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DESCRIPCION
Sales de derivados azoicos de pirazolona biciclo-sustituidos, procedimiento de preparacion y uso de los mismos.
CAMPO

Esta divulgacion se refiere a sales farmacéuticamente aceptables de nuevos derivados azoicos de pirazolona biciclo-
sustituidos, procedimientos para su preparacion, composiciones farmacéuticas que contienen los mismos, y su uso
como un agente terapéutico, particularmente como miméticos de trombopoyetina (TPO) y agonistas del receptor de
trombopoyetina.

ANTECEDENTES

La trombopoyetina (TPO), también denominada factor de crecimiento y desarrollo de megacariocitos (MGDF), factor
estimulante de la trombocitopoyesis (TSF), ligando de leucemia c-mieloproliferativa (c-Mpl), ligando mpl, o
megapoyetina, es una glicoproteina que se ha indicado para regular la produccion de plaquetas. Véanse Wendling,
F. y col., Biotherapy 10(4): 269-77 (1998); Kuter D.J. y col., The Oncologist, 1: 98-106 (1996); Metcalf, Nature 369:
519-520 (1994).

Bajo ciertas circunstancias, la actividad de la TPO es resultado de la unién de la TPO con el receptor de TPO
(también denominado Mpl). El receptor de TPO se ha clonado y su secuencia aminoacidica se ha descrito. Véase
Vigon y col., Proc. Nat. Acad. Sci., 89: 5640-5644 (1992).

La TPO es un polipéptido glicosilado de 332 aminoacidos que desempefia una funcion clave en la regulacién de la
megacariocitopoyesis, y en el proceso en el que las plaquetas se producen por megacariocitos de médula 6sea.
Véanse Kuter y col., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 91: 11104-11108 (1994); Barley y col., Cell 77: 1117-1124 (1994);
Kaushansky y col., Nature 369: 568-571 (1994); Wendling y col., Nature 369: 571-574 (1994); y Sauvage y col.,
Nature 369: 533-538 (1994). La TPO se produce en el higado pero funciona principalmente en la médula ésea,
donde estimula la diferenciacion de las células madre en los progenitores de megacariocitos, y estimula la
proliferacién de megacariocitos, la poliploidizacion y, en ultima instancia, entra en las plaquetas en circulacion del
cuerpo. La TPO es también un regulador primario en situaciones que implican trombocitopenia y en una serie de
estudios que incluyen recuentos plaquetarios crecientes, el tamafio plaquetario y la incorporacion de isétopos en
plaquetas de animales receptores. Véase, Metcalf Nature 369: 519-520 (1994). Especificamente, se considera que
la TPO afecta a la megacariocitopoyesis de varias formas: (1) provoca un aumento del tamafio y nimero de
megacariocitos; (2) aumenta el contenido de ADN, las formas de poliploidia, y el nimero de megacariocitos; (3)
aumenta la endomitosis de megacariocitos; (4) aumenta el nimero de megacariocitos maduros; (5) aumenta el
porcentaje de células precursoras, el numero de células positivas pequefias de acetilcolinasterasa, el nimero de
células de médula dsea.

Las plaquetas son necesarias para la coagulaciéon de la sangre. Cuando el recuento de plaquetas es muy bajo, el
paciente esta en riesgo de muerte por hemorragia catastrofica. Por lo tanto, la TPO se ha usado tanto para el
diagndstico como para el tratamiento de diversos trastornos hematolégicos, por ejemplo, enfermedades causadas
principalmente por defectos plaquetarios. De forma analoga, La TPO puede ser util para el tratamiento de afecciones
trombocitopénicas, especialmente las derivadas de la quimioterapia, radioterapia, o trasplante de médula para el
tratamiento de cancer o linfoma.

La lenta recuperacién de los niveles de plaquetas en los pacientes que padecen trombocitopenia es un problema
grave. Es deseable proporcionar un compuesto para el tratamiento de la trombocitopenia que actie como un
mimético de TPO. Estos péptidos se disefiaron para unir y activar el receptor de TPO (TPO-R) pero no tienen
ninguna homologia de secuencia con la TPO natural. En los ultimos afios, se ha informado de una serie de
miméticos de TPO activos de moléculas pequefias, que incluyen derivados de poliaminas ciclicas (documento WO
00/28987), tiazol-2-il-benzamidas (documentos WO 01/07423, WO 01/53267), derivados azo-arilo (documentos WO
00/35446, WO 01/17349), 2-aril-naftimidazoles (documentos WO 01/39773, WO 01/53267), y derivados de
semicarbazona (documento WO 01/34585). En sistemas basados en células, cada una de estas moléculas puede
activar rutas de transduccién de sefiales que dependen de la presencia del receptor de TPO en la membrana celular.
Ciertos tipos de compuestos pueden actuar directamente sobre el propio receptor de TPO. Se descubrié que
algunos de los compuestos mas preferidos de esta serie estimulan la proliferacion y diferenciacion de las lineas
celulares humanas sensibles a TPO y la TPO en cultivos de médula 6sea humana que tiene una concentracion por
debajo de 100 nM.

Varias patentes cedidas a GlaxoSmithKline describieron un analogo de trombopoyetina, eltrombopag (documentos
WO 2003/098992, WO 01 089457), con buena actividad.

La presente divulgacion proporciona una serie de sales farmacéuticamente aceptables de derivados azoicos de
pirazolona biciclo-sustituidos, que son miméticos de TPO y agonistas del receptor de TPO mas eficaces.
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La solicitud internacional N° PCT/CN2009/000001 presentada por el Solicitante de la presente invencién el 4 de
enero de 2009 describié derivados azoicos de pirazolona biciclo-sustituidos novedosos y su uso como miméticos de
trombopoyetina (TPO) y agonistas del receptor de trombopoyetina. Los seis ejemplos (Ejemplo 1, Ejemplo 9,
Ejemplo 15, Ejemplo 28, Ejemplo 43 y Ejemplo 52) descritos en la solicitud internacional proporcionaron los
compuestos respectivamente como se indica a continuacion:

acido 2'-hidroxi-3'-[N'-(1-indan-5-il-3-metil-5-oxo-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-hidrazino]-bifenil-3-carboxilico,

acido 5-{2-hidroxi-3-[N'-(1-indan-5-il-3-metil-5-oxo0-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-hidrazino]-fenil}-furan-2-carboxilico,
acido 5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-oxo0-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno]-hidrazino}-
fenil)-furan-2-carboxilico,

acido 4-(2-hidroxi-3-[N'-(3-metil-5-ox0-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-
hidrazino]bifenil-furan-2-carboxilico,

acido 5-(3-{N'-[1-(3,3-dimetil-indan-5-il)-3-metil-5-ox0-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno]-hidrazino}-2-hidroxi-fenil)-furan-2-
carboxilico,

acido 4-{2-hidroxi-3-[N'-(1-indan-5-il-3-metil-5-ox0-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-hidrazino]-fenil}-tiofeno-2-carboxilico,
y los ésteres de los mismos.

Estos compuestos se ensayaron para mostrar una buena actividad como agonistas del receptor de TPO. Sin
embargo, la solicitud internacional N° PCT/CN2009/000001 no describi6 las sales farmacéuticamente aceptables de
los compuestos.

El inventor de la divulgacion descubrié que la forma de acido libre de los derivados azoicos de pirazolona biciclo-
sustituidos era escasamente soluble en disolventes convencionales y, por lo tanto, desventajosa para prepararse en
una forma de dosificacién medicinal, limitando su biodisponibilidad in vivo. Es necesario desarrollar nuevas formas
de derivados azoicos de pirazolona biciclo-sustituidos para mejorar su solubilidad y absorcién farmacocinética, que
pueden usarse en la preparacion convencional de formas de dosificacion.

RESUMEN

Con el fin de superar la insuficiencia de la técnica anterior, la presente invencidn proporciona sales
farmacéuticamente aceptables de nuevos derivados azoicos de pirazolona biciclo-sustituidos, procedimientos para
su preparacion, composiciones farmacéuticas que contienen los mismos, y su uso como agente terapéutico,
particularmente como miméticos de trombopoyetina (TPO) y agonistas del receptor de trombopoyetina. Las sales
tienen buena actividad para tratar la trombocitopenia, una mejor solubilidad, buena actividad in vivo, mejor
biodisponibilidad, menor toxicidad y son un buen candidato en la preparacién de un medicamento para el tratamiento
de la trombocitopenia.

"Los compuestos de la presente divulgacion" y "las sales de la presente divulgacion” son intercambiables, ambas de

las cuales son las sales farmacéuticamente aceptables de derivados azoicos de pirazolona biciclo-sustituidos como
se especifica en la reivindicacion 1 y se representa por la formula (1).

0O OH
Y

Het
OH
_NH
N
o
\ 1
N-N R,
(CH,)n
R, T3

en la que:

Het se selecciona entre el grupo que consiste en fenilo, furilo y tienilo;

cada uno de R1, R2, R3 y R4 se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno y
alquilo;

nes0,1062;
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las sales son sales de adicién de bases que se seleccionan entre el grupo que consiste en sal sddica, sal
de litio, sal potasica, sal célcica, sal de magnesio, sal de arginina, sal de lisina, sal de metanamina, sal de
dimetilamina, sal de trimetilamina, sal de etilamina, sal de dietilamina, sal de trietilamina, sal de
etanolamina, sal de piperazina, sal de dibencil etilendiamina, sal de meglumina, sal de trometamina, sal de
tetrametil amonio cuaternario, sal de tetraetil amonio cuaternario y sal colina.

La expresion "acido libre" se refiere a derivados azoicos de pirazolona biciclo-sustituidos que tienen la formula (1).
El equivalente se refiere a los tautdbmeros de los compuestos que tienen la férmula (1), que se conoce bien el experto

en la técnica. Los tautdbmeros de los compuestos que tienen la formula () incluyen la siguiente férmula (Il) y la
férmula (111), pero sin limitacion:

O -OH OYC}H
Het Het
OH OH
=N .
N H N,N
o
N-N 2 N-N R,
(CHyn (CH)n
R, R R, R
(1) (1)

Todos los tautomeros de los compuestos que tienen la formula (I) se incluyen en el alcance de la presente
divulgacion y cada uno de ellos se incluye en la definicion de los compuestos que tienen la formula (1).

La expresion "sal farmacéuticamente aceptable" en la presente divulgacion se refiere a sales de adicion de bases
farmacéuticamente no téxicas. Las sales son las formadas entre los compuestos que tienen la férmula (l) y bases
apropiadas, tales como hidroxido de metales alcalinos, aminoacido basico, amina o amonio cuaternario, incluyendo
sal sddica, sal de litio, sal potasica, sal célcica, sal de magnesio, sal de arginina, sal de lisina, sal de metanamina, sal
de dimetilamina, sal de trimetilamina, sal de etilamina, sal de dietilamina, sal de trietilamina, sal de etanolamina, sal
de piperazina, sal de dibencil etilendiamina, sal de meglumina, sal de trometamina, sal de tetrametil amonio
cuaternario, sal de tetraetil amonio cuaternario y sal colina, preferiblemente sal de dietilamina, sal de etanolamina,
sal colina, sal de piperazina, sal de meglumina y sal de trometamina, mas preferiblemente sal de etanolamina, sal
colina, sal de meglumina y sal de trometamina, y mucho mas preferiblemente sal de etanolamina.

Las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos que tienen la formula (I) de la presente divulgacion
preferiblemente incluyen, pero sin limitacion:

Ejel\r}lplo Estructura Compuesto
1 N bis-(etanolamina) del acido (Z)-2'-hidroxi-3'-[N'-(1-indan-5-
,‘;i H il-3-metil-5-oxo-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-hidrazino]-
C@f . Nh‘é/g\‘fo” bifenil-3-carboxilico
o
" o
{Ho’\/NH? ) ;
2 N bis-(dietilamina) del acido (Z)-2'-hidroxi-3'-[N'-(-indan-5-il-3-
N H metil-5-oxo-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-hidrazino]-bifenil-
Cﬂj’ N oH 3-carboxilico
o N T
TSNS
S asP
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bis-(piperazina) del acido (Z)-2'-hidroxi-3'-[N'-(1-indan-5-il-

N N OH 3-metil-5-oxo0-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-hidrazino]-
@' N OH bifenil-3-carboxilico
C H
(o]
H
®
() ).
H

bis-(etanolamina) del acido (Z)-5-(3-{N'-[1-(3,3-dimetil-

N indan-5-il)-3-metil-5-oxo-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno]-
é@/ SNOOOH ) hidrazino}-2-hidroxi-fenil)-furan-2-carboxilico
o] OH

bis-(dietilamina) del acido (Z)-5-(3-{N'-[1-(3,3-dimetil-indan-

N
N Q 5-il)-3-metil-5-oxo-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno]-hidrazino}-
I H:." OoH M on 2-hidroxi-fenil)-furan-2-carboxilico

5-il)-3-metil-5-oxo-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno]-hidrazino}-

2-hidroxi-fenil)-furan-2-carboxilico
0 HN OH
o]

# bis-(piperazina) del acido (Z)-5-(3-{N'-[1-(3,3-dimetil-indan-
SN

Ne bis-(etanolamina) del acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-
h“yﬁ oxo-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-dihidro-pirazol-4-
xué/(—}\ro” ilideno]-hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico
o)
Ne bis-(colina) del acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-oxo-1-
N’ \ (5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-dihidro-pirazol-4-
Nw _ ilideno]-hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico
O HN o)
OH
|-+
| 2
bis-(dietilamina) del acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-
NrN“ oxo-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-dihidro-pirazol-4-
SN H M ilideno]-hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico
O HN o OoH
0
( /\N/\
H 2
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10 N bis-(meglumina) del acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-
N - oxo-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-dihidro-pirazol-4-
SN OH R ilideno]-hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico
O HN OH
0
o}
W
NN o
OH OH 2
11 N bis-(piperazina) del acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-
N - oxo-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-dihidro-pirazol-4-
=N H ) ilideno]-hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico
O HN OoH
e}
o}
H
®
| §J ).
H
12 N bis-(trometamol) del acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-
N - oxo-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-dihidro-pirazol-4-
C@( SNOOOH ilideno]-hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico
O HN o OH
0
OH
HO F
( NH, }
HO 2
13 N bis-(dibenciletilendiamina) del acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-
N - [3-metil-5-ox0-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-
C©, oNm N dihidro-pirazol-4-ilideno]-hidrazino}-fenil)-furan-2-
O HN o oH carboxilico
0
O\/H
N%N,\O
A 2
14 sal disédica del acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-oxo-
Ne= 1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-dihidro-pirazol-4-
O@/ N ONa ilideno]-hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico
ONa
O HN o
o
15 bis-(L-arginina) del &cido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-
hiN— oxo-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-dihidro-pirazol-4-
=N OH ilideno]-hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico
[ M on
O HN
(o]
(o]
NH (o]
( H:NJl\ﬁ,\,\l)LOH)
NH, 2
16 bis-(etanolamina) del acido (Z)-5-{2-hidroxi-3-[N'-(1-indan-
N= 5-il-3-metil-5-ox0-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-hidrazino]-
<j©’ N SN on \ fenil}-furan-2-carboxilico
OH
O HN o
o
{HO’\/NHz ]
2
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il-3-metil-5-ox0-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-hidrazino]-

r«i
OH fenil}-furan-2-carboxilico
o HN OH
o

(/"w’\)

17 bis-(dietilamina) del acido (Z)-5-{2-hidroxi-3-[N'-(1-indan-5-
"‘N

il-3-metil-5-ox0-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-hidrazino]-

i
<]©/N OH fenil}-furan-2-carboxilico
O HN OH
oY
H »

1)

18 bis-(piperazina) del acido (Z)-5-{2-hidroxi-3-[N'-(1-indan-5-
8

2

5-il-3-metil-5-oxo0-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-hidrazino]-

OH fenil}-tiofeno-2-carboxilico
O HN OH
e}

o~

19 bis-(etanolamina) del acido (Z)-4-{2-hidroxi-3-[N'-(1-indan-
miv«

il-3-metil-5-ox0-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-hidrazino]-

OH fenil}-tiofeno-2-carboxilico
0 HN OH
o]

( /\N/\)

20 \# bis-(dietilamina) del acido (Z)-4-{2-hidroxi-3-[N'-(1-indan-5-
N

il-3-metil-5-ox0-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-hidrazino]-

OH fenil}-tiofeno-2-carboxilico
0 HN OH

| E;J |

21 é bis-(piperazina) del acido (Z)-4-{2-hidroxi-3-[N'-(1-indan-5-
N

2

22 N bis-(etanolamina) del acido (Z)-4-(2-Hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-
- oxo-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftal-2-il)-1,5-dihidro-pirazol-4-

N
#N OH ,0 ilideno]-hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico
o] HN\©,):M°H
o

Ho’\/”"7 )

(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-dihidro-pirazol-4-

R ilideno]-hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico
o]
Crﬂt

l. /o
T

23 colina del &cido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-ox0-1-
"N

La presente divulgacién se refiere a un proceso para preparar las sales farmacéuticamente aceptables de
compuestos que tienen la férmula (1), que comprende las etapas de:

(a) disolver o suspender el acido libre de la presente divulgacion (el compuesto que tiene la férmula (1)) en
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un disolvente organico, donde el disolvente organico se selecciona entre el grupo que consiste en metanol,
etanol, acetona, acetato de etilo y tetrahidrofurano, preferiblemente tetrahidrofurano;

(b) afiadir una base a la mezcla con agitacion; donde la base puede ser una base organica o inorganica, tal
como hidroxido de metal alcalino o hidréxido de metal alcalinotérreo, aminoacido basico, amina o amonio
cuaternario;

(c) obtener las sales farmacéuticamente aceptables del compuesto que tiene la formula (1),

donde las bases inorganicas incluyen hidréxidos de metales alcalinos que se seleccionan entre el grupo que
consiste en el hidroxido sédico, hidroxido de litio, hidréxido potasico, hidréxido de calcio, hidroxido de magnesio; los
aminodacidos basicos se seleccionan entre el grupo que consiste en lisina y arginina; las aminas se seleccionan entre
el grupo que consiste en metanamina, dimetilamina, trimetilamina, etilamina, dietilamina, trietilamina, etanolamina,
piperazina, dibencil etilendiamina, meglumina y trometamina; y los amonios cuaternarios se seleccionan entre el
grupo que consiste en tetrametii amonio cuaternario, tetraeti amonio cuaternario, hidroxido de colina,
preferiblemente dietilamina, etanolamina, hidréxido de colina, piperazina, meglumina y trometamina, mas
preferiblemente etanolamina, hidroxido de colina, meglumina y trometamina, mucho mas preferiblemente
etanolamina.

