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DESCRIPCION

Inhibidores de la quinasa raf.
Antecedentes de la invencion

El oncogén p21™ es un contribuyente principal al desarrollo y la progresién de cidnceres humanos sélidos y esta
mutado en el 30% de todos los canceres humanos; Bolton et al., Annual Reports in Medicinal Chemistry, 29, 165-174
(1994); Bos, Cancer Res., 49, 4682 (1989).

En su forma normal, no mutada, la proteina ras es un elemento clave de la cascada de transduccion de sefiales
dirigida por receptores de factores de crecimiento en casi todos los tejidos. Véase J Avruch et al., TIBS (19), 279-
283 (1994). Bioquimicamente, ras es una proteina de fijacién de nucleétidos de guanina, y la ciclacién entre una
forma activada ligada a GTP y una forma en reposo ligada a GDP estd controlada estrictamente por la actividad de
la GTPasa endégena de ras y otras proteinas reguladoras. En los mutantes ras en las células del cancer, la actividad
de GTPasa endégena estd atenuada y, por esta razon, la proteina suministra sefiales de crecimiento constitutivas a
efectores situados aguas abajo tales como la enzima quinasa raf. Esto conduce al crecimiento canceroso de las células
que llevan estos mutantes, Magnuson et al., Cancer Biology, 5, 247-253 (1994). Se ha demostrado que la inhibicién
del efecto de ras activa por inhibicién del camino de sefializacion de la quinasa raf por administracién de anticuerpos
desactivadores a la quinasa raf o por co-expresién de quinasa raf dominante negativa o MEK dominante negativa,
el sustrato de la quinasa raf, conduce a la reversion de las células transformadas al fenotipo de crecimiento normal.
Véase Daum et al., TIBS 19, 474-480 (1994), y Fridman et al., J. Biol. Chem., 269, 30105-30108 (1994). Kolch
et al., Nature, 349, 426-428 (1991), han indicado adicionalmente que la inhibicién de la expresion de raf por RNA
antisentido bloquea la proliferacion celular en los oncogenes asociados a la membrana. Andlogamente, la inhibicién
de la quinasa raf (por oligodesoxinucledtidos antisentido) se ha correlacionado in vitro e in vivo con la inhibicién del
crecimiento de una diversidad de tipos de tumores humanos; Monia et al., Nature Medicine, 2 (6):668-675 (1996).

El documento W096/40673 hace referencia a derivados de fenil-urea capaces de modular la transduccién de se-
flales de tirosina para prevenir y tratar trastornos proliferativos de las células o trastornos de diferenciacién celular
asociados con tirosina-quinasas particulares por inhibicion de las actividades de tirosina-quinasa anormales.
Sumario de la invencién

La presente invencion estd dirigida a compuestos y al uso de los compuestos para la preparacion de un medicamento
para la terapia del crecimiento de células cancerosas mediado por la quinasa raf.

Los documentos de las formulas
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t-Bu” °S” "NH” "NH ¢

acido 5-terc-butil-2—(3—(5—etil-[1,3,4}tiadiazol-2-il}-  acido 5~-isopropil-2—(3—p—tolil-ureido}-tiofeno—
ureido)- 3—carboxilico, éster metilico

tiofeno—3—carboxilico, éster metilico

s ™0

acido 5-isopropil-2—[3—(5-metil-tiofen—2-il)ureido}—

tiofeno—3-carboxilico, éster metilico

(donde Et es etilo, Pr es propilo, y Bu es butilo).

Compuestos preferidos incluyen, v.g.,
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mas preferiblemente,
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CH300C BN cocH;

Los compuestos pueden administrarse por vias oral, tépica, parenteral, por inhalacién o pulverizacién o por via
rectal en formulaciones de dosificacion unitarias. El término parenteral, tal como se utiliza en esta memoria, incluye
inyecciones subcutdneas, y técnicas de inyeccion o infusién intravenosas, intramusculares o intraesternales. Uno o mds
compuestos pueden estar presentes en asociacion con uno o més vehiculos no téxicos farmacéuticamente aceptables
y, en caso deseado, otros ingredientes activos. El método preferido de administracion es la via parenteral.

Las composiciones propuestas para uso oral pueden prepararse de acuerdo con cualquier método adecuado cono-
cido en la técnica para la fabricacién de composiciones farmacéuticas. Tales composiciones pueden contener uno o
mds agentes seleccionados del grupo constituido por diluyentes, agentes edulcorantes, agentes saborizantes, agentes
colorantes y agentes conservantes a fin de proporcionar preparaciones agradables al paladar. Las tabletas contienen
el ingrediente activo en mezcla con excipientes no toxicos farmacéuticamente aceptables que son adecuados para la
fabricacion de tabletas. Estos excipientes pueden ser, por ejemplo, diluyentes inertes, tales como carbonato de calcio,
carbonato de sodio, lactosa, fosfato de calcio o fosfato de sodio; agentes de granulacién y desintegracién, por ejem-
plo, almidén de maiz, o 4cido alginico; y agentes aglomerantes, por ejemplo estearato de magnesio, 4cido estedrico
o talco. Las tabletas pueden carecer de recubrimiento o pueden estar recubiertas por técnicas conocidas para retardar
la desintegracién y adsorcién en el tracto gastrointestinal y proporcionar con ello una accién prolongada durante un
periodo de tiempo mds largo. Por ejemplo, puede emplearse un material retardante tal como monoestearato de glicerilo
o diestearato de glicerilo. Estos compuestos se pueden preparar también en forma sélida, que se libera rdpidamente.

Las formulaciones para uso oral pueden presentarse también como cdpsulas de gelatina dura en las cuales el
ingrediente activo estd mezclado con un diluyente sélido inerte, por ejemplo, carbonato de calcio, fosfato de calcio
o caolin, o como cédpsulas de gelatina blanda, en las cuales el ingrediente activo estd mezclado con agua o un medio
aceitoso, por ejemplo aceite de cacahuete, aceite de parafina o aceite de oliva.

Las suspensiones acuosas contienen los materiales activos en mezcla con excipientes adecuados para la fabrica-
cién de suspensiones acuosas. Tales excipientes son agentes de suspension, por ejemplo carboximetil-celulosa sédica,
etilcelulosa, hidroxipropil-metil-celulosa, alginato de sodio, polivinilpirrolidona, goma tragacanto y goma arabiga; los
agentes dispersantes o humectantes pueden ser un fosfatido existente naturalmente, por ejemplo, lecitina, o productos
de condensacidén o un 6xido de alquileno con dcidos grasos, por ejemplo poli(estearato de oxietileno), o productos de
condensacién de 6xido de etileno con alcoholes alifiticos de cadena larga, por ejemplo heptadecaetileno-oxicetanol, o
productos de condensacion de 6xido de etileno con ésteres parciales derivados de dcidos grasos y hexitol, tales como
monooleato de poli(oxietilen-sorbitol), o productos de condensacién de 6xido de etileno con ésteres parciales deri-
vados de 4cidos grasos y anhidridos de hexitol, por ejemplo monooleato de poli(etilen-sorbitdn). Las composiciones
acuosas pueden contener también uno o mds conservantes, por ejemplo p-hidroxibenzoato de etilo o de n-propilo, uno
0 mds agentes colorantes, uno o mas agentes saborizantes, y uno o mas agentes edulcorantes, tales como sacarosa o
sacarina.
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Los polvos y granulos dispersables adecuados para preparacién de una suspensién acuosa por adiciéon de agua
proporcionan el ingrediente activo en mezcla con un agente dispersante o humectante, agente de suspensién y uno o
mads conservantes. Agentes dispersantes o humectantes adecuados y agentes de suspension se ilustran por los ya men-
cionados anteriormente. Pueden estar presentes también excipientes adicionales, por ejemplo, agentes edulcorantes,
saborizantes y colorantes.

Los compuestos pueden encontrarse también en la forma de formulaciones liquidas no acuosas, v.g., suspensiones
aceitosas que pueden formularse por suspension de los ingredientes activos en un aceite vegetal, por ejemplo aceite de
cacahuete (“arachis 0il”), aceite de oliva, aceite de sésamo o aceite de cacahuete (“peanut 0il”’), o en un aceite mineral
tal como aceite de parafina. Las suspensiones aceitosas pueden contener un agente espesante, por ejemplo cera de
abejas, parafina dura o alcohol cetilico. Pueden afadirse agentes edulcorantes tales como los indicados anteriormente,
y agentes saborizantes, para proporcionar preparaciones orales agradables al paladar. Estas composiciones pueden
conservarse por la adicién de un anti-oxidante tal como 4cido ascérbico.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién pueden estar presentes también en la forma de emulsiones de
aceite en agua. La fase aceitosa puede ser un aceite vegetal, por ejemplo aceite de oliva o aceite de cacahuete, o un
aceite mineral, por ejemplo aceite de parafina o mezclas de éstos. Agentes emulsionantes adecuados pueden ser gomas
existentes naturalmente, por ejemplo goma ardbiga o goma tragacanto, fosfatidos existentes naturalmente, por ejemplo
soja, lecitina, y ésteres o ésteres parciales derivados de dcidos grasos y anhidridos de hexitol, por ejemplo monooleato
de sorbitan, y productos de condensacion de dichos ésteres parciales con 6xido de etileno, por ejemplo monooleato de
poli(oxietilen-sorbitdn). Las emulsiones pueden contener también agentes edulcorantes y saborizantes.

