methyi-piperazin-1-yf)-ethyl]-

172

2,4-Dimethy -5 [2-axo-1,2-dihydro-indol-(32)-
yidenemethy-1H-pyrole-2-cerboxylic
.:.iddo [2-(3,5-dimethy|-piperazin-1-yl)-ethyl}-
a

422 M+1]

173

|S{S5-Fluoro-2-axo-1,2-dihydro-indal-(32)-
yidenemethy(]-2,4-dimethyl-1H-pymole-3-
carboxylic ackd [2-(3,5-dimethyl-plperazin-1-
yl)-ethyl]-amide

174

5{5-Chioro-2-axo-1,2-dihydso-indol-{32)-
yiidenamathyl]-2 4-dimethyl-1H-pymole-3-
carboxylc acld [24(3,5-dmethyi-plparazin-1-
{yD-ethyil-amide

456 M+1]

175

5{5-Bromo-2-oxo-1,2-dihydro-indol-G2)-
ylidenemethyl]-2,4-dimethyl-1H-pymole-3-
carboxylc acid [2-(3,5-dimethyl-piperazin-1-

yl)-ethyl}-amide

488 pM-1]
500 M-1]
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N

17

177

422 (M+1]

Indol-(32)-yidenemnethy(]-2,4-
dmethyl-1H-pymole-3-carboxylic
acld [3-{4-methyl-piperazin-1-yl)-

propyf]-amide

438 M)

178

~5{5-Chtoro-2-axo-1,2-difydro-
indol-{32)-yidenemethyl]-2,4-
dimethyl-1H-pyrole-3-carbaxylic
acid [3-(4-methyl-plperazin-1-yi)-
propyl}-emide

454 [M-1]

1

5{5-Bromo-2-axo-1,2-dilydro-
Indol-(32)-yidenemethy[}-2,4-
dimethyl-1H-pymole-3-carbaxylic
acid [3-{(4-methy-plperazin-1-yi)-
propyll-amide

498 [M-1]
500 [M-1]

160

24 Dimethyt5{2-0x0-1,2-

dihydso-indol-(30-yidenemethy(}-
1H-pynole-3-carbaxylic acid [2-
(4-berzyHniperaxrin-1-yi)-ethyl]-

482 M-1]

11

5{5Fluoro-2-axo-1,2-dihydro-
indol-(32)-yidenemethyl]-2,4-
dimethyl-1H-pymole-3-carboxylic

acld [2{4-benzy}-piperazin-1-y)-
ethyl}-amide

S00 [M-1)

182

5{5-Chloro-2-oxo-1,2-dfhydro-
indol-(32)-yidenemethyl]-2,4-
dimethyl-1H-pymole-3-carboxylic

acid [2-(4-benzyl-piparezin-1-y)-
ethyf]-amide

517 M-1]

183

5{5-Bromo-2-cxo-1,2-dhydro-
indol-(32)-ykdenemsthyl]-2.4-
dimethyl-1H-pymole-3-carbaxylic
acid [2(4-benzy-piperazin-1-yl)-
ethyl]-amide

5680 (M-1]
562 [M-1]




. Bk
OEH'
o r_,.O"\s 5-{5-Chioro-2-axo-1,2-dihydro-indol-(32)-
184 o yidenemethyl}-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-3- 480 M+1]
o carboxylic acld (3-pyrmoldin-1yl-2-one)-
amide
H,e e~ é Trifluorcacelate 4-[2-({S-[5-Chioro-2-0x0-1,2-
185 . 440 M-1]
108 o
187 .
o
e "85 {sp-oxo-1,2-dihydro-indol(32)-
188 fcH yidenemethyll-2,4-dimethyl-1H-pymole-3-
o carboxyiic acid (3-pymoldin-1yl-2-one)-
0 amide
H,C "fvfuj
168 a N ch 5{5-Chioro-2-ox0-1,2-dthydro-indol-(32)-
©  CF,CO.H yidenemethtyl}-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-3-
carbaxylic acid (2-pyridin-2-ylethyl)-amiie
(- ]
50 he r\/’;\j Is-[s-FllomQ-uod 2-dihydro-Indol-(32)-
191
162 Br N yldenemethyf}-2,4-dimethyl-1H-pymole-3-
9 CF,CO.H carbaxylic acld (2-pyridin-2-ylethyl)-amide
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163

194

105

108

107

108

190




L ¥

OH

5{5-Fluoro-2-oxo-1,2-dlhydro-indol-(3Z)-
yidenemsthyl}-1H-pynole-3-carboxylic
acld [2-2-hydroxethylamino)ethyl]-amide

Wee r\m
NC |
n ° crcoH

545-Cyano-2-oxo-1,2-dihydro-indol-(32)-
yidenemethyll-1H-pymole-3-carboxylic
acld -pyridin-2-ylethyl)}-amide
tiiflucroacetate

5{5-Bromo-2-oxo-1,2-dihydro-indol-(32)-
yidenemethyll-1H-pyrrole-3-carbaxylic
acid (3-pyrrolidin-1-yi-2-onepropyl)-amide
triflucroecetate
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Los numeros de los compuestos corresponden a los nimeros de los Ejemplos en
la seccién de Ejemplos. Esto significa que la sintesis del Compuesio 1 de la Tabla
1 se describe en el Ejemplo 1. Los compuestos que se presentan en la Tabla 1
son a fitulo llustrativo y no deben ser interpretados como una limitacion del
alcance de la presente invencién de manera aiguna.

REALIZACIONES PREFERIDAS

Mientras que en el Resumen de la Invencién se presentan
definiciones mds amplias, determinados compuestos de formula (I} que se
indican a continuacién, son los preferidos.

(1)  Ungrupo preferido de compuestos de formula (1) es aquél donde R',
R®, y R* son hidrégeno.

(2) Ofro grupo preferido de compuestos de férmula (1} es aquél donde
R', R?, y R* son hidrégeno.

(3) Oftro grupo preferido de compuestos de formula (1) es aquél donde
R', R?, y R? son hidrégeno.

(4) Ofro grupo preferido de compueastos de férmula () es aquél donde
R?, R®, y R* son hidrogeno.

(5) Otro grupo preferido de compuestos de formula (i) es aquél donde R’,
R?, R’ y R* son hidrégeno.

(8) Aln otro grupo preferido de compuestos de férmula (I) es aquél
donde R®, R* o R’, preferentemente R® o R®, més preferentemente R® es -COR™
donde R™ es —-NR''(CH.).R" donde:

R" as hidrdgeno o alquilo inferior insustituido, preferentemente hidrégeno
o metilo;

nes2, 3 04, preferentemente 203, y
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R™ as -NR™R" donde R™ y R" son independientements alquilo, mas
preferentemente alquilo inferior insustituido o R™ y R* se combinan para formar
un grupo seleccionado entre —(CHj)e, -(CHa)s, <(CHa)rO-(CHi)» 0 -
(CH2):N(CHs)(CHs)s-, preferentements R'™ y R'™ son independientemente
hidrégeno, metilo, etilo, 0 se combinan para formar morfolin-4-ilo, pirrolidin-1-ilo,
piperazin-1-ilo, o 4-metilpiperazin-1-ilo.

Més preferentements, R® o R® en (8) above es N-(2-dimetilaminoetil-
Yaminocarboniio, N-(2-etilaminoetil)}-N-metilaminocarbonilo, N-(3-
dimetilaminopropil)-aminocarbonilo, N-{2-dietilaminoetil)Jaminocarbonilo, N-(3-
etilaminopropil)aminocarbonilo, N-(3-dietilaminopropiljaminocarbonilo, 3-pirrolidin-
1-l-propilaminocarbonilo, 3-morfolin-4-ilpropii-aminocarbonilo, 2-pirrolidin-1-
iletilaminocarbonilo, 2-morfolin-4-letilaminocarbonilo, 2-(4-metilpiperazin-1-
it)etilaminocarbonilo, 2-(4-metilpiperazin-1-il)propilaminocarbonilo, 2-(3,5-
dimetilpiperazin-1-il)etilaminocarbonilo 0 2-(3,5-dimetilpiperazin-1-
y)propilaminocarbonilo, adn més preferentemente N-(2-dietil-
aminoetil)aminocarbonilo o N-(2-etilaminoetil)amino-carbonilo.

(7) Adn ofro grupo preferido de compuestos de férmula (1) es aquél
donde R® R®o R’, preferentemente R® o R®, mas preferentemente R® es ~-COR™
donde R™ es ~NR™R" donde R es hidrégeno y R" es alquilo, preferentemente
alquilo Inferior sustituido con hidroxi, arilo, heteroarilo, heteroalicidico, o carboxi,
més preferentemente metilo, etilo, propiio o butilo sustituido con hidrox, ariio,
heteroaliciclico such as piperidina, piperazina, morfolina y similares, hetsroarilo, 0
carboxi. Atin mas preferentemente dentro de este grupo (7), R® o R® es 2-
etoxicarbonilmetil-aminocarbonilo, carboximetilamino-carbonilo, 3-hidroxipropil-
aminocarbonilo, 2-hidroxdetilaminocarbonilo, 3-triazin-1-ilpropilamino-carbonilo,
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triazin-1-iletilaminocarbonilo, 4-hidroxi-feniletilaminocarbonilo, 3-imidazol-1-
ilpropil-aminocarbonilo, piridin-4-limetilaminocarbenilo, 2-piridin-2-
iletilaminocarbonilo o 2-imidazol-1-letilaminocarbonilo.

(8) Aun otro grupo preferido de compuestos de férmula (l) es aquél
donde R®, R® o R’, preferentements R® o R®, mas preferentements R® es ~COR™
donde R" es -NR"'(CH,),R" donde:

R" es hidrégeno o alquilo, preferentements hidrégeno o metilo;

nes2, 304, preferentemente 20 3; y

R" es -NR™R" donde R™ y R™ juntos se combinan para formar un
heterocicio, preferentements un heterociclo de 5, 6, 0 7 miembros que contiene un
grupo carbonilo y 1 0 2 4tomos de nitrégeno. Preferentemente, R® o Res 2-(3-

etoxicarboniimetilpiperazin-1-il)etilaminocarbonilo, 2-(3-oxoplperazin-1-
iletilaminocarbonilo, 2-{imidazolidin-1-il-2-ona)etilaminocarbonilo, 2-
(tetrahidropirimidin-1-ii-2-ona)etilaminocarbonilo, 2-(2-oxopirmolidin-14l)-

etilaminocarbonilo, 3-(4-metilpiperazin-1-il}-propilaminocarbonilo, 3-(3-
etoxicarbonilimetiipiperazin-1-il}-propilaminocarbonilo, 3-(3-oxopiperazin-1-
il)propil-aminocarbonilo, 3-(imidazolidin-1-il-2-ona)propll-aminocarbonlio, 3-
(tetrahidropirimidin-1-il-2-ona)-propilaminocarbonilo, 3-{2-oxopirrolidin-1-il)propil-
aminocarbonlio, 2-(2-oxohomopiperidin-1-il)etilamino-carbonilo o 3+(2-
oxchomopiperidin-1-il)propilaminocarbonilo.

(8) Aun otro grupo preferido de compuestos de formula (I) es aquél
donde R®, R® o R, preferentemente R® o R®, més preferentemente R® es —-COR™
donde:

(a) R* as -NR"(CH,),R" donde:

R es hidrégeno o alquilo, preferentemente hidrégeno o metilo;



nes2, 304, preferentements 20 3; y

R'2 @5 -NR"™R'* donde R" es hidrégeno y R™ es ciancaiquilo 0 ~NHCOR"
donde R* es alquilo; 0

(b) R™ es ~NR™R" donde R y R* juntos se combinan para formar un
heterociclo que no contiene un grupo carbonilo dentro del anillo.
Preferentements, R®* o R® es 2-(2-clanoetilamino)etilaminocarbonilo, 2-
(acetilaminc)-atilaminocarbonilo, morfolinocarbonilo, piperidin-1-ll-carbonilo, 2-
cianometilaminoetilaminocarbonilo o piperidin-1-ilcarbonilo.

(10) Oftro grupo preferido de compuestos de formula () es aquél donde
R® es -COR"™ donde R™ es -NR™R" donde R"™ es hidrogeno y R" es alquilo
inferior sustituido con hidroxd, alquilo inferior sustituido con hidroxialquilamino,
carboxi, 0 -NR™¥R™ donde R™ y R son independientsmente hidrégeno o alquilo
inferior  insustituido, méds preferentemente R® es 2-[(dietilamino)-2-
hidroxietiljaminocarbonilo, 2-(N-stil-N-2-hidroxietilamino)etilaminocarbonlio,
carboximetilamino-carbonilo, 0 2-(2-hidroxietilamino)etilamino-carbonilo.

(11) Aun otro grupo preferido de compuestos de férmula (I) es aquél donde
R® es —-COR™ donde R es -NR"R" donde R™ es hidrogeno y R™ es alquilo
inferior sustituido con hidrox, alquilo inferior sustituido con hidroxialquilamino,
carboxi, 0 -NR"R™ donde R" y R son independientements hidrégeno o alquilo
inferior  insustituido; més preferentemente R® es [2-(dietilamino)-2-
hidroxiletilaminocarbonilo, 2-(N-efll-N-2-hidroxietil-amino)etilaminocarbonilo,
carboximetilaminocarbonilo, o 2-(2-hidroxdetilamino)etilamino-carbonilo.

(12) Aun ofro grupo preferido de compuestos de férmula (I) es aquél donde
R® es —-COR" donde R"™ es ~NR"'(CH.),R" donde R' es -N*(O)NR™®R" o -
N(OH)R"™
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donde R™ y R se seleccionan independientemente del grupo formado por
hidrdgeno y alquilo inferior insustituido, preferentsmente R® es 2-(N-hidroxd-N-
efilamino)-etilaminocarbonilo o 2-{N*(O)(C;Hs).]eti-aminocarbonilo

(13) Atin ofro grupo preferido de compuestos de fdrmula () es aquél donde
R® es —~COR™ donde R" es —NR'/(CH,),R™ donde R* es ~N'(O)NR™R" o -
N(OH)R™ donde R™y R™ se seleccionan independientemente del grupo formado
por hidrégeno y alquilo inferior insustituido, preferentsments R® es 2-{N-hidrox-N-
etilamino)etilaminocarbonilo o 2-[N*(O)(C:Ha):]eti-aminocarbonilo.

(14) En los grupos preferidos anteriores (6)-(13) cuando R® es ~COR™,
entonces un grupo mas preferido de compuestos es aquél donde:

R® ee selecciona del grupo formado por hidrégeno y alquilo,
preferentemente hidrogeno, metilo, etilo, isopropilo, tert-butilo, isobutilo, o n-
butilo, méas preferentemente hidrégeno o metiio; y

R? se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo, arilo,
heteroarilo, y -C{O)R"” donde R" es hidroxi, alquilo o arilo, més preferentemente
hidrégeno, metilo, etilo, isopropilo, n-, iso o tert-butilo, fenilo, benzoilo, acetilo o
carboxd, atin méas preferentemente metilo, hidrégeno o fenilo.

(15) Enlos grupos preferidos precedentes (6)(13) cuando R® es-COR™,
entonces otro grupo més preferido de compuestos es aquéi donde R®YR” se
combinan para formar —(CHa)s-.

(16) Enlos grupos preferidos precedentss (8)-{13) cuando R®es -COR™,
entonces otro grupo mas preferido de compuestos es aquél donds:

R* se selecciona del grupo formado por hidrégeno y alquilo,
preferentemente hidrégeno, metilo, etilo, isopropllo, tert-butilo, isobutilo, 0 n-
butilo, més preferentemente hidrégeno o metilo; y



R’ se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alqullo, arilo,
heteroarilo, y -C(O)R", donde R es hidroxi, alquilo o arilo, més preferentemente
hidrégeno, metilo, etilo, isopropilo, n-, iso o tert-butilo, fenilo, benzoilo, acetilo o
carboxi, alin mas preferentemente metilo, hidrégeno o fenilo.

(17) Dentro de los grupos preferidos y mas preferidos precedentes (6)-
(16), un grupo ain més preferido de compuestos as aqué! donde:

R' es hidrégeno, alquilo, -C{O)NR®R®, cicloalquilo o arilo
insustituido, preferentemente hidrégeno, fenilo, 3,4-dimetoxifenilaminocarbonilo,
4-metoxi-3-clorofenil-aminocarbonilo, aiin més preferentements hidrégeno o
metilo, mas preferentsments hidrégeno;

R?es clano, hidrégeno, halo, alcox inferior, arilo 0 -S(0),NR™R" donde
R™ es hidrégeno y R es hidrdgeno, arilo o alquilo, preferentemente R? es
hidrégeno, cloro, bromo, fluoro, metoxi, etox, fenllo, dimetilaminosulfonilo, 3-
clorofenil-aminosulfonilo, carboxi, metoxi, aminosulfonilo, metilaminosulfonilo,
fenilaminosulfonilo, piridin-3-il-aminosulifonilo, dimetilaminosulfonilo,
isopropilamino-sulfonilo, més preferentemente hidrégeno, fiuoro, o bromo;

R? se selecciona del grupo formado por hidrogeno, alcond inferior, -C(O)R™,
-NRYC(O)R™, arilo preferentemente arilo opcionalmente sustituido con uno o dos
sustituyentes seleccionadas del grupo formado por alquilo inferior, halo, o alcox
inferior, y heteroariio, preferentemente heteroariio opcionalmente sustituido con
uno o dos sustituyentes seleccionados del grupo formade por alquilo inferior,
halo, o alcox Inferior, preferentemente hidrégeno, metmd, carboxi, fenilo, piridin-3-
ilo, 3,4-diclorofenilo, 2-metoxi-5-isopropilfenilo, 4-n-butilfenilo, 3-isopropilfenilo,
més preferentemente hidrégeno o fenilo; y

R* es hidrégeno.
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(18) Oftro grupo mas preferido de compuestos de férmula (I) es aquél
donde:

R' es hidrégeno, alquilo, -C(O)NR'R®, cicloalquilo o arilo insustituido,
preferentements hidrdgeno, 3,4-dimetoxi-fenil-aminocarbonilo, 4-metoxi-3-
clorofenilaminocarbonilo, ain mas preferantements hidrogeno o metilo,
particularly hidrégeno;

R?es ciano, hidrdgeno, halo, alcoxd inferior, arflo 0 -S(0).NR™R" donde
R"™ es hidrogeno y R™ es hidrégeno, arilo o alquilo, preferentemente R? es
hidrégeno, cloro, bromo, fluoro, metoxi, etoxi, fenilo, dimetilaminosulfonilo, 3-
clorofenil-aminosulfonilo, carboxi, metoxd, aminosulfonilo, metilaminosulfonilo,
fenilaminosulfonilo, piridin-3-il-aminosulfonilo, dimetilaminosulfonilo,
isopropilamino-sulfonilo, més preferentemente hidrégeno, fluoro, o bromo;

R® se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alcoxi inferior, -C(O)R™,
-NR"™C(O)R", arilo preferentemente arilo opcionalmente sustituido con uno o dos
susiituyentes seleccionados del grupo formado por alquilo inferior, halo, o alcoxi
inferior, y heteroarilo, preferentemente heteroarilo opcionalmente sustituido con
uno o dos sustifulyentes seleccionados del grupo formado por alquilo inferior,
halo, o alcoxi inferior; preferentemente hidrégeno, metoxi, carboxd, fenilo, piridin-3-
ilo, 3,4-diclorofenilo, 2-metoxi-5-isopropilfenilo, 4-n-butilfenilo, 3-isopropilfenilo,
mas preferentements hidrégeno o fenilo; y

R* es hidrogeno.

Dentro del grupo preferido precedente (18) un grupo mas preferido de
compuestos es donde:

R® es -COR" donde R™ tiene los valores definidos en el Resumen de la
Invencion, preferentemente —NR''(CH,),R*? 0 -NR™R™ segiin se define en el
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Resumen de la Invencién.

R® se selecciona del grupo formado por hidrégeno y alquilo,
preferentemente hidrégeno, metilo, etilo, isopropilo, tert-butilo, isobutilo, o n-
butilo, méas preferentements hidrégeno o metilo; y

R’ se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo, arilo,
heteroarilo, y -C(O)R" donde R" es hidroxi, alquilo o arilo, més preferentements
hidrégeno, metllo, etilo, isopropilo, n-, iso o tert-butilo, fenilo, benzoilo, acetilo o
carboxi, aun més preferentemente metilo, hidrégeno o fenilo.

En el grupo preferido anterior (18) otro grupo més preferido de compuestos
e8 aquél donde:

R® es -COR™ donde R™ tiane los valores definidos en el Resumen de la
Invencion, preferentemente —-NR''(CH;),R™ o -NR"'R" segtin se define en el
Resumen de la Invencion.

R® se selecciona del grupo formado por hidrdgeno y alquilo,
preferentemente hidrégeno, metilo, etilo, isopropilo, tert-butilo, isobutilo, 0 n-
butilo, més preferentemente hidrégeno o maetilo; y

R’ se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo, arilo,
heteroarilo, y -C(O)R"" donde R" es hidroxi, atquilo o arilo, més preferentements
hidrégeno, metilo, etilo, Isopropilo, n-, igo o tert-butilo, fenilo, benzoilo, acetilo o
carboxi, aiin més preferentsmente metilo, hidrégeno o fenllo.

(18) Otro grupo més preferido de compuestos de formula (1) es aquél
donde:;

R'y R* son hidrogeno;

R? se selacciona del grupo formado por hidrégeno, halo, alcox inferior, -
C(O)R*™ y —-S(O):NRPR™.
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R* se selecciona del grupo formado por hidrdgeno, alcox inferior, -C(O)R™,
-S(O)2:NR™R™, arilo y heteroarilo;

R® o8 -C(O)R™,

R® se selecciona del grupo formado por hidrégeno y aiquilo inferior; y

R” se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo inferior y —
C(O)R",

Otra realizacion actualmente preferida de esta invencion es que, en un
compuesto que tiene ia estructura descripta en (15):

R™ se selecciona del grupo formado por hidroxi, alcox inferior y -
NR'(CH,),R", donde

nes2o3;

R" se selecciona del grupo formado por hidrégeno y alquilo inferior; y,

R se selecciona del grupo formado por arllo y -NRPR™.

Otra realizacién actuaimente preferida de esta invencion es que, en un
compuesto que tiene la estructura descripta enlos pamafos anteriores, R™ y R'
se selecclonan independientemente del grupo formado por hidrégeno, alquilo
inferior, y. en combinacion-(CHay)e, {CHi)ss, -CH2):O(CHz)» 0 -
(CH2)N(CHa)(CHa)=-.

(20) Otra reslizacion actusiments preferida de esta invencién es un
compuesto an el cual:

R' se selecciona del grupo formado por hidrogeno, alquilo inferior, -
(CH)R™ y -C(O)NR"R";

R? se selecciona del grupo formado por hidrégeno, halégeno, arilo y ~
S(O)2:NRVR™;

R? se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo inferior, alcoxi
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inferior, arilo, heteroarilo y <C(O)R*®:

R* es hidrogeno;

R® se selacciona del grupo formado por hidrégeno y alquilo inferior;

R® es -C(O)R™;

R’ se salecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo inferior y arilo;

R se selecciona del grupo formado por hidroxi y ~C(O)R™: v,

res2o3.

Una realizaciéon actualmente preferida de asta invencion es un compuesto
que tiene como estructura la descripta en el parafo anterior donde R? es arilo
opcionalments sustituido con uno 0 mas grupos seleccionados del grupo formado
por alquilo inferior, alcox inferior y halo.

(21) En forma similar, ofra realizacién acluaiments preferida de esta
invencién es que, en un compuesto en el cual:

R' se selecciona del grupo formado por hidrogeno, alquilo Inferior, -
(CH)R™y -C(OINR'R®;

R? se selecciona del grupo formado por hidrégeno, halégeno, arilo y -
S(O),NR“R";

R? se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo inferior, alcoxi
inferior, arilo, heteroarilo y ~C(O)R™;

R* es hidrogeno;

R® se selecciona del grupo formado por hidrogeno y alquilo inferior;

R® es -C(O)R™;

R se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo inferior y arilo;

R™ se selecciona del grupo formado por hidroxi y —-C(O)R™; y,

res2o03,
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R se selecciona del grupo formado por hidrox, alcoxd inferior, -NR™Ry -
NR'(CH,),R", donde n es 1, 2 0 3, R" es hidrdgeno y R** se selecciona del
grupo formado por hidrax, alcoxi inferior, -C(O)R*, heteroarilo y -NR¥R™.

(22) Oftra realizacion actusimente preferida de esta invencién es un
compuesto que tiene la estructura descripta en el pérrafo anteriordonde R®y R
se seleccionan independientsmente del grupo formado por hidrégeno, alquilo
inferior, heteroarilo y, en combinacién, -(CHa)e, {CHa)s-, {CH2)z0(CH3)a-, © -
(CH2)aN(CHa)(CH;)r-.

(23) Ofra realizacion actualmente preferida de esta invencidon es un
compuesto en el cual:

R’ es -C(O)NR®R®, donde R® es hidrégeno y R® es arilo opcionalments
sustibuiido con uno o més grupos seleccionados del grupo formado por halo,
hidroxi y alcox inferior;

R? se selecciona del grupo formado por hidrégeno, halégeno, arilo y —
S(O),NR“R"; )

R? se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo inferior, alcox
inferior, arilo, heteroarilo y ~-C(O)R™;

R* es hidrégeno;

R® se selecciona del grupo formado por hidrégeno y alquilo inferior;

R® es -C(O)R™,

R? se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo Inferior y arilo;

R se selecciona del grupo formado por hidroxi y —C(O)R'; y,

res203,

(24) Otra realizacién actuaimente preferida adicional de esta invencion
@8 un compuesto en el cual:
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R' se selacciona del grupo formado por hidrégeno y alquilo inferior;

R? se selecciona del grupo formado por hidrégeno, halo, aicox inferior,
arilo, -C(O)R™ y ~S(O):NR™R™,

R? se selecciona del grupo formado por hidrégeno, halo, arilo, heteroarilo y
~C(O)R™,

R* es hidrogeno;

R® es -C(O)R™; v,

R®y R’ se combinan para formar un grupo —(CHa)e-.

En un compuesto que tiene la estructura descripta en el pamafo
inmediatamente anterior, otra realizacién actualmente preferida es que R™ se
selecciona del grupo formado por hidrox, alcoxi,-NRPR™ y —-NH(CH,).NR"R"
dondenes203.

Ofra realizacion actualmente preferida de esta invencién es que, en un
compuesto que iene la estructura descripta enlos dos parrafos anteriores, Ry
R" se seleccionan independientemente del grupo formado por hidrégeno, alquilo
inferior, y, en combinacién, -(CHa)e, -(CHi)s, ~(CH:O(CH2)r © -
(CH2)N(CHa{(CHa)z-.

Utilidad

Las PKs cuya actividad catalitica es modulada por los compuestos de esta
invencién incluyen a proteinas tirosinquinasas, de las cuales existen dos tipos,
receptor de tiroginquinasas (RTKs) y tirosinquinasas celulares (CTKs), y serina-
irosinquinasas (STKs). El RTK que media ia tranduccién de sefiales es iniciado
por una interaccion extracelutar con un factor de crecimiento especifico (ligando),
seguido por la dimerizacion del receptor, ia estimulacion transitoria de la actividad
intrinseca de la proteina tirosinquinasa y fosforilacion. Los sitios de unién se han

2P
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creado para las moléculas de transduccién de seflales intracelulares y conducen
la formaciéon de complejos con un espectro de moléculas de sefializacion
citoplasmética que fadilitan ia respuesta celular apropiada {por ejempio, divislén
celular, efectos metabdlicos sobre el microambiente extracelular, etc.). Ver,
Schiessinger y Ullrich, 1992, Neuron 9:303-391.

Se ha demostrado que los sitios de fosforilaciébn de tirosina en los
receptores de los factores de crecimiento funcionan como sitios de alta afinidad
de union para los dominios SH2 (homologia arc) de las moléculas de seflal. Fantl
et al., 1992, Cell 89:413-423, Songyang ef al., 1984, Mol. Cell. Biol. 14:2777-
2785), Songyang ef al., 1893, Cell 72:767-778, y Koch ef al., 1991, Science
252:8686-878. Se han Identificado algunas proteinas substrato intracelular que se
asocian con los RTKs. Ellas pueden ser divididas en dos grupos principales: (1)
substratos que tienen un dominio catalitico y (2) substratos que perdieron a tal
dominio pero que pueden servir como adaptadores y asociarse con moléculas
cataliticaments activas. Songyang et a/., 1983, Cell 72:767-778. La especificidad
de las interacciones entre los receptores y los dominios SH2 de estos substratos
asta determinada por los residuos de amino4cidos que circundan inmediatamente
al residuo de tirosina fosforilado. Las diferencias en la afinidad de la unién entre
los dominios SH2 y la secuencla de aminoédcidos que rodea a los residuos
fosfotirosina sobre receptoras en particular son consistentes con las diferencias
observadas es los perfiles de fosforilacién de los substratos. Songyang et al.,
1983, Cell 72:767-778. Estas observaciones sugieren que la funcién de cada RTK
esta determinada no s6lo por su patrén de expresion y disponibilidad del ligando
sino también por la disposicién rio debajo de la ruta de transduccién de sefiales
que son activados por un receptor particular. Asl, la fosforilacién provee una
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importante etapa regulatoria que determina la selectividad de la ruta de sefiales
reclutada por recaptoras especificos de faciores de crecimiento, y también de
receptores de factores de diferenciacion.

Los STKs, siendo primariamente citosélicos, afectan la bioquimica intema
de la célula, frecuentemente como una respuesta bajo linea a un evento PTK.
Los STKs han sido implicados en el proceso de sefiales que inicia la sintesis de
ADN y subsecuentements la mitosis que conduce a la proliferacién celular.

Asl, la sefial de transduccion PK resulta en, entre otras respuestas, la
proiiferacion celular, diferenciacién, crecimiento y metabolismo. Una proliferacion
anormal puede ser el resultado de una variedad de trastornos y enfermedades,
que incuyen el desamolio de neoplasias tales como carcinoma, sarcoma,
glioblastoma y hemangioma, trastomos tales como leucemia, psoriasis,
arteriosclerosis, artritis y retiniopatifa diabética y otros trastornos relacionados con
la angiogénesis descontrolada y/o vasculogénesis.

No se requiere en funcién de la prictica de la presente invenciéon una
comprension precisa del mecanismo mediants el cual los compuestos de esta
invencién inhiben PKs. Sin embargo, mientras que por este medio no sea unidaa
un mecanismo particular o teorfa, se cree que los compuestos interactidan con
aminodcidos de la region catalltica de los PKs. Los PKs tipicamente posesn una
astructura bi lobulada en donde el ATP parece estar unido en la hendidura entre
los dos i6bulos en una regién donde los aminodcidos, entre las PKs, estdn
conservados. Se cree que los inhibidores de las PKs se unen por interacciones
no covalentes tales como uniones hidrogeno, fuerzas de van der Waals e
interacciones iénicas en la misma region general donde el antedicho ATP se une
alas PKs. Més especificamente, se piensa que el components 2-indolinona de
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los compuestos de esta invencion 88 une en el espacio general normalmente
ocupado por el anillo adenina del ATP. La especificidad de una molécula
particular para un particular PK puede luego surgir como el resultado de
interacciones adicionales entre varios substituyentes sobre el nicleo de la 2-
indolinona y &l domino especifico de aminodcidos de un PKs particular. De esta
forma los diferentes substituyentes de la indolinona pueden contribuir para una
unién preferencial a un PKs particular. La capacidad para seleccionar
compuestos activos sobre diferentes sitios de unién a ATP (u ofros nucledtidos)
hace que los compuestos de esta invencién sean dtiles para ubicar cualquier
proteina con tales sitios. Los compuestos divulgados aqui son utiles en ensayos
in vitro para tales proteinas, y también muestran efectos terapéuticos in vivo a
través de la interaccion con tales proteinas.

Adicionaimente, los compuestos de |la presente invencién proveen una
aproximacién en el tratamienfo de muchas clases de tumores sdlidos, que
incluyen pero no estin limitados a carcinomas, sarcomas que incluyen al sarcoma
de Kaposi, eritroblastoma, glioblastoma, meningioma, astrocitoma, melanoma y
mioblastoma. También se contempla en asta invencién el tratamiento o
prevencién de tumores cancerosos no sélidos tales como leucemia. La
Indicaciones pueden incluir, pero no estdn limitadas a, cdnceres de cerebro,
cédnceres de vejiga, cdnceres de ovario, cdnceres gdsfricos, cénceres de
pancreas, canceres de colon, cénceres de la sangre, cAnceres de pulmon y
canceres de huesos.

Ejemplos ulteriores, sin limitacién, de los tipos de trastomos relacionados
con una actividad inapropiada de PK y que los compuestos descriptos aqui
pueden ser (tiles en la prevencidn, tratamiento y estudio, son los trastomos en la
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prolifaracion celular, trastomos fibréticos y trastomos metabélicos.

Los trastomos en la proliferacién celular que pueden ser prevenidos,
tratados y ademds estudiados por la presente invencion incluye céncer, trastomos
proliferativos de los vasos sanguineos y trastomos proliferativos de las céiulas
mesangiales.

Los trastomos proliferativos de los vasos sanguineos se refieren a
trastornos relacionados con una vasculogénesis (formacién de vasos sanguineos)
y angiogénesis anormal (expansion de [os vasos sanguineos). La vasculogénesis
y anglogénesis juegan un importante rol en una variedad de procesos fisioldgicos
normales tales como el desarrollo embrionario, la formacién del cuerpo IGteo,
regeneracion de 6rganos y cicatrizacion de heridas, ellos también cumplen un rol
pivotante en el dasarrollo del céncer donde dan por resultado la formacion de
nuevos capilares que son necesarios para mantener vivo al tumor. Otros
ejemplos de trastormos en la proliferacion de los vasos sanguineos incluyen
artritis, donde los nuevos vasos sanguineos capilares invaden las articulaciones y
destruyen el carlllago, y enfermedades oculares, similares a la retinopatia
diabética, donde los nuevos capilares en la retina invaden al vitreo, sangran y
causan ceguera.

Se han identificado dos estructuras relacionadas con las RTKs que unena
VEGF con alta afinidad: el receptor simii-fms tirosina 1 (fitd) (Shibuya et al., 1980,
Oncogene,5:518-524; De Vries ef al,, 1962, Science, 255:989-991) y el receptor
KDR/FLK-1, también conocido como VEGF-R2. Se ha publicado que el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) s un mitdgeno especifico de células
endoteliales con una actividad que promueve el crecimiento de las células
endoteliales in vitro. Ferrara & Henzel, 1989, Bjochein. Biophys. Res. Comm..

2
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161:851-858; Vaisman ef al, 1880, J. Biol. Chem., 265:18461-19566. La
informacién divuigada en la solicitud U.S. Ser. Nos. 08/193,828, 08/036,5686 y
07/875,750, sugiere fuertements que el VEGF no es solamente responsable de la
proliferacién de las células endoteliales sino también el es el primer regulador de
la anglogénesis normal y patoldgica. Ver en forma general, Klagsbum & Soker,
1993, Current Biology, 3(10)699-702; Houck, ef al, 1962, J. Biol. Chem.,
287.26031-26037.

La vasculogénesis y angiogénesis normal juega un importante rol en una
variedad de procesos fisioldgicos tales como el desarrollo embrionario,
cicatrizacion de heridas, regeneracién de 6rganos y procesos reproductivos
femeninos tales como el desarrolio del follaulo en e! cuerpo liteo durante la
ovulacién y el crecimiento de |a placenta después de la prefiez. Folianan & Shing,
1892, ,). Biological Chem., 267(16):10831-34. La vasculogénasis y/o angiogénesis
descontrolada ha sido asociada con enfermedades tales como la diabetes y
también con tumores sdlidos malignos que dependen de la vascularizacién para
crecer. Klagsbum & Soker, 1993, Current Biology, 3(10):689-702; Folkham, 1991,
J, Natl. Cancer Inst., 82:4-8; Weidner, ef al., 1891, New Engl. J. Med., 324:1-5.

El supuesto rol del VEGF en Ia proliferacion de las céiulas endoteliales y
en la migracion durante la angiogénesis y vasculogénesis indican un rol
importants, en este proceso, para el receptor KDR/FLK-1. Las enfermedades
tales como la diabetes mellitus (Folkman, 188, in Xlth Congress of Thrombosis y
Haemostasis (Verstraeta, ef al., eds.), pp. 583-596, Leuven University Press,
Leuven) y la artritis, y también el crecimiento de tumores malignos puede ser el
resultado de una angiogénesis descontrolada. Ver, por ejemplo, Folkman, 1971,
N. Engl. J. Med., 285:1182-1186. Los receptores a los cuales el VEGF se une

20
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espacificamente son un poderoso @ importante blanco terapéutico para la
regulacién y modulacién de la vasculogénesis y/o angiogénesis y para una
variedad de enfermedades severas que involucran crecimiento celular anormal
causado por tales procesos. Plowman, et al., 1984, DN&P, 7(6):334-339. Més
particularmente, los receptores KDR/FLK-1 altamente especificos tiene unrol en
la neovascularizacién haciéndolos un bianco de eleccién para aproximaciones
terapéuticas para el tratamiento del céncer y ofras enfermedades que involucran
la formacion descontrolada de vasos sanguineos.

De esta manera, la presente invencién provee compuestos capaces de
regular y/o modular las sefiales de transduccidn de la tirosinquinasa que incluye
al receptor de transduccion de sefiales KDR/FLK-1 en funcién de inhibir o
promover la angiogénesis y/o vasculogénesis, estos son, compuestos que
inhiben, previenen o interfieren con las sefiales transducidas por KDR/FLK-1
cuando es activado por ligandos tales como VEGF. Aunque se cree que los
compuestos de la presente invencion achian sobre un receptor u otro
componente a lo largo de la ruta de transduccion de seflales tirosinquinasa, elloa
pueden también actuar directamente sobre las células tumorales que resultan de
una angiogénesis descontrolada.

Aunque la nomenciatura de las contrapartes murinas y humanas del
receptor genérico “fik-1" difleren, ellos son, en muchos aspectos, intercambiables.
El receptor murino, Flik-1, y su contraparte humana, KDR, comparte una
homologla de sacuencia del 93.4% entre los dominios intracelulares. Asf mismo,
el FLK-I murino se une al VEGF humano con la misma afinidad que al VEGF de
ratén, y en consecuencia, es activado por el ligando derivado de una u otra
especie. Millauer ef af., 1983, Cell, 72:635-8486; Quinn ef al., 1893, Proc. Natl.
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Acad. Sci. USA, 90:7533-7537. El FLK-1 también estd asociado con y
subsecuentaments substrato RTK humano fosforilado en tirosina (por ejemplo.,
PLC-y o p85) cuando se co-axpresan in céiulas 203 (fibroblastos de rifion
embrionario humano).

Por ende, los modelos que dependen del receptor FLK-1 son
aplicables directamente para comprender al receptor KDR. Por ejemplo, es
aplicable directaments el uso del receptor FLK-1 murino en métodos que
identifican compuestos que regulan |as rutas de transduccidn de sefiales murinas
para la identificacion de compuestos que pueden ser usados para regular las
rutas de transduccion de seflales humanas, asto es, ias que regulan Ia activided
relacionada con el receptor KDR. De esta manera, 108 compuestos quimicos
identificados como inhibidores de KDR/FLK-1 in vifro, pueden ser confirmados en
adecuados modelos in vivo. Ambos modelos animales de ratdn y rata in vivo han
demostrado ser de un excelents valor para el examen del potencial clinico de los
agentes que actian sobre la induccién de la ruta KDR/FLK-1 de transduccion de
sefiales.

De este modo, la presente invencién provee compuestos que regulan,
moduian y/o inhiben la vasculogénesis y/o angiogénesis afectando la actividad
enzimética del receptor KDR/FLK-1 e interfirlendo con las sefiales transducidas
por KDR/FLK-1. Asl, |a pressnte invencién provee un acercamiento terapéutico
para le tratamiento de muchas clases de tumores sélidos que inciuyen, pero no
estdn limitados a, glioblastoma, melanoma y sarcoma de Kaposl, y ovario,
puimoén, mama, préstata, pancreas, colon y carcinoma epidermoide. En adicién,
los datos sugisren que la administraciéon de compuestos que inhiben las rutas de
transduccién de seflales mediadas por KDR/Flk-1 pueden ser también utilizados
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en ol tratamiento de hemangioma, restenocides y retinopatias diabéticas.

Es més, esta invencién ae relaciona con la inhibicién de la vasculogénesia
y angiogénesis de otras rutas mediadas por receptor, que incluyen las rutas que
comprenden al receptor fit.

La transduccién de sefiales mediada por el recaptor tirosinquinasa es
iniciada por una interaccidn extracelular con un factor de crecimiento especifico
(ligando), seguido de la dimerizacién del receptor, estimulacion transitoria de la
actividad intrinseca de la protelna tirosinquinasa y autofosforilacion. Los sitios de
unién estan creados para moléculas de fransduccion de sefiales intracelulares
que conducan a la formacién de complejos con un especiro de moléculas de sefial
intracitoplasméticas que facilitan la respuesta celular apropiada, por ejemplo,
division celular, y efectos metabdlicos del microambients extracelular. Ver,
Schiessinger y Ullrich, 1892, Neuron, 9:1-20.

La cercana homologia de las regiones intracelulares de KDR/FLK-1 con las
del receptor PDGF-p (homologla del 50.3%) y/o con el receptor fit relacionado
Indican la induccién de rutas de transduccion de sefiales superpuestas. Por
e/emplo, s ha demostrado la union de regiones que invoiucran diferenies sitios
de autofosforilacion en el receptor PDGF-p, miembros de la familia de src

(Twamley ef al, 1993, Proc. Nati. Acaed. Sc. USA 90:7696-7700),
fosfatidilinositol-3'-quinasa (Hu ef al, 1982, Mol. Cell. Biol, 12:881-880),

fosfolipasa cy (Kashishian & Cooper, 1993, Mol. Cell. Biol., 4:48-51), proteina que
activa a ras-GTPasa, (Kashishian ef al,, 1982, EMBO ,)., 11:1373-1362), PTP-
ID/syp (Kazlauskas et al., 1993, Proc. Nati. Acad. Sd. USA, 10 90:6939-6943),
Grb2 (Arvidsson ef al., 1894, Mol. Cell, Biol., 14:6715-8726), y las moléculas
adaptadoras Shc y Nck (Nishimura ef al., 1983, Mol, Cell. Biol., 13:6889-8898).
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Ver generalidades, Claesson-Welsh, 1884, Prog. Growth Factor Res., 5:37-54. De
esta manera, es probable que las rutas de transduccion de sefiales activadas por
KDR/FLK-1 incluyan a las rutas de ras (Rozakis ef al., 1992, Nature, 380:680-
682), la Pl-3'-quinasa, las rutas mediadas por src y las rutas mediadas por picy.
Cada una de estas rutas puede jugar un rol critico en el efecto angiogénico y/o
vasculogénico de KDR/FLK-1 en las células endoteliales. Consecuantements,
otro aspecto de la presents invencién se relaciona con el uso de los compuestos
orgénicos descriptos aqul para modular la angiogénesis y vasculogénesis cuando
tales procesos estan controlados por estas rutas.

A la inversa, también estdn implicados y pueden ser tratados o prevenidos
por los métodos de esta invencion los trastomos relacionados con el
encogimiento, contraccion o cemmado de los vasos sanguineos, tal como la
restencsis.

Los trastomos fibréticos referidos a la formacién anormal de matrices
extracelulares. Ejemplos de trastomos fibroticos incuyen cirrosis hepética y
trastoros proliferativos de células mesangiales. La cimosis hepdtica estd
caracterizada por un incremento en los constituyentas de la matriz exdracelular
que resulta en la formacion de una cicafriz hepética. Un incremento en la matriz
exiracelular que resulta en una cicatriz hepética también puede ser causado por
una infeccion viral tal como la hepatitis. Parece que los lipocitos juegan un mayor
rol en la cimosis hepética. Oftros trastomos fibnticos implicados incluyen a la
aterosclerosis.

Los trastomos proliferativos de las células mesangiales se refieren a
trastornos causados por una proliferacién anormal de células mesangiales. Los
trastormos proliferativos mesangiales incluyen a varias enfermedades renales
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humanas tales como glomerulonefritis, nefropatia diabética y nefrosclerosis
maligna, y también trastomos talas como sindrome de microangiopatia trombética,
rechazo del traspiante, y glomerulopatias. Se ha implicado al RTK PDGFR en el
mantenimiento de la proliferacion de ias células mesangiales. Floege et al., 1883,
Kidney international 43:47S-54S.

Muchos de los céinceres son trastomos de la proliferacién celular, tal como
86 mostrd anteriormente, las PKs han sido asociadas con trastomos proliferativos
de las células. Por esto, no sorprende que las PKs tales como, por ejemplo, los
miembros de la familia RTK hayan sido asociados al desamrollo del cédncer.
Algunos de estos receptores, simil EGFR (Tuxzi et al., 1891, Br. ). Cancer 83:227-
233, Taorp et al., 1992, APMIS 100:713-718) HER2/neu (Slamon et al., 1989,
Science 244:707-712) y PDGF-R (Kumabe ef al., 1992, Oncogene, 7:627-833)
estin sobre expresados en muchos tumores y/o persistentemente activados por
un circuito autécrino. En realidad, ha sido demostrada esta sobre expresion de
los receptores en la mayorfa de los cdnceres comunes y severos (Akbasak y
Suner-Akbasak ef a/., 1992, J. Neurol. Sd., 111:119-133, Dickson ef al., 1992,
Cancer Treatment Res. 61:248-273, Korc ef al, 1992, J. Clin. [nvest. 80:1352-
1380) y en los circuitos autdcrinos (Lee y Donoghue, 18682, J. Cell. Biol.,
118:1057-1070, Korc ef &l., supra, Akbasak y Suner-Akbasak ef al., supra). Por
ejemplo, el EGFR se lo ha asociado con carcinoma de células escamosas,
asbrocitoma, glioblastoma, cancer de cabeza y cuallo, caAncer de pulmén y céncer
de vejiga. El HER2 ha sido asociado con cdncer de mama, ovario, gastrico,
puimén, pancreas y vejiga. El PDGFR ha sido asociado al glioblastoma y
melanoma, y también al céncer de puimén, ovario y prdstata. El RTK c-met ha
sido también asociado con la formacion de tumoras malignos. Por ejemplo, el c-
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met ha gido asociado con, entre otros cénceres, carcinomas colorectales, tiroides,
pancreatico, gdstrico y hepatocelular y linfomas. Adicionalmente el c-met se lo ha
ligado a laleucemia. También se ha detaectado sobre axpresion del gan c-meten
pacientes con ia enfermedad de Hodgkins y la enfermedad de Burkitts.

Ademds, al IGF-IR se lo ha implicado en el soporte nutricional y en la
diabetes de tipo-il, también ha sido asociado con varios tipos de cénceres. Por
ejemplo, al IGF-| se lo ha implicado como un estimulador del crecimiento
autéerino para ciertos tipos de tumores, por ejemplo, células de carcinoma de
céncer de mama humano (Arteaga ef al., 1989, J. Clin. Invest 84:1418-1423) y
tumores de puimén de células pequefias (Macauley ef al., 1980, Cancer Res.,
50:2511-2517). Ademds, el IGF-l, esta Integramente involucrado en la
diferenciacién y crecimiento normal del sistema nervioso, también parece ser un
estimulador autdcrino de los giiomas humanos. Sandberg-Nordqvist ef al., 1993,
Cancer Res. 53:2475-2478. La Importancia de IGF-IR y sus ligandos en Ia
proliferacién celular estd ademas sostenida por el hecho que muchos tipos
celulares en cultivo (fibroblastos, células epiteliales, células del misculo liso,
linfocitos T, células mieloides, condrocitos y ostecblastos (las células troncales de
la médula 4sea)) son estimuladas a crecer por IGF-I. Goldring y Goldring, 1991,
Eukaryotic Gene Expreasion. 1:301-326. Baserga y Coppola sugieren que el IGF-
IR cumple un rol central en el mecanismos de transformacién y, como tal, podria
ser un blanco preferencial para intervenciones terapéuticas para un amplio
espectro de malignidades humanas. Baserga, 1985, Cancer Res., 55:249-252,
Baserga, 1984, Cell 79:927-930, Coppola ef al., 1984, Mol. Cell. Biol., 14:4588-
4585,

Alos STKs se ios ha implicado en muchos tipos de canceres que incluyen,
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notabiamente, cancer de mama (Cance, ef a/_, Int. J, Cancer, 54.571-77 (1993)).