En la etapa (b), la proporcion de equivalencia del acido libre y el hidroxido de metal alcalino, aminoacido basico,
amina y amonio cuaternario era preferiblemente 1:5~5:1, mas preferiblemente 1:1~1:3, y mucho mas preferiblemente
1:1~1:2.

En la etapa (c), la separacion de sales preferiblemente incluia la filtracion directa de la mezcla de reaccion, la
concentracion de la mezcla de reaccion y la recristalizacion en un disolvente organico. Las sales pueden secarse en
la condicion tal como secado al vacio o secado al aire de alta temperatura.

Las reacciones de formacién de sales se realizaron generalmente en condiciones de refrigeracion, temperatura
ambiente o calentamiento. Sin embargo, cabe mencionar que la temperatura de la reaccién esta relacionada con la
formacion de sales, que se conoce bien por el experto en la técnica. El intervalo de las temperaturas de reaccién de
la presente divulgacion es de la temperatura ambiente al punto de ebulliciéon del disolvente de reaccion,
preferiblemente 0~40 °C. El experto en la técnica puede determinar faciimente la temperatura de reaccion mas
preferible de las reacciones de formacion de sales mediante técnicas convencionales.

La presente divulgacion se refiere al uso de las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos que tienen
la férmula (1) en la preparacion de un agonista del receptor de trombopoyetina.

La presente divulgacion se refiere al uso de las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos que tienen
la formula (l) como se especifica en la reivindicacion 1 en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de
trombocitopenia, donde el medicamento se co-administra con un farmaco seleccionado entre el grupo que consiste
en un factor estimulador de colonias, una citocina, una quimiocina, una interleucina o agonista o antagonista del
receptor de citocina, un receptor soluble, un anticuerpo agonista o antagonista de receptor, o uno o mas péptidos o
compuestos de moléculas pequefias que tienen el mismo mecanismo con el farmaco.

La presente divulgacion se refiere a las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos que tienen la
férmula (I) como se especifica en la reivindicacion 1, para su uso como un medicamento para el tratamiento de
trombocitopenia, donde el medicamento se co-administra con un farmaco seleccionado entre el grupo que consiste
en un factor estimulador de colonias, una citocina, una quimiocina, una interleucina o agonista o antagonista del
receptor de citocina, un receptor soluble, un anticuerpo agonista o antagonista de receptor, o uno o mas péptidos o
compuestos de moléculas pequefias que tienen el mismo mecanismo con el farmaco, donde el medicamento esta en
forma de forma de dosificacion oral, o el medicamento esta en forma de forma de dosificacion parenteral.

La presente divulgacién se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden una cantidad terapéuticamente
eficaz de las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos que tienen la formula (I) como se especifica en
la reivindicacién 1 y vehiculos o agentes diluyentes farmacéuticamente aceptables, donde la composicidon se co-
administra con un farmaco seleccionado entre el grupo que consiste en un factor estimulador de colonias, una
citocina, una quimiocina, una interleucina y agonista del receptor de citocina. La presente divulgacion también se
refiere al uso de las composiciones en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de trombocitopenia,
donde la co-administracion comprende usar los farmacos de la presente divulgacion al mismo tiempo o
sucesivamente.

La presente divulgacion se refiere a un proceso para preparar las composiciones farmacéuticas que comprenden
una cantidad terapéuticamente eficaz de las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos que tienen la
férmula (1) como se especifica en la reivindicacion 1 y vehiculos o agentes diluyentes farmacéuticamente aceptables,
donde el proceso comprende la etapa de combinar los compuestos que tienen la formula (I) con vehiculos o agentes
diluyentes farmacéuticamente aceptables.
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En el proceso de preparaciéon de composiciones farmacéuticas, es importante preparar el farmaco de forma
apropiada manejada y tratada de forma conveniente, no sélo en vista a una preparacion disponible en el mercado,
sino también en vista a una preparaciéon de la forma de dosificacién farmacéutica que contiene los compuestos
activos.

En otro aspecto, es importante ofrecer una curva de concentracién en plasma de farmaco fiable, reproducible y
constante después de la administracién a un sujeto en el proceso de preparacion de composiciones farmacéuticas.

Otros factores importantes incluyen durabilidad quimica, estabilidad en estado sélido y tiempo de almacenamiento
del principio activo. Los farmacos que contienen su composicion preferiblemente pueden almacenarse relativamente
durante mucho tiempo si ningin cambio obvio en el caracter fisico y quimico de sus componentes activos, tales
como composicidn quimica, densidad, higroscopicidad y solubilidad.

También es importante proporcionar un farmaco con una quimica lo mas pura posible.

Tipicamente, un farmaco puede ofrecer las siguientes ventajas: tratamiento conveniente, preparacion de las formas
de dosificacion del farmaco adecuadas y solubilidad fiable si el farmaco puede obtenerse en una forma estable, tal
como una forma cristalina estable, que se conoce bien por el experto en la técnica.

La cantidad eficaz del principio activo en una unidad de dosificaciéon farmacéutica como se ha descrito anteriormente
sera no toxica, preferiblemente seleccionada entre el intervalo de 0,001~100 mg/kg de peso total, mas
preferiblemente 0,001~50 mg/kg. Al tratar un sujeto que necesita un mimético de TPO, la dosis seleccionada se
administra preferiblemente por via oral o parenteral. Las formas parenterales preferidas incluyen formas de
administracion tépica, rectal, transdérmica, inyeccion e infusién continua. Las unidades de dosificacion orales para
administracion en seres humanos preferiblemente contienen de 0,05 a 3500 mg de principio activo, mucho mas
preferiblemente de 0,5 a 1000 mg de principio activo. Se prefiere la administracion oral, que usa una dosificacién
inferior. Sin embargo, también puede usarse la administracion parenteral, a dosis elevadas, cuando sea segura y
conveniente para el paciente. Las dosificaciones anteriores se refieren a la cantidad preferida del principio activo
expresada como el acido libre.

Se entendera por un experto en la técnica que la cantidad y separacion 6ptima de las dosis individuales del principio
activo dependera de la naturaleza y extension de la afeccidn que se va a ftratar, la forma, ruta y sitio de
administracion, y el paciente particular que se va a tratar, y tales 6ptimos pueden determinarse mediante técnicas
convencionales. También se apreciara por un experto en la técnica que el ciclo éptimo de tratamiento, es decir, el
numero de dosis del principio activo dadas por dia durante un nimero definido de dias, puede determinarse por los
expertos en la técnica usando pruebas de determinacion del ciclo convencional de tratamiento.

Los compuestos de la presente divulgacion pueden administrarse por via oral o parenteral, donde los compuestos
pueden prepararse en comprimidos, pildoras, polvos y granulos usados en diferentes rutas de administracion. En las
formas de dosificacion sdélidas anteriores, los componentes activos se mezclan con al menos un tipo de diluyente
inerte. De acuerdo con una operacidon convencional, las formas de dosificacién orales también incluyen otra
sustancia, tal como lubricantes, emolientes y antioxidantes ademas del diluyente inerte. Si se hacen en capsulas,
comprimidos y pildoras, las formas de dosificacion contienen agentes tamponantes. Los comprimidos y pildoras
pueden fabricarse en formas de dosificacién de liberacion sostenida.

Aunque pueden usarse emulsiones no acuosas, las formas de dosificacion parenterales de la presente divulgacion
contienen una solucién acuosa estéril y estas formas de dosificacion también contienen adyuvantes, por ejemplo
antisépticos, agentes humectantes, agentes penetrantes, agentes tamponantes, agentes emulsionantes y
dispersantes. El proceso de esterilizacion puede usar un filiro de retencion de bacterias y se afiaden agentes
esterilizantes a las composiciones que se irradiaron o se calentaron para su esterilizacion.

En comparacion con los acidos libres, las sales de la presente divulgacion tienen las siguientes ventajas:

(1) Las sales de la presente divulgacion se disuelven facilmente en los disolventes convencionales, tales
como agua, metanol, acido clorhidrico al 0,1% y se adaptan para preparar formas de dosificacion
convencionales, donde la solubilidad de las sales de etanolamina se mejora en acido clorhidrico al 0,1%.

(2) Las sales de la presente divulgacion tienen una mejor estabilidad.

(3) Las sales de la presente divulgacion tienen una mejor actividad bioldgica in vitro.

(4) Las sales de la presente divulgacion tienen mejores caracteristicas farmacocinéticas in vivo, una mejor
absorcidon, mayor biodisponibilidad y mejor curva de farmacocinética, donde la sal de etanolamina, sal
colina, sal de piperazina, sal de meglumina y la sal de trometamina tienen mejores caracteristicas de la
farmacocinética, preferiblemente la sal de etanolamina.

(5) El proceso de preparacion de las sales de la presente divulgacion tiene la ventaja de tener un alto
rendimiento, una alta pureza, ser rapido, cdmo y de bajo coste, donde la sal de etanolamina, sal colina, sal
de dietilamina y sal de piperazina son mas ventajosas en rutas del proceso, aquellas que pueden
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cristalizarse directamente.

En comparacién con los acidos libres, las sales de la presente divulgacién tienen mejores caracteristicas de
solubilidad, estabilidad, actividad biolégica in vitro y farmacocinética, preferiblemente sal de dietilamina, sal de
etanolamina, sal colina, sal de piperazina, sal de meglumina y sal de trometamina, mas preferiblemente sal de
etanolamina, sal colina, sal de meglumina y sal de trometamina, mucho mas preferiblemente sal de etanolamina.

DESCRIPCION DETALLADA

A menos que se indique otra cosa, los siguientes términos usados en la memoria descriptiva y las reivindicaciones
tienen los significados que se describen a continuacion.

El término "etanolamina" se refiere a "2-aminoetanol”.
El término "colina" se refiere a "(2-hidroxietil)trimetilamina".
El término "meglumina” se refiere a "N-metil-D-meglumina”.

La expresion "composicion farmacéutica" se refiere a una mezcla de una o mas de las sales farmacéuticamente
aceptables del compuesto descrito en el presente documento o profarmacos del mismo, con otros componentes
quimicos, tales como vehiculos fisioldgica/farmacéuticamente aceptables. El propdsito de una composicion
farmacéutica es facilitar la administracion de un compuesto a un organismo.

El término "estabilidad" se refiere a estabilidad quimica y estabilidad soélida.

La expresion "estabilidad quimica" se refiere al almacenamiento de los compuestos de la presente divulgacion,
incluyendo formas aisladas o formas de dosificacion mezcladas con vehiculos o diluyentes farmacéuticamente
aceptables (por ejemplo dosificacion oral, tal como comprimidos, capsulas y asi sucesivamente) en condiciones
convencionales con una degradacion quimica o descomposicion quimica insignificante.

La expresion "estabilidad solida" se refiere al almacenamiento de los compuestos de la presente divulgacion,
incluyendo formas sdlidas aisladas o formas de dosificacion mezcladas con vehiculos o diluyentes
farmacéuticamente aceptables en formas solidos (por ejemplo dosificacion oral, tal como comprimidos, capsulas y
asi sucesivamente) en condiciones convencionales con una transformacion en estado sélido insignificante (por
ejemplo cristalizacién, recristalizacion, cambio de fase en estado sélido, hidratacién, deshidratacion, solvatacion o
eliminacion del disolvente).

Los ejemplos de la expresion "almacenado en condiciones convencionales” incluyen el intervalo de temperatura de -
80 °C a +50 °C (preferiblemente de 0 °C a 40 °C, mas preferiblemente a temperatura ambiente, tal como 15 °C~30
°C), el intervalo de presion de 0,1 pa a 2 pa (preferiblemente atmosférica), el intervalo de humedad relativa del 5% al
95% (preferiblemente del 10%~60%) y/o expuesto a una luz UV/visible de 460 lux experimentando un tiempo mas
prolongado (mas de o igual a seis meses).

La expresién "administracion parenteral" incluye administracion intravenosa, intramuscular, subcutanea, intranasal,
intra-rectal, intravaginal o intraperitoneal, preferiblemente administracién oral.

La expresion "higroscopicidad" farmacéutica se refiere al caracter de la capacidad o grado de la sustancia para
poder absorber agua bajo cierta temperatura y humedad. Las muestras de prueba son ingredientes satisfechos con
el Drug Quality Control Standard. Los envases de los farmacos y las condiciones de almacenamiento pueden
remitirse a los resultados de la prueba anterior.

PROCEDIMIENTO DE SINTESIS DE LOS COMPUESTOS DESVELADOS

Con el fin de conseguir el fin de la divulgacion, la divulgacion emplea las siguientes soluciones técnicas:

El procedimiento de sintesis del compuesto que tiene la férmula (1) se refiere al ejemplo 1, ejemplo 9, ejemplo 15,
ejemplo 28, ejemplo 43 y ejemplo 52 de la solicitud internacional N° PCT/CN2009/000001 presentada el 4 de enero
de 2009.

El proceso para preparar las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos que tienen la formula (1)
comprende las etapas de:

(a) disolver o suspender el acido libre de la presente divulgacion (el compuesto que tiene la férmula (1)) en

un disolvente organico, donde el disolvente organico se selecciona entre el grupo que consiste en metanol,
etanol, acetona, acetato de etilo y tetrahidrofurano, preferiblemente tetrahidrofurano;
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(b) afiadir una base a la mezcla con agitacion; donde la base puede ser una base organica o inorganica, tal
como hidroxido de metal alcalino o hidroxido de metal alcalinotérreo, aminoacido basico, amina o amonio
cuaternario;

(c) obtener las sales farmacéuticamente aceptables del compuesto que tiene la férmula (1),

donde las bases inorganicas incluyen hidréxidos de metales alcalinos que se seleccionan entre el grupo que
consiste en el hidroxido sédico, hidroxido de litio, hidréxido potasico, hidréxido de calcio, hidroxido de magnesio; las
aminas y los amonios cuaternarios se seleccionan entre el grupo que consiste en tetrametil amonio cuaternario,
tetraetil amonio cuaternario, etanolamina, colina, lisina, arginina, metanamina, dimetilamina, trimetilamina, etilamina,
dietilamina, trietilamina, dibencil etilendiamina, meglumina, piperazina y trometamina; preferiblemente dietilamina,
etanolamina, piperazina, hidréxido de colina, meglumina y trometamina, mas preferiblemente etanolamina, hidréxido
de colina, meglumina y trometamina, mucho mas preferiblemente etanolamina.

En la etapa (b), la proporcién de equivalencia del acido libre y la base era preferiblemente 1:5~5:1, mas
preferiblemente 1:1~1:3, y mucho mas preferiblemente 1:1~1:2.

En la etapa (c), la separacion de sales preferiblemente incluia la filtracion directa de la mezcla de reaccion, la
concentracion de la mezcla de reaccion y la recristalizacion en un disolvente organico. Las sales pueden secarse en
la condicion tal como secado al vacio o secado al aire de alta temperatura.

Las reacciones de formacion de sales se realizan generalmente en condiciones de refrigeracion, temperatura
ambiente o calentamiento. Sin embargo, cabe mencionar que la temperatura de la reaccion tiene influencia sobre la
reaccion de formacion de sales, que se conoce bien por el experto en la técnica. El intervalo de las temperaturas de
reaccion de la presente divulgacion es de la temperatura ambiente al punto de ebullicién del disolvente de reaccion,
preferiblemente 0~40 °C. El experto en la técnica puede determinar faciimente la temperatura de reaccién mas
preferible de las reacciones de formacién de sales mediante técnicas convencionales.

La presente divulgacion se describe adicionalmente mediante los siguientes Ejemplos.
EJEMPLOS

Las estructuras de todos los compuestos se identificaron por resonancia magnética nuclear (1H RMN) o
espectrometria de masas (EM).

La RMN se realiz6 en un espectrometro Bruker AVANCE-400. Los disolventes apropiados incluian metanol
deuterado (CD3OD), cloroformo deuterado (CDCI3) y dimetilsulféxido deuterado (DMSO-ds) con tetrametilsilano
(TMS) como patrén interno y los desplazamientos quimicos se registraron como ppm (10'6).

La EM se determin6d en un espectrometro de masas FINNIGAN LCQ Ad (IEN) (Thermo, Modelo: Finnigan LCQ
advantage MAX).

La ECsp se determind en un NovoStar ELIASA (BMG Co. Alemania).

El gel de silice de capa fina se refiere a una placa de gel de silice Yantai Huanghai HSGF254 o Qingdao GF254. La
dimensién de las placas usadas en el analisis por TLC fue de 0,15 mm~0,2 mm, y la dimension de las placas usadas
en la purificacion del producto fue de 0,4 mm~0,5 mm.

La cromatografia en columna uso6 generalmente gel de silice de malla 200~300 Yantai Huanghai como vehiculo.

El andlisis por HPLC se determindé en un espectrometro de cromatografia liquida de alto rendimiento Agilent
1200DAD (columna cromatografica Sunfire C18 150 x 4,6 mm) y un espectrémetro de cromatografia liquida de alto
rendimiento Waters 2695-2996 (columna cromatografica Gimini C18 150 x 4,6 mm).

Las reacciones de hidrogenacion a presion se realizaron con un espectrometro de hidrogenaciéon Parr 3916EKX y un
generador de hidrégeno QL. Las reacciones por microondas se realizaron con un reactor de microondas CEM

Discover-S 908860.