Pueden formularse jarabes y elixires con agentes edulcorantes, por ejemplo glicerol, propilen-glicol, sorbitol o
sacarosa. Tales formulaciones pueden contener también un demulcente, un conservante y agentes saborizantes y colo-
rantes.

Los compuestos se pueden administrar también en la forma de supositorios para administracién rectal del farmaco.
Estas composiciones se pueden preparar por mezcla del firmaco con un excipiente no irritante adecuado que es sélido
a las temperaturas ordinarias pero liquido a la temperatura rectal y fundird por consiguiente en el recto para liberar el
farmaco. Materiales de este tipo son manteca de cacao y polietilen-glicoles.

Serd apreciado por los expertos en la técnica que el método particular de administracion dependerd de una diversi-
dad de factores, todos los cuales se consideran rutinariamente cuando se administran productos terapéuticos.

Los compuestos de la invencién se emplean tipicamente a una dosificacién de 0,01 a 200 mg/kg por dia, preferi-
blemente 200 mg/kg por via intraperitoneal.

Se comprender4, sin embargo, que el nivel especifico de dosificacién para cualquier paciente particular dependera
de una diversidad de factores, que incluyen la actividad del compuesto especifico empleado, la edad, el peso corporal,
el estado general de salud, el sexo, la dieta, el tiempo de administracion, la ruta de administracién y la tasa de excrecion,
la combinacién de farmacos y la gravedad de la afeccién sometida a terapia.

Los compuestos de la invencién son inhibidores de la enzima quinasa raf. Dado que la enzima es un efector aguas
abajo de p21™, los presentes inhibidores son ttiles en composiciones farmacéuticas para uso humano o veterinario
donde la inhibicién del camino de la quinasa raf estd indicada, v.g., en el tratamiento de tumores y/o del crecimiento de
células cancerosas mediado por la quinasa raf. En particular, los compuestos son ttiles en el tratamiento de cdnceres
s6lidos humanos o animales, v.g. cdnceres murinos, dado que la progresion de estos cdnceres depende de la cascada
de transduccién de sefiales de la proteina ras y son por tanto sensibles al tratamiento por interrupcién de la cascada, es
decir, por inhibicion de la quinasa raf.

La actividad de un compuesto dado para inhibir la quinasa raf puede emplearse rutinariamente, v.g., de acuerdo
con los procedimientos descritos en esta memoria.

En un ensayo de quinasas in vitro de este tipo, se incuba raf con MEK en Tris-HC1 20 mM, de pH 8,2, que contiene
2-mercaptoetanol 2 mM y NaCl 100 mM. Se mezclan 20 microlitros de esta solucién de proteina con 5 ul de agua
o compuestos diluidos con agua procedente de soluciones stock 10 mM de los compuestos disueltos en DMSO. La
reaccion de la quinasa se inicia por adicién de 25 ul de [y-*P]ATP (1000-3000 dpm/pmol) en Tris-HCI 80 mM, pH
7,5, NaCl 120 mM, DTT 1,6 mM, MgCl, 16 mM. Las mezclas de reaccién se incuban a 32°C, usualmente durante
22 minutos y se ensaya la incorporacion de **P en la proteina recogiendo la mezcla de reaccién sobre esterillas de
fosfocelulosa, separando por lavado los recuentos libres con dcido fosférico al 1% y cuantificando la fosforilacién
por recuento de centelleo de liquido. Para seleccién de alta capacidad, se utilizan ATP 10 uM y MEK 0,4 uM. En
algunos experimentos, la reaccion de la quinasa se interrumpe por adicién de una cantidad igual de tamp6n de muestra
Laemmli. Las muestras se hierven durante 3 minutos y las proteinas se resuelven por electroforesis en geles Laemmli
al 7,5%. Se fijan los geles, secan y se exponen a una placa de produccién de imagenes (Fuji). La fosforilacién se
analiza utilizando un Sistema Analizador de Bio-Imdgenes Fujix. La fosforilacion por la proteina-quinasa C (0,05
mU; Boehringer Mannheim) de la histona H1 se ensaya de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
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Para el ensayo de crecimiento in vitro, se obtienen fibroblastos NIH3T3 sin transformar o fibroblastos transfor-
mados que expresan de manera estable su v-H-ras, v-Raf o v-fos (Onyx). Las lineas de fibroblastos se mantienen en
Medio de Eagle Modificado de Dulbecco rico en glucosa que contiene 10% de suero bovino fetal y glutamina 200 mM.
Se obtienen lineas de células de carcinoma de colon humano, DLD-1, Colo 205 y HCT116 de la ATCC (Rockville
MD) y se mantienen en RMPI con suero bovino fetal al 10% y glutamina 200 mM. El medio de cultivo de células y los
aditivos se obtienen de Gibco/BRL (Gaithersburg, MD) excepto para el suero bovino fetal (JRH Biosciences, Lenexa,
KS). En algunos experimentos, se siembran 3 x 10° células en placas de 96 pocillos y se dejan crecer durante una
noche a 37°C en una incubadora con 5% CO,. La proliferacién se determina dejando que las células incorporen *H-
timidina durante las tltimas 18 horas de cultivo, recogiendo las células sobre esterillas de fibra de vidrio y midiendo
la incorporacién de *H-timidina por recuento de centelleo de liquido.

Estos ensayos establecen que los compuestos de la formula I son activos para inhibir la actividad de la quinasa raf
y para inhibir el crecimiento de células oncogénicas.

Un ensayo in vivo del efecto inhibidor de los compuestos sobre los tumores (v.g., canceres sélidos) mediados por
la quinasa raf puede realizarse como sigue:

Se inyectan ratones CDI nu/nu (de 6 a 8 semanas) por via subcutdnea en el flanco a razén de 1 x 10° células con
la linea de células de adenocarcinoma de colon humano. Los ratones se dosifican por via intraperitoneal a 50, 100 y
200 mg/kg comenzando el dia 10, cuando el tamafio del tumor esta comprendido entre 50 y 100 mg. Los animales se
dosifican durante diez dias consecutivos una sola vez al dia; el tamafio del tumor se monitorizé con calibres dos veces
por semana hasta el dia 35.

El efecto inhibidor de los compuestos sobre la quinasa raf y por tanto sobre los tumores (v.g., cdnceres sélidos)
mediados por la quinasa raf puede demostrarse adicionalmente in vivo de acuerdo con la técnica de Monia et al.,
Nature Medicine, 2(6): 668-675 (1996).

De acuerdo con ello, los compuestos de la invencién son titiles en el tratamiento de canceres sélidos, tales como,
por ejemplo, carcinomas (v.g., de los pulmones, pancreas, tiroides, vejiga o colon), trastornos mieloides (v.g., leucemia
mieloide) o adenomas (v.g. adenoma velloso de colon).

Los compuestos de las férmulas 1-31 pueden producirse a partir de compuestos conocidos (o de materiales de par-
tida que, a su vez, pueden producirse a partir de compuestos conocidos), p.ej., por los métodos preparativos generales
que se muestran a continuacion:

Método A
o 1) HSCH,CO,CH,
N »~
RNC NaOCH,,
L
NH, 2 o ) ﬂN N
R gy O TR s’\go\
o)
Método B

RS R
HNJLN EtOH H AN
{ A | > H

7\
o\‘ Ti(OrP f)d s \n’ O«\/
0 o)

s
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Meétodo C
NH
/ { ’ BnO Bro>el 09" 2) HaNMe H 'Rosn
\
S Neon 8" rNHMe
0
3) HBr, NH, Y i Q/
HOAGM0 ” 2 ocN- ) \ N
8 INHWe ] §” Y-NHMe
° 0
Método D

1) H8CH,CO,CH, ¥
< 0> —==—=N » 0, 0.~ O e 720
() NaOCH, U’ 3/\“( ~ !

