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ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Campo de la invencion

La invencion se dirige a compuestos Utiles como inhibidores de la
janocinasa. La invencion también se dirige a las composiciones farmacéuticas
que comprenden dichos compuestos y a métodos de uso de dichos
compuestos para tratar enfermedades respiratorias.

Estado actual de la técnica

El asma bronquial es una enfermedad cronica de las vias respiratorias
para la cual no hay métodos de prevencion ni cura. La enfermedad esta
caracterizada por inflamacion, fibrosis, hiperreactividad y reestructuracion de
las vias respiratorias, todo lo cual contribuye a una limitacion en el flujo de aire.
Se estima que 300 millones de personas en todo el mundo sufren de asma y
gue este nimero aumentara en mas de 100 millones de personas para el 2025.
En los Estados Unidos, el asma aqueja aproximadamente del 6% al 8% de la
poblacion, lo que la convierte en una de las enfermedades crénicas mas
comunes en el pais. Aunque la mayoria de los pacientes pueden controlar los
sintomas del asma con el uso de corticoides inhalados que pueden combinarse
con un modificador de leucotrienos y/o un B- agonista de accion prolongada,
sigue habiendo un subconjunto de pacientes con asma grave que no pueden
controlar la enfermedad mediante tratamientos convencionales. El asma grave
persistente se define como una enfermedad que permanece sin control incluso
con dosis altas de corticoides inhalados. Si bien se estima que los asmaticos
graves dan cuenta de aproximadamente el 5% de todos los enfermos de asma,
tienen un alto riesgo de morbilidad y mortalidad y son responsables de una

cuota desproporcionada de utilizacion de recursos de atencion médica entre los



asmaticos. Para tratar a estos pacientes, persiste una necesidad de
tratamientos nuevos.

Las citocinas con moléculas de transmision de sefiales intercelulares
que incluyen quimiocinas, interferones, interleucinas, linfocinas y el factor de
necrosis tumoral. Las citocinas son fundamentales para la proliferacion celular
normal y la inmunorregulaciéon, pero ademas impulsan enfermedades
inmunitarias y contribuyen a la proliferacion de células malignas. La patologia
del proceso inflamatorio asmatico involucra concentraciones elevadas de varias
citocinas. Por ejemplo, los tratamientos con anticuerpos dirigidos a las
interleucinas (IL)- 5 y -13 han demostrado proporcionar beneficio clinico en
subconjuntos de pacientes con asma grave. Entre las citocinas involucradas en
los procesos inflamatorios del asma, muchas actian a través de la sefalizacion
de via que dependen de la familia Jano de las tirosina--cinasas (JAK), las que
sefalizan a través de los factores de transcripcion de la familia de los
transductores de la sefial y activadores de la transcripcion (STAT) Las citocinas
implicadas en la inflamacion por asma, que envian sefiales a través de la via
de la JAK-STAT, incluyen IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-11, IL-13, IL-23, IL-
31, IL-27, la linfopoyetina estromal timica (TSLP), el interferén-y (IFNy) y el
factor estimulante de colonias de granulocitos macrofagos (GM-CSF).

La familia JAK comprende cuatro miembros: JAK1, JAK2, JAK3 vy
tirosina--cinasa 2 (TYK2). La unién de una citocina a un receptor de citocinas
dependiente de JAK induce la dimerizacion del receptor, lo que da lugar a la
fosforilacion de los residuos de tirosina en la janocinasa, lo que a la vez
provoca la activacion de JAK. Las JAK fosforiladas, a su vez, unen y fosforilan
diversas proteinas STAT que se dimerizan, se internalizan en el nucleo celular
y modulan directamente la transcripcion génica, lo cual da lugar, entre otros
efectos, a los efectos secuencia abajo asociados con la enfermedad
inflamatoria. Las JAK generalmente se asocian con los receptores de citocinas

en pares como homodimeros y heterodimeros. Las citocinas especificas se



asocian con apareamientos de JAK especificos. Cada uno de los cuatro
miembros de la familia JAK participa en la transmision de sefiales de al menos
una de las citocinas asociadas con el proceso inflamatorio asmatico. En
consecuencia, un inhibidor quimico con actividad completa contra todos los
miembros de la familia JAK podria modular una amplia gama de vias
proinflamatorias que contribuyen al asma grave.

Sin embargo, el amplio efecto antiinflamatorio de tales inhibidores podria
suprimir la capacidad funcional normal de las células inmunitarias, lo que
podria dar lugar a un mayor riesgo de infeccién. Se han observado indicios de
un aumento del riesgo de infeccidn con el inhibidor de JAK tofacitinib, que se
administra por via oral para el tratamiento de la artritis reumatoide. En el asma,
la inflamacion se localiza en el aparato respiratorio. La inflamacién de las vias
respiratorias es caracteristica de otras enfermedades respiratorias, ademas del
asma bronquial. La enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD), la
fibrosis quistica (CF), la neumonitis, las enfermedades pulmonares intersticiales
(incluida la fibrosis pulmonar idiopatica), la lesién pulmonar aguda, el sindrome
de dificultad respiratoria aguda, la bronquitis, el enfisema y la sarcoidosis
también son enfermedades del aparato respiratorio en las que se cree que la
fisiopatologia estaria relacionada con las citocinas de transmision de sefiales
de JAK. La administracion local de un inhibidor de JAK a los pulmones
mediante inhalacién ofrece el potencial de ser terapéuticamente eficaz por
suministro de un potente agente anticitocinico directamente en el foco de
accion, lo que limita la exposicién sistémica y, por lo tanto, el potencial de
inmunosupresion sistémica adversa. Sigue habiendo necesidad de un potente
inhibidor de JAK apto para su administracion local a los pulmones para el
tratamiento de enfermedades respiratorias.

Las citocinas de transmision de sefiales de JAK desempefian un papel
de importancia en la activacion de las células T, un subtipo de células

inmunitarias que es primordial para muchos procesos inmunitarios. La



activacion patolégica de células T es decisiva en la etiologia de muchas
enfermedades respiratorias. Las células T autorreactivas desempefian un papel
clave en la bronquiolitis obliterante con neumonia organizada (también llamada
COS). De manera parecida a la COS, la etiologia de los rechazos de
trasplantes de pulmoén se vincula con una activacion andmala de las células T
del receptor provocada por el pulmén trasplantado. Los rechazos de trasplantes
de pulmoén pueden ocurrir en forma precoz como disfuncion primaria del injerto
(PGD), neumonia organizada (OP), rechazo agudo (AR) o bronquiolitis
linfocitica (LB), o bien estas pueden ocurrir aflos después del trasplante de
pulmén como una disfuncién crénica del aloinjerto pulmonar (CLAD).
Anteriormente, a la CLAD se la conocia como bronquiolitis obliterante (BO),
pero ahora se la considera un sindrome que puede tener diferentes
manifestaciones patoldgicas, incluidas BO, CLAD restrictiva (rCLAD o RAS) y
disfuncion neutrofilica del aloinjerto. La disfuncion cronica del aloinjerto
pulmonar (CLAD) representa una dificultad importante en el manejo terapéutico
a largo plazo de receptores de un trasplante de pulmén, ya que hace que el
pulmon trasplantado pierda progresivamente su funcionalidad (Gauthier et al.,
Curr. Transplant. Rep., 2016, 3(3), 185-191). La CLAD responde débilmente al
tratamiento y, por consiguiente, sigue habiendo necesidad de compuestos
eficaces que sean capaces de prevenir o tratar esta afeccion. Varias citocinas
dependientes de JAK, tales como IFN[ e IL- 5 estan reguladas al alza en
CLAD y en el rechazo al trasplante de pulmoén (Berastegui et al., Clin.
Transplant. 2017, 31, €12898). Mas aun, altas concentraciones pulmonares de
quimiocinas CXCR3, tales como CXCL9 y CXCL10, que se encuentran
secuencia abajo de la transmision de sefiales de IFN dependiente de JAK,
estan vinculadas con peores desenlaces en pacientes de trasplante de pulmén
(Shino et al., PLOS One, 2017, 12 (7), e0180281). Se ha demostrado que la
inhibicion sistémica de JAK es eficaz en el rechazo de trasplante de rifion
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tanto, los inhibidores de JAK tienen potencial para ser eficaces en el
tratamiento o la prevencion del rechazo en el trasplante pulmonar y la CLAD.
Eventos parecidos de activacion de células T como el descrito como base del
rechazo en el trasplante pulmonar también se consideran el factor principal en
la enfermedad injerto contra huésped (GVHD) pulmonar, que puede surgir
después de trasplantes de hemocitoblastos. De manera parecida a CLAD, la
GVHD pulmonar es una afeccion crénica progresiva con desenlaces
sumamente malos y sin tratamientos que se encuentren aprobados
actualmente. Un estudio de investigacion multicéntrico retrospectivo de 95
pacientes con GVHD cronica o aguda resistente al tratamiento con esteroides
quienes recibieron en inhibidor de JAK sistémico ruxolitinib como tratamiento
de dltimo recurso demostré un respuesta parcial o completa al ruxolitinib en la
mayoria de los pacientes, incluidos aquellos con GVHD pulmonar (Zeiser et al.,
Leukemia, 2015, 29, 10, 2062- 68). Dado que la inhibicién de JAK sistémica se
asocia con eventos adversos graves y un indice terapéutico estrecho, subsiste
la necesidad de un inhibidor de JAK no sistémico, dirigido a los pulmones por
inhalacién, para prevenir y/o tratar el rechazo al trasplante pulmonar o la GVHD
pulmonar.

SUMARIO DE LA INVENCION

En un aspecto, la invencién proporciona compuestos nuevos que tienen
actividad como inhibidores de las janocinasas.

En consecuencia, la invencion proporciona un compuesto de la formula
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R! es alquilo Ci1- 3,y

cada R? es, independientemente, alquilo Ci- 3

0 una sal farmacéuticamente aceptable de este.

La invencidon también proporciona una composicion farmacéutica que
comprende un compuesto de la invencién y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

La invencion también proporciona un método para el tratamiento de la
enfermedad respiratoria, en particular, el asma bronquial, en un mamifero,
método que comprende la administracion al mamifero de una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto o de una composicion farmacéutica
de la invencion.

La invencion también proporciona un compuesto de la invencion segun
se describe en el presente documento para su uso en el tratamiento médico,
asi como también el uso de un compuesto de la invencién en la fabricacion de
una formulaciébn o un medicamento para el tratamiento de una enfermedad
respiratoria en un mamifero.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En un aspecto, la invencion proporciona compuestos que tienen
actividad como inhibidores de las janocinasas (JAK). En consecuencia, la

invencion proporciona un compuesto de la formula (1):
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cada R? es, independientemente, alquilo Ci- 3
0 una sal farmacéuticamente aceptable de este.

En algunas realizaciones, el compuesto tiene la formula (11):
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En algunas realizaciones, el compuesto tiene la formula (l11):
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En algunas realizaciones, R! se selecciona del grupo que consiste en
etilo, propilo e isopropilo. En algunas realizaciones, n es 0. En algunas
realizaciones, n es 1. En algunas realizaciones, n es 1 y R? es metilo.

En otra realizacion, la invencion proporciona un compuesto de la férmula
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En otra realizacion, la invencion proporciona un compuesto de la formula
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En otra realizacién, la invencién proporciona un compuesto de la formula
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Las estructuras quimicas se nombran en el presente documento segun
las convenciones de IUPAC implementadas en el software ChemDraw
(PerkinElmer, Inc., Cambridge, Massachusetts, EE. UU.). Al compuesto 1

se lo designa como
(S)- (3- (dimetilamino)azetidin- 1- il)(2- (6- (2- etil- 4- hidroxifenil)- 1H- indazo
I- 3- il)- 5- isopropil- 4,5,6,7- tetrahidro- 3H- imidazo[4,5- c]piridin- 6- il)metan
ona.

Mas auln, la porcién imidazo de la porcion tetrahidroimidazopiridina
existe en formas tautoméricas, las que se ilustran a continuacion para un

fragmento de los compuestos de la divulgacion.
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Segun la convencion IUPAC; estas representaciones dan origen a una
numeraciéon diferente de los atomos en la porcion imidazol:
(1H- indazol- 3- il)- 4,5,6,7- tetrahidro- 1H- imidazo[4,5- c]piridina (estructura
A) frente a (1H- indazol- 3- il)- 4,5,6,7- tetrahidro- 3H- imidazo[4,5- c]piridina
(estructura B). Se comprendera que, aunque las estructuras se muestren o se
nombren en una forma particular, la invencion también incluye el tautbmero de
estas.

Los compuestos de la divulgacion pueden contener uno o0 mas centros
quirales y, por lo tanto, dichos compuestos (y productos intermedios de estos)
pueden existir como mezclas racémicas; estereoisomeros puros (es decir,
enantibmeros o diastereGmeros); mezclas enriquecidas por estereocisdbmeros y
similares. Los compuestos quirales que se muestran o se nombran en el
presente documento sin una estereoquimica definida en un centro quiral tienen
el proposito de incluir todas o cualquier variacion posible del esteroisémero en
el estereocentro indefinido a menos que se indique lo contrario. El hecho de
representar 0 nombrar un estereocisbmero particular significa que el
estereocentro indicado tiene la estereoquimica designada y debe
comprenderse que cantidades menores de otros esterecisdbmeros también
pueden estar presentes a menos que se indique de otra manera, siempre y
cuando la utilidad del compuesto representado o nombrado no se elimine con
la presencia de otro estereoisdmero.

Los compuestos de la divulgaciéon también pueden contener varios
grupos basicos (p. €j., grupos amino) y, por lo tanto, tales compuestos pueden
existir como la base libre o en diversas formas de sales, tales como una forma

de sal monoprotonada, una forma de sal diprotonada, una forma de sal
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triprotonada, o mezclas de estas. Todas estas formas estan incluidas dentro del
alcance de esta invencion, a menos que se indique lo contrario.