La asociacién entre la actividad anormal de PK y la enfermedad no se
restringe al cancer. Por ejamplo, los RTKa han sido asociados con enfermedades
tales como psoriasis, diabetes mellitus, endometriosis, angiogénesis, desarmrollo
de placas ateromatosas, enfermedad de Alzheimer, restencsis, enfermedad de
von Hippel-Lindau, hiperproliferacion  epidérmica, enfermmedades
neurodegenerativas, degeneracion macular relacionada a la edad y
hemangiomas. Por ejemplo, al EGFR se o ha indicado en |a cicatrizacion de
heridas dérmicas y de la comea. Se indicaron defectos en insulina-Ry IGF-1R en
diabetes mellitus tipo-l. Una comelacidn més completa entre RTKs especificos y
sus indicaciones terapéuticas estén divuigados en Plowman ef a/., 1994, DN&P
7:334-339.

Como se mosird praviamente, no solamente los RTKs sino también los
CTKs que Indluyen, pero no estén limitados a, src, abl, fps, yes, fyn, lyn, ick, bik,
hck, fgr y yrk (revisién de Bolen ef al., 1992, FASEB .., 6:3403-3408) estdn
involucrados en las rutas de transduccidn de sefiales metabdlicas y proliferativas,
y tal como se podria esperar, y como se ha demostrado, estan involucrados en
muchos trastornos mediados por PTK a los cuales la presents invendcién estd
dirigida. Por ejempio, se ha demosirado que el src mutado (v-src) es una
oncoproteina (pp60"*™) en el pollo. Mds aun, su homélogo celular, el proto-
oncogen pp60™™" trasmite sefiales oncogénicas de muchos receptores. La sobre
oxpresion de EGFR o HER2/neu en los tumores conduce a la activacion
constitutiva de pp80°™", que es caracteristica de las células malignas pero que
estd ausente en las células normales. Por otra parte, los ratones deficientes en [a
expresidn de c-src muestran un fenotipo osteopetrético, indicande una

R
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participacion clave del c-src en la funcion osteocldstica y una posible participacion
en los trastomos relacionados.

De manera similar, al Zap70 se lo ha implicado en la seflalizacion de las
células T que puede relacionarse a los trastomos autoinmunes.

Se ha asociado a los STKs con trastornos inflamatorios, enfermedad
autoinmune, inmunorespuestas, y trastomos de hiperproliferacion tales como
restenoais, fibrosis, paoriasis, osteoartsitis y artritis reumatoidea.

También los PKs han sido implicados en impiantes embrionarios. De este
modo, los compuestos de esta invencién puaden proveer un método efectivo para
prevenir tales implantes embrionarios y de alll ser utiles como agentes de control
de la natalidad. Ademds, los trastomos que pueden ser tratados o prevenidos
utilizando los compuestos de esta invencién son los trastomos inmunoclogicos
tales como enfermedades autoinmunes, AlIDS y frastornos cardiovasulares tales
como ateroscierosis.

Finalmente, se sospecha actualmente que ambos, los RTKs y los CTKs,
estin involucrados en los trastomos hiperinmunes.

Se muestra en Ia Tabla 2 de més abajo ejemplos del efecto de una
cantidad de compuestos de esta invencion sobre varios PTKs. Los compuestos y
los datos presentados no han sido elaborados como limitantes del alcance de
osta invencion en cualquiera de las maneras que estos sean.

L Administracién y composicién farmacéutica

Se puede administrar un compuesto de la presente invencion o una sal
aceptable para uso farmacéutico del mismo como taf a un paciente humano o se
lo puede administrar en composiciones farmacéduticas en las que los materiaies
precedentss estin mezclados con vehiculos 0 excipientes adecuados. Las
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técnicas para la formulacién y administracion de drogas se pueden encontrar en
"Remington’s Phamacological Sciences” {(Ciencias Farmacol6égicas de
Remington), Mack Publising Co., Easton, PA, ultima edicion.

Segun se los utiliza en el presents, los términos "administrar” o
*administracion” se refieren a la administracion de un compuesto de la Férmula (1)
0 una sal aceptable para uso farmacéutico del mismo o de una composicion
farmacéutica que contenga un compuesto de la Férmula (1) o una sal aceptable
para uso farmacéutico del mismo a un organismo con el objeto de prevenir o tratar
un desorden relacionado con PK.

Las vias de administracion adecuadas puede incluir, sin limitacion, la
administracion oral, rectal, transmucosa o intastinal o inyeccion intramuscular,
subcuténea, intramedular, intratecal, intraventricular directa, intravenosa,
intravitrea, intraperitoneal, intranasal o. Las vias de adminisiracion preferidas son
la oral y la parenteral.

Altermativaments, se puede administrar el compuesto de manera local en
vaz de sistdmica, por ejemplo, mediante la inyeccién del compuesto directamente
en un tumor sélido, a menudo en una formulacién de depésito o de liberacién
lenta.

Ademés, se puede adminjstrar la droga en un sistema de administracion de
droga con objetivo, por ejemplo, en un liposoma revestido con un anticuerpo
especifico para el tumor. Los liposomas tendrén como objetivo el tumor y serdn
tomados por éste en forma selectiva.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invancién se pueden
fabricar utilizando procesos bien conocidos en la técnica, por medio del procesos
de mezclado, disolucién, granulacion, elaboracion de grageas, pulverizacién,
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emulsionado, encapsulado, entrampado o liofilizacién convencionales.

Las composiciones farmacéuticas para usar de acuerdo con la presente
invencién se pueden formular de manera convencional utilizando uno © més
vehiculos fisicldgicamente aceptables que comprenden sxcipientes y auxiliares
que faciiitan el procesamiento de los compuesios activos en preparacionas que s
pueden emplear farmacéuticamente. La formulacién apropiada depende de la via
de administracion elegida.

Para la via inyectable, ios compuestos de la presente invencién se pueden
formular en soluciones acuosas, preferiblemente en soluciones tampén
compatibles fisiolégicamente tales como la solucion de Hanks, [a solucién de
Ringer, o una solucion tampén salina fisioldgica. Para la administracion
fransmucosa, en la formulacién se emplean sustancias penetrantes apropiadas
para |la barrera a traspasar. Esias sustancias penetrantes son generaimente
conocidas en la técnica.

Para la administracion oral, los compuestos se pueden formular
combinando los compuestos activos con vehiculos farmacéuticamente aceptables
bien conocidos en la técnica. Estos vehiculos permiten que los compuestos de la
invencién se puedan formular en formar de tabletas, plidoras, pastillas, grageas,
capsuias, liquidos, geles, Jarabes, pasta aguada, suspensiones y similares, para
la ingestién oral por parte del pacients. Las preparaciones farmacéuticas para uso
oral se pueden hacer empleando un excipiente sélido, optativaments moliendo la
mezcia resultante y procesando la mezcia de grdnulos, después de agregarotros
awdliares adecuados, si se desea, para obtener nicleos de tabletas o grageas.
Los excipientes (tiles, en particular, son los reflenos tales como azicares,
incluyendo lactosa, sacarosa, manitol o sorbitol, preparaciones de celulosa, tales
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como, por ejemplo, aimidon de maiz, aimidén de frigo, almidén de arroz y almidon
de papa y ofros materiales tales como gelatina, goma fragacanto, metil celulosa,
hidroxipropiimetil celulosa, carboximetil celuiosa sddica y/o polivinil pirrolidona
(PVP). Si se desea, se pueden afiadir agentes desintegrantss, tales como polivinil
pirrolidona de enlace cruzado, agar o 4cido aiginico. También se puede usar una
sal como alginato de sodio.

Los micleos de grageas de proveen con revestimientos adecuados. Para
este fin, de pueden emplear soluciones de aziicar concentradas que contengan,
optativamente, goma arébiga, talco, polivinil pimolidona, gel carbopol,
polietilenglicol y/o diGxido de fitanlo, soluciones de laca y solventes organicos o
mezcias de solventes orgénicos adecuados. Se pueden agregar colorantes o
pigmentos a los revestimientos de tabletas o grageas para su identificacién o para
caracterizar combinaciones diferentes de dosis del compuesto activo.

Las composiciones farmacéuticas que se pueden usar por via oral incluyen
cdpsulas de cierme a presion hechas de gelatina asl como cdpsulas blandas,
solladas hechas de gelatina y un plastificante como, por ejemplo, glicerol o
sorbitol. Las cdpsulas pueden contener los ingredientes activos mezciados con un
relleno como, por ejemplo, lactosa, un aglutinante como, por ejemplo, almidén y/o
un lubricante como, por ejemplo, talco o estearato de magnesio y, optativamente,
ostabilizadores. En las capsuias blandas, los compuestos activos pueden estar
disueitos o suspendidos en liquidos adecuados como, por ejempio, aceites
grasos, parafina liquida o polietilenglicoles liquidos. En estas formulaciones
también se pueden agregar estabilizadores.

Las composiciones farmacéuticas que también se pueden usar incluyen
capsulas de gelatina rigida. Como ejemplo no limitante, la cépsula del compuesto
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activo para via oral que contiene la formulacién del producto droga puede
presentarse en potencias de dosis de 50 y 200 mg (codigos de formulacién J-
011248-AA-00 y J-011248-AA-01, respectivaments). Estas dos potencias de dosis

80 hacen con los mismos gréanulos llsnado con ellos cdpsulas de gelatina rigida

de diferentes tamafios, tamafio 3 para ias cApsulas de 50 mg y tamafio O para las

cépsulas de 200 mg. La composicién de la formulacién puede ser, por ejemplo, la

que se indica en la Tabla 3.

A. TABLA3

Nombre / grado Concentracion Cantidad Cantidad
del ingrediente en granulacion (% en | en capsula en cépsula de

peso) de 50200 mg (mg)
mg (mg)

Cadigo de J011248-AA J- J
formulacién 011248AA-00 |011248-AA-01

Compuesto 65,0 50,0 200,0
activo NF

Manitol NF 23,5 18,1 72,4

Croscarmelosa 6,0 468 18,4
de sodio NF

Povidona K 30 5,0 30 15,2
NF

Estearato de 05 0,38 1.52
magnesio NF

Cdpsula, Tamalfio Tamafio
amaritio sueco NF 3 0
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Las cdpsulas se pueden envasar en frascos de vidrio o plastico mamén
para proteger al compuesto aclivo de la luz. Los envases que contengan la
formulacién de la cépsula del compuesto activo se deben almacenar a
temperatura ambients controlada (15 - 30° C).

Para la administracion por inhalacién, los compuestos para usar de
acuerdo con la presente invencién se administran bien en forma de aerosol, rocio
utilizando un envase presurizado o un nebulizador y un propulsor adecuado, por
ejemplo, sin limitacién, didorodifiucrometano, friclorofiucrometano,
diclorotetrafluorostano o diéxido de carbono. En el caso de un aerosol
presurizado, ia unidad de dosificacién se puede controlar proveyendo una vélvula
para que libere una cantidad medida. Las cépsulas y los cartuchos de gelatina,
por ejernplo, para usar en un inhalador o insuflador se pueden formular de modo
que contengan una mezcla en polvo del compuesto y una base de poivo
adecuada, como lactosa o aimidén.

Los compuestos también se pueden formular para su administracién por
via parenteral, por ejemplo, por inyeccién de bolo ¢.¢4.¢,¢ 0 infusién continua. Las
formulaciones para inyaccién se pueden presentar en forma de dosis unitaria, por
ejemplo, en ampollas 0 en envases con varias dosis, con el agregado de un
conservante. Las composiciones pueden tomar formas tales como suspensiones,
solucionas 0 emuilsiones en vehiculos aceitosos o acuosas, y pueden contener
materiales para formulaciones tales como agentes suspensores, estabilizadores
y/o dispersantes.

Las composiciones farmacéuticas para administracion parentseral incluyen
soluciones acucsas de una forma soluble en agua como, por ejemplo, sin
limitaciébn, una sal del compuesto activo. Ademés, se pueden preparar
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suspensiones de los compuestos activos en un vehiculo lipdfilo. Los vehliculos
liptfilos adecuados incluyen a os aceites grasos tales como el aceite de sésamo,
los ésteres de acido graso sintético tales como etil oleato y ftriglicéridos,o
materiales tales como liposomas. Las suspensiones para inysccién acuosa
pueden contener sustancias que incrementen la viscosidad de la suspension,
como la carboximetil celulosa sbdica, el sorbitol o el dexirano. Optativamente, la
suspension también puede contener astabilizadores adecuados y/o agentes que
aumentan la solubilidad de los compuestos para permitir la preparacién de
soluciones de alta concentracion.

Altemativamente, el ingredients activo también puede estar en forma de
polvo para su constitucion con un vehiculo adecuado, por ejemplo, a agua estéril
libre de pribgenos, antes del uso.

Los compuestos también se pueden formular en composiciones para uso
rectal, tales como supositorios o enemas retentivas, utilizando, por ejemplo, bases
para supositorios convencionales como manteca de cacao u otros glicéridos.

Ademés.de las formulaciones descriptas anteriormente, los compuastos
también se pueden formular en preparaciones de depdsito. Estas formulaciones
de accién prolongada se pueden administrar por implantacion (por ejemplo, en
forma subcuténea o intramuscular) o por inyeccién intramuscular. Un compuesto
de esta invencion se puede formular para esta via de administracidon con
materiales poliméricos o hidrofébicos adecuados (por ejemplo, en una emulsion
con un aceite farmacéuticamente aceptable), con resinas de intercambio i6nico, o
como un derivado escasamente soluble como, por ejemplo, sin limitacién, sal
escasamente soluble.

Un ejemplo no limitante de un vehiculo farmacéutico para los compuestos
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hidrofbicos de la invencién es un sistema cosolvente que comprende alcohol
benzllico, un agente tensioactivo no polar, un polimero organico mezciable en
agua y una fase acuosa como, por ejemplo, el sistema cosolvente VPD. El VPD
congisten en una solucién de 3 % en peso por volumen de alcohol benzllico, 8 %
en peso por volumen de agents tensioactivo no polar Polisorbato 80, y 65 & en
peso pro volumen de polietilenglicol 300, completada hasta el volumen en etanol
absoluto. El sistema cosolvente VPD (VPD : D5W) conslste de VPD diluido 1:1
con una solucién de 5% de dexirosa en agua. Este sistema cosolvente disuelve
bien loa compuestos hidrofobicos, y el mismo produce baja toxicidad luego de la
administracién sistémica. Naturalments, las proporciones de este sistema

. cosolvente se pueden variar considerablemente sin desiruir sus caracteristicas de

solubllidad toxicidad. Ademés, se puede variar la identidad de los componentas
del cosolvente: por ejemplo, se pusden usar otros agentes tensioactivos no
polares de baja toxicidad en lugar del Polisorbato 80, se puede variar el tamafio
de la fraccién de polietilenglicol, otros polimeros biocompatibles pueden
reemplazar al polietilenglicol, por ejemplo, la polivinil pirrolidona, y otros azlicares
o polisacaridos ) sustitulr a la dextrosa.

pueden emplear otros sistemas de suminisiro para los

uticos hidrofobicos. Los liposomas y las emulsiones son

compuestos
ejemplos bien conocidos de vehiculos de suministro de drogas hidrofobicas.
Ademds, se pueden utilizar ciertos solventes orgénicos como el dimetilsulféxido,
aungue a menudo a costa de una mayor toxcdad.

Ademds, l08 compuestos se pueden suministrar utilizando un sistema de
liberacion sostenida, como matrices semipermeables de polimeros hidrofbicos
sdlidos que contengan el agents terapéutico. Se han establecido diversos
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materiales de liberacion sostenida, los que son bien conacidos para los expertos
en la técnica. Seguin su naturaleza quimica, las cApsulas de liberacion sostenida
pueden liberar los compuestos desde durants unas pocas semanas hasta durante
més de 100 dias. Segin la naturaleza quimica y ia estabilidad biolégica del
reactivo terapéutico, se pueden emplear otras estrategias adicionales para la
estabilizacién de proteinas.

Las composiciones farmacéuticas de la presente también pueden
comprender vehiculos o excipientes de fase sdlida o gel adecuados. Son
ejemplos no limitativos de tales vehiculos o excipientes el carbonato de calcio, el
fosfato de calcio, diversos azucares, aimidones, derivados de celulosa, gelatina y
polimeros tales como los polietilenglicoles.

Muchos de los compuesios moduladores de la PK de la invencion se
pueden proporcionar en forma de sales fisiolégicamente aceptables donde el
compuesto reivindicado puede formar {a especie con carga negativa o positiva.
Son ejemplos no limitativos de sales en las que el compuesto forma la porcién con
carga positiva el amonio cuatemnario (definido en otra parte de la presente), sales
tales como clorhidrato, sulfato, carbonato, lactato, tarirato, malato, maleato,
succinato, donde el atomo de nitrégeno del grupo amonio cuatemnario es un
nitrégeno del compuesto seleccionado de esta invencion que ha reaccionado con
el 4cldo apropiado. Las sales en las que un compuesto de esta invencién forma la
especie con carga negativa incluyen, sin limitacion, las sales de sodio, potasio,
calcio y magnesio formadas por la reacciéon de un grupo éacido carboxdlico en el
compuesto con una base apropiada (por ejemplo, hidroxido de sodio (NaOH),
hidréxido de potasio (KOH), hidréxido de calcio (CA(OH}),), efc.).

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para usar en la presente
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invencién incluyen composiciones donde el contenido de ingredientes activos
representa una cantidad suficiente para lograr el objetivo propusesto, por ejempio,
la modulacién de la actividad de la PK o el tratamiento o la prevencién de un
desorden relacionado con la PK.

Mas especificaments, una cantidad terapéuticamente efectiva significa una
cantidad del compuesto efectiva para prevenir, aliviar o mejorar sintomas de
enfermedad o prolongar la supervivencia del sujeto bajo tratamiento.

La determinacién de una cantidad terapéuticamente efectiva se encuentra
dentro de los conocimientos de los expertos en la thcnica, especiatments a la luz
de la divuigacion detallada que se brinda en la presents.

Para cualquier compuesto ulilizado en los métodos de la invencidn, la
cantidad o dosis terapéuticamente efectiva e puede estimar iniciaimente a partir
de los ensayos de cultivos de células. Luego, se puade formular la dosificacién
para usar en modelos animales de manera de lograr un rango de concentracion
circulante que incluye la ICs detarminada en el cultivo de células (es declr, la
concentracion del compuesto de prueba que logra una inhibicién media médxima
de la actividad de la PK). Luego esta informacidn se puede utilizar para
determinar con mayor precision las dosis (tiles para seres humanos.

La toxicidad y la eficacia terapéutica de ios compuestos descriptos en la
presente se pueden determinar mediants procedimientos farmacéuticos estandar
en cultivos de células o animales experimentales, por eajemplo, determinando la
ICs ¥ la LDwy (ambas fueron comentadas anteriormente en la presente) respecto
de un compuesto sujeto. Los datos obtenidos a partir de estos ensayos de cultivos
de células y estudios sobre animales se pueden usar para formular un rango de
dosificacion para uso en seres humanos. La dosificacién puede variar
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dependiendo de la forma de dosificacion empleada y la via de administracion
utilizada. ia formulacién, via de administracion y dosificacion exactas las puede
elegir cada médico individuaimente teniendo en cuenta el estado del paciente
(Ver, por ejemplo, Fingl y col., 1875, en “The Pharmacological Basis of
Therapeutics™ (La base farmacolégica de la terapeéutica), capitulo 1, pagina 1).

La cantidad y el intervalo de dosificacion se pueden gjustar individuaimente
para proporcionar niveles an plasma de la especie activa que sean suficientes
para mantener [os efactos moduladores de la quinasa. Estos niveles en plasma se
denominan concentraciones efectivas minimas (MEC). La MEC varlara respecio
de cada compuesto pero se la puede estimar a partir de los datos in wiro, por
ajemplo ia concentracion necesaria para lograr un 50 - 80 % de inhibicion de una
quinasa se puede determinar utilizando los ensayos descriptos en la presents.
Las dosificaciones necesarias para lograr la MEC dependerd de las
caracteristicas individuales y ia via de administracién. Se puedsn usar ensayos
HPLC o bioensayos para determinar las concentraciones en plasma.

Los intervalos de dosificacién también se pueden determinar utilizando el
valor de la MEC. Los compuestos se deben adminisirar usando un régimen que
mantenga los niveles en plasma por encima de la MEC durante el 10 - 90 % del
tiempo, preferiblemente entre & 30 - 80 % del tiampo y, mé&s preferiblemente,
entre el 50 y el 90 % del Hempo.

En la actualidad, las cantidades terapéuticaments efectivas de los
compuesto de la Férmula (1) pueden oscilan enire aproximadamente 25 mg/m?y
1500 mg/m? por dia; preferiblements, aproximadaments 3 mg/m*/dia. AGn mas
preferiblemente, 50 mg/gm qd hasta 400 mg/qd.

En casos de administracion local o absorcion selectiva, la concentracion
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local efectiva de la droga puede no estar relacionada con la concentracidn en
plasma y se pueden emplear otros procedimientos conocidos en |a técnica para
determinar la cantidad e intervalo de doasificacion correctos.

La cantidad de una composicién administrada dependera, por supuesto,
del sujeto bajo tratamiento, la gravedad de su afeccion, la forma de
administracion, el criterio del médico que la prescriba, etc.

Si se desea, las composiciones se pueden presentar en un paqguets o
dispositivo expendedor, tal como un kit aprobado por la FDA, que puede contener
una o mas formas de dosificacion unitaria que contengan el ingrediente activo. El
paquete puede comprender, por ejemplo, papel metilico o plastico, como un
envase tipo “blister”. El paquete o dispositivo expendedor puede venir
acompafiado por instrucciones para la administracién. El paquete o expendedor
también puede venir acompafiado de una advertencia relacionada con el envase
en una forma prescripta por una agencia gubemamental que regule la fabricacién
el uso o venta de productos farmacéuticos, advertencia ésta que refiejara la
aprobacion por parte de esa agencia de la forma de las composiciones o la
administracion a seres humanos o uso veterinario. Esta advertencia, por ejemplo,
puede ser el etiquetado aprobado por la Food and Drug Administration de los
Estados Unidos para las drogas de venta con receta o la insercién de una
leyenda de producto aprobado. También se pueden preparar composiciones que
comprenden un compuesto de la invencion formuladas en un wehiculo
farmacéutico compatible, colocadas en un envase apropiado, y rotuladas para el
tratamiento de un estado indicado. Los estados adecuados indicados en la
etiqueta pueden incluir el tratamiento de un tumor, la inhibicién de la
angiogenesis, el tratamiento de fibrosis, diabetes y similares.
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También es un aspecto de la invencién que un compuesto descripto en la
presents, o su sal o prodroga, 88 podria combinar con otrog agentes
quimioterapéuticos para el tratamiento de las enfermedades y desérdenes
comentados mas amriba. Por ejemplo, se podria combinar un compuesto, sal o
prodroga de esta invencién con agentses aiquilantes tales como el fluorouracil (5-
FU) solo 0 combinado con luecovoring; u otros agentes alquilantes tales como, sin
limitacion, ofros andlogos de pirimidina, como el UFT, la capecitabina, la
gemcitabina y la citarabina, los alquil-sulfonatos, por ejemplo, el busulfano
(utilizado en el tratamiento de la leucemia granulocitica cronica) el improsulfano y
el piposulfano; las aziridinas, por ejemplo, la benzodepa, la carbocuona, la
meturedepa y la uredepa; efileniminas y metiimelaminas, por ejemplo, la
altretamina, la trietilenmelamina, |a trietiienfosforamida, |a trietflenticfosforamida y
la trimetiloimelamina; y las mostazas de nitrégeno, por ejemplo, el dorambudil
(usado en el tratamiento de la leucemia linfocitica cronica, la macroglobulinemia
primaria y el linfoma no Hodgkin), la ciclofosfamida (empleada en el tratamiento
de la enfermedad de Hodgkin, el mieloma miltiple, el neuroblastoma, el cancer de
mama, el cincer ovidrico, el céncer de pulmén, el tumor de Wilm y el
rabdomiosarcoma), la estramustina, la isosfamida, la novembriquina, la
prednimustina y la mostaza de uracilo (utiizada en el tratamiento de la
trombocitosis primaria, el linfoma no de Hodgkin, la enfermedad de Hodgkin y el
céncer ovdrico); y las friazinas, por ejemplo, la dacarbazina (usada en el
tratamiento del sarcoma de los tejidos blandos).

Se puede uear un compuesto, sal o prodroga de esta invencién en
combinacion con otros agentes quimioterapéuticos antimetaboliticos tales como,
8in limitacion, los andlogos del dcldo folico, por ejemplo, el metotrexato (usado en
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el tratamiento de la leucemia linfocitica aguda, el coriocarcinoma, la micosis
fungioides, el cdncer de mama, el cadncer de cabeza y cuello y el sarcoma
osteogénico) y la pleropterina; y los anélogos de purina tales como la
mercaptopurina y la tioguanina que encuentran uso en el tratamiento de las
leucemias granulocitica aguda, linfocitica aguda y granulocitica crénica.

Se contempia que un compuesto, sal 0 prodroga de esta Invencién también
88 puede usar en combinacién con productos quimioterapéuticos basados en
productos naturaies tales como, sin limitacién, los alcaloides de vinca, por
ejemplo, la vinblastina (usada en el tratamiento del céncer de mama y de
testicuios), l1a vincristina y la vindesina; las epipodofilotoxinas, por ejemplo, la
etoposida y la teniposida, siendo las dos (tiles en el tratamiento del céncer de
testiculos y el sarcoma de Kaposi; los agentas quimioterapéuticos antibiéticos, por
aejemplo, la daunorubicina, la doxirubicina, la epirubucina, la mitomicina (usada
para tratar el cdncer de estdmago, del cuello del (tero, de colon, de mama, de
vejiga y de pdncreas), la dactinomicina, la temozolomida, la plicamicina, la
bleomicina (usada en &l tratamiento del cancer de piel, esdfago y del tracto
genitourinario); y loe agentes quimioterapéuticos enziméticos tales como la L-
asparaginasa.

Ademés de io antedicho, un compuesto, sal o prodroga de esta invencion
también se podria usar an combinacidon con los complejos de coordinaciéon de
platino (cisplatino, eic.); ureas sustituidas tales como hidroxiurea; derivados de
metilhidrazina, por ejemplo, procarbazina; supresores adrenocorticales, por
ejemplo, mitotano, aminogiutetimida, y hormonas y antagonistas hormonales tales
como los adrenocorticoesterioides (por ejemplo, prednisona), progestinas (por
ejemplo, caproatc de hidroxiprogesterona); estrégenos (por ejlempio,
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propionato de testosterona; e inhibidores de la aromatasa tales como el
anastrozol.

Por ditimo, también se contempla que la combinacion de un compuesto de
esta invencién sera efectiva en combinacién con mitoxantrona o paditael pama el
tratamiento de cdnceres tumorales sélidos o0 leucemias tales como, sin limitacion,
ia leucemia mielogenosa aguda {no linfocitica).

PROCEDIMIENTOS GENERALES DE SINTESIS

Se puede emplear la siguiente metodologia general de sintesis para
preparar los compuestos de la presents invencion:

El 2-oxindol apropiadamente sustituido (1 equiv.), el aldehido
apropiadamente susfituido (1.2 equiv.) y una base (0.1 equiv.) se mezcian en un
solvente (1-2 mi/mmol 2-oxindol) y la mezcla luego se calienta durante entre
aproximadamente 2 y aproximadamente 12 horas. Después de enfriar, el
precipitado que se forma se filtra, se lava con etanol o éter frio y se seca al vacio
para der el producto sélido. Si no se forma un precipitado, la mezcla de reaccién
88 concentra y el residuo se fritura con diclorometanc/éter, el sdlido resultants se
recolecia por filtracién y luego se seca. El producto opclonaiments se puede
seguir purificando por cromatografia.

La base puede ser una base orgénica o inorgénica. Si se utiliza una base
orgdnica, preferantements es una base nitrogenada. Entre los ejemplos de
bases orgdnicas nitrogenadas se incluyen, sin limitacién, diisopropilamina,
frimetilamina, trietilamina, anilina, piridina, 1,8-diazabiciclof5.4.1]undec-7-eno,
pirrolidina y piperidina.

Entre los ejemplos de bases inorgdnicas se pueden mencionar, por
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ejemplo, amoniaco, hidroxidos de metal alcalino o alcalino-témeo, fosfatos,
carbonatos , bisulfatos y amidas. Los amtiales alcalinos incluyen, litio, sodio y
potasio mientras que las tierras alcalinas incluyen calcio, magnesio y bario.

En una realizaciéon actuaimente preferida de esta invencién, cuando el
solverte es un solvente protico, tal como agua o alcohol, la base es una base
inorgdnica de metal alcalino oalcalino témeo , preferentsmente, un hidréxido de
metal alcalino o alcalino-térreoc.

Seré evidente para los conocedores de la materia, en basge a los principios
generales de las sintesos orgdnica conocidos asl como en base a la presents
descripcion, cudl base serfa la méds apropiada para la reaccion que se conemple.

El solvents en el cual e realiza la reaccién puede ser un solvente prético o
aprodtico, preferentements it es un solvente prético. Un "solvents prético” es un
solvente que tiene un o mds dtomo(s) de hidrégeno &tomo(s) unido en forma
covalente a dtomos de oxigeno o nitrbgeno que hace que los atomos de
hidrégeno sean apreciablements 4cidos y por lo tanto capaces de ser
"compartidos” con un soluto a través de una unién de hidrégeno . Entre los
ejemplos de solventes préticos se incluyen, sin limitacién, agua y alcoholes.

Un "solvente aprético™ puede ser polar o non-polar pero, en cualquiera de
los casos, no contiens hidrégenos dcidos y por lo tanto no es capaz de unirse a
fravés de hidrégeno con los solutos. Algunos sjemplos no limitativos de solventes
apréticos no polares son pentano, hexano, benceno, tolueno, cloruro de metileno
y tetracloruro de carbono. Ejempios de solventes polares aprdticos son
cloroformo, tetrahidro- furano, dimetilsulféxido y dimetilformamida.

En una realizacién actualments preferida de esta invencion, el solvente es
un solvente protico, preferentemente agua o un aicohot tal como etanol.
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La reaccién se conduce a temperaturas superiores que la temperatura
ambients. La temperatura generaimente es entre aproximadamente 30°Cy
aproximadamente 150° C, preferentemente entre aproximadamente 80°C y
aproximadamente 100° C, mds preferentemente entre aproximadamente 75°Cy
aproximadamente 85° C, que es aproximadamente el punto de ebullicién del
etanol. Por "aproximadaments” se entiende que el rango de temperatura es
preferantements dentro de los 10 grados Celcius de la temperatura indicada, més
preferentemente dentro de los 5 grados Celcius de la temperatura indicada y ,
maés preferentemente, dentro de los 2 grados Celcius de la temperatura indicada.
Por lo tanto, por sjemplo, por "aproximadamente 75° C" se Indica 75° C £ 10° C,
preferentemente 75° C + 5° C y més preferentemente, 75°C £ 2°C.

Los 2-Oxindoles y aldehidos se pueden sintetizar répidamente usando
técnicas bien conocidas en las artes quimicas. Los conocedores de la
materia apreclarin que se pueden utlilzar otras vias de sintesis para formar
los compuestos de la Invencion y que los sigulentes de ofrecen en forma de
ejempios no limitativos.

EJEMPLOS

Las siguientes preparaciones y ejempios se presentan para posibilitar la
comprension y puesta en pniclica de ia presente invencion por los expertos en la
material No deben ser considerados como una limitacién de su alcance, sino
meramente como ilustrativos y representativos de la misma..

Ejempios de Sintasls
Método A: Formilacién de pirroles

Se agrega por goteo POCIs (1.1 equiv.) a dimetilformamida (3 equiv.)a-10°
C seguido por el afladido del pirrol adecuado disuelto en dimetilformamida. Luego
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de agitar durants dos horas, ia mezcla de reaccién se diluye con H;O y se basifica
a pH 11 con 10 N KOH. El precipitado formado se recolecté por filtracién, se lavd
con H,0 y se secd en un homo de vacio para dar el aldehido deseado.
Método B: Saponificacién de ésteres de écido pirrolicarboxilico

Una mezcla de un éster de &cido pirrolcarboxilico dcido y KOH (2 - 4
equiv.) en EtOH se somete a reflujo hasta que se indica la finalizacion de la
reaccién por cromatografia en capa delgada (TLC). La mezcla de reaccién
enfriada se acidificd a pH 3 con HCI 1 N. El precipitado formado se recolect por
filtracion, se lavd con HO y se secd en un homo de vacio para dar el écido
pirroicarboxiiico deseado.
Método C: Amidacién

A una solucion afitada de un dcido pimolcarboxlico disuelto en
dimetiformamida(0.3M) se agrega 1-etll-3-(3-dimetilamino- propil)carbodiimida
(1.2 equiv.), 1-hidroxibenzotriazol (1.2 equiv.), y trietilamina (2 equiv.). Se agrega
la amina apropiada (1 equiv.) y la reaccion se agita hasta que se indica su
finalizacion por TLC. Luego se agraega acetato de etilo a [a mezcla de reaccion y
ia solucidén se lava con NaHCO, saturado y salmuera (con sal exira), se secd
sobre MgSQ, anhidro y se concenird para dar la amida deseada.
Método D: Condensacién de aildehidos y oxindoles que contienen
sustituyantes de &cido carboxilico

Una mezcia del oxindol (1 equivaients), 1 equivalents del aldehidoy 1 —3
equivalentes de piperidina (o pirrolidina) en stanol (0.4 M) se agitan a 80-100°C
hasta que se Indica |a finalizacion de la reaccion por TLC. La mezcla luego se
concentrd y el residuo se acidificé con 2N HCI. El precipitade que se forma se
lava con H:O y EtOH y iuego 8e seca en un hormo de vacio para dar el producto.
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Método E: Condensacion de aldehidos y oxindoles que no contienen
sustituyentes de dcido carboxlilico

Una mezcla del oxindol (1 equivalents), 1 equivalente del aldehidoy 1—-3
equivalentes de piperidina (o pirrolidina) en etanol (0.4 M) se agita a 90-100°C
hasta que se indica la finalizacion de la reaccién por TLC. La mezcla se enfriaa
temperatura ambients y el sélido que se formage recolectd por filtracion al vacio,
86 lavd con etanol y se sect para dar el producto. Si no se forma un precipitado
con al enfriamiento de !a mezcla de reaccién , la mezcia se concentra y purifica
por cromatografia de colunma.
C. Ejemplos de sintesis de oxindoles

Los siguientas ejemplos de la sintesis de oxindoles representativos no se
debe interpretar como limitativos del alcance de la presente invencién de manera
alguna. Los conocadores de |a materia podrén visualizar rutas altermnativas para
Hlegar a los oxindoles as/ como otros oxindoles que se pueden usar para preparar
los compuestos de la invencitén, en base al material que se describe a
continuacion. Tales sintesis y oxindoles, se encuentran dentro del espiritu y
alcance de esta invencién.
6-Amino-2-oxindol

Se hidrogend 5-Nitro-2-oxindol (8.3 g) en metanol sobre paladio sobre
carbono al 10% para dar 3.0 g (60% de rendimiento) del compuesto del titulo
como un sdlido blanco.
5-Bromo-2-oxindol

Se enfrié a —10 °C 2-Oxindol (1.3 g) en 20 mL acetonirtilo y 2.0 g N-
bromosuccinimida se afiadié lentamente con agitacién. La reaccién se agitd
durante 1 hora a-10 °C y 2 horas a 0 °C. Sa recolecto el precipitado, se lavé con
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agua y se secd para dar 1.9 g {80 % de rendimiento) del compuesto dej titulo.
4-Metil-2-oxindol

Se afiadié oxalato de dietilo (30 mL) en 20 mL de éter seco con agitacidna
19 g de ettxido de potasio suspendido en 50 mL de éter seco. La mezcia se enfrié
en un bafio de hielo y se agregaron lentamente 20 mL de 3-nitro-o-xileno en 20
mL de éter seco. La mezcla espesa rojo oscuro se calentd a refiujo durante 0.5 hr,
se concentrd en un sélido rojo oscuro, y se tratd con 10% hidrdxido de sodio
hasta que casi todo el sdlido se disolvid. La mezcia rojo oscuro se tratd con
perdxido de hidrdgeno al 30% hasta que el color rojo se cambié por amarillo. La
mezcia se tratd alternativamente con 10% hidréxido de sodio y 30% perdxdo de
hidrégeno hasta que desaparecit el color rojo oscuro. El silido se separt por
filtrado y el filtrado se acidifict con acido clorhidrico 8N. El precipitado resultante
se recolectd por filtracién al vacio, se lavd con agua, y se secd bajo vacio para
dar 9.8 g (45% de rendimiento) de acido 2-metil-8-nitrofenilacético como un adlido
blancuzco. El sblido se hidrogent en metanol sobre paladio sobre carbdn al 10%
para dar 9.04 g del compuesto del titulo como un sélido blanco.
T-Bromo-8-cloro-2-oxindol

Se suspendieron 5-Cloro-2-oxindol (168 g) y 196 g de N-
bromosuccinimida en 140 mL de acetonirtilc y se sometieron a reflujo durante 3
horas. La cromatografia en capa delgada (sllice, acetato de etilo) a 2 horas de
reflujo mostré un producto de 5-cloro-2-oxindol o N-bromosuccinimida (Rf 0.8), (Rf
0.85) y un segundo producto (Rf 0.9) cuyas proporciones no cambiaron después
de otra hora de reflujo. La mezcia se enfrié a 10 °C, se recolecté el precipitado
por filtracion al vacio, se lavé con 25 mL de etanol y succiont a secp diramte 20
minutos en el embudo para dar 14.1 g de producto himedo (56 % de

\
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rendimiento). El sélido se suspendié en 200 mL de etanol desnaturalizado y se
lav$ |a lechada por agitacién y reflujo durants 10 minutos. La mezcia se enfri6 en
un bafio de hielo & 10 °C. El producto sélido se recolectd por filtracion al vacio, se
lavd con 25 mL de etanol y se sacd bajo vacio a 40 °C para dar 12.7 g (51% de
rendimiento) de 7-bromo-5-cloro-2-oxindol.
§-Fluoro-2-oxindol

Se disolvid 5-Fluorvisatin (8.2 g) en 50 mL de hidrato de hidrazina y se
sometid a refiujo durante 1.0 hr. Las mezcias de reaccién se vertieron entonces
en agua helada. El precipitado se filtrd, se lavé con agua y se secd en un homo
de vacio para dar el compuesto del titulo.
5-Nitro-2-oxindol

Se disolvié 2-Oxindol (8.5 g) en 25 mL dcido sulfirico concantrado y la
mezcia se mantuvo a entre -~10 y -15 °C mientras se afladian por goteo 2.1 mL de
écido nitrico fumants. Después del afiadido del dcido nitrico la mezda de reaccion
ge agitd a 0 °C durante 0.5 hr y se verti6 en agua helada. Se recolectd el
precipitado por filtracién, se lavd con agua vy se cristalizd a partir de dcido acético
al 50%. El producto cristalino se filtrd, se lavé con agua y se secd bajo vacio para
dar 8.3 g (70%) de 5-nitro-2-oxindol.
S-Aminoauifonii-2-oxindol

A un recipients de 100 m! cargado con 27 mL de dcido clorosulfénico se
afiadi6 lentamente 13.3 g de 2-oxindo). La temperatura de reaccion se mantuvo
por debajo de 30 °C durante el afladido. Después del afladido, la mezda de
reaccién se agitd a temperatura ambiente durante 1.5 hr, se calentd a 68 °C
durante 1 hr, se enfrid, y se vertié en agua. El precipitado se lavd con agua y se
secH en un homo de vacio para dar 11.0 g de 5-clorosulfonil-2-oxindol (50% de
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rendimiento) que se utilizd sin mas purificacién,

Se afladié 5-Clorosulfonil-2-oxindol (2.1 g) a 10 mL de hidréxido de amonio
en 10 mL de etanc! y se agitd a temperatura ambiente durante la noche. La
mezcla se concentrd y el sdlido se recolectd por filtracién al vacio para dar0.4 g
(20% de rendimiento) del compuesto del titulo como un sdlido biancuzco.
S-isopropilaminosuifonii-2-oxindol

A un recipiente de 100 mi cargado con 27 mL acido clorosulfénico se
afiadio lentamente 13.3 g 2-oxindol. La temperatura de reaccion se mantuvo
por debajo de 30° C durants el afladido. La mezcia de reaccién se agitb a
temperatura ambiente durante 1.5 hora, se calentd a 88° C durante 1 hora, se
enfrid, y se vertié en agua. El precipitado que se formd se filtrd, se lavd con
agua y se secd en un homo de vacio para dar 11.0 g (50%) de 5-clorosulfonil-
2-oxindol que se utilizd sin més purificacion.

Una suspension de 3 g 5-clorosulfonil-2-oxindol, 1.15 g isopropilamina y
1.2 mL de piridina en 50 mL de diclorometano se agité a temperatura ambiente
durante 4 horas durante cuyo lapso se formd un sélido blanco. El sdlido se
recolectd por filtracion al vacio, se lavd la lechada con etanol caliente, se enfrid,
se recolectd por filtracién al vaclo y se secd bajo vacfo a 40° C durante la noche
para dar 1.5 g (45%) de S-isopropilaminosulfonil-2-oxindol.

'HNMR (360 MHz, DMSO-d6) 5 10.60 (8, br, 1H, NH), 7.63 (dd, J= 2 y8
Hz, 1H), 7.59 (d, J= 2 Hz, 1H), 7.32 (d, J= 7 Hz, 1H, NH-SO-), 6.93 (d, J= 8 Hz,
1H), 3.57 (8, 2H), 3.14-3.23 (m, 1H, CH{(CHa)2), 0.84 (d, J= 7 Hz, 8H, 2xCH,).
§-Fenilaminosulifonil-2-oxindol

Una suspension de 5-clorosulfonil-2-oxindol (1.62 g, 7 mmot), anllina
(0.762 mL, 8.4 mmol) y pirldina (1 mL) en diclorometano (20 ml) se agitd a
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temperatura ambiente durante 4 horas. La mezcia de reaccion se diluyé con
acetato de etilo (300 mL) y se acidifict con acido clorhidrico 1N (16 mL). La capa
orgdnica se lavé con bicarbonato de sodio y saimuera, se secd y se concentro. El
residuo se lavod con etanol (3 mL) y luego se cromatografi® en gel de silice
eluyendo con metanol/ diclorometano 1:9 para dar de 5-fenilaminosulfonil-2-
oxindol.

THNMR (360 MHz, DMSO-d6) 5 10.71 (s, br, 1H, NH), 10.10 (s, br, 1H, NH),
7.57-7.81 (m, 2H), 7.17-7.22 (m, 2H), 7.06-7.08 (m, 2H), 6.97-7.0 (m, 1H), 6.68 (d,
J=08.4 Hz, 1H), 3.52 (8, 2H).
2-0x0-2,3-dihidro-1H-indol-6-sulfénico édcido piridin-3-llamida

Una solucién de 5-clorosufonil-2-oxindol (3 g) y 3-aminopiridina (1.48g) en
piridina (15 mL) se agit6 a temperatura ambiente durante la noche en cuyo lapso
se formé un sdlido mamon. El sdlido se filird, se lavé con etanol y se secd bajo
vacio para dar 1.4 g (38%) de piridin-3-ilamida de acido 2-oxo0-2,3-dihidro-1H-
indol-5-sulfénico.

THNMR (360 MHz, DMSO-d8) 5 10.74 (8, 1H, NH), 10.39 (8, 1H, SO:NH),
8.27-8.28 (d, 1H), 8.21-8.23 (m, 1H), 7.59-7.62 (m, 2H), 7.44-7.68 (m, 1H), 7.24-
7.28 (m, 1H), 6.69-6.71 (d, 1H), 3.54 (s, 2H).

MS m/z (APCIl+) 280.2.
5-Fenlloxindol

Se disolvié 5-Bromo-2-oxindol (5 g, 23.5 mmol) en 110 mL tolueno y 110
mL etanol con agtacdén y algo de «calorr Se afladié
tetrakis(trifenilfosfina)paladio(0) (1.9 g, 1.6 mmol) seguido por 40 mL (80 mmol)
carbonato de sodio acuoso 2M. A esta mezcla se afladié acido bencenbordnico
(3.7 g, 30.6 mmol) y la mezcia se calentd en un bafio de aceite a 100 *C durante

\06
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12 horas. La reaccion se enfrié, se diluyd con acetato de etilo (500 mL), se lavd
con bicarbonato de sodio saturado (200 mL), agua {200 mL), 1N HCI (200 mL) y
salmuera (200 mL). La capa orgénica se 88cl sobre sulfato de magnesio y se
concentrd para dar un sélido marrén. La trituracion con diclorometano dio 3.8 g
(77%) de 5-fenil-2-0xindol como un s6lido tostato.

'H NMR (360 MHz, DMSO-d8) 8 10.4 (br s, 1H, NH), 7.57 (dd, /= 1.8 y7.2
Hz, 1H), 7.5 to 7.35 (m, 5H), 7.29 (m, 1H), 6.89 (d, /= 8.2 Hz, 1H), 3.51 (s, 2H,
CH,CO).

MS m/z 200 [M"].

En forma similar, se pueden preparar ios siguientes oxindoles:
8-{3,5-Diclorofenil)-1,3-dihidroindol-2-ona

'H NMR (380 MHz, DMSO-d8) 5 10.48 (br, 1H, NH), 7.64 (d, J= 1.8 Hz,
2H), 7.57 (m, 1H), 7.27 (m, 2H), 7.05 (d, J = 1.1 Hz, 1H), 3.5 (8, 2H).

MS-El m/z 2777270 [M]".
6-(4-Butiifenil)-1,3-dihidroindol-2-ona

'H NMR (380 MHz, DMS0-d6) 5 10.39 ( s, 1H, NH), 7.49 (d, J = 8.0 Hz,
2H), 7.25 (d, J=8 Hz, 3H), 7.17 (dd, J= 1.5y 7.8 Hz, 1H), 6.99 (d, J= 1.5 Hz,
1H), 3.48 (8, 2H, CH,CO), 2.80 (t, J = 7.5 Hz, 2Hz, CH,CH;), 1.57 (m, 2H, CHa),
1.32 (m, 2H, CH,), 0.9 (t, J= 7.5 Hz, 3H, CH,).
8-{5-isopropli-2-metoxifenil)-1,3-dihidroindol-2-ona

'H NMR (360 MHz, DMSO-dB) 5 10.29 ( brs, 1H, NH), 7.16-7.21 (m, 2H),
7.08 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.97-7.01 (m, 2H), 6.89 (d, J= 0.8 Hz, 1H), 3.71 (8, 3H,
OCH,), 3.47 (s, 2H, CH,CO), 2.86 (m, 1H, CH(CH,),), 1.19 (d, J = 6.8 Hz, 6H,
CH(CHh),).

MS-El m/z 281 [M]".
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§-{4-Etiifenii}-1,3-dIhidroindol-2-ona

H NMR (360 MHz, DMSO-d8) 3 10.39 (br s, 1H, NH), 7.50 (d, J= 8.2 Hz,
2H), 7.28 (d, J= 8.2 Hz, 2H), 7.25 (d, J= 7.5 Hz, 1H), 7.17 (dd, J= 1.8 & 7.5 Hz,
1H), 8.89 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 3.48 (s, 2H, CH,CO), 2.63 (q, J = 7.8 Hz, 2H,
CH:CHs), 1.20 (t, J= 7.8 Hz, 3H, CH;CHb).

MS-El m/z 237 [MT".
6-{3-isopropilfenti)-1,3-diidroindol-2-ona

"H NMR (360 MHz, DMSO-d6) 5 10.37 (br 8, 1H, NH), 7.43 (m, 1H), 7.35-
7.39 (m, 1H), 7.17-7.27 (m, 3H), 7.01 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 3.49 (s, 2H, CH;,CO),
2.95 (m, 1H, CH(CHa)s), 1.24 (d, J = 8.8 Hz, BH, CH(CHs),).

MS-El m/z 251 [MJ".
6-{2,4-Dimetoxifenil)-1,3-dIhidroindol-2-ona

'H NMR (360 MHz, DMSO-d8) 5 10.28 (br 8, 1H, NH), 7.17 (m, 2H), 6.93
(dd, J= 1.6 &7.6 Hz, 1H), 6.86 (d, J= 1.8 Hz, 1H), 6.63 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.58
(dd, J = 2.4 & 8.5 Hz, 1H), 3.79 (s, 3H, OCH,), 3.74 (8, 3H, OCH,), 3.45 (s, 2H,
CH,CO).