S
0 0

Método E

NH,  11COCL N:C:0  2) HoN-A HN B_N_A

R S ~ R S ~ R g N

0 (o} 0

Método F
0
1} PdOAc,

I AcOH, CO 3) tolueno, ?;
XQ\ ’\’ Qﬂ“‘NCO ‘“““‘“""’"’""“‘"’"
S 2) EtOCQCI, s >
NaN,
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Método G
1) Cs. 0, HN
% Rggoa 2 2)PUC, Hy d
Iy —— ) —— ¢}
b & &
G=CH N
3 NCO
0l ¥ M
—————ee S OMe
(o]
Método H
C\C 1) n-Buli; 2} n-Bul;
-————-——' -
€0, TeNy; TMSCHN, Ng
e
0 OH o’
3 HaIPdIC 4) COCly; HaN-A
D e P
a X
H Me i Me
0 O

Método 1

6. (Me}oSO,
&iw X{% 50% NaOH wﬂu
3. HNO3/ H,S0,

ny Pd/C, H, /7. Pd/C,H,

R=2H,Me R=H, Me
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Método J
o 2) A-NCO -
RS\)LH 1) Sy ACOZMQ TN s—[{ : 0 A
+ NEtsy R 4 ™ Método E R*Ng u)\u/
NC” CO,Me ~—

Abreviaturas utilizadas

Ac, acetilo; Ar, arilo; Boc, t-butoxicarbonilo; Bn, bencilo; Cbz, carbobenciloxi; DCC, diciclohexilcarbo-diimida;
DMAP, 4-dimetilaminopiridina; DMF, N,N-dimetilformamida; Et, etilo; EtOAc, acetato de etilo; LRMS, espectrome-
tria de masas de baja resolucion; Me, metilo; NMM, N-metil-morfolina; Ph, fenilo; Pr, propilo; pyr., piridina; TLC,
cromatografia en capa fina; TFA, 4cido trifluoroacético; TMS, trimetilsililo; Ts, p-toluenosulfonilo.

Sin mayor detalle, se cree que un experto en la técnica puede, utilizando la descripcidon que antecede, emplear
la presente invencién en su maxima extension. Las realizaciones especificas preferidas siguientes deben, por tanto,
considerarse como meramente ilustrativas y no limitantes del resto de la descripcién en modo alguno, cualquiera que
sea.

En lo anterior y en los ejemplos que siguen, todas las temperaturas se expresan sin corregir en grados Celsius, y, a
no ser que se indique otra cosa, todas las partes y porcentajes se expresan en volumen.

La descripcion completa de todas las solicitudes, patentes y publicaciones, citadas anteriormente y en lo sucesivo,
se incorporan en la presente memoria por referencia.

Ejemplos
Parte experimental

La cromatografia stbita se realizé utilizando gel de silice 60 (230-400 mallas) de EM Science. Los datos espec-
trales de masas se obtuvieron en un espectrémetro Krato-MS 80ORFA utilizando la técnica de bombardeo con dtomos

rapidos (FAB) a no ser que se indique otra cosa. Los puntos de fusién se realizaron en un aparato Uni-Melt Thomas-
Hoover y no estan corregidos.

TABLA 1

3-Ureido-tiofenos

Kninf@/
R s\ R?

Ejemplo # R’ R® Método pf °C o
LRMS
1 i-Pr COOMe A 93.95
2 t-Bu | cooMe A 124-126
3 t-Bu COOEt B (M+H)" = 361
4 t-Bu CONHMe C 230-231
5 CH,Br COOMe D 157-158
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TABLA 2

Sustitucion heteroarilo para A

H

OMe
Ejemplo # A Método pf °C o
LRMS
6 ne e CF3 E (M+H)" = 409
\'L T
7 /) F (M+H) =339
1.—@;} M ). |
8 1 S\} F (M+H) =353
9 /[:N\ E 186-188
\
10 , 'N‘H E (M+H)" =397
3
A
11 E (M+H) =372
12 N E 215-216
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13 5’“‘7—« 168-170
~ S
= "
14 g 229-231
o
15 N:\ A (M+H)’ = 381
\&‘5
16 ‘(’\/@ (M+H)" = 364
|
17 ﬂ (M+H)" = 353
» 8
s | L oAy =350
19 VN | (M+H)" =364
20 \ AN - (M+H)" = 364
21 o | (M+H) =351
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TABLA 3

Sustitucion furilo o pirrol para B

, ‘,a-' ’
A S
M H

Ejemplo # B X Método LRMS
22 A 4-Me H | (M+H) =33
e
AT o o
23 N 3 4-diCl H M’ =384
jg\(" El
7% ome
24 A 4-Me [ | (M*H) =330
5V
.71 H  OMe
25 I M* = 343

)Y 4-Me
e,
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TABLA 4

2-Ureido-tiofenos

iPr Q—’
8

O

Ejemplo # R® | A | Método l pf °C l
26 t-Bu 4-Me-Ph J 109-111
27 t-Bu Ph 1| 8082
28 t-Bu l“y\ J 206-208

WS

29 iPr | 4MePh | I | 4951
30 ' J 70-73

Los compuestos siguientes se han sintetizado de acuerdo con los métodos generales indicados anteriormente:

Método A

Sintesis del éster metilico del dcido 5-isopropil-3-(3-p-tolil-ureido)-tiofeno-2-carboxilico (Ejemplo 1)

L

Paso 1

§ COMe

A una suspensién de metéxido de sodio (14 g) en metanol (1 1) se afiadi6 tioglicolato de metilo (22,3 ml). La
solucién se agité 5 min, se afadié luego 3-cloro-4-metil-2-pentenonitrilo (32,4 g) [Hackler, R.E. et al. J. Heterocyclic
Chem. 1989, 26, 1575; Hartmann, H.; Liebscher, J. Synthesis 1984, 275; Gupton, J.T. et al. Synthetic Comm. 1982,
12, 34] en metanol (200 ml) y la solucién se calent6 a reflujo durante 90 min. Después de enfriar a 20°C, se elimind el
disolvente a vacio. El residuo se disolvi6 en acetato de etilo y se lavé con HCI 1IN, se secé sobre MgSOy,, y se elimind
el disolvente a vacio. El residuo se purificé por cromatografia sibita utilizando mezclas hexano/acetato de etilo para
dar 8,0 g (16%) del amino-tiofeno deseado.
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Paso 2

Una solucién de 3-amino-5-isopropil-2-metil-éster-tiofeno (233 mg) en tolueno (10 ml) se calentd a reflujo. Se
afiadié una solucién de p-metilfenil-isocianato (150 ul) en tolueno (5 ml) por medio de una bomba de jeringuilla
durante 1 h. La mezcla de reaccion se calento a reflujo durante 1 h, se enfrié a 20°C y se elimind el disolvente a vacio.
El residuo se purificé por cromatografia stibita utilizando mezclas hexano/diclorometano para dar 265 mg (68%) del
Ejemplo 1 como una espuma. 'H-NMR (CDCl;) § 1,28 (s, 3H), 2,30 (s, 3H), 3,06 (m, 1H), 3,75 (s, 3H), 7,11 (d, 2H),
7,30 (d, 2H), 7,72 (s, 1H), 7,83 (s, 1H), 9,67 (s, 1H).

Se sintetizé el éster metilico del dcido 5-terc-butil-3-(3-p-tolil-ureido)-tiofeno-2-carboxilico (Ejemplo 2) de acuer-

do con este procedimiento utilizando 3-cloro-4,4-dimetil-2-pentenonitrilo en lugar del 3-cloro-4-pentil-2-pentenoni-
trilo.

Método B

Sintesis del éster etilico del dcido 5-terc-butil-3-(3-p-tolil-ureido)-tiofeno-2-carboxilico (Ejemplo 3)

Una solucién de isopropéxido de titanio (1 ml), 3-(4-metil-fenil-urea)-5-terc-butil-tiofeno-2-carboxilato de metilo
(500 mg, 1,44 mmol), y etanol (10 ml) se calent6 a [sic] durante 4 h. Se eliminé el disolvente a vacio y el aceite resul-
tante se disolvi6 en cloruro de metileno y purificé por cromatografia subita (acetato de etilo/hexano). La concentracién
a vacio proporcioné 119 mg (23%) del Ejemplo 3. "TH-NMR (CDCls) 6 9,71 (s, 1H), 7,87 (s, 1H), 7,29 (d, J = 8,5 Hz,
2H), 7,15 (d, J = 8,1 Hz, 2H); 4,28 (q, J = 7,4 Hz, 2H); 2,33 (s, 3H), 1,29 (m, 12H).

Método C

Sintesis de la metilamida del dcido 5-terc-butil-3-(3-p-tolil-ureido)-tiofeno-2-carboxilico (Ejemplo 4)

Paso 1

Una solucién de 3-amino-5-t-butiltiofeno-2-carboxilato de metilo (20,0 g, 93,9 mmol), cloroformiato de bencilo
(80,4 ml, 563 mmol), carbonato de sodio (1,10 g, 9,93 mmol), tolueno (400 ml) y agua (50 ml) se mantuvo a reflujo 18
h. Se elimind el disolvente a vacio y el aceite resultante se disolvi en acetato de etilo, se lavd con agua, con salmuera,
se seco sobre sulfato de magnesio y se concentrd a vacio proporcionando el éster bencilcarbamato correspondiente
con rendimiento bruto cuantitativo.