Esta invencion también incluye versiones marcadas de forma isotOpica
de las férmulas (1), (I1) y (lll), es decir compuestos de la formula (1), (II) y (1)
donde uno o mas atomos fueron reemplazados o enriquecidos con un atomo
que tiene el mismo numero atémico, pero una masa diferente de la masa
atomica que predomina en la naturaleza. Los ejemplos de los isétopos que se
pueden incorporar en un compuesto de las formulas (1), (Il) y (lll) incluyen, a
mero titulo enunciativo, ?H, 3H, C, 3C, C, 3N, ®N, %0, 1’0 y 0. Son de
particular interés los compuestos de las formulas (1), (I1) y (lll) enriquecidos con
tritio o carbono- 14; dichos compuestos se pueden usar, por ejemplo, en
estudios de distribucion de tejidos. También son de particular interés los
compuestos de las formulas (1), (Il) y (Ill) enriquecidos con deuterio en un punto
especial de metabolismo; se espera que dichos compuestos tengan una mayor
estabilidad metabdlica. Adicionalmente, son de particular interés los
compuestos de las formulas (1), (I1) y (1l1) enriquecidos con un is6topo emisor de
positrones, tal como *!C, °0 y 13N; dichos compuestos se pueden usar, por
ejemplo, en estudios de tomografia por emisién de positrones (PET).

Definiciones

Cuando se describe esta invencion, incluidos sus diferentes aspectos y
realizaciones, los siguientes términos tienen los siguientes significados a
menos que se indique lo contrario.

El término “alquilo” significa un grupo de hidrocarburo saturado
monovalente que puede ser lineal o ramificado, o combinaciones de estos. A
menos que se defina de otro modo, tales grupos alquilo en general contienen
de 1 a 10 atomos de carbono. Los grupos alquilo representativos incluyen, a
titulo de ejemplo, metilo (Me), etilo (Et), n- propilo (n- Pr) o (nPr), isopropilo

(i- Pr) o (iPr), n-butilo (n-Bu) o (nBu), sec- butilo, isobutilo, tert- butilo (t- Bu) o



13

(tBu), n- pentilo, n- hexilo, 2,2- dimetilpropilo, 2- metilbutilo, 3-metilbutilo,
2- etilbutilo, 2,2- dimetilpentilo, 2-propilpentilo y similares.

Cuando se prevé un numero especifico de atomos de carbono para un
término en particular, el nUumero de atomos de carbono se muestra después del
término. Por ejemplo, el término “alquilo Ci- 3" significa un grupo alquilo que
tiene de 1 a 3 4tomos de carbono en donde los atomos de carbono estan en
cualquier configuracion quimicamente aceptable, incluidas configuraciones
lineales o ramificadas.

El término “cicloalquilo” significa un grupo carbociclico saturado
monovalente que puede ser monociclico o multiciclico. A menos que se defina
de otro modo, dichos grupos cicloalquilos en general contienen de 3 a 10
atomos de carbono. Los grupos cicloalquilo representativos incluyen, a titulo de
ejemplo, ciclopropilo (cPr), ciclobutilo (cBu), ciclopentilo, ciclohexilo,
cicloheptilo, ciclooctilo, adamantilo y similares.

Los términos “heterociclilo”, “heterociclo”, “heterociclico” o “anillo
heterociclico” significan un grupo ciclico no aromatico monovalente saturado o
parcialmente insaturado que tiene de 3 a 10 atomos totales en el anillo, donde
el anillo contiene de 2 a 9 atomos de anillo de carbono y de 1 a 4 heteroatomos
de anillo que se seleccionan entre nitrégeno, oxigeno y azufre. Los grupos
heterociclicos pueden ser monociclicos o multiciclicos (es decir, fusionados o
enlazados). Los grupos heterociclilos representativos incluyen, a titulo de
ejemplo, pirrolidinilo, piperidinilo, piperazinilo, imidazolidinilo, morfolinilo,
tiomorfolilo, indolin- 3- ilo, 2-imidazolinilo, tetrahidropiranilo,
1,2,3,4- tetrahidroisoquinolin- 2- ilo, quinuclidinilo, 7- azanorbornanilo,
nortropanilo y similares, en donde el punto de union se encuentra en cualquier
atomo de carbono o nitrégeno disponible en el anillo. En donde el contexto
pone en evidencia el punto de unién del grupo heterociclico, dichos grupos se
pueden denominar de manera alternativa como una especie no valente, es

decir pirrolidina, piperidina, piperazina, imidazol, tetrahidropirano, etc.
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El término “halo” significa fluor, cloro, bromo o yodo.

El término “cantidad terapéuticamente eficaz” significa una cantidad
suficiente para el tratamiento cuando se administra a los pacientes que
necesitan el tratamiento.

Los términos “tratar” o “tratamiento” significan prevenir, mejorar o
suprimir la afeccidén, enfermedad o trastorno médico que se esté tratando
(p. €j., una enfermedad respiratoria) en un paciente (en particular, un ser
humano), o bien aliviar los sintomas de la afeccibn médica, enfermedad o
trastorno médico.

El término “sal farmacéuticamente aceptable” significa una sal que es
aceptable para la administraciéon a un paciente o a un mamifero, tal como un
ser humano (p. ej., sales que tienen de seguridad aceptable para mamiferos
para un esquema posologico dado). Las sales farmacéuticamente aceptables
representativas incluyen sales de acido acético, ascorbico, bencensulfonico,
benzoico, alcanforsulfénico, citrico, etanosulfénico, edisilico, fumarico,
gentisico, gluconico, glucurénico, glutdmico, hipuarico, bromhidrico, clorhidrico,
isetionico, lactico, lactobidnico, maleico, malico, mandélico, metanosulfonico,
mucico, naftalensulfonico, naftalen- 1,5- disulfénico, naftalen- 2,6- disulfonico,
nicotinico, nitrico, orético, pamoico, pantoténico, fosforico, succinico, sulfarico,
tartarico, p- toluensulfonico y xinafoico y similares.

El término “sal de estos” significa un compuesto formado cuando el
hidrogeno de un acido se reemplaza por un cation, tal como un cation metalico
0 un cation organico y similares. Por ejemplo, el cation puede ser una forma
protonada de un compuesto de las formulas (1), (11) o (lll), es decir una forma en
donde uno o mas grupos amino se han protonado mediante un acido. En
general, la sal es una sal farmacéuticamente aceptable, aunque esto no es
necesario para las sales de compuestos intermedios que no se administraran a

un paciente.
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Procedimientos generales de sintesis

Los compuestos de la presente invencion, y los productos intermedios
de estos, se pueden preparar segun los siguientes métodos y procedimientos
generales usando materiales de partida y reactivos disponibles comercialmente
0 gue se preparan de rutina. Los sustituyentes y las variables (p. €j., R, R?, n,
etc.) que se usan en los siguientes esquemas tienen los mismos significados
que los definidos en otras partes del presente documento, a menos que se
indique lo contrario. Ademas, los compuestos que tienen un atomo 0 un grupo
funcional acido o basico se pueden usar o se pueden producir como una sal, a
menos que se indique lo contrario (en algunos casos, el uso de una sal en una
reaccion particular requerira la conversion de la sal a una forma que no sea una
sal, p. ej., una base libre, usando procedimientos de rutina antes de llevar a
cabo la reaccion).

Aunque se puede mostrar o describir una realizacion particular de la
presente invencién en los siguientes procedimientos, los expertos en la técnica
reconoceran que otras realizaciones 0 aspectos de la presente invencion
también se pueden preparar usando dichos procedimientos o usando otros
métodos, reactivos y materiales de partida conocidos para los expertos en la
técnica. En particular, se entendera que los compuestos de la invencién
pueden prepararse mediante una o0 mas de una serie de vias de proceso en las
cuales los reactivos se combinan en diferentes 6rdenes para proporcionar
diferentes productos intermedios de camino a producir los productos finales.

En el siguiente Esquema, se ilustra un meétodo general para preparar

compuestos finales de la invencion.
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El compuesto K-18 reacciona con una cetona o un aldehido en

presencia de un agente reductor para proporcionar el compuesto de la féormula
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K-19. El compuesto K-19 luego reacciona con una azetidina sustituida bajo
condiciones normales de formacion del enlace amida para proporcionar el
compuesto (I). Normalmente, el acido carboxilico se contacta con entre
aproximadamente 1 equivalente y aproximadamente 4 equivalentes de la
azetidina sustituida en presencia de un exceso de base. La reaccién de
formacion del enlace amida puede utilizar agentes de acoplamiento, tales como
hexafluorofosfato de N,N,N',N-tetrametil-O-(7-azabenzotriazol-1-il)uronio
(HATU) u otros agentes de acoplamiento de amida conocidos en la técnica. Se
puede agregar hidrazina para escindir subproductos indeseados. La reaccion
normalmente se realiza a temperatura ambiente durante entre
aproximadamente 5 minutos y aproximadamente 24 horas o hasta que la
reaccion esté sustancialmente completa.

Composiciones farmacéuticas

Los compuestos de la invencion y las sales farmacéuticamente
aceptables de estos en general se utilizan en la forma de una composicion o
formulacién farmacéutica. Dichas composiciones farmacéuticas se pueden
administrar de manera ventajosa a un paciente mediante inhalacion. Ademas,
las composiciones farmacéuticas se pueden administrar mediante cualquier via
de administracion aceptable que incluye, a mero titulo enunciativo, modos de
administracion oral, rectal, nasal, tépica (incluida transdérmica) y parenteral.

En consecuencia, en uno de sus aspectos de composiciones, la
invencion se dirige a una composicion farmacéutica que comprende un
portador o excipiente farmacéuticamente aceptable y un compuesto de la
férmula (1), (11) o (lll), donde, como se definié anteriormente, un “compuesto de
la férmula (1), (11) o (111)” significa un compuesto de la férmula (1), (1) o (1ll) o una
sal farmacéuticamente aceptable de estos. Opcionalmente, dichas
composiciones farmacéuticas pueden contener otros agentes terapéuticos y/o
de formulacion, si asi se desea. Al analizar las composiciones y los usos de

estas, el “compuesto de la invencion” también se puede denominar “agente
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activo” en el presente documento. Como se utiliza en el presente documento, el
término “compuesto de la invencion” tiene por objeto incluir todos los
compuestos abarcados por la formula (1) asi como las especies incorporadas
en la férmula (1) y sales farmacéuticamente aceptable de estas.

Las composiciones farmacéuticas de la invencibn normalmente
contienen una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de la
presente invencion. Los expertos en la técnica reconoceran, sin embargo, que
una composicion farmacéutica puede contener mas de una cantidad
terapéuticamente eficaz, es decir, composiciones a granel, 0 menos que una
cantidad terapéuticamente eficaz, es decir, dosis unitarias individuales
disefladas para varias administraciones para lograr una cantidad
terapéuticamente eficaz.

Normalmente, dichas composiciones farmaceéuticas contendran de
aproximadamente 0,01% a aproximadamente 95% en peso del agente activo;
incluido, por ejemplo, de aproximadamente 0,05% a aproximadamente 30% en
peso; y de aproximadamente 0,1% a aproximadamente 10% en peso del
agente activo.

Cualquier portador o excipiente convencional se puede usar en las
composiciones farmacéuticas de la invencion. La eleccion de un portador o
excipiente en particular, o de combinaciones de vehiculos o0 excipientes,
dependera del modo de administracion que se usa para tratar a un paciente
particular o el tipo de afeccion médica o estado de la enfermedad. Con
respecto a esto, la preparacion de una composicion farmacéutica adecuada
para un modo de administracion particular se encuentra bien dentro del alcance
de los expertos en las técnicas farmaceéuticas. Adicionalmente, los vehiculos o
excipientes usados en las composiciones farmacéuticas de esta invencion
estan disponibles en el mercado. A modo de ilustracién adicional, las técnicas
de formulacion convencionales se describen en Remington: The Science and

Practice of Pharmacy, 20th Edition, Lippincott Williams y White, Baltimore,
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Maryland (2000); y H.C. Ansel et al., Pharmaceutical Dosage Forms and Drug
Delivery Systems, 7th Edition, Lippincott Williams y White, Baltimore, Maryland
(1999).

Los ejemplos de materiales representativos que pueden servir como
vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen, a mero titulo enunciativo:
azucares, tales como lactosa, glucosa y sacarosa; almidones, tales como
almidon de maiz y almiddn de papa; celulosa, tal como celulosa microcristalina
y sus derivados, tales como carboximetilcelulosa de sodio, etilcelulosa y
acetato de celulosa; tragacanto en polvo; malta; gelatina; talco; excipientes,
tales como manteca de cacao y ceras para supositorios; aceites, tales como
aceite de mani, aceite de semilla de algodon, aceite de cartamo, aceite de
sésamo, aceite de oliva, aceite de maiz y aceite de soja; glicoles, tales como
propilenglicol; polioles, tales como glicerina, sorbitol, manitol y polietilenglicol;
ésteres, tales como oleato de etilo y laurato de etilo; agar; tampones, tales
como hidréxido de magnesio e hidroxido de aluminio; acido alginico; agua libre
de pirégenos; solucion salina isotonica; solucion de Ringer; alcohol etilico;
soluciones tampon de fosfato; y otras sustancias compatibles no téxicas
empleadas en composiciones farmacéuticas.

Las composiciones farmacéuticas en general se preparan al mezclar o
combinar minuciosa e intimamente el agente activo con un portador
farmacéuticamente aceptable y uno o mas ingredientes opcionales. La mezcla
combinada uniformemente resultante luego se puede moldear o cargar en
comprimidos, capsulas, pildoras y similares, usando procedimientos y equipos
convencionales.

En un aspecto, la composicidbn farmacéutica es adecuada para la
administracion mediante inhalacion. Las composiciones farmacéuticas para la
administracion mediante la inhalacién, en general, son en forma de aerosol o
de un polvo. Dichas composiciones normalmente se administran utilizando

dispositivos de administracién por inhalador, tales como un inhalador de polvo
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seco (DPI), un inhalador de dosis medida (MDI), un inhalador nebulizador o un
dispositivo de administracion parecido.

En una realizacion particular, la composicion farmacéutica se administra
mediante inhalacién utilizando un inhalador de polvo seco. Dichos inhaladores
de polvo seco normalmente administran la composicion farmacéutica como un
polvo de flujo libre que se dispersa en la corriente de aire del paciente durante
la inspiracion. Para obtener una composicion de polvo de flujo libre, el agente
terapéutico normalmente se formula con un excipiente adecuado, tal como
lactora, almidén, manitol, dextrosa, acido polilactico (PLA), polilactida-co-
glicdlido (PLGA) o combinaciones de estos. Normalmente, el agente
terapéutico se microniza y combina con un portador adecuado para formar una
composicion adecuada para la inhalacion.