MS-El mvz 269 [MT".
6-Piridin-34I-1,3-dihidroindol-2-ona

*H NMR (360 MHz, DMSO-08) 5 10.51 (8, 1H, NH), 8.81 (d, J=2.5Hz, 1H),
8.55 (dd, J= 1.8y 5.7 Hz, 1H), B(m, 1H), 7.45 (dd, J= 5.7 y 8.3 Hz, 1H), 7.3 (m,
2H), 7.05 (s, 1H), 3.51 (8, 2H, CH,CO).

MS nvz 210 [M]".
| nil)-amida 2 3-dihidro-1H-
carboxilico

A una solucion de 4-carboxi-2-oxindol (200 mg, 1.13 mmol) y 3-cloro-4-
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metoxifenilamina (178 mg, 1.13 mmol) en dimefilformamida (15 mL) a temperatura
ambiente se afiadio hexafluorofosfato de benzotriazol-1-
iloxitris(dimetilamino)fosfonio (reactivo BOP, 897 mg, 2.26 mmol) seguido por 4-
dimetilaminopiridina (208 mg, 1.69 mmol). La mezcla se agit6 a temperatura
ambients durante 72 horas. La reaccion luego se diluyd con acetato de etilo (300
mL), se lavé con bicarbonato de sodio saturado (100 mL), agua, 4cido dorhldiru:_i
2N (100 mL), agua (3200 mL) y saimuera. Luego se sectd sobre sulfato de
magnesio y se concentrd. El residuo se triturd con acetato de etilo para dar écido
2-0x0-2 3-dihidro-1H-indol-4-carboxdlico (3-cloro-4-metoxifenil)}-amida como un
stlido rosado.

'HNMR (360 MHz, DMSO-d8) 8 10.50 (s, br, 1H, NH), 10.12 (s, br, 1H, NH),
7.9 (s, J=25Hz, 1H), 7.62 (dd, J=2.5 &8 Hz, 1H), 7.38 (d, J=7.6 Hz, 1H), 7.32
(t, J=76Hz, 1H), 7.13(d, J= 9 Hz, 1H), .98 (d, J= 7.6 Hz, 1H), 3.83 (s, 3H,
OCH,), 3.69 (8, 2H, CHa).

MS-El m/z 316 [M]".
4-CarboxI-2-oxindol

Una solucién de trimetilsiliidiazometano en hexano (2 M) se afiadié por
goteo a una solucion de 2.01 g 2-cloro-3-carboxi-nitrobenceno en 20 mi. metanol
a temperatira ambiente hasta que finallzd la evolucién del gas. Luego se afladid
dcido acético para fraguar el exceso de frimetilsilidiazometano. La mezcia de
reaccion ee evapord bajo vacio y el residuo se secd en un homo durante la
noche. El 2-cloro-3-metoxicarbonilnitrobenceno obtenido tenla pureza suficiente
para la siguients reaccion.

Se afladié malonato de dietilo (6.0 mL) a una suspencién en hielode 2.1 g
hidruro de sodio en 15 mL DMSO. La mezcia de reaccion se agitd a 100° C

\o%
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durants 1 hora y luego se enfri6 a temperatura ambiente. Se afladié 2-Cloro-3-
metoxicarbonilnitrobenceno (2.15 g) en una porcién y la mezcla se calentd a 100°
C durants 1.5 horas. La mezcla de reaccién luego se enfrid a temperatura
ambiente, se vertié sobre agua helada, 8e acidificd a pH 5 y se exirajo con acetato
de etilo. La capa orgénica se lavd con salmuera, se secd sobre sulfato de sodio
anhidro y se concentré para dar 3.0 g de 2-metoxicarbonil-8-nitrofenil- malonato
de dimetilo.

Se someti6 a reflujo 2-metoxicarbonil-6-nitrofeniimalonato de dimetilo(3.0 g)
en 50 mL de acido clorhidrico 6N durants la noche. La mezcia se concentrd a
sequedad, sa agregaron 20 mL etanol y 1.1 g de dloruro de estafio(ll) y la mezcla
86 sometié a reflujo durante 2 horas. La mezcia se filtrd a través de Caelite, se
concentrd y ee cromatografi® en gel de sllice usando acetato de
etilo:hexano:acético dcido como eluyente para dar 0.85 g (37%) de 4-carboxi-2-
oxindol como un sdlido blanco.

'HNMR (380 MHz, DMS0-d6) § 12.96 (s, br, 1H, COOH), 10.74 (s, br, 1H,
NH), 7.53 (d, J= 8Hz, 1H), 7.39 (t, /= 8Hz, 1H), 7.12 (d, J= 8Hz, 1H), 3.67 (s,
2H).
D. Sintesis de 2-indolinonas sustituldas con plrrol.

Se realizo la formilacion de etiléster de 4cido 4-Metil-2-pirrolcarboxlico
(disponible en el comercio) ted usando el método A para dar (73%) de etiléster de
dcido 5-formil-4-metil-2-pirolcarboxdlico. Luego se hidrolizé usando el método B
para dar &cido 5-formil-4-metil-1M-pirrol-2-carbaxdlico (58%).

Se condensd oxindol (133 mg, 1 mmol) con écido 5-formil-4-metil-1H-pirrol-
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2-carboxilico (153 mg) usando el método D para dar 268 mg (100%) del

compuesto del titulo como un sélido anaranjado-rojizo.

'HNMR (360 MHz, DMSO-d6) 5 13.84 (8, br, 1H, NH), 12.84 (s, br, 1H,
COOH), 10.98 (s, br, 1TH, NH), 7.82 (d, J=7.5 Hz, 1H), 7.87 (s, 1H, H-vinilo), 7.18
t, J=7.5Hz, 1H), 701 (t, J=7.5Hz, 1H),8.88(d, /=75 Hz, 1H),8.71 (d, J=
2.2 Hz, 1H), 2.32 (s, 3H, CHy).

MS (modo negativo) 268.8 [M-1]".

Ejemplo 2

carboxilico

Se condensd 1-metil-1,3-dihidroindol-2-ona (147 mg, 1 mmot) con acido 5-
formil-4-metil-1 H-plmol-2-carboxdlico (153 mg) usando e método D para dar 250
mg (86%) del compuesto del titulo.

THNMR (360 MHz, DMSO-d8) 5 13.82 (s, br, 1H, NH), 12.88(s, br, 1H, 7.83
(d. J=7.5Hz, 1H), 7.85 (8, 1H, H-vinil), 7.26 (t, J= 7.5 Hz, 1H), 7.02-7.09 (m, 2H),
6.70 (d, J= 2.2 Hz, 1H), 2.32 (s, 3H, CHh).

MS mv/z 283.0 [M+1]".
Ejemplo 3

carboxilico

Se condensd oxindo! (105 mg, 0.79 mmol) con 5-formil-4-metil-1H-pirrol-2-
carboxdlico metiléster del dcido (110 mg, 0.67 mmol) usando el método E para dar
153.2 mg (81%) del compuesto del titulo.

THNMR (380 MHz, DMSO-d6) 5 13.88 (s, br, 1H, NH), 10.987 (8, br, 1H, NH),
782 (d, J=7.6 Hz, 1H), 7.67 (s, 1H, H-vinll), 7.2 (dt, /= 1.2 & 7.7 Hz, 1H), 7.01
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(dt, J=1.2, 7.7 Hz, 1H),86.90(d, J=7.6 Hz, 1H), 6.77 (d, J=2 Hz, 1H).
MS (ES) m/z 283 [M*+1].
Ejemplo 4

pimol-2-carboxilico

Se condensd 5-Cloro-1,3-dihidroindol-2-ona (2.22 g, 13.2 mmol) con
etiloster del acido S5-formil-4-metil-1H-pirrol-2-carboxilico (2.43 g) usando el
método E para dar 4.1 g (64%) del compuesto del titulo como un sélido
anaranjado.

HNMR (360 MHz, DMSO-d6) § 13.95 (s, br, 1H, NH), 7.98 (d, /= 2.2 Hz,
1H, H-4), 7.78 (8, 1H, H-vinil), 7.18 (dd, /= 2.2 & 8.3 Hz, 1H, H-6),6.87 (d, /= 8.3
Hz, 1H, H-7), 7.34 (d, J = 1.8 Hz, 1H, H-3"), 4.27 (q, /= 7.2 Hz, 2H, OCH:CH,),
2.33 (8, 3H, CHy), 1.28 (t, J= 7.2 Hz, 3H, OCH.CH.).

MS-E! m/z 330 [M'].
Ejempilo §

Una mezcla de etiléster del acido 5-(5-cloro-2-oxo-1,2-dihidroindol-3-
ilidenemetil)-4-metil-1/H-pirrol-2-carboxdlico (1.3 g, 4 mmol} y hidréxido de potasio
en metanol (25 mL) y etanol (25 mL) ee calentd a refiujo durante durante lanoche.
Los materiales insolubles se eliminaron por filtracién y la mezda se neutralizé con
dcido dlorhidrico 6N para dar 0.876 g (70%) del compuesto del titulo.

THNMR (380 MHz, DMSO-d6) 8 13.80 (s, br, 1H, NH), 12.90 (s, br, 1H,
COOH), 11.08 (s, br, 1H, NH), 8.02 (d, J= 1.8 Hz, 1H, H-4), 7.81 (s, 1H, H-vinil),
7.20 (dd, J~= 1.8 & 8.3 Hz, 1H, H-6), 6.89 (d, /= 8.3 Hz, 1H, H-7),6.72(d, /= 1.8
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Hz, 1H, H-3'), 2.35 (8, 3H, CHh).
MS-El m/z 302 [M'].

EJemplio 6
(3-pirrolidin-1-l-propillamida del &cido 5-(5-bromo-2-ox0-1,2-dihidroindol-3-
iliden il- jmol- lico

Se condensét 5-Bromo-1,3-dihidroindol-2-ona (0.18 g, 0.76 mmol) con (3-

- pirrolidin-1-ilpropil)amida del 4cido 5-formil-4-metil-1H-pirrol-2-carboxilico (0.2 g,

preparada por el método C) para dar 60 mg (17%) del compuesto del titulo como
un sdlido anaranjado.

THNMR (300 MHz, DMSO-d6) 5 13.61 (s, br, 1H, NH), 11.02 (s, br, 1H, NH),
8.42 (t, J= 5.8 Hz, 1H, CONHCH,), 8.12 (d, /= 1.8 Hz, 1H, H4), 7.78 (8, 1H, H-
vinil), 7.30 (dd, J= 1.8 & 8.4 Hz, 1H, H-6), 6.82 (d, J=8.4 Hz, 1H,H-7),8.77(d, J
= 2.4 Hz, 1H, H-3'), 3.22-3.31 (m, 2H, CH,), 2.38-2.43 (m, 6H, 3xCHa), 2.35(s, 3H,
CHy), 1.62-1.71 (m, 6H, 3xCH,).

MS-El m/z 456 y 458 [M*-1 y M*+2).
Ejlemplo 7

jetilami ilJamida del édci 0~ 1.2-dihidroindol-3-

llidenemstil)-4-metil-1H-pi lico

Se condensd 5-Bromo-1,3-dihidroindol-2-ona (0.16 g, 0.75 mmol) con (3-
dietilaminopropil)amida del 4cido 5-formil-4-metil-1H-pirrol-2-carboxlico (0.2 g,
preparada por el método C) para dar 30 mg (8%) del compuesto del titulo como
un sélido anaranjado.

'HNMR (300 MHz, DMSO-d8) 5 13.81 (s, br, 1H, NH), 11.02(s, br, 1H, NH),
8.40 (m, 1H, CONHCH,), 8.12 {d, J= 1.5 Hz, 1H, H-4), 7.78 (8, 1H, H-vinilo), 7.30
(dd, J=1.5 & 8.2 Hz, 1H, H-8), 8.82 (d, J=8.2 Hz, 1H, H-7), 8.78 (d, J= 2.4 Hz,

Wy,
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1H, H-3"), 3.23 (M, 2H, CHy), 2.38-2.45 (M, BH, CHa & N(CH.CHa)z), 2.35 (8, 3H,
CHa), 1.81 (m, 2H, CH,), 0.93 (t, J = 7.1 Hz, BH, N(CH:CHs)).
MS-El m/z 458 y 480 [M'-1” M*+2].

Ejemplo 8
(2-dietilaminostillamide del _&cido i(_ 5-Bromo-2-0x0-1.2-dihidroindol-3-
ilidenemsetil}-1 H-pirol-2-carboxdlico

Se condensdé 5-Bromo-1,3-dihidroindol-2-ona (212 m;. 1 mmol) con (2-
dietilaminoetil)amida del 4cido 5-formil-1H-pirrol-2-carboxdlico (preparado a partir
de el pirrol-2-carboxilato de etilo por el método A, B y luego C) para dar 162 mg
(38%) del compuesto del titulo.

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 13.53 (s, br, 1H, NH), 11.08 (8, br, 1H,
NH), 8.37 (t, 1H, CONHCH,), 7.89 (m, 2H), 7.32 (dd, J= 2.0 Hz, 1H), 6.96 (8, 1H),
6.80-6.84 (m, 2H), 3.3 (m, 2H, CH,), 2.45-2.55 (m, 8H, N(CH.CHa)» & CHa), 0.85t,
J=72 Hz, 6H, N(CH.CHba),).

MS-El m/z430 y 432 [M*-1 y M*+ 1].

Se condensé 6-Fenil-1,3-dihidroindol-2-ona (2089 mg, 1mmol) con (2-
dietilaminoetil)amida del acido 5-formil-1H-pimol-2-carboxdlico para dar 182 mg
(42%) del compuesto del titulo.

'H NMR (300 MHz, DMSO-d8) 5 13.56 (s, br, 1H, NH), 11.06 (s, br, 1H,
NH), 8.36 (t, 1H, CONHCH,), 7.77 (8, 1H, H-vinil), 7.73 (d, J= 7.8 Hz, 1H), 7.64
(d, J=7.2 Hz, 2H), 7.48 (m, 2H), 7.32 (m, 2H), 7.11 (s, 1H), 8.88 (m, 1H), 6.80 (m,
1H), 3.31-3.32 (m, 2H, CH:), 2.48-2.53 (m, 6H, N(CH,CHs)2 & CH.), 0.98 (t, J=6.9
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Hz, 8H, N(CH:CH)s).
MS-El m/z 428 [M°].

ilidenametil)-1--pirro lico

Se condensd 5-Bromo-1,3-dihidroindol-2-ona (212 mg, 1+ mmol) con (2-
dietilaminoetil)metilamida del 4cldo 5-formil-1 H-pirmol-2-carboxdlico para dar 246
mg (55%) del compuesto del titulo.

'H NMR (360 MHz, DMSO-d6) 5 13.54 (s, br, 1H, NH), 11.06 (s, br, 1H,
NH), 7.90 (m, 2H), 7.33 (dd, J= 1.8 & 8.4 Hz, 1H), 6.82-6.85 (m, 3H), 3.55 (s, br,
2H, CH,), 3.25 (s, br, 3H, NCHa), 2.57 (t, J = 6.5 Hz, 2H, CH,), 2.45 (m, 4H,
N(CH:CHa)s), 0.91 (m, 8H, N(CH:CHs),).

MS-El m/z 444 y 446 [M"-1 y M* +1].
Ejemplo 11

ilidenemetif)-1/+-pi -carhoudli

Se condensd 6-Fenil-1,3-dihidroindol-2-ona (209 mg, 1 mmol) con (2-
dietilaminoetil)metilamida del &cido 5-formil-1-pirrol-2-carboxilico para dar 277
mg (83%) del compuesto del titulo.

'H NMR (380 MHz, DMSO-~d8) 5 13.58 (8, br, 1H, NH), 11.04 (s, br, 1H,
NH), 7.78 {s, 1H, H-vinil), 7.73 (d, J= 7.8 Hz, 1H), 7.684 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.46
(m, 2H), 7.33-7.38 (m, 2H), 7.11 (s, 1H), 8.84 {m, 1H), 6.78 (m, 1H), 3.55 (s, br,
2H, CHy), 3.25 (8, br, 3H, NCH3), 2.58 (t, 2H, CHa), 2.44 (m, 4H, N(CH/CHa)a), 0.92
(m, 8H, N(CH,CHs),).
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Ejemplo 12
ietilami ilYami 8l j 3-Metil -oxo-1,2-dihidroindoi-3-
ilidenemetil)-1H-pirrol-2-carboxdlico

Se condensd Oxindol (66.5 mg, 0.5 mmol) con (3-dietilaminopropil)amida
del dcido 5-formil-3-metil-1H-plrrol-2-carboxilico (preparado a partir de etiléster
del acido 3-formil-3-metil-1H-pirmol-2-carboxdlico por el método B luego C) para
dar 39 mg (21%) del compuesto del titulo.

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 5 13.34 (s, br, 1H, NH), 10.88 (s, br, 1H,
NH), 7.62-7.87 (m, 3H), 7.17 (m, 1H), 8.98 (m, 1H), 6.87 (d, J= 7.6 Hz, 1H), 6.63
(d, J= 1 Hz, 1H), 3.26-3.32 (m, 2H, CH), 2.41-2.48 (m, BH, CHz & N(CH;CHa)2),
2.29 (8, 3H, CHa), 1.63 (m, 2H, CHz), 0.83 (t, J = 7.2 Hz, 6H, N(CH,CHy)s).

MS-El m/z 380 [M"].

Se condensd 5-Bromo-1,3-dihidroindol-2-ona (106 mg, 0.5 mmol) con (3-
dietlaminopropil)amida del 4cido 5-formil-3-metil-1H-pirol-2-carboxilico para dar
35 mg (15%) del compuesto del titulo.

H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 5 13.35 (s, br, 1H, NH), 11.00 (s, br, 1H,
NH), 7.89 (d, J= 1.8 Hz, 1H, H-4), 7.80 (8, 1H, H-vinHl), 7.74 (t, J= 5.3 Hz, 1H,
CONHCHjy), 7.31 (dd, J= 1.9 & 8.4 Hz, 1H, H-8), 6.83 (d, /= 8.4 Hz, 1H, H-7),
6.63 (8,1H, H-3"), 3.26 (m, 2H, CHa), 2.41-2.48 (m, 8H, CHz & N(CH,CHy)s), 2.20
(8. 3H, CHs), 1.63 (m, 2H, CH,), 0.83 (t, J= 7.1 Hz, 6H, N(CH,CH:),).

MS-E| m/z 458 y 460 [M*-1 y M*+1].
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Ejemplo 14
S-dietilami llamida del & 2-0x idroindol-
1 H-pirol xilico
Se condensé 8-Fenil-1,3-dihidroindol-2-ona (105 mg, 0.5 mmol) con (3-
dietilaminopropil)amida del dcido 5-formil-3-metil-1H-pirrol-2-carboxdlico para dar
67.8 (30%) del compuesto del titulo.
'H NMR (300 MHz, DMSO-d8) & 13.37 (8, br, 1H, NH), 11.02 (s, br, 1H,
NH), 7.23-7.73 (m, 11H), 3.28 (m, 2H, CH,), 2.41-2.48 (m, 6H, CH, & N(CH:.CHy)y),
2.29 (s, 3H, CH,), 1.64 (m, 2H, CH,), 0.84 (t, J = 7.0 Hz, 6H, N(CH,CHha)).
MS-El m/z 458 [M].
Ejemplo 15

ilidenemetil jl-1H-pirrol-2 lico

Se condensd 5-Metoxi-1,3-dihidroindol-2-ona (82.5 mg, 0.5 mmol) con (3-
dietilaminopropil)amida del Acido 5-formil-3-metil-1H-pirmol-2-carboxdlico para dar
80 mg (39%) del compuesto del titulo.

H NMR (300 MHz, DMSO-d8) 5 13.45 (s, br, 1H, NH), 10.70 (s, br, 1H,
NH), 7.68-7.70 (m, 2H), 7.32 (d, J= 1.8 Hz, 1H), 8.72-8.76 (m, 2H), 6.60 (s, 1H),
3.73 (8, 3H, OCH,), 3.28 (M, 2H, CHy), 2.41-2.48 (m, BH, CH & N(CH:CHay)), 220
(8, 3H, CHa), 1.83 (m, 2H, CHa), 0.93 (t, J = 7.0 Hz, 8H, N(CH.CHa)n).

MS m/z 410 [M"].

ilidenemetil etil- irmol-2-ca i
Se condensd 6-Metoxi-1,3-dihidroindol-2-ona (82.5 mg, 0.5 mmol) con (3-

\\(P
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dietilaminopropil)amida acido 5-formil-3-metil-1H-pirrol-2-carboxiiico para dar 63
mg (31%) del compuesto del titulo.

H NMR (300 MHz, DMSO-d8) § 13.22 (s, br, 1H, NH), 10.88 (s, br, 1H,
NH), 7.38-7.63 y 6.37-8.55 (m, 8H), 3.73 (8, 3H, OCHs), 3.3 (m, 2H, CHy), 2.45(m,
68H, CH; & N(CH:CHa)z), 2.28 (8, 3H, CHy), 1.63 (m, 2H, CHy), 0.83 (m, BH,
N(CH2CHa)a).

MS mv/z 410 [M'].
Ejemplo 17
-dietilami jllam Addo 5- 1,2-dihjdroindol-3-
iliden i1}-4.5.8,7- i jpoindol-1 ico

Etiléster del &cido 4,5,8.7-Tetrahidro-2H-isoindol-1-carboxdlico (May,
Donald A_; Lash, Timothy D.; J. Org, Chem., 1892, 57:18, 4820-4828) se efectué
la formilacién usando el método A luego el B para dar acido 3-formil-4,5,6,7-
tetrahidro-2/-isoindol-1-carboxdlico .

Se condensd 5-Bromo-1,3-dihidroindol-2-ona (1.43 g, 6.8 mmol) con (2-
dietilaminoetil)amida del 4&cido 3-formil-4,5,68,7-tetrahidro-2H-isoindol-1-
carboxdlico (1.97 g) para dar 2.2 g (87%) del compuesto del titulo como sélido
amarillc anaranjado.

'H NMR (380 MHz, DMSO-d6) & 13.47 (s, 1H, NH), 11.0 (s, 1H, NH), 8.0(d,
1H, NH), 7.70 (s, 1H, CH), 7.28 (dd, J=2.1 y 8.2 Hz, 1H, ArH), 7.16 (m, 1H, ArH),
6.8 (d, J= 8.3Hz, 1H, ArH), 3.3 (8, 2H, CONH), 2.5 (m, 6H, 3xNCH,), 2.78 (br m,
2H, pirrole CHy), 2.72 (brm, 2H, pirroleCH,), 1.7 (brm, 4H, N(CH,CHa)z), 1.74 (br
8, 4H, CH,CH,CH,CH,), 0.98 (t, J = 7.4 Hz, 8H, N(CH,CHh)s).

MS-El m/z 484 y 488 [M"-1 y M"+1].



120

ilidenemetil}-4,5 8, 7-tetrahidro-2H-iscindol-1-carboxdii

Se condensd 5-Bromo-1,3-dlhidroindol-2-ona (20 mg, 0.1 mmol) con (3-
dietilaminopropil)amida del &cido 3-formil-4,5,8,7-tetrahidro-2H-isoindol-1-
carboxdlico (30 mg) para dar 33 mg (48%) del compuesto del titulo como un sélido
anaranjado.

'H NMR (360 MHz, DMSO-d6) 5 10.9 (s, 1H, NH), 8.0 (m, 1H, NH), 7.68 (m,
1H, ArH), 7.4 (m, 1H, ArH), 7.28 (d, J= 1.9 y 8.5Hz, 1H, ArH),6.8 (d, J=8 Hz, 1H,
ArH), 2.7 (br m, 4H, 2xNCHa), 2.4 (m, BH, 4HNCH,), 1.7 (br m, 4H, N(CH,CHha)s),
1.8 (br m, 2H, CH,CH:CHj), 0.93 (t, J = 7.4 Hz, 8H, N(CH,CHa)s).

MS-El m/z499y 501 [M* y M*+2].

Elemplo 19

Se condensé 5-Bromo-1,3-dihidroindol-2-ona (80 mg, 0.4 mmol) con (3-
pirrolidin-1-lipropil)amida del acido 3-formil-4,5,8,7-tetrahidro-2/-isoindol-1-
carboxdlico (120 mg) para dar 43 mg (22%) del compuasto del tituio como un
s6lido amarillo tostado.

"H NMR (380 MHz, DMSO-d8) 5 13.4 (s, 1H, NH), 10.9 (s, 1H, NH), 8.0 (m,
1H, NH), 7.68 (m, 1H, ArH), 7.49(m, 1H, ArH), 7.28 (d, J= 1.7y 7.8 Hz, 1H, ArH),
6.8 (d, J= 8 Hz, 1H, ArH), 3.3 (br m, 2H, 2XNCH,), 2.8 (m, 4H, 2xpimoleCH,), 2.5
(br m, 4H, N(CH.CH,):), 1.6 (br m, 8H, 2xpimoleCH.CH,, CH.CH,CH; ¥
CONHCH,).

MS-El m/z 497 y 499 [M* y M*+2].
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Ejemplo 20
m 1 &cldo =dfhid -~
enemetil)-4.5.8.7 id -1-carboxilico

Se condensd (2-dietlaminostillamida del écido 6-Piridin-3-l-1,3-
dihidroindol-2-ona (60 mg, 0.4 mmol) con acido 3-formii-4,5,8,7-tetrahidro-2H-
Isoindol-1-carboxdlico (80 mg) para dar 50 mg (38%) del compuesto del titulo
como un sblido rojizo.

'H NMR (360 MHz, DMSO-d6) 8 13.4 (s, 1H, NH), 11 (8, 1H, NH), 8.9 (d,
1H, NH), 8.7 (dd, 1H, ArH), 8.1 (dd, 1H, ArH), 7.8 (d, 1H, ArH), 7.6 (s, 1H, CH),
7.5 (dd, 1H, ArH), 7.3 (dd, 1H, ArH), 7.1 {m, 2H, ArH), 3.35 (m, 2H, CONHCH,),
2.8 (m, 4H, 2pirroleCH,), 2.5 (br m, 8H, N(CH:CHa)2 y NCHa), 1.75 (br 8, 4H,
2pimoleCH,CHa), 0.9 (i, 6H, N(CH.CH,)z).

MS-El m/z 484 [M"].

Ejemplo 21
ietilami ilJamida del dcido 4-Benzoil-5-{5-bromo-2 1.2-dhy
ilidenemetil il-1H-pirro}-2 |

A una mezcia de cloruro de benzoilo (1 equiv.) y cloruro de aluminio (1
equiv.) en dicloroetano a 0°C se afiadié 3,5-dimetil-2-pirrolcarboxilato de etilo (1
equiv.). La mezcia se agitd a 80°C durante 4 hs. La mezcla luego se extrajo con
acetato de etilo (EtOAc) y H:0. Los extractos orgénicos combinados se lavaron
con bicarbonato de sodio saturado y salmuera, se seco y se concentrd para dar
(51%) de acido 4-benzoil-3,5-dimetil-1H-pimrol-2-carboxilico .

Una mezcla de efiléster del acido 4-benzoil-3,5-dimetil-1H-pirrol-2-
carboxlico (4.13 g, 15.2 mmol) y nitrato de amonio cérico (33 g, 4equiv.)en 50 mL
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de tetrahidrofurano (THF):acido acético (HOAC):H;O 1:1:1 se sometié a reflujo
durante la noche. La mezcla de reaccon luego se enfrié, se extrajo con EtOAcy
luego se basificod a pH 9 con carbonato de sodio. La capa organica luego se lavd
con salmuera, se sect (MgSO,) y se concentré seguido por cromatograsfia en
columna para dar 3.25 g (75%) de etiléster del dcido 4-benzoil-5-formil-3-metil-
1H-pirrol-2-carboxdlico como sdlido amarillo.

Se condensé 5-Bromo-1,3-dlhidro-indol-2-ona con dcido 4-benzoil-5-formil-
3-metil-1H-pirrol-2-carboxilico usando el método D para dar écido 4-benzoil-5-(5-
bromo-2-oxo-1,2-dihidro-indol-3-ilidenemetil}-3-metil-1 H-pirrol-2-carboxdlico.

El éacido carbodlico anterior luego se acoplé con N,N-dietil-1,3-
propanediamina usando el método C para dar el compuesto del titulo.

'H NMR (380 MHz, DMSO-d8) § 7.96 (m, 1H, CONHCH,), 7.76 (d, J=7.0
Hz, 2H), 7.68 (t, 1H), 7.56 (m, 2H), 7.40 (s, 2H) 7.33 (dd, J= 1.8 & 8.3 Hz, 1H, H-
8), 8.84 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H-7), 3.33 (m, 2H, CH,), 2.42-2.46 (m, 8H, 3xCH,),
2.10 (s, 3H, CHs), 1.85 (m, 2H, CHa), 0.94 (t, J = 7.0 Hz, 8H, N(CH,CHh),).

MS Impacto del electrones m/z 584 [M*+1].

Ejemplo 22
in-4-lipropil)amida del écido i 1,2-dihi
1 i il-1 2

'H NMR (380 MHz, DMSO-d8) 5 14.10 (s, 1H, NH), 11.14 (br s, 1H, NH),
7.92 (m, 1H, CONHCH,), 7.75 (m, 2H), 7.88 (t, 1H), 7.56 (m, 2H), 7.42 (m, 2H),
7.33 (dd, J=1.9 & 8.3 Hz, 1H, H-6), 6.85 (d, /= 8.3 Hz, 1H, H-7), 3.58 (m, 4H,
2xCHy), 3.33 (m, 2H, CHa), 2.35 (m, 6H, 3xCH,), 2.10 (8, 3H, CHs), 1.70 {m, 2H,
CHa).

Ejemplo 23
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3Hili metil)-1 - I

'H NMR (300 MHz, DMSO-d8) 5 14.18 (8, 1H, NH), 11.14 (br s, 1H, NH),
8.01 (m, 1H, CONHCHy), 7.74 (m, 1H), 7.87 (m, 1H), 7.55(m, 1H), 7.32 (s, 1H, H-
vinil), 7.17 (m, 1H), 8.92 (m, 1H), 3.36 (m, 2H, CH,), 2.44 (m, 8 H, 3xCHa), 2.11 (8,
3H, CH,), 1.85-1.75 (m, BH, 3xCH.,).

MS Impacto de electrones m/z 482 [M'].
Ejemplo 24

3-pimrolidin-1-i jdamida del écido 4-Benzoil-5-{5-bromo-2-0x0-1.2-

dihidroindol-34jiden i i i j

'H NMR (360 MHz, DMSO-d6) 5 14.01 (s, 1H, NH), 11.18 (br s, 1H, NH),
7.88 (m, 1H, CONHCH,), 7.75 (m, 2H), 7.68 (m, 1H), 7.55 {(m, 2H), 7.40 (m, 2H),
7.33(dd, J=2.0 & 8.2 Hz, 1H, H-8), 6.84 (d, J= 8.2 Hz, 1H, H-7), 3.34 (m, 2H,
CHy), 2.42-2.47 (m, 8 H, 3xCH,), 2.08 (s, 3H, CHs), 1.70 {m, 2H, CH,), 1.64 (m,
4H, 2CH,).

Elemplo 26
(3-pirrolidin-1-ilpropil)amida del &acido 4- i il-5-(2 fenil-1,2-
dihidroindol-3-ilidenemetil)- 1 H-pirrol-2-carboxdlico

H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 5 14.15 (8, 1H, NH), 11.16 (br s, 1H, NH),
7.98 (m, 1H, CONHCH,), 7.77 (d, J= 7.7 Hz, 2H), 7.68 (m, 1H), 7.53-7.63 (m, 4H),
7.44 (m, 2H), 7.33-7.37 (m, 2H), 7.24 (s, 2H), 7.12 (8, 1H), 3.36 (m, 2H, CHy),
2.43-2.48 (m, 8 H, 3xCHa), 2.12 (s, 3H, CH,), 1.74 (m, 2H, CH,), 1.69 (m, 4H,
2xCHy).

MS Impacto de electrones m/z 558 [M'].
Ejemplo 26
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(3-pirrolidin-1-lipropillamida __ de] _é&cido _4-Benzoil-5-(6-metoxi-2-0x0-1,2-
hid ol-3-ilidenemstil etil-1H-pi lico

TH NMR (300 MHz, DMSO-d8) 5 13.99 (s, 1H, NH), 11.05 (br 8, 1H, NH),
7.83 (m, 1H, CONHCH,), 7.72 (m, 2H), 7.65 (m, 1H), 7.54 (m, 2H), 7.15 (s, 1H, H-
vinif), 7.04 (d, J= 8.4 Hz, 1H, H-4), 6.51 (dd, J=2.3&8.4 Hz, 1H,H-5) ,6.44 (d, J
= 23 Hz, 1H, H-7), 3.74 (8, 3H, OCH,), 3.35 (m, 2H, CH;), 2.42-2.48 (m, 8 H,
AxCHz), 2.10 (8, 3H, CHs), 1.72 (m, 2H, CHa), 1.65 (m, 4H, 2xCH,).

MS impacto de electrones m/z 512 [M").

Ejemplo 27
(3-pirrolidin-1-ilpropil)amida de} acido _ 4-Benzoil-5-{5-metoxi-2-0x0-1,2-
dihidroindol-3-lidenemetil il-1H-pirrol- lico

'H NMR (380 MHz, DMSO-d8) 5 14.24 (s, 1H, NH), 10.80 (br s, 1H, NH),
7.97 {m, 1H, CONHCHy), 7.75 (d, J= 7.2 Hz, 2H), 7.69 (m, 1H), 7.56 (m, 2H), 7.24
(s, 1H, H-vinlt), 6.79 (m, 2H), 6.8 (m, 1H), 3.87 (8, 3H, OCH,), 3.34 (m, 2H, CHy),
2.43-2.48 (m, 6 H, 3xCHs), 2.14 (8, 3H, CHs), 1.71 (m, 2H, CHz), 1.68 (m, 4H,
2CH,).

MS Impacto de electrones m/z 512 [M"].
Ejemplo 28

ilidenemetil etil-1H-pi
'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 14.20 (s, 1H, NH), 11.14 (br s, 1H, NH),
8.03 (m, 1H, CONHCHj3), 7.75 (m, 2H), 7.68 (m, 1H), 7.55 (m, 2H), 7.38 (8, 1H, H-
vinil), 7.08 (m, 1H), 7.01 {m, 1H), 6.87 {m, 1H), 3.34 (m, 2H, CH.), 2.42-2.48(m, 8
H, 3XCH>), 2.08 (8, 3H, CHa), 1.70 (m, 2H, CHz), 1.65 (m, 4H, 2xCH).
MS Impacto de electrones mv/z 500 [M"].



125 \%

Ejlemplo 29
ietilam illamida del 4cido il 2-0x0-1,2-dihidroi
jliden i metil-1H-pimol-2-cal lico

Se condansd 5-Bromo-1,3-dihidro-indol-2-ona con (3-
dietilaminopropil)amida del acido 4-aceti|-5-formil-3-metil-1H-pirrol-2-carboxilico
(preparado a partir de etiléster del acido 4-acetil-5-formil-3-metil-1H-pirmol-2-
carboxdlico por método B luego C) para dar el compuesto del titulo.

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 14.18 (8, 1H, NH), 11.19 (br s, 1H, NH),
8.15 (m, 1H, CONHCH,), 8.11 (s, 1H, H-vinil), 7.72 (d, J= 1.8 Hz, 1H, H-4), 7.38
(dd, J= 1.8 & 8.2 Hz, 1H, H-6), 8.87 (d, J= 8.2 Hz, 1H, H-7), 3.27 (m, 2H, CHa),
2.57 (8, 3H, CH:CO), 2.48 {m, 9 H, CH & 3xCH;), 1.64 (m, 2H, CH3), 0.83 (t, J=
7.1 Hz, 6H, N(CH.CHy)a).

Ejemplo 30
imolidin-1-ilpropillamida del dcid 1,2-dihidroi
ilidensmetil)-3-metil-1H-pj

'H NMR (300 MHz, DMSO-d8) 5 8.14 (m, 1H, CONHCH,), 8.10 (s, 1H, H-
vinil), 7.70 (d, 1H, H-4), 7.36 (dd, J= 1.6 & 8.1 Hz, 1H, H-6),6.85 (d, J=8.1 Hz,
1H, H-7), 3.32 (m, 2H, CHa), 2.57 (8, 3H, CHyCO), 2.44 (8, 3H, CH,), 2.35-2.48 (m,
8H, 3xCHy), 1.85-1.71 (m, 8H, 3xCHa).

MS m/z 499 & 501 [M'] & [M"+2].

Ejemplo 31 /? morl:alm .

3-morphalin-4-fipropillamida del gcido

j1}-3-metil-1H-pirrol-2-carboxdlico
'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 5 14.20 (8, 1H, NH), 11.26 (br s, 1H, NH),
8.09 (m, 2H, H-vinilo & CONHCH,), 7.73 (d, /= 1.5 Hz, 1H, H-4), 7.38 (dd, J= 1.5

N,



126

& 8.3 Hz, 1H, H-6), 8.87 (d, J= 8.3 Hz, 1H, H-7), 3.55 (m, 4H4, 2xCH,), 3.26 (m,
2H, CHa), 2.57 (8, 3H, CHACO), 2.44 (8, 3H, CH,), 2.35 (m, 6H, 3xCH,), 1.68 (m,
2H, CH,).

MS-El m/z 514 & 516 M"-1] & [M'+1].
EJemplo 32

3-hidroxipropil)ami el écido 4-Acetil-5-(5-bro -0x0-1,2-dihj o}-3-

il i ji-1 -carbaxlico

'H NMR (360 MHz, DMSO-d8) 8 14.17 (8, 1H, NH), 11.25 (br s, 1H, NH),
8.10 (s, 1H, H-vinil), 8.03 (m, 1 H, CONHCH,), 7.71 (brs, 1H, H4), 7.37 (brd, J=
8.4 Hz, 1H, H-8), 6.87 (d, J= 8.4 Hz, 1H, H-7), 4.51 (brs, 1H, OH), 3.51 (brs, 2H,
CHa), 3.36 (m, 2H, CHL), 2.57 (8, 3H, CHsCO), 2.43 (s, 3H, CHa), 1.70 (m, 2H,
CHy).

Msi%& 447 [M*-1] & [M'+1).
Elempic’34

jdenemetil il-1 -carbaxdjico
'H NMR (360 MHz, DMSO-d8) & 14.19 (s, 1H, NH), 11.14 (br s, 1H, NH),
8.10 (s, 1H, H-vinil), 7.84 (m, 1H, CONHCH,), 7.71 (d, J= 1.8 Hz, 1H, H-4), 7.38
(dd, J=1.8 & 8.2 Hz, 1H, H-8), 6.87 (d, /= 8.2 Hz, 1H, H-7), 3.58 (m, 4H, 2xCH,),
3.40 (m, 2H, CHa), -2.57 (8, 3H, CH5CO), 2.49 (m, 4H, 2¢CH,), 2.45 (m, CHx &
CHa).

MS-El m/z 500 & 502 [M*-1] & [M*+1].
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'H NMR (360 MHz, DMSO-08) 5 14.17 (8, 1H, NH), 11.23 (s, 1H, NH), 8.11
(s, 1H, H-vinil), 7.91 (m, 1H, CONHCH,), 7.73 (d, J= 1.8 Hz, 1H, H-4), 7.39 (dd, J
=1.9& 8.3 Hz, 1H, H-6), 6.88(d, /= 8.3 Hz, 1H, H-7), 3.40(m, 2H, CH,), 2.62 (m,
2H, CH,), 2.57 (8, 3H, CH,CO), 2.49 (m, 4H, 2xCH,), 2.44 (8, 3H, CHy), 1.69 (m,
4H, 2xCH).
Elemplo 38

liden il

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 8 14.21 (8, 1H, NH), 11.18 (s, 1H,OH), 9.00
(s, 1H, NH), 8.08-8.10 (m, 2H), 7.73 (8, 1H), 7.38 (d, J=7.8 Hz, 1H),7.04 (d, J=
7.1 Hz, 2H), 6.88 (d, J= 7.8 Hz, 1H), 6.87 (d, J= 7.1 Hz, 2H), 3.42 (m, 2H, CH>),
2,72 (m, 2H, CH), 2.56 (8, 3H, CHyCO), 2.37 (8, 3H, CHa).

MS-El m/z 507 & 509 [M*-1] & [M*+1].
Elempio 37

ilami l)amj adi 1.2-dihi 0l-3-
ilidenemetil)-2-isopropil-4-fenil-1 H-pirmol-3-carboxilico

Una mezcla de hidrocloruro de 2-aminoacetofenona (1 equiv.),
isobutirilacetato de etilo (1.2 equiv.) y acetato de sodio (2.4 equiv.) en H;O se
agité a 100° C durante 18 horas y luego se enfrié a temperatura ambiente. La
capa acuosa 56 decantd y ol aceite se disolvié en acetato de e'tilo. Luego se lavd
con agua y saimuera y luego se sect para dar (93%) de etiléster del acido 2-
isopropil-4-fenil-1 H-pirrol-3-carboxdlico como un aceite rojo amarronado.

'HNMR (300 MHz, DMSO-d8) 5 11.21 (s, br, 1H, NH), 7.14-7.27 {m, 5H),
6.70 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 4.02 (q, J = 7.1 Hz, 2H, OCH,CH,), 3.65 (m, 1H,
CH(CHs)), 1.22 (d, J= 7.5 Hz, 6H, CH(CHa),), 1.04 (t, J=7.1 Hz, 3H, OCH;CHa).
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MS-El m/z 257 M"].

Al pirrol anterior se le efectué la formulacion usando el método A para dar
etiléster del acido 5-formil-2-isopropil-4-fenil-1H-pirmol-3-carboxdlico (41%) como
un sdlido rojizo.

THNMR (300 MHz, DMSO-d8) 5 12.35 (s, br, 1H, NH), 9.14 (s, 1H, CHO),
7.38 (8, 5H), 3.98 (q, J= 7.1 Hz, 2H, OCH,CHs), 3.74 {m, 1H, CH(CHa),), 120 (d, J
= 68.8 Hz, 6H, CH{CH.)2), 0.80 (t, /= 7.1 Hz, 3H, OCH,CHh).

MS-E| m/z 285 [M"].

Se hidroliz6 el éster del 4cido pirrolcarboxilico usando el método B para
dar (57%) de écido 5-formil-2-isopropil-4-fenil-1H-pirrol-3-carboxilico como un
solido beige.

'HNMR (300 MHz, DMS0-d8) § 12.28 (s, br, 1H, COOH), 12.02 (s, br, 1H,
NH), 9.10 (s, 1H, CHO), 7.35 (s, 5H), 3.81 (m, 1H, CH(CHa)2), 128 (d, J=6.9 Hz,
6H, CH(CHs)a).

MS-El m/z 257 [M"].

Se condensé 5-Bromo-1,3-dihidroindol-2-ona (120 mg, 0.31 mmol) con (3-
dietilaminopropli)amida del écido 5-formil-2-isopropil-4-fenil-1H-pimol-3-
carboxilico (preparada por el método C) para dar 120 mg (71%) det compuesto
del titulo.

THNMR (300 MHz, DMSO-d8) 5 14.23 (s, br, 1H, NH), 11.08(s, br, 1H, NH),
7.38-7.55 (m, 7H, Ar-H & CONHCH,), 7.30 (s, 1H, H-vinil), 7.26 (dd, /= 1.8 &7.8
Hz, 1H), 8.85 (d, J= 8.7 Hz, 1H), 3.38 (m, tH, CH(CHa)2), 3.07 (m, 2H, CH,), 2.34
(q, J= 7.1 Hz, 4H, N(CH,CHy)), 2.22 (t, J= 6.9 Hz, 2H, CH,), 1.40 (m, 2H, CH,),
1.31 (d, J= 6.9 Hz, 8H, CH(CH,),), 0.88 (t, J= 7.1 Hz, 6H, N(CH;CHha)s).

MS m/z 565.1 [M"+1].
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ilidenemetil)-2-isopropil-4-fenil-1 H-pj
Se condenst dcido 5-(5-bromo-2-axo-1,2-dihldroindol-3-ilidenemeti)-2-
isopropil-4-fenil-1H-pimrol-3-carboxilico (127 mg, 0.28 rmmol) con 3-pirrolidin-1-il-
propilamina (43 mg, 0.338 mmol) para dar 140 mg (66%) del compuesto del titulo.
"HNMR (300 MHz, DMSO-d8) 5 14.40 (s, br, 1H, NH), 7.38-7.47 (m, TH),
7.23-7.27 (m, 2H), 6.84 (d, J= 8.1 Hz, 1H), 3.36 (m, 1H, CH{CH,),), 3.08 (m, 2H,
CHy), 2.30 (m, 4H, 2xCH,), 2.20(t, J=7.0 Hz, 2H, CH,), 1.62 (m, 4H, 22CH,), 1.42
(t, J=7.0 Hz, 2H, CH), 1.31 (d, J=7.2 Hz, 6H, CH(CHy)).
MS-El m/z 560 y 562 [M*-1 y M"+1].
Ejemplo 39
2-dietilaminoetil}ami do 0-2-0x0-1,2-dihjdroindol-3-
jl)-2-isopropil-4-fenil-1 rboxill
Se condensd 5-Bromo-1,3-dihidroindol-2-ona (57 ,g. 0.27 mmol) con (2-
dietilaminoetil)amida del acido 5-formil-2-isopropil-4-fenil-1H-pirrol-3-carboxdlico
(120 mg) para dar 78 mg (53%) del compuesto det titulo como sdlido amarillo.
THNMR (300 MHz, DMS0-d6) 5 14.23 (s, br, 1H, NH), 11.09 (s, br, 1H, NH),
7.38-7.51 (m, 6H), 7.25-7.28 (m, 2H), 7.19 (t, 1H, CONHCH,), 6.85(d, /= 7.8
Hz,1H), 3.43 (m, 1H, CH(CHa,),), 3.11 (m, 2H, CH,), 2.28-2.39 (m, 6H, N(CH,CH,);
& CH,, 1.31 (d, J= 6.9 Hz, CH(CH:),), 0.85 (t, J = 7.0 Hz, 8H, N(CH,CH,),.
MS-El m/z 548 y 550 [M*-1 y M"+1].
Ejemplo 40

ilid il}-2-isopropil-4-fenil-1 H-pimol-3-carboxdlico
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Se condensd 5-Bromo-1,3-dihidroindol-2-ona (53 mg, 0.25 mmol) con [3<(4-
metiipiperazin-1-ll)propillamida del dcido S5-formil-2-isopropil-4-fenil-1H-pirrol-3-
carboxlico (300 mg) para dar 85 mg del compuesto dal titulo.

'HNMR (300 MHz, DMSO-d8) § 14.22 (s, br, 1H, NH), 11.08(s, br, 1H, NH),
7.23-7.50 (m, 9H), 6.85 (d, J=8.7 Hz, 1H), 3.37 (m, 1H, CH(CHs)2), 3.05 (m, 2H,
CHs), 2.24 (m, BH, 4xCHy), 2.11 (m, 5H, CHa & CHh),1.42 (m, 2H, CH), 1.31(d, J=
7.2 Hz, 8H, CH(CHa)2).

MS-El m/z 589 y 591 [M* -1 y M*+1].

-ox0-1,2-dihi

5-Bromo-1,3-dihidroindol-2-ona (170 mg, 0.8 mmol) se condensd con acido
5-formil-2-isopropil-4-fenil-1H-pirrol-3-carboxdlico (205 mg) usando el método D
para dar 210 mg (58%) del compusesto del titulo como sdlido amarillo.

THNMR (300 MHz, DMSO-d6) 5 14.31 (8, br, 1H, NH), 11.18 (s, br, TH, NH),
7.26-7.44 (m, 7H), 7.11 (s, 1H, H-vinil), 6.85 (d, J= 7.8 Hz, 1H), 3.78 (m, 1H,
CH(CHs)z), 1.34 (d, J= 6.9 Hz, 6H, CH(CHa),).

MS-El m/z 452 [M*+1].

Ejemplo 42

i il}-2-metil-4-fenil-1H-pi ico

Se condens6 5-Bromo-1,3-dihidroindol-2-ona (44 mg, 0.21 mmol) con (2-
pirrolidin-1-lletilyamida del 4cido 5-formil-2-metil-4-fenil-1--pirmol-3-carboxlico (70
mg, preparado de la misma manera como el isopropilo andlogo, anterior) para dar
0.03 g {27%) del compuesto del titulo como sdlido amarillo.

\
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'HNMR (300 MHz, DMSO-d8) 5 13.87 (s, br, 1H, NH), 11.11 (8, br, 1H, NH),
7.36-7.51 (m, 6H), 7.26 (dd, J= 1.8 & 8.1 Hz, 1H), 7.2 (s, 1H, H-vinil), 7.08 (m, 1H,
CONHCH,), 8.83 (d, J=8.1 Hz, 1H), 3.17 (m, 2H, NCH,), 2.48 (m, CH,), 228-2.35
(m, 8H, 3XNCHz), 1.58 (m, 4H, 2xCH,).