En las reacciones de hidrogenacion, el sistema de reaccion generalmente se dejo al vacio y se cargd con hidrégeno,
y la operacion se repitio tres veces.

El material de partida conocido de la invencion puede prepararse mediante el procedimiento de sintesis
convencional en la técnica, o adquirirse en ABCR GmbH & Co. KG, Acros Organics, Aldrich Chemical Company,
Accela ChemBio Inc o Dari chemical Company, etc.

A menos que se indique otra cosa, las siguientes reacciones se pusieron en una atmésfera de nitrégeno.
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La expresion "atmosfera de nitrogeno” se refiere a que un matraz de reaccion esta equipado con un globo de
nitrégeno de 1 I.

La expresion "atmosfera de hidrégeno” se refiere a que un matraz de reaccion estd equipado con un globo de
hidrogeno de 1 1.

A menos que se indique otra cosa, la solucién usada en la siguiente reaccién se refiere a una solucién acuosa.

El término "TLC" se refiere a cromatografia de capa fina.

El término "HPLC" se refiere a cromatografia liquida de alto rendimiento. Condiciones de ensayo por HPLC: tiempo
de realizaciéon: 30 min, temperatura de la columna: 30 °C PDA: 230 nm, fase mdvil: acetonitrilo:agua (acido

trifluoroacético al 0,1%) = 25:75, caudal: 1,0 mU minuto. Columna cromatografica: C18, 150 x 4,6 mm Gemini.

Ejemplo 1: bis-(etanolamina) del acido (Z)-2'-hidroxi-3'-[N'-(1-indan-5-il-3-metil-5-0x0-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-
hidrazino]-bifenil-3-carboxilico
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Etapa 1
2-Bromo-6-nitro-fenol

Una solucion de 60 ml de acido sulfurico concentrado diluido con 186 ml de agua se enfrié a temperatura ambiente.
A la solucién se le afiadioé nitrato sédico (79,2 g, 0,93 mol). Se afiadié gota a gota 2-bromo-fenol 1a (60 ml, 0,52 mol)
a tal velocidad que la temperatura de la reaccién se mantuvo por debajo de 25 °C. La mezcla de reaccion se agité a
temperatura ambiente durante 2 horas. El precipitado se disolvié en 320 ml de acetato de etilo. La mezcla se lavd
con agua y saturada salmuera, se secé sobre sulfato de magnesio anhidro, se filtrd y el filirado se concentré a
presion reducida. El residuo resultante se purificd por cromatografia en columna sobre gel de silice para obtener el
compuesto del titulo 2-bromo-6-nitro-fenol 1b (48,2 g, rendimiento del 42,8%) en forma de un sélido de color
amarillo.

EM m/z (IEN): 218 [M+1]

'H RMN (400 MHz, CDCls): 6 11,18 (s, 1H), 8,12-8,15 (m, 1H), 7,89-7,91 (m, 1H), 6,88-7,02 (m, 1H)

Etapa 2
1-Bromo-2-metoxi-3-nitro-benceno

Se disolvié 2-bromo-6-nitro-fenol 1b (46,55 g, 0,214 mol) en 500 ml de acetona seguido de la adicién de carbonato
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potasico (35,36 g, 0,26 mol) y yodometano (20,1 ml, 0,32 mol). La mezcla de reaccion se calenté a reflujo a 70 °C
durante 40 horas. La mezcla de reaccién se concentr6 a presién reducida y se diluy6é con 1300 ml de acetato de etilo
y 500 ml de agua. La fase acuosa se extrajo con acetato de etilo (300 ml x 2). Los extractos organicos combinados
se lavaron con acido clorhidrico 4 M y una solucion saturada de bicarbonato sédico y después se secaron sobre
sulfato de magnesio anhidro, se filtraron y el filtrado se concentr6 a presién reducida. El residuo resultante se purificd
por cromatografia en columna sobre gel de silice para obtener el compuesto del titulo 1-bromo-2-metoxi-3-nitro-
benceno 1c¢ (44,59 g, rendimiento del 90,0%) en forma de un sdélido de color pardo.

EM m/z (IEN): 234 [M+1]

Etapa 3
Acido 2'-metoxi-3'-nitro-bifenil-3-carboxilico

Se disolvieron 1-bromo-2-metoxi-3-nitro-benceno 1¢ (23,25 g, 0,10 mol), acido 3-carboxifenil-borénico (19,5 g, 117
mmol) y tetraquis(trifenilfosfina)paladio (8,86 g, 7,7 mol) en una mezcla de disolvente de 100 ml de una solucion 2 M
de carbonato sédico y 500 ml de 1,4-dioxano. La mezcla de reaccion se calentd a reflujo a 105 °C durante 43 horas.
La mezcla se concentré a presion reducida y después se anadieron 300 ml de acido clorhidrico 6 N y 400 ml de
acetato de etilo. La fase acuosa se extrajo con acetato de etilo (200 ml x 2). Los extractos organicos combinados se
secaron sobre sulfato de magnesio anhidro, se filtraron y el filtrado se concentré a presion reducida para obtener el
compuesto del titulo acido 2'-metoxi-3'-nitro-bifenil-3-carboxilico 1d (53,93 g) en forma de un sélido de color amarillo
claro.

EM m/z (IEN): 272 [M-1]

'H RMN (400 MHz, CDCl3): 5 8,11 (s, 1H), 8,02 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,90-7,92 (m, 1H), 7,82-7,84 (m, 1H), 7,21-7,75
(m, 1H), 7,63-7,67 (m, 1H), 7,42-7,46 (m, 1H), 3,45 (s, 3H)

Etapa 4
Acido 2'-metoxi-3'-amino-bifenil-3-carboxilico

Se disolvio acido 2'-metoxi-3'-nitro-bifenil-3-carboxilico 1d (0,48 g, 1,74 mmol) en 60 ml de etanol seguido de la
adicion de 0,5 g de paladio sobre carbono (10%) y formiato amonico (1,1 g, 17,4 mmol). La mezcla de reaccion se
calenté a reflujo a 80 °C durante 20 minutos. La mezcla se filtré y el filtrado se concentré a presiéon reducida y se
secO para obtener el compuesto del titulo acido 2'-metoxi-3'-aminobifenil-3-carboxilico 1e (0,42 g, rendimiento del
93,3%) en forma de un soélido de color blanco.

EM m/z (IEN): 242 [M-1]

Etapa 5
Bromhidrato del acido 3'-amino-2'-hidroxi-bifenil-3-carboxilico

Empleo de un procedimiento conocido descrito en la solicitud de patente WO 01/89457: Se disolvié acido 2'-metoxi-
3'-amino-bifenil-3-carboxilico 1e (2,5 g, 10,3 mmol) en 100 ml de acido bromhidrico (40%). La mezcla de reaccion se
calento a reflujo a 120 °C durante una noche. La mezcla se concentrd a presion reducida y el residuo resultante se
purificd por cromatografia en columna sobre gel de silice para obtener el compuesto del titulo bromhidrato del acido
3'-amino-2'-hidroxi-bifenil-3-carboxilico 1f (2,4 g, 88,8%) en forma de un sélido de color caqui.

EM m/z (IEN): 230 [M+1]

Etapa 6
Indan-5-il-hidrazina

Se disolvié indan-5-ilamina 1g (3,59 g, 27,0 mmol) en 20 ml de acido clorhidrico concentrado tras la refrigeracion en
un bafio de hielo-agua y la mezcla se agité durante 10 minutos. Se afiadieron gota a gota 10 ml de una solucion de
nitrito sédico (1,86 g, 27,0 mmol) y la mezcla se agité durante 15 minutos mas y se uso en la siguiente reaccion.

Después de la refrigeracion en un bafio de hielo-sal, se disolvié cloruro de estannoso dihidrato (24,4 g, 108,0 mmol)
en 10 ml de acido clorhidrico concentrado seguido de la adicién de la mezcla auxiliar que se ha mencionado
anteriormente. La mezcla de reaccion se calent6é hasta la temperatura ambiente y se hizo reaccionar durante 1,5
horas. Después, la mezcla se ajusté a pH 9 con una solucion al 40% de hidréxido sddico tras la refrigeracion en un
bafio de hielo-agua. La mezcla se extrajo con 400 ml de acetato de etilo y los extractos organicos combinados se
concentraron a presion reducida y se secaron para obtener el compuesto del titulo indan-5-il-hidrazina 1h (2,05 g,
rendimiento del 51,3%) en forma de un sdlido de color rojizo.

EM m/z (IEN): 149 [M+1]
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Etapa 7
2-Indan-5-il-5-metil-2,4-dihidro-pirazol-3-ona

Se disolvié indan-5-il-hidrazina 1h (2,05 g, 13,8 mmol) en 50 ml de acido acético seguido de la adicién de
acetoacetato de etilo (1,76 ml, 13,8 mmol). La mezcla de reaccién se calent6 a 100 °C durante una noche. La mezcla
se concentrd a presion reducida y el residuo resultante se purificé por cromatografia en columna sobre gel de silice
para obtener el compuesto del titulo 2-indan-5-il-5-metil-2,4-dihidro-pirazol-3-ona 1i (1,84 g, rendimiento del 62,3%)
en forma de un soélido de color amarillo.

EM m/z (IEN): 215 [M+1]

"H RMN (400 MHz, CDCls): 6 7,69 (s, 1H), 7,60 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,24 (d, J = 8 Hz, 1H), 3,44 (s, 2H), 2,90 2,97 (m,
4H), 3,21 (s, 3H), 2,07 2,14 (m, 2H)

Etapa 8
Acido (Z)-2"-hidroxi-3'-[N'-(1-indan-5-il-3-metil-5-ox0-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-hidrazino]-bifenil-3-carboxilico

Después de la refrigeracion en un bafo de hielo-agua, se disolvio el bromhidrato del acido 3'-amino-2'-hidroxi-bifenil-
3-carboxilico 1f (267 mg, 1,16 mmol) en 10 ml de acido clorhidrico 1 M seguido de la adicion gota a gota de 10 ml de
una solucién de nitrito sédico (88 mg, 1,28 mmol) y 2-indan-5-il-5-metil-2,4-dihidro-pirazol-3-ona 1i (249 mg, 1,16
mmol). La mezcla se ajusté a pH 8 con una solucién saturada de bicarbonato sddico seguido de la adicion de 10 ml
de etanol. La mezcla de reaccién se calent6 hasta la temperatura ambiente durante una noche. La mezcla se filtro,
se secoO y se re-cristalizé en metanol para obtener el compuesto del titulo acido (Z)-2'-hidroxi-3'-[N'-(1-indan-5-il-3-
metil-5-carbonil-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-hidrazino]-bifenil-3-carboxilico 1j (60 mg, rendimiento del 11,4%) en
forma de un sélido de color amarillo.

EM m/z (IEN): 453 [M-1]

'H RMN (400 MHz, DMSO-d6): 6 13,76 (s a, 1H), 13,03 (s a, 1H), 9,66 (s a, 1H), 8,13 (s, 1H), 7,96-7,98 (d, J = 8,1
Hz, 1H), 7,60-7,82 (m, 5H), 7,28-7,30 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,13-7,17 (m, 2H), 2,86-2,93 (m, 4H), 2,34 (s, 3H), 2,03-
2,10 (m, 2H)

Etapa 9

bis-(Etanolamina) del acido (Z)-2'-hidroxi-3'-[N'-(1-indan-5-il-3-metil-5-oxo0-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-hidrazino]-
bifenil-3-carboxilico

Se disolvié el acido (Z)-2'-hidroxi-3'-[N'-(1-indan-5-il-3-metil-5-carbonil-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-hidrazino]-bifenil-
3-carboxilico 1j (454 mg, 1,0 mmol) en 16 ml de tetrahidrofurano. La mezcla de reaccién se afiadié con etanolamina
(143 mg, 2,35 mmol) y se agité durante 3 horas. La mezcla se filtro, la torta de filtro se lavd con tetrahidrofurano (2
ml x 3), y el producto sélido se seco al vacio para obtener el compuesto del titulo bis-(etanolamina) del acido (Z)-2'-
hidroxi-3'-[N'-(1-indan-5-il-3-metil-5-carbonil-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-hidrazino]-bifenil-3-carboxilico 1 (553 mg,
rendimiento: 96,0%) en forma de un sélido de color rojo intenso.

EM m/z (IEN): 453 [M-1]

'H RMN (400 MHz, CD30D): § 8,13 (s, 1H), 7,92 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 7,69 (m, 3H), 7,61 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,45 (t, J
=7,6 Hz, 1H), 7,25 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,17 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,98 (t, J = 8,0 Hz, 1H), 3,65 (t, J = 5,2 Hz, 4H), 2,95
(m, 4H), 2,86 (t, J = 5,2 Hz, 4H), 2,41 (s, 3H),2,12 (m, 2H)

Ejemplo 2: bis-(dietilamina) del acido (Z)-2'-hidroxi-3'-[N'-(1-indan-5-il-3-metil-5-0x0-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-

hidrazino]-bifenil-3-carboxilico
'N_
0 u OH
o)

(/\”/\)2

2

Se disolvié acido (Z)-2'-hidroxi-3'-[N'-(1-indan-5-il-3-metil-5-carbonil-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-hidrazino]-bifenil-3-
carboxilico 1j (150 mg, 0,33 mmol) en 5 ml de tetrahidrofurano para formar una solucién de color rojo intenso. La
solucion se afiadié gota a gota con dietilamina (48 mg, 0,66 mmol) para formar una solucién de color purpura y se
agitdé durante 2 horas. El soélido se precipité en la solucién. La mezcla se filtro, la torta de filtro se lavé con
tetrahidrofurano (1 ml x 3), y el producto sélido se secé al vacio para obtener el compuesto del titulo bis-(dietilamina)
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del acido (2)-2'-hidroxi-3'-[N'-(1-indan-5-il-3-metil-5-carbonil-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-hidrazino]-bifenil-3-
carboxilico 2 (132 mg, rendimiento: 66,7%) en forma de un sélido de color rojo.

HPLC: 99,2%

EM m/z (IEN): 452,9 [M-1]

'H RMN (400 MHz, CD30D): & 8,08(m, 1H), 7,94 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 7,72 (m, 2H), 7,62 (m, 2H), 7,55 (m, 1H), 7,25
(d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,14 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,07 (m, 1H), 2,89-2,98 (m, 12H), 2,38 (s, 3H), 2,09-2,14 (m, 2H), 1,34
(m, 12H)

Ejemplo 3: bis-(piperazina) del acido (Z)-2'-hidroxi-3'-[N'-(1-indan-5-il-3-metil-5-ox0-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-
hidrazino]-bifenil-3-carboxilico

O,

N
H

Se disolvié acido (Z)-2'-hidroxi-3'-[N'-(1-indan-5-il-3-metil-5-carbonil-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-hidrazino]-bifenil-3-
carboxilico 1j (150 mg, 0,33 mmol) en 5 ml de tetrahidrofurano para formar una suspension de color rojo intenso. La
mezcla de reaccién se afiadié con piperazina (57 mg, 0,66 mmol) para formar una solucién de color purpura, y se
agité a temperatura ambiente durante 2 horas. El sdlido se precipitd en la solucidn, se filtrd, después la torta de filtro
se lavo con tetrahidrofurano (1 ml x 3) y se seco al vacio para obtener el compuesto del titulo bis-(piperazina) del
acido (Z)-2'-hidroxi-3'-[N'-(1-indan-5-il-3-metil-5-carbonil-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-hidrazino]-bifenil-3-carboxilico 3
(130 mg, rendimiento: 62,8%) en forma de un sélido de color rojo intenso.

HPLC: 98,5%

EM m/z (IEN): 452,8 [M-1]

'H RMN (400 MHz, CDsOD): 5 8,10 (s, 1H). 7,92 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 7,68 (m, 3H), 7,61 (m, 1H), 7,43 (m, 1H), 7,24
(d, J = 8,0 Hz, 1H). 7,15 (m, 1H), 7,00 (m, 1H), 2,89-2,95(m, 4H), 2,84 (s, 16H), 2,39 (s, 3H), 2,09-2,12 (m, 2H)

Ejemplo 4: bis-(etanolamina) del &acido (Z)-5-(3-{N'-[1-(3,3-dimetil-indan-5-il)-3-metil-5-0x0-1,5-dihidro-pirazol-4-

ilideno]-hidrazino}-2-hidroxi-fenil)-furan-2-carboxilico

’Nwi‘

N

N OH

é@ ! H.a@,ﬁ:\)\'rou
o]

. (Ho"\./NHz )
2
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Etapa 7

4h

4

Etapa 1
1-(3,3-dimetil-inden-5-il)hidrazina-1,2-dicarboxilato de di-terc-butilo

Se disolvié 6-bromo-1,1-dimetil-indano (preparado usando un procedimiento ya conocido: solicitud de patente WO
2005/066115) 4a (4,32 g, 19,27 mmol) en 40 ml de tetrahidrofurano y después se afiadié gota a gota butil litio (15,67
ml, 1,6 M, 25,05 mmol) a -78 °C. Después de que la mezcla de reaccion se hizo reaccionar durante 40 minutos, se
afnadid entonces una solucidn de azodicarboxilato de di-terc-butilo (5,32 g, 23,12 mmol) en 30 ml de tetrahidrofurano.
La mezcla de reaccion se hizo reaccionar durante 3 horas mas a -78 °C. La mezcla de reaccion se afiadié con 5 ml
de metanol, después se calenté hasta la temperatura ambiente y se filir6 mediante gel de silice. El filtrado se
concentré a presion reducida y el residuo resultante se purificd por cromatografia en columna sobre gel de silice
para obtener el compuesto del titulo 1-(3,3-dimetil-1H-inden-5-il)hidrazina-1,2-dicarboxilato de di-terc-butilo 5b (2,70
g, rendimiento del 37,2%) en forma de un soélido de color amarillo.