Paso 2

El éster carbamato (13,6 g, 39,2 mmol) se disolvié en metilamina saturada/metanol (200 ml) en un recipiente
provisto de tapdon roscado. Se suspendio en la solucién cianuro de sodio (0,98 g, 20 mmol). Se cerrdé herméticamente
el recipiente y se calenté a 50°C durante 8 h. La solucidn se vertié en agua (500 ml) y se extrajo con acetato de etilo.
La capa de acetato de etilo se lavd luego con agua, salmuera, se secd sobre sulfato de sodio, y se concentré a vacio.
El material bruto se purificé por cromatografia stbita con acetato de etilo/hexano proporcionando 2,76 g (20%) del
carbamato de N-metil-amida.
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Paso 3

El carbamato (2,76 g, 8 mmol) se disolvié luego en 100 ml de 4cido bromhidrico 48%/4cido acético 1:1 y se calent6
a 30°C durante 24 h. La solucién 4cida se enfrié y se alcalinizé a pH 4 con bicarbonato de sodio saturado. Se afadi
metil-amina (4 ml, 2 M) en tetrahidrofurano antes de extraccién con cloruro de metileno. Se eliminé el disolvente a
vacio proporcionando 922,5 mg (54%) de la N-metil-amida-amina.

Paso 4

Una solucién de la amina (600 mg, 2,83 mmol), p-tolil-isocianato (356,4 ul, 2,83 mmol) y 2 ml de tolueno se
calent6 a reflujo durante 18 h. Se eliminé el disolvente a vacio y el sélido resultante se purificé por cromatografia
stibita con acetato de etilo/cloruro de metileno proporcionando 417 mg (44%) del Ejemplo 4. 'H-NMR (CDCl;) 6

10,53 (s, 1H); 7,90 (s, 1H); 7,29 (d, 2H, J = 8,5 Hz); 7,11 (d, 2H, J = 8,5 Hz); 5,59 (bs, 1H); 2,91 (d, 3H, J = 4,9 Hz),
2,31 (s, 3H), 1,38 (s, 9H); pf 202-204°C.

Método D

Sintesis del éster metilico del dcido 5-bromometil-3-(3-p-tolil-ureido)-tiofeno-2-carboxilico (Ejemplo 5)

Paso 1

A un matraz seco de 3 bocas que contenia metanol anhidro (10 ml) enfriado con un bafio de hielo-agua se afiadieron
esferas de sodio (116 mg, 5,06 mmol). Después que se hubieron disuelto completamente las esferas de sodio, se
afiadi6 tioglicolato de metilo (537 mg, 5,06 mmol). Después de aprox. 5 min, se afiadié a la mezcla una solucién de
4-(2-tetrahidropiranoxi)-2-butil-nitrilo bruto (0,76 g, 4,60 mmol) [Murray, R.; Zweifel, G., Synthesis, 1980, 150] en
metanol (10 ml). La mezcla se dejé calentar a la temperatura ambiente y se mantuvo a esta temperatura durante 2 h.
La mezcla se concentré y el concentrado se repartié entre EtOAc (100 ml) y agua (50 ml). La capa organica se lavo
con salmuera (2 x 50 ml), se sec6 (MgSQO,), y se concentrd a vacio. El producto bruto se purificé por Chromatotron
(placa de 4 mm, hexano-EtOAc, 9:1) para proporcionar el aminotiofeno (593 mg, 48%) como un aceite anaranjado.
"H-NMR (CDCl) 6 6,57 (s, 1H); 5,00 (br s, 2H); 4,79-4,72 (m, 1H); 4,62 (s, 2H); 3,90-3,80 (m, 1H); 3,82 (s, 3H);
3,58-3,53 (m, 1H); 1,90-1,52 (m, 6H); GC-MS 271 [M]*.

Paso 2

La amina del paso 1 se convirti6 en el éster metilico del 4cido 5-hidroximetil-3-(3-p-tolil-ureido)-tiofeno-2-carbo-
xilico siguiendo el método E utilizando toluidina en lugar del 2-amino-5-trifluorometil-1,3,4-tiadiazol. H-NMR (DM-
SO-dg) 6 9,86 (s, 1H); 9,48 (s, 1H); 7,83 (s, 1H); 7,34 (d, J = 8,1 Hz, 2H); 7,07 (d, J = 8,5 Hz, 2H); 5,71 (t, ] = 5,0 Hz,
1H); 4,61 (d, J = 4,4 Hz, 2H); 3,79 (s, 3H); 2,21 (s, 3H); MS (FAB-LSIMS) 321,2 [M+H]*; pf 166-168°C.

Paso 3

A una solucién de éster metilico del dcido 5-hidroximetil-3-(3-p-tolil-ureido)-tiofeno-2-carboxilico (25 mg, 0,078
mmol) en DMF anhidra (2 ml) se afiadieron N-bromosuccinimida (28 mg, 0,156 mmol), y trifenilfosfina (41 mg,
0,156 mmol). La mezcla se calent6é a 50°C y se mantuvo esta temperatura durante una hora. La mezcla se enfri6 a la
temperatura ambiente. Se afiadié metanol (0,5 ml) para destruir el exceso de reactivo. Después de 10 min, se afiadi
Et,O (55 ml) y la mezcla se lavé con agua (10 ml), NaHCO; saturado (2 x 10 ml) y salmuera (10 ml). La capa organica
se secd (MgSO,), y se concentré a vacio. El producto bruto se purificé por Chromatotron (placa de 2 mm, 2% EtOAc
en hexano) para proporcionar el Ejemplo 5 (12,5 mg, 42%) como un sélido blanco. '"H-NMR (CDCl;) 6 9,59 (s, 1H);
8,10 (s, 1H); 7,28 (d, 2H, J = 8,5 Hz); 7,17 (d, 2H, J = 8,1 Hz); 6,70 (bs, 1H); 4,59 (s, 2H); 3,82 (s, OCH,); 2,34 (s,
3H); MS (FAB-LSIMS) 382, 384 [M+H]*; p.f. 157-158°C.
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Método E

Sintesis del éster metilico del dcido 5-terc-butil-3-[3-(5-trifluorometil-[ 1,3,4 Jtiadiazol-2-il)-ureido |-tiofeno-2-car-
boxilico (Ejemplo 6)

Paso 1

A una solucién de fosgeno al 20% en tolueno (37,8 ml, 73,0 mmol) en diclorometano (90 ml) a -15°C se afiadi6
lentamente una solucién de piridina (5,9 ml, 73,0 mmol) y 3-amino-5-terc-butil-tiofeno-2-carboxilato de metilo (10,39
g, 48,7 mmol) en diclorometano (60 ml). Se dejé que la mezcla de reaccién se calentara lentamente hasta 20°C durante
18 horas. El lodo resultante se concentr6 a vacio hasta sequedad y se resuspendi6 en etil-éter, después de lo cual se
filtré con presion de argédn a través de una frita de vidrio. Se elimind el disolvente a vacio y el residuo de isocianato se
diluyé hasta 0,2 M en tolueno.

Paso 2

Una solucién de 2-amino-5-trifluorometil-1,3,4-tiadiazol (84,5 mg, 500 mmol) en 2 ml de la solucién toluénica
del paso 1 (400 umol) se agité durante 18 h y se eliminé el disolvente a vacio. El producto bruto se purificé por
cromatografia subita con acetato de etilo/hexano proporcionando 144,3 mg (88%) del Ejemplo 6 como una espuma.
"H-NMR (CDCl;) 6 12,5 (bs, 1H); 10,3 (s, 1H); 7.8 (s, 1H); 3,8 (s, 3H); 1,4 (s, 9H). FAB-MS [M+H]* 409.

Se sintetizé el éster metilico del dcido 5-terc-butil-3-[3-(1-metil-1H-pirazol-3-il)-ureido]-tiofeno-2-carboxilico
(Ejemplo 9) de acuerdo con este procedimiento utilizando N-metil-3-amino-pirazol en lugar del 2-amino-5-trifluo-
rometil-1,3,4-tiadiazol.

Se sintetizo el éster metilico del 4cido 5-terc-butil-3-[3-(5-terc-butil-[1,3,4]tiadiazol-2-il)-ureido]-tiofeno-2-carbo-
xilico (Ejemplo 10) de acuerdo con este procedimiento utilizando 2-amino-5-t-butil-1,3,4-tiadiazol en lugar del 2-
amino-5-trifluorometil-1,3,4-tiadiazol.

Se sintetizé el éster metilico del dcido 5-terc-butil-3-[3-(1H-indol-5-il)-ureido]-tiofeno-2-carboxilico (Ejemplo 11)
de acuerdo con este procedimiento utilizando 5-amino-indol en lugar del 2-amino-5-trifluorometil-1,3,4-tiadiazol.

Se sintetiz6 el éster metilico del 4cido S-terc-butil-3-[3-(5-metil-tiazol-2-il)-ureido]-tiofeno-2-carboxilico (Ejem-
plo 12) de acuerdo con este procedimiento utilizando 2-amino-5-metil-tiazol en lugar del 2-amino-5-trifluorometil-
1,3,4-tiadiazol.

Se sintetizé el éster metilico del 4dcido 5-terc-butil-3-[3-(5-etil-[1,3,4]tiadiazol-2-il)ureido]-tiofeno-2-carboxilico
(Ejemplo 13) de acuerdo con este procedimiento, utilizando 2-amino-5-etil-1,3,4-tiadiazol en lugar del 2-amino-5-
trifluorometil-1,3,4-tiadiazol.