MS-El mz 518 y 520 [M*-1 y M*+1].

Ejemplo 43
-pirrolidin-1-iletil}amida del

llidenemetil}-2-metil-4-fenil-1/-pi li

Se condensé 6-(2-Metoxifenil)-1,3-dihidroindol-2-ona (50 mg, 0.21 mmol)
con (2-pirrolidin-1-iletil)amida del acido 5-formil-2-metil-4-fenil-1/H-pirrol-3-
carboxilico (70 mg) para dar 0.04 g (35%) del compuesto del titulo como un sdlido
anaranjado amarillo.

HNMR (300 MHz, DMSO-dB) 5 13.82 (s, br, 1H, NH), 11.02 (s, br, 1H, NH),
7.48 (m, 2H), 7.43 (m, 1H), 7.38 (m, 2H), 7.32 (m, 1H), 7.24 (m, 2H), 7.16 (s, 1H,
H-vinit), 7.08 (m, 2H), 7.03 (m, 1H), 7.0 (M, 2H), 3.74 (8, 3H, OCH,), 3.19 (m, 2H,
NCH,), 2.49 (m, CHy), 2.32-2.38 (m, 6H, 3xNCH,), 1.59 (m, 4H, 2XCHy).

MS-El m/z 546 [M'].
Ejemplo 44

-dimetilaminostiilamida _de ido = 1,2-dihidroindol-3-

ilidenemetil)-2-metil-4-fenil-1 H-plmol-3-carboxilico

Se condenséd 5-Bromo-1,3-dihidroindol-2-ona (48 mg, 0.22 mmol) con (2-
dimetilaminoetil)amida del acido 5-formil-2-metil-4-fenil-1 H-pirrol-3-carboxdlico (85
mpg) para dar 80 mg (55%) del compuesto del titulo como sdlido amarillo.

'HNMR (380 MHz, DMSO-d8) 5 13.86 (s, br, 1H, NH), 11.09 (s, br, 1H, NH),
7.47-7.49 (m, 2H), 7.38-7.41 (m, 4H), 7.26 (dd, J=2.2 8 8.3 Hz, 1H), 7.21 (8, 1H,
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H-vinil), 7.04 (m, 1H, CONHCH;), 6.77 (d, J= 8.3 Hz, 1H), 3.15 (m, 2H, NCH,),
2.48 (m, CHs), 2.16 (t, J= 6.8 Hz, 2H, 3xXNCH,), 2.02 (8, 8H, 2XNCHs).
MS m/z493y 494.8 [M' y M*+2].
Ejemplo 45
-dimetjlami 1} amida del acido 5-[6-{2-Metoxifenil}-2-ox0-1,2-dihid
ilidenemetil}-2-metil-4-fenil-1 4-pirrol-3-ca lico

Se condenad 6-(2-Metoxifenil)-1,3-dihidroindol-2-ona (53 mg, 0.22 mmol)
con (2-dimetilaminoetil)amida del Aacido S5-formil-2-metil-4-fenil-1H-pirrol-3-
carboxdlico (65 mg) para dar 0.05 g (44%) del compuesto del titulo como una
goma anaranjada.

THNMR (300 MHz, DMSO-d6) 8 13.82 (8, br, 1H, NH), 11.02 (s, br, 1H, NH),
7.37-7.52 (m, 5H), 7.32 (m, 1H), 7.22-7.27 (m, 2H), 7.16 (s, 1H), 7.08 (m, 2H),
7.03 (m, 1H), 7.0 (m, 2H), 3.74 (8, 3H, OCH,), 3.15 (m, 2H, NCHz), 2.48 (m, CH,),
2.16 (t, J=6.5 Hz, 2H, NCH,), 2.02 (8, 6H, 2XNCH,).

MS m/z 521 [M*+1).

Ejemplo 48
Etiléster del B 2-0x0-1,2-dihidroindol-3-ilidenemetii}-2-meti
fenil-1H-pirrol-3-carboxdlico

Se condensd 5-Bromo-1,3-dihidroindol-2-ona (60 mg, 0.28 mmol) con
etiléster del dcido 5-formil-2-metil-4-fenil-1H-pirrol-3-carboxlilico (75 mg) para dar
78 mg (60%) del compuesto del titulo como un sélido anaranjado.

'HNMR (380 MHz, DMSO-d8) 5 14.01 (s, br, 1H, NH), 11.13 (s, br, 1H, NH),
7.42-7 46 (m, 3H), 7.27-7.34 (m, 4H), 7.12 (s, 1H), 6.84 (dd, J=2.2 & 8.3 Hz, 1H),
3.99-4.03 (m, 2H, OCH.CH,), 2.81 (8, 3H, CHs), 0.98-1.03 (m, 3H, OCH.CHa).

MS-El m/z 450 y 452 [M*-1 y M*+1].
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Ejemplo 47
3-dietliamin illJamida d cido 5-Bro 1,2-dihidroindol
ilidenemetil}-2-metil-4-fenil-1H-pirrol-3-carboxlico

Se condensd 5-bromo-1,3-dihidroindol-2-ona (0.47 g, 2.2 mmol) con (3-
dietilaminopropil)amida del &cido 5-formii-2-metil-4-fenil-1H-pirrol-3-carboxilico
(0.75 g) para dar 0.11 g (42%) dei compuesio del titulo como un sblido
anaranjado.

THNMR (300 MHz, DMSO-d8) 5 13.88 (s, br, 1H, NH), 7.42-7.48 (m, 3H),
7.37-7.50 (m, 7H), 7.24-7.28 (m, 2H), 6.83 (d, /= 8.1 Hz, 1H), 3.08 (m, 2H, NCH),
2.45 (s, 3H, CHy), 2.38 (q, J= 7.1 Hz, 4H, 2XNCH:CH,), 2.28 (t, J= 6.0 Hz, 2H,
NGH;), 1.42 (m, 2H, NCHy), 0.87 (t, J = 7.1 Hz, 6H, 2XNCH,CHy).

MS-El m/z 535.0 y 537 [M* y M*+2].

Elemplo 48
(2-dimetilamino-etilamida del Acido 5-{5-Bromo-2-ox0-1,2-dihidroindal-3-
li i1}-2,4-dimetil-1H-pi lico

Una mezcia de 3-oxobutirato de ferf-butilo y nitrito de sodio (1 equiv.) en écido
acético se agitd a temperatura ambiente para dar ferf-butil-2-hidroodmino-3-
oxobutirato.

Se agitaron etil-3-oxobutirato (1 equiv.),polvo de zinc (3.8 equiv.) y fert-
butil-2-hidroximino-3-oxobutirato crudo en dcido acético 2 80°C durante 1 h. La
mezcia de reaccién se purifico en H;O y el filtrado ee recolectt para dar (65%)
2-tert-butiloxicarbonil-3,5-dimetil-4-etoxicarbonilpirrol.

Una mezcla de 2-feri-butiloxicarbonil-3,5-dimetil-4-etoxicarbonlipirrol y
ortoformato de fristilo (1.5 equiv.) en 4cido triffuoroacético se agitd a 15°C
durante 1 hora. La reaccién se concentrd y el residuo se purificd para dar
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(84%) 2,4-dimetil-3-etoxicarbonil-5-formilpirrol como agujas amariilas.

Se hidroliz6 2,4-Dimetil-3-etoxicarbonil-5-formilpinrol usando el método B
para dar (90%) acido 5-formil-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxlico.

'H NMR ( 380 MHz, DMSO-d8 ) 8 12 (br 8, 2H, NH y CO:H), 8.58 (s, 1H,
CHOQ), 2.44 (s, 3H, CHs), 2.40 (s, 3H, CHa).

MS m/z 267 [M"].

5-Bromo-1,3-dihidroindol-2-ona (0.17 g, 0.8 mmol) se condensd con (2-
dimetilaminoetil)amida del dcido 5-formil-2,4-dimetil-1--pirrol-3-carboxdlico (0.2 g,
preparada por el método C) usando el método B para dar 0.3 g (83%) del
compusesto del titulo como sdlido amarilio.

'HNMR (360 MHz, DMSO-dB) 5 13.80 (8, br, 1H, NH), 10.94 (s, br, 1H, NH),
8.07 (d, J = 1.8 Hz, 1H, H-4), 7.75 (s, 1H, H-vinil), 7.44 (t, J = 5.2 Hz, 1H,
CONHCHa), 7.24 (dd, J= 1.8 & 8.4 Hz, 1H, H-8), 6.82 (d, J=8.4 Hz, 1H, H-7),
3.26-3.33 (m, 2H, NCH,), 2.42 (s, 3H, CHh), 2.41 {8, 3H, CH)), 2.38 (t, /=6.7 Hz,
2H, NCHa), 2.18 (8, 8H, N(CHs)s).

MS-El m/z 430 y 432 [M"-1 y M*+1].

Se condensé 68-Fenil-1,3-dihidroindol-2-ona (0.17 g, 0.8 mmol) con (2-
dimetilaminoetil)amida del dcido 5-formil-2,4-dimetil-1/H-pirrol-3-carboxdlico (0.2 g)
para dar 0.13 g (38%) del compuesto del titulo como un sélido amarilio
anaranjado.

THNMR (360 MHz, DMS0-d6) & 13.58 (s, br, 1H, NH), 10.93(, br, 1H, NH),
7.85(d, J=7.92 Hz, 1H, H4), 7.63-7.65 (m, 3H), 7.40-7.47 (m, 3H,), 7.32-7.36 (m,
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1H, Ar-H), 7.30 (dd, J= 1.6 & 7.9 Hz, 1H, H-5), 7.11 (d, J= 1.8 Hz, 1H, H-7), 3.28-
3.34 (m, 2H, NCH;,), 2.43 (8, 3H, CHa), 2.41 (8, 3H, CHa), 2.38 (t, /= 6.8 Hz, 2H,
NCH,), 2.18 (8, 6H, N(CHa),).

MS-El m/z 428 [M"].
Ejempio 50
2-dimetilamino-etilamida _del  dcido 1,2-dihidroind
flidenemetil)-2 4-dimeti i

Se condensé 5-Cloro-1,3-dihidroindol-2-ona (0.1 g, 0.6 mmol) con (2-
dimetilaminoetil)amida del 4cido 5-formil-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxilico (0.15
g) para dar 0.22 g (90%) del compuesto del titulo como sélido amarillo.

THNMR (300 MHz, DMSO-i6) 5 13.81 (8, br, 1H, NH), 10.98 , br, 1H, NH),
7988 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H4), 7.75 (s, 1H, H-vinil), 7.50 (t, J = 5.5 Hz, 1H,
CONHCH,), 7.12 (dd, J = 2.0 & 8.3 Hz, 1H, H-6), 6.86 (d, J= 8.3 Hz, 1H, H-7),
3.26-3.31 (m, 2H, NCH,), 2.42 (8, 3H, CHs), 2.40 (8, 3H, CH,), 2.36 (t, J=6.6 Hz,
2H, NCH,), 2.17 (8, 8H, N(CHa)a).

MS-El m/z 386 [M'].
Ejemplo §1
(2djetilamino-etillamida _del _acido _5-(5-Bromo-2-0x0-1.2-dihidroindol-3-
ilidenemetil)-2.4-dimetil-1H-pi 1

Se condensé 5-Bromo-1,3-dihidroindol-2-ona (0.17 g, 0.8 mmol) con (2-
dietilaminoetil)amida del &cido 5-formll-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxdlico (0.2 g)
para dar 0.09 g (26%) del compuesto del titulo como sdlido amarillo.

'HNMR (380 MHz, DMSO-d6) 5 13.61 (8, br, 1H, NH), 10.98 (, br, 1H, NH),
8.00 (d, J = 1.7 Hz, 1H, H-4), 7.76 (s, 1H, H-vinil), 7.42 (t, J = 5.5 Hz, 1H,
CONHCH,), 7.24 (dd, J= 1.7 & 8.0 Hz, 1H, H-6), 6.82 (d, J= 8.0 Hz, 1H, H-7),
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3.23-3.32 (m, 2H, NCH,), 2.48-2.55 (m, 6H, 3XNCH.), 2.43 (8, 3H, CHa), 2.42 (s,
3H, CHs), 0.86 (t, J = 7.2 Hz, BH, 2XNCHCHh).

MS-El m/z 458 y 460 [M"-1 y M*+1].
Ejemplo 52

2-pimolldin-1-il-efillamida écido 5 1,2-dihidroindo

i il}-2,4-dimetil-1H-pi i

Se condensd 5-Bromo-1,3-dihidroindol-2-ona (0.09 g, 0.4 mmol) con (2-
pirrolidin-1-lletil)amida del 5-formil-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxdlico (0.1 g) para
dar 0.14 g (81%) det compuesto del titulo como un sélido amarilio anaranjado.

THNMR (300 MHz, DMSO-d8) 5 13.61 (8, br, 1H, NH), 10.88 (, br, 1H, NH),
8.08 (d, J = 1.9 Hz, 1H, H4), 7.76 (s, 1H, H-vinil), 7.53 (t, J = 5.5 Hz, 1H,
CONHCH;), 7.24 (dd, J= 1.8 & 8.5 Hz, 1H, H-8), 6.81 (d, J= 8.5 Hz, 1H, H-7),
3.20-3.35 (m, 2H, NCH,), 2.54 (t, J = 6.9 Hz, 2H, NCH,), 2.47 (m, under DMSQ),
2.42 (s, 3H, CHy), 2.40 (8, 3H, CHs), 1.66-1.69 (m, 4H, 2xCH,).

MS-El m/z 458 y 458 [M"-1 y M*+1].
Ejemplo 63

3-imi - l)amida aci -0x0-1,2-dihidroindol

ilidenemetil)-2 4-dimetil-1-pirol rboxdlico

Se condensd 5-Bromo-1,3-dihidroindol-2-ona (0.09 g, 0.4 mmol) con 4cido
(3-imidazol-1-ilpropil)amida 5-formii-2,4-dimetil-1 H-pirrol-3-carboxlico (0.1 g) para
dar 0.1 g (59%) del compuesto del titulo como un sélido anaranjado.

'HNMR (300 MHz, DMSO-d8) § 13.83 (s, br, 1H, NH), 10.99(, br, 1H, NH),
8.08 (d, J = 2.2 Hz, 1H, H-4), 7.77 (8, 1H, H-vinil), 7.71 (t, J = 5.7 Hz, 1H,
CONHCH,), 7.65 (8, 1H, Ar-H), 7.25 (dd, J= 2.2 & 8.4 Hz, 1H, H-8), 7.20 (8, 1H,
Ar-H), 6.89 (s, 1H, Ar-H), 6.81 (d, J= 8.4 Hz, 1H, H-7), 4.02 (t, J=6.7 Hz, 2H,
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NCH,), 3.18 {(q, J=6.7 Hz, 2H, NCHa), 2.43 (s, 3H, CH;), 2.41 (8, 3H, CH,), 1.93
(m, 2H, CHy).
MS-El m/z 487 y 469 [M"-1 y M*+1).
EjJemplo 64
2-d laminoetil)amida del &cido 2- l -dihidroindol-3-
il jI}-2.4-dimetil- imol-3-carboxili

Se condensd 8-(2-Metoxifenil)-1,3-dihidroindol-2-ona (30 mg, 0.13 mmol)
con (2-dimetilaminoetil)amida del dcido 5-formil-2,4-dimetil-1 H-pimol-3-carboxlico
(30 mg) para dar 0.06 g (100%) del compuesto dei titulo como una goma amarilla
anaranjada.

THNMR (300 MHz, DMSO-d8) 5 13.80 (s, br, 1H, NH), 10.88 (8, br, 1H, NH),
7.79(d, J= 8.4 Hz, 1H), 7.63 (s, 1H, H-vinil), 7.48 (t, J= 5.5 Hz, 1H, CONHCH,),
7.26-7.35 (m, 2H), 6.99-7.11 (m, 4H), 3.78 (s, 3H, OCH,), 3.27-3.31 (m, 2H,
NCH,), 2.43 (8, 3H, CHs), 2.39 (s, 3H, CHs), 2.37 (m, 2H, NCH,), 2.18 (s, 6H,
N(CHa),).

MS-El m/z 458 [M'].

Elemplo 58
-dimetilaminoetil)amida del &cido ifenil}-2-0x0-1,2-dihidrol
il il}-2. 4-dimetil-1 ico

Se condensd 8-(3-Metoxifenil)-1,3-dihidroindol-2-ona (30 mg, 0.13 mmol)
con (2-dimetilaminoetil)amida del dcido 5-formil-2,4-dimetil-1 H-pirrol-3-carboxlico
(30 mg) para dar 8 mg (14%) del compuesto del titulo como un sélido amarilio
anaranjado.

THNMR (360 MHz, DMS0-d6) § 13.59 (s, br, 1H, NH), 10.92 (s, br, 1H, NH),
7.84(d, J=7.8Hz, 1H), 7.85 (8, 1H, H-vinil), 7.42 (m, 1H, CONHCH,), 7.36 (d, J=

>’



7.8 Hz, 1H), 7.29 (dd, J= 1.6 & 7.6 Hz, 1H), 7.20 (d, J= 7.8 Hz, 1H), 7.14 (d, J=
2.8 Hz, 1H), 7.41 (d, J= 1.6 Hz, 1H), 8.91 (dd, /= 2.8 & 7.8 Hz, 1H), 3.82 (s, 3H,
OCHa), 3.21-3.33 (M, 2H, NCH,), 2.43 (s, 3H, CH;), 2.40 (8, 3H, CH;), 2.36-2.40
(m, 2H, NCHy), 2.18 (8, 8H, N(CHa),).

MS-E| m/z 458 [M"].

Elemplo 56
-dietilami j j jdo 2 4-Dimetil-5- 5-fenil-1.2-dlhid ol-
ilidan: i i lico

Se condensd 5-Fenil-1,3-dihidroindol-2-ona (80 mg, 0.4 mmol) con (2-
dietilaminoetil)amida del &cido 5-formil-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxdlico (0.1 g)
usando el método B para dar 79 mg (46%) del compuesto del titulo.

THNMR (300 MHz, DMSO-d6) 5 13.86 (8, br, 1H, NH), 10.95 (, br, 1H, NH),
8.15(d, J= 1.2 Hz, 1H), 7.81 (8, 1H, H-vinil), 7.71 (d, J= 7.5 Hz, 1H), 7.40-7.47
(m, 4H), 7.31 (m, 1H), 6.95 (d, J= 8.1 Hz, 1H), 3.2-3.31 (m, 2H, NCH,), 2.46-2.55
(m, 8H, 3xXNCH,), 2.44 (s, 6H, 2xCH,), 0.98 (t, J= 7.4 Hz, 6H, 2NCH,CHa).

MS-El m/z 456 [M"].

Elemplo §7
irmolidin-1-iletil)Jamida del acido jmeti -1 hidrol
iliden: il irrol-3-carboxdli

Se condens6é 5-Fenll-1,3-dihidroindol-2-ona (0.04 g, 0.2 mmol) con (2-
pirrolidin-1-iletil)amida dcido 5-formii-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxlico (0.04 g)
para dar el compuesto del titulo como un sélido amarillo anaranjado.

THNMR (300 MHz, DMSO-d8) 8 13.85 (8, br, 1H, NH), 10.98 (, br, 1H, NH),
8.15(d, J=1.0 Hz, 1H), 7.80 (s, 1H, H-vinil), 7.71 (d, J=7.2 Hz, 2H), 7.49 (t, J=
6.3 Hz, 1H, CONHCH,), 7.41-7.48 (m, 3H), 7.31 (m, 1H), 6.95 (d, J=7.8 Hz, 1H),
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4.08 (M, 4H, 2x NCH,), 3.32 (m, 2H, NCH), 2.55 (t, J= 7.1 Hz, 2H, NCH,), 2.47
(m, under DMSO), 2.43 (8, 6H, 2xCHa), 1.66 (m, 4H, 2xCH,).
MS-El m/z 454 [M"].

3lidenemetil}-1H-pi rboxilico

Se condenst 5-Fenil-1,3-dihidroindol-2-ona (8 mg, 0.04 mmol) con (3-
imidazol-1-Ipropii)amida del acido 5-formil-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxdlico (10
mg) para dar 10 mg (59%) del compuesto del titulo como un sélido anaranjado.

THNMR (300 MHz, DMSO-d8) 5 13.67 (s, br, 1H, NH), 10.96 (, br, 1H, NH),
8.16 (d, J= 1.2 Hz, 1H), 7.81 (8, 1H, H-vinil), 7.65-7.72 (m, 4H), 7.44 (m, 3H), 7.31
{m, 1H, CONHCH,), 7.21 (s, 1H, Ar-H), 4.02 (t, /=8.5 Hz, 2H, NCH,), 3.19(q, /=
6.5 Hz, 2H, CONHCH,), 2.44 (s, 6H, 2xCH), 1.93 {m, 2H, CH,CH, CHy).

MS-El m/z 465 [M"].

Se condensd 8-Fenil-1,3-dihidroindol-2-ona (0.08 g, 0.4 mmol) con (2-
dietilaminoetiljamida del dcido 5-formil-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxilico (0.1 g)
para dar 85 mg (38%) del compuesto del titulo como sdlido amarlllo.

'HNMR (300 MHz, DMSO-d8) 5 13.61 (8, br, 1H, NH), 10.99 (, br, 1H, NH),
7.88 (d, J= 7.8 Hz, 1H), 7.62-7.66 (m, 3H), 7.40-7.47 (m, 3H), 7.28-7.36 (m, 2H),
7.10 (d, J= 1.2 Hz, 1H), 3.28 (m, 2H, NCH,), 2.48-2.55 (m, 8H, 3xNCH,), 2.44 (s,
3H, CHa), 2.41 (8, 3H, CHs), 0.97 (t, J= 7.2 Hz, 6H, 2xXNCH,CH,).

MS-El m/z 456 [M").
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Ejemplo 60
-pirrolidin-1-iletillamid ido 2. 4-Dimetf -oxo-6-fenil-1,2-dihidrol
ilidenemetil}-1 H-pirrol-3-carboxlico

Se condensd 6-Fenil-1,3-dihidroindol-2-ona (30 mg, 0.15 mmol) con (2-
pirrolidin-1-iletil)amida del acido 5-formil-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxilico (40
mg) para dar 5.9 mg (8.5%) del compuesto del titulo como un s6lido amarilio
anaranjado.

THNMR (300 MHz, DMSO-d8) § 13.80 (s, br, 1H, NH), 10.99(, br, 1H, NH),
7.88(d, J=7.8 Hz, 1H), 7.83-7.86 (m, 3H), 7.51 (m, 1H, CONHCH,), 7.45 (m, 2H),
7.28-7.36 (m, 2H), 7.10 (d, J= 1.5 Hz, 1H), 3.31 (m, 8H, 3xNCH,), 2.55 (t, /=6.6
Hz, 2H, NCH,), 2.43 (8, 3H, CHs), 2.40 (8, 3H, CHs), 1.87 (m, 4H, 2xCHa).

MS-El m/z 454 [M").

Se condensd 8-Fenil-1,3-dihidroindol-2-ona (8 mg, 0.04 mmol) con (3-
imidazol-1-ilpropil)amida del &cido 5-formil-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxilico (10
mg) para dar 7.3 mg (43%) del compuesto del titulo como un sdlido anaranjado.

THNMR (300 MHz, DMSO-d8) 5 13.62 (s, br, 1H, NH), 10.99 (, br, 1H, NH),
7.86 (d, J= 8.2 Hz, 1H), 7.62-7.70 (m, 5H), 7.45 (m, 2H), 7.35 (m, 1H), 7.30 (dd, J
=148&8.2Hz 1H), 7.21 (s, 1H), 7.0 (d, J= 1.4 Hz, 1H), 6.89 (s, 1H), 4.02 (t, J=
8.9 Hz, 2H, CHa), 3.19 (m, 2H, NCH, CHa), 2.43 (8, 3H, CHa), 2.41 (8, 3H, CHa),
1.93 (t, J= 6.9 Hz, 2H, NCH>).

MS-El m/z 465 [M"].

Ejemplo 62
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(2-dietilaminoetil}amida de| dcido 518{3.5-Diclorofenil}-2-oxo-1,2-dihidroindol-3-
ilidenemetil - j ico

Se condensd 6-(3,5-Diclorofenil)-1,3-dihidroindol-2-ona (84 mg, 0.23 mmol)
con (2-dietilaminoetil)amida del dcido 5-formil-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxdlico
(60 mg) para dar 53 mg (44%) del compuesto del titulo como un sélide mamén
claro.

HNMR (360 MHz, DMSO-d8) 5 13.62 (s, br, 1H, NH), 10.99 (s, 1H, NH),
7.89(d, J=7.9 Hz, 1H, H-4), 7.68-7.71 (m, 3H), 7.55 (m, 1H, CONHCH,), 7.37 (m,
2H), 7.14 (d, J= 1.4 Hz, 1H, H-7), 3.27 (m, 2H, NCH,), 2.48-2.58 (m, 64, DINCH>),
2.45 (8, 3H, CHh), 2.42 (s, 3H, CHs), 0.97 (t, J= 6.8 Hz, 6H, ANCH,CH,).

MS m/z 526.9 [M'+1].

Se condens6 8-Piridin-3-il-1,3-dihidroindol-2-ona (40 mg, 0.19 mmol) con
(2-dietitaminoetil)amida del dcido 5-formil-2,4-dimetil-1H-pimrol-3-carboxilico (50
mg) para dar 28 mg (33%) del compuesto del titulo como sblido naranja ciaro.

THNMR (300 MHz, DMSO-d6) & 13.82 (8, br, 1H, NH), 11.05 (s, br, 1H, NH),
8.86 (s, br, 1H), 8.53 (d, J= 5.8 Hz, 1H), 8.04 (m, 1H), 7.91 (d, J= 8.1 Hz, 1H),
7.70 (s, 1H, H-vinil), 7.40-7.48 {m, 2H), 7.35 (d, J= 7.5 Hz, 1H), 7.14 (s, 1H), 3.28
(m, 2H, NCH,), 2.48-2.55 (m, 3axNCH,), 2.42 (8, 3H, CH;), 2.38 (s, 3H, CHs), 0.98
(t. J=8.9 Hz, 8H, 2XNCH.CHs).

MS-El m/z 457 M").
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Se condensd 8-Piridin-3-il-1,3-dihidroindoi-2-ona (60 mg, 0.28 mmol) con
(2-pirrolidin-1-iletil)amida del acido 5-formil-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxlico (75
mg) para dar 80 mg (71%) del compuesto del titulo como un sélido naranja claro.

'HNMR (300 MHz, DMS0-d6) 5 13.61 (8, br, 1H, NH), 11.05 (s, br, 1H, NH),
8.86 (d, J= 1.5 Hz, 1H), 8.54 (dd, J= 1.5 & 4.8 Hz, 1H), 8.05(m, 1H), 7.91 (d, J=
7.8 Hz, 1H), 7.70 (8, 1H, H-vinil), 7.44-7.53 (m, 2H), 7.36 (dd, /J=1.5& 8.1 Hz,
1H), 7.15 (d, J= 1.2 Hz, 1H), 3.33 (M, 2H, NCH,), 2.47-2.57 (m, 6H, 3xXNCH,), 243
(8, 3H, CHs), 2.41 (s, 3H, CH,), 1.87 (m, 4H, 2xCH.).

MS-El m/z 455 [M'].

Ejemplo 86
Imetilamin amida del &cido 2.4-Dimeti ridin-3-{1-1.2-
ilidenemetil)-1/-pirrol rboxdli

Se condensd 6-Piridin-3-il-1,3-dihidroindol-2-ona (42 mg, 0.2 mmol) con (3-
dimetilaminopropil)amida del 4cido 5-formil-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxdlico (50
mg) para dar 67 mg (75%) del compuesto del tiulo como un sdlido amarillo
amarronado.

"HNMR (380 MHz, DMSO-d6) 5 13.61 (s, br, 1H, NH), 11.00 (s, br, 1H, NH),
8.86 (s, br, 1H), 8.54 (s, br, 1H), 8.04 (m, 1H), 7.90 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.89 (s,
1H, H-vinil), 7.83 (m, 1H), 7.45-7.48 (m, 1H), 7.35(dd, /= 1.7 &8.0 Hz, 1H), 7.15
(d, J= 1.7 Hz, 1H), 3.21-3.27 (m, 2H, NCHa), 2.43 (8, 3H, CHs), 2.41 (s, 3H, CH,),
2.28 (m, 2H, NCH.), 2.14 (8, 6H, 2xNCH,), 1.64 (m, 2H, CH,).

MS-El m/z 443 [M"].

Ejemplo 868
ilaminopropil}amida del
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3-ilidenemstil)-1H-pj lico
Se condensé 5-Fenil-1,3-dihidroindol-2-ona (87 mg, 0.32 mmol) con (3-
dimetilaminopropil)amida del acido 5-formil-2,4-dimetil-1H-pirol-3-carboxflico (81
mg) para dar 40 mg (28%) del compuesto del titulo como un sélido anaranjado.
'HNMR (380 MHz, DMSO-d8) & 13.66 (8, br, 1H, NH), 10.82 (s, br, 1H, NH),
8.14 (s, 1H), 7.79 (s, 1H), 7.71 (m, 2H), 7.62 (m, 1H), 7.44 (m, 3H), 7.32 (m, 1H),
6.95 (m, 1H), 3.33 (m, 2H, NCH,), 2.43 (8, 6H, 2xCHs), 2.27 (m, 2H, NCH.), 2.13
(8, 6H, 2xNCHs), 1.63 (m, 2H, CHa).
MS-El m/z 442 [M"].
Ejemplo 67
3-dietilami
ilidenemetil : rboxilico
Se condensé 5-Fenil-1,3-dihidroindol-2-ona (1.5 g, 7.16 mmol) con (3-
dietilaminopropil)amida del Acido 5-formil-2,4-dimetil-1H-pirol-3-carbaxdlico (2 g)
para dar 1.3 g (40%) del compuesto del titulo como un sélido amarillo anaranjado.
THNMR (380 MHz, DMSO-d8) 3 13.64 (s, 1H, NH), 10.91 (s, 1H, NH), 8.14
(d. J=14Hz, 1H, ArH), 7.8 (s, 1H, ArH), 7.7 (dd, J= 1.2 y 8.5 Hz, 2H, ArH), 7.8
(t, J= 5.3 Hz, 1H, CONHCH3), 7.4 (m, 3H, ArfH), 7.3 (t, J= 7.4 Hz, 1H, ArH), 6.9
(d, J=8.0 Hz, 1H, ArH), 3.2 (m, 2H, CONHCH,), 2.5 (m, 12H, 3XNCH. , 2xCHa),
1.61 (m, 2H, CH;CH,CH,), 0.93 (t, J= 6.7 Hz, 8H, NCH.CHb).
MS-El m/z 470 [M'].
Ejemplo 68
distilaminopropil}amida del acida
ilidenemetit)-1H-pirrol-3-carboxilico
Se condensd 6-Fenil-1,3-dihidroindol-2-ona (1.5 g, 7.16 mmol) con (3-
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dietilaminopropil)amida del acido 5-formil-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxlico (2 g)
para dar 1.9 g {57%) del compuesto del titulo como un sélido anaranjado.
'HNMR (360 MHz, DMSO-d6) § 13.58 (s, 1H, NH), 10.94 (s, 1H, NH), 7.8
(d, J=7.9 Hz, 1H, ArH), 7.6 (m, 4H, ArH), 7.4 (t, J= 7.5 Hz, 2H, ArH), 7.3 (m, 2H),
7.1 (d, J= 1.4 Hz, 1H, ArH), 3.2 (m, 2H, CONHCH), 2.5 (m, 12H, 3xNCH, ,
2xCHs), 1.61 (m, 2H, CH:CH,CHa), 0.83 (t, J= 8.7 Hz, 8H, NCH:CH,).
MS-El m/z 470 [M'].

Ejempio 69
3-cloro-4-m i jda del dcido jetilaminopropilcarbamoil
dimetil-1H-pirrol-2-ilmetilen}-2-oxo-2. 3-dihidro-1/-indol-4-carboxdlico

Se condensd (3-cloro-4-metoxifenil)amida del dcido 2-Oxp-2,3-dihidro-1H-
indol-4-carboxdlico (1 g, 3.16 mmol) con (3-dietilaminopropil)amida del acido 5-
formil-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxlico (1 g, 3.58 mmol) para dar 1.7 g (85%) del
compuesto del titulo como un sélido amarillo anaranjado.

MS-El m/z 578.2 [M'].

Ejemplo 70
letilamino-propil)amida _del i 5- -0x0-1,2-dihidroind
ilidenemetil)-2 4-dimetil-1 H-pirrol-3-carboxdlico

Se condensé 5-Bromo-1,3-dihidroindol-2-ona (0.5 g, 2.38 mmol) con (3-
dietilaminopropil)amida de! 4cido 5-formil-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carbaxdlico (0.51
g) para dar 0.84 g del compuesto del titulo como un sdlido rojo anaranjado.

THNMR (360 MHz, DMS0-d8) 5 13.61 (s, 1H, NH), 10.99 (s, 1H, NH), 8.09
(d, J=1.8Hz, 1H, ArH), 7.7 (m, 4H), 7.2 (dd, J= 1.8 y 8.3 Hz, 2H, ArH),8.8 (d, J=
7.8 Hz, 1H, ArH), 3.3 (br s, 4H, 2NCH,), 3.2 (m, 2H, CONHCH,), 2.6 (br &, 2H,
NCH, , 2xCHa), 2.4 (8, 6H, 2XCHs), 1.86 (m, 2H, CHCH,CH3), 0.98 (t, J=7.1 Hz,

&
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6H, NCH.CH,).
MS-El m/iz 472y 474 [M"-1 y M™+1].
Ejemplo 71

il}-2.4-dlisopropil-14-pi li

Se condensd 5-Bromo-1,3-dihidroindol-2-ona (100 mg, 0.47 mmol) con
(2-dietilaminoetil)amida del cido 5-formil-2,4-diisopropil-1H-pirol-3-carbaxdlico
(150 mg) para dar 0.15 g (82%) del compuesto del titulo como un sélido
amarillo anaranjado.

THNMR (300 MHz, DMSQ-d6) 8 13.97 (s, 1H, NH), 10.85 (s, 1H, NH), 8.09
(d, J= 1.3 Hz, 1H, ArH), 7.84 (m, 1), 7.79 (s, 1H), 7.23(dd, J=1.3y 8.1 Hz, 1H,
ArH), 6.8 (d, J=8.1 Hz, 1H, ArH), 3.5 (m, 1H, CH), 3.3 (m, 3H, CHy NHCH,), 2.5
(br m, BH, 3xNCH;), 1.28 (d, J = 8.9 Hz, 6H, 2xCH,), 1.23 (d, J = 6.8 Hz, 6H,
2xCHs), 0.88 (m, 6H, 2xCH,CHy).

MS-El m/z514 y 516 [M"-1 y M"+1].

Se condensé 5-Bromo-1,3-dihidroindol-2-ona (80 mg, 0.42 mmol) con (3-
dietilaminopropli)amida del écido 5-formil-2,4-diisopropil-1H-pirrol-3-carboxdlico
(140 mg) para dar 54 mg (25%) de! compuesto del titulo como un sélido rojo

amarronado.

THNMR (300 MHz, DMS0-d8) 5 13.98 (s, 1H, NH), 10.06 (s, 1H, NH), 8.09
(d, J= 1.7 Hz, 2H), 7.78 (s, 1H, H-vinil), 7.23 (dd, J= 1.7 y 8.1 Hz, 1H, ArH), 6.82
(d, J=8.1 Hz, 1H, ArH), 3.5 (m, 1H, CH), 3.25 (m, 2H, NHCH,), 3.15 (m, 1H, CH),
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2.7 (br 8, 6H, 3XNCHz), 1.7 (br m, 2H, CH,CH:CH,), 1.28 (d, J = 8.9 Hz, 6H,
2xCHj), 1.24 (d, J= 5.9 Hz, 6H, 2xCH,), 1.08 (m, 6H, 2xCH;CH,).
MS-El m/z 528 y 530 [M*-1 y M*+1],
Ejempio 73
irrolidin-1-4 illamida de} acido S5-Bromo-2 1,2-dihidroindol-3-

Se condensd 5-Bromo-1,3-dihidroindol-2-ona (130 mg, 0.8 mmol) con (3-
pirrolidin-1-ilpropil)amida del &cido 5-formil-2,4-diisopropil-1H-pinol-3-carboxlico
(150 mg, 0.45 mmol) para dar 368 mg (15%) del compuesto del titulo como un
sélido tostado anaranjado.

'HNMR (300 MHz, DMSO-d6) & 13.98 (s, 1H, NH), 10.97 (s, 1H, NH), 8.10
(d, J= 1.6 Hz, 2H), 7.78 (8, 1H, H-vinll), 7.23 (dd, J= 1.6y 7.8 Hz, 1H, ArH), 6.82
(d, J=7.8 Hz, 1H, ArH), 3.5 (m, 1H, CH), 3.25 (m, 2H, NHCH,), 3.15 (m, 1H, CH),
2.7 (br 8, 8H, 3XNCHa), 1.7 (br m, 8H, NCH.CH.), 1.28 (d, J = 5.6 Hz, 6H,
2xCH,), 1.24 (d, J= 5.7 Hz, 8H, 2xCHy).

MS-El m/z 526 y 528 [M*-1 y M*+1].

Ejlemplo 74
(piridin4-imstil}-amida del d4cido 5- 1.2-dihidroindol-3-
llidenemeti til-1H-pirrol-3-carboxilico

Se condensd 5-Bromo-1,3-dihidroindol-2-ona (170 mg, 0.8 mmol) con
(piridin-4-ilmetil)amida del &cido 5-formil-2,4-dimetil-1+-pirrol-3-carboxlico (200
mg) para dar 14 mg (4%) del compuesto del titulo como sdlido amarillo.

THNMR (300 MHz, DMSO-d6) 8 13.67 (s, 1H, NH), 11.01 (s, br, 1H, NH),
8.51 (dd, J= 1.6 & 4.3 Hz, 2H), 8.23 (t, J=6.0 Hz, 1H, CONHCH,), 8.11 (d, J=
1.9 Hz, 1H), 7.78 (s, 1H, H-vinll), 7.31 (d, J=8.0 Hz, 2H), 7.25 (dd, /= 1.8 & 8.1
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Hz, 1H), 6.82 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 4.45 (d, J = 6.0 Hz, 2H, NCH,), 2.46 (s, 6H,
2xCHs).

MS-El m/z 450 y 452 [M"-1 y M"+1].
Ejemplo 76

il etil}-2,4-dimetil-1 H-pimol-3-carboxlico

Se condensé 5-[6-(4-Butilfenil)}-1,3-dihidroindol-2-ona (50 mg, 0.19 mmol)
con (2-pirrolidin-1-letil)amida del &cido 5-formil-2,4-dimetil-1 H-pirol-3-carboxdlico
(50 mg) para dar 74 mg (76%) del compuesto del titulo como un sélido
anaranjado.

'HNMR (360 MHz, DMSO-d8) 5 13.58 (s, 1H, NH), 10.93 (s, br, 1H, NH),
7.82(d, J=7.9 Hz, 1H), 7.63 (8, 1H, H-vinil), 7.54 (d, J= 7.9 Hz, 2H), 7.48 (m, 1H,
CONH), 7.26 (m, 3H), 7.09 (8, 1H), 3.30 (m, 2H, CHa), 2.52-2.63 (m, 4H, 2xCH,),
2.49 (m, 4H, 2xCHy), 2.43 (8, 3H, CHy), 2.40 (s, 3H, CHs), 1.88 (m, 4H, 2xCH,),
1.58 (m, 2H, CHa), 1.34 (m, 2H, CHa), 0.91 (t, J= 7.2 Hz, 3H, CH.CH,).

MS-El m/z 510 [M"].

Ejemplo 76
- jn-1 ida del &cido |sopropil-2-metoxifenil)-2-0xo0-1,2-
dihidroindol-3-ilidenemetil}-2,4-dimetil-1 - i

Se condens6 6-(5-lsopropil-2-metoxifenil)-1,3-dihidroindol-2-ona (50 mg,
0.17 mmol) con (2-pimrolidin-1-il-etil)amida del acido 5-formil-2,4-dimetil-1 H-pirrol-
3-carboxdlico (45 mg) para dar 87 mg (75%) del compuesto del titulc como un
sdélido anaranjado.

THNMR (360 MHz, DMSO-d8) § 13.60 (s, 1H, NH), 10.82 (s, br, 1H, NH),
7.77 (d, J= 7.9 Hz, 1H), 7.61 (8, 1H, H-vinil), 7.45 (m, 1H, CONH), 7.0-7.18 (m,
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5H), 3.73 (8, 3H, OCH,), 3.32 {m, 2H, CHa), 2.87 (m, 1H, CH{CHa)»), 2.56 (m, 2H,
CH,), 2.48 (m, 4H, 2xCH>), 2.43 (8, 3H, CH), 2.40 (8, 3H, CH,), 1.88 (m, 4H,
2xCHs), 1.21 (d, J= 6.8 Hz, 6H, CH(CH:),).

. MS m/iz527.2 [M*+1].
Ejemplo 77

Se condensé 6-{(4-Etilfenil)-1,3-dihidroindol-2-ona (45 mg, 0.19 mmol) (2-
pirrolidin-1-letil)amida del acido 5-formil-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxdlico (50
mg) para dar 60 mg (65%) del compuesto del titulo como un soélido amarillo
anaranjado.

'HNMR (300 MHz, DMSO-d8) 5 13.58 (s, 1H, NH), 10.96 (s, br, 1H, NH),
7.83(d, J=8.4 Hz, 1H), 7.64 (s, 1H, H-vinil), 7.51-7.56 (m, 3H), 7.25-7.30 {m, 3H),
7.08 (d, J=1 Hz, 1H), 3.31 (m, 2H, CH,), 2.63 (m, 2H, CHaCH,), 2.55 (m, 2H,
CH,), 2.49 (m, 4H, 2xCH,), 2.42 (s, 3H, CHs), 2.40 (s, 3H, CHs), 1.67 (m, 4H,
2xCH;), 1.20 (t, J= 7.5 Hz, 3H, CH,CHha).

MS-El m/z 482 [M").

Ejemplo 78

3-ilide il}-2.4-dimetil- -3-carboxdli

Se condensé 6-(2,4-Dimetoxfenil)-1,3-dihidroindol-2-ona (51 mg, 0.18
mmeol) con (2-pirrolidin-1-ileti)amida det acido 5-formil-2,4-dimetil-1/-pirrol-3-
carboxdiico (50 mg) para dar 30 mg (31%) del compuesto del titulo como un sélido
anaranjado.

THNMR (300 MHz, DMSO-d6) & 13.59 (s, 1H, NH), 10.88 (s, br, 1H, NH),
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7.75(d, J=7.8 Hz, 1H), 7.80 (8, 1H, H-vinil), 748 (m, 1H, CONH), 7.22 (d, J= 8.4
Hz, 1H), 7.03 (m, 1H), 8.97 (s, 1H), 6.58-6.85 (m, 2H), 3.79 (s, 3H, OCH,), 3.76 (s,
3H, OCHa), 3.33 (M, 2H, CHa), 2.55 (m, 2H, CHa), 2.50 (m, 4H, 2xCHs), 2.42 (s,
3H, CHy), 2.39 (8, 3H, CHy), 1.67 (m, 4H, 2xCH).

MS-El m/z 514 [M'].
Ejemplo 79

ilidenemetill-2,4-dimetil-1H-pirro lico

Se condensd 8-(3-1sopropiifenil)-1,3-dihidroindol-2-ona (48 mg, 0.19 mmol)
con (2-pirrolidin-1-lleti)amida del écido 5-formil-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxlico
(50 mg) para dar 59 mg (63%) del compuesto del titulo como un sdlido
anaranjado.

THNMR (300 MHz, DMSO-d8) 5 13.83 (s, 1H, NH), 10.97 (s, br, 1H, NH),
7.87 (d, J=7.8 Hz, 1H), 7.88 (8, 1H, H-vinil), 7.24-7.55 (m, 8H), 7.13 (s, 1H), 3.34
(m, 2H, CHz), 3.30 (m, 1H, CH{CHs)a). 2.60 (m, 2H, CHa), 2.50 (m, 4H, 2xCHa),
2.45 (8, 3H, CHa), 2.43 (8, 3H, CHa), 1.70 (m, 4H, 2xCH,), 1.27 (d, J=6.9 Hz, 6H,
CH(CHa)a).

MS-El m/z 496 [M"].
Ejemplo 80

-dietiigmino-etillamida del é&cido 5-Fluoro-2-oxo-1,2-dihidroindol-3-

Se condensd 5-Fluoro-1,3-dihidroindol-2-ona (0.54 g, 3.8 mmol) con (2-
dietilaminoetil)amida del acido 5-formii-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxilico para dar
0.83 g (55%) del compuesto del titulo como un sélido amarilio verdoso.

'HNMR (360 MHz, DMSO-d8) 5 13.68 (s, 1H, NH), 10.83 (s, br, 1H, NH),
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7.73(dd, J=2.5 & 9.4 Hz, 1H), 7.69 (8, 1H, H-vinil), 7.37 (t, 1H, CONHCH,CH;),
6.91 (m, 1H), 6.81-8.85 (m, 1H), 3.27 (m, 2H, CH,), 2.51 (m, 6H, 3xCH,), 2.43 (8,
3H, CHa), 2.41 (8, 3H, CH,), 0.96 {t, J = 8.9 Hz, 8H, N(CH.CHj),).

MS-E! m/z 398 [M"].
Ejemplo 81

2,3-dihidro-1H-in [

Se condensd dcido 2-Oxp-2,3-dihidro-1H-indol-8-carboxilico (80 mg, 0.45
mmol) con (2-dietilaminoetil)amida del écido S5-formil-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-
carboxdlico para dar 210 mg (92%) del compuesto del titulo como un sdlido
amarillo anaranjado.

'HNMR (360 MHz, DMSO-d6) 5 13.8 (8, 1H, NH), 7.76 (d, J= 8.0 Hz, 1H),
7.66 (8, 1H, H-vinil), 7.57 (dd, J= 1.5 & 8.0 Hz, 1H), 7.40-7.42 (m, 2H), 3.28 (m,
2H, CH.), 2.88 (m, H-piperidin), 2.54 (m, 8H, 3xCH,), 2.44 (s, 3H, CH,), 2.40 (s,
3H, CHa), 1.58 (m, H-piperidine), 0.97 (t, J = 6.98 Hz, 8H, N(CH,CHs)).

MS m/z 424 M"].

3-illdenemetil)-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxilico

Se condensd dimetllamida del acido 2-Oxn-2,3-dihldro-1H-indol-5-sulfénico
{60 mg, 0.38 mmol) con (2-pirmolidin-1-iletil)amida del acido 5-formil-2,4-dimetil-
1H-pirrol-3-carboxdlico (100 mg) para dar 100 mg (54%) del compuesto del titulo
como sdlido amarillo.

'HNMR (360 MHz, DMSO-d6) & 13.65 (8, 1H, NH), 11.30 (s, br, 1H, NH),
8.25 (d, 1H), 7.92 (s, 1H, H-vinil), 7.48-7.53 (m, 2H), 7.07 (d, J= 8.2 Hz, 1H), 3.33
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(m, 2H, CHy), 2.61 (8, 6H, N(CHa)a), 2.56 (1, 2H, CHs), 2.49 (m, 4H, 2xCHy), 2.45
(8, 3H, CHy), 2.44 (8, 3H, CHa), 1.67 (m, 4H, 2xCHa).
MS-El m/z 485 [M'].

Se condensd (3-cloro-fenil)amida del dcido 2-Oxp-2,3-dIhidro-1H-indol-5-
sulfénico (120 mg, 0.38 mmol) con (2-pirrolidin-1-iietil)amida del &cido 5-formil-
2, 4-dimetil-1H-pirmol-3-carboxdlico (100 mg) para dar 150 mg (69%) del compuesto
del titulo como un sélido amarilio anaranjado.

THNMR (380 MHz, DMSO-d8) & 13.55 (s, 1H, NH), 11.26 (br 8, 1H, NH),
10.30 (brs,1H, NH), 8.26 (d, 1H), 7.79 (s, 1H, H-vinil), 7.51-7.57 (m, 2H), 722 ¢, J
= 8.1 Hz, 1H), 7.15 (m, 1H), 7.07 (m, 1H), 7.0 (m, 2H), 3.44 (m, 2H, CH,), 2.57 (t, J
=T7.0 Hz, 2H, CH,), 2.49 (m, 4H, 2xCH,), 2.44 (8, 3H, CHa), 2.43 (8, 3H, CH,), 1.68
(m, 4H, 2xCH,).