Etapa 2
2-(3,3-Dimetil-indan-5-il)-5-metil-2,4-dihidro-pirazol-3-ona

Se disolvié 1-(3,3-dimetil-1H-inden-5-il)hidrazina-1,2-dicarboxilato de di-terc-butilo 4b (2,70 g, 7,18 mmol) en 100 ml
de acido acético seguido de la adicion de 20 ml de acido trifluoroacético. Después de que la mezcla se hiciera
reaccionar a temperatura ambiente durante 2 horas, se afnadié acetoacetato de etilo (0,98 g, 7,54 mmol). Después,
la mezcla se calent6 a 100 °C y se hizo reaccionar durante 2 horas. La mezcla se enfrié a temperatura ambiente y se
concentré a presion reducida para retirar el acido acético. La mezcla de reaccién se neutralizé por una solucion
saturada de bicarbonato sédico, y después se extrajo con acetato de etilo. Los extractos organicos combinados se
lavaron con salmuera saturada, se secaron sobre sulfato sddico anhidro, se filtraron y se concentraron a presion
reducida. El residuo resultante se purific6 por cromatografia en columna sobre gel de silice para obtener el
compuesto del titulo 2-(3,3-dimetil-indan-5-il)-5-metil-2,4-dihidro-pirazol-3-ona 5¢ (1,0 g, rendimiento del 47,7%) en
forma de un sélido de color pardo claro.

EM m/z (IEN): 243 [M+1]

Etapa 3

2-(2-Metoxi-3-nitro-fenil)-4,4,5,5-tetrametil-[1,3,2]dioxaborolano

Se disolvieron 1-bromo-2-metoxi-3-nitro-benceno 1c¢ (67 g, 289 mmol), 4,4,4'4'5,5,5'5-octametil-2,2'-bi-1,3,2-
dioxaborolano (110 g, 433 mmol), tetraquis(trifenilfosfina)paladio (11,80 g, 14,44 mmol) y acetato potasico (71 g, 724
mmol) en 600 ml de éter dimetilico del acido eteroxalico. La mezcla se calenté a reflujo durante 17 horas. La mezcla

se concentrd a presion reducida y el residuo resultante se purificé por cromatografia en columna sobre gel de silice
para obtener el compuesto del titulo 2-(2-metoxi-3-nitro-fenil)-4,4,5,5-tetrametil-[1,3,2]dioxaborolano 4d (50,5 g,
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61,9%) en forma de un cristal de color amarillo.
Etapa 4
Acido 5-(2-metoxi-3-nitro-fenilffuran-2-carboxilico

Se disolvieron 2-(2-metoxi-3-nitro-fenil)-4,4,5,5-tetrametil-[1,3,2]dioxaborolano 4d (10 g, 35,85 mmol), &cido 5-
bromofuran-2-carboxilico (5,47 g, 28,66 mmol), tetraquis(trifenilfosfina)paladio (2,07 g, 1,79 mmol) y carbonato
saédico (7,60 g, 71,66 mmol) en la mezcla de disolvente de 200 ml de 1,4-dioxano y 30 ml de agua. La mezcla de
reaccion se calent6 a reflujo durante 2,5 horas. La mezcla se filtrd y el filtrado se concentré a presion reducida. El
residuo se diluyd con 150 ml de agua y se ajustd a pH 3 con acido clorhidrico 1 M. Después, la mezcla se filtro y la
torta de filtro se lavé con 50 ml de la mezcla de disolvente de n-hexano/acetato de etilo (V/V = 1:1). El residuo se
secO para obtener el compuesto del titulo acido 5-(2-metoxi-3-nitrofenil) furan-2-carboxilico 4e (4,23 g, rendimiento
del 56,1%) en forma de un solido de color gris.

EM m/z (IEN): 262 [M-1]

Etapa 5
Acido 5-(3-amino-2-metoxi-fenil)-furan-2-carboxilico

Se disolvio acido 5-(2-metoxi-3-nitro-fenil)furan-2-carboxilico 4e (4,23 g, 16,09 mmol) en 125 ml de acetato de etilo
seguido de la adiciéon de 423 mg de paladio sobre carbono (10%) y formiato aménico (4,054 g, 64,35 mmol). La
mezcla de reaccion se calentd a reflujo durante 3,5 horas. La mezcla se concentr6é a presion reducida y el residuo
resultante se purificdé por cromatografia en columna sobre gel de silice para obtener el compuesto del titulo acido 5-
(3-amino-2-metoxi-fenil)-furan-2-carboxilico 4f (2,79 g, rendimiento del 74,4%) en forma de un sdlido de color verde
claro.

EM m/z (IEN): 232 [M-1]

Etapa 6
Bromhidrato del acido 5-(3-amino-2-hidroxi-fenil)-furan-2-carboxilico

Se disolvié acido 5-(3-amino-2-metoxi-fenil)-furan-2-carboxilico 4f (2,79 g, 11,97 mmol) en 25 ml de diclorometano
seguido de la adicién gota a gota de tribromuro de boro (23,9 ml, 2,0 M). La mezcla de reaccién se hizo reaccionar a
temperatura ambiente durante 1 hora. La mezcla se concentré6 a presion reducida después de afiadir 5 ml de
metanol. El residuo se diluyé con 100 ml de acetato de etilo y se agitdé durante 1 hora. Después, la mezcla se filtro y
la torta de filtro se sec6 para obtener el compuesto del titulo bromhidrato del acido 5-(3-amino-2-hidroxi-fenil)-furan-
2-carboxilico 4g (1,24 g, rendimiento del 47,2%) en forma de un solido de color amairillo.

EM m/z (IEN): 218 [M-1]

Etapa 7

Acido  (2)-5-(3-{N'-[1-(3,3-dimetil-indan-5-il)-3-metil-5-oxo-1,  5-dihidro-pirazol-4-ilideno]-hidrazino}-2-hidroxi-fenil)-
furan-2-carboxilico

Se disolvié bromhidrato del acido (Z)-5-(3-amino-2-hidroxi-fenil)-furan-2-carboxilico 4g (333 mg, 1,1 mmol) en acido
clorhidrico (3,7 ml, 1 M) tras la refrigeracion en un bafio de hielo-agua seguido de la adiciéon gota a gota de 1,5 ml de
una solucién de nitrito sédico (85 mg, 1,22 mmol). Después de que la mezcla se hiciera reaccionar durante 20
minutos, se afadieron sucesivamente 2-(3,3-dimetil-indan-5-il)-5-metil-2,4-dihidro-pirazol-3-ona 5¢ (242 mg, 1,0
mmol), bicarbonato sddico (1,4 g, 16,67 mmol) y 3 ml de etanol. La mezcla de reaccién se hizo reaccionar durante
una noche a temperatura ambiente. La mezcla se filtrd y a la torta de filtro se le afadieron 20 ml de agua. La mezcla
se ajustd a pH 3 4 con acido clorhidrico concentrado. La mezcla se filtrd y la torta de filtro se secd y se purificé por
cromatografia en columna sobre gel de silice para obtener el compuesto del titulo acido (Z)-5-(3-{N'-[1-(3,3-dimetil-
indan-5-il)-3-metil-5-oxo-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno]-hidrazino}-2-hidroxi-fenil)-furan-2-carboxilico 4h (190 mg,
rendimiento del 40,3%) en forma de un sdélido de color rojo.

EM m/z (IEN): 470,9 [M-1]

'H RMN (400 MHz, DMSO-d6): & 13,74(s a, 1H), 13,15(s a, 1H), 9,99(s a, 1H), 7,71 (m, 3H), 7,55 (d, J = 6,8 Hz, 1H),
7,37 (d, J = 3,6 Hz, 1H), 7,20 (m, 2H), 7,15 (m, 1H), 2,86 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 2,33 (s, 3H), 1,92 (t, J = 7,2 Hz, 2H),
1,26 (s, 6H)

Etapa 8

bis-(etanolamina) del acido  (Z)-5-(3-{N'-[1-(3,3-dimetil-indan-5-il)-3-metil-5-0x0-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno]-
hidrazino}-2-hidroxi-fenil)-furan-2-carboxilico
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Se disolvio acido (Z)-5-(3-{N'-[1-(3,3-dimetil-indan-5-il)-3-metil-5-ox0-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno]-hidrazino}-2-
hidroxi-fenil)-furan-2-carboxilico 4h (2,3 g, 4,87 mmol) en 20 ml de tetrahidrofurano. La soluciéon se afiadié con
etanolamina (594 mg, 9,75 mmol) y se agité durante 1 hora a temperatura ambiente. La mezcla se filtrd, la torta de
filtro se lavd con tetrahidrofurano (1 ml x 3) y se secé al vacio para obtener el compuesto del titulo bis-(etanolamina)
del acido (Z2)-S-(3-{N'-[1-(3,3-dimetil-indan-5-il)-3-metil-5-oxo-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno]-hidrazino}-2-hidroxi-fenil)-
furan-2-carboxilico 4 (2,5 g, rendimiento: 86,4%) en forma de un sélido de color negro.

EM m/z (IEN): 470,8 [M-1]

'H RMN (400 MHz, CD3OD): & 7,57 (m, 4H), 7,19 (m, 1H), 7,03 (d, J = 3,6 Hz, 1H), 6,95 (d, J = 3,6 Hz, 1H), 6,71 (t, J
= 8,0 Hz, 1H), 3,73 (t, J = 5,2 Hz, 4H), 2,98 (m, 4H), 2,88 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 2,36 (s, 3H), 1,96 (t, J = 7,2 Hz, 2H),
1,29 (s, 6H)

Ejemplo 5: bis-(dietilamina) del acido (Z)-5-(3-{N'-[1-(3,3-dimetil-indan-5-il)-3-metil-5-o0x0-1,5-dihidro-pirazol-4-
ilideno]-hidrazino}-2-hidroxi-fenil)-furan-2-carboxilico

N'\#

SN OH

é@l O HN "o\ OH
0

Se disolvi6 acido (Z)-5-(3-{N'-[1-(3,3-dimetil-indan-5-il)-3-metil-5-ox0-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno]-hidrazino}-2-
hidroxi-fenil)-furan-2-carboxilico 4h (150 mg, 0,32 mmol) en 5 ml de tetrahidrofurano para formar una suspension de
color rojo intenso. La mezcla de reaccién se afiadié con dietilamina (46 mg, 0,63 mmol) para formar una solucién de
color purpura, y se agité a temperatura ambiente durante una noche. La solucién se concentré a presién reducida, el
residuo resultante se purificé por cromatografia en columna sobre gel de silice (hexano:acetato de etilo = 10:1), y el
producto solido se secé al vacio para obtener el compuesto del titulo bis(dietilamina) del acido (Z)-5-(3-{N'-[1-(3,3-
dimetil-indan-5-il)-3-metil-5-oxo-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno]-hidrazino}-2-hidroxi-fenil)-furan-2-carboxilico 5 (170 mg,
rendimiento: 86,7%) en forma de un sdlido de color rojo intenso.

HPLC: 94,6%

EM m/z (IEN): 471,9 [M-1]

'H RMN (400 MHz, CD3OD): & 7,60 (m, 4H), 7,19 (m, 1H), 7,04 (m, 1H), 6,87 (m, 2H), 2,98 (c, J = 7,2 Hz, 8H), 2,89
(t, J =7,2Hz, 2H), 2,36 (s, 3H), 1,96 (t, = 7,2 Hz, 2H), 1,27 (t, J = 7,2 Hz, 12H), 1,25 (s, 6H)

Ejemplo 6: bis-(piperazina) del acido (Z)-5-(3-{N'-[1-(3,3-dimetil-indan-5-il)-3-metil-5-0x0-1,5-dihidro-pirazol-4-
ilideno]-hidrazino}-2-hidroxi-fenil)-furan-2-carboxilico

1O,

Se disolvi6 acido (Z)-5-(3-{N'-[1-(3,3-dimetil-indan-5-il)-3-metil-5-ox0-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno]-hidrazino}-2-
hidroxi-fenil)-furan-2-carboxilico 4h (150 mg, 0,32 mmol) en 5 ml de tetrahidrofurano para formar una suspension de
color rojo intenso. La mezcla de reaccion se afiadié con piperazina (55 mg, 0,64 mmol) para formar una solucién de
color purpura, y se agité a temperatura ambiente durante una noche. La mezcla se filtr, la torta de filtro se lavé con
tetrahidrofurano (1 ml x 3), y el producto sélido se secd al vacio para obtener el compuesto del titulo bis-(piperazina)
del acido (Z)-5-(3-{N'-[1-(3,3-dimetil-indan-5-il)-3-metil-5-oxo-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno]-hidrazino}-2-hidroxi-fenil)-
furan-2-carboxilico 6 (158 mg, rendimiento: 77,1%) en forma de un sdlido de color rojo.

HPLC: 99,28%

EM m/z (IEN): 471,8 [M-1]

'H RMN (400 MHz, CD30D): & 7,64-7,66 (m, 3H), 7,55 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,21(d, J = 8,0 Hz,1H), 7,04 (m, 1H), 6,87-
6,88 (m, 2H), 3,01 (s, 16H), 2,90 (t, J = 7,2 Hz,2H), 2,38 (s, 3H), 1,97 (t, = 7,2 Hz,2H), 1,29 (s, 6H)
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Ejemplo 7: bis-(etanolamina) del acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-ox0-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-di-

hidro-pirazol-4-ilideno]-hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico
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Etapa 1
(5,6,7,8-Tetrahidro-naftalen-2-il)-hidrazina

Se disolvio 5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-ilamina 7a (3,68 g, 25,0 mmol) en 20 ml de acido clorhidrico concentrado y
la mezcla se agité durante 10 minutos tras la refrigeracion en un bafio de hielo-agua. Se afiadieron gota a gota 10 ml
de una solucién de nitrito sodico (1,72 g, 25,0 mmol) y la mezcla se agité durante 15 minutos mas y se usé en la
siguiente reaccion.

Después de la refrigeracion en un bafio de hielo-sal, se disolvio cloruro estannoso dihidrato (22,6 g, 100 mmol) en 10
ml de acido clorhidrico concentrado seguido de la adicion de la mezcla auxiliar que se ha mencionado anteriormente.
La mezcla de reaccién se calentd hasta la temperatura ambiente y se hizo reaccionar durante 1,5 horas. Después, la
mezcla se ajustd a pH 9 con una solucién al 40% de hidréxido sédico. La mezcla se extrajo con 400 ml de acetato de
etilo, después los extractos organicos combinados se concentraron a presion reducida y se secaron para obtener el
compuesto del titulo (5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-hidrazina 7b (2,19 g, rendimiento del 53,7%) en forma de un
aceite de color amarillo.

EM m/z (IEN): 163 [M+1]

Etapa 2
5-Metil-2-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-2,4-dihidro-pirazol-3-ona

Se disolvio (5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-hidrazina 7b (2,0 g, 12,3 mmol) en 50 ml de acido acético seguido de la
adicion de acetoacetato de etilo (1,57 ml, 12,3 mmol). La mezcla de reaccion se calenté a 100 °C durante una noche.
La mezcla se concentrd a presion reducida y el residuo resultante se purificé por cromatografia en columna sobre
gel de silice para obtener el compuesto del titulo 5-metil-2-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-2,4-dihidro-pirazol-3-ona
7c (1,58 g, rendimiento del 56,2%) en forma de un aceite incoloro.

EM m/z (IEN): 457 [2M+1]

'H RMN (CDCls): 5 7,54-7,58 (m, 2H), 7,09 (d, J = 8 Hz, 1H), 3,43 (s, 2H), 2,77-2,81 (m, 4H), 2,21 (s, 3H), 1,80-1,83
(m, 4H).

Etapa 3
Acido  (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-ox0-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno]-hidrazino}-

fenil)-furan-2-carboxilico
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Se disolvié bromhidrato del acido 5-(3-amino-2-hidroxi-fenil)-furan-2-carboxilico 4g (292 mg, 0,98 mmol) en 3,3 ml de
acido clorhidrico 1 M tras la refrigeracion en un bafio de hielo-agua seguido de la adicion gota a gota de 1,3 ml de
una solucién de nitrito sédico (74 mg, 1,07 mmol). Después de que la mezcla se agitara durante 20 minutos, se
anadiéo 5-metil-2-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-2,4-dihidro-pirazol-3-ona 7¢ (200 mg, 0,88 mmol). La mezcla se
ajusté a pH 8~9 mediante una adicién en lotes de una solucidon de bicarbonato sédico (1,226 g, 14,6 mmol). Las
burbujas generadas se inactivaron con 2 ml de etanol. La mezcla de reaccion se calenté hasta la temperatura
ambiente y se hizo reaccionar durante una noche. La mezcla se filtr6 y la torta de filtro se disolvié en 20 ml de agua.
Después de mezclarla bien, la mezcla se ajusté a pH 3~4 con acido clorhidrico concentrado, se filtré y se seco. El
producto en bruto se purificdé por HPLC para obtener el compuesto del titulo acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-
oxo-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno]-hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico 7d (160 mg,
rendimiento del 39,8%) en forma de un sdlido de color rojo.

EM m/z (IEN): 457 [M-1]

'H RMN (400 MHz, DMSO-d6): & 7,71(d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,63 (m, 2H), 7,56 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 7,37 (d, J = 3,2 Hz,
1H), 7,22 (t, J = 8,0 Hz, 1H), 7,13 (m, 2H), 2,75 (m, 4H), 2,33 (s, 3H),1,76 (m, 4H)

Etapa 4

bis-(etanolamina) del acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-ox0-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-di-hidro-pirazol-
4-ilideno]-hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico

Se disolvio acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-ox0-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno]-
hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico 7d (3,3 g, 7,2 mmol) en 15 ml de tetrahidrofurano. La solucién de reaccion se
afiadio gota a gota lentamente con etanolamina (0,88 g, 13 mmol), y se agité durante 1,5 horas a 15~20 °C. Una
gran cantidad de solido se precipité en la solucion, se filtrd, después la torta de filtro se lavo con tetrahidrofurano (10
ml x 3) y se sec6 al vacio para obtener el compuesto del titulo bis-(etanolamina) del acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-
metil-5-oxo-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno]-hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico 7 (3 g,
rendimiento: 74%) en forma de un solido de color rojo intenso.