Se sintetizo el éster metilico del acido 5-terc-butil-3-[3-(5-metil-[1,3,4]tiadiazol-2-il)ureido]-tiofeno-2-carboxilico
(Ejemplo 14) de acuerdo con este procedimiento utilizando 2-amino-5-metil-1,3,4-tiadiazol en lugar del 2-amino-5-
trifluorometil-1,3,4-tiadiazol.

Se sintetizé el éster metilico del dcido 5-terc-butil-3-[3-(5-ciclopropil-[1,3,4]tiadiazol-2-il)ureido]-tiofeno-2-car-
boxilico (Ejemplo 15) de acuerdo con este procedimiento utilizando 2-amino-5-ciclopropil-1,3,4-tiadiazol en lugar del
2-amino-5-trifluorometil-1,3,4-tiadiazol.

Se sintetizé el éster metilico del 4cido 5-terc-butil-3-{3-[2-(1-metil-1H-pirrol-2-il)-etil Jureido } -tiofeno-2-carboxi-

lico (Ejemplo 16) de acuerdo con este procedimiento, utilizando 2-(2-aminoetil)-1-metil-pirrol en lugar del 2-amino-
5-trifluorometil-1,3,4-tiadiazol.
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Método F
Sintesis del éster metilico del dcido 5-terc-butil-3-[3-(4-metil-tiofen-2-il)ureido |-tiofeno-2-carboxilico (Ejemplo
17)
1.8
AL
I3 och,
8
Q
Paso 1

Una solucién de 3-metiltiofeno (5 ml, 51,75 mmol) y persulfato de sodio (18,48 g, 77,6 mmol) y acetato de paladio
(5,81 g, 25,9 mmol) en 4cido acético (500 ml) se calent6 a reflujo. Se borboted una corriente lenta de mondxido de
carbono a través de la solucion durante 3 h. La mezcla de reaccidn se enfrié a 20°C y se concentr6 a vacio. El residuo
se disolvi6 en diclorometano, se afadio celita y la solucién se filtré y se paso luego a través de un taco de gel de silice,
después de lo cual se concentré a vacio. El residuo se disolvié en acetato de etilo y se extrajo en hidréxido de potasio
2 N. La capa acuosa se lavo con acetato de etilo y el pH se redujo hasta cero con HCI (conc.). El producto se extrajo
en acetato de etilo, se lavé con cloruro de sodio saturado y se concentré a vacio para dar 1,86 g (25%) de una mezcla
de 4cido 3-metil-2-tiofeno-carboxilico y dcido 4-metil-2-tiofeno-carboxilico.

Paso 2

Una solucién de 4cido 3-metil-2-tiofeno-carboxilico y dcido 4-metil-2-tiofeno-carboxilico (1,11 g, 7,81 mmol) y
trietilamina (1,3 ml, 9,38 mmol) en acetona (75 ml) se enfri6 a -15°C y se afiadié lentamente cloroformiato de etilo
(1,12 ml, 11,72 mmol). La mezcla se agit6 durante 15 min y se afadi6 azida de sodio (863 mg, 13,28 mmol) en agua
(15 ml). La mezcla de reaccién se agité durante 30 min, se diluyd luego con diclorometano y se lavo con cloruro de
sodio semi-saturado. La fase orgédnica se sec6 con sulfato de magnesio y el disolvente se eliminé a vacio. El residuo
se purificé por cromatografia sibita con hexano/acetato de etilo para dar 213 mg (70%) de la mezcla de azido-ésteres.

Paso 3

El azido-éster (120 mg, 718 umol) se disolvié en tolueno (3 ml) y se calenté a 100°C durante 5 h, después de lo
cual se enfri6 a 20°C. Se afiadi6é 3-amino-5-terc-butil-2-tiofeno-carboxilato de metilo (106 mg, 500 umol) y la mezcla
de reaccion se calenté a 95°C durante 18 h. Se enfrié la mezcla de reaccioén a 20°C y se elimind el disolvente a vacio.
El material bruto se purific6 por cromatografia stibita con hexano/acetato de etilo y se purificé luego por HPLC en fase
normal con diclorometano, proporcionando 82,1 mg (46%) del Ejemplo 17 y 18 mg (10%) de derivado de 3-metil-
tiofeno.

Se sintetizé el éster metilico del dcido 5-terc-butil-3-(3-tiofen-2-il-ureido)-tiofeno-2-carboxilico (Ejemplo 7) de
acuerdo con este procedimiento, pasos 2 y 3, utilizando 4cido 2-tiofeno-carboxilico en lugar del dcido 3-metil-2-
tiofeno-carboxilico.

Se sintetizd el éster metilico del dcido 5-terc-butil-3-[3-(5-metil-tiofen-2-il-ureido)-tiofeno-2-carboxilico (Ejemplo
8) de acuerdo con este procedimiento, pasos 2 y 3, utilizando 4cido 5-metil-2-tiofeno-carboxilico en lugar del 4cido
3-metil-2-tiofeno-carboxilico.

Método G

Sintesis del éster metilico del dcido 5-terc-butil-3-[3-(1-etil-1H-pirrol-3-il)-ureido |-tiofeno-2-carboxilico (Ejem-
plo 18)

n%@w\

P OCHs

0
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Paso 1

Una solucién de 3-nitropirrol (446 mg, 4,16 mmol), carbonato de cesio (1,63 g, 4,99 mmol), yodoetano (998 yl,
12,48 mmol) en DMF (10 ml) se agit6 durante 2,5 horas a 20°C. La mezcla de reaccion se diluy6 con acetato de etilo,
se lavo con dcido clorhidrico 1N (3x), se sec6 con sulfato de sodio y se elimind el disolvente a vacio. El material bruto
se purificé por cromatografia stbita con diclorometano al 100%, proporcionando 480 mg (82%) como un aceite.

Paso 2

A una solucién del producto del paso 1 (480 mg, 3,43 mmol) en metanol (10 ml) se afiadi6 paladio al 10% sobre
carbon vegetal (30 mg). La mezcla de reaccion se hidrogend a la presion atmosférica durante 18 h a 20°C, y se filtré
luego. El disolvente se elimind a vacio proporcionando 342 mg (91%) como un aceite.

Paso 3

Una solucién del producto del paso 2 (342 mg, 3,11 mmol) y 5-t-butil-3-isocianotiofeno-2-carboxilato de metilo
(0,2 M en tolueno, 3 ml) se agit6 durante 20 h a 20°C. Se elimind el disolvente a vacio y el material bruto se purificé por
cromatografia subita con acetato de etilo/hexano, proporcionando 136 mg (65%) del Ejemplo 18 como una espuma.
"H NMR (CDCl;) 6 9,7 (s, 1H); 8,0 (s, 1H); 7,75 (s, 1H); 7,65 (m, 2H); 7,3 (m, 2H); 3,8 (s, 3H); 1,3 (s, 9H). FAB-MS
(M+H)* 350.

Se sintetiz6 el éster metilico del dcido 5-terc-butil-3-[3-(1-propil-1H-pirrol-3-il)-ureido]-tiofeno-2-carboxilico
(Ejemplo 19) de acuerdo con este procedimiento utilizando bromuro de alilo en lugar de yodoetano.

Se sintetiz6 el éster metilico del 4cido 5-terc-butil-3-[3-(1-isopropil-1H-pirrol-3-il)-ureido]-tiofeno-2-carboxilico
(Ejemplo 20) de acuerdo con este procedimiento utilizando 2-bromopropano en lugar de yodoetano.

Se sintetizé el éster metilico del acido 5-terc-butil-3-[3-(1-etil-1H-pirazol-3-il)-ureido]-tiofeno-2-carboxilico
(Ejemplo 21) de acuerdo con este procedimiento utilizando 3-nitropirazol en lugar de 3-nitropirrol.

Método H

Sintesis del éster metilico del dcido 5-terc-butil-3-(3-p-tolil-ureido)-furan-2-carboxilico (Ejemplo 22)

hOWH

b

COMe

Paso 1

Se anade n-butil-litio (25 ml, 40 mmol) 1,6 M en solucién hexanica, 1,1 equiv) gota a gota a una solucién de 4,5
g de 2-t-butilfurano (36 mmol) en 60 ml de THF seco a -78°C bajo N,. Después de 30 min, se reemplaza el bafio de
refrigeracidon con un bafio de hielo y la mezcla se agita a 0°C durante 1 h. Se borbotea CO, seco, generado a partir
de hielo seco y secado en una torre de Na,SO, anhidro, a través de la mezcla de reaccién durante 20 min a -78°C y
luego a 0°C. La mezcla de reaccién se acidifica con HC1 1M hasta pH 1, y se extrae luego con acetato de etilo. La capa
orgdnica se lava con salmuera, se seca (NaSQ,) y se concentra para dar 4,2 g de 4cido 2-terc-butil-5-furanoico como
un sélido amarillo pélido (69%). '"H NMR (CDCl;) 6 11,0 (br s, 1H), 7,19 (d, 1H, J = 3,3 Hz), 6,11 (d, 1H, J = 3,3
Hz), 1,29 (s, 9H).