MS m/z 568 [M*].

Se condensd Piridin-3-lamida del dcido 2-Oxo-2,3-dihidro-1H-indol-5-
sulfénico (110 mg, 0.38 mmol) con (2-pirrolidin-1-lletil)amida del dcido 5-formil-
2.4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxilico (100 mg) para dar 150 mg (74%) del compuesto
del titulo como un sdlido anaranjado.

'HNMR (360 MHz, DMSO-d8) 5 13.58 (8, 1H, NH), 8.21 (d, J= 2.0 Hz, 2H),
8.04 (m, 1H), 7.76 (8, 1H, H-vinil), 7.49-7.54 (m, 2H), 7.41 (m, 1H), 7.14 (m, 1H),
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6.94 (d, J= 8.5 Hz, 1H), 3.33 (m, 2H, CH,), 2.56 (1, J= 7.06 Hz, 2H, CHj), 2.49 (m,
4H, 2xCH,), 2.43 (8, 8H, 2xCHs), 1.68 (m, 4H, 2xCHa).

MS mvz 535 [M'].
EJemplo 86

Se condensd 4-(2-Hidroxietil)-1,3-dihidroindol-2-ona (71 mg, 0.4 mmol) con
3,5-dimetil-4(4-metil-piperazin-1-carbonll)-1H-pirrol-2-carbaldehido para dar 80
mg (55%) del compuesto del titulo como un sélido anaranjado.

'HNMR (300 MHz, DMSO-d6) 5 14.25(s, 1H, NH), 10.88 (s, 1H, NH), 7.57
(8, 1H, H-vinil), 7.03 (m, 1H), 6.75-8.82 (m, 2H), 4.88 (m, 1H, OH), 3.70 (m, 2H,
CH.), 3.04 (m, 2H, CHs), 2.48 (m, 4H, 2xCHa), 2.28 (br s, 7H), 2.19 (s, 3H, CH),
2.18 (8, 3H, CHa).

MS m/z (+ve) 4.08.3 [M].

Ejemplo 88

ilmetilen}-2-oxn-2 3-dihidrg-1H-indol-5-sulfénico

Se condensd fenilamida del 4cido 2-Oxn-2,3-dihidro-1H-indol-5-sulfénico
(110 mg, 0.4 mmol) con 3,5-dimetil-4-(4-metilpiperazin-1-carbonil)-1H-pirrol-2-
carbaldehido (100 mg) para dar 50 mg (24%) del compuesto del titulo como sdlido
amarillo.

THNMR (300 MHz, DMSO-d8) 5 13.52(s, 1H, NH), 11.26 (s, 1H, NH), 10.08
(s, 1H, NH), 8.21 (d, J= 1.6 Hz, 1H), 7.75 (8, 1H, H-vinil), 7.50 (dd, /= 1.6 & 8.3
Hz, 1H), 7.19 (m, 2H), 7.10 (m, 2H), .97 (m, 2H), 2.49 (m, 4H, 2xCH,), 2.28 (m,
10H, 2xCHs & 2xCH,), 2.18 (s, 3H, CHh).
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MS-El m/z 519 [M"].
Ejemplo 87

3-llidenemetil)-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxdlico

Se condensd Dimetilamida del &cido 2-Oxo-2,3-dihidro-1H-indol-5-sulfénico
(90 mg, 0.38 mmol) con (2-dietitaminoetil)amida del dcido 5-formil-2,4-dimetil-1 H-
pirmol-3-carboxflico (100 mg) para dar 80 mg (43%) del compuesto del titulo como
sélido amarillo.

'HNMR (300 MHz, DMSO-d8) 5 11.30 (s, 1H, NH), 8.27 (d, J= 1.7 Hz, 1H),
7.94 (s, 1H, H-vinll), 7.49 (dd, J= 1.7 & 8.0 Hz, 1H), 7.44 (m, 1H, CONHCH,CHa),
7.07 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 3.26 (m, 2H, CH.), 2.60 (s, 6H, N(CHa)s), 2.53 (m, 2H,
CHa), 2.45-2.50 (m, 10H, 2xCH; & N(CH.CH,), 0.86 (t, J = 7.2 Hz, 6H,
N(CH2CHs),).

MS-El m/z 487 [M").
Ejemplo 88
2-dietllaminoetillamida__del _&cido _5- nilsulfamoil)-2-oxo-1,2-
dihidroi ili il}-2.4-dimetil-1 H-pirrol-3-carboxdlico

Se condensd (3-cloro-fenil)amida de! acido 2-Oxo-2,3-dihidro-1H-indol-5-
sulfénico (120 mg, 3.8 mmol) con (2-dietilaminoetil)amida del 4cido 5-formil-2,4-
dimetil-1H-pirrol-3-carboxdlico (100 mg) para dar 80 mg (37%) del compuesto del
titulo como sdlido amarillo.

THNMR (360 MHz, DMSO-d6) 5 13.55 (s, 1H, NH), 11.24 (s, 1H, NH), 10.29
(s, 1H, NH), 8.25 (d, J= 1.87 Hz, 1H), 7.79 (8, 1H, H-vinil), 7.52 (dd, J= 1.87 &8.3
Hz, 1H), 7.42 (m, 1H, CONHCH,CH,), 7.22 (t, J=8.02 Hz, 1H), 7.15 (t, J= 2 Hz,
1H), 7.08 (m, 1H), 7.0 (m, 2H), 3.27 (m, 2H, CH,), 2.48-2.57 (m, 6H, 3xCH,), 2.45
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(8, 3H, CHa), 2.44 (8, 3H, CHa), 0.97 (t, J= 7.0 Hz, 8H, N(CH:CH,)z).
MS m/z 570.1 [M"].

Ejemplo 85
tiléster _del

tetrahidro-2H-iscindol-1-carboxdlico

"HNMR (360 MHz, DMSO-d8) 5 13.74 (8, 1H, NH), 11.00 (s, 1H, NH), 8.13
(d, J=1.7 Hz, 1H), 7.74 (8, 1H, H-vinil), 7.70 (d, J=7.7 Hz, 2H), 7.49 (dd, J=1.7
& 8.0Hz, 1H), 7.44 (t, J=7.7 Hz, 2H), 7.32 (m, 1H), 8.98 (d, /= 8.0 Hz, 1H), 4.26
(q. J=7.0 Hz, 2H, OCH,CHa), 2.78 (m, 2H, CHa), 2.72 (M, 2H, CH,), 1.73 (m, 4H,
2xCH,), 1.30 (t, J= 7.0 Hz, 3H, OCH CHs).

MS-El mvz 412 [M").
Ejemplo 99

458,7- lsoindol-1 li

THNMR (380 MHz, DMSO-d6) 5 13.64 (s, 1H, NH), 11.33 (s, 1H, NH), 10.07
(8. 1H, NH), 8.24 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 7.74 (8, 1H, H-vinil), 7.57 (dd, /= 1.8 &80
Hz, 1H), 7.21 (t, J= 7.6 Hz, 2H), 7.11 (d, J= 7.8 Hz, 2H), .99 (d, /= 8.0 Hz, 1H),
6.98 (d, J=7.6 Hz, 1H), 4.27 (q, J = 7.0 Hz, 2H, OCH,;CHa), 2.80 {m, 2H, CH,),
273 (m, 2H, CH,), 1.73 (m, 4H, 2xCHa), 1.30 (t, J=7.0 Hz, 3H, OCH,CH,).

MS-El m/z 401 [M"].
Ejempio 100
Acido 3-[3-(Morfoli

3-dihidro-1H-ind li

'HNMR (360 MHz, DMSO-d6) 5 13.60 (s, 1H, NH), 12.75 (br s, 1H, COOH),

11.08 (8, 1H, NH), 7.85 (d, J= 7.8 Hz, 1H), 7.71 (8, 1H, H-vinil), 7.62 (dd, J=1.4 &
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7.8 Hz, 1H), 7.41 (d, J= 1.4 Hz, 1H), 3.85 (m, 4H, 2xCH,), 3.55 (m, 4H, 2xCHy),
2.81 (m, 2H, CHa), 2.54 (m, 2H, CHs).1.73 (m, 4H, 2xCHa).
MS-El m/z 421 [M"].

Ejemplo 112
5 irmolidin-1-carbonil 8.7 idro-2H-isoi 14l
dihidro-ind

THNMR (360 MHz, DMSO-d8) 5 13.56 (8, 1H, NH), 11.00 (8, 1H, NH), 8.05
(d. J= 1.8 Hz, 1H), 7.74 (8, 1H, H-vinil), 7.28 (dd, J= 1.3 & 8.3 Hz, 1H), 6.83 (d, J
= 8.3 Hz, 1H), 3.57 (m, 4H, 2xCH;), 2.78 (m, 2H, CHy), 2.85 (m, 2H, CH), 1.88 (m,
4H, 2xCHy), 1.71 (M, 4H, 2xCHy).

MS-El m/z 439 & 441 [M*-1]& [M*+1).

'HNMR (360 MHz, DMSO-d8) 5 13.60 (s, 1H, NH), 12.72 (br s, 1H, COOH),
11.05(s, 14, NH), 7.85 (d, J=7.9 Hz, 1H), 7.72 (s, 1H, H-vinil), 7.62 (dd, J=1.3 &
7.9 Hz, 1H), 7.42 (d, J = 1.3 Hz, 1H), 3.03 (8, 6H, N(CHs)1), 2.81 (m, 2H, CHa),
2.55 (m, 2H, CH,), 1.73 (m, 4H, 2xCHa).

MS-El m/z 378 [M'].

Ejemplo 115

carboxilico

'HNMR (300 MHz, DMSO-d8) 3 13.56  br 8, 1H, NH), 8.24 (d, J= 1.5 Hz,
1H), 7.86 (8, 1H, H-vinil), 7.74 (d, J= 2.96 Hz, 1H), 7.56 (dd, J= 1.5 & 8.1 Hz, 1H),
7.20 (br m, 1H, NHCH,), 7.03 (d, J= 8.1 Hz, 1H), 2.57 (8, 3H, CHb), 2.41 (8, 3H,
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CHy).
MS-El m/z 361 [M"].
Ejemplo 116

Se efectud una formilacion a 4-Metil-1H-plrol-3-carboxdlico eftiléster del
dacido (lit ref. D.O. Cheng, T. L Bowmany E. LeGoff. J. Heterocydlic Chem.; 1976;
13; 1145-1147) usando el método A, se hidrolizé usando el método B seguido por
amidaion (método C) para dar etiléster del dcido [(5-formil-4-metil-1H-pirrol-3-
carbonii}-amino}-acético.

4-Metil-5-metilaminosulfonil-2-oxindol (50 mg, 0.21 mmol) se condenst con
etiléster del acido [(S-formil-4-metil-1H-pirrol-3-carbonil)}-aminoc}-acético (100 mg,
0.42 mmol) y piperidin (0.1 mL) en etanol! (2 mL) para dar 50 mg (52%) del
compuesto del tftulo.

'HNMR (380 MHz, DMSO-d8) 5 13.59 (s, 1H, NH), 11.29 (v.br. s, 1H, NH-
CO), 8.33(t, J= 5.8 Hz, 1H, CONHCH,), 7.83 (d, J= 3.11 Hz, 1H), 7.80 (s, 1H,
H-vinil), 7.71 (d, J= 8.5 Hz, 1H), 7.34 (br m, 1H, NHCH,), 6.89 (d, J= 8.5 Hz,
1H), 4.11 (q, J= 7.1 Hz, 2H, OCH,CH,), 3.92 ( d, J= 5.8 Hz, 2H, GlyCH,), 2.68
(8, 3H, CH,), 2.48 (8, 3H, CHy), 2.42 (d, J=4.71 Hz, 3H, HNCH,), 1.20(t, J=7.1
Hz, 3H, OCH,CHs).

MS-E| m/z 460 [M"].
Ejemplo 117

il | § 4-Metil-5-{5-metilsulfamoil-2 1,2-dihidro-indol-3-
jl}-amino co
Una mezcia de 5-metilaminosulfonil-2-oxindal (0.06 g, 0.22 mmol), eliléster
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del 4cido [(5-formil-4-metil-1H-pirrol-3-carbonil)-amino}-acético (0.075 g, 0.27
mmol} y piperidina (2 gotas) en etanol (5 mL) se calenté en un tubo sellado a 80°
C durante 12 hrs. Daspués de enfriario, se recolectd el precipitado por filtracién al
vacio, se lavb con etanol, se friturd con diciorometane/eter y se sect para dar
0.035 g (36%) del compuesto del titulo como un sdlido amariliento amarronado.
'H NMR ( 360 MHz, DMSO-d8 ) 5 13.8 (s, 1H, NH), 11 (v.br. s, 1H, NH-CO),
8.30(t, J= 5.7 Hz, 1H, CONHCH,), 8.25 (d, J= 1.2 Hz, 1H), 7.88 (8, 1H, H-vinil),
7.84(d, J= 3.3 Hz, 1H), 7.57 (dd, J= 1.9&8.5Hz, 1H), 7.14 (brm, 1H, NHCH,),
7.04(d,J= 8.5Hz, 1H),4.11(q, J= 6.7 Hz, 2H, OCHRCH,), 3.92 (d, J= 5.7
Hz, 2H, GlyCHh), 2.55 (8, 3H, CHa), 2.41 (m, 3H, NCH»), 1.20 (t, J=6.7 Hz, 3H,
OCH;CH,).
MS m/z 446 [M'].
Ejemplo 118

Una mezcla de etiléster del acido [(5-formil-4-metil-1 H-pirrol-3-carbonil)-
amino}-acético (0.142 g, 0.59 mmol) y NaOH 1N (1.2 mL) en metanol (10 mL) se
agitd a temperatura amblente durante 1 hr. La reaccién se concentrd y el residuo
se condenst con 5-metilaminosulfonil-2-oxindol (0.13 g, 0.48 mmol) y piperidin
(0.12 mL) en etanol (12 mL) para dar 0.11 g (52%) del compuesto del titulo.

THNMR (300 MHz, DMSO-d6) 5 13.88 (br s, 1H, NH), 8.17 (s, 1H), 7.80 (s,
1H), 7.75 (d, J=3.1Hz, 1H), 7.51 (dd, /=2 & 8.2 Hz, 1H), 7.21 ( m on br 8, 2H),
6.97 (d, J= 8.1 Hz, 1H), 3.41 ( d, J= 4.2 Hz, 2H, CH:NH), 2.54 (s, 3H, pimmol-
CHh), 2.39 (s, 3H, ArCHs).

MS m/z 417 [M-1]".
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Ejemplo 120
Metil-2-(2-0x0-1,2-dihidro-indol-3-ilidenemetil}- 1 H-plrmol-3-carboxilico

'HNMR (300 MHz, DMSO-d6) 5 13.77 (brs, 1H, NH), 12.49 (s, 1H, COOH),
11.07 (s, 1H, NH), 8.39 (8, 1H, H-vinil), 7.43 (d, J=7.47 Hz, 1H), 7.20 {t, J=7.47
Hz, 1H), 7.03 (t, J= 7.47 Hz, 1H), 8.91 (d, J=7.47 Hz, 1H), 6.49 (d, J= 1.53 Hz,
1H), 2.34 (8, 3H, CH,).

MS m/z 269 [M+H]".
Ejemplo 121

carboxdlico

'HNMR (300 MHz, DMS0O-d6) 5 13.79 (s, 1H, NH), 11.08 (8, 1H, NH), 8.31
(8, 1H, H-vinil), 7.45 (d, J=7.52 Hz, 1H), 7.20 (t J=7.52 Hz, 1H), 7.03 (t, J=7.52
Hz, 1H), 8.91 (d, J=7.52 Hz, 1H), 8.50 (d, J=2.1 Hz, 1H), 4.28 (q, J=7.2 Hz,
2H, OCH,CHy), 2.33 (s, 3H, CHs), 1.32 (t, J=7.2 Hz, 3H, OCH.CH).

MS m/z 297.1 [M+H]'.
Ejemplo 122

it del écido 2-(5-Bromo-2 1.2-dihidroindol-3-li i il-14-

pirrol-3-carboxilico

THNMR (360 MHz, DMSO-d6) 5 13.72(s, 1H, NH), 11.16 (s, 1H, NH), 8.29
(s, 1H, H-vinil), 7.53 (d, J=2.0 Hz, 1H), 7.35 (dd, /= 2.0 & 8.05Hz, 1H),6.87 (t, J
= 8.05 Hz, 1H), 6.53 (d, J= 2.4 Hz, 1H), 4.28 (q, J= 7.03 Hz, 2H, OCH,CH,), 2.35
(s, 3H, CHa), 1.33 (t, J = 7.03 Hz, 3H, OCH,CH}).

MS m/z 375 & 377 [M+H]*.
Ejemplo 123




159 \%ﬁ

carboxdlico
'HNMR (300 MHz, DMSO-d8) & 13.72(s, 1H, NH), 12.57 (s, 1H, COOH),
11.19 (s, 1H, NH), 8.38 (8, 1H, H-vinil), 7.51 (d, /= 1.4 Hz, 1H), 7.34 (dd, J= 14 &
8.17 Hz, 1H), 6.87 (t, J=8.17 Hz, 1H), 8.52 (d, J= 2.5 Hz, 1H), 2.35 (8, 3H, CH)).
MS m/z 347 & 349 [M+H]".
Ejemplo 124

il il il-1 jco

A una solucién de dcido 2-formil-5-metil-1 H-pirrol-3-carboxlico (250 mg,
163 mmol) en dimetiformamida (3 mL) se afladié 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (376 mg, 1.2 equiv.), 1-hidroxibenzotriazol (285
mg, 1.2 equiv.), trietilamina (0.45 mL, 2 equiv.) y 1-(2-aminoetil)pirrolidina (0.23
mL 1.1 equiv.). Después de agitario a temperatura ambiente durante la noche, la
reaccién se diluyé con bicarbonato de sodio saturado y salmuera {con sal extra) y
86 exirajo con 10% metanol en diclorometanc. Las capas orgdnicas combinadas
se lavaron con salmuera, se seco sobre sulfato de sodio anhidro y se concentrd
para dar 130 mg de (2-pirrolidin-1-il-etil}-amida del écido 2-formil-5-metil-1+-
pirrol-3-carboxdlico,

Una mezcla de 5-bromo-2-oxindol (108 mg, 0.5 mmol), (2-pirmolidin-1-il-etil)-
amida del acido 2-formil-5-metil-1H-pimol-3-carboxdlico (125 mg, 1 equiv.) y
piperidin (0.2 mL) en etancl (2 mL) se calent5 en un tubo sellado a 80°C durante 1
h. y luego se enfrid. El precipitado que se formd se recolectd por filtracion al
vacio, se lavd con etanol y acetato de eftilo y se sect para dar el compuesto del
titulo como un sdélido anaranjado.

'HNMR (300 MHz, DMSO-d6) 5 13.62 (s, 1H, NH), 11.06 (br s, 1H, NH),



8.56 (8, 1H, H-vinil), 8.15 (m, 1H, CONHCHz), 7.48 (d, J= 1.8 Hz, 1H), 7.31 (dd, J
=1.8 &7.9 Hz, 1H), 6.86 (d, J=7.9 Hz, 1H), 6.60 (d, J= 2.3 Hz, 1H), 3.35 (m, 2H,
HNCH,CH;), 2.56 (t, J= 6.91 Hz, 2H, HNCH;CH;), 2.35 (s, 3H, CHy), 1.67 (m, 4H,
2%CHy).

MS mv/z 443/ 445 [M* y M*+2].
Ejemplo 126

2-dletilaminoeti)-amida_del acid

1 jl-1/-pirrol-3-carboxilico

A una solucién de dcido 2-formil-5-metil-1H-pirrol-3-carboxllico (320 mg,
21 mmol) en dimetiformamida (3 mL) se afladid 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (483 mg, 1.2 equiv.), 1-hidroxibenzotriazol (340
mg, 1.2 equiv.), frietilamina (0.59 mlL, 2 equiv.) y N,N-dietiletilen-diamina (0.32 mL,
1.1 equiv.). Después de agitar a temperatura ambiente durante la noche, la
reaccion se diluyd con bicarbonato de sodio saturado y salmuera (con sal exira) y
86 extrajo con 10% metanol en diclorometano. Las capas orgénicas combinadas
se lavaron con salmuera, se seco sobre sulfato de sodio anhidro y se concentrd
para dar (2-dietilaminoetil}-amida del acido 2-formil-5-metil-1H-pirrol-3-carboxilico.

Una mezcia de 5-bromo-2-oxindol (108 mg, 0.5 mmol), (2-dietilamino-etil)-
amida del dcido 2-formil-5-maetil-1H-pirrol-3-carboxilico (126 mg, 1 equiv.) y
piperidine (0.2 mL) en etanol (2 mL) se calentd en un tubo sellado a 80°C durante
1 hyluego se enfri6. Se recolectd el precipitado por filtracién al vacio, se lavd con
etanol y acetato de efilo y se secd para dar el compuesto del titulo como un sdlido
anaranjado.

'HNMR (380 MHz, DMSO-d6) 5 13.62 (s, 1H, NH), 11.11 (br s, 1H, NH),
8.54 (s, 1H, H-vinil), 8.1 (m, 1H, CONHCH,), 7.49 (d, J=2.2 Hz, 1H), 7.31 (dd, J=



2.2 &8.3Hz, 1H), 6.86 (d, J= 8.3 Hz, 1H), 6.58 (d, J=2.24 Hz, 1H), 3.31 (m, 2H,
HNCH,CH,), 2.59 (m, 6H, 3xCHs), 2.36 (8, 3H, CHy), 0.99 (t, J = 6.8 Hz, 6H,
N(CH:CHa)a).

MS m/z 445/ 447 [M" y M*+2).
Ejemplo 126

ilidenemetil}-1H-pirrol-3-carboxdlico

Una mezda de 1,3-dihidro-indol-2-ona (286 mg, 2 mmol), (2-dietilamino-efil)-
amida del acido 5-formil-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carbodlico (530 mg, 2 mmol) y
piperidin (1 gota) en etanol se calenté a 90°C durante 2 horas. La reaccién se
enfrié a temperatura ambiente, el precipitado resultante se recolecté por filtracion
al vacio, se lavd con etanol y se sech) para dar 422 mg (55%) del compuesto del
titulo como un sdlido amarilio daro.

H NMR (400 MHz, DMSO-d8) § 13.7 (8, 1H, NH), 10.9 (s, 1H, NH), 7.88 (d, J=
7.6 Hz, 1H), 7.64 (s, 1H, H-vinil), 7.41 (t, J= 5.4 Hz, 1H, NH), 7.13 (dt, /= 1.2 &
7.6 Hz, 1H), 6.99 {dt, /= 1.2 & 7.6 Hz, 1H), 6.88 (d, J= 7.6 Hz, 1H), 3.28 (m, 2H),
2.48-2.55 (m, 6H), 2.44 (s, 3H, CH,), 2.41 (8, 3H, CH,), 0.97 (t, J=7.2 Hz, BH,
N(CH2CHa)a).

MS + ve APCI 381 [M* + 1].

Elemplo 127
-dietilamino-etil}-amida del écido 5- oro-2 1.2-dihidro-indol
llidenemetil}-2 -1H-pi ]

Una mezcla de 5-Cloro-1,3-dihidro-indol-2-ona (335 mg, 2 mmol), (2-dietilamino-
etil}-amida del acido 5-formil-2,4-dimetil-1H-pirmol-3-carboxilico (530 mg, 2 mmol)
y piperidina {1 gota) en etanol se calentd a 80°C durante 2 horas. La reaccidn se



enfri6é a temperatura ambiente, e precipitado resultante se recolectd por fillracion
al vacio, se lavd con etanol y se secH para dar 585 mg (68%) del compuesto del

titulo como un sdlido anaranjado.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) 5 13.65 (s, 1H, NH), 11.0 (s, 1H, NH), 7.98 (d, J=
2.1 Hz, 1H) 7.77 (s, 1H H-vinil), 7.44 (t, NH), 7.13 (dd, J=2,1 & 8.4 Hz, 1H)8.87
(d, J=8.4 Hz, 1H), 3.28 (g, 2H), 2.48-2.53 (m, 8H), 2.44 (8, 3H, CH,), 2.43 (8, 3H,
CHa), 0.97 (t, J= 7.0 Hz, 8H, N(CH:CHs),)

MS + ve APCI 415 [M" + 1].

Ejempio 128

lidin-1-etil
ilidenemetil)-1H-pirrol-3-carboxdlico
Se condensé 1,3-Dihidro-indol-2-ona con (2-pirrolidin-1-il-etil)-amida del dcido 5-
formil-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxilico para dar el compuesto del titulo.
MS + ve APCI 379 [M" + 1].

Ejemplo 129
2-pimrolidin-1-il-efil}-amida i u ihidro-indol-
iliden il imetil-1H-pi i

Se condensé 5-Fluoro-1,3-dihidro-indol-2-ona con (2-pirrolidin-1-il-etil}-amida del
dcido 5-formil-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxilico para dar el compuesto del titulo.
MS + ve APCI 397 [M" + 1].
Ejemplo 130

-il-eti ida d acido oro-2-ox0-1,2-dihidro-indol-3-
ilidenemetil}-2,4-dimetil-1H-pi rboxllico
Se condensd 5-Cloro-1,3-dihidro-indol-2-ona con (2-pirrolidin-1-il-etil}-amida del
dcido 5-formil-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxdlico para dar el compuesto del titulo.

\&
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MS +ve APCI 413 M + 1].
Ejemplo 131

ilidenemetil)-1H-pirrol-3-carboxlico
Se condensd 1,3-Dihidro-indol-2-ona con (2-dimetilaminoetil) amida del &cido 5-
formil-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxilico para dar el compuasto del titulo.
"H NMR (400 MHz, DMSO-d8) 5 13.63 (s, 1H, NH), 10.90 (s, 1H, NH), 7.78 (d, J=
7.8 Hz, 1H), 7.683 (s, 1H H-vinil), 7.48 (t, 1H, NH), 7.13 (dt, 1H), 6.88 (dt, 1H), 6.88
(d, J=7.7 Hz, 1H), 3.31 (q, J=8.6 Hz, 2H), 2.43 (s, 3H, CH,), 2.40 (8, 3H, CH,),
2.38 (t, /~6.6 Hz, 2H), 2.18 (s, 8H, N(CH2CHs)s)
MS + ve APCI 353 [M* + 1].
Ejemplo 132

-dimetilaminoetil)-amida _del _dcido 5-(5-Fluoro-2-oxo-1,2-dihidro-indoi-3-
ilidenemetil)-2,4-dimetil-1H-pinol-3-carboxdlico
Se condensd 5-Fluoro-1,3-dihidro-indol-2-ona con (2-dimetilaminoetil)amida del
écido 5-formil-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxilico para dar el compuesto del titulo.
'H NMR (400 MHz, DMSO-d8) 5 13.68 (s, 1H, NH), 10.90 (s, 1H, NH), 7.78 (dd, J
=2.4 & 9.4 Hz, 1H), 7.71 (s, 1H H-vinil), 7.51 {t, 1H, NH), 6.83 (m, 1H), 6.84 (dd,
J=4.6 & 8.4 Hz, 1H), 3.31 (g, J=6.6 Hz, 2H), 2.43 (8, 3H, CHa), 2.41 (8, 3H, CHa),
2.38 (t, /=8.68 Hz, 2H), 2.19 (s, 8H, N(CH,CHs),)

MS + ve APCI 371 [M* + 1].
Ejemplo 183
jlamino-atil

ill i imetil-1H-pi rboxilico
(2-etilamino-etil)}-amida de écido 5-Formil-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-
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carboxdlico (99 g), etanol (400 mL), 5-fluoro-2-oxindol (32 g) y pimolidina (1.5 g)
ge sometieron a reflujo durante 3 horas con agitacion. La mezcia se enfrid a
temperatura amblente y los sélidos se recolectaron por flitracién al vacio. Los
sdlidos se agitaron en etanol a 60 °C, se enfrié a temperatura ambiente y se
recolectaron por filtracion al vacio. El producto se secd bajo vacio para dar (2-
etilamino-etil}-amida del dcido 5-{5-fluoro-2-oxo-1,2-dihidro-indol-(32)-
lidenemetil}-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxdlico (75 g, 95 % de rendimiento). 'H-
NMR (dimetiisulfoxide-de) 5 1.03 (t, 3H, CHa), 2.42, 2.44 (2xs, 6H, 2xCH,), 2.56 (q,
2H, CHa), 2.70, 3.30 (2xt, 4H, 2xCH,), 6.85, 6.92, 7.58, 7.72, 7.76 (5xm, 5H,
aromético, vinilo y CONH), 10.90 (br 8, 1H, CONH), 13.65 (br s, 1H, pirrol NH).
MS m/z 369 [M-1].

Ejemplo 186

2-dietil- mino-etil}-amida del dcido 1,2-dihi
llidenemetil]-2,4-dimetil-1 H-pirrol-3-carboxilico
Metodo A:

(2-dietilamino-etil}-amida de! &cido 5-[5-Fluoro-2-oxo-1,2-dihidro-indol-
(3Z)-ilidenemetil}-2,4-dimetil-1 H-pirmol-3-carboxdlico (588 mg) y diclorometano (60
mL) en un bafio de hielo se trataron con acido 3-cloroperbenzoico (336 mg) y la
mezcla sa agitd a temperatura ambiente durants la noche. El solvents se evapord
rotativaments y el residuo se suspendi6 en metanol (20 mL). Se afiadié agua (20
mL) con contenido de hidréxido de sodio (240 mg) y la mezcdla se agitd durante
una hora. El precipitado se recolectd por filtracién al vaclo, se lavd con 5 mL de
agua y se seco bajo vacio para dar (2-dietil-N-oxoamino-etil}-amida del acido 5-
[5-fluoro-2-ox0-1,2-dihidro-indol~{3Z)-lidenemstil}-2,4-dimetil- t H-pirol-3-
carboxdlico {510 mg, 82 % de rendimiento)como un sélido anaranjado. 'H-NMR
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(DMSO-d8) 8 13.72 (br 8, 1H, NH), 11.02 (br 8, 1H, CONH), 9.81 (br 8, 1H,
CONH), 7.75 (dd, 1H, aromético), 7.70 (s, 1H, aromético), 6.93 (td, 1H,
aromético), 6.84 (m, 1H, aromético), 3.63 (m, 2H, CH,), 3.29 (m, 2H, CH,), 3.14
(m, 4H, 2xCH,), 2.47 (8, 1H, CHy), 2.45 (8, 3H, CH,), 1.64 (t, 6H, 2xCH,). MS m/z
415 [M+1].
Método B:

Se suspendit (2-dietilamino-etil}-amida de dcido 5-Formil-2,4-dimetil-1H-
pirmol-3-carbaxilico (10 g) en diclorometano (100 mL) y se enfrié en un bafio de
hielo. Se aftadié 4cido 3-Cloro-peroxibenzoico (13.1 g) con agitacién y la mezcla
86 dej6 calentar a temperatura ambiente y luego 88 agitd durante la noche. La
mezcla se evapord rotativamente a sequedad y se cromatografié sobre una
columna de silica gel eluyando con 20 % metanol en diclorometano. Se
combinaron las fracciones con contenido de producto y se evaporaron en forma
rotativa a sequedad para dar (2-dietil-N-oxoamino-etil}-amida del acido 5-formil-
2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carbaxdlico (8 g, 83 % de rendimiento).

(2-dietil-N-oxoamino-etil}-amida del acido 5-Formil-2,4-dimetil-1H-pimol-3-
carboxlico (8 g), 5-fluoro-1,3-dihidro-indol-2-ona (9 g, 83 % de rendimiento), v
pimolidina ((9 g, 83 % de rendimiento (0.1 g) se sometieron a reflujo en etanol (30
mL) durante 4 horas. La mezcia se enfrié en un baflo de hielo y el precipitado se
recogid por filtracion al vacio y se lavd con etanol. Los sdlidos se agitaron en
acetato de etilo (30 mL), se recogieron por filtracién al vacio, se lavd con acetato
de etilo y se sect bajo vacio para dar (2-dietil-N-oxoamino-etil)-amida del acido 5-
[5-fluoro-2-0x0-1,2-dihidro-indol-{3Z)-lidenemetil}-2,4-dimetil-1 H-pirrol-3-
carboxlico (10. 3g 80 % de rendimiento) como un sdlido naranja. 'H-NMR
(DMSO-d8) 5 13.72 (br 8, 1H, NH), 11.02 (br s, 1H, CONH), 9.81 (br s, 1H,
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CONH), 7.75 (dd, 1H, aromatico), 7.70 (s, 1H, aromdtico), 6.83 (td, 1H,
aromético), 6.84 (m, 1H, aromdtico), 3.63 (m, 2H, CH,), 3.29 (m, 2H, CH,), 3.14
(m, 44, 2xCHy), 2.47 (s, 1H, CH,), 2.45 (8, 3H, CHa), 1.84 {t, 8H, 2xCH,). MS m/z
415 [M+1].
Ejemplo 180

~(piridin-1-t

ilide Iil. imetil-1H-pirrol-3-carboxdlico

Se agité acido 5{5-Fluoro-2-oxo-1,2-dlhidro-indol-(3Z)-ilidenemetil}-2,4-
dimetil-1 H-pirrol-3-carboxilico (120 mg, 0.4 mmel) con EDC, HC} (88 mg, 0.5
mmol), 1-hidroxi-benzotriazol anhidro (68 mg, 0.5 mmol), y 2-2-aminoetilpiridina
adquirida a Aldrich en DMF anhidra (3 mL) durante 2-3 dias a temperatura
ambiente. La mezcia de reaccidn se diluy6 con NaHCO3 1M (1.5 mi), luegocon 8
mi de agua. El producto crudo precipitado se recolectd por filtracion, se lavd con
agua, se secd y 8@ purificd por cristalizacion o cromatografia para dar f2-(piridin-
1-l)-etillamida del écido 5-[5-fluoro-2-oxo-1,2-dihldro-indol-(3Z)-lidenemetil}-2,4-
dimetil-1 H-pirrol-3-carboxdlico

Ejempio 189
idin-1- ida del i 5 oro-2-oxo-1,2-dihidro-ind
ilidenemetil}-2 4-dimetil- ' ico

Procediendo como se describe en el ejemplo anterior, pero sustituyendo
écido 5-{5-fluoro-2-oxo-1,2-dihidro-indol-(32)-ilidenemetil}-2,4-dimetil- 1 H-pirrol-3-
carboxilico con acido 5-[5-cloro-2-oxo-1,2-dihidro-indol-(32)-llidenemetil}-2,4-
dimetil-1H-pirmol-3-carboxilico (127 mg) se obtuvo [2-{piridin-1-il)etilJamida del
dcido 5-[5-cloro-2-ox0-1,2-dihidro-indol-(32)-ilidenemetil}-2,4-dimetil-1H-pinol-3-
carboxdlico.

\(r\



Il [}-2,4-dimetil- ico

Procediendo como se describe en el Ejemplo 190 precedente pero
sustituyendo dcido 5-{5-fluoro-2-oxo-1,2-dihldro-indol-(3Z)-ilidenemetil}-2,4-
dimetil-1 H-pirrol-3-carboxlico con 4cldo 5-{5-bromo-2-ox0-1,2-dihidro-indol-{32)-
ilidenemetil]-2,4-dimetil-1H-pimol-3-carboxilico (145 mg) se obtuvo [2-(piridin-1-
il)etiljJamida del dcido 5-{5-bromo-2-oxn-1,2-dihidro-indol-(3Z)-ilidenemetil}-2 4-
dimetil-1H-pirrol-3-carboxlico.
Ejemplo 191
2-{piridin-1-il)etiamida del 4cid 2-di jndol il metil}-2.4-
dimeti i fi

Procediendo como se describe en el Ejemplo 180 precedente pero
sustitutyendo &cido 5-[5-fluoro-2-0x0-1,2-dihidro-indol-(3Z)-lidene-metil}-2,4-
dimetil-1H-pirrol-3-carboxlico con éAcido 5{2-oxo-1,2-dihidro-indol-(32)-
ilidenemetil}-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxilico (113 mg) se obuvo [2-{(piridin-1-
ilJatillamida del écido 5{2-ox0-1,2-dihidro-indol-(32)-ilidenemetii]-2.4-dimetil-1+-
pirrol-3-carboxilico
Ejemplo 203

-{piridin-1-i id el ido _5-[5-Ciano-2-oxo-1,2-dihidro-indol-

il metil}-2,4-dimetil-1 I i

Procadiendo como se describe en el Ejemplo 190 precedente pero
sustituyendo dcido 5-{5-fluoro-2-oxo-1,2-dihidro-indol-(32)-ilidenemetil}-2,4-
dimetil-1 H-pirrol-3-carboxilico con &cido 5-[5-ciano-2-0x0-1,2-dihidro-indol-(32)-
ilidenemetil}-2,4-dimetii-1 H-pirrol-3-carboxdlico (123 mg) se obtuvo[2-{piridin-1-
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I)etillamida del dcido 5-[5-ciano-2-oxo-1,2-dihidro-indol-(32Z)-ilidenemetil}-2 4-
dimstil-1 H-pirrol-3-carboxilico
Ejemplos 142, 186, 187, 188 y 204

Procediendo como se describe en los Ejemplos 190, 189, 181, 182, y 203
precedentes pero sustituyendo 2-(2-aminoetil)piridina con  1-(2-
aminoetil)pirmolidina, adquirida a Aldrich Chemical Company, Inc. se obtuvieron
ios compuestos deseados.
EjJemplos 143-147

Procediendo como se describe en los Ejemplos 190, 189, 191, 192, y 203
precedentes pero  sustituyendo 2-(2-aminoetil)piridina con  1{(2-
aminoetil)imidazolin-2-ona (preparada calentando carbonato de dimetilo con
bis{2-aminoetil} amina (2 equivalentas) en un reciplante sellado, hasta 150 °C
durante 30 min., siguiendo el procedimiento descrito en la Patente de los EE.UU.
N° 2813212 (1950), adjudicada a Rohm & Haas Co. El producto crudo se purificd
sobre sllica-gel utilizando una mezcla de eluyentss: cloroform-metanol-amoniaco
en solucon acuosa 80:25:2) provey6 los compuestos deseados.
Ejemplos 148-1561 y 184

Procediendo como se describe en los Ejemplos 180, 189, 191, 192, y 203
precedentes, pero sustituyendo 2-(2-aminoetil)piridina con etiléster del dcido 4-(2-
aminoetil)piperazina-1-acético (preparado como sigue:: se tratd etiléster del 4cido
piperazin-1-acético (11.22 g) con yodoacetonitriion (5. 0 mL) en presencia de
carbonato de potasio (8.9 g) en acetato de etilo (260 mL) a 0 °C. Luego que se
hubo completado el agregado de yodoacetonitrilo (45 min), la mezcia de reacclén
fue agitada a continuacién a temperatura ambients durants 11 horas. La mezcla
de reaccidn se filtr6 y los filtrados se evaporaron. El residuo se hidrogent en
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presencia de boruro de cobalto (preparado a partir de CoCI2 y borhidruro de
sodio) a temperatura ambiente a 50 psi durante 2 dias en etanol. Por filtracién,
evaporacion y purificacion cromatogrifica utilizando una mezcia de eluyentes
cloroformo-metanol-amoniaco acuoso 80:25:2 se obhuvo la amina deseada (3.308
@) como un aceite amarillo palido) provey6 los compuestos deseados.
Ejemplo 1562-153

Procediendo como se describe en los Ejemplos 180, 189, 191, 182, y 203
precedentes pero sustituyendo 2-(2-aminoetil)piridina con  2-[(2-
aminoetilamino)]jacetonitriioc preparado como sigue: una solucién de
yodoacetonitrilo (50 mmol) en alcohol etilico (80 mi) se afladié a una so_ludbn de
etilendiamina (150 mi) en alcohol etilico (80 mt) a 0 °C a lo largo de 30 minutoe.
La agitacién continué durante 1 hr a 0 °C, luego a temperatura ambiente durante
14 horas. Se agregd 55 mmol de carbonato de potasio, se agité durante 30
minutos, se filtrd y el filtrado se concentrd a temperatura ambients. El residuo se
purtficd sobre sliice utilizando una mezcla de eluyentes cloroformo-metancl-
amonlaco acuoso 80:15:1.5 para dar 2-[{2-aminoetilamino)}-acetonitrilo (3.550 g)
que se utiliz6 inmediataments) provey6 los compuestos dessados.
Elemplo 154-168

Procediendo como se describe en los Ejemplos 190, 188, 191, 192, y 203
precedentes pero sustituyendo 2-(2-aminoetil)piridina con 1-(3-aminopropil)-
azepin-2-ona (preparada de acuerdo af procedimiento de Kraft A_: J. Chem. Soc.
Perkin Trans. 1, 8, 1998, 705-14, excepto que la hidrdlisis de DBU se realizé a
145 °C netos en presencia de hidréxdo de litio (1 hr, 5 ml de DBU, 2 ml de agua,
420 mg de hidrdxido de litio hidratado). La purificacién del producto crudo sobre
silice utilizando una mezcia de eluyentes cloroformo-metanol-amoniaco acuoso
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80:40:4 provided 1-(3-aminopropil)azepin-2-ona (4.973g, 87 % de rendimiento))
proveyté los compuestos deseados.
Elemplos 133-136, 169 y 200

Procediendo como se describe en ios Ejemplos 180, 189, 191, 192, y 203
precedentes pero sustituyendo 2-(2-aminoetil)piridina con N-acetiletilendiamina,
(preparada calentando una mezcia de acetato de etilo con etilendiamina (1.5
equivalentas) a 180 °C duranta 1 hr en un recipiente sellado. La destilacion al
vacio proveyd el producto deseado en 568% de rendimiento. La N-
acstiletilendiamina también esté disponible en Aldrich) proveyd los compuestos
deseados.
Ejemplos 148-140

Procedienda como se describe en los Ejemplos 180, 189, 191, 192, y 203
precedentes pero sustituyendo 2-(2-aminostil)piridina con 1-(3-aminopropil)-
tetrahidro-pirimidin-2-ona (preparada de la misma manera que 1-(3-aminopropil)-
azepin-2-ona de acuerdo al procedimiento en Kraft A.: J. Chem. Soc. Perkin
Trans. 1, 6, 1989, 705-14: Brevements, se callentan 1,3 4,8,7,8-hexahidro-2H-
pirimido[1,2-a)pirimidina (4.938 g), hidréxido de litio hidratado (918 mg) y 2 ml de
agua sin un solvente en un recipiente sellado a 145 °C durante thr. El producto
crudo se purificd sobre una columna de silica-gel en doroformo-metanol-
amonfaco acuoso 80:40:4 para dar amina pura (5.265g, 94% de rendimiento).
Ejemplos 141, 160-162y 186

Procediendo como se deacribe en los Ejemplos 180, 188, 191, 182,y 203
precedentes pero sustituyendo 2-(2-aminoetil)piridina con 1-{2-aminoetil)-
piperazina-2-ona (preparada como sigue: se agregd por goteo doruro de tert-
butildifenilsililo (25 mL, 7.7 mmol) en una solucién de DBU (19.5 mi, 130 mmoi)
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y bis(2-aminoetil)amina (4.32 mL, 40 mmol) en dimetilacetamida anhidra (80 mlL)a
temperatura ambiente después de enfriar sobre baflo de agua bath dentro de los
5 minutos. La mezcla se agitd durante 5 horas. Bromoacstic &cido efilo ester (6.70
mi, 60 mmol) se afladié neat upon cooling to temperatura ambiente. La reaccion
se agitd durante 25 minutos, luego se evapor) en alto vacio. El residuo se disolvid
en metanol {200 ml), se agregaron KHCO, (10g) y KF (12 g, 200 mmol) y la
mezcla se agitd a 80 “C durante 5 horas. Se agreg6 10g de Na,CO,, 8 agitd
durante 10 minutos, se enfrid y se filtré. Los flitrados se evaporaron. El regiduo se
axtrajo con hexanos (2 veces 250 mi). El material insoluble en hexanos se disolvié
en etanol (80ml), se filtrd y se evapord. Ei residuo se purificd sobre una columna
de silica-gel en cloroformo-metanol-amoniaco acuoso 80:40:4 para dar amina
pura (4.245g,74% de rendimiento)) provey6 los compuestos deseados.
EjJemplos 163-167

Procediendo como se deacribe en los Ejemplos 190, 189, 191, 182, y 203
precedentes pero sustituyendo 2-(2-aminoetil)piridina con  3(2-
aminoetil)amino]propionitrilo (preparado a partir de etilendiamina (150 mmol) y
acrilonitrilo (50 mmol) en THF a temperatura ambiente, como se describe en
Israel, M. et al: J. Med Chem. 7, 1964, 710-16., proveyo la amina deseada (4.204
9)) proveyé los compuestos deseados.
Elempio 168

il in-1-it}-etil ida def dcido Flu 1,2-dihidro-i

3-lid il imefil-1H-pi xfli

A una mezcia de lodos amarillos en agitacién de acido 5-{5-fluoro-2-oxo-
1,2-dihidro-indol{(32)-ilidenemetil}-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carbaxilico (80 mg),
DMF (0.8 mL) y TEA (0.084 mL) en un tubo de reaccion de 20 mL, se afladié
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reactivo BOP (198 mg). La mazdla se tomé clara en 5 min. Se agreg6 2-(4-
mefilpiperazin-1-)etilamina’ (51 mg) en la mezcla ciara. La solucién resultante se
agitd a temperatura ambiente hasta el dla siguiente. Productos sélidos amarilios
precipitaron del sistema de reaccion. La cromatografia en capa fina (10% metanol
en cloruro de metileno) mostrd que todo el material de inicio habla sido convertido
en el producto. El sdlido se aisld por filtracidn al vacio y se lavd una vez con
etanol (1 mL). E! sélido fue sonicado en dietiléter (2 mL) durante 20 min y se
recolectaron por filtracién al vacio. Luego de secar al vaclio se obtuvo, (4-
metiipiperazin-1-il-etil}-amida del acido 5-«(5-Fluoro-2-oxo-1,2-dihidro-indol-3-
illdenemetil)-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxilico (79 mg, 82% de rendimiento).

'H NMR (DMSO-dy) 8 2.13 (8, 3H, CHy), 2.40, 2.42 (2x8, 8H, 2x CH3), 2.41 (m, 2H,
CH,), 2.47 (m, 8H, 4xCHy), 3.30 (m, 2H, CH,), 6.82 (dd, J=4.5, 8.7Hz, 1H), 8.91(td,
2)=2 4 2J=8 8Hz, 1H), 7.43 (t, J=5.8Hz, 1H), 7.70 (s, 1H), 7.75 (dd, J=2.8, 9.6Hz,
1H) (aromdtico y vinllico), 10.88 (s, 1H, CONH), 13.87 (s, 1H, NH). LC-MS (m/2)
424.4 (M-1).

Elemplo 169

Siguiendo el procedimiento del Ejemplo 168 precedente pero sustituyendo
&cido 5-{5-fluoro-2-oxo-1,2-dihidro-indol-(3Z)-ilidenemetif}-2,4-dimeti-1 H-pimol-3-
carboxdlico con écido 5-{5-cloro-2-oxo-1,2-dihidro-indol-(32Z)-lidenemetil}-2,4-
dimetil-1 H-pirrol-3-carbaxdlico (95 mg, 0.3 mmol) se obtuvo (4-metilpiperazin-1-il-
etil}-amida del acido 5-(5-cloro-2-oxo-1,2-dihidro-indol-3-ilidenemeti)}-2,4-dimetil-
1H-pirrol-3-carboxdlico (76 mg, 58%).

H NMR (DMSO-dy) 5 2.13 (8, 3H, CHy), 2.41, 2.42 {2xs, 8H, 2xCHh), 2.42
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(m, 2H, CHa), 2.48 (m, 8H, 4xCH,), 3.30 (m, 2H, CH,), 6.84 (d, J=8.0Hz, 1H), 7.11
(dd, J=2.0, 8.0Hz,1H), 7.44 (t, J=5.8Hz, 1H), 7.78 (s, 1H), 7.97 (d, J=2.0Hz, 1H)
(aromdtico y vinilico), 10.88 (s, 1H, CONH), 13.62 (8, 1H, NH). LC-MS (m/z) 440.2
(M-1).