HPLC: 99,3%

EM m/z (IEN): 456,8 [M-1]

'H RMN (400 MHz, CHs0D): 57,51 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,44-7,46 (m, 3H), 6,93-6,98 (m, 2H), 6,88 (d, J = 3,6 Hz, 1H),
6,67 (t, J = 8,0 Hz, 1H), 3,61 (t, J = 5,2 Hz, 4H), 2,86 (t, J = 5,2 Hz, 4H), 2,65-2,70 (m, 4H), 2,24 (s, 3H), 1,70-1,72 (s,
3H)

Ejemplo 8: bis-(colina) del acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-0x0-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-dihidro-
pirazol-4-ilideno]-hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico
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Se disolvié acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-ox0-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno]-
hidrazin}l-fenil)-furan-2-carboxilico 7d (100 mg, 0,22 mmol) en 5 ml de tetrahidrofurano para formar una suspension
de color rojo intenso. La mezcla de reaccion se afiadié con una solucion al 45% de hidréxido de colina en metanol
(45 mg, 0,44 mmol) para formar una solucién de color purpura, y se agité durante 1 hora a temperatura ambiente. El
sélido se precipitd en una solucion, se filtro, después la torta de filtro se lavd con tetrahidrofurano (1 ml x 3) y se seco
al vacio para obtener el compuesto del titulo bis-(colina) del acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-0x0-1-(5,6,7,8-
tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno]-hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico 8 (140 mg, rendimiento:
96,6%) en forma de un sélido de color rojo intenso.

HPLC: 98,82%

EM m/z (IEN): 457,8 [M-1]

'H RMN (400 MHz, CD3;0D): 57,74 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,60 (m, 3H), 7,08 (m, 3H), 6,91 (t, J = 8,0 Hz, 1H), 3,96 (m,
4H), 3,45 (t, J = 4,8 Hz, 4H), 3,18 (s, 18H), 2,80 (m, 4H), 2,38 (s, 3H),1,84 (m, 4H)

Ejemplo 9: bis-(dietilamina) del acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-ox0-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-
dihidro-pirazol-4-ilideno]-hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico
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Se disolvié acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-ox0-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno]-
hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico 7d (100 mg, 0,22 mmol) en 5 ml de tetrahidrofurano para formar una suspension
de color rojo intenso. La mezcla de reaccion se afiadio gota a gota con dietilamina (32 mg, 0,44 mmol) para formar
una solucion de color purpura, y se agitd a temperatura ambiente durante una noche. El sélido se precipitdé en una
solucion, se filtrd, y la torta de filtro se lavé con tetrahidrofurano (1 ml x 3), el solido se seco al vacio para obtener el
compuesto del titulo bis-(dietilamina) del acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-ox0-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-
1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno]-hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico 9 (77 mg, rendimiento: 58,3%) en forma de un soélido
de color rojo intenso.

HPLC: 99,1%

EM m/z (IEN): 457,9 [M-1]

'H RMN (400 MHz, CD30D): & 7,59(m, 4H), 7,08 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,04 (d, J = 3,6 Hz, 1H), 6,94 (d, J = 3,6 Hz,
1H), 6,82 (t, J = 8,0 Hz, 1H), 2,99 (c, J = 7,2 Hz, 8H), 2,79 (m, 4H), 2,36 (s, 3H), 1,82 (t, J = 3,2 Hz, 4H),1,27 (t, J =
7,2 Hz, 12H)

Ejemplo 10: bis-(meglumina) del acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-ox0-1-(5,6.7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-
dihidro-pirazol-4-ilideno]-hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico

‘N_
NySN o B
O HN o OH

o
! QH OH
Ao
OH OH 2
10

Se suspendid acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-ox0-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-dihidro-pirazol-4-
ilideno]-hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico 7d (100 mg, 0,22 mmol) en 5 ml de tetrahidrofurano para formar una
suspension de color rojo intenso. La mezcla de reaccion se afiadié con meglumina (85 mg, 0,44 mmol), y se agité a
temperatura ambiente durante una noche. La solucion resultante se afiadié con 4 ml de metanol y se concentré a
presion reducida para obtener el compuesto del titulo bis-(meglumina) del acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-(N'-[3-metil-5-ox0-
1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno]-hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico 10 (168 mag,
rendimiento: 90,8%) en forma de un sélido de color rojo intenso.

HPLC: 97,7%

EM m/z (IEN): 457,8 [M-1]

'H RMN (400 MHz, CD30D): & 7,56 (m, 4H), 7,06 (m, 2H), 6,98 (d, J = 3,2 Hz, 1H), 6,75 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 4,08 (m,
2H), 3,81 (m, 2H), 3,77 (m, 2H), 3,63 (m, 6H), 3,11 (m, 4H), 2,76 (m, 4H), 2,64 (s, 6H), 2,33 (s, 3H), 1,79 (m, 4H)

Ejemplo 11: bis-(piperazina) del acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-ox0-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-
dihidro-pirazol-4-ilideno]-hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico
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Se disolvié acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-ox0-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno]-
hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico 7d (100 mg, 0,22 mmol) en 5 ml de tetrahidrofurano para formar una suspension
de color rojo intenso. La mezcla de reaccion se afiadio con piperazina (37 mg, 0,44 mmol) para formar una solucion
de color purpura, y se agitdé durante 2 horas a temperatura ambiente. El sélido se precipité en una solucion, se filtro,
después la torta de filiro se lavé con tetrahidrofurano (1 ml x 3) y se secé al vacio para obtener el compuesto del
titulo bis-(piperazina) del acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-0x0-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-dihidro-
pirazol-4-ilideno]-hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico 11 (120 mg, rendimiento: 87,6%) en forma de un sélido de color
rojo intenso.

HPLC: 98,8%

EM m/z (IEN): 457,8 [M-1]

'H RMN (400 MHz, CD30D): & 7,59(m, 4H), 7,08 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,04 (d, J = 3,2 Hz, 1H), 6,87 (d, J = 3,2 Hz,
1H), 6,82 (t, J = 8,0 Hz, 1H), 3,00 (s, 16H), 2,78 (m, 4H), 2,36 (s, 3H), 1,81 (m, 4H)

Ejemplo 12: bis-(trometamol) del acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-0x0-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-
dihidro-pirazol-4-ilideno]-hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico
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Se disolvié acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-ox0-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno]-
hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico 7d (100 mg, 0,22 mmol) en 5 ml de tetrahidrofurano para formar una suspension
de color rojo intenso. La mezcla de reaccién se afiadié con trometamol (53 mg, 0,44 mmol) para formar una solucion
de color pardo, y se agité a temperatura ambiente durante una noche. El sélido se precipité en una solucion, se filtrd,
después la torta de filiro se lavé con tetrahidrofurano (1 ml x 3) y se secé al vacio para obtener el compuesto del
titulo bis-(trometamol) del acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-0x0-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-dihidro-
pirazol-4-ilideno]-hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico 12 (142 mg, rendimiento: 92,8%) en forma de un sdlido de color
0SCUro.

HPLC: 94,0%

EM m/z (IEN): 457,8 [M-1]

'H RMN (400 MHz, CD3;0D): & 7,58(m, 4H), 7,05 (m, 2H), 6,96 (d, J = 3,6 Hz, 1H), 6,90 (t, J = 8,0 Hz, 1H), 3,65 (s,
12H), 2,76 (m, 4H), 2,33 (s, 3H), 1,80 (m, 4H)

Ejemplo 13: bis-(dibenciletilendiamina) del acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-ox0-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-
i)-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno]-hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico

22



10

15

20

25

30

35

ES 2452039 T3

13

Se disolvié acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-ox0-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno]-
hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico 7d (100 mg, 0,22 mmol) en 5 ml de tetrahidrofurano para formar una suspensién
de color rojo intenso. La mezcla de reaccion se afadié con dibenciletilendiamina (104 mg, 0,44 mmol) para formar
una solucioén de color pardo, y se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. La solucién resultante se afadid
con 4 ml de metanol y se concentr6 a presion reducida para obtener el compuesto del titulo bis-
(dibenciletilendiamina) del &acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-ox0-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-dihidro-
pirazol-4-ilideno]-hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico 13 (167 mg, rendimiento: 81,8%) en forma de un sélido de color
0Scuro.

HPLC: 96,8%

EM m/z (IEN): 457,8 [M-1]

"H RMN (400 MHz, CD30OD): §7,52-7,54 (m, 3H), 7,39 (d, J = 7,2 Hz, 1H), 7,24-7,28 (m, 20H), 7,01-7,04 (m, 2H),
6,65-6,72 (m, 1H), 3,89 (s, 8H), 3,01 (s, 8H), 2,73 (m, 4H), 2,32 (s, 3H), 1,78 (m, 4H)

Ejemplo 14: Sal disddica del acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-0x0-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-dihidro-
pirazol-4-ilideno]-hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico

!'d._
NS N  ONa 3
O HN [ ONa

o
(o]

14

Se disolvi6 acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-0x0-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-dihidro-piraznol-4-
ilideno]-hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico 7d (110 mg, 0,24 mmol) en 4 ml de tetrahidrofurano para formar una
suspension de color rojo intenso. La mezcla de reaccion se afiadié gota a gota con una solucién 1 M de hidréxido
sédico (0,4 ml, 0,44 mmol) y se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se filtro,
después el filtrado se afadié con 4 ml de metanol y se concentrd a presion reducida. El sélido resultante se lavé con
hexano para obtener el compuesto del titulo sal disédica del acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-ox0-1-(5,6,7,8-
tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-di-hidro-pirazol-4-ilideno]-hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico 14 (115 mg, rendimiento:
81,8%) en forma de un sdélido de color oscuro.

HPLC: 96,8%

EM m/z (IEN): 457,8 [M-1]

'H RMN (400 MHz, CDsOD): 5 7,79(dd, J1 = 7,6 Hz, J2 = 1,2 Hz, 1H), 7,52 (m, 3H), 7,18 (d, J = 3,6 Hz, 1H), 7,05 (m,
2H), 6,70 (m, 1H), 2,78 (m, 4H), 2,41 (s, 3H),1,82 (m, 4H)

Ejemplo 15: bis-(L-arginina) del acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-0x0-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-
dihidro-pirazol-4-ilideno]-hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico

23



10

15

20

25

30

ES 2452039 T3

!\l_
SR eB IR
OH
O HN o
o

NH o]
g e

15

2

Se disolvié acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-ox0-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno]-
hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico 7d (100 mg, 0,22 mmol) en 5 ml 1 de tetrahidrofurano para formar una
suspension de color rojo intenso La mezcla de reaccién se afiadié con L-arginina (76 mg, 0,44 mmol) y 2 ml de agua,
se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. La solucidon de reaccion se concentré a presion reducida, se
afiadio con 5 ml de acetato de etilo. El sélido se precipitoé en la solucion, se filtrd, después la torta de filtro se sec6 al
vacio para obtener el compuesto del titulo bis-(L-arginina) del acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-ox0-1-(5,6,7,8-
tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-di-hidro-pirazol-4-ilideno]-hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico 15 (168 mg, rendimiento:
95,5%) en forma de un sélido de color oscuro.

HPLC: 97,5%

EM m/z (IEN): 457,9 [M-1]

'H RMN (400 MHz, CD3s0D): & 7,59(m, 4H), 7,06 (m, 2H), 6,98 (d, J = 3,6 Hz, 1H), 6,92 (t, J = 8,0 Hz, 1H), 3,57 (t, J
= 6,4 Hz, 2H), 3,19 (m, 4H), 2,78 (m, 4H), 2,36 (s, 3H),1,83 (m, 8H), 1,73 (m, 4H)

Ejemplo 16: bis-(etanolamina) del acido (Z)-5-{2-hidroxi-3-[N'-(1-indan-5-il-3-metil-5-0x0-1,5-dihidro-pirazol-4-
ilideno)-hidrazino]-fenil}-furan-2-carboxilico

!’d_
N
A
OH
O HN o

o
(HO/\,NH, )
2
16
N=
N N oSN om
"% NSN on CQ’OH;" Io\ oH
HN ° 0 HN [ 3 on
2 \ / on? — o —_— o
OH - MBr Etapa 1 o Etapa 2
. A~ -NH,
49 1 168 (Ho ) 2
16
Etapa 1
Acido (Z)-5-{2-hidroxi-3-[N'-(1-indan-5-il-3-metil-5-ox0-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-hidrazino]-fenil}-furan-2-
carboxilico

Se disolvié bromhidrato del acido 5-(3-Amino-2-hidroxi-fenil)-furan-2-carboxilico 4g (300 mg, 1,0 mmol) en &cido
clorhidrico (3,4 ml, 1 M) seguido de la adicién gota a gota de 1,2 ml de una solucién de nitrito sédico (73 mg, 1,05
mmol) tras la refrigeracion en un bano de hielo-agua. Después de hacer reaccionar la mezcla durante 10 minutos, se
afiadieron sucesivamente 2-indan-5-il-5-metil-2,4-dihidro-pirazol-3-ona 1i (193 mg, 0,9 mmol), bicarbonato sédico
(1,26 g, 15 mmol) y 4,4 ml de etanol. La mezcla se hizo reaccionar a temperatura ambiente durante 24 horas. La
mezcla se filtrd y la torta de filtro se lavé con 20 ml de agua y después se disolvié en 20 ml de agua. Después de la
refrigeracién en un bafio de hielo-agua, la mezcla se ajusté a pH <5 con acido clorhidrico concentrado, se filtré y se
seco para obtener el compuesto del titulo acido (Z)-5-{2-hidroxi-3-[N'-(1-indan-5-il-3-metil-5-oxo-1,5-dihidro-pirazol-4-
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ilideno)-hidrazino]-fenil}-furan-2-carboxilico 16a (287 mg, rendimiento del 71,8%) en forma de un sdlido de color
amarillo.

EM m/z (IEN): 443 [M-1]

'H RMN (400 MHz, DMSO-d6): & 13,73(s a, 1H), 9,97 (s a, 1H), 7,78 (s, 1H), 7,70 (m, 2H), 7,57 (m, 1H), 7,36 (d, J =
3,6 Hz, 1H), 7,29 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,22 (t, J = 8,0 Hz, 1H), 7,15 (m, 1H), 2,89 (m, 4H), 2,32 (s, 3H),2,03 (m, 2H)

Etapa 2

bis-(etanolamina) del acido (Z)-5-{2-hidroxi-3-[N'-(1-indan-5-il-3-metil-5-oxo0-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-hidrazino]-
fenil}-furan-2-carboxilico

Se disolvio acido (Z)-5-{2-hidroxi-3-[N'-(1-indan-5-il-3-metil-5-0x0-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-hidrazino]-fenil}-furan-
2-carboxilico 16a (1,825 g, 4,11 mmol) en 20 ml de tetrahidrofurano. La mezcla de reacciéon se afadié con
etanolamina (501 mg, 8,22 mmol), y se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. El sélido se precipitdé en una
solucion, se filtrd, después la torta de filtro se lavd con tetrahidrofurano (1 ml x 3) y se secé al vacio para obtener el
compuesto del titulo bis-(etanolamina) del acido (Z)-5-{2-hidroxi-3-[N'-(1-indan-5-il-3-metil-5-oxo-1,5-dihidro-pirazol-
4-ilideno)-hidrazino]-fenil}-furan-2-carboxilico 16 (1,615 g, rendimiento: 69,4%) en forma de un sdlido de color rojo
intenso.

EM m/z (IEN): 443 [M-1]

'H RMN (400 MHz, CD30D): 6 7,67(s, 1H), 7,53 (m, 3H), 7,21(d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,02 (m, 1H), 6,97 (d, J = 3,2 Hz,
1H), 6,70 (m, 1H), 3,70 (m, 4H), 2,92 (m, 4H), 2,88 (m, 4H), 2,35 (s, 3H), 2,08 (m, 2H)

Ejemplo 17: bis-(dietilamina) del acido (Z)-5-{2-hidroxi-3-[N'-(1-indan-5-il-3-metil-5-0x0-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-
hidrazino]-fenil}-furan-2-carboxilico
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Se suspendid acido (Z)-5-{2-hidroxi-3-[N'-(1-indan-5-il-3-metil-5-oxo0-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-hidrazino]-fenil}-
furan-2-carboxilico 16a (150 mg, 0,38 mmol) en 5 ml de tetrahidrofurano para formar una suspension de color rojo
intenso. La mezcla de reaccion se afiadié gota a gota con dietilamina (49 mg, 0,67 mmol) para formar una solucién
de color purpura, y se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. El sélido se precipitdé en una solucion, se filtro,
después la torta de filtro se lavé con tetrahidrofurano (1 ml x 3) y se secé al vacio para obtener el compuesto del
titulo  bis-(dietilamina) del acido (Z)-5-{2-hidroxi-3-[N'-(1-indan-5-il-3-metil-5-ox0-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-
hidrazino]-fenil}-furan-2-carboxilico 17 (163 mg, rendimiento: 81,9%) en forma de un sdlido de color rojo intenso.
HPLC: 99,18%

EM m/z (IEN): 4427 [M-1]

"H RMN (400 MHz, CD30D): & 7,71 (s, 1H), 7,60 (m, 3H), 7,24 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,04 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,95 (d, J
= 8,0 Hz, 1H), 6,82 (m, 1H), 3,73 (m, 2H), 2,95 (m, 8H), 2,37 (s, 3H), 2,13 (m, 2H), 1,87 (m, 2H), 1,28 (m, 12H)

Ejemplo 18: bis-(piperazina) del acido (Z)-5-{2-hidroxi-3-[N'-(1-indan-5-il-3-metil-5-0x0-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-
hidrazino]-fenil}-furan-2-carboxilico
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Se disolvio acido (Z)-5-{2-hidroxi-3-[N'-(1-indan-5-il-3-metil-5-0x0-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-hidrazino]-fenil}-furan-
2-carboxilico 16a (150 mg, 0,38 mmol) en 5 ml de tetrahidrofurano para formar una suspension de color rojo intenso.