Una composicion farmaceéutica representativa para el uso en un
inhalador de polvo seco comprende lactosa y un compuesto de la invencién en
forma micronizada. Dicha composicion de polvo seco se puede obtener, por
ejemplo, mediante la combinacién de lactosa molida seca con el agente
terapéutico y luego mezclar en seco los componentes. Luego, normalmente la
composicién se carga en un dosificador de polvo seco o en cartuchos o
capsulas de inhalacion para el uso con un dispositivo de administracion de
polvo seco.

Los dispositivos de administracion por inhalador de polvo seco
adecuados para la administracion de agentes terapéuticos mediante la
inhalacién se describen en la técnica y ejemplos de dichos dispositivos estan
disponibles comercialmente. Por ejemplo, dispositivos o productos de
administracion por inhalador de polvo seco representativos o incluyen Aeolizer
(Novartis); Airmax (IVAX); ClickHaler (Innovata Biomed); Diskhaler
(GlaxoSmithKline); Diskus/Accuhaler (GlaxoSmithKline); Ellipta
(GlaxoSmithKline); Easyhaler (Orion Pharma); Eclipse (Aventis); FlowCaps

(Hovione); Handihaler (Boehringer Ingelheim); Pulvinal (Chiesi); Rotahaler
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(GlaxoSmithKline); SkyeHaler/Certihaler (SkyePharma); Twisthaler (Schering-
Plough); Turbuhaler (AstraZeneca); Ultrahaler (Aventis); y similares.

En otra realizacion particular, la composicion farmacéutica se administra
mediante inhalacion utilizando un inhalador de dosis medida. Dichos
inhaladores de dosis medida normalmente descargan una cantidad medida de
un agente terapéutico utilizando un gas propelente comprimido. En
consecuencia, las composiciones farmacéuticas administradas utilizando un
inhalador de dosis medida normalmente comprenden una solucion o
suspension del agente terapéutico en un propelente licuado. Se puede utilizar
cualquier propelente licuado adecuado incluidos los hidrofluoroalcanos (HFA),
tales como 1,1,1,2-tetrafluoroetano (HFA 134a) y 1,1,1,2,3,3,3-heptafluoro-n-
propano, (HFA 227); y los clorofluorocarbonos, tales como CCIsF. En una
realizacion particular, el propelente es hidrofluoroalcanos. En algunas
realizaciones, la formulacion de hidrofluoroalcano contiene un cosolvente, tal
como etanol o pentano y/o un tensioactivo, tal como trioleato de sorbitan, acido
oleico, lecitina y glicerol.

Una composicion farmacéutica representativa para utilizar en un
inhalador de dosis medida comprende de aproximadamente 0,01% a
aproximadamente 5% en peso de un compuesto de la invencion; de
aproximadamente 0% a aproximadamente 20% en peso de etanol; y de
aproximadamente 0% a aproximadamente 5% en peso de tensioactivo; el resto
es un propelente HFA. Dichas composiciones normalmente se preparan con la
adicion de hidrofluoroalcano frio o presurizado en un recipiente que contiene el
agente terapéutico, etanol (si esta presente) y el tensioactivo (si esta presente).
Para preparar la suspension, el agente terapéutico se microniza y se combina
con el propelente. Luego, la composicién se carga en un contenedor de aerosol
que normalmente forma una parte de un dispositivo de inhalador de dosis

medida.



21

Los dispositivos de inhalador de dosis medida adecuados para la
administracion de agentes terapéuticos mediante la inhalacién se describen en
la técnica y ejemplos de dichos dispositivos estan disponibles comercialmente.
Por ejemplo, dispositivos o productos de inhalador de dosis medida incluyen
Sistema Inhalador AeroBid (Forest Pharmaceuticals); Atrovent Aerosol de
Inhalacion (Boehringer Ingelheim); Flovent (GlaxoSmithKline); Inhalador Maxair
(3M); Inhalador Proventil (Schering); Serevent Aerosol de Inhalacion
(GlaxoSmithKline); y similares.

En otro aspecto particular, la composicion farmacéutica se administra
mediante inhalacion utilizando un inhalador nebulizador. Dichos dispositivos de
nebulizacion normalmente producen una corriente de aire a alta velocidad que
genera que la composicion farmacéutica se pulverice como neblina que se
transporta al tracto respiratorio del paciente. En consecuencia, cuando se
formula para utilizar en un inhalador nebulizador, el agente terapéutico se
puede disolver en un portador adecuado para formar una solucién. De manera
alternativa, el agente terapéutico se puede micronizar o0 nanomoler y combinar
con un portador adecuado para formar una suspension.

Una composicion farmacéutica representativa para utilizar en un
inhalador nebulizador comprende una solucion o suspension que comprende
de aproximadamente 0,05 pug/mL a aproximadamente 20 mg/mL de un
compuesto de la invencién y excipientes compatibles con formulaciones
nebulizadas. En una realizacion, la solucion tiene un pH de aproximadamente 3
a aproximadamente 8.

Los dispositivos nebulizadores adecuados para la administracion de
agentes terapéuticos mediante la inhalacion se describen en la técnica y
ejemplos de dichos dispositivos estan disponibles comercialmente. Por
ejemplo, dispositivos o productos nebulizadores representativos incluyen el

Inhalador de niebla suave Respimat (Boehringer Ingelheim); el Sistema de
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Administracion Pulmonar AERXx (Aradigm Corp.); el Nebulizador Reutilizable
PARI LC Plus (Pari GmbH); y similares.

En otro aspecto mas, las composiciones farmacéuticas de la invencion
pueden, de manera alternativa, prepararse en forma farmacéutica prevista para
la administracion oral. Las composiciones farmacéuticas adecuadas para la
administracion oral pueden tener forma de capsulas, comprimidos, pildoras,
pastillas, sellos, grageas, polvos, granulos; o como una solucibn o una
suspension en un liquido acuoso 0 no acuoso; 0 como una emulsion liquida de
aceite en agua o0 agua en aceite, o como un elixir o jarabe, o similares; cada
uno de los cuales contiene una cantidad predeterminada de un compuesto de
la presente invencion como ingrediente activo.

Cuando tiene como fin la administracion oral en una forma farmacéutica
sélida, las composiciones farmacéuticas de la invencibn normalmente
comprenderan el agente activo y uno o mas portadores farmacéuticamente
aceptable, tales como citrato de sodio o fosfato de dicalcio. Opcionalmente o
alternativamente, dichas formas farmacéuticas solidas también pueden
comprender: excipientes, diluyentes, aglutinantes, humectantes, agentes
retardadores de solucion, aceleradores de la absorcion, humectantes,
absorbentes, lubricantes, agentes colorantes y agentes tampones. Los agentes
de liberacion, los humectantes, los agentes de recubrimiento, endulzantes,
saborizantes y agentes aromatizantes, conservantes y antioxidantes también
pueden estar presentes en las composiciones farmaceéuticas de la invencion.

Las formulaciones alternativas también pueden incluir formulaciones de
liberacion controlada, formas farmacéuticas liquidas, parches transdérmicos y
formulaciones parenterales. Los excipientes y métodos convencionales de
preparacion de dichas formulaciones alternativas se describen, por ejemplo, en
la referencia por Remington, supra.

Los siguientes ejemplos, a mero titulo enunciativo, muestran las

composiciones farmacéuticas representativas de la presente invencion.
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Composicion de Polvo Seco

Un compuesto micronizado de la férmula (1) (1 g) se mezcla con lactosa
molida (25 g). Luego, se carga esta mezcla en ampollas individuales de un
envase de ampollas en una cantidad suficiente como para proporcionar entre
aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 4 mg de compuesto de la
férmula (1) por dosis. Los contenidos de las ampollas se administran utilizando
un inhalador de polvo seco.

Composicion de Polvo Seco

Un compuesto micronizado de la férmula (1) (1 g) se mezcla con lactosa
molida (20 g) para formar una composicidon a granel que tiene una proporcion
de peso del compuesto a lactosa molida de 1:20. La composicion mezclada se
empaqueta en un dispositivo de inhalador de polvo seco capaz de administrar
entre aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 4 mg del compuesto de la
férmula (I) por dosis.

Composicion de Inhalador de Dosis Medida

Un compuesto micronizado de la férmula (1) (10 g) se dispersa en una
solucion preparada mediante la disolucion de lecitina (0,2 g) en agua
desmineralizada (200 mL). La suspension resultante se seca por pulverizacion
y luego se microniza para formar una composicion micronizada que comprende
particulas que tienen un diametro promedio menor que aproximadamente
1,5 um. Luego, la composicién micronizada se carga en cartuchos de inhalador
de dosis medida que contienen 1,1,1,2-tetrafluoroetano presurizado en una
cantidad suficiente como para proporcionar aproximadamente 0,1 mg a
aproximadamente 4 mg del compuesto de la formula (I) por dosis cuando se
administra mediante el inhalador de dosis medida.

Composicion de nebulizador

Un compuesto de la férmula (1) (25 mg) se disuelve en una solucion que
contiene 1,5 equivalentes a 2,5 equivalentes de &cido hidroclérico, seguido por

la adicion de hidroxido de sodio para ajustar el pH a 3,5 a 5,5y 3% en peso de



24

glicerol. La solucion se agita bien hasta que todos los componentes se
disuelven. La solucion se administra utilizando un dispositivo nebulizador que
proporciona aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 4 mg del compuesto
de la férmula (I) por dosis.

Utilidad

Los inhibidores de JAK de la invencidn se disefiaron para el tratamiento
de una enfermedad inflamatoria y fibrética del tracto respiratorio. En particular,
los compuestos se disefiaron para permitir la administracion de un agente
anticitocina potente directamente en el sitio de acciéon de la enfermedad
respiratoria en el pulmén mientras limita la exposicion sistémica.

Se demostr6 que los compuestos de la invencidn son inhibidores
potentes de la familia de enzimas JAK: JAK1, JAK2, JAK3 y TYK2. Ademas, los
compuestos 1 a 6 demostraron inhibicién potente de citocinas proinflamatorias
y profibréticas. Se reconocié que el amplio efecto antiinflamatorio de los
inhibidores de JAK puede suprimir la funcién normal de las células inmunitarias,
lo que potencialmente lleva a un mayor riesgo de infeccidon. Los presentes
compuestos, por lo tanto, se optimizaron para limitar la absorcion desde el
pulmén hacia el plasma, por consiguiente, se minimiza el riesgo de
inmunosupresion.

Como se describe en la seccion experimental a continuacion, se realizo
el perfil de la absorcion y distribucion de los compuestos 1 a 6 en ensayos
preclinicos. Los compuestos 1 a 6 se analizaron en ratones y mostraron,
5 horas después de la dosis, altas concentraciones en el tejido pulmonar y baja
absorcion en el plasma. Los compuestos 1 a 6 mostraron inhibir un efecto de la
citocina IL-13 proinflamatoria en tejido pulmonar de raton. Especificamente, los
compuestos demostraron inhibicion de la fosforilacion inducida por IL-13 de
STAT6 en el tejido pulmonar, lo cual proporciona pruebas de la interaccion
local en el pulmén de JAK con la diana in vivo. Este efecto se observé cuando

la citocina IL-13 proinflamatoria se administra 4 horas después de la
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administracion del compuesto de andlisis, lo que proporciona mas pruebas de
la retencion significativa en el pulmon.

Los compuestos 1 a 6 demostraron presentar potente actividad
inhibidora, a nivel celular, y retencion significativa en tejido pulmonar. La
investigacion extensiva realizada por los presentes inventores determiné que, Si
bien es posible identificar compuestos que son potentes a nivel celular o
compuestos que presentan retencion significativa en el pulmén, es mucho mas
dificil descubrir compuestos que presentan ambas caracteristicas deseadas al
mismo tiempo.

La actividad antiinflamatoria de los inhibidores de JAK se demostro
firmemente en modelos preclinicos de asma (Malaviya et al., Int.
Immunopharmacol., 2010, 10, 829,-836; Matsunaga et al., Biochem. and
Biophys. Res. Commun., 2011, 404, 261-267; Kudlacz et al., Eur. J. Pharmacaol,
2008, 582, 154-161). Las citocinas implicadas en la inflamacion por asma, que
envian sefales a través de la via de la JAK-STAT, incluyen IL-2, IL-3, IL-4, IL-5,
IL-6, IL-9, IL-11, IL-13, IL-23, IL-31, IL-27, la linfopoyetina estromal timica
(TSLP), el interferon-y (IFNy) y el factor estimulante de colonias de granulocitos
macrofagos (GM-CSF). En consecuencia, se espera que los compuestos de la
invencion sean Utiles para el tratamiento de los trastornos respiratorios
inflamatorios, en particular asma. La inflamacion y fibrosis del pulmén son
caracteristicos de otras enfermedades respiratorias ademas del asma tales
como la enfermedad pulmonar obstructiva cronica (COPD), la fibrosis cistica
(CF), la neumonitis, las enfermedades pulmonares intersticiales (incluida la
fibrosis pulmonar idiopatica), la lesion pulmonar aguda, el sindrome de
dificultad respiratoria aguda, la bronquitis, el enfisema, y la bronquiolitis
obliterante y la sarcoidosis. Por lo tanto, también se espera que los presentes
compuestos sean Utiles para el tratamiento de la enfermedad pulmonar
obstructiva cronica, la fibrosis cistica, la neumonitis, las enfermedades

pulmonares intersticiales (incluida la fibrosis pulmonar idiopatica), la lesion
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pulmonar aguda, el sindrome de dificultad respiratoria aguda, la bronquitis, el
enfisema, y la bronquiolitis obliterante y la sarcoidosis.

Cuando se los compara con sus correspondientes analogos de fluoro
(compuesto C-1 a C-6), los compuestos 1 a 6 demostraron tener actividad de
JAK parecida. Sin embargo, tienen la ventaja de causar significativamente
menos metabolismo de sulfatacion, como se demostro en el Ensayo 5. Esto es
significativo dado que el metabolismo de sulfataciéon ocurre en los pulmones, lo
que podria llevar a una disminucion rapida de la exposicidon del compuesto
precursor activo.

Los compuestos 1 a 6 de la divulgacion demostraron la inhibicion de
citocinas asociadas con la inflamacion. Por lo tanto, probablemente los
compuestos de la divulgacion son Utiles para el tratamiento de determinadas
enfermedades respiratorias especificas, como se detalla a continuacion.