Paso 2

Una solucién de 2,0 g del 4cido furanoico (11,9 mmol) en 30 ml de THF seco se enfria a -78°C bajo N, antes de
la adicién gota a gota de 15,6 ml de n-butil-litio (25 mmol, 1,6 M en solucién hexdnica, 2,1 equiv). Después de 30
min, se afladen gota a gota 2,3 g de TsN; (11,9 mmol, 1,1 equiv) en 3 ml de THF seco (lavado de 3 ml), por medio de
una cdnula. La solucién amarilla se deja calentar hasta 0°C durante 2 h, se afiaden luego 6 g de acetato de potasio (60
mmol, 5 equiv) y la suspension se agita rapidamente a la temperatura ambiente durante 14 h. La mezcla se diluye con
éter y se extrae con agua. La fase acuosa se acidifica a pH 1 con HCI 1M, y se extrae luego concienzudamente con
acetato de etilo. La fase orgdnica se lava ulteriormente con salmuera, se seca sobre NaSO, y se concentra. Se afiade
una solucién en hexano de TMSCHN, (45 ml, 90 mmol, 2,0 M) al aceite rojo en 150 ml de éter y 20 ml de metanol.
Después de 30 min, se concentra la mezcla, y se somete a cromatografia stbita (acetato de etilo al 10% en hexano)
para dar 1,72 g de un aceite incoloro. El andlisis del producto por '"H NMR indica una mezcla ~ 2:3 del compuesto
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del titulo y éster metilico del dcido 5-t-butil-2-furanoico, que se eluyen juntos. La mezcla se utiliza sin purificacién
ulterior. FTIR (pelicula) cm™ 2965 (s), 2118 (s), 1723 (s); '"H NMR (CDCl;) 6 5,99 (s, 1H), 3,80 (s, 3H), 1,25 (s, 9H).

Paso 3

Una botella Parr que contiene 1,72 g de la mezcla obtenida a partir de la reaccién anterior y 0,5 g de Pd (al 10%
sobre carbono) en 30 ml de Cellosolve se lleva a vacio sucesivamente y se purga con H, gaseoso 3 veces. La mezcla
de reaccion se agita luego mediante sacudidas en una atmésfera de H, [40 psi (2,81 kg/cm?)] durante 1 h, se diluye
con acetato de etilo y se filtra a través de celita. La solucién concentrada se somete a cromatografia subita (acetato de
etilo al 20% en hexano) para dar 0,59 g de la amina (25% de rendimiento total) como un sélido cristalino, y 0,73 g del
éster metilico recuperado (34%). FTIR (pelicula) cm™' 3330-2950 (s, br), 2850 (m), 1680 (s), 1637 (s), 1537 (s), 1346
(), 1131 (s); "HNMR (CDCl5) 6 5,76 (s, 1H); 4,24 (br s, 2H), 1,29 (s, 9H); *C NMR (CDCl;) § 178,7, 168,1, 160,5,
144,9 (br), 124,1, 98,3, 50,5, 32,8, 28,3.

Paso 4

Se afiade rapidamente fosgeno (1,3 ml, 2,5 mmol, solucién 1,93 M en tolueno, 10 equiv) a una solucién de 50 mg
del producto del paso 3 (0,25 mmol) en 1,0 ml de piridina seca 'y 5 ml de tolueno seco a temperatura ambiente bajo N,.
Después de 30 min, se concentra a vacio la suspensién anaranjada, se carga luego sucesivamente con 1 ml de tolueno
seco y se evapora (2 veces). Finalmente, se afiaden 3 ml de tolueno antes de la adicién de 100 mg de toluidina (0,93
mmol, 3,7 equiv). La mezcla anaranjada se agita durante una noche, se diluye con acetato de etilo y se lava con HCl
IM, y salmuera, se seca luego (Na,SO,) y se concentra. El residuo se purifica por cromatografia stbita para dar 80
mg del Ejemplo 22 (96%) como un aceite amarillo palido. FTIR (pelicula) cm™ 3400-3200 (m, br), 2966 (s), 1676
(s), 1622 (s), 1536 (s), 1306 (s), 1097 (m); '"H NMR (CDCl;) 6 8,68 (br s, 1H), 7,87 (br s, 1H), 7,27 (d, 2H, J = 8,1
Hz), 7,11 (d, 2H, J = 8,1 Hz), 7,02 (s, 1H), 3,77 (s, 3H), 2,30 (s, 3H), 1,28 (s, 9H); *C NMR (CDCl;) § 168,2, 160,5,
152,5, 137,7, 134,8, 134,0, 129,5, 126,0, 121,4, 100,1, 51,0, 33,0, 28,3, 20,6.

Se sintetiz6 el éster metilico del 4cido 5-terc-butil-3-[3-(3,4-dicloro-fenil)-ureido]-furan-2-carboxilico (Ejemplo
23) de acuerdo con este procedimiento, utilizando amino-3,4-diclorobenceno en lugar de toluidina.

Método 1

Sintesis del éster metilico del dcido 5-terc-butil-3-(3-p-tolil-ureido)-1H-pirrol-2-carboxilico (Ejemplo 24)

Paso 1

Se afiade clorotrimetilsilano (17,9 ml, 141 mmol, 2,5 equiv) en una sola porcion a una solucién de 4cido pirrol-2-
carboxilico (6,28 g, 56,5 mmol) en metanol seco (100 ml) bajo N, a temperatura ambiente. Después de agitar durante
una noche, se concentra la mezcla de reaccién a vacio, se disuelve en diclorometano, se lava con agua, se seca (Na,SO,)
y se concentra para dar 4,62 g de pirrol-2-carboxilato de metilo como un sélido semicristalino de color tostado (65%),
que se utilizo sin purificacién ulterior. 'H NMR (CDCls) 6 9,3 (br s, 1H), 6,96 (br m, 1H), 6,92 (br m, 1H), 6,29 (br q,
1H), 3,86 (s, 3H).

Paso 2

Se afiade cloruro de aluminio (0,710 g, 5,33 mmol, 2,2 equiv) en una sola porcién a una solucién de pirrol-
2-carboxilato de metilo (0,30 g, 2,42 mmol) en dicloroetano seco (12 ml) bajo N, a la temperatura ambiente. A
continuacién, se aflade 2-cloro-2-metilpropano (0,26 ml, 2,42 mmol, 1,0 equiv) en una sola porcién por medio de
una jeringuilla. Después de 2 h, la solucién anaranjada se extingue por vertido lento en una solucién saturada de
bicarbonato de sodio. La suspensién blanca resultante se extrae con dietil-éter (2 x). Las capas orgdnicas reunidas
se secan (Na,SO,) y se concentran a vacio para dar 0,40 g de 5-t-butilpirrol-2-carboxilato de metilo como un sélido
blanquecino. La cromatografia sibita (40% hexano en diclorometano) da 0,36 g del material deseado como un sélido
amorfo blanco (81%). '"H NMR (CDCl,) 6 8,82 (br's, 1H), 6,81 (t, 1H, J = 3,3 Hz), 6,00 (t, 1H, J = 3,3 Hz), 3,83 (s,
3H), 1,31 (s, 9H).

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 153 337 T3

Paso 3

Se afade 4cido nitrico fumante (0,57 ml, 13,6 mmol, 1,5 equiv) en una sola porcién por medio de una jeringuilla a
una mezcla heterogénea de 5-t-butilpirrol-2-carboxilato de metilo (1,65 g, 9,10 mmol) en 4cido sulftirico concentrado
(19 ml) bajo N, a la temperatura ambiente. Después de 1 h, la mezcla de reaccién se vierte sobre agua con hielo
y se neutraliza lentamente a pH 7 con carbonato de sodio sé6lido, se extrae con dietil-éter (2 x), se seca (Na,SO,),
y se concentra a vacio. El residuo se somete a cromatografia subita (30% hexano en diclorometano) para dar 0,44
g del producto deseado, ademas de 0,27 g de producto bis-nitrado que tiene mayor movilidad. La repeticién de la
cromatografia de las fracciones mixtas proporciona 0,22 g adicionales de 5-t-butil-3-nitropirrol-2-carboxilato de metilo
(32% de rendimiento total). Mono-nitrado: "H NMR (CDCl,) 6 9,22 (br s, 1H), 6,56 (d, 1H, J = 3,3 Hz), 3,93 (s, 3H),
1,33 (s, 9H). Bis-nitrado: '"H NMR (CDCls) 6 9,17 (br s, 1H), 3,91 (s, 3H), 1,52 (s, 9H).

Camino A
Paso 4

Una botella de hidrogenacién Parr provista de un tubo de cultivo de vidrio desechable de 16 x 100 mm se carga con
5-t-butil-3-nitropirrol-2-carboxilato de metilo (14 mg, 0,062 mmol) en metanol seco (1 ml) y Pd (10% sobre carbono,
3 mg). La mezcla de reaccion se lleva a vacio y se purga con H, gaseoso 3 veces sucesivamente. La mezcla de reaccién
se agita luego mediante sacudidas en atmésfera de H, [35 psi (2,46 kg/cm?)] durante 1 h, se diluye con diclorometano
y se filtra a través de celita. El filtrado se concentra a vacio para dar 3-amino-5-t-butilpirrol-2-carboxilato de metilo
como un aceite amarillo brillante (100%, rendimiento bruto). '"H NMR (CDCl;) § 7,89 (br s, 2H), 5,52 (d, 1H, J = 2.8
Hz), 3,82 (s, 3H), 1,26 (s, 9H).