5 La mezcla de reaccion se afiadié con piperazina (58 mg, 0,68 mmol) para formar una solucion de color purpura, y se
agité durante 3 horas a temperatura ambiente. El sélido se precipité en una solucion, se filtrd, después la torta de
filtro se lavé con tetrahidrofurano (1 ml x 3) y se sec6 al vacio para obtener el compuesto del titulo bis-(piperazina)
del acido (Z)-5-{2-hidroxi-3-[N'-(1-indan-5-il-3-metil-5-ox0-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-hidrazino]-fenil}-furan-2-
carboxilico 18 (185 mg, rendimiento: 88,9%) en forma de un soélido de color rojo intenso.

10 HPLC: 96,52%

EM m/z (IEN): 443,2 [M-1]
'H RMN (400 MHz, CDsOD): §7,73 (s, 1H), 7,61-7,64 (m, 2H), 7,55 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,23 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,05
(d, J = 8,8 Hz, 1H), 6,78-6,90 (m, 2H), 3,03 (s, 16H), 2,89-2,95 (m, 4H), 2,35 (s, 3H), 2,12 (t, J = 7,2 Hz, 4H)

15 Ejemplo 19: bis-(etanolamina) del acido (Z)-4-{2-hidroxi-3-[N'-(1-indan-5-il-3-metil-5-0x0-1,5-dihidro-pirazol-4-
ilideno)-hidrazino]-fenil}-tiofeno-2-carboxilico

N=
SN on s
O HN A~ -OH
o)
(Ho’\/NHZ)
2
19
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20
Etapa 1

Acido 4-(3-nitro-2-metoxi-fenil)-tiofeno-2-carboxilico
25 Se disolvieron 2-(2-metoxi-3-nitro-fenil)-4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolano 4d (0,81 g, 2,9 mmol), acido 4-bromo-

tiofeno-2-carboxilico (0,3 g, 1,45 mmol), tetraquis (trifenilfosfina)paladio (80 mg, 0,073 mmol) y carbonato sédico
(0,31 g, 2,9 mmol) en una mezcla de disolvente de 20 ml de 1,4-dioxano y 10 ml de agua. La reaccion se calenté a
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reflujo durante 0,5 horas. La mezcla se ajustd a pH 3 con acido clorhidrico 1 N y se extrajo con acetato de etilo (20
ml x 3). Los extractos organicos combinados se concentraron a presion reducida y el residuo se purificd por
cromatografia en columna sobre gel de silice para obtener el compuesto del titulo acido 4-(3-nitro-2-metoxifenil)-
tiofeno-2-carboxilico 19a (0,54 g) en forma de un aceite de color pardo, que se uso directamente en la siguiente
etapa.

EM m/z (IEN): 277,6 [M-1]

Etapa 2
Acido 4-(3-amino-2-metoxi-fenil)-tiofeno-2-carboxilico

Se disolvio &cido 4-(3-nitro-2-metoxi-fenil)-tiofeno-2-carboxilico 19a (400 mg, 1,45 mmol) en 30 ml de acetato de etilo
seguido de la adicién de 100 mg de paladio sobre carbono (10%) y formiato amoénico (360 mg, 5,8 mmol). La mezcla
se calentd a reflujo durante 3 horas. La mezcla se filtré y se concentrd a presion reducida para obtener el compuesto
del titulo acido 4-(3-amino-2-metoxi-fenil)-tiofeno-2-carboxilico 19b (410 mg) en forma de un aceite de color pardo,
que se uso directamente en la siguiente etapa.

EM m/z (IEN): 247,8 [M-1]

Etapa 3
Bromhidrato del acido 4-(3-amino-2-hidroxi-fenil)-tiofeno-2-carboxilico

Se disolvio bromhidrato del acido 4-(3-amino-2-metoxi-fenil)-tiofeno-2-carboxilico 19b (360 mg, 1,45 mmol) en 5 ml
de diclorometano seguido de la adicién gota a gota de tribromuro de boro (2,8 ml, 5,6 mmol). La mezcla de reaccién
se hizo reaccionar a temperatura ambiente durante 4,5 horas. La mezcla de reaccion se afadié con 5 ml de metanol
y se concentro a presién reducida. El residuo se diluyé con 10 ml de acetato de etilo y se agité durante 0,5 horas. La
mezcla se filtré y la torta de filtro se seco para obtener el compuesto del titulo bromhidrato del acido 4-(3-amino-2-
hidroxi-fenil)-tiofeno-2-carboxilico 19¢ (80 mg, rendimiento del 17,5%) en forma de un sélido de color gris.

EM m/z (IEN): 236,1 [M+1]

Etapa 4

Acido (2)-4-{2-hidroxi-3-[N'-(1-indan-5-il-3-metil-5-oxo0-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-hidrazino]-fenil}-tiofeno-2-
carboxilico

Se disolvié bromhidrato del acido 4-(3-amino-2-hidroxi-fenil)-tiofeno-2-carboxilico 19¢ (120 mg, 0,38 mmol) en 2,7 ml
de acido clorhidrico 1 M tras la refrigeracidon en un bafio de hielo-agua seguido de la adicién gota a gota de 0,45 ml
de una solucién de nitrito sédico (29 mg, 0,42 mmol). Después de que se hiciera reaccionar la mezcla durante 20
minutos, se afadié 2-indan-5-il-5-metil-2,4-dihidro-pirazol-3-ona 1i (73 mg, 0,34 mmol). La mezcla se ajusté a pH 8
con una solucion saturada de bicarbonato sédico seguido de la adicion de 2 ml de etanol. La mezcla de reaccion se
hizo reaccionar durante una noche a temperatura ambiente. La mezcla se filtrd y la torta de filtro se afiadié a 20 ml
de agua. La mezcla se ajusto a pH 3~4 con acido clorhidrico concentrado y se filtré. Después, a la torta de filtro se le
afiadieron 5 ml de acetato de etilo y la mezcla se agit6é durante 1 hora. La mezcla se filtr6 y la torta de filtro se seco
para obtener el compuesto del titulo acido (Z)-4-{2-hidroxi-3-[N'-(1-indan-5-il-3-metil-5-ox0-1,5-dihidro-pirazol-4-
ilideno)-hidrazino]-fenil}-tiofeno-2-carboxilico 19d (45 mg, rendimiento del 28,7%) en forma de un sélido de color
amarillo.

EM m/z (IEN): 458,8 [M-1]

'H RMN (400 MHz, DMSO-d6): 5 13,79 (s a, 1H), 9,68 (s a, 1H), 8,13 (d, J = 1,2 Hz, 1H), 8,05 (d, J = 1,6 Hz, 1H),
7,78 (s, 1H), 7,67 (m, 2H), 7,32 (m, 2H), 7,13 (t, J = 8,0 Hz, 1H), 2,87 (m, 4H), 2,32 (s, 3H), 2,05 (m, 2H)

Etapa 5

bis-(etanolamina) del &cido (Z)-4-{2-hidroxi-3-[N'-(1-indan-5-il-3-metil-5-oxo0-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-hidrazino]-
fenil}-tiofeno-2-carboxilico

Se disolvio acido (Z)-4-{2-hidroxi-3-[N'-(1-indan-5-il-3-metil-5-ox0-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-hidrazino]-fenil}-
tiofeno-2-carboxilico 19d (1,3 g, 2,83 mmol) en 40 ml de tetrahidrofurano para formar una suspension de color rojo
intenso. La mezcla de reaccién se afiadié con etanolamina (344 mg, 5,65 mmol) para formar una solucién de color
purpura, y se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. Una gran cantidad de sélido se precipitd en la solucion,
se filtrd, después la torta de filtro se lavé con tetrahidrofurano (1 ml x 3) y se secd al vacio para obtener el compuesto
del titulo bis-(etanolamina) del acido (Z)-4-{2-hidroxi-3-[N'-(1-indan-5-il-3-metil-5-oxo-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-
hidrazino]-fenil}-tiofeno-2-carboxilico 19 (1,513 g, rendimiento: 92,0%) en forma de un sdélido de color rojo intenso.
HPLC: 98,65%

EM m/z (IEN): 458,7 [M-1]

'H RMN (400 MHz, CD30D): 5 7,94 (s, 1H), 7,88 (s, 1H), 7,68 (s, 1H), 7,55-7,59 (m, 2H), 7,28-7,30 (m, 1H), 7,22 (d,
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J =8,4 Hz, 1H), 6,83 (t, J = 8,0 Hz, 3H), 3,65-3,68 (m, 4H), 2,88-2,92 (m, 8H), 2,38 (s, 3H), 2,06-2,14 (m, 2H)
Ejemplo 20: bis-(dietilamina) del acido (Z)-4-{2-hidroxi-3-[N'-(1-indan-5-il-3-metil-5-0x0-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-
hidrazino]-fenil}-tiofeno-2-carboxilico
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Se disolvio acido (Z)-4-{2-hidroxi-3-[N'-(1-indan-5-il-3-metil-5-ox0-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-hidrazino]-fenil}-
tiofeno-2-carboxilico 19d (150 mg, 0,33 mmol) en 5 ml de tetrahidrofurano para formar una suspension de color rojo
intenso. La mezcla de reaccion se afiadio gota a gota con dietilamina (49 mg, 0,66 mmol) para formar una solucién
de color purpura, y se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. El sélido se precipitd en una solucién, se filtrd,
después la torta de filtro se lavd con tetrahidrofurano (1 ml x 3) y se sec6 al vacio para obtener el compuesto del
titulo  bis-(dietlamina) del acido (Z)-4-{2-hidroxi-3-[N'-(1-indan-5-il-3-metil-5-oxo-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-
hidrazino]-fenil}-tiofeno-2-carboxilico 20 (157 mg, en forma de un sélido de color rojo intenso). Rendimiento: 79,3%.
HPLC: 98,98%

EM m/z (IEN): 458,8 [M-1]

'H RMN (400 MHz, CD30OD): 6 7,81(s, 1H), 7,73 (s, 1H), 7,68-7,70 (m, 2H), 7,62 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 7,22-7,26 (m,
2H), 7,06 (t, J = 8,0 Hz, 1H), 3,03 (c, J = 7,2 Hz, 8H), 2,90-2,97 (m, 4H), 2,37 (s, 3H), 2,07-2,15 (m, 2H), 1,29 (t, J =
7,2 Hz, 12H)

Ejemplo 21: bis-(piperazina) del acido (Z)-4-{2-hidroxi-3-[N'-(1-indan-5-il-3-metil-5-0x0-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-
hidrazino]-fenil}-tiofeno-2-carboxilico
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Se disolvio acido (Z)-4-{2-hidroxi-3-[N'-(1-indan-5-il-3-metil-5-ox0-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-hidrazino]-fenil}-
tiofeno-2-carboxilico 19d (150 mg, 0,33 mmol) en 5 ml de tetrahidrofurano para formar una suspension de color rojo
intenso. La mezcla de reaccion se afiadié con piperazina (56 mg, 0,65 mmol) para formar una solucién de color
purpura, y se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. El sélido se precipité en una solucion, se filtro, después
la torta de filtro se lavd con tetrahidrofurano (1 ml x 3) y se secé al vacio para obtener el compuesto del titulo bis-
(piperazina) del &cido (Z)-4-{2-hidroxi-3-[N'-(1-indan-5-il-3-metil-5-ox0-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno)-hidrazino]-fenil}-
tiofeno-2-carboxilico 21 (195 mg, rendimiento: 94,7%) en forma de un sdlido de color rojo intenso.

HPLC: 98,17%

EM m/z (IEN): 458,8 [M-1]

'H RMN (400 MHz, CD3OD): 5 7,85 (s, 1H), 7,75 (s, 1H), 7,71 (s, 1H), 7,62 (m, 2H), 7,26 (m, 2H), 6,95 (t, 1H), 2,96
(m, 16H), 2,91 (m, 4H), 2,37 (s, 3H), 2,11 (m, 2H)

Ejemplo 22: bis-(etanolamina) del acido (Z)-4-(2-Hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-0x0-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftal-2-il)-1,5-di-
hidro-pirazol-4-ilideno]-hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico
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Etapa 1
Acido 4-bromo-furan-2-carboxilico

Se afiadié una mezcla de acido 4,5-dibromo-furan-2-carboxilico 22a (5,5 g, 20,3 mmol) y 18 ml de hidréxido de
amonio a 63 ml de agua seguido de la adicién de polvo de cinc (1,46 g, 22,33 mmol). Después de que se completara
la adicion, la mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 6 horas. La mezcla se ajusté a pH 3 con
acido clorhidrico 1 M para formar una gran cantidad de precipitados. La mezcla se filtré y la torta de filtro se lavé con
n-hexano (15 ml x 4) y se seco para obtener el compuesto del titulo acido 4-bromo-furan-2-carboxilico 22b (3,2 g,
rendimiento del 83,1%) en forma de un sélido de color blanco.

EM m/z (IEN): 188,7 [M-1]

Etapa 2
Acido 4-(3-nitro-2-metoxi-fenil)-furan-2-carboxilico

Se disolvieron 2-(2-metoxi-3-nitro-fenil)-4,4,5,5-tetrametil-1 ,3,2-dioxaborolano 4d (4 g, 14,34 mmol), acido 4-bromo-
furan-2-carboxilico 22b (2,18 g, 11,47 mmol), tetraquis(trifenilfosfina)paladio (829 mg, 0,717 mmol) y carbonato
potasico (3,96 g, 28,68 mmol) en la mezcla de disolvente de 80 ml de 1,4-dioxano y 30 ml de agua. La mezcla de
reaccion se calenté a reflujo durante 2,5 horas. La mezcla se ajustdé a pH 3 con acido clorhidrico 1 M y después se
extrajo con acetato de etilo (80 ml x 3). Los extractos organicos combinados se concentraron a presion reducida. El
residuo se purificd por cromatografia en columna sobre gel de silice para obtener el compuesto del titulo acido 4-(3-
nitro-2-metoxi-fenil)-furan-2-carboxilico 22¢ (3,42 g, rendimiento del 90,7%) en forma de un aceite de color pardo.

EM m/z (IEN): 261,8 [M-1]

Etapa 3
Acido 4-(3-amino-2-metoxi-fenil)-furan-2-carboxilico

Se disolvi6 acido 4-(3-nitro-2-metoxi-fenil)-furan-2-carboxilico 22¢ (500 mg, 1,9 mmol) en 15 ml de acetato de etilo
seguido de la adicion de 100 mg de paladio sobre carbono y formiato aménico (429 mg, 7,6 mmol). La mezcla de
reaccion se calento a reflujo durante 3 horas. La mezcla se filtré para retirar paladio sobre carbono y se concentré a
presion reducida para obtener el compuesto del titulo acido 4-(3-amino-2-metoxi-fenil)-furan-2-carboxilico 22d (325
mg, rendimiento del 73,4%) en forma de un aceite de color amarillo.

EM m/z (IEN): 231,8 [M-1]
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Etapa 4
Bromhidrato del acido 4-(3-amino-2-hidroxi-fenil)-furan-2-carboxilico

Se disolvié acido 4-(3-amino-2-metoxi-fenil)-furan-2-carboxilico 22d (325 mg, 1,4 mmol) en 5 ml de diclorometano
seguido de la adicién gota a gota de tribromuro de boro (2,8 ml, 5,6 mmol). La mezcla se hizo reaccionar a
temperatura ambiente durante 4,5 horas. Se afiadieron 5 ml de metanol y después la mezcla se concentrd a presion
reducida. El residuo se diluyé con 10 ml de acetato de etilo y se agité durante 0,5 horas. La mezcla se filtré y la torta
de filtro se secd para obtener el compuesto del titulo bromhidrato del acido 4-(3-amino-2-hidroxi-fenil)-furan-2-
carboxilico 22e (174 mg, rendimiento del 57,1%) en forma de un sélido de color gris.

EM m/z (IEN): 217,7 [M-1]

Etapa 5

Acido (Z)-4-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-ox0-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftal-2-il)-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno]-hidrazino}-
fenil)-furan-2-carboxilico

Se disolvié acido 4-(3-amino-2-hidroxi-fenil)-furan-2-carboxilico 22e (170 mg, 0,57 mmol) en acido clorhidrico (1,9 ml,
1 M) tras la refrigeracion en un barfio de hielo-agua seguido de la adicion gota a gota de 0,7 ml de una solucion de
nitrito soédico (43 mg, 0,63 mmol). Después de que la mezcla se hiciera reaccionar durante 20 minutos, se afiadié 5-
metil-2-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-2,4-dihidro-pirazol-3-ona 7¢ (116 mg, 0,51 mmol). La mezcla se ajusté a pH
8~9 con una solucién saturada de bicarbonato sédico seguido de la adicion de 2 ml de etanol. La mezcla se hizo
reaccionar a temperatura ambiente durante 24 horas. La mezcla se filtr6é y después a la torta de filtro se le anadieron
15 ml de agua. Después de la refrigeracion en un bafio de hielo-agua, la mezcla se ajusté a pH 2~3 con acido
clorhidrico concentrado y se filtr6. La torta de filtro se lavé con acetato de etilo y se seco para obtener el compuesto
del titulo acido (Z)-4-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-0x0-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftal-2-il)-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno]-
hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico 22f (13 mg, rendimiento del 5,5%) en forma de un sélido de color rojo.