La inflamacion eosinofilica de las vias respiratorias es una caracteristica
distintiva de enfermedades llamadas colectivamente enfermedades pulmonares
eosinofilicas (Cottin et al., Clin. Chest. Med., 2016, 37(3), 535-56). Las
enfermedades eosinofilicas se asociaron con la sefalizacion de IL-4, IL-13 y
IL-5. Las enfermedades pulmonares eosinofilicas incluyen infecciones
(especialmente infecciones helminticas), neumonitis inducida por farmacos
(inducida, por ejemplo, por farmacos terapéuticos como antibioticos, fenitoina o
I-tript6fano), neumonitis inducida por hongos (p.ej., aspergilosis
broncopulmonar alérgica), neumonitis por hipersensibilidad y granulomatosis
eosinofilica con poliangeitis (anteriormente conocida como sindrome de Churg-
Strauss). Las enfermedades pulmonares eosinofilicas de etiologia desconocida
incluyen neumonia eosinofilica aguda idiopatica, neumonia eosinofilica cronica
idiopética, sindrome hipereosinofilico y sindrome de Loffler.

Un polimorfismo en el gen IL-6 se asocié con concentraciones de IL-6
elevadas y con un riesgo aumentado de desarrollar hipertensién arterial

pulmonar (PAH) (Fang et al., J. Am. Soc. Hypertens., 2017, 11(3), 171-177). El
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corroborar el papel de IL-6 en PAH, la inhibicién de la cadena receptora de IL-6
gp130 mejord la enfermedad en un modelo de raton de PAH (Huang et al.,
Can. J. Cardiol., 2016, 32(11), 1356.e1-1356.e10).

Las citocinas, tales como IFNy, IL- 12 e IL- 6, han estado implicadas en
una variedad de enfermedades pulmonares de origen no alérgico, tales como
sarcoidosis y linfangioliomiomatosis (El- Hashemite et al., Am. J. Respir. Cell.
Mol. Biol., 2005, 33, 227- 230, y EI- Hashemite et al., Cancer Res., 2004, 64,
3436- 3443). Los compuestos de la invencién también han demostrado inhibir
la transmision de sefales de IL- 6 e IFNYy.

La bronquiectasia y las enfermedades pulmonares infiltrantes son
enfermedades asociadas con la inflamacion neutrofilica cronica.

La activacion patologica de células T es decisiva en la etiologia de
muchas enfermedades respiratorias. Las células T autorreactivas desempefian
un papel clave en la bronquiolitis obliterante con neumonia organizada
(también llamada COS). De manera parecida a la COS, la etiologia de los
rechazos de trasplantes de pulmén se vincula con una activacion anémala de
las células T de los receptores provocada por el pulmon trasplantado. Los
rechazos de trasplantes de pulmon pueden ocurrir en forma precoz como
disfuncion primaria del injerto (PGD), neumonia organizada (OP), rechazo
agudo (AR) o bronquiolitis linfocitica (LB), o bien estas pueden ocurrir afios
después del trasplante de pulmén como una disfuncién crénica del aloinjerto
pulmonar (CLAD). Anteriormente, a la CLAD se la conocia como bronquiolitis
obliterante (BO), pero ahora se la considera un sindrome que puede tener
diferentes manifestaciones patoldgicas, incluidas BO, CLAD restrictiva (rCLAD
o RAS) y disfuncién neutrofilica del aloinjerto. La disfuncion crénica del
aloinjerto pulmonar (CLAD) representa una dificultad importante en el manejo
terapéutico a largo plazo de receptores de un trasplante de pulmén, ya que
hace que el pulmén trasplantado pierda progresivamente su funcionalidad

(Gauthier et al., Curr.Transplant Rep., 2016, 3(3), 185-191). La CLAD
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responde débilmente al tratamiento y, por consiguiente, sigue habiendo
necesidad de compuestos eficaces que sean capaces de prevenir o tratar esta
afeccion. Varias citocinas dependientes de JAK, tales como IFN[] e IL- 5 estan
reguladas al alza en CLAD y en el rechazo al trasplante de pulmon (Berastegui
et al., Clin. Transplant. 2017, 31, €12898). Mas aun, altas concentraciones
pulmonares de quimiocinas CXCR3, tales como CXCL9 y CXCL10, que se
encuentran secuencia abajo de la transmision de sefiales de IFN dependiente
de JAK, estan vinculadas con peores desenlaces en pacientes de trasplante de
pulmoén (Shino et al.,, PLOS One, 2017, 12 (7), e0180281). Se ha demostrado
que la inhibicion sistémica de JAK es eficaz en el rechazo de trasplante de
rinon (Vicenti et al., American Journal of Transplantation, 2012, 12, 2446- 56).
Por lo tanto, los inhibidores de JAK tienen potencial para ser eficaces en el
tratamiento o la prevencion del rechazo en el trasplante pulmonar y la CLAD.
Eventos parecidos de activacion de células T como el descrito como base del
rechazo en el trasplante pulmonar también se consideran el factor principal en
la enfermedad injerto contra huésped (GVHD) pulmonar, que puede surgir
después de trasplantes de hemocitoblastos. De manera parecida a CLAD, la
GVHD pulmonar es una afeccién crénica progresiva con desenlaces
sumamente malos y sin tratamientos que se encuentren aprobados
actualmente. Un estudio de investigacion multicéntrico retrospectivo de 95
pacientes con GVHD cronica o aguda resistente al tratamiento con esteroides
quienes recibieron en inhibidor de JAK sistémico ruxolitinib como tratamiento
de dltimo recurso demostré un respuesta parcial o completa al ruxolitinib en la
mayoria de los pacientes, incluidos aquellos con GVHD pulmonar (Zeiser et al.,
Leukemia, 2015, 29, 10, 2062- 68). Dado que la inhibicién de JAK sistémica se
asocia con eventos adversos graves y un indice terapéutico estrecho, subsiste
la necesidad de un inhibidor de JAK no sistémico, dirigido a los pulmones por
inhalacién, para prevenir y/o tratar el rechazo al trasplante pulmonar o la GVHD

pulmonar. Los compuestos de la invencion tienen las caracteristicas necesarias
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para satisfacer esta necesidad. Mas recientemente, la neumonitis inducida por
inhibidores del punto de control inmunitario, otra enfermedad pulmonar
mediada por células T, emergio con el uso en aumento de inhibidores del punto
de control inmunitario. En pacientes de cancer tratados con estos agentes
estimulantes de las células T, puede manifestarse la neumonitis mortal.

El ensayo de reaccion de linfocitos mixtos es un ensayo in vitro que imita
el rechazo del trasplante. Se demostré que el compuesto 1 inhibe con eficacia
la secrecion de IFNy.

En un aspecto, por lo tanto, la invencion proporciona un método para
tratar una enfermedad respiratoria en un mamifero (p. €j.,, un ser humano),
método que comprende la administracion al mamifero de una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de la invencion, o una sal
farmacéuticamente aceptable de este, o una composicion farmacéutica que
comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable y un compuesto de la
divulgacion, o una sal farmacéuticamente aceptable de este.

En un aspecto, la enfermedad respiratoria es asma, enfermedad
pulmonar obstructiva crénica, fibrosis quistica, neumonitis, enfermedad
pulmonar obstructiva cronica (COPD), fibrosis quistica (CF), neumonitis,
enfermedades pulmonares intersticiales (incluida la fibrosis pulmonar
idiopética), lesidon pulmonar aguda, sindrome de dificultad respiratoria aguda,
bronquitis, enfisema, bronquiolitis obliterante o sarcoidosis. En otro aspecto, la
enfermedad respiratoria es el asma o la enfermedad pulmonar obstructiva
cronica.

En un aspecto, la enfermedad respiratoria es una infeccion pulmonar,
una enfermedad eosinofilica, una helmintosis, hipertension arterial pulmonar,
sarcoidosis, linfangioliomiomatosis, bronquiectasia, una enfermedad pulmonar
infiltrante, neumonitis medicamentosa, neumonitis inducida por hongos,
aspergilosis broncopulmonar alérgica, neumonitis por hipersensibilidad

alérgica, granulomatosis eosinofilica con poliangitis, neumonia eosinofilica
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idiopatica aguda, neumonia eosinofilica idiopatica cronica, sindrome
hipereosinofilico, sindrome de Loffler, bronquiolitis obliterante con neumonia
organizativa, rechazos agudo y cronico al trasplante de pulmon (incluidos PGD,
OP, LB, AR y CLAD, BO, CLAD restrictiva y disfuncion neutrofilica del
aloinjerto), bronquiolitis obliterante con neumonia organizada debido a la
enfermedad injerto contra huésped pulmonar, hipertension arterial pulmonar,
bronquiectasia 0 neumonitis inducida por el inhibidor de puntos de control
inmunitario.

La invencion da a conocer, ademas, un método de tratamiento del asma
en un mamifero, método que comprende la administracion al mamifero de una
cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de la invencién, o una sal
farmacéuticamente aceptable de este, o una composicion farmacéutica que
comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable y un compuesto de la
invencion, o una sal farmacéuticamente aceptable de este.

Cuando se usa para tratar el asma, el compuesto de la invencién, en
general, se administrara en una sola dosis diaria 0 en varias dosis por dia,
aungue se pueden usar otras formas de administracion. La cantidad del agente
activo administrado por dosis o la cantidad total administrada por dia suele
estar determinada por un médico en funcién de las circunstancias relevantes,
que incluyen la afeccion que se va a tratar, la via de administracion elegida, el
compuesto real que se administrara y su actividad relativa la edad, el peso y la
respuesta del paciente individual, la gravedad de los sintomas del paciente y
similares.

La divulgacion da a conocer, ademas, un método de tratamiento de una
enfermedad respiratoria (incluida, a mero titulo enunciativo, la enfermedad
descrita en el presente documento) en un mamifero, método que comprende la
administracion al mamifero de una cantidad terapéuticamente eficaz de un
compuesto de la divulgacion, o una sal farmacéuticamente aceptable de este, 0

una composicion farmacéutica que comprende un vehiculo farmacéuticamente
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aceptable y un compuesto de la divulgacion, o una sal farmacéuticamente
aceptable de este.

Cuando se usan para tratar una enfermedad respiratoria (incluida, a
mero titulo enunciativo, la enfermedad descrita en el presente documento), los
compuestos de la divulgacion, en general, se administraran en una sola dosis
diaria 0 en varias dosis por dia, aunque se pueden usar otras formas de
administracion. La cantidad del agente activo administrado por dosis o la
cantidad total administrada por dia suele estar determinada por un médico en
funcidn de las circunstancias relevantes, que incluyen la afeccion que se va a
tratar, la via de administracion elegida, el compuesto real que se administrara y
su actividad relativa la edad, el peso y la respuesta del paciente individual, la
gravedad de los sintomas del paciente y similares.

Como inhibidores de JAK, los compuestos de la divulgacion también
pueden ser Utiles para una 0 mas de una serie de otras enfermedades. Los
compuestos de la divulgacion pueden ser Gtiles para una 0 mas de una serie de
indicaciones gastrointestinales inflamatorias que incluyen, a mero titulo
enunciativo, la enfermedad intestinal inflamatoria, la colitis ulcerosa
(proctosigmoiditis, pancolitis, proctitis ulcerosa y colitis izquierda), la
enfermedad de Crohn, la colitis colagena, la colitis linfocitica, la enfermedad de
Behcet, la enfermedad celiaca, la colitis inducida por inhibidores de puntos de
control inmunitario, la ileitis, la esofagitis eosinofilica, la colitis relacionada con
la enfermedad injerto contra huésped y la colitis infecciosa. La colitis ulcerosa
(Reimund et al., J. Clin. Immunology, 1996, 16, 144- 150), la enfermedad de
Crohn (Woywodt et al.,, Eur. J. Gastroenterology Hepatology, 1999, 11,
267- 276), la colitis colagena (Kumawat et al., Mol. Immunology, 2013, 55,
355- 364), la colitis linfocitica (Kumawat et al., 2013), la esofagitis eosinofilica
(Weinbrand- Goichberg et al., Immunol. Res., 2013, 56, 249- 260), la colitis
relacionada con la enfermedad injerto contra huésped (Coghill et al., Blood,

2001, 117, 3268- 3276), la colitis infecciosa (Stallmach et al., Int. J. Colorectal
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Dis., 2004, 19, 308-315), la enfermedad de Behcet (Zhou et al., Autoimmun.
Rev., 2012, 11, 699- 704), la enfermedad celiaca (de Nitto et al., World J.
Gastroenterol., 2009, 15, 4609- 4614), la colitis inducida por inhibidores de
puntos de control inmunitario (p. ej., colitis inducida por el inhibidor CTLA- 4;
[Yano et al., J. Translation. Med., 2014, 12, 191], colitis inducida por el inhibidor
PD- 1 o el inhibidor PD- L1) y la ileitis (Yamamoto et al., Dig. Liver Dis., 2008,
40, 253- 259) estan caracterizadas por la elevacion de determinadas
concentraciones de citocinas proinflamatorias. Puesto que muchas citocinas
proinflamatorias sefializan a través de la activacion de la JAK, los compuestos
descritos en esta aplicacion pueden ser capaces de aliviar la inflamacion y
proporcionar alivio del sintoma. En particular, los compuestos de la divulgacion
pueden ser utiles para la induccion y el mantenimiento de la remision de la
colitis ulcerosa, y para el tratamiento de la enfermedad de Crohn, de la colitis
inducida por inhibidores de puntos de control inmunitario y de los efectos
adversos gastrointestinales en la enfermedad injerto contra huésped. En un
aspecto, por lo tanto, la divulgacién proporciona un método para tratar una
enfermedad gastrointestinal inflamatoria en un mamifero (p.ej., un ser
humano), método que comprende la administracién al mamifero un compuesto
de la divulgacion, o una sal farmacéuticamente aceptable de estos, o una
composicion farmacéutica que comprende un vehiculo farmacéuticamente
aceptable y un compuesto de la divulgacion, o una sal farmacéuticamente
aceptable de estos.