Paso 5

Se afiade fosgeno (0,32 ml, 0,62 mmol, solucién 1,93 M en tolueno, 10 equiv) rdpidamente a una solucién de 3-
amino-5-t-butilpirrol-2-carboxilato de metilo (12,2 mg, 0,062 mmol) y piridina seca (247 ml, 3,06 mmol, 49.4 equiv)
en tolueno seco (1 ml). Después de 30 min, la suspension anaranjada se concentra a vacio, se carga luego sucesivamente
con 1 ml de tolueno seco y se evapora (2 x). Finalmente, se afiade tolueno (2 ml) antes de la adicién de p-toluidina (10
mg, 0,094 mmol). La mezcla se calienta a [sic] durante 3 h antes de concentrarla a vacio. El residuo se purifica por
TLC preparativa (2 placas, 0,25 mm de espesor, 20 x 20 cm, metanol al 2% en diclorometano). La banda mds activa
en UV se aisla y el producto se extrae con 5% de metanol en diclorometano para dar 16,4 mg del Ejemplo 24 como
un sélido amorfo amarillo palido (80%).

FT-IR (peletdekB) cm™ 3341 (s), 2947 (m), 1676 (s), 1583 (s), 1548 (s), 1456
(s), 1279 (s), 1208 (s), 1094 (s); MS (ES) = 330.1 (m+1); '"H NMR (MeOD, CDCl,) d
8.45 (brs, 1H), 8.19 (brs, 1H), 7.27 (d, 2H, J = 7.3 Hz), 7.14 (4, 2H, ] = 8.4 Hz), 6.95
(brs, 1H), 6.78 (d, 1H, J = 2.8 Hz), 3.73 (s, 3H), 2.32 (s, 3H), 1.29 (s, 9H); "C NMR
(MeOD, CDCly) d 16].89, 153.51, 147.62,136.15, 132.17, 128.90, 119.58, 105.92,
97.36, 50.00, 31.45, 28.99, 19.65.

Sintesis del éster metilico del dcido 5-terc-butil-1-metil-3-(3-t-tolil-ureido)- 1 H-pirrol-2-carboxilico (Ejemplo 25)

Camino B

Paso 6

Se afiade hidréxido de sodio (0,21 g, 2,65 mmol, 50% acuoso, 6 equiv) a una solucién fria (0 a -10°C) de 5-t-butil-
3-nitropirrol-2-carboxilato de metilo (100 mg, 0,44 mmol), bromuro de benciltributil-amonio (158 mg, 0,44 mmol, 1

equiv), y sulfato de dimetilo (46 ml, 0,49 mmol, 1,1 equiv) en diclorometano (1 ml). Después de 5 min, se retira el
bafio de enfriamiento y la mezcla se agita durante 4 h a la temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se diluye con
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diclorometano, se lava con agua (1 x), acetato de amonio al 10% (2 x), se seca (Na,SO,), y se concentra a vacio para
dar un aceite amarillo brillante. El residuo se purifica por cromatografia stibita (30% hexano en diclorometano) para
dar 61 mg de 5-t-butil-1-metil-3-nitropirrol-2-carboxilato de metilo como un aceite amarillo palido que solidifica al
dejarlo en reposo (62%). "H NMR (CDCls) 6 6,47 (s, 1H), 3,92 (s, 3H), 3,80 (s, 3H), 1,38 (s, 9H).

Paso 7

El nitrocompuesto se reduce de una manera similar a la indicada para 3-amino-5-t-butilpirrol-2-carboxilato de me-
tilo para obtener 59 mg de 3-amino- 1-metil-5-t-butilpirrol-2-carboxilato de metilo como un aceite (100%, rendimiento
bruto). '"H NMR (CDCl;) 6 5,48 (s, 1H), 4,34 (br s, 2H), 3,85 (s, 3H), 3,80 (s, 3H), 1,33 (s, 9H). *C NMR (CDCl;) §
162,24, 148,95, 142,27, 107,39, 95,73, 50,55, 50,04, 34,73, 31,92, 29,67.

Paso 5

Se afnade rdpidamente fosgeno (1,45 ml, 2,80 mmol, solucién 1,93 M en tolueno, 10 equiv) a una solucién de 3-
amino- 1-metil-5-t-butilpirrol-2-carboxilato de metilo (59 mg, 0,280 mmol) en piridina seca (1 ml) y tolueno seco (2
ml). Se afiade tolueno seco adicional (3 ml) para favorecer la agitacion de la mezcla heterogénea. Al cabo de 30 min,
la suspensidn anaranjada se concentra a vacio, se carga luego sucesivamente con tolueno seco (1 ml) y se evapora
(2 x). Finalmente, se afiade tolueno (3 ml) antes de la adicién de p-toluidina (111 mg, 1,04 mmol, 3,7 equiv). La
mezcla homogénea resultante se agita durante una noche, se diluye con diclorometano y se lava con HCl 1M. La capa
acuosa se extrae luego concienzudamente por retroceso con diclorometano (2 x), y las fases organicas reunidas se
secan (Na,S0,), se concentran a vacio, y se purifican por cromatografia subita (10% AE [sic] 25% acetato de etilo en
hexano) para dar 66 mg del Ejemplo 25 como un sélido amarillo palido (69%). FT-IR (pelet de KBr) cm™ 2364 (s),
2335 (s),

1659 (m), 1579 (m), 1542 (m), 1354 (w), 1232 (w); 'H NMR (CDCl,) d 8.81 (br s,
1H), 7.26 (ap d, 3H (2H + 1 NH), ] = 8.4 Hz), 7.11 (4, 2H, J = 8.4 Hz), 6.80 (s, 1H),
3.88 (s, 3H), 3.64 (s, 3H), 2.31 (5, 3H), 1.35 (s, 9H); "C NMR (CDCL,) d 161.95,
133.01, 148.59, 135.34, 133.97, 133.78, 129.54, 122.02, 108.82, 98.76, 50.38, 35.03,
32.12,31.37,29.76. |

Método J

Sintesis del éster metilico del dcido 5-terc-butil-2-(3-p-tolil-ureido)-tiofeno-3-carboxilico (Ejemplo 26)

COsMe

B

] ﬁ ﬁ

Paso 1

Se afiadi¢ trietil-amina (3,04 ml, 21,8 mmol) a una solucién de cianoacetato de metilo (4,00 g, 40,4 mmol), azufre
(1,29 g, 40,4 mmol) y DMF (20 ml) a la temperatura ambiente. Se afiadié 3,3-dimetil-butiraldehido (5,08 g, 40,4
mmol) y se agit6 durante 1 h antes de verterla en agua (200 ml). Se separaron los sélidos por filtracién y el filtrado se
extrajo con acetato de etilo. La capa de acetato se filtré a través de un taco de gel de silice y se concentré a vacio. La
purificacién por cromatografia sibita proporcioné 4,19 g (49%) de 2-amino-5-t-butiltiofeno-3-carboxilato de metilo.

Paso 2

Se condens6 luego el 2-amino-5-t-butiltiofeno-3-carboxilato de metilo con p-tolil-isocianato en las condiciones
descritas en el Método A, paso 2, para producir 29 mg del Ejemplo 26 (18%). '"H NMR (CDCl;) 6 10,37 (s, 1H); 7,32
(d, J =8,5Hz, 2H); 7,16 (d, J = 8,1 Hz, 2H); 6,82 (s, 1H); 6,75 (bs, 1H); 3,81 (s, 3H); 2,34 (s, 3H); 1,38 (s, 9H); p.f.
109-111°C.

Se sintetizé el éster metilico del 4cido 5-terc-butil-2-(3-fenil-ureido)-tiofeno-3-carboxilico (Ejemplo 27) de acuer-
do con este método utilizando fenil-isocianato en lugar del p-tolil-isocianato.
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Se sintetizo el éster metilico del acido 5-terc-butil-2-(3-(5-¢til-[1,3,4]tiadiazol-2-il)-ureido)-tiofeno-3-carboxilico
(Ejemplo 28) de acuerdo con este método, paso 1, y a continuacién el Método E utilizando 2-amino-5-etil-1,3,4-
tiadiazol en lugar del 2-amino-5-trifluorometil-1,3,4-tiadiazol.

Se sintetizo el éster metilico del 4cido 5-isopropil-2-(3-p-tolil-ureido)-tiofeno-3-carboxilico (Ejemplo 29) de acuer-
do con este método, paso 1, utilizando 3-metil-butiraldehido en lugar de 3,3-dimetil-butiraldehido seguido por el
Meétodo E utilizando toluidina en lugar del 2-amino-5-trifluorometil-1,3,4-tiadiazol.