EM m/z (IEN): 456,7 [M-1]

'H RMN (400 MHz, DMSO-d6): § 13,75 (s a, 1H), 13,20 (s a, 1H), 9,68 (s a, 1H), 8,37 (s, 1H), 7,62-7,68 (m, 4H),
7,41-7,43 (m, 1H), 7,11-7,15 (m, 2H), 2,67-2,76 (m, 2H), 2,31 (s, 3H),1,75 (m, 4H)

Etapa 6

bis-(etanolamina) del acido (Z)-4-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-ox0-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftal-2-il)-1,5-di-hidro-pirazol-4-
ilideno]-hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico

Se disolvié acido (Z)-4-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-0x0-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftal-2-il)-1,5-di-hidro-pirazol-4-ilideno]-
hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico 22f (1,2 g, 2,6 mmol) en 20 ml de tetrahidrofurano para formar una suspension
de color rojo intenso. La mezcla de reaccion se afadid con etanolamina (399 mg, 6,5 mmol) para formar una
solucion de color purpura, y se agité durante 6 horas a temperatura ambiente. Una gran cantidad del sélido se
precipitd en la solucién, se filtro, después la torta de filtro se lavd con tetrahidrofurano (1 ml x 3) y se seco al vacio
para obtener el compuesto del titulo bis-(etanolamina) del acido (Z)-4-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-ox0-1-(5,6,7,8-
tetrahidro-naftal-2-il)-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno]-hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico 22 (1,51 g, en forma de un
sélido de color rojo). Rendimiento del 72,8%. HPLC: 97,16%

EM m/z (IEN): 456,7 [M-1]

'H RMN (400 MHz, CD30OD): & 8,20 (s, 1H), 7,51-7,56 (m, 3H), 7,31-7,35 (m, 2H), 7,07 (d, J = 9,2 Hz, 1H), 6,89 (t, J
= 8,0 Hz, 1H), 3,68-3,71 (m, 4H), 2,90-2,95 (m, 4H), 2,76-2,81 (m, 4H), 2,39 (s, 3H), 1,80-1,85 (m, 4H)

Ejemplo 23: Colina del acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-ox0-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-dihidro-
pirazol-4-ilideno]-hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico

!*'#

N

=N H

| R -
o)

l. /o
T

Se disolvié acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-ox0-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno]-
hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico (1,1 g, 2,4 mmol) en 19 ml del disolvente de la mezcla de acetato de etilo y etanol
(viv = 12:7), después la mezcla de reaccion se calentd a 40 °C y se agité durante 15 minutos para formar una
suspension de color marrén. La mezcla de reaccion se afiadié lentamente con una solucién 1 M de colina en
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metanol (2,4 ml, 2,4 mmol) para formar una solucién de color negro hasta que el sélido desaparecié. La solucion de
reaccion se afiadié con 1 ml de agua, después se enfrié a 35 °C, se hizo reaccionar durante 3 horas y después se
agitd durante 72 horas mas a temperatura ambiente. El solido de color naranja se precipito, se filtrd, después la torta
de filtro se lavé con acetato de etilo (5 ml x 3) y se sec6 para obtener el compuesto del titulo colina del acido (Z)-5-
(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-ox0-1-(5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno]-hidrazino}-fenil)-furan-2-
carboxilico (620 mg, rendimiento: 46,0%) en forma de un sélido de color naranja.

EM m/z (IEN): 456,7 [M-1]

'H RMN (400 MHz, CD3s0OD): & 7,66-7,57 (m, 4H), 7,09-7,04 (m, 3H), 6,92 (d, J = 3,6 Hz, 1H), 4,03-3,99 (m, 2H),
3,51-3,48 (m, 2H), 3,22 (s, 9H), 2,81-2,75 (m, 4H), 2,33 (s, 3H), 1,83-1,81 (m, 4H).

Ejemplo 24: Composicién de los Comprimidos

La lactosa, celulosa microcristalina, almidon glicolato sédico, estearato de magnesio y el Compuesto del Ejemplo 7
se mezclan en las proporciones mostradas en la Tabla 1 que se indica a continuacion. Después, la mezcla se
comprime en comprimidos.

Tabla 1
INGREDIENTE mg
Compuesto del Ejemplo 7 8,45
Celulosa microcristalina 112

Lactosa 70
Almidon glicolato sodico 8
Estearato de magnesio 2

Ejemplo 25: Composicién Parenteral Inyectable

Una forma inyectable para administrar el Compuesto del Ejemplo 7 se produce agitando 5,0 mg del compuesto en
1,0 ml de solucion salina normal.

Ejemplo de Prueba

Ensayo de Solubilidad

De acuerdo con el procedimiento convencional para la determinacion de la solubilidad, la solubilidad de los
compuestos de los Ejemplos y sus sales se ensayaron en tres sistemas diferentes: agua, acido clorhidrico al 0,1% y
metanol.

La solubilidad se caracterizo por:

La expresion "muy soluble" se refiere a que 1 g (ml) de soluto puede disolverse en menos de 1 ml de
disolvente;

La expresion "soluble libremente" se refiere a que 1 g (ml) de soluto puede disolverse en de 1 ml a 10 ml,
sin incluir 10 ml de disolvente;

El término "soluble" se refiere a que 1 g (ml) de soluto puede disolverse en de 10 ml a 30 ml, sin incluir 30
ml de disolvente;

La expresidn "escasamente soluble" se refiere a que 1 g (ml) de soluto puede disolverse en de 30 ml a 100
ml, sin incluir 100 ml de disolvente;

La expresion "ligeramente soluble" se refiere a que 1 g (ml) de soluto puede disolverse en de 100 ml a 1000
ml, sin incluir 1000 ml de disolvente;

La expresion "muy ligeramente soluble" se refiere a que 1 g (ml) de soluto puede disolverse en de 1000 ml
a 10000 ml, sin incluir 10000 ml de disolvente;

La expresion "practicamente insoluble o insoluble" se refiere a que 1 g (ml) de soluto no puede disolverse
por completo en 10000 ml de disolvente.

Los resultados de la solubilidad se mostraron como se indica a continuacion:

Ejemplo N° Solubilidad (mg/ml)

acido clorhidrico al 0,1% agua metanol

1j <0,001 <0,001 | <0,001
<0,001 0,003 1,469

3 <0,001 2,290 1,534

4h <0,001 <0,001 | <0,001

4 0,024 2,905 19,001

6 <0,001 0,001 3,009

7d <0,001 <0,001 | <0,001
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7 0,029 3,960 | 22,377
8 <0,001 5,049 4,595
9 <0,001 9,974 | 19,331
10 <0,001 3,715 3,417
11 <0,001 3,003 3,617
12 <0,001 5,945 | 18,823
13 <0,001 <0,001 | 15,432
14 <0,001 1,876 3,722
15 <0,001 0,645 3,023
16a <0,001 <0,001 | <0,001
17 <0,001 2,000 5,849
18 <0,001 2,741 6,096
19d <0,001 <0,001 | <0,001
20 <0,001 0,068 2,221
21 <0,001 0,814 2,416
23 <0,001 0,286 | 22,597

El resultado mostré que en comparacion con el compuesto del Ejemplo 1j, Ejemplo 4h, Ejemplo 7d, Ejemplo 16a y el

Ejemplo 19d, la solubilidad de sus sales obviamente aumento, especialmente en agua y metanol. Especialmente, las

sales del Ejemplo 4 y el Ejemplo 7 tenian relativamente mejora solubilidad en &cido clorhidrico al 0,1%, y las dos
5 sales fueron muy ligeramente solubles, mientras que las demas eran practicamente insolubles o insolubles.

La estructura de los Compuestos del Ejemplo 1j, Ejemplo 4h, Ejemplo 7d, Ejemplo 16a y el Ejemplo 19d se mostro
como se indica a continuacion:

Ejemplo

NP Estructura Compuesto
rN_
1i N N OH acido (Z)-2'-hidroxi-3'-[N'-(1-indan-5-il-3-metil-5-carbonil-1,5-
J o ;ﬂ OH dihidro-pirazol-4-ilideno)-hidrazino]-bifenil-3-carboxilico
(o}
N=
N acido (Z2)-5-(3-{N'-[1-(3,3-dimetil-indan-5-il)-3-metil-5-oxo-1,5-
4h R A dihidro-pirazol-4-ilideno]-hidrazino}-2-hidroxi-fenil)-furan-2-
O HN o OH carboxilico
o
N=

acido (Z)-5-(2-hidroxi-3-{N'-[3-metil-5-0x0-1-(5,6,7,8-

N
7d (D’ N M on tetrahidro-naftalen-2-il)-1,5-dihidro-pirazol-4-ilideno]-
O HN (o} hidrazino}-fenil)-furan-2-carboxilico
o]

N=
163 <:©/" SN OH M\ z_§1c;_ido (Z_)—5-{2-hi_d_roxi-3-[l\_l'-(1-i_ndan-5?iI-3-meti|-5-oxo-1,,_5-
0O HN o OH dihidro-pirazol-4-ilideno)-hidrazino]-fenil}-furan-2-carboxilico
o}
!'d_
19d @r"‘ N H !s .é.cido (_Z)-4-{2-hi_droxi-3-[!\l'-(1.-indan-§-i|-_3-meti|-5-oxo-1,’5_-
O HN Y OH dihidro-pirazol-4-ilideno)-hidrazino]-fenil}-tiofeno-2-carboxilico
o}

10
Ensayo de Higroscopicidad

Prueba de higroscopicidad de los compuestos de la presente divulgacion después un reposo durante 48 horas
15 Protocolo:

1. El frasco de pesadas de vidrio arido con un tapén (el diametro externo es de 50 mm, la altura es 15 mm)

se puso a 25 °C £ 1 °C adecuadamente en una secadora termostatica (se puso una solucion saturada de

sulfato de amonio en la parte inferior, la humedad era del 79%) el dia antes del ensayo, el peso exacto se
20 midié como (my);
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2. El frasco de pesadas anterior se cubrié con los compuestos de la invencion (aproximadamente 1 g), y el
espesor de los compuestos fue generalmente de 1 mm, el peso exacto se midié como (my);

3. La boca del frasco de pesadas se mantuvo abierto y se coloco con el tapén en las condiciones anteriores
con temperatura y humedad constantes durante 48 horas;

4. Se puso el tapon de nuevo en la botella, el peso exacto se midié como (mj)

m; -m,
Porcentaje de ganancia de peso = m, -m,
El grado de higroscopicidad se definid como se indica a continuacion:
Deliquescer: Se vuelve liquido absorbiendo suficiente humedad.

Alta higroscopicidad: el porcentaje de ganancia de peso por higroscopicidad no es menor del 15%.

Higroscopicidad: el porcentaje de ganancia de peso por higroscopicidad es menor del 15%, pero no inferior del 2%.

Escasa higroscopicidad: el porcentaje de ganancia de peso por higroscopicidad es menor del 2%, pero no menor del
0,2%.

Sin higroscopicidad o casi sin higroscopicidad: el porcentaje de ganancia de peso por higroscopicidad es menor del
0,2%.

Los resultados de la higroscopicidad de los compuestos de la presente divulgacion se mostraron como se indica a
continuacién:

Ejemplo N° | Porcentaje de ganancia de peso | Higroscopicidad
7 1,2% Escasa higroscopicidad
8 13,9% Higroscopicidad
10 15,7% Alta higroscopicidad
12 2,71% Higroscopicidad
23 8,48% Higroscopicidad

Los resultados mostraron que en comparacion con las deméas sales, la sal del Ejemplo 7, es decir, sal bis-
(etanolamina) del compuesto 7d, es menos higroscépica, y tenia mejora estabilidad en la humedad, lo que podria
evitar los problemas potenciales del cambio de peso de los componentes activos durante la preparacion de capsulas
o comprimidos, es estable en gas, y es adecuada para la preparacién de una formulaciéon convencional y podria
almacenarse a largo plazo.

ENSAYO BIOLOGICO

Ejemplo de Prueba 1: Efecto de la proliferacion de una serie de compuestos de TPO en una célula BAF3-TPOR.
1. Material y reactivos.

a) Medio RPMI 1640, polvo, 10 x 1 |, que contiene HEPES (Gibco, Catalogo N° 23400021).
b) Suero Fetal Bovino (Gibco, Catalogo N° 10099-141).

c) PENICILINA ESTREPTOMICINA SOL (Gibco, Catalogo N° 15140-122).

d) Geneticina (G418) (Gibco, Catalogo N° 11811-098).

e) IL-3 de ratén recombinante (chemicon, Catalogo N° ILO15).

f) Mab de trombopoyetina R humana (TPO) (R&D, Catalogo N° MAB1016).

g) DMSO (AppliChem, Catéalogo N° A3672).

h) Kit de Mutagénesis Dirigida a Multiples Sitios QuikChange®, 10 Realizaciones (Stratagene
ST200515).

i) Cell Counting Kit-8 (Dojindo, Catalogo N° CK04-13)

j) Célula BaF3 (Union cell culture center, Catalogo N° 0095)

k) EX-EGFP-M02 (FulenGen, Catalogo N° EX- EGFP-M02 Control)

I) EX-B0010-M02 (FulenGen, Catalogo N° EX-B0010-M02)

2. Proceso operativo:

(1) Construcciones plasmidicas: En base a la informacién de secuencia del receptor de TPO
(TPOR) de Entrez (Gene ID: 4325, Refseq: NM_005373), la mutacién de sitio dual se realizé en el
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plasmido EX-B0010-M02 usando el Kit de Mutagénesis Dirigida a Multiples Sitios QuikChange(R)
(Stratagene). La secuencia de cebadores que contenian multiples sitios de mutacion se disefio
como se indica a continuacion:

g491 a: 5'-gggaacttcagatcagctgggaggagcecg-3'
g491a_antisentido: 5'-cggctcctcccagcetgatctgaagttcee-3';
c965t: 5'-caggaccatgctagctcccaaggcttcttcet-3',
c965t_antisentido: 5'-agaagaagccttgggagctagcatggtcctg-3'.

Las células competentes de E. coli DH5a se transformaron con un plasmido mutado, y las colonias positivas se
recogieron a través de la seleccion de ampicilina. El resultado de la mutacion se confirmé por analisis de la
secuencia.

(2) Linea celular transfectada estable BAF3-TPOR: EIl siguiente procedimiento se usé para construir la
célula BaF3 que sobreexpres6 de forma estable el TPOR humana funcional. El plasmido EX-B0010-M02
mutado con éxito (25 ng) que expresé el TPOR humano y el gen neomicina de deteccion se transfectd en
células BaF3 de tipo natural (1 x 107) por electroporaciéon a 250 V durante 18 ms usando un generador de
pulsos eléctrico (Electro Square Porator ECM830, BTX Division of Genetronic, Inc. Estados Unidos). Las
células transfectadas estables BAF3-TPOR se seleccionaron con G418 (Gibco, Estados Unidos), después
se incubaron en medio RPMI1640 mas FBS al 10% (Gibco, Estados Unidos), 800 ng/ml de G418, 5 ng/ml,
rmIL-3 (Chemicon, Estados Unidos).

3. Ensayo de compuestos de deteccion

(1) Lavado de células por centrifugacion: Una cantidad adecuada de suspension celular se centrifugd a
1000 rpm durante 5 minutos, y el sobrenadante se desechd. Se afiadieron 10 ml de medio de cultivo celular
sin IL-3. Después, la suspension celular resultante se centrifugé a 1000 rpm durante 5 minutos, y el
sobrenadante se deseché.

(2) Se afnadié 1 ml de medio de cultivo celular sin IL-3 para su igualacién, y se cont6é el nimero de una
cantidad adecuada de suspension celular después de la dilucion.

(3) De acuerdo con el resultado del recuento celular, se prepar6 una suspension celular en una
concentracion de 100.000 células/ml.

(4) Se transfirieron 100 pl de suspensién celular a cada pocillo de la placa de cultivo de 96 pocillos, y hubo
3 pocillos paralelos, es decir, hubo un grupo de control en blanco (B), un grupo de control negativo (N), un
grupo de control positivo de TPO (P) y un grupo de compuesto de prueba (S).

(5) El compuesto de prueba se disolvié en DMSO para preparar una soluciéon madre 10 mM, y después la
solucién se diluyo con medio RPMI 1640 en una serie de muestras de prueba a diferente concentracion: 30
puM, 10 uM, 3 puM, 1 uM, 0,3 uM, 0,1 uM, 0,03 uM, 0,01 uM, 0,003 uM, 0,001 uM.

(6) Se transfirieron 10 ul de compuesto de prueba a cada pocillo respectivamente; al pocillo de control
positivo se le afiadio 1 pul de rhTPO (10 pug/ml).

(7) Las placas se incubaron en una incubadora en CO» al 5% y a 37 °C durante 24 horas.

(8) Después de la incubacién, a cada pocillo se le afadieron 10 ul de solucion CCK-8 y las placas se
incubaron en la incubadora durante 24 horas mas.

(9) El valor DO se detectd a 450 nm por el lector de placas VICTORS (Perkin Elmer 1420-120).

4. Calculo Analitico
(1) La tasa de proliferacion se calculé como se indica a continuacion:
Tasa = [(S-B)/(P-B)] x 100%
S: Valor DO de los pocillos que contienen el compuesto de prueba.
B: Valor DO de los pocillos de control en blanco
P: Valor DO de los pocillos de control positivos

(2) El valor ECsg se calculé mediante el software Origin 7.0.

5. Resultados: ECsg de la actividad de TPO de los compuestos de la presente divulgacion

Ejemplo ECso
Eltrombopag | 299

1 200
1 150
4h 32
4 25
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Ejemplo ECso
5 19
6 36
7d 21
7 19
8 4.4
9 14
10 16
11 21
12 14
13 20
14 19
15 16

16a 100
16 18
17 55
18 29
19d 43
19 37
20 51
21 116
22f 42
22 39
23 43

Los resultados del estudio mostraron que en comparacion con el acido libre, las sales de la presente divulgacion
tenian efectos de proliferacion mas fuertes con respecto a la célula BAF3-TPOR. El orden fue como se indica a
continuacion: sales de la presente divulgacion > acido libre > Eltrombopag, y la actividad de las sales de la presente
divulgacion eran mas activas que Eltrombopag.

ENSAYO DE LA FARMACOCINETICA

Ejemplo de Prueba 1: Ensayo de farmacocinética de los compuestos de la presente divulgacion en ratas

1. Fin

Los compuestos de la presente divulgacion se administraron por via intragastrica a las ratas para determinar la
concentracion de farmaco en plasma en diferentes puntos de tiempo por HPLC-UV. La conducta farmacocinética de
los compuestos de la presente divulgacion se estudio y se evalu6 en ratas.