La dermatitis atdpica y otras enfermedades cutaneas inflamatorias se
han asociado con una elevacion de las citocinas proinflamatorias que
dependen de la via JAK- STAT. Por lo tanto, los compuestos de la divulgacion,
0 una sal farmacéuticamente aceptable de estos, pueden ser beneficiosos en
una cantidad de afecciones dérmicas inflamatorias o pruriginosas que incluyen,
a mero titulo enunciativo, dermatitis atopica, alopecia areata, vitiligo, psoriasis,

dermatomiositis, linfoma cutaneo de células T (Netchiporouk et al., Cell Cycle
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2014; 13, 3331- 3335) y subtipos (sindrome de Sezary, micosis fungoide,
reticulosis pagetoide, piel laxa granulomatosa, papulosis linfomatoide, pitiriasis
liquenoide crénica, pitiriasis liquenoide y varioliforme aguda, linfoma cutaneo de
células T CD30+, linfoma cutdneo secundario de células grandes CD30+,
linfoma cutaneo de células T grandes sin micosis fungoide CD30-, linfoma
pleomorfico de células T, linfoma de Lennert, linfoma subcutaneo de células T,
linfoma angioceéntrico, linfoma blastico de células citoliticas naturales), prurigo
nodular, liquen plano, amiloidosis cutanea primaria localizada, penfigoide
ampolloso, manifestaciones cutaneas de la enfermedad injerto contra huésped,
penfigoide, lupus discoide, granuloma anular, liquen simple cronico, prurito
vulvar/escrotal/perianal, liquen escleroso, picazon por neuralgia posherpética,
liquen plano pilar y foliculitis decalvante. En particular, la dermatitis atopica
(Bao et al., JAK- STAT, 2013, 2, e24137), alopecia areata (Xing et al., Nat.
Med. 2014, 20, 1043- 1049), vitiligo (Craiglow et al., JAMA Dermatol. 2015,
151, 1110- 1112), prurigo nodular (Sonkoly et al., J. Allergy Clin. Immunol.
2006, 117, 411- 417), liguen plano (Welz- Kubiak et al., J. Immunol. Res. 2015,
ID:854747), amiloidosis cutanea localizada primaria (Tanaka et al., Br. J.
Dermatol. 2009, 161, 1217- 1224), penfigoide ampolloso (Feliciani et al., Int. J.
Immunopathol. Pharmacol. 1999, 12, 55- 61) y las manifestaciones cutaneas
de la enfermedad injerto contra huésped (Okiyama et al., J. Invest. Dermatol.
2014, 134, 992- 1000) estan caracterizadas por una elevacion de determinadas
citocinas que sefializan a través de la activacion de la JAK. En consecuencia,
los compuestos de la divulgacién, o una sal farmacéuticamente aceptable de
estos, pueden aliviar la inflamacién dérmica o el prurito asociados que
provocan estas citocinas. En particular, se puede esperar que los compuestos
de la divulgacion, o una sal farmacéuticamente aceptable de estos, sean utiles
para el tratamiento de la dermatitis atdpica y otras enfermedades cutaneas
inflamatorias. En un aspecto, por lo tanto, la divulgacién proporciona un método

para tratar una enfermedad cutanea inflamatoria en un mamifero (p. €j., un ser
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humano), método que comprende la aplicacion de una composicion
farmacéutica que comprende un compuesto de la divulgaciéon, o una sal
farmacéuticamente aceptable de estos, y un vehiculo farmacéutico en la piel
del mamifero. En un aspecto, la enfermedad cutanea inflamatoria es dermatitis
atopica.

Se ha demostrado que muchas enfermedades oculares estan asociadas
con elevaciones de las citocinas proinflamatorias que dependen de la via
JAK- STAT. Los compuestos de la divulgacion, o una sal farmacéuticamente
aceptable de estos, por lo tanto, pueden ser Utiles para el tratamiento de una
cantidad de enfermedades oculares que incluyen, a mero titulo enunciativo,
uveitis, retinopatia diabética, edema macular diabético, queratoconjuntivitis
seca, degeneracion macular relacionada con la edad y queratoconjuntivitis
atopica. En particular, la uveitis (Horai y Caspi, J. Interferon Cytokine Res.,
2011, 31, 733- 744), la retinopatia diabética (Abcouwer, J. Clin. Cell. Immunol.,
2013, Suppl 1, 1- 12), el edema macular diabético (Sohn et al., American
Journal of Opthamology, 2011, 152, 686- 694), la queratoconjuntivitis seca
(Stevenson et al., Arch. Ophthalmol., 2012, 130, 90- 100) y la degeneracion
macular relacionada con la edad (Knickelbein et al., Int. Ophthalmol. Clin.,
2015, 55(3), 63- 78) estan caracterizadas por una elevacién de determinadas
citocinas proinflamatorias que sefializan a través de la via de la JAK-STAT. En
consecuencia, los compuestos de la divulgaciéon, o una sal farmacéuticamente
aceptable de estos, pueden aliviar la inflamacion ocular asociada y revertir la
progresion de la enfermedad o proporcionar alivio de los sintomas. En un
aspecto, por lo tanto, la divulgacién proporciona un método para tratar una
enfermedad ocular en un mamifero, método que comprende la administracion
una composicién farmaceéutica que comprende un compuesto de la divulgacion,
0 una sal farmacéuticamente aceptable de este, y un vehiculo farmacéutico en
el ojo del mamifero. En un aspecto, la enfermedad ocular es uveitis, retinopatia

diabética, edema macular diabético, queratoconjuntivitis seca, degeneracion
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macular relacionada con la edad o queratoconjuntivitis atdpica. En un aspecto,
el método comprende la administracion del compuesto de la divulgacion, o una
sal farmacéuticamente aceptable de este, mediante inyeccion intravitrea. Los
compuestos de la divulgacién, o una sal farmacéuticamente aceptable de
estos, también se pueden usar en combinacidon con uno o mas compuestos
Gtiles para las enfermedades oculares.

Los compuestos de la divulgacion, o una sal farmacéuticamente
aceptable de estos, también pueden ser Utiles para tratar otras enfermedades,
tales como otras enfermedades inflamatorias, enfermedades autoinmunes o
canceres. Los compuestos de la divulgacién, o una sal farmacéuticamente
aceptable de estos, pueden ser Utiles para tratar una o mas de estas
enfermedades: artritis, artritis reumatoide, artritis reumatoide juvenil, rechazo de
trasplante, xeroftalmia, artritis psoriasica, diabetes, diabetes
insulinodependiente, esclerosis lateral amiotrofica, sindrome mielodisplasico,
dolor, sarcopenia, caquexia, choque séptico, lupus eritematoso sistémico,
leucemia, leucemia linfocitica cronica, leucemia mielocitica cronica, leucemia
linfoblastica aguda, leucemia mieldgena aguda, espondilitis anquilosante,
mielofibrosis, linfoma de células B, carcinoma hepatocelular, linfoma de
Hodgkin, cancer de mama, mieloma multiple, melanoma, linfoma no
hodgkiniano, cancer de pulmoén no microcitico, carcinoma ovarico de células
claras, tumor de ovarios, tumor de pancreas, policitemia vera, sindrome de
Sjogren, sarcoma de tejidos blandos, sarcoma, esplenomegalia, linfoma de
células T y talasemia mayor.

Politerapia

Los compuestos de la divulgacibn o una sal farmacéuticamente
aceptable de estos también se pueden usar en combinacion con uno o0 mas
agentes que actian mediante el mismo mecanismo o mediante mecanismos
diferentes para lograr el tratamiento de una enfermedad. Los diferentes

agentes pueden administrarse de forma secuencial o simultdnea (en
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composiciones separadas 0 en la misma composicion). Las clases utiles de
agentes para una politerapia incluyen, a mero titulo enunciativo, un agonista del
adrenorreceptor 2, un antagonista de los receptores muscarinicos, un
agonista de glucocorticoides, un antagonista del receptor 44 acoplado a una
proteina G, un antagonista del leucotrieno D4, un antagonista del receptor
muscarinico M3, un antagonista del receptor histaminico H1, un antagonista de
la inmunoglobulina E, un inhibidor de PDE 4, un antagonista del receptor
muscarinico M1, un antagonista de receptores histaminicos, un antagonista de
IL- 13, un antagonista de IL- 5, un inhibidor de 5- lipoxigenasa, un agonista de
un (- adrenorreceptor, un antagonista de una quimiocina CCR3, un
estimulador de CFTR, un modulador de inmunoglobulina, un inhibidor del
ligando 33 de la interleucina, un inhibidor de PDE 3, un ©- inhibidor de
fosfoinositidos--3- cinasas, un antagonista del tromboxano A2, un inhibidor de
la elastasa, un inhibidor de la tirosina--cinasa Kit, un antagonista del leucotrieno
E4, un antagonista de leucotrienos, un antagonista de PGD2, un inhibidor del
ligando TNF- a, un agente de union de TNF, un inhibidor de cascada
complementario, un inhibidor de ligandos de eotaxinas, un inhibidor de
glutation--reductasa, un antagonista del receptor histaminico H4, un
antagonista de IL- 6, un estimulador del gen IL2, un modulador IIB del receptor
Fcy de inmunoglobulina, un ligando de interferdn vy, un inhibidor del ligando de
interleucina 13, un inhibidor del ligando de interleucina 17, un antagonista de
selectina L, un inhibidor de leucocito--elastasa, un antagonista del leucotrieno
C4, un inhibidor de la leucotrieno C4--sintasa, un inhibidor de una
amina--oxidasa con cobre unida a membrana, un inhibidor de la a
metaloproteinasa-12, un inhibidor de la a metaloproteinasa-9, un modulador de
alérgeno por acaros, un modulador de receptor muscarinico, un agonista del
receptor nicotinico, un inhibidor del factor nuclear kappa B, un antagonista de la
a p-Selectina, un inhibidor de PDE 5, un antagonista del receptor PDGF, un

inhibidor de la fosfoinositida-3 cinasa gamma, un agonista de TLR-7, un
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antagonista de TNF, un inhibidor de Abl tirosina cinasa, un antagonista del
receptor de acetilcolina, un inhibidor de quitinasa de mamifero acidica, un
agonista del receptor de ACTH, un modulador de polimerizacion de actina, un
antagonista del receptor de adenosina Al, un estimulante de adenilil ciclasa, un
antagonista de adrenorreceptor, un ligando de hormona adrenocorticotréfica,
un inhibidor de alcohol--deshidrogenasa 5, un estimulante de alfa 1 antitripsina,
un inhibidor de alfa 1 endopeptidasa, un modulador de receptor andréogeno, un
estimulante de enzima convertidora de la angiotensina 2, un agonista de ANP,
un inhibidor de proteina Bcr, un antagonista de adrenorreceptor beta 1, un
antagonista de adrenorreceptor beta 2, un modulador de adrenorreceptor beta
2, un modulador de beta amiloide, un inhibidor de gen BMP10, un inhibidor de
gen BMP15, un inhibidor de canal de calcio, un inhibidor de catepsina G, un
inhibidor de gen CCL26, un modulador de quimiocina CCR3, un antagonista de
quimiocina CCR4, un inhibidor de molécula de adhesion celular, un estimulante
de chaperonina, un inhibidor de quitinasa, un antagonista de colageno I, un
inhibidor de complemento C3, un antagonista de CSF-1, un antagonista de
quimiocina CXCR2,un modulador de receptor de citocinas de cadena beta
comun, un estimulador de la proteina 4 de linfocitos T citotoxicos, un
estimulador de desoxirribonucleasa I, un estimulador de desoxirribonucleasa,
un inhibidor de dipeptidil peptidasa I, un inhibidor de DNAgirasa, un modulador
del receptor de prostanoides DP, un antagonista de la E-Selectina, un inhibidor
del receptor de la tirosina cinasa de la familia EGFR, un modulador de la
elastina, un antagonista de la endotelina ET-A, un antagonista de endotelina
ET-B, un inhibidor de epoxido hidrolasa, un antagonista del receptor FGF3, un
inhibidor de la tirosina cinasa Fyn, un inhibidor del factor de transcripcion GATA
3, un modulador de glucosilceramidasa, un modulador del receptor de
glutamato, un inhibidor del ligando GM-CSF, un estimulador de guanilato
ciclasa, un inhibidor de H+ K+ ATPasa, un modulador de hemoglobina, un

agonista de heparina, un inhibidor de histona deacetilasa, un estimulador de
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histona deacetilasa-2, un inhibidor de HMG CoA reductasa, un inhibidor de I-
kappa B cinasa beta, un inhibidor de gen ICAM1, un antagonista de IL-17, un
modulador del receptor de IL-17, un antagonista de IL-23, un modulador del
receptor de la IL-4, un modulador la inmunoglobulina G, un agonista de la
inmunoglobulina G1, un modulador de la inmunoglobulina G1, un antagonista
del receptor Fc de inmunoglobulina épsilon IA, un antagonista del receptor Fc
de inmunoglobulina gamma 11B, un modulador de inmunoglobulina kappa, un
sensibilizador de la insulina, un ligando del interferon beta, un antagonista del
receptor similar a interleucina 1 un inhibidor del ligando de interleucina 18, un
antagonista del receptor de interleucina 17A, un inhibidor del ligando de
interleucina 1 beta, un inhibidor del ligando de interleucina 5, un inhibidor del
ligando de interleucina 6, un inhibidor del canal 3 de potasio activado por
voltaje KCNA, un inhibidor del ligando Kit, un agonista de laminina 5, un
antagonista del receptor de leucotrienos CysLT1, un antagonista del receptor
de leucotrienos CysLT2, un inhibidor de gen LOXL2, un inhibidor de tirosina
cinasa Lyn, un inhibidor de proteina MARCKS, un inhibidor de proteina 4
asociada a MDR, un modulador de metaloproteasa 2, un modulador de
metaloproteasa 9 un antagonista de receptores mineralocorticoides, un
antagonista de receptores muscarinicos M2, un antagonista de receptores
muscarinicos M4, un antagonista de receptores muscarinicos M5, un agonista
de receptor A de péptidos natriuréticos, un modulador de receptores de las
células NK, un estimulador de subunidad alfa 7 de receptores nicotinicos de
ACh, un modulador del receptor de células NK, un modulador del factor nuclear
kappa B, un agonista del receptor del factor de crecimiento opioide, un inhibidor
de glicoproteina P, un antagonista del purinoceptor P2X3, un inhibidor de p38
MAP cinasa, un modulador de peptidasa 1. un inhibidor de fosfolipasa A2, un
inhibidor de fosfolipasa C, un inhibidor del activador del plasminégeno 1, un
antagonista del receptor del factor activador de plaquetas, un agonista de

PPAR gamma, un agonista de prostaciclina, un inhibidor de proteina tirosina
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cinasa, un estimulador de inositol fosfatasa 1 de dominio SH2, un inhibidor de
transduccion de sefales, un inhibidor de canales de sodio, un modulador de
STAT-3, un inhibidor del antigeno de células madre-1, un modulador de la
superoéxido dismutasa, un inhibidor de glicoproteina de superficie de células T
CD28, un inhibidor de glicoproteina de superficie de células T CD8, un agonista
del TGF beta, un antagonista del TGF beta, un inhibidor de tromboxano
sintetasa, un inhibidor de ligando de linfoproteina de estroma timico, un
agonista de timosina, un ligando de timosina beta 4, un agonista de TLR-8, un
agonista de TLR-9, un estimulador de gen TLR9, un inhibidor de topoisomerasa
IV, un estimulador de musculo esquelético rapido de la troponina I, un
estimulador de musculo esquelético rapido de la Troponina T, un antagonista
de receptor de IL-1 de tipo I, un modulador de receptor de TNF de tipo Il, un
modulador de canales idnicos, un estimulador de uteroglobina y un agonista de
VIP.