Elemplo 170
4-metilpiperazin- il}-amida det 4ci 0-2-0x0-1,2-dihidro-indol-3-
iliden il)-2,4-dimetil-1H-pirmol lico

Siguiendo el procedimiento descrito an el Ejemplo 168, pero sustituyendo

dcido 5-(5-cloro-2-axo-1,2-dihidro-indol-3-ilidenemetil)-2,4-dimetil-1 H-pirrol-3-
carboxdiico con é&cido 5-(5-bromo-2-0xp-1,2-dihidro-indol-3-ilidenemetil)-2,4-
dimetil-1H-pirrol-3-carboxilico se obtuvo (4-metilpiperazin-1-il-etil}-amida del dcido
5-(5-bromo-2-oxo-1,2-dihidro-indol-3-lidenemaetil)-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-
carboxdlico (38 mg, 54%) de SU011670 (54 mg, 0.15 mmol).
'H NMR (DMSO-ds) 5 2.14 (5, 3H, CHy), 2.41, 2.42 (28, 6H, 2x CHs), 2.42 (m, 2H,
CH,), 2.48 (m, 8H, 4xCH,), 3.31 (m, 2H, CHy), 6.80 (d, J=8.0Hz, 1H), 7.23 (dd,
J=2.0, 8.0Hz, 1H), 7.44 (t, J=5.6Hz, 1H), 7.76 (8, 1H), 8.09 (d, J=2.0Hz, 1H)
(aromético y vinflico), 10.99 (s, 1H, CONH), 13.61 (8, 1H, NH). LC-MS (m/z) 486.6
(M).

Elemplo 172
(4-meti|piperazin-1-il-efil}-amida _del _dcido 5-+{2-Oxo-1,2-dihidro-indol-3-
jlidenemetil il-1H-pj li

Siguiendo el procedimiento en el Ejemplo 168 precedente pero
sustituyendo acido 5-(5-fluoro-2-oxo-1,2-dihidro-indol-3-ilidenemetil)-2,4-dimetil-
1H-pirrol-3-carboxilico SU014800 con &cido 5-(2-oxo-1,2-dihidro-indol-3-
ilidenemetil)-2,4-dimetii-1H-pirrol-3-carboxdlico se obtuvo (4-metilpiperazin-1-il-
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efii}-amida del acido 5-(2-ox0-1,2-dihidro-indol-3lidenemetil)-2,4-dimetil-1H-
pirmol-3-carboxilico, SU0Q14803 (138 mg, 84%) de SU012120 (112.8 mg, 0.4
mmol).

'H-NMR (DMSO-dy) 5 2.13 (8, 3H, CHy), 2.39, 2.42 (28, 6H, 2x CH,), 2.42 (m, 2H,
CH,), 2.48 (m, 8H, 4xCH), 3.30 (t, 2H, CH,), 6.86 (d, J=8.0Hz, 1H), 6.88 (t, J=7.4
Hz, 1H), 7.10 (t, J=7.8Hz, 1H), 7.41 (t J=5.4Hz, 1H), 7.62 (8, 1H), 7.76 (d,
J=7.6Hz, 1H) (aromdtico y vinilico), 10.88 (s, 1H, CONH), 13.61 (s, 1H, NH). LC-
MS (m/z) 408.6 (M-1).

Ejemplo 171

ilidenemetil}-2.4-dimetil- irrol lico

A una mezcia de lodos amarillos en agitacion de acido 5-{2-axo-1,2-dihidro-
indol-(3Z)-lidenemetil}-2,4-dimetii-1 H-pirrol-3-carboxlico (112.8 mg, 0.4 mmoal),
DMF (0.5 mL) y frietilamina (0.111 mL) en un tubo de reaccién de 20 mL, se
afiadié reactivo BOP (265 mg). La mezcla se tomo clara en 5 min. Se agreg6 2-
(2,6-dimetilpiperazin-1-il)etilamina (68.8 mg) (véase, Tapia, L. Alonso-Cires, P.
Lopez-Tudanca, R. Mosquera, L. Labeaga, A. Innerariti, A Orjales, J. Med.
Chem., 1999, 42, 2870-2880) sobre la mezcla clara. La solucién resultante se
agitd a temperatura ambiente hasta el dia siguients. La cromatografia en capa
fina (10% metanol en cloruro de metileno) mostrd que todo el material de inicio se
habla convertido en producto. La mezcla de reaccion se evapord a sequedad y
luego se purlficod por cromatografia flash (CH,Cla/CHsOH=20/1-15/1) seguida de
recristalizacion, para dar 5-[2-ox0-1,2-dihidro-indol-{3Z)-llidenemetil}-2,4-dimetil-
1H-pimol-3-carboxlico &cido [2-(3,5-dimetilpiperazin-1-il)etilJamida (83 mg, 50%
de rendimiento).
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'"H NMR (DMSO-de) 5 1.15, 1.16 (2x8, 8H, 2xCH), 1.95 (t, J=11.8Hz, 2H, CH,),
2.41, 2.47 (2xs, 6H, 2xCHy), 2.50 (m, 2H, CHa), 3.03 (d, J=10Hz, 2H), 3.19 (m,
2H), 3.30 (m, 2H, CH,), 6.86 (d, J=8.0Hz, 1H), 8.97 (t, J=7.2 Hz, TH), 7.11 (t,
J=7.8Hz, 1H), 7.48 (. J=5.8 Hz, 1H), 7.81 (s, 1H), 7.75 (d, J=7.8 Hz, 1H)
(aromético y vinilico), 10.88 (s, 1H, CONH), 13.62 (s, 1H, NH). LC-MS (m/z) 422.2
(M+1).

Ejemplo 173
5-dimetilpiperazin-1-il)etil}amida d j Fl -ox0-1,2-dihidro -
indol jlidenemeti imetil-1H-pi rboxdlico

Siguiendo el procedimiento descrito en el Ejemplo 168 pracedents se
obtuvo el compuesto deseado (60 mg, 0.2 mmol).
TH NMR (DMSO-d,) 5 0.891, 0.907 (2xs, 6H, 2xCHa), 1.49 (t, J=10.4Hz, 2H), 2.40,
2.42 (2xs, 6H, 2x CHa), 2.41 (m, 2H, CH,), 2.74 (m, 4H), 3.30 (m, 2H), 6.82 (dd,
J=4.5, 8.7Hz, 1H), 6.90 (id, %J=2 4, *J=8.4Hz, 1H), 7.42 (t, J=5.8Hz, 1H), 7.70 (s,
1H), 7.74 (dd, J=4 8, 8.4Hz, 1H) (aromético y vinfiico), 10.88 (8, 1H, CONH), 13.65
(s, 1H, NH). LC-MS (m/z) 438.4 (M-1).
Ejemplo 174

S5-dimetilpi in-1-il)etil}amida del écido oro-2-oxo-1,2-dihidro-indol-

(3Z)-lidenemetil}-2 4-dimetii-1 H-pimrol-3-carboxilico

Siguiendo el procedimiento del Ejemplo 171 precedents, se obtuvo el
compuesto deseado (31.2 mg, 34%) 8 partir de acido 5-[5-cloro-2-0x0-1,2-dihidro-
indol-(3Z)-ilidenemetil}-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxilico (63 mg, 0.2 mmol).
'H NMR (DMSO-dy) 5 1.15, 1.18 (2xs, 6H, 2xCH,), 1.95 (t, J=11.6Hz, 2H, CH,),
240, 2.42 (2x8, 6H, 2xCHj), 2.50 (m, 2H, CHz), 3.03 (d, J=11.2Hz, 2H), 3.19 (m,
2H), 3.30 (m, 2H, Ci), 8.85 (d, J=8.4Hz, 1H), 7.11 {(dd, J=2.0, 8.0Hz 1H), 7.52 (t,
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J=5.6Hz, 1H), 7.78 (8, 1H), 7.97 (d, J=2.0Hz, 1H) (aromético y vinilico), 10.98 (s,
1H, CONH), 13.63 (8, 1H, NH). LC-MS (m/z) 456.2 (M+1).

| écido 5-

indol flidenemetill-2,4-dimetil-1H-pi ico

Siguiendo el procedimiento descrito en el Ejemplo 171 se obtuvo ei
compuesto deseado (40 mg, 40%) a partir de 5-acido [5-bromo-2-oxn-1,2-dihidro-
indol-(32)-ilidenemetil}-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxilico (74 mg, 0.2 mmol).
'H NMR (DMSO-dg) 5 1.15, 1.16 (2x8, 6H, 2xCH,), 1.95 (t, J=11.8Hz, 2H, CHy),
2.40, 2.42 (2, 8H, 2xCH,), 2.50 (m, 2H, CH,), 3.03 (d, J=10.4Hz, 2H), 3.19 (m,
2H), 3.30 (m, 2H, CH,), 6.81 (d, J=8.4Hz, 1H), 7.24 (dd, J=2.0, 8.4Hz, 1H), 7.51 (t,
J=5.86Hz, 1H), 7.76 (s, 1H), 8.10 (d, J=2.0Hz, 1H) (aromético y vinllico), 10.88 (s,
1H, CONH), 13.62 (8, 1H, NH). LC-MS (m/z) 496.4 (M-1).
Elemplos Blolégicos

Los siguientes ensayos se empiean para hallar aquellos compuestos
que demuestran el grado 6ptimo de la aclividad deseada.
A. Procedimientos de Ensayo

Pueden usarse los siguientes ensayos para detarminar el nivel de
actividad y el efecto de los distintos compuestos de la presente invencién scbre
una o més PIC Pueden disefiarae ensayos semejantes junto con las mismas
lineas para cualquier PK usando procedimientos bien conocidos en la técnica.

Varios de los ensayos que se describenenla :.:rasanb documentacion
se realizan en un formato de ELISA (Ensayo Compuesto Inmunocadsorbente
Ligado a Enzimas) (Voller, of al., 1980, "Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay,” Manual of Clinical iImmunology, 2 edicién, Friedman, Am. Soc. Of



177

Microbiology, Washington, D.C., paginas 358-371). El procedimiento general
@8 como sigue: ss introduce un compuesto en células que expresan ia quinasa
de prueba, ya sea en forma natural o recombinante, por un periodo
seleccionado de tiempo después del cual, si la quinasa de prueba es un
receptor, e agrega un ligando que sea un activador conocido del receptor. Las
células se lisan y se transfiere el lisado a las cavidades de una placa de ELISA
previamente cubierta con un anticuerpo especifico que reconocs el sustrato de
{a reaccién de fosforilacién enzimética. Los componentes distintos del sustrato
en el lisado de células se lavan y se detecta la cantidad de fosforilacion del
susirato con un anticuerpo que reconozca especificaments la fosfotirosina, en
comparacion con las células control que no fueron puestas en contacto con el
compuesto de prueba. v

Los protocolos presentemente prefaridos para lievar a cabo los
experimentos de ELISA sobre PK especificas se proveen a continuacion. Sin
embargo, la adaptacién de estos protocolos para determinar la actividad de
compuestos contra otras RTK, asl como contra otras CTK y STK, asta dentro
del alcance del conocimiento de aquelios entrenados en la técnica. Otros
ensayos que se describen en la presente documentacién miden la cantidad de
AND generado como respuesta a |a activacién de una quinasa de prueba, lo
cual es una medida general de una respuesta proliferativa. El procedimiento
general para aste ensayo 68 cCOmo sigue: se infroduce un compuesto en células
que expresan la quinasa de prueba, ya sea en forma natural o recombinante,
por un periodo seleccionado de tiempo después del cual, si la quinasa de
prueba es un receptor, 8e agrega un ligando que sea un activador conocido del
receptor. Después de una incubacién por al menos una noche, se agrega un
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reactivo marcador de AND, tal como 5-bromodesoxuridina (BrdU) o H*-
timidina. Se detecta la cantidad de AND marcado con un anticuerpo anti-BrdU
0 midiendo |a radiaclividad, y se la compara con las células control que no
fueron puestas en contacto con un compuesto de prueba.
BIOENSAYO DE GST-FLK-1
Este ensayo analiza la actividad de la tirosin quinasa de GST-Flk1 sobre
péptidos poli(glu,tyr).
rial Reactivos:
1. Placas de ELISA Coming de 96 cavidades (N* de Catdlogo Coming
5805-98).
Poli{glu,tyr) 4: 1, liofilizado (CatilogoSigma # P0275).
3. Preparacion de placas de ensayo cubiertas con poli(glu,tyr)(pEY):
86 cubre con 2 ug/cavidad de poli(giu,tyr)(pEY) en 100 ul de PBS,
se mantiene a temperatura ambients por 2 horas o a 4°C por una
noche. Se cubren bien las placas para evitar la evaporacion.
4, Buffer PBS: para obtener 1 |, se mezclan 0,2 g de KH,PO,, 1,15 g
de Na;HPQO,, 0,2 g de KCl y 8 g de NaCl en aproximadaments 800
mi de dH,O. Cuando se han disuelto todos los reactivos, se ajusta e}
pH & 7,2 con HCI. Se lleva el volumen total a 1 | con dH,0.
5. Buffer PBST: a 1 | de buffer PBS se agrega 1,0 ml de Tween-20.
Buffer de bloqueo TBB: para obtener 1 |, se mezclan 1,21 g de
TRIS, 8,77 g de NaCl, 1 ml de TWEEN-20 en aproximadamente 900
mi de dH;O. Se ajusta el pH a 7,2 con HCI. Se agregan 10 g de
BSA, se agita para disolver. Se lleva al volumen total a 1 { con
dH;0. Se filtra para retirar la materia particulada.
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1% de BSA en PBS: para hacer una solucion de trabajo 1x, se
agregan 10 g de BSA a aproximadamente 990 mi de buffer PBS, se
agita para disolver. Se ajusta el volumen total a 1 L con buffer PBS,
se filtra para retirar la materia particulada.

Hepes 50 mM pH 7.5.

GST-Flkicd purificado a partir de fa transformacién de baculovirus
recombinantes sf® (SUGEN, Inc.).

DMSO al 4% en dH>0.

ATP 10 mM en dH;0.

MnCl, 40 mM

Buffer de Dilucién de Quinasas (KDB): se mezclan 10 ml de Hepes
{pH 7.,5), 1 ml de NaCl 5 M, 40 ul de ortovanadato de sodio 100 mM
y 0.4 ml de BSA al 5% en dH;O con 88,56 mi de dH;0.

Placas NUNC de polipropileno de 86 cavidades con fondo en V,
Catalogo Applied Scientific # AS-72092

EDTA: se mezclan 14,12 g de &4cido etilendiaminotetraacético
(EDTA) en aproximadamente 70 ml de dH,O. Se agrega NaOH 10N
hasta que se disuelve el EDTA. Se ajusta el pH a 8,0. Se ajusta el
volumen total a 100 mi con dH;O.

1° Buffer de Dilucion de Anticuerpos: se mezcian 10 ml de BSA al
5% en Buffer PBS con 88,5 ml de TBST.

Anticuerpo monocional conjugado con peroxidasa de risbano picante
(PY99 HRP, Santa Cruz Biotech).

Acido 2,2'-Azinobis (3-etilbenzotiazolin-8-sulfénico) (ABTS, Moss,
Catalogo N*® ABST).
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19. 10% de SDS.
Procedimiento:

1. Se cubren las placas de ELISA Coming de 96 cavidades con 2 ug
de péptido poliEY en PBS estéril, como se describe en al paso 3 de
Materiales y Reactivos.

2. 8o retira el liquido no unido de las cavidades invirtiendo la placa. Se
lava una vez con TBST. Se frota la placa contra una toalla de papel
para retirar el liquido en exceso.

3. Se agregan 100 ul de BSA al 1% en PBS a cada cavidad. Se
incuba, con agitacion, por 1 hora a temperatura ambiente.

Se repite el paso 2.
Se lavan las cavidades con HEPES 50 mM (pH 7,5) (150
plicavidad).

6. Se diluye el compuesto de prueba con dH0/4% de DMSO hasta 4
veces la concentracion final del ensayo en las piacas de
polipropileno de 86 cavidades.

7. Se agregan 25 ul de compuesto de prueba diluldo a la placa de
ELISA. En las cavidades control, se colocan 25 pl de dH,0/4% de

DMSO.

8. Se agregan 25 pl de MnCl; 40 mM con 4x ATP (2 uM) a cada
cavidad.

9. Se agregan 25 ul de EDTA 0,5 M a las cavidades del control
negativo.

10. Se diluye GST-Fik1 hasta 0,005 pg(5 ng)/cavidad con KDB.
11. Se agregan 50 pl de enzima diluida a cada cavidad.
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12. Seincuba, con agitacién, por 15 minutos a temperatura ambients.

13. Sedetiene la reaccion agregando 50 pl de EDTA 250 mM (pH 8,0).

14. Se lava 3X con TBST y Se frota la placa conira una toalla de papel
para retirar el lfquido en axceso.

15. Seagregan 100 pul por cavidad de conjugado anti-fosfotirosina HRP,
80 realiza una dilucién 1: 5000 en buffer de dilucidn de anticuerpos.
Se incuba, con agitacion, por 80 minutos a temperatura ambiente.

16. Selava como an el paso 14,

17. Se agregan 100 pl de una solucién de ABTS a temperatura
ambiente a cada cavidad.

18. Se Incuba, con agitacidn, por 10 2 15 minutos. Se retira cualquier
burbuja.

19. Se detiene la reaccién agregando 20 pl de SDS al 10% a cada
cavidad.

20. Seleenlos resultados en un lector de ELISA Dynatach MR7000 con
un filtro de prueba a 410 nm y un filtro de referencia a 630 nm.

BIOENSAYO DE PYK2

Se usa este ensayo pam medir ia actividad de quinasa in vivo de pyk2
(FL.pyk2-HA) completo marcado con epitopes HA en un ensayo de ELISA
Materiales y reactivos:

1.
2.
3.

Placas de ELISA Coming de 96 cavidades.

Anticuerpo monocional 12CA5 anti-HA (SUGEN, Inc.)

PBS (Solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco (Catélogo
Gibco # 450-1300EB)

Buffer TBST: para obtener 1 |, se mezcian 8,766 g de NaCl, 6,057 g

AN
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de TRIS y 1 mil de Triton X-100 al 0,1% en aproximadamentes 800 mi
de dH;0. Se ajusta el pH a 7,2, se lleva el volumena 1 L.

Buffer de bloqueo: para obtener 1 |, 86 mezclan 100 g de BSA al
10%, 12,1 g de TRIS 100 mM, 58,44 g de NaCl 1 M y 10 mi de
TWEEN-20 al 1%.

Lisados de células FL.pyk2-HA de sf9 (SUGEN, inc.).

4% de DMSO en MilliQue H,O.

ATP 10 mM en dH,0.

MnCl, 1 M.

MgClz 1 M.

Dithiothreitol (DTT) 1 M.

Buffer de fosforilacién de quinasas 10X: se mezcian 5,0 ml de
Hepes 1 M (pH 7.5), 0,2 ml de MnCl; 1 M, 1,0 mi de MgCl2 1 M, 1,0
mi de Triton X-100 al 10% en 2,8 ml de dH;O. Justo antes de usario,
80 agregan 0,1 mideDTT 1 M.

Placas de polipropileno NUNC de 86 cavidades de fondo en V.
EDTA 500 mM en dH,O.

Buffer de dilucion de anticuerpos: para obtener 100 mi, se mezcia 1
mi de BSA al 5%/PBS y 1 ml de Tween-20 al 10% en 88 ml de TBS.
Anti-Ptyr PY99 conjugado con HRP, Santa Cruz Biotech Catdlogo
N°* SC-7020.

ABTS, Moss, Catédlogo N° ABST-2000.

10% de SDS.

Se cubren las placas Coming de ELISA de 98 cavidades con 0,5 ug
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por cavidad de anticuerpo 12CAS anti-HA en 100 u de PBS. Se
almacana por una noche a 4°C.

Se retira el anticuerpo HA no unido de las cavidades invirtiendo la
placa. Se lava la placa con dH;0. Se frota a placa contra una toalla
de papel para retirar el liquido en exceso.

Se agregan 150 u! de Buffer de Bloqueo a cada cavidad. Se incuba,
con agitacién, por 30 minutos a temperatura ambiente.

Se lava la placa 4x con TBS-T.

Se diluye el lisado en PBS (1,5 ug de lisado/100 ul de PBS).

Se agregan 100 pl de lisado diluido a cada cavided. Se agita a
temperatura ambienta por 1 hora.

Se lava como en el paso 4.

Se agregan 50 ul de buffer quinasa 2X a la placa de ELISA que
contiene la pyk2-HA capturada.

Se agregan 25 pl del compuesto de prueba 400 uM en DMSO al 4%
a cada cavidad. Para las cavidades control, se usa DMSO al 4%
solo.

Se agregan 25 ul de EDTA 0.5 M a las cavidades de confrol
negativo. .

Se agregan 25 ul de ATP 20 uM a todas las cavidades. Se incuba,
con agitacion, por 10 minutos.

Se detiene la reaccién agregando 25 pl de EDTA 500 mM (pH8,0)a
todas las cavidades.

Se lava como en el paso 4.

Se agregan 100 ul de anti-Ptyr conjugado con HRP diluido 1: 8000
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en Buffer de Diluciébn de Anticuerpos a cada cavidad. Se incuba,
con agitacién, por 1 hora a temperatura ambiente.

15. Selavala placa 3X con TBST y 1X con PBS.
16. Se agregan 100 pul de solucién ABST a cada cavidad.
17.  Siresulta necesarlo, se detiene la reaccion de revelado agregando
20 pul SDS al 10% a cada cavidad,
18. Se les la placa en un lector de ELISA con un filtro de prueba a 410
nm y un filtro de referencia a 830 nm.
BIOENSAYO DE FGFR1

Este ensayo se usa para medir la aclividad de quinasa in vitro de FGF1-R

en un ensayo de ELISA.
Materiales y Reactivos:

1.

N o o s 0N

Placas de ELISA Costar de 96 cavidades {(Catdlogo Coming #
3389).

Poli(Glu-Tyr) (Catélogo Sigma # PO275).

PBS {Catélogo Gibco # 450-1300EB)

Solucién Buffer Hepes 50 mM.

Buffer de Bloqueo (BSA al 5%/PBS).

GST-FGFR1 purificado (SUGEN, Inc.)

Buffer de Dilucion de Quinasa.

Se mezcian 500 pf de Hepes 1 M (GIBCO), 20 ul de BSA al 5%/PBS, 10 i

de ortovanadato de sodio 100mM y 50 pl de NaCl 5M.

ATP 10 mM

Mezcla de fosforilacion ATP/MnCl,: se mezclan 20 ul de ATP, 400 ut
de MnCl; 1 M y 9,56 ml de dH,0.
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Placas de polipropileno NUNC de 86 cavidades con fondo en V
(Catdlogo Applied Scientific # AS-72002).

EDTAO,5M.

0,05% de TBST

Se agregan 500 ul de TWEEN a 1 litro de TBS.

13. Suero policional de conejo anti-fosfotirosina (SUGEN, Inc.).

14. Conjugado anti conejo de IgG peroxidasa (Biosource, Catalogo #
ALI0404).

15.  Solucién de ABTS.

16. Solucién de ABTS/H0s.

Procedimiento:

1. Se cubren las placas de ELISA Costar de 96 cavidades con 1 ug
por cavidad de Poli{(Glu,Tyr) en 100 ul de PBS. Se ailmacena por
una noche a 4°C.

Se lavan las placas cubiertas una vez con PBS.

Se agregan 150 ul de BSA al 5%/PBS Buffer de Bloqueo a cada
cavidad. Se incuba, con agitacién, por 1 hora a temperatura
ambiente.

4, Se lava la placa 2x con PBS, luago una vaz con Hapes 50 mM. Se
frotan las placas contra una toalla de papel para retirar el liquido en
exceso y las burbujas.

5. Se agregan 25ul de compuesto de prueba 0,4 mM en DMSO al 4%
o DMSO al 4% solo {controles) a ia placa.

6. Se diluye el GST-FGFR1 purificado en Buffer de Dilucién de

Quinasa (5 ng de quinasa/50 ul de KDB/cavidad).

\&
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Se agregan 50ul de quinasa diluida a cada cavidad.

Se comienza la reaccitn de la quinasa agregando 25 pl/cavidad de
ATP/Mn++ preparado fresco (0,4 mi de MnCl. 1 M, 40 ut de ATP 10
mM, 9,58 mi de dH.O, preparado fresco).

Esta es una primera reaccion de quinasa y debe detenerse con 25
ul de EDTA 0,5 M de una manera similar al agregado de ATP.

Se lava ia placa 4x con TBST fresco.

Se prepara el Buffer de Dilucién de Anticuerpos: para obtener 50 mi:
86 mezcian 5 ml de BSA al 5%, 250 u! de 5% de leche y 50 ul de
vanadato de sodio 100 mM, se lileva hasta el volumen final con
0,05% de TBST.

Se agregan 100 ul por cavidad de anti-fosfotirosina (dilucién 1:
10000 en ADB). Se incuba, con agitacién por 1 hora a temperatura
ambients.

Se lava como en el paso 10.

Se agregan 100 ul por cavidad de conjugado de peroxidasa
Biosource de cabra anti conejo (dilucién 1: 6000 en ADB). Se
incuba, con agitacién, por 1 hora a temperatura ambiente.

Se lava como en el paso 10 y luego con PBS para retirar las
burbujas y el exceso de TWEEN.

Se agregan 100 ul de solucién de ABTS/H,0O; a cada cavidad.

Se incuba, con agitacion, por 10 a 20 minutos. Se retira cualquier
burbuja.

Se lee el ensayo en un lector de ELISA Dynatech MR7000: filtro de
prueba a 410 nm, filiro de referencia a 630 nM.

\
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BIOENSAYO DE EGFR

Se usa este ensayo para medir la actividad quinasa in vitro de FGF1-R en
un ensayo de ELISA.

Materiales y Regclivos:

1.

o h® N

10.
1.

12.
13.

Placas de ELISA Coming de 96 cavidades.

Anticuerpo SUMO1 monocional anti-EGFR (SUGEN, Inc.).

PBS

Buffer TBST

Buffer de Bloqueo: para obtener 100 ml, se mezcian 5,0 g de leche
Camation Instant Non-fat Milk® con 100 mi de PBS.

Lisado de células A431 (SUGEN, Inc.).

Buffer TBS:

TBS + 10% de DMSO: para obtener 1 |, se mezclan 1,514 g de
TRIS, 2,192 g de NaCl y 25 ml de DMSO; se lleva hasta un volumen
total de 1 litro con dH0.

ATP (Adenosina-5-trifosfato, de midsculo de equino, Sigma,
Catdlogo N* A-5394), solucién 1,0 mM en dH,O. Este reactivo
deberia prepararse inmediatamente antes de usario y mantenerse
en hielo.

MnCl; 1,0 mM.

Mezcla de fosforilacion ATP/MnCl;: para preparar 10 mi, se mezcian
300 pi de ATP 1 mM, MnCl, 500 ul y 9,2 ml de dH,O. Se prepara
justo antes de usarig, se mantiene en hielo.

Placas de polipropileno NUNC de 86 cavidades con fondo en V.
EDTA.
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14. Suero de conejo policlonal anti-fosfotirosina (SUGEN, Inc.).

15. Conjugado anti conejo de IgGG peroxidasa de cabra (Biosource,
Catélogo N°® ALI0404).

18. ABTS.

17.  30% de pertxido de hidrogeno.

18. ABTSH.0.

19. HCI0,2 M.

Procedimiento:

1. Se cubren las placas Coming de ELISA de 86 cavidades con 0,5 g
de SUMO1 en 100 ul PBS por cavidad, ee aimacena por una noche
ad°C.

2. Se retira el SUMO1 no unido de las cavidades invirtiendo la placa
para eliminar el liquido. Se lava 1x con dH,0O. Se frota la placa
contra una toalla de papel para retirar el liquido en e)ceso.

3. Se agregan 150 ul de Buffer de Bloqueo a cada cavidad. Se incuba,
con agitacién, por 30 minutos a temperatura ambients.

4. Se lava la placa 3x con agua deionizada, luego una vez con TBST.
Se frotan las placas contra una toalla de papel para retirar el liquido
en excaso y las burbujas.

Se diluye el lisado en PBS (7 ug de lisado/100 w! de PBS).
6.  Se agregan 100 yl de lisado diluido a cada cavidad. Se agita a

temperatura ambiente por 1 hora.

Se lavan la placas como an 4, anteriormente.

Se agregan 120 ul de TBS a la placa de ELISA que contiene el
EGFR capturado.
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Se diluye el compuesto de prueba 1: 10 en TBS, se lo coloca en la
cavidad.

Se agregan 13,5 pl de compuesto de prueba diluido a la placa de
ELISA. A las cavidades control, se agregan 13,5 ul de TBS en
DMSO al 10%.

Se incuba, con agitacién, por 30 minutos a temperatura ambiente.
Se agregan 15 pl de buffer de fosforilacion, se mezcla en todas las
cavidades excepto en la cavidad de control negativo. El volumen
final de las cavidades deberia ser de aproximadamente 150 i, con
una concentracion final de ATP 3 uM/MnCl; 5 mM en cada cavidad.
Se incuba con agitacion por 5 minutos.

Se detiene la reaccion agregando 16,5 ul de solucidn de EDTA con
agitacion. Se agita por otro minuto,

Se lava 4x con agua delonizada, 2x con TBST.

Se agregan 100 pl de anti-fosfotirosina (dilucion 1: 3000 en TBST)
por cavidad. Se incuba, con agitacién, por 30-45 minutos a
temperatura ambients.

Se lava como en 4, anteriormente.

Se agregan 100 ul de Conjugado Biosource anti conejo de IgG
peroxidasa de cabra (dilucién 1: 2000 en TBST) a cada cavidad. Se
incuba con agitacién por 30 minutos a temperatura ambiente.

Se lava como en 4, anteriormente.

Se agregan 100 ul de solucién de ABTS/MH.0, a cada cavidad.

Se incuba por 5 a 10 minutos con agitacién. Se retira cualquier
burbuja.
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21. Si resulta necesario, se detiene la reaccién agregando 100 pul de
HC1 0,2 M por cavidad.
22. Selee el ensayo en un lector de ELISA Dynatech MR7000: filtro de
prueba a 410 nm, filtro de referencia a 630 nm.
BIOENSAYO DE PDGFR
Se usa este ensayo para medir la aclividad de quinasa in vivo de FGF1-R
en un ensayo de ELISA.
Materiales y Reaclivos:
1. Placas de ELISA Coming de 96 cavidades
2. Anticuerpo 28D4C10 monocional anti-PDGFR (SUGEN, Inc.).
3. PBS.
4 Buffer TBST.
5. Buffer de Bloqueo (el mismo que para el bicensayo de EGFR).
6. Lisado de células PDGFR-B que expresa NIH 3T3 (SUGEN, Inc.).
7. Buffer TBS.
8. TBS + DMSO al 10%.
8. ATP
10.  MnCl..
11. Mezcla de buffer de fosforilacién de quinasa: para obtener 10 mi, se
mezcian 250 pl de TRIS 1 M, 200 u! de NaCl 5M, 100 i de MnCl; 1
M y 50 ul de Triton X-100 100 mM en suficiente dH.O para preparar
i0ml.
12. Placas de polipropileno NUNC de 98 cavidades con fondo en V.
13. EDTA
14.  Suero de conejo policional anti-fosfotirosina (SUGEN, Inc.).
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15. Conjugado anti conejo de IgG peroxidasa de cabra (Biosource,
Catdlogo N° ALI0404).

16. ABTS.

17. Pertxido de hidrdgeno, solucién al 30%.

18. ABTS/H;0,.

18. HCI02 M.

Procedimiento:

1. Se cubren las placas Coming de ELISA de 86 cavidades con 0,5 ug
de 28D4C10 en 100 pl de PBS por cavidad, se aimacena por una
noche a 4°C.

2. Se retira el 28D4C10 no unido de las cavidades invirtiendo la placa
para eliminar el liquido. Se lava 1x con dH;O. Se frota la placa
contra una toalla de papel para retirar el liquido en exceso.

3. Se agregan 150 ul de Buffer de Bioqueo a cada cavidad. Se incuba
por 30 minutos a temperatura ambiente con agitacion.

4 Se lava la placa 3x con agua deionizada, luego una vez con TBST.
Se frotan las placas contra una toalla de papel para retirar el liquido
en axceso y las burbujas.

Se diluye el lisado en HNTG (10 ug de lisado/100 pl de HNTG).
Se agregan 100 pl de lisado diluido a cada cavidad. Se agita a
temperatura ambiente por 60 minutos.

Se lava la placas como se describe en el paso 4.

8. Se agregan 80 pul de buffer de trabajo de quinasa, se mezcian en la
placa de ELISA que contiene el PDGFR capturado.

9. Se diluye el compuesto de prueba 1: 10 en TBS en placas de

21
%
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polipropileno de 98 cavidades.

Se agregan 10 ul de compuesto de prueba diluido a la placa de
ELISA. A las cavidades control, se agregan 10 ul TBS + DMSO al
10%. Se incuba con agitacion por 30 minutos a temperatura
ambiente.

Se agregan 10 pl de ATP directamente a todas las cavidades,
excepto a ia cavidad de control negativo (el volumen final por
cavidad deberia ser de aproximadamente 100 pl con ATP 20 uMen
cada cavidad). Se incuba por 30 minutos con agitacion.

Se detiene la reacciéon agregando 10 pl de solucién de EDTA a
cada cavidad.

Se lava 4x con agua deionizada, dos veces con TBST.

Se agregan 100 ul de anti-fosfotirosina (dilucion 1: 3000 en TBST)
por cavidad. Se incuba con agitacion por 30-45 minutos a
temperatura ambiente.

Se lava como en el paso 4.

Se agregan 100 ui Conjugado Blosource anti conejo de IgG
peroxidasa de cabra (dilucién 1: 2000 en TBST) a cada cavidad. Se
incuba con agitacién por 30 minutos a temperatura ambiente.

Se lava como en el paso 4.

Se agregan 100 pl de solucidon de ABTS/H,O, a cada cavidad.

Se incuba por 10 a 30 minutos con agitacion. Se retira cualquier
burbuja.

Si resuita necesario, se detiene la reaccién con el agregado de 100
ul de HCI 0,2 M por cavidad.
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21.  Se lee el ensayo en un lector de ELISA Dynatech MR7000 con un
filtro de prueba a 410 nm y un fiitro de referencia a 630 nm.
ENSAYO CELULAR DE HER-2 QUINASA
Se usa este ensayo para medir la actividad de la HER-2 quinasa en células
completas en un formato de ELISA.
Materiales y Reactivos:
1.  DMEM (Catalogo Gibco # 11985-082).
2. Suero Fetal Bovino (FBS, Catélogo Gibco # 16000-044), inactivado
con calor en un bafic de agua por 30 minutos a 58°C
Tripsina (Catdlogo Gibco # 25200-058).
L-Glutamina (Catdlogo Gibco # 25030-081)
HEPES (Catélogo Gibco # 15630-080).
Medio de Crecimiento
Se mezcian 500 ml de DMEM, 55 mi de FBS inactivado con calor, 10 mide
HEPES y 5,5 ml de L-Glutamina.
7. Medio de Hambreado
Se mezclan 500 ml de DMEM, 2,5 mi de FBS inactivado con calor, 10 mi
de HEPES y 5,5 mi de L-Glutamina.
PBS.
Placas de microtitulacién de cultivo de tgjido de 96 cavidades de
fondo plano (Catélogo Coming # 25660).
10. Platos de cultivo de tejido de 15 cm (Catalogo Coming # 08757148).
11. Placas de ELISA Coming de 98 cavidades.
12. Placas de polipropileno NUNC de 96 cavidades con fondo en V.
13. Cartuchos de transferencia Costar para el Transtar 96 (Catdlogo

o o W
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Costar # 7610).

Anticuerpo SUMO 1 monodonal anti-EGFR (SUGEN, inc.).

Buffer TBST.

Buffer de Bloqueo: 5% de leche Camation Instant Milk® en PBS.
Ligando EGF: EGF-201, Shinko American, Japén. Se suspende el
poivo en 100 ul de HCI 10mM. Se agregan 100 ul de NaOH 10 mM.
Se agregan 800 ul de PBS y se lo transfiere a un tubo Eppendorf,
86 aimacena a -20°C hasta que esta listo para usar.

Buffer de Lisis HNTG

Para obtener una solucién madre 5X de HNTG, se mezclan 23,83 g de

Hepes, 43,83 g de NaCl, 500 mi de glicerol y 100 mi de Triton X-100
con suficiente dH;O para preparar 1 | de solucién total.

Para obtener HNTG 1X*, se mezcian 2 mi de HNTG, 100 pl deNa,VO, 0,1

18.
20.

21.

23.

M, 250 ui de Na,P,0;0,2 M y 100 pl de EDTA.

EDTA

NayVO,. Para preparar {a solucién madre, se mezclan 1,84 g de
Na,VO, con 80 mi de dH,0. Se ajusta el pH a 10. Se hierve en un
microondas por un minuto (la soluciéon se toma clara). Se enfria
hasta temperatura ambiente. Se ajusta el pH a 10. Se repite el ciclo
de calentamiento/enfriamiento hasta que el pH permanece en 10.

Na,P;Or 200 mM.

Antisuero policlonal de conejo especifico para fosfotirosina
(anticuerpo anti-Ptyr, SUGEN, Inc.).

Antisuero purificado por afinidad, anticuerpo de cabra anti-igG de
conejo, conjugado de peroxidasa (Catalogo Biosource # ALI0404).

N
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24. Solucién de ABTS.

25. Solucién de perdxido de hidrégeno al 30%.

26. ABTS/H0;.

27. HCI02M.

Procedimiento:

1. Se cubren las placas Coming de ELISA de 88 cavidades con
SUMO1 a 1,0 ug por cavidad en PBS, 100 ul de volumen
final/cavidad. Se aimacena por una noche a 4°C.

2. El dia del uso, se retira el buffer de cobertura y se lava la placa 3
times con dH,O y una vez con Buffer TBST. Todos los lavados en
este ensayo deberian hacerse de ests modo, a menos que se
especifique algo diferemnts.

3. Se agregan 100 ul de Buffer de Bloqueo a cada cavidad. Seé Incuba
la placa, con agitacién, por 30 minutos a temperatura ambiente.
Justo antes del uso, se lava la placsa.

4, Se usa la EGFr/quimera HER-2/linea de céluias 3T3-C7 para este
ensayo.

5. Se eligen placas que tienen una confluencla del 80 al 90 %. Se
colectan las células por tripsinizacion y se las centrifuga a 1000 rpm
a temperatura ambiente por 5 minutos.

6. Se suspenden nuevamente las células en medio de hambreado y se

las cuenta con azul tripan. Se requiere una viablidad superior al
90%. Se siembran las células en medio de hambreado a una
densidad de 2500 células por cavidad, 90 ul por cavidad, en una
placa de microtitulacion de 96 cavidades. Se incuban las células
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sembradas por una noche a 37°C bajo 5% de CO..

Sa inicia el ensayo dos dias después de sembrar.

Los compuestos de prueba se disuelven en DMSO al 4%. Las
muesiras se diluyen luego adicionaimente directamente en las
placas con DMEM para hambreado. Tipicamente, esta dilucién serd
de 1: 10 o mayor. Se transfieren luego todas las cavidades a ia
placa de células con una dilucién adicional de 1: 10 (se coloca una
muestra de 10 ul en 80 pl de medio de hambreado). La
concentracion final de DMSO deberia ser de 1% o menor. Puede
usarse también una dilucioén serial comun.

Se incuba bajo 5% de CO, a 37°C por 2 horas.

Se prepara el ligando EGF diluyendo la solucién madre de EGF
(16,5 uM) en DMEM tibio hasta 150 nM.

Se prepara el HNTG* fresco en cantidad suficiente para obtener 100
ul por cavidad; se lo coloca en hislo.

Después de incubar por 2 horas con el compuesto de prueba, se
agregan los ligandos EGF preparados a las células, 50 ul por
cavidad, para una concentracién final de 50 nM. Las cavidades de
control positivo reciben la misma cantidad de EGF. Los controles
negativos no reciben EGF. Se incuba a 37° C por 10 minutos.

Se retira el compuesto de prueba, el EGF y el DMEM. Se lavan las
células una vez con PBS.

Se transfiere ol HNTG* a las células, 100 ul por cavidad. Se coloca
en hielo por 5 minutos. Entretanto, se retira el Buffer de Bloqueo de
la placa de ELISA y 86 lava.

A&



15. Se separan células de la placa con una micropipeta y se
homogeiniza el material celular aspirando repetidamente y
dispersando el buffer de lisis HNTG". Se transfiere el lisado a una
placa de ELISA cubierta, bloqueada y lavada, o se usa un cartucho
de transferencia Costar para transferir el lisado a la placa.

16. Seincuba, con agitacién, a temperatura ambiente por 1 hora.

17. Se retira el lisado, se lava. Se transfiere el anticuerpo anti-Ptyr
diluido fresco (1: 3000 en TBST) a la placa de ELISA, 100 ul por
cavidad.

18. Seincuba, con agitacion, a temperatura ambients, por 30 minutos.

19. Se retira et anticuerpo anti-Ptyr, se lava. Se transfiere el anticuerpo
BIOSOURCE diluido fresco a la placa de ELISA (1: 8000 en TBST,
100 ul por cavidad).

20. Se incuba, con agitacién, a temperatura ambiente por 30 minutos.

21. Se retira el anticuerpo BIOSOURCE, se lava. Se transfiere la
solucién de ABTS/H,0O. preparada fresca a la placa de ELISA, 100
ul por cavidad.

22. Se incuba, con agitacion, por 5-10 minutos. Se retira cualquier
burbuja.

23. Se detiene la reaccién con el agregado de 100 ul de HCI1 0,2 M por
cavidad.

24. Se lee el ensayo en un lecior de ELISA Dynatech MR7000 con un
filtro de prueba fijado a 410 nm y un filtro de referencia a 630 nm.

ENSAYO DE CDK2/CICLINA A
Se usa este ensayo para medir la actividad in vivo de serintreonin quinasa
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de la cdk2/ciclina A humana en un Ensayo de Proximidad de centelleo (SPA).
Materisles y Reactivgs.

1. Placas de tereftalato de polietileno Wallac de 96 cavidades (flexi)
(Wallac, Catélogo # 1450-401).

ATP Amersham Redivue [y°P] (Catdlogo Amersham # AH 9968).

Esferas  SPA Amersham de poliviniltolueno cubiertas con
estreptavidina {Catdlogo Amersham # RPNQO007). Las esferas
deberian reconstituirse an PBS sin magnesio o calcdio, a 20 mg/mi.

4, Complejo activado de enzimas cdk2/ciclina A purificado a partir de
células S8 (SUGEN, Inc.).

5. Péptido sustrato biotinilado (Debtide). El péptido biotin-X-
PKTPKKAKKL se disuelve en dH;O a una conceniracién de 5
mg/ml.

6. Mezcia de péptido/ATP: para obtener 10 mi, se mezdian 9,979 mi de
dH;O, 0,00125 ml de ATP "frio®, 0,010 mi de Debtide y 0,010 mi de
7™P ATP. La concentracion final por cavidad sera de 0,5 uM de ATP
“frio”, 0,1 ug de Debtide y 0,2 uCi y*P ATP.

7. Buffer de Quinasa: para obtener 10 mi, se mezcian 8,85 mi de
dH;0, 0,625 ml de TRIS (pH 7.4), 0,25 ml de MgCl, 1 M, 0,25 mide
NP40 al 10% y 0,025 mi de DTT 1 M, agregado fresco justo antes
del uso.

ATP 10 mM en dH,;0.
TRIS 1 M, pH adjustado a 7,4 con HCI.

10. MgCh1M.

11. DIT1M
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PBS (Catdlogo Gibco # 14180-144).

EDTAOS M.

Solucién de Detencién: Para obtener 10 ml, se mezclan 9,25 mi de
PBS, 0,005 mi de ATP 100 mM, 0,1 mi de EDTA 0,5 M, 0,1 mi de
10% Triton X-100 y 1,25 ml de 20 mg/mi de esferas SPA.

Procedimiento:

Se preparan soluciones de compuestos de prueba a 5 veces la
concentracion final deseada en DMSO al 5%. Se agregan 10 ul a
cada cavidad. Para los controles negativos, se usan 10 ul de DMSO
al 5% solo en las cavidades.

Se diluyen 5 pl de solucién de cdk2/ciclina A con 2,1 mi de buffer de
quinasa 2x

Se agregan 20 ul de enzima a cada cavidad.

Se agregan 10 ul de EDTA 0,5 M a las cavidades de control
negativo.

Para comenzar la reacclién de las quinasas, se agregan 20 ul de
mezcla de péptido/ATP a cada cavidad. Se incuba por 1 hora. sin
agitacion,

Se agregan 200 ul de solucién de detencion a cada cavidad.

Se espera al menos 10 minutos.

Se centrifuga la placa a aproximadamente 2300 rpm por 3-5
minutos.

Se cuenta la placa usando un Trilux o un lector similar.

ENSAYO DE MET TRANSFOSFORILACION
Se usa este ensayo para medir los niveles de fosfotirosina en un sustrato
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de poli (dddo glutdmico: tirosina (4: 1)) como medio de identificacion de
agonistas/antagonistas de met transfosforilacion del sustrato.

1.

o W N

10.

1.

12.

Reaclivos:

Placas de ELISA Coming de 96 cavidades, Catflogo Coming #
25805-96.

Poli(glu, tyr) 4: 1, Sigma, Catélogo N°® P 0275.

PBS, Catdlogo Gibco # 450-1300EB

HEPES 50 mM

Buffer de Blogueo: Se disueiven 25 g de Albtmina de Suero Bovino,
Catélogo Sigma N*® A-7888, en 500 mi de PBS, se filtra a través de
un filtro de 4 pm.

Protelna de fusion GST que contiene el dominio de la Met quinasa,
Sugen, Inc.

Buffer TBST.

10% de (MilliQue H:O) DMSO acuoso.

10 mM de (dH;0) Adenosin-5'-trifosfato acuoso, Sigma Catdlogo N°
A-5394.

Buffer de Dilucién de Quinasa 2X: para obtener 100 ml, se mezclan
10 mi de Hepes 1 M a pH 7,5 con 0,4 ml de BSA al 5%/PBS, 0,2 mi
de ortovanadato de sodio 0,1 M y 1 ml de cloruro de sodio 5 M en
88,4 ml de dH,O.

Mezcla de reaccion de ATP 4X: para obtener 10 ml, se mezcian 0,4
mil de cloruro de manganeso 1 My 0,02 mide 0,1 MATP en 6,56 mi
de dH.O.

Mezcla de Controles Negativos 4X: para obtener 10 ml, se mezcian

\0\



13.

14.
15.

16.
17.

18.

19.

20.
P i

201 )9)(

0,4 mi de cloruro de manganeso 1 M en 8,6 mi de dH,O.

Placas de polipropileno NUNC de 98 cavidades con fondo en V,
Catdlogo Applied Scientific # S-72092

EDTA 500 mM.

Buffer de Dilucién de Anticuerpos: para obtener 100 mi, se mezcian
10.mi de BSA al 5%/PBS, 0,5 ml de 5% de leche Camation instant
Milk® en PBS y 0,1 ml de ortovanadato de sodio 0,1 M en 88,4 mi
de TBST.

Anticuerpo policional de conejo antofosfotirosina, Sugen, Inc.
Anticuerpo de cabra anti conejo conjugado con peroxidasa de
rabano picante, Biosource, Inc.

Solucién de ABTS: para abtener 1 |, se mezclan 18,21 g de Acido
citrico, 35,49 g de Na,HPO, y 500 mg de ABTS con suficiente dH.0
para preparar 1 1.

ABTSMH;0,: se mezclan 15 mi de solucién de ABST con 2ul H.0O;
cinco minutos antes de usario.

HCI 0,2 M

Se cubren las placa de ELISA con 2 ug de Poli(Glu-Tyr) en 100 pl
de PBS, sa almacena por una noche a 4°C.

Se bloquea la placa con 150 pl de BSA al 5%/ PBS por 80 minutos.
Se lava la placa dos veces con PBS, una vez con buffer de HEPES
50 mM, pH 7.4.

Se agregan 50 pl de la quinasa diluida a todas las cavidades. (se
diluye la quinasa purificada con Buffer de Diluciéon de Quinasa. La

&
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concentracion final deberia ser de 10 ng/cavidad).

Se agregan 25 ul del compuesto de prueba (en DMSO al 4%) o
DMSO solo (4% en dH;0) a la placa, para los controles.

Sa incuba la mazcla de quinasa/compuesto por 15 minutos.

Se agregan 25 ul de MnCl, 40 mM a las cavidades de control
negativo.

Se agregan 25 ul de mezcla de ATP/ MnCl; a todas las otras
cavidades (excepto a los controles negativos). Se incuba por 5
minutos.

Se agregan 25 ul de EDTA 500 mM para detener la reaccion.

Se lava la placa 3x con TBST.

Se agregan 100 ul de anti-Ptyr policional de conejo diluida 1: 10,000
en Buffer de Dilucién de Anticuerpos a cada cavidad. Se incuba,
con agitacién, a temperatura ambiente por una hora.