2. Protocolo

2.1 Muestras

Compuestos del Ejemplo 1j, Ejemplo 1-3, Ejemplo 4h, Ejemplo 4, Ejemplo 5, Ejemplo 6, Ejemplo 7d, Ejemplo 7-15,
Ejemplo 16a, Ejemplo 16-18, Ejemplo 19d, Ejemplo 19, Ejemplo 20, Ejemplo 21, Ejemplo 22f, Ejemplo 22 y Ejemplo
23.

2.2 Animales experimentales

Se adquirieron ratas SD adultas sanas, machos y hembras por igual, en SINO-BRITSH SIPPR/BK LAB.ANIMAL
LTD., CO, Licencia numero: SCXK (Shangai) 2003-0002

2.3 Instrumento
Cromatoégrafo liquido de alto rendimiento Waters 2695-2996, Waters Corp., Estados Unidos;
2.4 Preparacion de compuestos de prueba

El compuesto de prueba se diluy6é con carboximetil celulosa sddica al 1% en 5 mg/ml (calculado como la forma de
acido libre) de suspensién antes de su uso.

2.5 Administracion
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Las ratas SD adultas sanas, machos y hembras por igual, se dividieron en 23 grupos. Después del ayuno durante
una noche, a las ratas se les administro por via intragastrica una dosis de 50,0 mg/kg (calculado como la forma de
acido libre), a un volumen de 10 ml/kg.

2.6 Recogida de Muestras

Se tomaron muestras de sangre (0,2 ml) de la cuenca ocular en una administracion previa y 0,5, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0,
5,0, 6,0, 8,0, 11,0, 14,0, 24,0, 36,0 y 48,0 horas después de la administracion, que se almacenaron en tubos
heparinizados y se centrifugaron durante 10 minutos a 3.500 rpm. Las muestras de plasma se almacenaron a -20 °C
hasta su andlisis. Las ratas se alimentaron 2 horas después de la administracion.

2.7 Procedimientos Analiticos

Se mezclaron bien 50 pl de plasma de rata, obtenido en diversos puntos de tiempo después de la administracion, 50
ul de solucién convencional interna y 20 ul de una mezcla de disolvente de metanol y agua (80:20, v/v), y después
se afiadieron 100 pl de para dar como resultado la precipitacion de proteinas. Después, la mezcla se mezcld durante
3 minutos usando un agitador vorticial y se centrifugé durante 10 minutos a 13.500 rpm. Se analizaron 40 pl del
sobrenadante por HPLC-UV.

2.8 Calculo de los Parametros Farmacocinéticos

El modelo compartimental de la farmacocinética se ajustd para los compuestos de prueba y se calcularon los
parametros farmacocinéticos principales, en los que Cmax Y tmax fueron los valores medidos realmente.

3. Resultados de los Parametros Farmacocinéticos

Los parametros farmacocinéticos de los compuestos de la presente divulgacion se mostraron como se indica a
continuacion:

36



ES 2452039 T3

81'2F2S'S ¥2'0 F 1250 SLLTFLLL PELFL9L G'68 T €21 8L'e F62'e eCLFTLL €2
GLLTLYE LL'OF ¥2'0 0'LF8VL 09'0 7566 0¥Z F €09 0ZF0'S Z'8l ¥8'6€ [44
91’z T 678 G50 F690 R EL AT /S 1F126 /6 F1SI 9Z'LLFGZY 8G'TF€L'8 12z
20T LE) Y00 F ¥10 1E0F 198 8v°0 ¥ 98°0 601 F 08€ 0L FG'S e LF 119 4
89°0FTG0C 8800 F 120 €€l F65°L SY'ZTFVeL 91l F6/2 0L FS'¥ L'GSLF L9V 02
2LTF V'S 19°0F88°0 Z6'7FG8°L 89°CFL.LG Z'L¥Z'68 6.7 181 €'/lL T80T 6l
¥'8F¥'0lL €80 F vl 66°L F1L0'C S0l F #8°L ¥'9€ F 1'9¢ 860 F 05°C ¥8'9F 16°L P61
L0'L ¥20°C GE'0F €90 9T F LE'S 09°L ¥66°C 20l 6Ll €9l F€9°L o'LLFE'eT 8l
60°LL F9L'8 €600 F 8€°0 0CLFOVL LYLF LT €eF8¢el $0'C ¥ 8¢’ G'0LFG'lT m
ISV FEL9 Y9'0F ¥6'L €0'L F¥8'c ¥.'1 ¥80°C 08y F ¥'2S 28°0F00°C €9l ¥9'6l 9l
GLFSLL G/'TF86C GG'ZTFE0'V 89°'0 ¥ 28'l Z'LLFO0GL 96'0F6.'C €2'97F 18'9 egl
6.1 FG9'C G660 F 8520 ¥0'C 268 08'€ ¥ 959 8Ll F89l 9L F0°C 9'cl FE'eT Gl
€0'8 T ¥5'6 LWWZFore €L2F0Z°L 28CF LYV 681 F2€l CETAS 92z F8'LL ¥l
LZLF67L €80T €91 10°CFS0'8 0SCZF0.LS z'ee F8er LLLF8EL GE'eFO0L'8 €l
g€l TGEQ ¥0S'0 F00°L 89°| F /8 WZT LS 8°€Z ¥ G'8S LLLF8EL c'oLF8'LL 4}
0€°G T 08°S GOVl ¥ 1180 06°€ F0°0l 6LLFLCL 8.1 F0.2 8G'0F Gl €Yz FZ'0oV Ll
L1V F Y5y ¥G.°0 F ¥6¥°0 ZLGFGLL 2€976Cl 90€ F 18€ G.'0F €9 S'vy T 9'G9 oL
9¥'L FGL'S SYL'0F LBE0 8L L G0l 8v°'Z ¥ 596 169 F 9L 652 F88C voLFZ'Le 6
806 T GS'8 €10°L ¥ 9260 €Z8F LTl Z20'6 ¥ 901 98§ F ZS¢ LLLF8EL 2O FZ'9e 8
60T 8rC 69L'0FG/L0 ZL'GFEEL L0'9F6°ElL v.Z F 69% G'0FGLL SYEF L'VL ]
621 F1°9¢ Pr'8 T ¥L'g €L'8F0LL 6LLFCVL AR 0'L¥6C 6'cF 29l p.
82209l ¥80°0 ¥ 0€°0 206 T ¥'09 €'0LF0'SY LW FGLL 0L FSC G'9F0¢clL 9
roTECY 1/0'0F 220 1'6 ¥8'0C Z'9F0'GlL G6 F G5¢C G'LFGTe 8'c¥8'6l G
L1V F1°8S 09'L Fev'e G'9e F£'8¢ S'L£F0'22 9ZL 06l lv'eFSee 08'L ¥2€'c 14
VG T ¥'e8 €61 F92°C 9vZ FL1E v'9L F8'61 €87FG'6 01 ¥6¢C 8c'0F 62l Uy
GL'0F8.0 €10°0 F 2900 6'0F0€Cl 8.°0F /88 G8l F ¢v8 01 ¥G'S €6 T 6. 3
91'0 T €80 G000 ¥ 90°0 9.'0F80°L1 ¥l F65°6 ¥9 F €€8 91'1F¥0'S Z'LLT6'e8 4
2E0FSY0 2,00 ¥ 8600 911 F96'v ¥6°0 F 6E'S 8/l F 10S FETAS €'GE T 1'06 )
81'0F 620 G€0'0 ¥ 6%0°0 8/l ¥68'¢ 98'L F 12V Iy F1El Lyl F 00y Pp'LL F60'6C f
2P0 F66°0 2S0°0 ¥ 680°0 9CZFZ'LL yelL F28'L GGZ ¥ 089 0L ¥G'S 1'8L 819 Bedoquwon|3
(SNETZN (Bx/u/1) 410 (U) WL () z/13 (U x JwyBn) ogy (U) xew | (jw/6r) xewd
ajuasedy UoIdNQUISIJ Sp UBWIN|OA | Oluslwele|dy | OIpa\ elouspisay ap odwal] | epiAlwag | ean) e oleg Baly | 0dld e odwsal] | ewse|d ou0) oJawnN

(B%/B6w 0G) eonouipooewle e| ap oAesug

37


EMONJASM
Texto escrito a máquina
37

EMONJASM
Texto escrito a máquina

EMONJASM
Texto escrito a máquina


10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2452039 T3

Los resultados del estudio mostraron que después de la administracién a ratas, en comparacién con el acido libre, la
farmacocinética y la biodisponibilidad de las sales de la presente divulgacion obviamente mejoré. Los datos
farmacocinéticos de la sal del Ejemplo 7, es decir, las sales bi-(monoetanolamina) del Ejemplo 7d, son mejores, y
tenian buenas caracteristicas farmacocinéticas.

Ejemplo de Prueba 2: Ensayo de la farmacocinética de los compuestos de la presente divulgacion en perros Beagle
1. Fin

Los compuestos del Ejemplo 7, Ejemplo 8, Ejemplo 10 y Ejemplo 12 se administraron por via intragastrica a perros
Beagle para determinar la concentracion del farmaco en plasma en diferentes puntos de tiempo por HPLC-UV. La
conducta farmacocinética de los compuestos de la presente divulgacion se estudié y se evalu6 en perros Beagle.

2. Protocolo

2.1 Muestras

Compuestos del Ejemplo 7, Ejemplo 8, Ejemplo 10 y Ejemplo 12

2.2 Animales experimentales

Se adquirieron 12 perros Beagles adultos sanos, macho, en Suzhou Xishan Drug Research and Development CO.,
LTD. Licencia niumero: SCXK(Suzhou)2007-0005.

2.3 Instrumento
Cromatografo liquido de alto rendimiento Agilent 1100, Agilent Corp., Estados Unidos.
2.4 Preparacion de compuestos de prueba

El compuesto de prueba se diluyé con carboximetil celulosa sédica al 0,5% en 2,5 mg/ml (calculado como la forma
de acido libre) de suspension antes de su uso.

2.5. Administracién

Los 12 perros Beagles adultos, sanos, macho, se dividieron en 4 grupos. Después de una noche en ayuno, a los
perros se les administré por via intragastrica una dosis de 5,0 mg/kg (calculado como la forma de acido libre), a un
volumen de 2 ml/kg.

2.6 Recogida de Muestras

Se tomaron muestras de sangre (1,2 ml) de la vena de las patas delanteras previamente a la administracién y 0,25,
0,5,1,0, 1,5, 2,0, 3,0, 5,0, 6,0, 8,0, 12,0, 14,0, 24,0 y 48,0 horas después de la administracién, que se almacenaron
en tubos heparinizados y se centrifugaron durante 10 minutos a 3.500 rpm. Las muestras de plasma se almacenaron
a -20 °C hasta su analisis. Los perros Beagles se alimentaron 2 horas después de la administracion.

2.7 Procedimientos Analiticos

Se anadieron 50 pl de plasma de perro Beagles, obtenido en diversos puntos de tiempo después de la
administracion, 20 pl de una solucién convencional interna y 150 pl de metanol para dar como resultado una
precipitacion de proteinas. Después, la mezcla se mezcld durante 1 minuto usando un agitador vorticial y se
centrifugd durante 5 minutos a 11.000 rpm. Se analizaron 50 pl del sobrenadante por HPLC-UV.

2.8 Calculo de los Parametros Farmacocinéticos

El modelo compartimental de la farmacocinética se ajustd para los compuestos de prueba y se calcularon los
parametros farmacocinéticos principales, en los que Cmax ¥ tmax fueron los valores medidos realmente.
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Ensayo de la Farmacocinética (5 mg/kg)
Conc. Tiempo a | Area Bajo . Tiemp° d.e . V.olur_nen.c’ie
Namero | Plasma Pico la Curva Semivida Re3|dep0|a Aclaramiento Distribucion
Medio Aparente
(ﬁg;;’l‘) Tmax (h) (“g'/“n'?& hy | 2 M) TRM (h) CL/F (I/h/kg) Vz/F (I/kg)
7 0,985 1,2 12,2 8,24 13,3 0,498 5,72
8 0,6 0,5 7,91 7,67 12,3 0,879 9,58
10 0,81 0,7 9,76 8,07 12,9 0,606 6,81
12 0,811 0,5 11,0 6,86 11,6 0,659 4,86

Los datos de las cuatro sales en el estudio actual mostraron que los compuestos del Ejemplo 7 eran obviamente
superiores en la farmacocinética.

En resumen, la preparacion de los compuestos de la presente divulgacion era sencilla y tenia buen rendimiento.
Especialmente, las sales etanolamina, sales colina, sales dietilamina y sales piperazina tenian superioridad en el
proceso de sintesis ya que pueden cristalizar directamente. En comparacion con los acidos libres, la solubilidad de
las sales de la presente divulgacion obviamente aumento en los disolventes convencionales. Las sales etanolamina
eran menos higroscépicas y eran adecuadas para preparar una formulacion convencional y facil de conservar. La
bioactividad de las sales de la presente divulgacion obviamente mejord. La farmacocinética obviamente también
mejord en las ratas y beagles y tuvo mejores caracteristicas farmacocinéticas, especialmente las sales etanolamina.
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REIVINDICACIONES

1. Sales farmacéuticamente aceptables de un compuesto que tiene formula (1):

o OH
Y

Het

OH

5 en la que:

Het se selecciona entre el grupo que consiste en fenilo, furilo y tienilo;
cada uno de R4, Rz, R3 y R4 se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrogeno y
alquilo;
10 nes0,162;y
las sales son sales de adicién de bases que se seleccionan entre el grupo que consiste en sal sddica, sal
de litio, sal potasica, sal célcica, sal de magnesio, sal de arginina, sal de lisina, sal de metanamina, sal de
dimetilamina, sal de trimetilamina, sal de etilamina, sal de dietilamina, sal de trietilamina, sal de
etanolamina, sal de piperazina, sal de dibencil etilendiamina, sal de meglumina, sal de trometamina, sal de
15 tetrametil amonio cuaternario, sal de tetraetil amonio cuaternario y sal colina.

2. Las sales farmacéuticamente aceptables de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en las que las sales se

seleccionan entre el grupo que consiste en sal de dietilamina, sal de etanolamina, sal colina, sal de piperazina, sal

de meglumina y sal de trometamina, preferiblemente sal de etanolamina, sal colina, sal de meglumina y sal de
20 trometamina, y mucho mas preferiblemente sal de etanolamina.

3. Las sales farmacéuticamente aceptables de acuerdo con la reivindicacion 1, en las que n es 2.

4. Las sales farmacéuticamente aceptables de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3,
25 en las que las sales se seleccionan entre el grupo que consiste en:
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5. Proceso para preparar las sales farmacéuticamente aceptables de acuerdo con una cualquiera de las

reivindicaciones 1-4, que comprende las etapas de:

(a) disolver o suspender el compuesto que tiene la formula (I) en un disolvente organico, donde el
disolvente organico se selecciona entre el grupo que consiste en metanol, etanol, acetona, acetato de etilo y
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tetrahidrofurano, preferiblemente tetrahidrofurano;
(b) afiadir una base a la mezcla con agitacion;
(c) obtener las sales farmacéuticamente aceptables del compuesto que tiene la formula (1).

6. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que la base se selecciona entre el grupo que
consiste en hidréxido sddico, hidréxido de litio, hidroxido potasico, hidréxido de calcio, hidréxido de magnesio, lisina,
arginina, metanamina, dimetilamina, trimetilamina, etilamina, dietilamina, trietilamina, etanolamina, piperazina,
dibencil etilendiamina, meglumina, trometamina, tetrametil amonio cuaternario, tetraetili amonio cuaternario e
hidroxido de colina, preferiblemente dietilamina, etanolamina, hidréxido de colina, piperazina, meglumina vy
trometamina, mas preferiblemente etanolamina, hidréxido de colina, meglumina y trometamina, y mucho mas
preferiblemente etanolamina.

7. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 5 o la reivindicacion 6, en el que la proporcion de
equivalencia del compuesto que tiene la férmula (I) y la base es 1:5~5:1, preferiblemente 1:1~1:3, y mas
preferiblemente 1:1~1:2.

8. Composiciéon farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de las sales
farmacéuticamente aceptables de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 y vehiculos y agentes
diluyentes farmacéuticamente aceptables.

9. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 8, en la que la composicién se co-
administra con una cantidad terapéuticamente eficaz de un farmaco seleccionado entre el grupo que consiste en un
factor estimulador de colonias, una citocina, una quimiocina, una interleucina y un agonista del receptor de citocina.

10. Proceso para preparar la composicion de acuerdo con la reivindicacion 8, que comprende la etapa de
combinar el compuesto de la reivindicaciéon 1 con los vehiculos o agentes diluyentes farmacéuticamente aceptables.

11. Uso de las sales farmacéuticamente aceptables del compuesto que tienen la féormula (1) de acuerdo
con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 en la preparacion de un agonista del receptor de trombopoyetina.

12. Sales farmacéuticamente aceptables del compuesto que tiene la férmula (I) de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1-4 para su uso como un medicamento para el tratamiento de la trombocitopenia.

13. Las sales farmacéuticamente aceptables de acuerdo con la reivindicacion 12, en las que el
medicamento se co-administra con un farmaco seleccionado entre el grupo que consiste en un factor estimulador de
colonias, una citocina, una quimiocina, una interleucina o agonista o antagonista del receptor de citocina, un receptor
soluble, un anticuerpo agonista o antagonista de receptor, 0 uno o mas péptidos o compuestos de moléculas
pequefas que tienen el mismo mecanismo con el farmaco.

14. Las sales farmacéuticamente aceptables de acuerdo con la reivindicacion 12, en las que el
medicamento esta en forma de forma de dosificacién oral.

15. Las sales farmacéuticamente aceptables de acuerdo con la reivindicacion 12, en las que el
medicamento esta en forma de forma de dosificacion parenteral.
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