Se sintetizo el éster metilico del 4cido 5-isopropil-2-[3-(5-metil-tiofen-2-il)-ureido]-tiofeno-3-carboxilico (Ejem-
plo 30) de acuerdo con este método, paso 1, utilizando 3-metil-butiraldehido en lugar de 3,3-dimetil-butiraldehido
seguido por el método F, pasos 2 y 3, utilizando dcido 5-metil-2-tiofeno-carboxilico en lugar del 4cido 3-metil-2-
tiofeno-carboxilico.

Los ejemplos que anteceden pueden repetirse con éxito similar empleando las sustancias reaccionantes descritas
genérica o especificamente y/o las condiciones operativas de esta invencion en lugar de las utilizadas en los ejemplos
que anteceden.

A partir de la descripcién anterior, un experto en la técnica puede averiguar facilmente las caracteristicas esenciales

de esta invencion, y puede realizar diversos cambios y modificaciones de la invencion para adaptarla a diversos usos y
condiciones.
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1. Uso de un compuesto de las férmulas:
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S CO2CH3 CO2CH3

t-Bu
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O /

N—N
ar Lo

NH \N’N
B ﬂ

S CO2CH3

CO2CH3

0
™ NHJ< /(S“k
= 0 N NHY, N
S N
;LNHJLNH/L-}\ tB /d
CH300C U SN C0,CH3
t-Bu t-Bu
= o) N-N B O N-N
S N\
/B = !
i;LNHJLNHAS%Et NHJLNH/kS)\
CH300C CH300C
j)’\ /\I\> By
NH” “NH N -~ .
at Aol L
tBu”” 8”7 NCO NH™ "NH™ °S
»CHs CH;00C
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t-Bu t-Bu
L0 S O
= N—Et N—n-Pr
S NH/"\NH == S\ A NHJ\NH =
02CH3 CO2CH3
t-Bu t-Bu °
N—i-Pr N—Et
SN NH)LNH = SN NH/lLNH N
COCHs3 COCHs
1 X
NH NH—@— NH NH‘QCI
t-Bu—[g\ t-Bu /N Cl
0] CO,CH; 0 CO,CH;
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CO2CH3
N

S8 i—»r@m—g“()

N

t-Bu” 57 “NH” “NH

CO2CH3

/ \

i-Pr

para la preparacion de un medicamento para el tratamiento del crecimiento de células cancerosas mediado por la

quinasa raf.

CO2CH;3

2. El uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el cual el compuesto tiene las férmulas:

i-Pr S CO2CH;

O

A

NH

~

t-Bu S CO2Et

t-Bu

30

O
NH

o~

S CO2CH3

O

J

NH
L3
t-Bu S
O

NH

NH__
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3. El uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el cual el compuesto tiene las férmulas:

F
z s
F
\
NH NH/<‘N,N
el
PN N8N CcoLcH:
ST
jjl\ S t-Bu
NH NH - /[cj)\ ST\
3 [N S
t-Bu S CO2CH3 CO2CH3
0 / 0O t-Bu
N—N S
NH/!LNH-—K/) NH/(NH/(\N,‘N
/ \ t-Bu / \
t-Bu” °S7 “COCH: S CO2CH3
H
N
S S J o =
i . /U\NH AN\ N
NH” “NH N-N
Jal 8 )
t-Bu” " “CO,CH, t-Bu” 87 "COLHy
t-Bu t-Bu

CH300C CH300C
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NH)O}\NH /\/[? t—BuM\ 3
Jat Aok

t-Bu S CO2CH3 CH300C

t-Bu t-Bu
== j\ D——Et = j’\ /[:N—n-Pr
—————
7> NH” NH SN e
02CHa CO2CH3
t-Bu
el QP
—1-rr
ZSNHT OSNEHT
CO2CH3
[ &)
t-Bu
S L e
s ot
Z >SN SN N
CO2CH3

4. El uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el cual el compuesto tiene las formulas:

0
NHJLNH‘Q—
t-Bu / \
0" "CO,CH;

(o}
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CO,CH,

0]
NH’U\ NHQCI
t~Bu-—z_o-§\ Cl

5. El uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el cual el compuesto tiene las férmulas:

N~ co,CH,

|
Me

6. El uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el cual el compuesto tiene las férmulas:

33
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7. El uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el cual el compuesto tiene las férmulas:

9 X
NH/“\NH NH” ~NH
/[—ﬁ\ /[_g\
+Pr” 87 TCO.CH3 t-Bu S CO2CH3
t-Bu t-Bu
v )G‘\W/SCS 7>:L
= 0]
S F x S N7\
NH = i
WS
CO2CH3 CH300C
t-Bu t-Bu
= 0 N~N = 0O N-N
S S
e /R - 7B\
)>1NH/ILNH g Et NHJLNH*S%
CH300C CHs00C
/E S‘\)> >
\
NH /(\ ==
A= N W
B \ NH” “NH” S
EBUT NN C0osCHs CH;00C
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8. Un compuesto de las férmulas:

t-Bu S” TCOzEt O
o F F
NH"LNH NH/KNH’« \N
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$TN
ﬁ\ . +-Bu
i _ 0 S
NH~ TNH A\
— oIS W4
t-By~ °§" "CO:CH; CO:CH3
0 -
L3 L s~
NH” “NH (“ NH —4 N

N-N
/ \ / \
t-Bu S C()2CH3 t-Bu S° TCOCH;
t-Buy B
o 0 N = 0 -N
S AR s N
A A A A A A
) NH NH S NH NH [
CH;00C CH300C
t-By 0
L s
S o O N-N NH RH”QN;N
A M M ,(‘/\{\
. NH™ °§ t-Bu
CH3;00C 87 “CO:CH:
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0]
I\ -Bu
NH)‘\NH/\/(;> -

t-Bu S CO2CH3 CH3;00C NH NH
t-Bu t-Bu
O ==
D™ DO
Z N~ “NH 7 “NH” “NH
0,CH;3 CO2CH3
t-Bu t-Bu
0
DL O
COrCH3 CO2CH3

O “COCH; o)

0 )
NHJ\NH—Q— NH’U\NHQ—Q
\ Cl
CO,CH;

0o 8]
t-Bu—@\ t-Bu—lj\
CO,CH; CO,CH,;

A Me
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NH NH
S
@ Jat
t-Bu” " “COCH; t-Bu CO.CH,
CO2CH3
COCH3
N
N7\ /\
/ \ )ok ' S>_Et i-Pr NH—(
t-Bu NH™ "NH 0
(o]
CO2CH3
3,
i-Pr S 'NH
_\g \Q
9. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 8, de las férmulas:
0 0
Jat A3
t-Bu” S~ "CO2CH;3 t-Bu” °S” "COzEt
0
X o
NH NH
.
I\ t-Bu” S ~
i-Pr S~ TCO2CH3 0]
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0]

A

Br\/d\
§° "COCH3

10. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 8, de las férmulas:
F. F

/(() /48‘%1:

NH N

NH™ S
t-Bu/(i
S

CO2CH»

t-Bu S® "COCH3

H
N
e 5 3.
N-N
Jat A3 \
t-Bu S “CO,CH t-Bu S© "CO:CH3
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t-Bu t-Bu
= 0o N =~ 0 N-N
S —\>\ S
= / I\
NH/”\NHAS = NH/LNH/LS%B
CH3;00C CH300C
t-Bu 0
S
S 0 N-N NH/(NH/QN,\N

It Ao

t-Bu S CO2CH3 CH3;00C

t’Bu O t'Bu
— = o
Lo o L D
7 “NH” “NH A NH
0:CH3 CO2CH;3
t-Bu
— 8] = )
XL
7 SNH” “NH
CO2CH3
[
t-Bu
B
A \H N

CO2CH3
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11. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 8, de las férmulas:

t-Bu

(o) CO,CH3

12. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 8, de las férmulas:

t-Bu

t-Bu

/

Me

oLy

CO,CH;

(o]

oL ()

CO,CH;

13. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 8, de las férmulas:

t-Bu

NH

S
/\i

0

M

CO2CH3
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CO2CH3
CO:CH3

~N
o N Y—rt b A
t-Bu/@\NH/u\NH)\S i ’ NH_<:H\©\

o

CO2CH3

/ \
i-Pr/ij\NH—( NH\Q
0 S

14. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 8, de las férmulas:

0O
i J
N N NH” “NH
A /[§\
i-Pr S” ~CO2CH3 t-Bu S CO2CH3
t-Bu o < t-Bu
T \ ~
S O
CO:CH3 CH300C NH S
t-Bu t-Bu
= 0 N-N \ O N-N
S S
NHJLNHAS)\B NH/”\NH/LS)\
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S
NHJ(NH/QN,\N
t-Bu/(Si

CO2CH3

Py

0~ co,CH;

t-Bu
= O
s
NH S
CH300C
O
b0
t-Bu
' CO,CH;
H

S
3.
t-Bu CO2CH3

NH

&

t-Bu X

CO,CH,

15. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 8 y un vehiculo

fisiolégicamente aceptable.

16. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 14 y un vehiculo

fisiolégicamente aceptable.

17. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 8 y un vehiculo

fisiolégicamente aceptable, en forma estéril.
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