Se lava la placa 3x con TBST.

Se diluye el anticuerpo Biosource conjugado con HRP 1: 8000 en
Buffer de Dilucién de Anticuerpos. Se agregan 100 yi por cavidad y
se incuba a temperatura ambiente, con agitacién, por una hora.
Se lava la placa 1X con PBS.

Se agregan 100 pul de solucién de ABTS/H;0, a cada cavidad.

Si resulta necesario, se detiene la reaccion de revelado con el
agregado de 100 ul de HCI 0,2 M por cavidad.

Se lee la placa en un lector de ELISA Dynatech MR7000 con &l filtro
de prueba a 410 nm y el filtro de referencia a 630 nm.

IGF-1 TRANSFOSFORILACION ASSAY
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Se usa este ensayo para medir el nivel de fosfotirosina en poli (acido
giutamico: tirosina) (4: 1) de modo de identificar agonisias/antagonistas de la
transfosforilacion de gst-IGF-1.

Materiales y Reaclivos:

1. Placas de ELISA Coming de 96 cavidades.

Poli (Glu-tyr) (4: 1), Sigma Catdlogo N° P 0275.

PBS, Catalogo Gibco # 450-1300EB.

HEPES 50 mM

TBB Buffer de Bloqueo: para obtener 1 |, se mezclan 100 g de BSA,

12,1 g de TRIS (pH 7,5), 58,44 g de cloruro de sodio y 10 ml de

TWEEN-20 al 1%.

6. Proteina de fuslén GST purificada que contiene el dominio IGF-1 de
la quinasa (Sugen, Inc.)

7. Buffer TBST: para obtener 1 |, se mezclan 8,057 g de Tris, 8,768 g
de cloruro de sodio y 0,5 mi de TWEEN-20 con suficiente dH,O
para preparar 1 litro,

DMSO at 4% en MillIFQ H,0.

ATP 10 mM en dH;0.

10. Buffer de Dilucién de Quinasa 2X: para obtener 100 mi, se mezclan
10 mi de 1 MHEPES (pH 7.5), 0,4 mi de BSA al 5% en dH,0, 0,2 mi
de ortovanadato de sodio 0,1 M y 1 mi de cloruro de sodio 5 M con
suficiente dH;O para preparar 100 ml.

11. Maezcla de Reaccion de ATP 4X: para obtener 10 ml, se mezclan 0,4
ml de MnCL 1 My 0,008 mi de ATP 0,01 M y 9,56 mi de dH;O.

Mezcla de Controles Negativos 12,4X: se mezcian 0,4 ml de cloruro de
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manganeso 1 M en 9,60 mi de dH,0.

13. Placas de polipropileno NUNC de 96 cavidades con fondoen V.

14. EDTA 500 mM en dH;0.

15. Buffer de Dilucién de Anticuerpos: para obtener 100 ml, se mezclan
10 mi de BSA al 5% en PBS, 0,5 ml de 5% leche Camation Instant
Non-fat Milk® en PBS y 0,1 ml de ortovanadato de sodio 0,1 Men
88,4 ml de TBST.

16. Anticuerpo antifosforina policional de conejo, Sugen, inc.

17. Anticuerpo de cabra' anti conajo conjugado con HRP, Biosource.

18.  Solucitn de ABTS.

20. ABTS/H,0.: se mezcian 15 ml de ABTS con 2 i de H;O2 5 minutos
antes de usario. ‘

21. HCI0,2Men dH0.

Procedimiento:

1. Se cubre la placa de ELISA con 2,0 ug/cavidad de poli(Giu, Tyr) 4: 1
(Sigma P0275) en 100 ut de PBS. Se ailmacena la placa por una
noche a 4°C.

Se lava la placa una vaz con PBS.
Se agregan 100 pul de TBB Buffer de Bloqueo a cada cavidad. Se
incuba la placa por 1 hora con agitacion a temperatura ambients.

4, Se lava Ia placa una vez con PBS, luego dos veces con buffer
HEPES 50 mM, pH 7.5.

5. Se agregan 25 ul de compuesto de prueba en DMSQ al 4%

(obtenido diluysndo una solucidn madre de compuestn de prueba
10 mM en DMSO al 100% con dH;0) a la placa.

6V



6. Se agregan 10,0 ng de gst-IGF-1 quinasa en 50 ul de Buffer de
Ditucién de Quinasa) a todas las cavidades.

7. Se comienza la reaccién de quinasa agregando 25 pl de Mezcia de
Reaccion de ATP 4X a todas las cavidades de prueba y a las
cavidades de control positivo. Se agregan 25 ul de Mezcla de
Controles Negativos 4X a todas las cavidades de control Negativo.
Se incuba por 10 minutos con agitacion a temperatura ambients.

8.  Se agregan 25 ul de EDTA 0,5 M (pH 8,0) a todas las cavidades.
Se lava la placa 4x con Buffer TBST.

10. Se agrega antisuero policlonal de conejo anti-fosfotirosina a una
dilucién de 1: 10000 en 100 i de Buffer de Dilucién de Anticuerpos
a todas las cavidades. Se incuba, con agitacion, a temperatura
ambiente por 1 hora.

11. Se lava la piaca como en el paso 8.

12. Se agregan 100 ul de HRP Biosource anti conejo a una dilucion de
1: 10000 en Buffer de Dilucibn de Anticuerpos a todas las
cavidades. Se incuba, con agitacion, a temperatura ambiente por 1
hora.

13. Se lava la placa como en el paso 9, Se sigue con un lavado con
PBS para reducir las burbujas y el exceso de Tween-20.

14. Se revela agregando 100pt/cavidad de ABTS/H,O, a cada cavidad.

15. Después de alrededor de 5 minutos, se lee en un lector de ELISA
con un filtro de prueba a 410 nm y un filtro de referencia a 630 nm.

ENSAYOS DE INCORPORACION DE BRDU
Los siguientes ensayos usan células modificadas para que expresen un
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receptor seleccionado y luego evaltan el efecto de un compuesto de intenés sobre
la actividad de fa sintesis de ADN inducida por ligando determinando la
incorporacion de Brdll en el DNA.

Los siguientes materiales, reactivos y procedimientos son generales para
cada uno de los ensayos de incorporacitn de BrdU. Se indican las variacionss en
los ensayos especificos.

Materiales y Reaclivos:
1.  Elligando apropiado.
2. Las células modificadas apropladas.
3. Reactivo de marcado de Brd\): 10 mM, en PBS (pH 7.4) (Boehringer
Mannheim, Alemania).

4. FixDenat solucién de fijacion (lista para usar) (Boehringer
Mannheim, Alemania).

5. Anti-BrdUU-POD: anticuerpo de ratdén conjugado con peroxidasa
(Boehringer Mannheim, Alemania).

6.  Solucién de Sustrato TMB: tetrametilbenzidina (TMB, Boehringer
Mannheim, Alemania).

7. Solucién de Lavado en PBS: 1XPBS, pH 7 4.

Albiimina Bovina (BSA), fraccién V de polvo (Sigma Chemical Co.,
EEUU).
Procedimiento ral:
1. Las células se slembran a razén de 8000 células/cavidad en 10%
de CS, Gin 2 mM en DMEM, en una placa de 96 cavidades. Las
células se incuban por una noche a 37°C en 5% de CO2.

2. Después de 24 horas, las células se lavan con PBS, y luego se
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hambrean con suero en un medio libre de suero (0% de CS DMEM
con 0,1% de BSA) por 24 horas.

El dia 3, el ligando apropiado y el compuesto de prueba se agregan
a las células simultdneamente. Las cavidades de control negativo
reciben DMEM libre de suero con 0,1% de BSA solamente; las
células de control positivo reciben el ligando pero ninguin
compuesto de prusba. Los compuestos de prueba se preparan en
DMEM ilibre de suero con ligando en una placa de 96 cavidades y
86 los diluye en forma serial para 7 concentraciones de prueba.
Después de 18 horas de activacion de ligando, se agrega el
reactivo diluido de marcado con BrdU (1: 100 en DMEM, 0,1% BSA)
y 8e incuban las células con BrdU (concentracion final = 10 uyM) por
1,5 horas.

Después de la incubacién con reactivo de marcado, se retira el
medio decantando y frotando la placa invertida en una toalla de
papel. Se agrega solucion FixDenat (50 pi/cavidad) y se incuban las
placas a temperatura ambiente por 45 minutos en un agitador de
placas.

Se retim exhaustivaments la solucién FbdDenat decantando y
frotando la placa invertida contra una toalla de papel. Se agrega
leche (5% de leche deshidratada en PBS, 200 ul/cavidad) como una
solucién de bloqueo y se incuba la placa por 30 minutos a
temperatura ambiente en un agitador de placas.

Se retira la solucion de bloqueo por decantacién y se lavan las
cavidades una vez con PBS. Se agrega solucdién anti-BrdU-POD

12
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{dilucién 1: 200 en PBS, 1% de BSA) (50 pl/cavidad) y se incuba la
placa por 80 minutos a temperatura amblente en un agitador de
placas.

Se retira exhaustivamente el conjugado de anticuerpos decantando
y lavando las cavidades 5 veces con PBS, y se seca la placa por
Inversion y frotacion contra una toalla de papel.

Se agrega solucion de sustrato TMB (100 ul/cavidad) y se ia incuba
por 20 minutos & temperatura ambiente en un agitador de placas
hasta que el revslado de color es suficiente para una deteccion
fotométrica.

Se mide la absorbancia de las muesiras a 410 nm (en el modo de
"doble longitud de onda" con una lectura de filtro a 490 nm como
longitud de onda de referencia) en un lector Dynatech de placas de
ELISA.

Ensayo de Incorporacién de Brdl inducida por EGF
Materiales y Reactivos:

1. EGF de ratdn, 201 (Toyobo Co., Lid., Japén).

2. 3T3/EGFRc7.

Ensayo de incorporacién de BrdU Inducida por EGF conducida por Her-2
Materiales y Reactivos:

1.  EGF de rattn, 201 (Toyobo Co., Ltd., Japon).

2 STI/EGFrHer2/EGFr (EGFr con un dominio de quinasa Her-2).
Ensayo de incorporacién de BrdU inducida por EGF conducida por Her4
Materiales y Reactivos:

1. EGF de ratdn, 201 (Toyobo Co., Ltd., Japén).
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2. 3T3/EGFriHerd/EGFr (EGFr con un dominio de quinasa Her-4).
Ensayo de incorporacién de BrdU Inducida por PDGF
Materiales y Reactivos:

1. PDGF B/B humana (Boehringer Mannheim, Alemania).

2.  3TIEGFRcT.
Ensayo de incorporacién de BrdU Inducida por FGF
Materiales vy Reactivos:

1. FGF2/bFGF humana (Gibco BRL, EEUU).

2. 3T3c7/EGFr
Ensayo de Incorporacién de BrdU Inducida por IGF-1

Materiales vy Reactivos:
1. G511 humana recombinante (Promega Corp., EEUU)
2. STINGF1r.

Ensayo de incorporacién de BrdU inducida por insulina
Materiales y Reactivos:
1. Insulina, cristalina, bovina, Cinc (13007, Gibco BRL, EEUU).

2. 3TaMH25.
Ensayo de Incorporacién de BrdU Inducida por HGF
Materigles y Reactivos:
1. HGF humana recombinante (Catédlogo N°® 249-HG, R&D Systems,
Inc. EEUU).
2. Células BxPC-3 (ATCC CRL-1887).
P imiento:

1. Se siembran las células a razdn de 9000 células/cavidad en RPMI

con 10% de FBS en una placa de 98 cavidades. Las células se
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incuban por una noche a 37°C en 5% de CO».

Después de 24 horas, las células se lavan con PBS, y luego se
hambrean en suero en 100 ul de medio libre de suero (RPMI con
0,1% de BSA) por 24 horas.

El dia 3, %8 agregan 25 ul que contienen ligando (preparados a
razén de 1 ug/ml en RPMI con 0,1% de BSA; la concentracién final
de HGF es de 200 ng/ml) y los comnpuestos de prueba a las células.
Las cavidades de control negativo reciben 25 ul de RPMI libre de
suero con 0,1% de BSA solamente; las células de control positivo
reciben el ligando (HGF) pero ninglin compuesto de prueba. Los
compuestos de prueba se preparan a 5 veces su concentracion final
en RPMI libre de suerv con ligando en una placa de 96 cavidades, y
se diluyen en forma serial para dar 7 concentraciones de prueba.
Tipicaments, {a mayor concentracién final de compuasto de prueba
a8 de 100 uM y se usan diluciones de 1: 3 (es dacir, un rango de
concentracion final de compuesto de pruseba de 0,137-100 uM).
Después de 18 horas de aclivacion de ligando, se agregan 12,5 ul
de reactivo diluido de marcado con BrdU (1: 100 en RPMI, 0,1% de
BSA) a cada cavidad y se incuban las células con BrdU (la
concentracion final es de 10 uM) por 1 hora.

igual que en 8l Procedimiento General.

Igual que en el Procadimiento General.

Se retira la solucion de bloqueo por decantacién y se lavan las
cavidades una vez con PBS. Se agrega solucién anti-BrdU-POD
(dilucién 1: 100 en PBS, 1% de BSA) (100 pl/cavidad) y se incuba la
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placa por 80 minutos a temperatura amblente en un agitador de
placas.
igual que en el Procadimiento General.
Igual que en el Procedimiento General.
10. Igual que en el Procedimiento General.
Ensayo de HUV-EC-C
Se usa este ensayo para medir la actividad de un compuesto contra PDGF-
R, FGF-R, VEGF, FGF o FIk-1/KDR, todos ios cuales son expresados por células
HUV-EC.
DIA O
1. Se lavan y se tripsinizan células HUV-EC-C (células endotsiiales de
la vena umbilical humana, (Coleccion Americana de Tipoa de Cultivo, Catélogo N°
1730 CRL). Se lava con solucion salina tamponada de Dulbecco {D-PBS,
obtenida de Gibco BRL, Catdlogo N° 14180-028) 2 veces a alrededor de 1
miArasco de cultivo de tejido de 10 cm”. Se tripsiniza con 0,05% de tripsina-EDTA
en una solucién no enzimética de disociacion de células (Sigme Chemical
Company, Catdlogo N° C-1544). La tripsina al 0,05% se prepara diluyendo 0,25%
de fripsina/EDTA 1 mM (Gibco, Catédlogo N* 25200-049) en la solucién de
disociacion de células. Se tripsiniza con alrededor de 1 miffrasco de cultivo de
tejidos de 25-30 cm? por alrededor de 5 minutos a 37°C. Después de que las
células se han desprendido del frasco, se agrega un volumen igusi de medio de
ensayo y se lo transfiere a un tubo estéril de centrifuga de 50 mi (Fisher Sdentific,
Catalogo N° 05-539-8).
2. Se lavan las células con alrededor de 35 mi de medio de ensayo en
el tubo estéril de centrifuga de 50 mi agregando el medio de ensayo, se centrifuga
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por 10 minutos a aproximadamente 200 x G, se aspira el sobrenadante y se
suspendse nuevamente con 35 ml de D-PBS. Se repite el lavado dos veces mas
con D-PBS, se suspendan nuevamente las células en alrededor de 1 mi de medio
de ensayo/frasco de cultivo de tejidos de 15 cm?. E medio de ensayo consiste en
medio F12K (Gibco BRL, Catdlogo N® 21127-014) y 0,5% de Suero Fetal Bovino
inactivado por calor. Se cuentan las células con un contador Coulter® (Coulter
Electronics, inc.) y se agrega medio de snsayo a las células para obtener una
concantracion de 0,8-1,0 x 10° células/mi.

3. Se agregan células a placas de 96 cavidades de fondo plano a
razén de 100 pl/cavidad o 0,810 x 10* células/cavidad, se incuba
aproximadamente por 24 horas a 37°C, en 5% de COa.

DIA 1

1. Se preparan titulaciones dobles de compuesto de prueba en placas
separadas de 98 cavidades, generaimente desde 50 uM hasta 0 pM. Se usa el
mismo medio de ensayo que s8 menciond en el dia 0, paso 2 anterior. Las
titulaciones se hacen agregando 80 pl/cavidad de compuesto de prueba a 200 uM
(4X la concentracion final por cavidad) a la cavidad superior de una columna
particular de la placa. Como la solucién madre de compuesto de prueba es
comunmente 20 mM en DMSO, ia concentracion de droga 200 uM contiens 2% de
DMSO.

Se usa un diluyente preparado en 2% de DMSO en medio de ensayo
{(F12K + 0,5% de Suero Fetal Bovino) como diluyents para las titulaciones con
compuesto de prueba con el fin de diluir el compuesto de prueba y mantsner
constante la concentracién de DMSO. Se agrega este diluyente a las cavidades
restantes an la columna en una cantidad de 80 pl/cavidad. Se toman 60 pl de los
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120 pl de la dilucidon 200 uM de compuesto de prueba en la cavidad superior de la
columna y se los mezcla con los 60 pl en la sagunda cavidad de la columna. Se
toman 80 ! de esta cavidad y se los mezcla con los 80 ul en la tercera cavidad de
la columna, y asl hasta que se completan titulaciones dobles. Cuando se mezclan
la primera y la Gltima cavidad, se toman 60 ul de los 120 ul en esta cavidad y se
los descarta. Se deja la ultima cavidad con 80 pl de DMSO/medio diluyents a
modo de control que no contiene compuesto de prueba. Se hacen 9 columnas de
compuesto de prueba titulado, suficients para triplicar las cavidades, cada una
por: (1) VEGF (obtenido de Pepro Tech Inc., Catdlogo N° 100-200, (2) factor de
crecimiento endotelial (ECGF) (también conocido como factor de crecimiento de
fibroblastos 4cido, o aFGF) (obtenido de Boehringer Mannheim Biochemica,
Catdlogo N* 1439 600), o (3) PDGF B/B humana (1276-858, Boehringer
Mannheim, Alemania), y medio de ensayo control. El ECGF viene como una
preparacion con heparina de sodio.

2. Se transfieren 50 plicavidad de las diluciones de compuesto de
prueba a las placas de ensayo de 98 cavidades que contienen las 0,8-1,0x10*
células/100 pl/cavidad de las células HUV-EC-C deade el dia 0 y se incuba por
aproximadaments 2 horas a 37°C, bajo 5% de CO..

3. Por triplicado, e agregan 50 ul/cavidad de 80 pg/ml de VEGF, 20
ng/ml de ECGF, o medio de control a cada condicion de compuesto de prueba. Al
igual que con los compuestos de prueba, las concentraciones de los factores de
crecimiento son 4X la concentracion final deseada. Se usa el medio de ensayo del
dia 0, paso 2 para preparar las concentraciones de factores de crecimiento. Se
incuba aproximadamente por 24 horas a 37°C, bajo 5% de CO,. Cada cavidad
tendré 50 pl de dilucién de compuesto de prueba, 50 ul de factor de crecimiento o



214

medio, y 100 u! de células, lo que brinda un total de 200 pl/cavidad. Asl, las
concentraciones 4X de compuesto de prueba y de factores de crecimiento se
convierten en 1X una vez que se ha agregado todo a las cavidades.

DIA 2

1. Se agrega *H-timidina (Amersham, Catélogo N° TRK-888) a 1
uCi/cavidad (10 pl/cavidad de una solucidn de 100 uClimi preparada en medio
RPMI + 10% Suero Fetal Bovino inaclivado con calor) y se incuba
aproximadaments por 24 horas a 37°C, en 5% de CO,. EI RPMI se obtiene de
Gibco BRL, Catdlogo N* 11875-051.

piA 3

1. Se congelan las placas por una noche a -20°C.

DiA4

Se descongelan las placas y se cosacha con un cosechador de placas de
96 cavidades (Tomtec Harvester 86°®) en paneles de filtro (Wallac, Catdlogo N®
1205-401), se leen los contecs en un contador de centelleo liquido Wallac
Betaplate™.

La TABLA 2 muestra los resuitados de la evaluacién biolégica de algunos
compuestos ejemplares de esta invencion. Los resultados se informan en términos de
1Ceo, la concentracién micromolar (uM) de compuesto a evaluar que causa un cambio
del 50% en la actividad de la PKT blanco en comparacién con la actividad de la PTK

en un control al cual no se ha agregado compuesto de prueba. Especificamente, los

resultados indican la conceniracion de compuesto de prueba que se necesita para
causar una reduccién del 50% de la actividad de la PTK blanco. Los bioensayos que
8e han usado o que pueden usarse para evaluar compuestos se deacriben en detalle

a continuacion.
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TABLA 2

blo blo blo ceoll Her2 blo
M fkGST blo PDGF |[EGF |[EGF |Quinas cdiep pyk2
Ejemplo FGFR1 a CB50

IC50 |[IC50 |[IC50 |a ICHO IC50

g ZM 0 o o o [ )
1 57688 [1516 >100  [>100 |>100 >100
2 >100 >100  >100  [>100
3 9,85 9,62 >100_ >100  >100 >100
4 3,57 >20 >100_ >100 1>100 {>100
S 8,3 16,08 >100  >100 >100  |>100
6 4,04 >100 1328 |7,82 2 43
7 7,74 >100  |507 |98 4,24
18 12,1 >100  [51,34 [2008 |55
‘9 0,98 >100 [>100 [>100 }16.,38
10 JS.TZ >100 9404 ({1568 (806
11 9.77 >100  [>100 [>100 {>100
12 >20 21468 [|>100 27,73
13 >20 81,82 18,17 " [2.68
14 13,01 4241 |>100 [68,02
15 >20 >100 1>100 98,681
18 >20 88,08 [>100 23,32
17 |8,25 2,47 9435 (0,83 11,47 |[1584 |>10
18 2,67 257 1923 4,99
19 7.5 886 (3418 [837
20 11,53 >100 (41,18 |8
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blo blo blo cell Her2 ‘blﬂ
bio cdk2sp
Ejemplo kGST FGFR1 PDGF |EGF |EGF Quinas . CBO pyk2
IC60 IC60 [ICBD a IC50 IC50
oot w0
21 7,18 >100 [40,34 27,69
22 >20 >100 >100 87,87
23 >20 >100 (38,64 4,05
24 >100 16,84 531
25 12,55 >100 ]23.48 79
26 18,03 86,87 |34,67 10,04
27 >100 (285 3,91
28 4.5 71,27 153,68 2,87
2D 10,12 >100 28,72 3,98
30 9,4 >100 118,89 4 1
31 >50 >100 |9.83 47,19
2 45 74 504 >100 >100
34 >50 >100 [>100 >100
35 |20 >100 (80,4 54,14
38 >20 >100  |>100 >100
37 0,22 3,08 10,78 [9.84 14 '
38 417 3,08 8,04 8,87 2,16 4
39 3,38 4,69 3,67 1454 13,53
40 9 7.9 18,52 18,27
42 4 0,12 11,85 (74,55 |20,43
1,12 8.38 »100 13733 15337

w3
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bio blo blo cell Her2 blo
iblo cdk2sp

AKGST PDGF [EGF |EGF |Quinas pyk2

[E}emplo FGFR1 a Col
IC80 IC60 |ic60 |iC60 [a IC50 IC50
ay o o e e ™ o

44 |<0,05 002 |2073 |e748 |699

45 7 >100  [>100 [20.95 |>100

46 30,62 8,18 [>100 [>100 |>100

7 loos (158  |0os |1142 la1sa [sa 2o 105

48 pooe o3 |78 1788 2158 7,83 0,09

49 <078 |>100 [43,88 |>100

50 <078 [>100 [2034 [>100

51 |oooe 1188 001 181 |2181 |23.24 {1689 |035

52 (008 (128 |<078 (1258 100 [»100 |1088 045

153 <0,78 [>100 [>100 >100

"™ <078 [2388 lo76 (7,02

65 lo27 los3  |eoa [ases |7782

56 232 319 [>100 [1008 (741

57 i0,08 798 [>100 997 6,04

58 21,14 >100 [>100 [>100

59 <078 [>100 [>100 [>100

l80 <076 |>100 [>100 [>100

I61 <0,78 |>100 >100 |>100

&2 800 832  |>100 |>100 [>100

e |01 078 |858 D100 [>100

ba  loss <078 (3049 [>100 [>100
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|b|o blo blo cell Her2 J bilo
maST | ¢ [EoF [EoF |Quinasl T |pyk2
(emplol go | o hcso [icso [a 1csolt Cliceo
IC50 (1 M)
flll“) (M)  l(eM)  {pM)  (uM) (M)
65 037 <005 [>100 |7436 [15.97
les <008 >100 1184 [278
- 2477 (3138 [1970 [2.56
o8 (1.8 003 [>100 [2352 [34,13
oo |03 5655 |>100 97,54 [>100
70 looe 150  |o0030 |1057 |e42 789 |1282 [oe3
7 15,21 25 [>100 9,91
72 |eoe 10,54 [>100 [39.94 |9,85
73 |595 1412 |>100 (395 [8,59
74 |12 009 [4875 >100
75 |27 61,55 [>100 >100
76 |333 19,18 5,11 3,01
77 lo49 2501 |>100 >100
78 194 7062|933 425
79 1,49 >100 _[27.39 >100
80 013 420  lopot |>100 5019 (17,19 028
b1 o2t 048  [>100 >100
203|788 888  [>100 >100 0,31
ta  loas lo41  loss 218 88,9 0,008
ba 138 1251 67,2 5,88 0,008
s lo2 los 259  |>100 3,76
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bio blo blo |cell |Her2 bio
blo cdk2sp
kGST PDGF |EGF |EGF |Quinas pyk2
jElempio FGFR1 a C650
IC50 IC60 |IC50 |iIC50 [a ICBO IC50
1C50 (1M (M)
pM) M) |(sM) (M) |(pM) {uM)
|88 145 |13 196 |#1.8 >100 3,58
|87 327 (7,56 6,46 [>100 8,1 10,17
88 035 [1,18 8,08 |2,38 >100 0,09
89 7,84 4758 |853 |967 (1597
115 7,3 748  [>100 >100 0,008
118 >20 >100  |>100 >100 [{<0,0005
117 0,91 129 [>100 >100 0,006
118 1,93 1,2 >100 >100 10,002
119 1,38 81,63 [>100 >100 |<0,0005
MODELOS ANIMALES IN VIVO

MODELOS ANIMALES DE XENOINJERTO

La capacidad de los tumores humanos de crecer como xenoinjertos en
ratones atimicos (por ejemplo, Balb/c, nu/nu) provee un modelo in vivo util para
estudiar la respuesta bicl6gica ante teraplas contra tumores humanos. Desde el
pﬁm.ermmtransplanb exitoso de tumores humanos a ratones atimicos, (Rygaard y
Povisen, 1969, Acta Pathol. Microbial. Scand. 77: 758-760), se han transplantado
muchas lineas de células tumorales humanas (por ejemplo, mammarias,
pulmeonares, genitourinarias, gastrointestinales, de cabeza y de cuello, de
glioblastoma, de hueso y de melanomas malignos), creciendo exitosamente en
ratones desnudos. Pueden usarse los siguientes ensayos para determinar el nivel
de actividad, la espedificidad y el efecto de los distintos compuestos de la presents
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invenciéon. Existen tres tipos generales de ensayos Utiles para evaluar los
compuestos: celulares/cataliticos, celulares/biolégicos e in vivo. El objeto de los
ensayos celulares/catallticos es determinar el efecto de un compuesto sobre la
capacidad de una TK de fosforilar irosinas en un sustrato conocido en una céluia.
El objeto de los ensayos celulares/biolégicos es determinar el efecto de un
compuesto sobre la respuesta bioldgica estimulada por la TK en una célula. El

objeto de los ensayos in vivo es determinar el efecto de un compuesto en un

modelo animal de una afeccion particular, tal como el cancer.

Las lineas celulares adecuadas para los experimentos de xancinjertos
subcutdneos inciuyen células C8 (glioma, ATCC # CCL 107), céiulas A375
(melanoma, ATCC # CRL 1616), células A431 (carcinoma epidérmico, ATCC #
CRL 1555), células Calu 8 (puimon, ATCC # HTB 56), células PC3 (prostata,
ATCC # CRL 1435), células SKOV3TP5 y fibroblastos NIH 3T3 modificados
genéticamente para sobreexprasar EGFR, PDGFR, IGF-1R o cualquier otra
quinasa de prueba. Puede usarse el siguiente protocolo para realizar Iso
axperimentos de xenoinjerto:

Se obfienen ratones hembra atimicos (BALB/c, numnu) de Simonsen
Laboratories (Gilroy, CA). Todos los animales ae mantienen bajo condiciones de
cuartos limpios en jaulas Micro-isolator con lechos Alpha-dri. Reciben alimento
estéril para roedores y agua ad libitum.

Se cultivan las lineas de células en un medio apropiado (por ejemplo,
MEM, DMEM, F10 de Ham, o F12 de Ham més 5% a 10% de Suero Fetal Bovino
(FBS) y giutamina 2 mM (GLN)). Todos los medios de cultivo de células, la
glutamina y el Suero Fetal Bovino se adquieren en Gibco Life Technologies
(Grand island, NY) a mencs que se indique algo diferente. Todas ias células se
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cultivan en una atmosfera hiimeda de 90-85% de alre y 5-10% de CO, a 37°C.
Todas las lIneas de células se subcultivan rutinariaments dos veces por semana y
8on negativas para micoplasma, como puede determinarselo mediants el método
Mycotect (Gibco).

Las células se cosechan en o cerca de la confluencia con 0,05% de
Tripsina-EDTA y se las precipita a 450 x g por 10 minutos. los pracipitados se
suspenden nuevaments en PBS estéril (sin FBS) hasta una concentracion
particular, y las células se implantan en el costado posterior del ratén (8 - 10
ratones por grupo, 2 - 10 x 10° células/animal). Se mide el crecimiento de los
fumores por 3 a 6 semanas usando calibres con Vemier. Se caicula el volumen de
los tumores como el preducto de lago x ancho x alto, a menos que se indique aigo
diferente. Se calculan los valores de P usando la prueba t de Student. Pueden
administrarse los compuestos de pruaba en 50 - 100 ul de excipiente (DMSO o
VPD: D5W) mediante una inyeccién IP a distintas concentraciones, comenzando
generaiments un dia deapués de la implantacién.

E E IN N M

Se ha desarrollado el siguiente modslo de invasién de tumores y puede
usdrselo para la evaluacidn del valor terapéutico y de la eficacia de los
compuestos identificados que inhiben selectivamente el receptor KDR/FLK-1.

Procadimiento

Se usan ratones desnudos de 8 semanas de edad (hembras) (Simonsen
Inc.) como animales experimentales. La implantacidén de células tumorales
puede realizarse en una campana de flujo laminar. Para la anestesia, se
administra un céctel de Xilazina/Ketamina (100 mg/kg de ketamina y 5 mg/kg
de Xilazina) por via intraperitoneal. Se realiza una incisién media para exponer

Al
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la cavidad abdominal (de aproximadaments 1,5 cm de largo) e inyectar 10
células tumoraies en un volumen de 100 pl de medio. Las células se inyectan
en el I6bulo ducdenal del pancreas o bajo la serosa del colon. Se cierran el
peritoneo y los masculos con una sutura continua con seda 8-0 y se cierra la
piel usando presillas metdlicas. Los animailes se cbservan diariaments.

Anélisis

Después de 2-8 semanas, dependiendo de las observaciones realizadas
en los animaies, se sacrifican los ratones, y 86 separan y analizan las
metdstasis de los tumores locales a varios érganos (pulmén, higado, cerebro,
estdmago, bazo, corazén y misculo), midiéndose el tamafio de los tumores, ol
grado de invasion, la inmunoquimica, realizdndose determinaciones de
hibridacion in situ, etcétera.

ENSAYO DE C-KIT

Se usa este ensayo para detectar el nivel de fosforllacion de c-kit
tirosina.

Se hambrearon en suero células MO7E (leucemia mieloide aguda
humana) por una noche en 0, 1% de suero. Las células se frataron previaments
con el compuesto (concurrente con el hambreado con suero), antes de la
estimulacion con ligando. Las células se estimularon con 250 ng/mil de rh-SCF
por 15 minutos. Después de la estimulacién, las células se lisaron y se las
inmunoprecipitd con un anticuerpo anti-c-kit. Se determinaron los niveles de
fosfotirosina y de otras proteinas mediants Western biot,

ENSA P C D

Se hambrearon células MO7E y se las fratdé previamente con el

compuesto, tal como se describe para los experimentos de fosforilacion. Las
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células se plaqueraon a aproximadamente 4 x 10 células/cavidad en una placa
de 96 cavidades, en 100 ul de RPMI + 10% de suero. Se agreg6 rh-SCF (100
ng/mi) y se incubd |a placa por 48 horas. Después de 48 horas, se agregaron
10 Wl de MTT a 5 mg/ml [bromuro de 3- (4,5 dimetitiazol -2- il) -2,5- difenil
tetrazolio] y se los dejé incubar por 4 horas. Se agrego isopropanol dcido (100
pl de HCI 0,04N en isopropanol) y se midié la densidad 6ptica a una longitud
de onda de 550 nm.
APOP

Se incubaron células MO7E +/- SCF y +/- compuesto en 10% de FBS
con rh-GM-CSF (10ng/ml} y rh-1L-3 (10ng/ml). Se evaluaron las muestras alas
24 y las 48 horas. Para medir la caspasa-3 aclivada, las muestras se lavaron
con PBS y se permeabilizaron con etanol al 70% enfriado con hielo. Las
céjulas se colorearon luego con anticuerpo anti caspasa-3 activa policional de
consejo conjugado con PE y se las analizé por FACS. Para medir la PARP
cortada, a6 lisaron las muestiras y se las analizd por Western blot con un
anticuerpo -PARP.
Ensayos Adiclonales

Los ensayos adicionales que pueden usarse para evaluar los
compuestos de esta invenclon incluyen, sin limitaciones, un ansayo bio-fik-1,
un ensayo de receptor EGF - receptor quimérico de HER2 en células
completas, un ensayo bio-src, un ensayo bio-ck y un ensayo que mide la
funcion de fosforllacion de ia raf. Pueden hallarse los protocolos para cada uno
de estos ensayos en la Solicitud de los EEUU con Numero Serial 09/086842,
que 88 incorpora a modo de referencia, incluyendo cualquier dibujo, en la
presents documentacion.
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Medicién de la Toxicidad para las Células

Los compuestos terapéuticos deberian ser mds potentes para inhibir la
actividad de receptores de tirosin quinasa quée para provocar un afecto citotdxico.
Puede obtenerse una medida de la efectividad y de la toxicidad celular de un
compuesto determinando el Indice terapéutico, €8 decir, |Cso/lLDen. ICso, la dosis
requerida para lograr una inhibicion del 50%, puede medirse usando técnicas
comunes tales como aquellas que se describen en la presente documentacion. L.Dg,
la dosificacion que resulta en una toxicidad del 50%, puede medirse también
mediante técnicas comunes (Mossman, 1983, J. Iimmunocl. Methods, 65: 55-83),
registrando la cantidad de LDH liberada (Korzeniewski y Callewaert, 1883, J.
Immunol. Methods, 84: 313, Decker y Lohmann-Matthes, 1888, J. immunol. Methods,
115: 61), o midiendo la dosis leta! en modelos animales. Los compuestos con un gran
Indice terapéutico son los preferidos. El Indice terapéutico deberia ser mayor que 2,
preferiblemente al menos 10, més preferiblemente al menos 50.

B. Ejemplo de Resuitados de un Ensayo Celular que Usa (2-dietllamino-stil)
amida de écldo 6-(5-Floro-2-oxo-1,2-dlhidroindol-3-llidenmetil}-2,4-dimetil-1H-
pirrol-3-carboxilico.

Para confirmar la potencia de la (2-dietilamino-etil) amida de dcido 5-(5-
Floro-2-0x0-1,2-dihidroindol-3-ilidenmetil)-2,4-dimetil-1 H-pirrol-3-carboxdlico
(Compuesto 80) detactada en los ensayos bioquimicos (véase a continuacion), se
evalud ia capacidad de dicho compuasto de inhibir la fosforilacion de RTK
dependiente de ligando an ensayos basados en células que usaban células de
ratdn NIH-3T3 modificadas para que sobreexpresaran Fik-1 0o PDGFRP humana.

La (2-dietilamino-etil) amida de écido 5-(5-Floro-2-oxo-1,2-dihidroindoi-3-
ilidenmetil)-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxflico (Compuesto 80) inhibid ia
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fosforilacion de la Flk-1 tirosina dependiente de VEGF con un valor aproximado
de ICs de 0,03 uM. Este valor es similar al valor de 0,009 uM de K, determinado
para la inhibicién de Flk-1 por parte de la (2-dietilamino-etil) amida de 4cido 5-(5-
Floro-2-ox0-1,2-dihidroindol-3-ilidenmetil)-2,4-dimetil-1 H-pirrol-3-carboxlico
(Compuesto 80) determinada en ensayos bioquimicos. Esto indica que la (2-
dietilamino-etil) amida de acido 5-(5-Floro-2-ox0-1,2-dihidroindol-3-lidenmetil)-
2,4-dimetil-1H-pimmol-3-carboxilico (Compuesto 80) peneira facilmante en las
células. Consistente con los datos bioquimicos (véase a continuacién), que
indican que la (2-dietilamino-efil) amida de &cido 5-(5-Floro-2-ox0-1,2-
dihidroindol-3-ilidenmetil)-2,4-dimetil-1 H-pirrol-3-carboxdlico (Compuesto 80) tuvo
efectos comparables contra Flk-1 y PDGFRB, se hallé también que inhibié la
fosforilacion dependiente de PDGF en células con un valor de ICe de
aproximadamente 0,03 uM. La capacidad de la (2-dietilamino-etil) amida de 4cido
5-(5-Floro-2-ox0-1,2-dihidroindol-3-ilidenmetil)-2, 4-dimetil-1 H-pirrol-3-carboxdlico
{Compuesto 80) de inhibir c-kit, una RTK relacionada cercanamente que se une al
factor de células madre (SCF), fue determinada usando células MO7E que
expresan este recaptor. En astas células, Ia (2-dietilamino-etil) amida de acido 5-
(5-Floro-2-oxo-1,2-dihidroindol-3-ilidenmetil)-2,4-dimetil- 1 H-pirrol-3-carboxdlico
(Compuesto 80) inhibié la fosforilacion de c-kit dependiente de SCF con un valor
de ICg de 0,01-0,1 pM. Este compuesto inhibié también la fosforilacién de ckit
estimulada por SCF en blastos de leucamia mialoide agua (AML) aislados de
sangre periférica de pacientes.

Ademds de evaluar al capacidad de la(2-dietilamino-etil) amida de dcido 5-
(5-Floro-2-oxo-1,2-dihidroindol-3-ilidenmetil)-2,4-dimetil- 1+-pirrol-3-carboxdlico
(Compuesto 80) de inhibir la fosforilacion de receptores dependiente de ligando
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en células, se examindé también su efecto sobre la respuesta proliferativa
dependiente de ligando en células in vitro (véase la Tabla 3). En estos estudios,
las células se sometieron a una quiescencia de una noche mediante hambreado
en suero y luego se las indujo a sintetizar ADN al agregaries al ligando mitogénico
apropiado. Como se muestra en la Tabla 3, la (2-dietilamino-etil) amida de dcido
5-(5-Floro-2-ox0-1,2-dihidroindol-3-lidenmetil)-2,4-dimetil-1 H-pirrol-3-carboxlico
(Compuesto 80) inhibié la proliferacion inducida por PDGF de células NIH-3T3
que sobreaxpresaban PDGFRp o PDGFRa con valores de ICy de 0,031 y 0,089
M, respectivamente, y la proliferacién inducida por SCF de las células MO7E con
un calor de ICspy de 0,007 uM.

TABLA 3
Bioguimico ICpp Celular
K' Fosforilacion del | Proliferacion dependiente
Receptor [ (uM) Receptor (uM) de ligando (uM)
Fik-1/KDR | 0,009 0,03* 0,004°
PDGFRa | 0,008 0,03* 0,031*
PDGFRB | ND ND 0,069
FGFR 0,83 ND or
c-kit ND 0,01-0,1° 0,007°
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ND = No Determinado

' Determinado usando la enzima recombinante

2 Determinado usando células NIH-3T3 hambreadas con suero que expresan Fik-1
* Determinado usando HUVEC hambreadas con suero

* Determinado usando células NIH-3T3 hambreadas con suero que expresan
PDGFRP

 Determinado usando células NiH-3T3 hambreadas con suero que expresan
PDGFRax

¢ Determinado usando células MO7E hambreadas con suero

Como se muesira en la Tabla 3, existe un acuerdo general entre las
actividades bioquimicas y de otro tipo de ia (2-dietilamino-etil) amida de acido 5-
(5-Floro-2-oxo0-1,2-dihidroindol-3-ilidenmetil)-2,4-dimetil- 1 H-pimrol-3-carboxdlico
(Compuesto 80) que apoya la conclusion de que este compuesto cruza las
membranas celularas. Ademé#s, puede concluiree que las respuestas celulares
SON un resultado de la actividad del compuesto 80 contra el blanco indicado. En
contraste, cuando se io evalué en presencia de un medio de crecimiento completo
in vitro, 88 requirieron concentraciones sustanciaimente mayores de (2-
dietllamino-etil) amida de addo 5-(5-Floro-2-axo-1,2-dihidroindol-3-ilidenmetil)-
2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxlico (Compuesto 80) (>10 uM) para inhibir el
crecimiento de una variedad de células fumorales humanas (véase la Tabla 4).
Esto indica que el compuesto no inhibié directamente el crecimiento de estas
células a las concentraciones requeridas para inhibir la fosforilacién del receptor y
la proliferacién celular dependiente de ligando.

TABLA 4
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Linea Origen ICo0 (M) | LDgo (M)

celular

HT29 Carcinoma de colon | 10 22

A549 Carcinoma de |95 22
pulmén

NCi-H460 | Carcinoma de |89 20
pilmén NSC

SF767T Glioma 79 14

A431 Carcinoma 6.0 18
epidérmico

Brevemente, los resultados que se muestran en la Tabla 4 se obtuvieron
incubando las céiulas por 48 horas en un medio de crecimiento completo en
presencia de diluciones seriales de (2-distilamino-etil) amida de acido 5-(5-Floro-
2-0x0-1,2-dihidroindol-3-ilidenmetil)-2,4-dimetil-1 H-pirrol-3-carboxlico. Al final del
periodo de crecimiento, se determiné la cantidad relativa de células. Se
calcularon los valores de [Cs como la concentracién de compuasto que inhibié el
crecimiento de las células en un 50% en comparacién con las células sin tratar.
Se calcularon los valores de LDs como la concentracion de compuesto que causd
una reduccion del 50% en la cantidad de células respecto de aquellas en el inicio
del experimento.

Un ensayo més relevante basado en células para evailuar el potencia aiti
angiogénico de la (2-dietilamino-etil) amida de acido 5-(5-Floro-2-oxo0-1,2-
dihidroindol-3-ilidenmetil)-2,4-dimetil-1 H-pimol-3-carboxdlico (Compuesto 80) es el
ensayo de mitogénesis in vitro que usa células endoteliales de la vena umbilical
humana (HUVEC) como sistema modelo para |la proliferacién de células

¥
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endotsiiales critica en el proceso angiogénico. En este ensayo, se induce una
respuesta mitogénica, medida como un aumento en la sintesis de ADN, en
HUVECs hambreadas con suero al agregar VEGF o FGF. En estas células, ia (2-
dietilamino-etil) amida de &cido 5-(5-Floro-2-oxo-1,2-dihidroindol-3-ilidenmetil)-
2,4-dimetil-1 H-pirmol-3-carboxdlico (Compuesto 80) inhibié la respuesta mitogénica
inducida por VEGF y FGF de una manera dependiente de la dosis con valores de
ICsn de 0,004 uM y 0,7 uM, respectivamente, cuando el compuesio estuvo
prasente a o largo del ensayo de 48 horas.

Brevemente, los resultados anteriores se obtuviercn usando HUVEC
hambreadas en suero que se incubaron con concentraciones mitogénicas de
VEGF (100 ng/ml) o FGF (30 ng/ml) en presencia de diluciones seriales de (2-
dietilamino-etil) amida de écido 5-(5-Floro-2-o0xo-1,2-dihidroindol-3-lidenmetil)-
2 4-dimetil-1H-pirmol-3-carboxdlico (Compuesto 80) por 24 horas. Se cuantifict el
inhibidor y la respuesta mitogénica durante las siguientes 24 horas en presancia
de ligando por medic de la medicion de la sintesis de ADN basada en la
incorporacién de bromodesoxiuridina en el ADN celular.

En experimentos separados, el compuasto 80 inhibid la fosforilacion de
ERK 1/2 dependiente de VEGF (p42/44MAP quinasa), un blanco previo temprano
de Fik-1/KDR, de una manera dpendiente de la dosis. Se mostrd también que la
actividad inhibiotoria del compuesto 80 se prolongaba en este sistema, inhibiendo
|a fosforilacion de ERK 1/2 dependienta de VEGF por periodos tan exiensos como
48 después de la remacion de la (2-dietilamino-etil) amida de dcido 5-(5-Floro-2-
oxo-1,2-dihidroindol-3-ilidenmetil)-2,4-dimetll-1 H-pirrol-3-carboxlico (Compuesto
80) del medio luego de una exposicibn breve (2 horas) a concentraciones
micromolares del compuesto.
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Se ha reconocido que el VEGF es un factor importante de supervivencia
para las células endoteliales. Como la (2-dietilamino-etil) amida de écido 5-(5-
Floro-2-oxo-1,2-dihidroindol-3-ilidenmetil)-2,4-dimetil-1 H-pirrol-3-carboxdlico
(Compuesto 80) inhibe la respuesta mitogénica dependiente de VEGF en HUVEC,
8o investigd el efecto del compuesto sobre |a supervivencia de las HUVEC. En
estos axperimentos, 86 uso el corte del sustrato de la caspasa-3 poli-ADP-ribosil
polimerasa {PARP) como lectura de apoptosis. Las HUVEC cultivadas en
condiciones libres de suero por 24 horas moastraron niveles sustanciales de corte
con PARP, como 88 detectd por medio de la acumulacién del fragmento de corte
de 23 kDa de PARP. Esto fue evitado en gran medida por el agregado de VEGF
al medio celular, lo que indica que VEGF actda como un factor de supervivencia
en este ensayo. Se ha demostrado que la (2-dietilamino-etil) amida de dcido 5(5-
Floro-2-oxo-1,2-dihldroindol-3-ilidenmetil)-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxilico
(Compuesto 80) inhibe la sefializacién de KDR. Por consiguients, la (2-
dietilamino-etil) amida de acido 5-(5-Floro-2-0x0-1,2-dihidroindol-3-ilidenmetil)-
2, 4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxilico (Compuesto 80) inhibi6 la supervivencia de
HUVEC mediada por VEGF en una manera dependients de la dosis. Asl, estos
datos indican que el compuesto 80 indujo la apoptosis en células endotsliales en
cultivo en presencia de VEGF.
C. Estudios de Eficacla In vivo

i Eficacla Contra Xenoinjertos de Tumor Establecidos

La eficacia in vivo del acido 5-(5-fluoro-2-oxo-1,2-dihidroindol-3-
ilidenometil)-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxdlico (2-dietilamino-etil)amida
(Compuesto 80) se estudié en modelos de xanoinjerto subcutdneos (SC), usando
células de tumoree humanos, implantadas en la region de la ijada posterior de
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ratones atimicos. Luego de la implantacién, los tumores &e dejaron crecer hasta
un tamafio de 100-550 mm® antes de iniciar el tratamiento oraf con el Compuesto.