Los agentes especificos que pueden usarse en combinacién con los
presentes compuestos inhibidores de JAK incluyen, entre otros, acetato de
rosiptor, bromuro de umeclidinio, secukinumab, acetato de metenkefalina,
acetato de tridecactida, propionato de fluticasona, sulforafano estabilizado con
alfa-ciclodextrina, tezepelumab, furoato de mometasona, BI-1467335,
dupilumab, aclidinio, formoterol, AZD-1419, HI-1640V, rivipansel, CMP-001,
manitol, ANB-020, omalizumab, tregalizumab, Mitizax, benralizumab,
golimumab, roflumilast, imatinib, REGN-3500, masitinib, apremilast, RPL-554,
Actimmune, adalimumab, rupatadina, parogrelil, MK-1029, dipropionato de
beclometasona, fumarato de formoterol, mogamulizumab, seratrodast, UCB-
4144, nemiralisib, CK-2127107, fevipiprant, danirixin, bosentan, abatacept, EC-
18, duvelisib, dociparstat, ciprofloxacino, salbutamol HFA, erdosteine, PrEP-
001, nedocromil, CDX-0158, salbutamol, enobosarm, R-TPR-022, lenzilumab,
furoato de fluticasona, trifenatato de vilanterol, propionato de fluticasona,

salmeterol, PT-007, PRS-060, remestemcel-L, citrulina, RPC-4046, O6xido
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nitrico, DS-102, gerilimzumab, Actair, furoato de fluticasona, umeclidinio,
vilanterol, AG-NPP709, Gamunex, infliximab, Ampion, acumapimod,
canakinumab, INS-1007, CYP-001, sirukumab, propionato de fluticasona,
mepolizumab, pitavastatina, solitromicina, etanercept, ivacaftor, anakinra, MPC-
300-1V, bromuro de glicopirronio, bromuro de aclidinio, FP-025, risankizumab,
glicopirronio, fumarato de formoterol, Adipocell, YPL-001, bromuro de tiotropio,
bromuro de glicopirronio, maleato de indacaterol, andecaliximab, olodaterol,
esomeprazol, vacuna contra los acaros del polvo, vacuna contra el alérgeno de
polen de artemisa, vamorolona, gefapixant, revefenacina, gefitinib, ReJoin,
tipelukast, bedoradrine, SCM-CGH, SHP-652, RNS-60, brodalumab, BIO-
11006, bromuro de umeclidinio, trifenatato de vilanterol, bromuro de ipratropio,
tralokinumab, PUR-1800, VX-561, VX-371, olopatadina, tulobuterol, fumarato
de formoterol, acetonido de triamcinolona, reslizumab, xinafoato de salmeterol,
propionato de fluticasona, dipropionato de beclometasona, fumarato de
formoterol, bromuro de tiotropio, ligelizumab, RUTI, bertilimumab, omalizumab,
bromuro de glicopirronio, SENS-111, dipropionato de beclometasona, CHF-
5992, LT-4001, indacaterol, bromuro de glicopirronio, furoato de mometasona,
fexofenadina, bromuro de glicopirronio, azitromicina, AZD-7594, formoterol,
CHF-6001, batefenterol, OATD-01, olodaterol, CJM-112, rosiglitazona,
salmeterol, setipiprant, interferon beta inhalado, AZD-8871, plecanatida,
fluticasona, salmeterol, monoglicéridos de acido eicosapentaenoico,
lebrikizumab, RG-6149, QBKPN, mometasona, indacaterol, AZD-9898, piruvato
de sodio, zileuton, CG-201, imidafenacina, CNTO-6785, CLBS-03,
mometasona, RGN-137, procaterol, formoterol, CCI-15106, POL-6014,
indacaterol, beclometasona, MV-130, GC-1112, Allergovac depot, MEDI-3506,
QBW-251, ZPL-389, udenafil, GSK-3772847, levocetirizina, AXP-1275, ADC-
3680, timapiprant, abediterol, AZD-7594, bromuro de ipratropio, sulfato de
salbutamol, tadekinig alfa, ACT-774312, dornasa alfa, iloprost, batefenterol,

furoato de fluticasona, alicaforsen, ciclesonida, emeramida, arformoterol, SB-
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010, Ozagrel, BTT-1023, Dectrekumab, levalbuterol, pranlukast, &acido
hialurénico, GSK-2292767, formoterol, NOV-14, Lucinactant, salbutamol,
prednisolona, ebastina, cipecilato de dexametasona, GSK-2586881, BI-443651,
GSK-2256294, VR-179, VR-096, hdm-ASIT+, budesonida, GSK-2245035, VTX-
1463, Emedastina, dexpramipexol, levalbuterol, N-6022, fosfato sodico de
dexametasona, PIN-201104, OPK-0018, TEV-48107, suplatast, BI-1060469,
Gemilukast, interferon gamma, dalazatida, bilastina, propionato de fluticasona,
xinafoato de salmeterol, RP-3128, bromuro de bencicloquidio, reslizumab, PBF-
680, antagonista de CRTH2, Pranlukast, xinafoato de salmeterol, propionato de
fluticasona, bromuro de tiotropio monohidrato, masilukast, RG-7990, doxofilina,
abediterol, bromuro de glicopirronio, TEV-46017, ASM-024, propionato de
fluticasona, bromuro de glicopirronio, xinafoato de salmeterol, salbutamol, TA-
270, flunisolida, cromoglicato de sodio, Epsi-gam, ZPL-521, salbutamol,
aviptadil, TRN-157, Zafirlukast, Stempeucel, pemirolast soédico, nadolol,
propionato de fluticasona + xinafoato de salmeterol, RV-1729, sulfato de
salbutamol, diéxido de carbono + bromuro de perfluorooctilo, APL-1,
dectrekumab + VAK-694, acetilsalicilato de lisina, zileuton, TR-4, terapia de
células progenitoras mesenquimales alogénicas derivadas de tejido adiposo
humano, MEDI-9314, PL-3994, HMP-301, TD-5471, NKTT-120, pemirolast,
dipropionato de beclometasona, trantinterol, alfa luminol monosédico, IMD-
1041, AM-211, TBS-5, ARRY-502, seratrodast, midismasa recombinante, ASM-
8, deflazacort, bambuterol, RBx-10017609, ipratropio + fenoterol, fluticasona +
formoterol, epinastina, WIN-901X, VALERGEN-DS, OligoG-COPD-5/20,
tulobuterol, oxis Turbuhaler, DSP-3025, ASM-024, mizolastina, budesonida +
salmeterol, LH-011, AXP-E, inmunoglobulina humana histamina, YHD-001,
teofilina, ambroxol + erdosteina, ramatroban, montelukast, pranlukast, AG-
1321001, tulobuterol, ipratropio + salbutamol, tranilast, suleptanato de

metilprednisolona, daropato de colforsina, repirinast y doxofilina.
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En el presente documento, también se proporciona una composicion
farmacéutica que comprende un compuesto de la divulgacion, o una sal
farmacéuticamente aceptable de este, y uno o mas de otros agentes
terapéuticos. El agente terapéutico se puede seleccionar de la clase de
agentes especificada anteriormente y de la lista de agentes especificos descrita
anteriormente. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica es
adecuada para su administracion a los pulmones. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica es adecuada para la administracién por inhalacién o
nebulizacion. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica es un
polvo seco o una composicion liquida.

Ademas, en un aspecto del método, la divulgaciéon proporciona un
método para tratar una enfermedad o un trastorno en un mamifero que
comprende administrar al mamifero un compuesto de la divulgacion, o una sal
farmacéuticamente aceptable de este, y uno o mas de otros agentes
terapéuticos.

Cuando se usan en terapia de combinacion, los agentes se pueden
formular en una dnica composicion farmacéutica, o los agentes se pueden
proporcionar en composiciones separadas que se administran de forma
simultdnea o en momentos separados, por la misma o por diferentes vias de
administracion. Dichas composiciones se pueden empaquetar por separado o
se pueden empaquetar juntas como un kit. Los dos agentes terapéuticos 0 mas
en el kit se pueden administrar por la misma via de administracion o mediante
diferentes vias de administracion.

EJEMPLOS

Se ofrecen los siguientes ejemplos sintéticos y biolégicos para ilustrar la
invencién, y no estan formulados de ninguna forma para limitar el alcance de la
invencion. En los ejemplos a continuacion, las siguientes abreviaturas tienen

los siguientes significados a menos que se indigue lo contrario. Las



43

abreviaturas no definidas a continuacion tienen los significados generalmente

aceptados.
ACN = acetonitrilo
DCM = diclorometano
DIPEA = N,N-diisopropiletiloamina
DMF = N,N-dimetilformamida
EtOAc= acetato de etilo
h = horas
HATU= N,N,N',N'-tetrametilo-O-(7-azabenzotriazol-1-il)uronio

hexafluorofosfato

IPA = alcohol isopropilico

IPAC = acetato de isopropilo
MeOH= metanol
min = minutos

Pd(PPhs)s = tetraquis(trifenilfosfina)paladio(0)

RT = temperatura ambiente

TFA = acido trifluoroaceético

THF = tetrahidrofurano

bi (pinacolato)diboro = 4,455,445 5'-octametil-

[2,21bi[[1,3,2]dioxaborolanil]

Se adquirieron los reactivos y solventes de proveedores comerciales
(Aldrich, Fluka, Sigma, etc.) y se usaron sin purificacién adicional. Se monitored
la evolucidon de las mezclas de reaccion mediante cromatografia en capa fina
(TLC), cromatografia liquida de alta resolucion analitica (HPLC analitica) y
espectrometria de masas. Se analizaron las mezclas de reaccibn como se
describe especificamente en cada reaccion; con frecuencia se purificaron
mediante la extraccidon y otros métodos de purificacion tal como cristalizacion
dependiente de la temperatura y del solvente y precipitacion. Ademas, las

mezclas de reaccion se purifican de rutina mediante la cromatografia en
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columna o mediante la HPLC preparativa, en general usando C18 o rellenos de
columna de BDS y en eluyentes convencionales. Las condiciones para la HPLC
preparativa tipica son las que se describen a continuacion.

Se llevo a cabo la caracterizacion de los productos de reaccion mediante
espectrometria de masas y *H-NMR. Para el andlisis de NMR, se disolvieron
las muestras en solvente deuterado (tal como CD3OD, CDCls 0 de-DMSO), y se
adquirié un espectro de *H-NMRcon un instrumento Varian Gemini 2000 (400
MHz) en condiciones de observacion estandar. La identificacion por
espectrometria de masas de los compuestos se realiz6 mediante un método de
ionizacion de electrospray (ESMS) con un instrumento Applied Biosystems
(Foster City, CA) del modelo API 150 EX o un instrumento Waters (Milford, MA)
3100, acoplado con sistemas de autopurificacion.

Condiciones de la HPLC preparativa

Columna: C18, 50m. 21,2x150 mm o C18, 5 Om 21 x250 o
C14,5 [Im 21 x 150 mm

Temperatura de la columna: Temperatura ambiente
Caudal: 20,0 mL/min
Fases moviles: A = agua + 0,05% TFA

B = ACN + 0,05% TFA

Volumen de inyeccion: (100-1500 pL)

Longitud de onda para la deteccion: 214 nm

Los compuestos sin procesar se disuelven en agua/acido acético 1:1 a
aproximadamente 50 mg/mL. Se llevé a cabo una operacion de prueba de
calamina analitica de 4 minutos usando una columna de 2,1 mm x 50 mm C18
seguida de una operacion de calamina preparativa de 15 o 20 minutos usando
una inyeccién de 100 [JL con el gradiente basado en la retencion del % B de la
operacion de prueba de calamina analitica. [JLos gradientes exactos
dependieron de la muestra. Las muestras con impurezas de pirogenacion

cercanas se controlaron con una columna de 21 x 250 mm C18 y/o con una
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columna de 21 x 150 mm C14 para una mejor separacion. Las fracciones que
contienen el producto deseado se identificaron mediante el analisis de
espectrometria de masas.

Preparacién 1: 4-(benciloxi)-2-etilfenil)trifluoro-A*-borano, sal de

potasio I-5

HO BnO BnO
" . —_—
Br
1-1 1-2 1-3

BnO BnO

— L, — O
B-© BF,K
\ 3

s

(a) 1-(benciloxi)-3-etilbenceno (1-2)

4 I-5

A una solucion agitada de 3-etilfenol (I-1) (25,0 g, 204,0 mmol) en ACN
(250 mL, 10vol.) se le afadi6o carbonato de potasio (42,0 g, 306 mmol) a
temperatura ambiente. La masa de reaccion resultante se agitd a temperatura
ambiente durante 15 minutos, seguido de la adicion de bromuro de bencilo
(24,0 mL, 204 mmol) en forma de gota a gota. La mezcla de reaccion resultante
se agitd durante 6 horas a temperatura ambiente. Tras completar la reacciéon
(monitorizacibn mediante TLC), la masa de reaccidon resultante se vertio en
agua (1,0 L), seguido de la extraccion del compuesto con EtOAc (2 x 2 L). Los
organicos combinados se lavaron con agua fria, solucion de salmuera y se
secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se evaporaron a presion reducida.
Luego, el producto crudo se purific6 mediante cromatografia de columna sobre
gel de silice (100-200 M) usando eluyentes EtOAc al 2% en hexano para
obtener el producto deseado (I-2) como un compuesto aceitoso amarillo claro
(35,0 g, 81%). *H NMR (400 MHz, cloroformo-d) d 7,46-7,44 (m, 2H), 7,39 (t, J
= 7,6 Hz, 2H), 7,34-7,31 (m, 1H), 7,21 (t, J = 7,6 Hz), 6,86-6,80 (m, 3H), 5,07 (s,
2H), 2,64 (q, J = 7,6 Hz, 2H), 1,24 (t, J = 7,6 Hz, 3H).
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(b) 4-(benciloxi)-1-bromo-2-etilbenceno (I-3)

A una solucion agitada enfriada con hielo de 1-(benciloxi)-3-etilbenceno
(I-2) (35,09, 164 mmol) en ACN (525 mL, 15vol.) se le afiadi6 N-
bromosuccinimida (32,0 g, 181 mmol) en porciones durante un periodo de
15 minutos. La mezcla de reaccion resultante se agité durante 1 hora mas a
temperatura ambiente. Tras completar la reaccion (monitorizacion mediante
TLC), la masa de reaccion resultante se vertié en agua helada (1,50 L), seguido
de la extraccion del compuesto con EtOAc (2 x 1 L). Los organicos combinados
se lavaron con agua y se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se
evaporaron a presion reducida para obtener el producto crudo. Se afadio n-
hexano (250 mL) al material crudo, lo cual resulté en una suspension, seguido
de filtracion a través de un embudo sinterizado. Las aguas madres se
evaporaron a presion reducida para obtener el producto deseado I-3 como un
compuesto aceitoso amarillo claro (42,0g, 87%). 'H NMR (400 MHz,
cloroformo-d) 6 7,52-7,29 (m, 7H), 6,88 (s, 1H), 6,68 (d, J = 6,0 Hz, 1H), 5,04
(s, 2H), 2,69 (g, J = 7,6 Hz, 2H), 1,20 (t, J = 7,5 Hz, 3H).

(c) 2-(4-(benciloxi)-2-etilfenil)-4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolano
(I-4)

Una solucion agitada de 4-(benciloxi)-1-bromo-2-etilbenceno (I-3)
(42,0 g, 144 mmol), bis(pinacolato)diboro (44,0 g, 173 mmol) y acetato de
potasio (28 g, 288 mmol) en dioxano (440 mL) se desgasificé purgando N2 (g)
durante 15 minutos, seguido de la adicion del complejo PdClz(dppf).DCM
(11,0 g, 15 mmol). La mezcla de reaccion resultante se calenté hasta 80 °C
durante las siguientes 16 horas. Tras completar la reaccién (monitorizacion por
TLC), la masa de reaccion se filtr6 a través de un lecho de celite y las aguas
madres se evaporaron a presion reducida para obtener el producto crudo. El
residuo crudo se purific6 mediante cromatografia de columna sobre gel de
silice (100-200 M) usando eluyentes EtOAc al 1% en hexano para obtener el

producto deseado (I-4) como un compuesto aceitoso amarillo claro (32,0 g,
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66%). H NMR (400 MHz, cloroformo-d) & 7,74 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,45-7,36
(m, 5H), 6,84-6,78 (m, 2H), 5,08 (s, 2H), 2,91 (g, J = 7,6 Hz), 1,33 (s, 12H), 1,19
(t, J = 7,6 Hz, 3H).

(d) (4-(benciloxi)-2-etilfenil)trifluoro-A*-borano, sal de potasio (I-5)

A una solucién agitada del compuesto 2-(4-(benciloxi)-2-etilfenil)-4,4,5,5-
tetrametil-1,3,2-dioxaborolano (I-4) (20 g, 59,0 mmol), en acetona:metanol
(200 mL, relacion 1:1, 10 vol.) se le afadiéo una soluciéon 3 M de fluoruro de
hidrogeno y potasio (23,0 g, 295 mmol, disuelto en 98,0 mL de agua). La
mezcla de reaccion resultante se agitd a temperatura ambiente durante
16 horas. Tras completar la reaccion (monitorizacion mediante TLC), la masa
de reaccion resultante se evaporé a presion reducida. El solido obtenido,
entonces, se recogié en agua (100 mL) y se agito a temperatura ambiente
durante 30 minutos. La masa de reaccion resultante se filtré a través de un
embudo sinterizado, se lavé con n-hexano y se secO a presion reducida para
proporcionar el producto deseado (I-5) como un sélido blanco (14,0 g, 74%). *H
NMR (400 MHz, cloroformo-d) & 7,43 (d, J = 7,2 Hz, 2H), 7,37 (t, J = 7,5 Hz,
2H), 7,30 (t, J = 7,1 Hz, 1H), 7,22 (d, J = 8,0 Hz), 6,58 (s, 1H), 6,53 (d, J = 7,9
Hz, 1H), 5,00 (s, 2H), 2,65 (g, J = 7,5 Hz, 2H), 1,07 (t, J = 7,4 Hz, 3H).

Preparacion 2: (S)-3-bencil-3,4,6,7-tetrahidro-5H-imidazo[4,5-
c]piridin-5,6-dicarboxilato de 6-bencil-5-(tert-butil) (I-11) )

o} o o
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(a) Acido (S)-4,5,6,7-tetrahidro-3H-imidazo[4,5-c]piridin-6-carboxilico,
sal de clorhidrato (I-7)
A una suspension agitada enfriada con hielo de L-histidina (I-6) (5,0 kg,

32,14 mol) en agua (40 L, 8 vol.) se le afadié acido clorhidrico concentrado
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(3,93 L, 33,75 mol), seguido de la adicion de formaldehido (5,50 L, 67,5 mol,
solucion acuosa al 37%) en forma de gota a gota. La solucidén resultante se
agitdé durante 30 minutos a la misma temperatura y, luego, se calenté a 80 °C
durante 8 horas. El progreso de la reaccion se monitore0 mediante LCMS. Se
elimind el agua a presion reducida para obtener el producto crudo, y el crudo
resultante se agitdé durante 2 horas en tolueno (20L). Los organicos se
eliminaron a presion reducida para eliminar el exceso de agua y el compuesto
se secO azeotrOpicamente. Luego, el material resultante se recogidé en éter
dietilico (20 L) y se agitdé durante 2 horas. El material solido después se filtro y
se secO al aire para obtener el producto deseado (I-7) en forma de un sélido
blanquecino (6,50 kg, 85%). 'H NMR (400 MHz, D20) & 8,69 (s, 1H), 4,56 (d, J
= 15,4 Hz, 1H), 4,42 (d, J = 15,5 Hz, 1H), 4,20 (dd, J = 5,5, 5,2 Hz, 1H), 3,42
(dd, J = 5,0, 17,0 Hz, 1H), 3,11 (dd, J = 10,2, 16,8 Hz, 1H).

(b) Acido (S)-3,5-bis(tert-butoxicarbonil)-4,5,6,7-tetrahidro-3H-
imidazo[4,5-c]piridin-6-carboxilico (I-8)

A una solucién agitada enfriada con hielo de diclorhidrato del acido (S)-
4,5,6,7-tetrahidro-3H-imidazo[4,5-c]piridin-6-carboxilico (I-7) (6,10 kg,
25,40 mol) en 1,4-dioxano (48 L, 8 vol.) y agua (48 L, 8 vol.) se le afadid
trietilamina (12,36 L, 89 mol) gota a gota, seguido de la adicién de dicarbonato
de di-tert-butilo (18,07 L, 78,74 mol, disueltos en 5 L de 1,4-dioxano) durante un
periodo de 30 minutos. La mezcla de reaccion resultante se agitd a
temperatura ambiente durante las siguientes 16 horas. Tras completar la
reaccion (monitorizacion mediante TLC y LCMS), la mezcla de reaccion
amarillenta se diluyd con agua (10 L) y se lavo sucesivamente con éter dietilico
(2x10L)y EtOAc (2 x 7,50 L). Se descart6 la fase organica. La capa acuosa
se enfrid y se llevé a pH ~3 con una solucion de HCI 6 N; la fase acuosa se
extrajo con EtOAc (3 x 10 L). Los extractos organicos combinados se lavaron
con solucion de salmuera, se secaron sobre sulfato de sodio y se concentraron

a presion reducida. El residuo aceitoso se cristalizdo en EtOAc al 30%:hexanos
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para proporcionar el producto deseado (I-8) como un sdlido blanquecino
(5,1 kg, 55%). (Mm/z): [M+H]+ calculado para Ci7H2sN3Oes 368,18; hallado
368,21.

(c) (S)-6,7-dihidro-3H-imidazo[4,5-c]piridin-3,5,6(4H)-tricarboxilato de
6-bencil-3,5-di-tert-butilo (1-9)

A una soluciéon helada de acido (S)-3,5-bis(tert-butoxicarbonil)-4,5,6,7-
tetrahidro-3H-imidazo[4,5-c]piridin-6-carboxilico (I-8) (5,1 kg, 13,88 mol) en
DCM (51 L, 10 vol.) se le afiadié secuencialmente bicarbonato de sodio acuoso
saturado (41,0L, 8vol.), yoduro de tetra-butilamonio (5,13 kg, 13,88 mol) y
bromuro de bencilo (2,47 L, 20,82 mol). La mezcla de reaccion resultante se
agitdé a temperatura ambiente durante las siguientes 16 horas. Tras completar
la reaccidn (monitorizacion mediante TLC y LCMS), se separd la solucion
bifasica. La capa acuosa se extrajo con DCM (3 x10L). Los extractos
organicos combinados se lavaron con solucion de salmuera, se secaron sobre
sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron a presion reducida para obtener
el producto crudo, que se purific6 mediante cromatografia de columna a través
de gel de silice (100-200 M) usando eluyentes EtOAc al 40% en hexano para
obtener el producto deseado (I-9) como un aceite viscoso (4,50 kg, 72%). (m/z):
[M+H]+ calculado para C24H31N3Oe 458,22; hallado 458,60.

(d) (S)-3,4,6,7-tetrahidro-5H-imidazo[4,5-c]piridin-5,6-dicarboxilato de
6-bencil-5-(tert-butil) (1-10)

A una solucién helada de (S)-6,7-dihidro-3H-imidazo[4,5-c]piridina-3,5,6
(4H)-tricarboxilato de 6-bencil-3,5-di-tert-butilo (1-9) (4,50 kg, 9,84 mol) en IPA
(45 L, 10 vol.) se le afadié hidroxido de amonio (36 L, 8 vol.) gota a gota. La
mezcla de reaccion resultante se agitdé adicionalmente a temperatura ambiente
durante las siguientes 16 horas. Tras completar la reaccién (monitorizacion
mediante TLC y LCMS), la mezcla resultante se diluyé con agua (25 L),
seguido de extraccibn con EtOAc (3x20L). Los extractos organicos

combinados se lavaron con solucién de salmuera, se secaron sobre sulfato de
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sodio, se filtraron y se concentraron a presion reducida para obtener el
producto crudo, que se purificO mediante cromatografia de columna a través de
gel de silice (100-200 M) usando eluyentes MeOH al 2% en DCM para obtener
el producto deseado (I-10) como un aceite viscoso espeso (2,70 kg, 77%).
(m/z): [M+H]+ calculado para Ci9H23N304 358,17; hallado 358,33.

(e) (S)-3-bencil-3,4,6,7-tetrahidro-5H-imidazo[4,5-c]piridin-5,6-
dicarboxilato de 6-bencil-5-(tert-butil) (I-11)

A una solucion helada de (S)-3,4,6,7-tetrahidro-5H-imidazo[4,5-c]piridin-
5,6-dicarboxilato de 6-bencil-5-(tert-butil) (I- 10) (2,70 kg, 7,55 mol) en DCM
(32,4 L, 12 vol.) se le afiadi6é hidréxido de sodio acuoso 1 N (24,3 L, 9 vol.),
seguido de la adicién secuencial de yoduro de tetra-butilamonio (2,80 kg,
7,55 mol) y bromuro de bencilo (0,99 L, 8,31 mol). La mezcla de reaccion
resultante se agitd a temperatura ambiente durante las siguientes 2 horas. Tras
completar la reaccion (monitorizacion mediante TLC y LCMS), se separo la
solucion bifasica. La capa acuosa se extrajo con DCM (3 x 10 L). Los extractos
organicos combinados se lavaron con solucion de salmuera, se secaron sobre
sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron a presion reducida para obtener
el producto crudo, que se purificO mediante cromatografia de columna sobre
gel de silice (100-200 M) usando eluyentes EtOAc al 40% en hexano para
obtener el producto deseado (I-11) como un aceite viscoso (1,70 kg, 63%).
(m/z): [M+H]+ calculado para C2s6H29N304 448,22; hallado 448,20.

Preparacion 3: (S)-3-bencil-2-(6-(4-(benciloxi)-2-etilfenil)-1H-indazol-
3-i1)-3,4,6,7-tetrahidro-5H-imidazo[4,5-c]piridin-5,6-dicarboxilato = de  6-
bencil 5-(tert-butil) (1-16)
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(@  Cloruro de 4-bromo-2-fluorobenzoilo (I-13)

A una solucién agitada enfriada con hielo de acido 4-bromo-2-
fluorobenzoico (I-12) (1,25 kg, 5,71 mol) en DCM (12,5 L, 15 vol.) se le afadio
cloruro de oxalilo (0,98 L, 11,42 mol) en forma de gota a gota. La mezcla de
reaccion resultante se agitd durante 10 minutos a la misma temperatura.
Luego, se le afiadio DMF (150 mL) en forma de gota a gota a la mezcla de
reaccion. La masa de reaccidon resultante se dejé calentar a temperatura
ambiente y se agito durante 2 horas. Tras completar la reaccidon (monitorizacion
mediante TLC), el exceso de cloruro de oxalilo se elimin6é a presién reducida
bajo una atmaosfera de nitrégeno para obtener el producto crudo (I-13) (1,08 kg,
80%), que se utilizo en el siguiente paso sin purificacion adicional.

(b) (S)-3-bencil-2-(4-bromo-2-fluorobenzoil)-3,4,6,7-tetrahidro-5H-
imidazo[4,5-c]piridina-5,6-dicarboxilato de 6-bencil 5-(tert-butil) (I-14)

A una solucién agitada de (S)-3-bencil-3,4,6,7-tetrahidro-5H-imidazo[4,5-
c]piridin-5,6-dicarboxilato de 6-bencil-5-(tert-butil) (I-11) (1,70 kg, 3,80 mol) en
ACN (13,6 L, 8 vol.) se le afadio trietilamina (2,11 L, 15,2 mol), seguido de la
adicion de cloruro de 4-bromo-2-fluorobenzoilo (I-13) (1,08 kg, 4,56 mol en 3,4
L de ACN, 2 vol.) a temperatura ambiente. Tras completar la adicion, el color de
la mezcla de reaccion resultante cambio de amarillo claro a marron. La mezcla

de reaccidn resultante se agité a la misma temperatura durante 30 minutos y el
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progreso de la reaccion se monitored6 mediante TLC. La mezcla de reaccion
resultante se inactivé con agua helada (10 L), seguido de extraccion con EtOAc
(3 x5L),y los organicos combinados se lavaron con solucion de salmuera. Los
organicos se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron a
presion reducida para obtener el producto crudo que se purificO mediante
cromatografia de columna sobre gel de silice (100-200 M) usando eluyentes
EtOAc al 20% en hexano para obtener el producto deseado (I-14) (1,74 kg,
71%). %). (m/z): [M+H]+ calculado para Cs3H31BrFNsOs 648,14 hallado 648,20.