La administracién oral diaria det Compuesto 80 provocd una inhibicién
dependients de la dosis del cracimiento del tumor A431, cuando se inici6 el
tratamiento después de que los tumores hablan crecido hasta un tamafio de 400
mm’. Lo que es estadisticamente importante (P <0,05), la inhibicion del
crecimiento del tumor se observd a dosis de 40 mg/kg/dia (74% inhibicién) y
80 mg/kg/dia (84% inhibicién) (ver Tabla 8). En experimentos preliminares, una
dosis mas alta (160 mg/kg/dia) del Compuesto no fue més eficaz contra los
tumores A431 establecidos que la dosis de 80 mg/kg/dia. Ademas, los ratones
tratados con la dosis de 160 mg/kg/dia del Compuesto perdieron peso corporal, lo
que indica que la dosis mds aita no fue tolerada tan bien. Se obtuvieron
resultados similares en un experimento en el cual los tumores A431 sblo se
dejaron crecer hasta un tamafio de 100 mm® (ver Tabla 5). En este segundo
axperimento, una completa regresiéon de los tumores tuvo lugar en seis de los
ocho animales tratados a 80 mg/kg/dia durante 21 dias. En estos sais animales,
los tumores no volvieron a crecer durante un periodo de observacion de 110 dias,
luego de terminar el tratamiento. En los dos animales en los cuales los tumores
volvieron a crecer hasta un tamafio grande (2000-3000 mm?), los tumores hicieron
una regresién en respuesta a una sagunda ronda de tratamiento con el
Compuesto 80. Lo que es importants, en todos los experimentos de eficacia, el
écido 5-{5-flucro-2-oxo-1,2-dihidroindol-3-ilidenometil)-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-
carboxdlico (2-dietilamino-etilJamida (Compuesto 80) a 80 mg/kg/dia se ha
tolerado bien, aun cuando se dosificd continuamente durante més de 100 dias.
TABLA &
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Volumen Compuesto ' | % Inhibicién | Valor P
Tumor Iniclal | (mg/kg/dia) (dia)
(mm®)
80 84 (38) 0,001
400 40 74 (36) 0,003
20 51 (38) 0,130
80 (40) 0,002
100 40 75 (40) 0,015
10 81 (40) 0,059
! Compuesto 80.

En resumen, los resultados mostrados en la Tabla 5 se obtuvieron usando
células A431 (0,5 x 106 células/ratén), las cuales se implantaron SC en la regién
de la ijada posterior de ratones atimicos. La administracion oral diaria de acido 5-
(5-fluoro-2-0x0-1,2-dihidroindol-3-ilidenometil)-2,4-dimetil- 1H-pimol-3-carbaxdlico
{2-dietilamino-etil)amida (Compuesto B0) en un vehiculo a base de Cremoforo o ef
control del vehiculo comenzé cuando los tumores alcanzaron el volumen
promedio indicado. Se midleron los tumores usando callbres de nonio, y se
calculé el volumen del tumor como el producto de longitud x ancho x altura. Se
calcularon los valores P comparando el tamafio de los tumores para los animales
que fueron tratados con Compuesto 80 (n=8), con los de animales que fueron
tratados con un vehiculo (n=16) el ditimo dla del experimento, usando el eansayo-t
de Student de dos colas.

Se determind la eficacia del Compuesto 80 contra tumores humanos
establecidos de distintos origenas usando xanoinjertos de Colo205 (carcinoma del

D
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colon), SF763T (glioma) y NCI-H480 (carcinoma puimonar de células no
pequefias) (var Tabla 6). Estos experimentos se realizaron utilizando acido 5(5-
fluoro-2-oxo-1,2-dlhidroindol-3-llidenometil}-2,4-dimefil-1H-pirrol-3-carboxlico (2-
dietilamino-etil)amida (Compuesto 80), administrado oraimente a 80 mg/kg/dia;
una dosis que fue efectiva y bien tolerada.

TABLA 8
Tipo de | Volumen % Inhibicién Valor P
Tumor Tumor Inicial | (dia)
(mm’)

A431" Epidermoide | 100 g3 (40) 0,002
A431’ Epidermoide | 400 84 (38) 0,001
Colo205 Colon 370 77 (54) 0,028
NCI-H480 Pulmén 300 81 (54) 0,003
SF763T Glioma 550 53 (30) 0,001
! Los datos corresponden a experimentos informados en la Tabla 5.

En los experimentos mencionados, se administrd el Compuesto 80 una vez
por dia a 80 mg/kg en un vehiculo a base de Cremoforo, una vez que los tumores
alcanzaron el tamafio indicado. La inhibicién porcentual, comparada con el grupo
control tratado con el vehiculo, se calculd al tearminar los experimentos. Se
calcularon los valores P, comparando los tamafios de los fumores de log animales
que hablan sido tratados con el Compuesto, con los tamafios de los tumores de
los animales que hablan sido tratados con el vehiculo, usando el ensayo-t de
Student de dos colas.
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Aunque el &acido 5-(5-fluoro-2-oxo-1,2-dihidroindol-3-ilidenometil)-2,4-
dimetil-1H-pirrol-3-carboxiflico (2-dietilamino-etil)amida (Compuesto 80) inhibié el
crecamiento de todos los tipos de tumores indicados en la Tabla 7, hubo una
diferencia en la respuesta de los distintos modelos de xencinjerto.
Especificamente, al crecimiento de los tumoras NCI-H460 y SF763T se detuvo o
disminuyé notablemente, mientras que los tumores Colo205, al igual que los
tumores A431, hicieron una regresién cuando fueron tratados con &cido 5-(5-
fluoro-2-oxo-1,2-dihidroindol-3-lidenometil)-2,4-dimetil- 1 H-pirrol-3-carboxilico (2-
dietilamino-etil)amida.

Para determinar la base molecular para la diferencia en |la respuesta entre
modeios de xenocinjerto, se estudiaron los tumores SF763T. Por lo tanto, los
tumores SF763T, los cuales respondieron menos al tratamiento con dcido 5-(5-
fluoro-2-oxo-1,2-dihidroindol-3-llidenometil)-2,4-dimetil-1 H-pirmol-3-carboxjlico (2-
dietilamino-etil)amida, se han evaluado en sl nivel molecular utilizando técnicas
inmunohistolégicas para determinar el efecto del tratamiento con el Compuesto.
Estos estudios se efactuaron iniciaimente en este tipo de tumor, porque los
tumores SF763T estdn muy vascularizados con microvasos que expresan
significativamente el marcador celular del endotslioc CD31, por lo tanto, son muy
apropiados para los estudios de densidad de tumores de microvasos (MVD). La
evaluacion inmunohistoiégica de tumores SF763T indicé que los tumoras de
animales tratados hablan reducido la MVD, comparado con los controles tratados
con vehiculos, io que es compatible con un mecanismo antiangiogénico de accion
para el Compuesto 80; la MVD fue 24,2 + 4,1 en los animales tratados con el
Compuesto 80, comparado con 39,3 1 5,7 para aquéllos tratados solamente con
el vehiculo. Tat como fue previsto a partir de la detencién del crecimiento del

2
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tumor afin, fue evidente una marcada inhibicion de la proliferacion celular del
tumor en los tumores tratados con el Compuesto 80. Estos tumores tenlan la
mitad del Indice mitético de aquélios en tumores tratados con vehiculos (datos no
expresados). El efecto del Compuesto 80 en la MVD y la proliferacién celular del
tumor indica que el Compuesto tiene efectos antiangiogénicos y antitumorales
importantes, aun en condiciones en las cuales no 86 produce una regresion de los
tumores.

La capacidad del Compuesto 80 para inhibir la fosforilaciéon POGFR y la
seflalizacion in vivo subsiguiente también se evalué en los tumores SF783T, los
que expresan altos niveles de PDGFRp. El tratamiento de los tumores SF763T
con el Compuesto 80 inhibid significativamente la fosforilacion de tirosina
PDGFRp en tumores SF763T establecidos. El Compuesto 80 también redujo los
niveles de fosfolipasa C gamma fosforilada (activada), un indicador inmediato
hacia el extremo 3' de la activacion de PDGFR. Estos datos demuestran que ia
administracion oral del Compuesto 80 provoca un efecto directo en la actividad de
interés (PDGFR) en los tumores in vivo.

Basado sobre la demosiracion que la capacidad del Compuesto 80 para
inhibir la sefializacién dependiente de VEGF en HUVECS in vifro fue duradera
(vide supra), se evalud la eficacia del compuesto cuando se administrS el
compuesto con poca frecuencia en el modelo de tumor Colo205. Como se
muestra en [a Tabla 8, 80 mg/kg (81% inhibicitn) y 40 mg/kg (84% inhibicion)
fueron eficaces cuando se administraron diariamente, pero no cuando se
administraron dos veces por semana. Por el contrario, una mayor dosis del
Compuesto 80 (160 mg/kg) ciertamenta inhibié (52% inhibicién) el crecimiento de
tumores Colo205 formados cuando se administré dos veces por semana, o que
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sugiere que este compuesto puede probar su eficacia cuando se lo administra con
poca frecuencia a una mayor dosis. Se debe notar que los especialistas en el arte
pueden determinar regimenes de dosificacién, sin demasiada experimentacion.
TABLA 7

Dosis | Frecuencia % Inhibicion | Valor P
(mghg)

160 Dos veces por samana 52 0,085
Una vez por samana 17 NS

80 Diariaments 91 0,039
Dos veces por samana 19 NS
Una vez por semana 0 NS

40 Diarlamente 84 0,028
Dos veces por semana 36 NS

NS: no significativo (P >0,05)

£n resumen, |os resultados indicados en la Tabla 7 se obtuvieron usando
células Colo205 (0,5 x 10° células/ratén) que se hablan implantade SC en la
region de la ijada posterior de ratones atimicos. La administracién oral del
Compuesto 80 de acuerdo con el programa establecido comenzé cuando los
tumores alcanzaron 400 mm®. Se midieron los tumores usando calibres de nonio,
y s8 calculd el volumen del tumor como el producto de longitud x ancho x altura.
Se calcularon los valores P comparando el tamafio de los tumores para los
animales que fueron tratados con al Compuesto 80 (n=8), con los de animales
que fueron tratados con un vehiculo el Glitimo dia del experimento, usando el
ensayo-t de Student de dos colas.
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Ademés de promover el crecimiento sostenido de tumores primarios sdlidos, la
angiogénesis también es un components esencial que favorece el desarrolio de
enfermedades diseminadas debido a la metistasis del tumor primario. El efecto del

Compuesto 80 en el desarrolio de enfermedades diseminadas se examiné en el

modelo de colonizacién pulmonar del melanoma de ratdn B168-F1. En este modelo,

las células B16-F1 que se inocularon intravenosaments a través de la vena de la cola

de ratones atimicos colonizaron loe puimones y formaron tumores. Como se muestra
en la Tabla 8, la administracién oral del Compuesto 80 a 80 mg/kg/dia redujo
efectivaments la carga de las células B16-F+ en el puimén, como se evalué por
mediciones de peso pulmonar total. Estos datos sugieren que el Compuesto 80
puede Inhibir enfermedades diseminadas in vivo.

TABLA 8
Peso pulmonar (g) [ % Inhibicién Valor P
Vehiculo 0,83 + 0,07 - -
Compuesto’ | 041+ 0,04 50 <0,001
' Compuesto 80

En resumen, los resultados mostrados en la Tabla 8 se obtuvieron usando
ratones atimicos que hablan sido inoculados con células del tumor B16-F1 (5x10°
células/ratdn) a través de la vena de la cola. Los ratones se trataron diariamente
con ol Compuesto 80 administrado oraimente, a 80 mg/kg/dia (n=10) o un
vehiculo (n=18) durante 24 dias después de la inoculacion de las células

tumoraies. Al terminar el periodo de tratamiento, se sacrificaron los ratones y sus
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puimones se removieron y se pesaron. Se calcul6é la inhibicion porcentual,
comparando el peso pulmonar de los animales tratados con el Compuesto 80, con
el peso pulmonar de los animales tratados solamente con el vehiculo. Se
determind el Valor Ps usando el ensayo-t de Student de dos colas

D. Ejemplos de Actividad Bloiégica.

Los Ejemplos de la potencia in vitro de los compuestos de la presents
invencion se indican en la Tabla 2.

CONCLUSION

En los estudios para investigar las caracteristicas farmacocinéticas de los
compuesios de las realizaciones preferidas de la presente invencion, se ha
demostrado que la administracién oral de una sola dosis del dichos compuestos
resultd en una aita biodisponibilidad oral en los ratones. La buena
biodisponibilidad oral y la fammacocinética lineal indican que los compuestos de
las realizaciones preferidas de la presente invencidon tienen caracteristicas
farmacocinéticas favorables.

Ademds, los compuestos de las realizaciones preferidas de la presents
invencion son inhibidores potantes de 1a actividad de la tirosinquinasa del dominio
de quinasa dlvidida RTK Fik-1/KDR y PDGFR, los cuales estin involucrados en la
angiogénesis, y el kit-c RTK, un receptor para el factor celular capilar (stem)
(SCF), que estd involucrado en ciertos cdnceres hematolégicos. A mayores
concentraciones, los compuestos de las realizaciones preferidas de la presente
invencién también inhiben la actividad de la tirosinquinasa de FGFR-1, un tercer
RTK involucrado en la angiogénesis. Lo que es compatible con su actividad
bioquimica, los compuestos de las realizaciones preferidas de la presente
invenci6n inhiben la fosforilacion de tirosina dependiente del ligando del RTK de
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interés, y la respuesta mitogénica in vitro de las células humanas del endotelio de
la vena umbilical (HUVECs), estimuladas con VEGF o FGF; de las células NiH-
3T3 que expresan PDGFR, estimuladas con PDGF, y de las células de leucemia
de mieloide aguda MO7E, estimuladas con SCF. Por el contrario, los compuestos
de las realizaciones preferidas de la presente invencidn no inhiben directamente
la proliferacion de células tumorales en un medio de crecimiento completo, salvo
a concentraciones de 2 a 3 6rdenes de magnitud mayor 1as requeridas para inhibir
las respuestas mitogénicas dependientes del ligando. En estudios de xenoinjerto
de ratdn, l0s compuestos de las realizaciones preferidas de la presents invencién
inhibieron el crecimiento de tumores humanos establecidos de diversos origenes
en forma dependiente de |a dosis y a concentraciones que fueron bien toleradas,
aun ante una dosificacion prolongada (>100 dias). A 80 mg/kg/dia, los
compuestos de las realizaciones preferidas de la presente invencion indujeron la
regresién de grandes tumores A431 y Colo205 formados, y provocaron una
inhibicién o estasis sustancial del crecimiento de tumores SF783T y NCI-H460. En
ratones con tumores SF763T, los compuestos de las realizaciones preferidas de
la presente invencién provocaron reducciones en la densidad de los microvasos,
la fosforilacidn de PDGFR en los tumores y el Indice mitético en las células
tumorales. A esta dosis, los compuestos de las realizaciones preferidas de la
presente invencién también inhibieron la colonizacion pulmonar de céiulas
tumorales B16-F1 en un modelo de metdstasls de tumor. Los estudios de régimen
demostraron que los compuestos de las realizaciones preferidas de la presente
invencién son més eficaces cuando son administrados diariamente. La prueba
directa de la actividad antiangiogénica de los compuestos de las realizaciones
preferidas de la presentas invencion se detectd an tumores SF783T, en los cugles
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se redujo la densidad de ios microvasos. La prueba directa que los compuestos
de las realizaclones preferidas de la presente invencldn inhiben la fosforliacion de
PDGFR y la sefializacién in vivo también se obtuvo en tumores SF763T.

Tomados en conjunto, estos datos convalidan la nocién que los
compuestos deo las realizaciones preferidas de la presente invencién,
administrados oraiments, son agentes antiangiogénicos para el tratamiento de
canceres, que incluyen tumores stlidos y tumores malignos hematolégicos, en
los cuales la angiogénesis y/o seflalizacién por un kit-c son importantes en la
peatologla de la enfermedad.

Se comprobard que los compuestos, métodos y composiciones
farmacéuticas de la presente invencion son efectivos para modular la actividad
PK; por lo tanto, se prevé que serédn efectivos como agentes terapéuticos
contra trastomos vinculados con RTK, CTKy STK.

Cualquier especialista en el arte también comprobara faclimente que la
presente invencion esta blen adapiada para llevar a cabo sus objetos y obtener
los fines y las ventalas mencionados, asl como aquéllos implicitos en ella. Los
complejos moleculares y los métodos, procedimientos, tratamientos, moléculas, y
compuestos, descritos en la invencion, que representan ahora las realizaciones
preferidas, son a modo de ejempio, y no pretender limitar el alcance de la
invenci6n. Las modificaciones y otros usos considerados por los especialistas en
el arte, que estardn comprendidos por los principios de lainvencion, son definidos
por el campo de las reivindicaciones.

Los especialistas en el arte comprenderdn facilmente que se podrian
efectuar otras substituciones y modificaciones a la Invencidn, descrita en la

presents, sin apartarse de [os principios y del campo de la invencion.
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Todas las patentas y publicaciones mencionadas en la descripcién indican
los niveles de los especialistas en el arte al cual corresponde la invencion. Todas
las patentes y publicaciones se incorporan en la presente por referencia, en la
misma medida que si se hubiera indicado especifica e individuaiments que cada
publicacién individual sea incorporada por referencia.

La invencién descrita a modo ilustrativo se puede implementar
apropiadamente en ausencia de cualquier elemento o elementos, limitaciéon o
limitaciones, que no estén explicados espacificamente en la invencién. De este
modo, por ejemplo, en cada caso en la invencion, cualquiera de los tdrminos “que
comprende®, "que consiste esencialmente de” y “que consiste en", puede ser
reemplazado por cualquiera de tos otros dos términos. Los términos y las
expresiones que sa han empleado son utilizados a modo de descripcién y no son
limitativos, y no se prevé que el uso de dichos términos y dichas expresionss
exciuya cualquier equivalente de las funciones demostradas y explicadas, o
partes de las mismas, pero se admite que diversas modificaciones son posibles
dentro del campo de la invencién reivindicada. Entonces, se entenderd que,
aunque la presente invencion ha sido explicada especificamente por realizaciones
preferidas y funciones opcionales, los especialistas en el arte pueden hacer
modificaciones y variaciones de los conceptos descritos en la presents, y dichas
modificaciones y variacionea son consideradas como pertenecientss al campo de
la presente invencion, definida por las siguientes reivindicaciones.

Ademds, cuendo las funciones o los aspectos de la invencion son descritos
en términos de grupos de Markush, los especialistas en el arte reconocerén que
la invencién también se describe en términos de cuaiquier miembro individual o

subgrupo de miembros del grupo Markush. Por ejempio, si X es descrito como
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seleccionado del grupo consistente en bromo, cloro y yodo, ias reivindicaciones
para X que es bromo y las reivindicaciones para X que es bromo y cloro son
descritas completaments.

Otras realizaciones son comprendidas por las siguientes reivindicaciones.

~




1. Un compuesto CARACTERIZADO PORQUE tiene la formula (l):

< ®
donde:

se selecciona del grupo formado por hidrdgeno, halo, alquilo, ciclcoalquilo,
arilo, hetsroarilo, heteroalicidlicn, hidroxi, alcox, (COJR™, -NR"R™, {CHR™y-
C(ONR'R"; 3 q-hnu radno
.n selecciona del grupo formado por hidrégeno, halo, alquilo, tnhalomeulo T
hidroxi, alcox, clano, -NR™R", -NR®C(O)R"™, -C(O)R™, arilo, heteroalilo y
-S(0),NR"R";
@ gse selecciona del grupo formado por hidrogeno, halégeno, alquilo,
trihalometilo, hidroxi, alcox, (CO)R"®, -NR™R", arllo, heteroarilo, -NR®S(O),R* -

S(Ox:NR™R"™, -NR™C(O)R", -
Y ~NR™C(O)OR™ y -SO,R™ (donde(R™ es alquilo, arilo, aralquilo, hetervarilo y
heteroaralquilo);
se selecciong del grupo formado por hidrégeno, halégeno, alquilo, hidroxi,
alcoxi y - 6 F $atomey

R® se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo y -C{O)R™;
R® se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo y -C(O)R™,
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selecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo, arilo, heteroarilo, -
C(O)R" y -C(O)R"; o
R* y R’ se pueden combinar para formar un grupo seleccionado del grupo
formado por -(CHa)s-, {CHa)s- Y (CHa)e-;
con la condicién de que al menos uno de R®, R® o R' debe ser
-C(O)R";

R® y R* se seleccionan independientemente de! grupo formado por hidrdgeno,
alquilo y arilo;

@ se selecciona del grupo formado por hidroxi, alcox, arilox, -N(R''XCH).R™, y

R'"se selecciona del grupo formado por hidrégeno y alquilo;
@so selecciona del grupo formado por ~NR™R™, hidroxi, -C(O)R™, arilo,
heteroarilo, ~N*(OOR™R", -N(OH)R", y
—NHC(O)R" (donde R" es insustituido alquilo, haloalqullo, o aralquilo);
se selaccionan independientemente del grupo formado por hidrégeno,
alquilo, alquilo inferior sustituido con hidroxialquilamino, cianoalquilo, cicioalquilo,
arilo y heteroarilo; o
@ @ se pueden combinar para formar un grupo hetsrociclo;
R™ se selecciona del grupo formado por hidrgeno, hidrox, alcox y arilox;
R se selecciona de! grupo formado por hidroxi,
-C(O)R™, -NR™R" y -C(O)NR™R™;
selecciona del grupo formado por aiquilo, cicloalquilo, arilo y heteroarilo;
@a alquilo, arilo, aralquilo o heteroarilo; y -
ny r son independientaments 1, 2, 3, 0 4;

0 una sal aceptable para uso farmacéutico del mismo.
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m El compuesto o sal de la reivindicacion 1 CARACTERIZADO PORQUE :
“R" se selecciona del grupo formado por hidrégeno, halo, alquilo, cicicoalquilo,
arilo, heteroarilo, heteroalicidico, hidrox, alcaxd, -C(O)R™, -NRPR™, {CH.)R*y -
C(O)NR'R";

R? se selecciona del grupo formado por hidrégeno, halo, alquilo, trihalometilo,
hidroxi, alcoxd, -NRVR"™, -NR™C(O)R™, -C(O)R™, arilo, heteroarilo, y ~
S(O)2NR"™R":

R? se selecciona del grupc formado por hidrégeno, halégeno, alquilo,
trihalometilo, hidraxd, alcoxi, {CO)R™, -NR™R", arilo, heteroarilo, -NR™S(0).R* -
S(0)NR™R", -NR"C(O)R" and -NR™C(O)OR™;

R* se selecciona del grupo formado por hidrégeno, halégeno, alquilo, hidrox,
alcoxi y -NRPR';

R® se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo y -C(O)R™;

R® se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alqullo y -C(O)R™;

R’ se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo, arilo, heteroarilo, -
C(O)R" y -C(O)R"™;

R® y R” se pueden combinar para formar un grupo seleccionado del grupo
formado por -(CHa)e, -(CHa)s- ¥ {CHa)e-;

con la condicién de que al menos uno de R®, R® o R’ debe ser

-C(O)R™;

R® y R® se seleccionan independientemente del grupo formado por hidrégeno,
alquilo y arilo;

R se selecciona del grupo formado por hidroxi, alcoxd, arilox, -N(R"')(CH,).R ™"
NR“R“;

R se selecciona del grupo formado por hidrégeno y aiquilo;
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R" se selecciona del grupo formado por ~NR'R™, hidroxi, -C(O)R", arilo y
heteroarilo;

R"™ y R" se seleccionan independientemente del grupo formado por hidrégeno,
alquilo, cicloalquilo, arilo y heteroarilo;

R"™ y R™ se pueden combinar para formar un grupo seleccionado del grupo
formado por {CHa)«-, -(CHa)s~, -(CH2)20(CHa)r, ¥

~(CH2):N(CHs)(CHa)x-;

R" se selecciona del grupo formado por hidrégeno, hidroxi, alcoxi y ariloxi;

R se selecciona del grupo formado por hidrox,

-C(O)R™, -NR¥R" y -C(O)NR™R™;

R se selecciona del grupo formado por alquilo, cicloalquilo, arilo y hetaroarilo; y
ny r son independientemente 1, 2, 3, 0 4;

0 una sal aceptable para uso farmacéutico del mismo.

3.  Elcompuesto o sal de la reivindicacién 1 CARACTERIZADO PORQUE R®
o8 —COR"™ donde R" es —-NR''(CH,),R" donde:

R es hidrdgeno o alquilo inferior insustituido;

nes203;y

R es -NR™R" donde R™ y R" son independientemente alquilo inferior
insustituido.

4, El compuesto o sal de la reivindicacién 1 CARACTERIZADO PORQUE R®
es —-COR" donde R™ es —-NR"(CH,).R" donde:

R" es hidrégeno o alquilo inferior insustituido;

nes2o03;y

R es-NR"R" donde R™ y R" se combinan para formar un grupo seleccionado
entreé —~(CHa)s-, «(CHa)s-, ~(CHa2)z-O~(CHa)z~ 0 <(CH2)2N(CHa)(CHa)z-.
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5. El compuesto de la reivindicacion 1 CARACTERIZADO PORQU: N- /
(2-dimﬁlanino—aﬁl)aminocarbonil9’ N-(2-dietilaminoetil)}-N-metil-aminocarboniio,
N-{3-dimetilaminopropiljaminocarbonilo, N<{2-dietilaminoetil)aminocarbonilo, N-{3-
etilaminopropil}-aminocarbonilo, N-(2-etilaminoetil)aminocarbonilo, o N-(3-
dietilaminopropil)aminocarbonilo.

6. El compuesto de la reivindicacién 1 CARACTERIZADO PORQUE@& N-
(2-dietil-aminocetil)aminocarbonilo o N-(2-etilaminoetilyamino-carbonilo.

7.  Elcompuesto de la reivindicacion 1 CARACTERIZADO PORQUE R® es 3-
pirrolidin-1-ilpropilaminocarbonilo, 3-morfolin4-ipropilamino-carbonilo, 2-
pirrolidin-1-iletilaminocarbonilo, 2-morro|in-4—il-etilaminoi:arbonilo. 2-(4-
metilpiperazin-1-il)etil-aminocarbonilo, 2-(3,5-dimefilpiperazin-1-il)etil-
aminocarbonilo, 3-{4-meftilpiperazin-1-il)propilamino-carbonilo o 33,5
dimetilpiperazin-1-il)propilamino-carbonilo.

8.  Elcompuesto o sal de la reivindicacion 1 CARACTERIZADO PORQUE R®
es -COR'" donde R" es -NR"'(CH,),R" donde:

R" es hidrégeno o alquilo inferior insustituido;

nes203;y
R'? es -NR"R" donde R y R" son independientsmente alquilo inferior
insustituido. om0y

9.  Elcompuesto o sal de la reivindicacion 1 CARACTERIZADO PORQUE R®
a8 —COR" donde R es —-NR'(CH,).R"2 donde: —
R™ es hidrogeno o alquilo inferior insustituido; algulo
nes203;y .

R"es-NR™R" donde R™y R" se combinan para formar un grupo seleccionado

entre {(CHa)s, {(CHas~, (CHa)r-O-(CHa)r- 0 (CH2)N(CHs)(CHa)sr-.
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10.  El compuesto o sal de la reivindicacién 1 CARACTERIZADO PORQUE R!

es N-(2-dimetilamino-atilyaminocarbonilo, N-(2-dietil-aminoetil)-N- V4

metilaminocarbonilo, N-(3-dimetilamino-propil}-aminocarbonilio, N-(2-

dietilaminoetil}-aminocarbonilo,  N-(2-efilaminoetil}-aminocarbonilo,  N-(3-

etilaminopropil)-aminocarbonilo, o N{(3-dietilamino-propilJaminocarbonilo. '

11.  El compuesto o sal de la reivindicacién 1 CARACTERIZADO PORQUER® ./

es N-(2-distilaminoetil)Jaminocarbonilo o N-(2-etilamino-etil)aminocarbonilo.

12. ‘EI compuesto o sal de la reivindicacion 1 CARACTERIZADO PORQUER®

@8 3-pirrolidin-1-lipropilaminocarbonilo, 3-morfolin-4-ilpropilamino-carbonilo, 2-

pirrolidin-1-iletilamino-carbonilo, 2-morfolin-4-iletilaminocarbonllo, 2-(4-
e —————
metilpiperazin-1-il)etil-aminocarbonilo, 2-(3,5-dimetilpiperazin-1-il)etil-

ammuo. 3-(4-metilpiperazin-1-il)propilamino-carbonilo o 33,5

dimetilpiperazin-1-l)propilamino-carbonilo. hedew il
13.  El compuesto o sal de la reivindicacién 1 CARACTERIZADO PORQUE R®

es —-COR" donde R" as —-NR'*R" donde R™ es hidrégeno y R* es alquilo inferior

sustituido con hidrox, arilo, heteroaliciclico, heteroarilo, o carboxi.

14.  El compuesto o sal de la reivindicacion 1 CARACTERIZADO PORQUE @
es 3-friazin-1-ilpropilaminocarboniio, 2-triazin-1-ilelilaminocarbonilo, 3-imidazol-1-
ilpropilaminocarbonilo, piridin-4-iimetil-aminocarbonilo, 2-piridin-2-
iletilaminocarbonilo o 2-imidazol-1-l etilaminocarbonilo.

15. El compuesto o sal de la reivindicacion 1 CARACTERIZADO PORQUE R®

@8 —COR™ donde R* es-NR'’R" donde R™ es hidrégeno y R™ es alquilo inferior

sustituido con hidroxi, arilo, heteroaliciclico, heteroarilo, o carbox.

16.  El compuesto o sal de la reivindicacién 1 CARACTERIZADO PORQUE R®

es 2-friazin-1-ilpropilaminocarbonilo, 2-triazin-1-lletilaminocarbonilo, ﬁML

——— ——

~
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ilpropilaminocarbonilo, pl:_[i_t_:l_i_n-_ﬂimetil-aminrbonilo. 2-piridin-2-
iletilaminocarbonilo o 2-imidazol-1-ilo etilaminocarbonilo.

17.  El compuesto o sal de la reivindicacién 1 CARACTERIZADO PORQUE R*
es -COR™ donde R™ es —NR"(CH,nde:. 7 comp l!jl d‘/d :
R"" es hidrégeno o alquilo inferior insustituido;

nes2o03;y 7

R™ es @ donde R** y R juntos se combinan para formar un heterocido.
18. El compuesto o sal de la reivindicacion 1 CARACTERIZADO PORQUE R®
es -COR" donde R" es -NR"/(CH,),R" donde:

R" es hidrogeno o alquilo inferior insustituido;

nes2o3;y

R" ¢s -NR™R" donde R™ y R junitos se combinan para formar un heterocicio de
5, 6 0 7 &tomos que contiene un grupo carbonilo y uno o dos atomos de nitrégeno
dentro del anillo.

El compuesto o sal de la reivindicacion 1 CARACTERIZADO PORQUE R?
es 2-(3-oxopiperazin-1-il)etilaminocarbonilo, 2-(imidazolidin-1-il-2-
ona)eﬁlaminocam 2-(tetrahidropirimidin-1-il-2-ona)etilaminocarbonilo, 2-(2-
oxopirrolidin-1-il)-etilaminocarbonilo, 3-{3-axopiperazin-1-iljpropi-aminocarbonilo,
3-(Imim1 -il-2-ona)propil-aminocarbonilo, 3-(tetrahidropirimidin-1-il-2-ona)-
pmpimnilo. 0 3-(2-axopirrolidin-1-il)propii-aminocarbonilo.

20. _EI-;mpuedo o sal de la reivindicacién 1 CARACTERIZADO PORQUE R*
es -COR™ donde R™ es -NR"(CH,),R" donde:

R es hidrégeno o alquilo inferior insustituido;

nes203;y
R" es -NR™R" donde R** y R" juntos se combinan para formar un heterociclo.
————
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21. El compuesto o sal de la reivindicacion 1 CARACTERIZADO PORQUER®
#5-COR" donde R™ es -NR'{(CH,),R" donde:

R" es hidrégeno o alquilo inferior insustituldo;

nes203;y

R™ a3 —NR™R" donde R® y R'* juntos se combinan para formar un hetsrociclo de
5, 6 o 7 &tomos que contiene un grupo carbonilo y uno o dos atomos de nitrﬁg_;fm
dentro del anillo.

22_ El compuesto o sai de la relvindicacién 1 CARACTERIZADO PORQUER®

es 2-(3-oxopiperazin-1-il)etilaminocarbonilo, 2-(imidazolidin-1-il-2-
e——————T— e p—
ona)etilaminocarbonilo, 2-{tetrahidropirimidin-1-il-2-ona)etilaminocarbonilo, 2-(2-
e ——————"

oxopirrolidin-1-il}-setilaminocarbonilo, 3-(3-oxopipenazin-1-i)propil-aminocarbonilo,

3-(imidazolidin-1-il-2-ona)propil-aminocarbonilo, 3-(tetrahidropirimidin-1-i-2-ona)-
— P———————

propilaminocarbonilo, o 3-(2-oxopirrolidin-1-il)propil-aminocarbonilo.

23. El compuesto o sal de cuallquiera de las reivindicaciones 3-7, 13-14 0 17-

19 ERIZADO PORQUE :
R'[se selecciona del grupo formado por hidrégeno y alquilo inferior

insustituido; y

R’ se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo, arilo, heteroarilo, y-
C(O)R" donde R" es hidrox, alquilo inferior insustituldo o arilo.

24. El compuesto o sal de la reivindicacion 23 CARACTERIZADO PORQUE:
R*® se selecciona del grupo formado por hidrégeno, y metilo; y

R’ se selecciona del grupo formado por metilo, hidrogeno y fenilo.

25. El compuesto o sal de cuallquiera de las reivindicaciones 8-12, 15, 18, o
20-22 CARACTERIZADO PORQUE :

R® se selecciona del grupo formado por hidrégeno y alquilo inferior insustituido; y
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R se selecciona del grupo formado por hidrdgeno, alquile, arilo, heteroarilo, y -
C{O)R", donde R" es hidrox, alquilo inferior insustituido o arilo.
(@6) B compuesto o sal de la reivindicacitn 25 CARACTERIZADO PORQUE:
R® se selecciona del grupo formado por hidrégeno, o metilo; y
R” se selecciona del grupo formado por metilo, hidrégeno o fenlio.
@ El compuesto o sal de la reivindicacion 23 CARACTERIZADO PORQUE:
R' es hidrégeno, alquilo inferior Insustituido, -C(O)NR®R®, insustituido
cidoalquilo 0 :g_lg:
R? es hidrogeno, halo, alcox inferior, ciano, arilo, 0 ~S(0).NR"R' donde
R" es hidrégeno y R' es hidrogeno, arilo o alquilo; R® se selecciona del grupo
formado por hidrégeno, alcox inferior, -C(O)R™, -NR™C(O)RY, arilo
opcionaiments sustituido con uno o dos sustituyentes selaccionados del grupo
formado por alquilo inferior, halo, o alcox inferior, y heteroarilo; y
R* es hidrogeno.
%8 El compussto o sal de la reivindicacion 23 CARACTERIZADO PORQUE :
R! es hidrogeno o fenilo;

_R? es hidrégeno, cloro, bromo, fluoro, metoxi, etoxi, fenlio, ciano,
dimetilaminosulfonilo, 3-clorofenil-aminosulfonilo, carboxi, metoxd, aminosulfonilo,
metilaminosulfonilo, metitsulfonito etilsulfonilo, bencilsulfonilo, fenilaminosutfoniio,
piridin-3-il-aminosulfonilo, dimetilaminosulfonilo, o isopropilamino-sulfonilo;

e —
R® es hidrégeno, metoxi, carboxi, fenilo, piridin-3-llo, 3,4-diclorofenilo, 2-
metoxi-5-isopropilfenilo, 4-n-butilfenilo, o 3-isoproplifenilo; y
R* s hidrogeno.
@ El compuesto o sal de la reivindicacién 23 CARACTERIZADO PORQUE :

R* es hidrogeno;
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R?es hidrégeno, ciano, fluoro, doro, o bromo;

R? es hidrégeno; y

R* es hidrégeno.

El compuesto o sal de la reivindicacion 25 CARACTERIZADO PORQUE :

R'! es hidrégeno, alquilo inferior insustituido, -C(O)NR®R®, insustituido
cicloalquilo o arllo;

R?es hidrégeno, halo, alcoxi inferior, ciano, arilo, -SO:R™, 0-S(0):NR"R"
donde R™ es hidrégeno y R™ es hidrégeno, arilo o alquilo;

R? se selecciona del grupo formado por hidrogeno, alcox inferior, -C(O)R™,
-NR®C{O)R", arllo y heteroarilo; y

R* es hidrégeno.

El compuesto o sal de la reivindicacion 25 CARACTERIZADO PORQUE :

R' es hidrogeno o fenilo;

R! es hidrogeno, cloro, bromo, fluoro, metoxi, etox, fenilo,
dimetilaminosutfonilo, ciano, melilsulfonilo, etilsulfonilo, bencilsulfonilo, 3-
dlorofenil-aminosulfonilo, carboxi, metoxi, aminosulfonilo, metilaminosutfoniio,
fenilaminosulfonlio,  piridin-3-Hl-aminosulfonilo,  dimetilaminosulfonilo, o
{sopropilamino-sulfonilo;

R® es hidrégeno, metaxi, carboxi, fenilo, piridin-3-ilo, 3,4-didlorofenilo, 2-
metoxi-5-isopropitfenilo, 4-n-butilfenilo, 3-isopropilfenilo; y

R* es hidrogeno.

32. El compuesto o sal de la reivindicacion 25 CARACTERIZADO PORQUE:

R! es hidrégeno;

R? es hidrégeno, ciano, fluoro, doro, 0 bromo;

R? es fenilo; y
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R* es hidrogeno.
33. El compuesto o sal de la reivindicacion 1 CARACTERIZADO PORQUE :

R' es hidrégeno, alquilo inferior insustituido, -C(O)NR®R®, cicloalquilo
insustituido o arilo;

R? es hidrégeno, halo, alcox inferior, ciano, arilo o -S(0);NR™R" donde
R™ es hidrdgeno y R' es hidrégeno, arilo o alquilo;

_R? e selecciona del grupo formado por hidrégeno, alcoxd inferior, -C(O)R",

-NR™C(O)R", arilo, y hetervarilo; y

R* es hidrogeno.
34. El compuesto o sal de la reivindicacién 1 CARACTERIZADO PORQUE :

R! es hidrégeno, o metilo;

R? es hidrégeno, ciano, doro, fluoro, o bromo;

R? se selecciona del grupo formado por hidrogeno o fenilo; y

R* es hidrogeno.
35. E! compuesto o sal de la reivindicacion 33 o 34 CARACTERIZADO
PORQUE :

R® es -COR™

R® se selecciona del grupo formado por hidrogeno y alquilo inferior
insustituido; y

_R’ se selecclona del grupo formado por hidrdgeno, alquilo, arilo,

heteroarilo, y -C(O)R" donde R" es hidrox, alqullo inferior insustituido o arllo.
38. E! compuesto o sal de la reivindicacion 33 o 34 CARACTERIZADO
PORQUE :

R® es -COR™

R® se selecciona del grupo formado por hidrogeno y alquilo inferior

75\



insustituido; y
I_'\‘_’__ se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo, arilo,

heteroarilo, y -C(O)R" donde R* es hidroxi, aiquilo inferior insustituido o arilo.
37. El compuesto o sal de la reivindicacién 1 CARACTERIZADO PORQUE R®
es-COR" donde R™ es -NR™R" donde R™ es hidrogeno y R" es alquilo inferior
sustituido con hidroxd, alquilo inferior sustituido con hidroxialquilamino, carbad, 0 -
NR™R™ donde R'" y R™ son independientemente hidrogeno o alquilo inferior
insustituido.

38.  El compuesto o sal de la reivindicacién 1 CARACTERIZADO PORQUE R®
es 2-{(dietilamino)-2-hidroxietiljJaminocarbonilo, 2-(N-eﬂl-N-T“
hidroxietilamino)etilaminocarbonilo, carboximetilamino-carbonilo, o 2-
hidroxietilamino-carbonilo.

39. Elcompuesto o sal de la reivindicacion 1 CARACTERIZADO PORQUE R®
es8 —-COR" donde R" es—-NR™R" donde R" es hidrégeno y R es alquilo inferior
sustituido con hidroxi, alquilo inferlor sustituido con hidroxialquilamino, carbod, o -
NR"R"™ donde R™ y R son independientemants hidrégeno o alquilo inferior
insustituido.

40. FEl compuesto o sal de la reivindicacion 1 CARACTERIZADO PORQUE R®
es [2-(dietilamino)-2-hidroxijetiiaminocarbonilo, 2-(N-_o_ﬂl-_N-2-

—— T t———— A e E— e ame e -

hidroxietiiamino)etilaminocarbonilo, carboximetilaminocarbonlio, o 2-hidroxietil-

aminocarbonilo.

41. E compuesto de la reivindicacién 1 CARACTERIZADO PORQUE R® es —
COR' donde R" es —-NR"(CH,),R* donde R es -N*({O)NR™R™ o -N(OH)R"™
donde R™y R" se seleccionan independientemente del grupo formado por alquilo
inferior insustituido.
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42. Elcompuesto de la reivindicacién 1 CARACTERIZADO PORQUE R® es 2-
(N-hidroxi-N-etilamino)etilaminocarbonilo o 2-[N*(0)(C.Hs).Jetil-aminocarbonilo.
43.” £l compuesio de Ia reMindicacion 1 CARACTERIZADO PORQUE R es -
COR" donde R™ es —-NR"'(CHa),R* donde R* es —-N*(O)NR"R" o -N(OH)R"
dondse Ry R' se seleccionan independientemente del grupo formado por alquilo
inferior insustituido,

44, El compuesto de la reivindicacién 1 CARACTERIZADO PORQUE R®es 2-
(N-hidroxi-N-etilamino)etilaminocarbonilo 0 2-{N*(O)(CzHs):Jetil-aminocarbonilo.
45. El compuesto o sal de la reivindicacion 37, 38, 41 0 42 CARACTERIZADO
PORQUE :

R* se selecciona del grupo formado por hidrégeno, o metilo; y

R’ se selecciona del grupo formado por metilo, hidrégeno o fenilo.
48. El compuesto o sal de cualquiera de las reivindicaciones 39, 40, 43, 44 0
20-22 CARACTERIZADO PORQUE :
R® se selecciona del grupo formado por hidrégeno, o metilo; y
R’ se selecciona del grupo formado por metilo, hidrégeno o fenilo.
47. El compuesto o sal de la reivindicacion 45 CARACTERIZADO PORQUE:
R' es hidrogeno;
R? es hidrogeno, ciano, doro, fluoro, 0 bromo;
R® es hidrogeno; y
R* es hidrégeno.
48. El compuesto o sal de ia reivindicacion 46 CARACTERIZADO PORQUE:
R! es hidrogeno;
R?es ciano, cloro, fluoro, o bromo;
R? es hidrogeno; y
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R* es hidrogeno.
49. El compuesto o sal de la reivindicacion 1, CARACTERIZADO PORQUE el
compuesto es seleccionado del grupo formado por:

-
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o una sal de L-malato del mismo.

@ Una composicién farmacéutica, CARACTERIZADA PORQUE comprende
un compuesto o sal de la reivindicacion 1 y un vehiculo o excipiente aceptable
para uso farmacéutico.

51. Una composicién farmacéutica, CARACTERIZADA PORQUE comprende
un compuesto o sal de la reivindicacidn 49 y un vehiculo o excipiente aceptable
para uso farmacéutico.

@ Un método para la modulacion de ia actividad catalitica de una
proteinquinasa CARACTERIZADO PORQUE comprende poner en contacto dicha
proteinquinasa con un compuesto o sal de la reivindicacion 1 0 48.

53. El método de la reivindicacién 52 CARACTERIZADO PORQUE dicha
proteinquinasa se selecciona del grupo formado por un receptor de tiresinquinasa,
un no receptor de tirosinquinasa y una serin-tirosinquinasa.
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54. Un método para fratar o prevener una afeccién relacionada con la
proteinquinasa en un organismo CARACTERIZADO PORQUE comprende
administrar una cantidad eficaz en términos terapéuticos de una composicion
farmacéutica que comprende un compuesto o sal de la relvindicacién 50 o
Reivindicacion 51 y un vehliculo o excipients aceptable para uso farmacéuticoa
dicho organismo.

55. El método de la reivindicacién 54 CARACTERIZADO PORQUE dicha
aﬁodén relacionada con la proteinquinasa se selecciona del grupo formado por
una afeccién relacionada con un receptor de tirosinquinasa , una afeccién
relacionada con un no receptor de tirosinquinasa y una afeccion relacionada con
una serin-tirosinquinasa.

56. El método de la reivindicacién 54 CARACTERIZADO PORQUE dicha
afeccidn relacionada con una proteinquinasa se selecciona del grupo foormado
por una afeccién relacionada con los EGFR, una afeccién relacionada con los
PDGFR, una afeccion relacionada con los IGFR y una afeccion relacionada con
los FLK

57. El método de la relvindicacion 54 CARACTERIZADO PORQUE dicha
afeccion relacionada con la proteinquinasa es un céncer seleccionado del grupo
formado por carcinoma de células escamosas, astrocitoma, sarcoma de Kaposi,
glioblastoma, céncer de pulmén, cancer de vejiga, cancer de cabaza y cuelio,
melanoma, cancer de ovarios, cancer de prdstata, cancer de mama, cancer de
células pequefias de pulmoén, glioma, cdncer colomectal, cancer genitourinario y
céncer gastrointestinal .

58. El método de la reivindicacion 54 CARACTERIZADO PORQUE dicha
afeccién relacionada con la proteinquinasa se selecciona del grupo formado por
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diabetes, un trastomo autoinmune , un trastorno hiperproliferativo, restenosis,
fibrosis, psoriasis, enfermedad de von Heppel-Lindau, osteoartritis, artritis
reumatoide, angiogenesis, un trastomo inflamatorio, una enfermedad
inmunolégica y una enfermedad cardiovascular.
59. El método de la reivindicacion 54 CARACTERIZADO PORQUE dicho
organismo es un ser humano.

60. Unintermediario CARACTERIZADO PORQUE tiene la Férmula (lI):

R, Ry
/ \

(n
donde:
R® se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo y -C(O)R™;
R® se selecciona del grupo formado por hidrogeno, alquilo y -C(O)R™:
R’ se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo, arilo,
heteroarilo, -C(O)R" y -C(O)R™;
R®y R” se pueden combinar para formar un grupo seleccionado del grupo
formado por ~(CHa)«, (CHa)s- ¥ {CHa)e~:
con la condicion de que al menos uno de R®, R® o R’ debe ser
-C(O)R™:
R™ sa selecciona del grupo formado por hidrox, alcox, arlod, -
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N(Rﬂ)(c'_'l)naﬂ ,_NR1h14;

R" se selecciona del grupo formado por hidrogeno y alquilo;

R" ge selecciona del grupo formado por -NR'R™, hidrod, -C(O)R', arilo y
heteroarilo;

R™ y R™ se seleccionan independientsmente del grupo formado por
hidrégeno, alquilo, cianoalquilo, cicloalquilo, arilo y heteroarilo; o

R™ y R" se pueden combinar para formar un grupo heterociclo;

R" se selecciona del grupo formado por hidrégeno, hidrox, alcox y arilox;

R" se selecciona del grupo formado por alquilo, cidoalquilo, arilo y
heteroarilo; y
nesi, 2 3,04

—
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2- INDOLINONAS SUSTITUIDAS CON PIRROLES INHIBIDORAS DE
PROTEINQUINASAS

RESUMEN

Compuestos de 2-indolinona sustituidas con pirroles y sus sales aceptables
para uso farmacéutico que modulan Ja actividad de proteinquinasas y por lo tanto
son (tiles para la prevencién y tratamiento de trastomos celulares relacionados
con proteinquinasas tales como el cancer.
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

2020
Bogota, D.C.

Doctor
DILIA MARIA RODRIGUEZ D’ALEMAN

REFERENCIA: Radicacién No. 01-12088

Trémite 002
Evento 001
Actuacién 430
Oficio No. 1295
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la
Declsién 488 de la Comisién de la Comunidad Anding, se le comunica que:

- Dabe allagar el poder otorgado al abogado que apareca en la aolicitud como apoderado, con el lleno
de los requisitos exigidos en el Cédigo de Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberd presentar d
documento que acredita la existencla y representacién legal de la socledad solicitants.

- Dabe allegar copia del documento en que consta la cesién del derecho a la patents otorgado por el
inventor al sclicitante o a su causants (art. 26-k,Dec 486/2000).

En cumplimiento del articulo 39 de la Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina,
&6 le requiere para que dentro del término de dos (2) meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados. En caso

de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicltud se considerard abandonada
y perderé su prelacién.

Notiflquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el articulo 8 de la Resolucién
Reglamentaria No. 230 del enero del 2001.

CESPEDES DE VERGEL
i6n de Nuevae Creaciones

% & agR. 20

Se recuarda al intaresado qua debe presentar, dentro de los discisédls meses sigulentes contados a partir de la fechs do
presantacién de las solicliudes cuya prioridad se Invoca, copia de las miames cerfificadas por la autoridad que las expidid y,
on los casos en que haya lugar, Ia fraduecidn simpla dal capitulo relvindicatorio. El incumplimiento de dete plazo, acameanh
Ia pérdida de la prioridad invocada.

uerimiento fue notificado por fijacién en lista de fecha

202027/202022

Carrera 13 No. 27-00Plsos 5, 7y 10
Conmutador: 382 0840
Fax 382 2695
E-mall: Info@sic.gov.co
Bogotd, D.C., Colombia