(c) 6- benzil 5- (tert- butil) (S)- 3- benzil- 2- (6- bromo- 1H- indazol
- 3- i))- 3,4,6,7- tetrahidro- 5H- imidazo[4,5- c]piridina- 5,6- dicarboxilata
(I- 15)

A una disolucién agitada de 6- benzil 5- (tert- butil)
(S)- 3- benzil- 2- (4- bromo- 2- fluorobenzoil)- 3,4,6,7- tetrahidro- 5H- imidaz
o[4,5- c]piridina- 5,6- dicarboxilato (1-14) (1,74 Kg, 2,68 mol) en
tetrahidrofurano (THF) (26,0 L, 15 vol), se afiadioé hidrato de hidrazina (0,705 L,
13,4 mol) a temperatura ambiente. La mezcla de la reaccion derivada se agito a
60 °C durante 3 horas. Una vez finalizada la reaccion (monitoreo por
cromatografia en capa fina [TLC]), la masa de reaccion derivada se vertio en
agua helada (10 L) y, luego, se extrajo un compuesto con EtOAc (3 Lx 10 L).
Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron sobre
sulfato de sodio y se evaporaron bajo presion reducida para obtener el
producto en bruto, que se purific6 mediante cromatografia de columna sobre
gel de silice (100 M- 200 M) usando eluyentes de EtOAc al 20% en hexanos
para obtener el producto deseado (I-15) como un sélido blanquecino (1,12 g,
65%). (m/z): [M+H]+ calculado para Cs3H32BrNsO4 642,16 hallado 642,21.

(d)  6- benzil
5- (tert- butil) (S)- 3- benzil- 2- (6- (4- (benziloxi)- 2- etilfenil)- 1H- indazol- 3
- i)- 3,4,6,7- tetrahidro- 5H- imidazo[4,5- c]piridina- 5,6- dicarboxilato (I-16)

Se cargéb un matraz de 3 cuellos de una sola pared con 5L de
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bis(pinacolato)diboro (250 g, 984 mmol) grabado anteriormente mediante la
quimica del fluoruro, junto con propan- 2- ol (1882 mL, 2,46E + 04 mmol), y la
mezcla se agitd hasta disolverla completamente. La disolucién era endotérmica
(-4 °C). En un matraz de Erlenmeyer de 4 L grabado anteriormente mediante la
quimica del fluoruro, se disolvié hidrofluoruro fluoruro de potasio (538 g,
6891 mmol) en agua (2,306 L, 1,28 E + 05 mmol) para formar una disolucion
3 M. La disolucion era endotérmica (-12 °C). Luego, se filtr6 la disolucion para
eliminar una pequefia cantidad de material insoluble del hidrofluoruro fluoruro
de potasio. Una vez que ambas disoluciones se disolvieron completamente, el
contenido del matraz de Erlenmeyer se vertio a un matraz de una sola pared en
porciones durante 15 minutos. Se observo una emision de calor moderada
(+10 °C). La disolucién se convirti6 en una suspension semiopaca, gris,
translicida y gruesa durante la adicion, y se agitd6 con mas fuerza para
mantener el contenido bien mezclado. La mezcla se agité durante 1,5h v,
luego, se filtro a través de un embudo de vidrio sinterizado de porosidad gruesa
(de 4L, grabado anteriormente). El filtrado tard6 de 30 a 45 minutos en
completarse. Se desecho el filtrado bifasico transparente. Los sdlidos blancos
se secaron durante 10 minutos sobre el filtro (se observé un agrietamiento de la
masa aglutinada). Los sélidos fueron trasladados nuevamente a un matraz de
3 cuellos de una sola pared de 5 L, y se volvieron a suspender en agua (1,33 L,
7,38 E + 04 mmol). La suspension se agitdo durante 2 h y, luego se formé un
hidrogel homogéneo transparente. La disolucion se agité durante 1 mas,
después de lo cual se filtraron los solidos/gel a través de un embudo de vidrio
sinterizado de porosidad gruesa de 4 L (se grabd anteriormente). Los solidos
se dejaron secar sobre el filtro durante 30 minutos. Los sélidos fueron
trasladados nuevamente a un matraz de 3 cuellos de una sola pared de 5L,y
se volvieron a suspender en acetona (1,084L, 1,48 E+ 04 mmol). La
suspension blanca/gris se agité durante 1 hy, luego, se filtr6 en un embudo de

vidrio sinterizado de porosidad gruesa de 4 L (grabado anteriormente). El
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filtrado tardé 20 en completarse; luego, se seco sobre el embudo durante 1 h
mas. Durante ese tiempo, los solidos se agitaron ocasionalmente para asegurar
que el secado sea homogéneo. Quedd un polvo ligeramente blanco después
del secado sobre el filtro. Los solidos se secaron durante 20 h a 55 °C al vacio
con una purga de nitrdgeno lenta para obtener un solido blanco esponjoso (se
recolectaron 200,3 g).

A una solucion agitada de 6- benzil 5- (tert- butil)
(S)- 3- benzil- 2- (6- bromo- 1H- indazol- 3- il)- 3,4,6,7- tetrahidro- 5H- imida
zo[4,5- c]piridina- 5,6- dicarboxilato (I-15) (10,0 g, 16,0 mmol) en 2- metil
tetrahidrofurano (100 mL, 10 vol), se afadio
(4- (benziloxi)- 2- etilfenil)trifluoro- A*- borano, la sal de potasio (I-5) (8,0 g,
20 mmol) y el solido blanco esponjoso obtenido anteriormente (0,20 g). La
mezcla de la reaccion derivada se desgasific6 con gas de nitrdgeno durante
30 horas. A esta disolucion, se afiadid a una disolucién acuosa preparado de
carbonato de cesio (20,0 g, 62,0 mmol en 60 mL de agua, 6 vol). La mezcla de
la reaccion derivada se desgasifico6 durante 15 minutes y, luego, se afadio
bis(di- tert- butil(4- dimetilaminofenil)fosfina)dicloropaladio(ll) (0,66 g,
0,93 mmol), y la mezcla de la reaccion fue evacuada al vacié y purgd con
nitrogeno. La mezcla de la reaccion derivada se agito a 110 °C durante
20 horas. Una vez finalizada la reaccién (monitoreo por TLC o cromatografia de
liguidos acoplada a la espectrometria de masas [LCMS]), la mezcla de la
reaccion derivada se enfri6 a temperatura ambiente y se filtr6 a través de una
capa porosa Celite; luego, se lavé con EtOAc (3L x0,5L). Las capas
organicas combinadas se lavaron con una disolucion de hidroxido de sodio 1 N
(3L x0,5L). Después, las capas organicas combinadas se lavaron con
salmuera, se secaron sobre sulfato de sodio y se evaporaron bajo presion
reducida para obtener el producto en bruto, que se purific6 mediante
cromatografia de columna sobre gel de silice (100 M- 200 M) usando eluyentes

de EtOAc al 20% en hexanos para obtener el producto deseado (I-16) (como
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una mezcla de regioisomeros de N- bencilo) como un solido amarillo claro
(8,0 g, 66%). (M/z): [M+H]+ calculado para CasH47NsOs 774,36 hallado 774,59.

Preparacion 4. Hidrocloruro de
acido (S)- 2- (6- (2- etil- 4- hidroxifenil)- 1H- indazol- 3- il)- 4,5,6,7- tetrah
idro- 3H- imidazo[4,5- c]piridina- 6- carboxilico (I-18) .

Bno O Bno o OO 0

(a) Hidrocloruro de
benzil (S)- 3- benzil- 2- (6- (4- (benziloxi)- 2- etilfenil)- 1H- indazol- 3- il)- 4,5
,6,7- tetrahidro- 3H- imidazo[4,5- c]piridina- 6- carboxilato (I-17)

Se disolvio 6- benzil
5- (tert- butil) (S)- 3- benzil- 2- (6- (4- (benziloxi)- 2- etilfenil)- 1H- indazol- 3
- iI)- 3,4,6,7- tetrahidro- 5H- imidazo[4,5- c]piridina- 5,6- dicarboxilato  (I-16)
(1,0 g, 1,292 mmol) en dioxano (8 mL) y agua (1,5 mL); luego, se afadié una
disolucién de acido clorhidrico 4 M en dioxano (7 mL, 28,0 mmol) y se agito la
mezcla a temperatura ambiente durante 3 horas (el progreso de la reaccion se
monitore6 mediante LCMS). Después, la mezcla de la reaccién se congel6 y
liofilizé, y el producto en bruto (I-17) se us6 directamente en la siguiente
reaccion (se supuso el rendimiento cuantitativo). (m/z): [M+H]+ calculado para
Ca3H39Ns503 674,31 hallado 674,3.

(b) Hidrocloruro de
acido (S)- 2- (6- (2- etil- 4- hidroxifenil)- 1H- indazol- 3- il)- 4,5,6,7- tetrahidro
- 3H- imidazo[4,5- c]piridina- 6- carboxilico (I-18)

Se disolvio hidrocloruro de
benzil (S)- 3- benzil- 2- (6- (4- (benziloxi)- 2- etilfenil)- 1H- indazol- 3- il)- 4,5
,6,7- tetrahidro- 3H- imidazo[4,5- c]piridina- 6- carboxilato (I-17) (0,918 g,
1,292 mmol) en 2- propanol (15 mL), y se afiadid una disolucién de &cido

clorhidrico 5 M en agua (0,258 mL, 1,292 mmol) y agua (0,25 mL) a 50 °C;
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luego, paladio, 10% agua en carbono, 50% agua (0,138 g, 0,065 mmol).
Después, se purgé el matraz de la reaccion con nitrogeno, se até un globo de
hidrogeno y se agité la mezcla de la reaccién a 50 °C durante 4 dias, y el globo
de hidrégeno se volvio a inflar todas las veces que fue necesario (el progreso
de la reaccion se monitore6 mediante LCMS). Luego, se retiraron todos los
sélidos por filtracion, y se concentré la disolucion derivada. El residuo se
disolvi6 en ACN/agua en una proporcion de 1:1, se congel6 y se liofilizé. El
polvo derivado (I-18) se usO sin purificarlo posteriormente (se supuso el
rendimiento cuantitativo). (m/z): [M+H]+ calculado para C22H21NsO3 404,17
hallado 404,2.

Preparacion 5:
Acido (S)- 2- (6- (2- etil- 4- hidroxifenil)- 1H- indazol- 3- il)- 5- isopropil-
4,56,7- tetrahidro- 3H- imidazo[4,5- c]piridina- 6- carboxilico (I-19)

HO
[ i
N
p— ﬁOH
HN\N N N
H 7/
1-19
Se disolvié

acido (S)- 2- (6- (2- etil- 4- hidroxifenil)- 1H- indazol- 3- il)- 4,5,6,7- tetrahidro
- 3H- imidazo[4,5- c]piridina- 6- carboxilico; se suspendio HCI (I-18) (0,25 g,
0,568 mmol) en DMF (2,5 mL) y acetona (2,5 mL) y, luego, se afadiéo acido
acético (0,098 mL, 1,705 mmol) y cianoborohidruro (0,179 g, 2,84 mmol), y la
mezcla de la reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 24 horas (el
progreso de la reaccion se monitoreé mediante LCMS). Se concentré la mezcla
de la reaccion vy, luego, el producto en bruto se purific6 mediante cromatografia
de fase inversa (gradiente de ACN/agua del 5% al 70%, columna C18aq

columna de 50 g) para proporcionar la sal de TFA del compuesto base
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(149 mg, rendimiento del 47%). (m/z): [M+H]+ calculado para C2sH27NsOs3
446,21 hallado 446,3.

Ejemplo 1:
(S)- (3- (dimetilamino)azetidin- 1- il)(2- (6- (2- etil- 4- hidroxifenil)- 1H- in
dazol- 3- il)- 5- isopropil- 4,5,6,7- tetrahidro- 3H- imidazo[4,5- c]piridin- 6

- il)metanona
HO
C 3
N
O N P
> 7\ N \

HN-N T
1
Se disolvieron

acido (S)- 2- (6- (2- etil- 4- hidroxifenil)- 1H- indazol- 3- il)- 5- isopropil- 4,5,6
,7- tetrahidro- 3H- imidazo[4,5- c]piridina- 6- carboxilico, TFA (I- 19) (50 mg,
0,089 mmol), dihidrocloruro de  3- (dimetilamino)azetidina (23,20 mg,
0,134 mmol) y DIPEA (0,078 mL, 0,447 mmol) en DMF (1,5 mL); luego, se
afadi6 HATU (51,0 mg, 0,134 mmol) y la mezcla de la reaccion se agité a
temperatura ambiente durante 3 horas (el progreso de la reaccién se monitore6
mediante LCMS). Se afiadi6 hidrazina (0,014 mL, 0,447 mmol) para
descomponer los subproductos indeseados, y la disolucion se agitd a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Luego, se concentré la mezcla de la
reaccion y el producto en bruto se purific6 mediante cromatografia de liquidos
de alta eficacia (HPLC) preparatoria (gradiente de ACN/agua del 5% al 70%,
columna C18) para proporcionar la sal de TFA del compuesto base (25 mg,
rendimiento del 37%). (m/z): [M+H]+ calculado para C3oH37N7O2 528,30 hallado
528,3. IH NMR (400 MHz, DMSO- d6) & 13,09 (s, 1H), 9,40 (s, 1H), 8,27 (d,
J=8,31, 1H), 7,30 (s, 1H), 7,04 (m, 2H), 6,71 (d, J=2,54, 1H), 6,64 (dd,
J =253, 8,26, 1H), 4,26 (m, 1H), 4,06 (m, 2H), 3,82 (m, 2H), 3,64 (m, 2H), 3,03
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(m, 2H), 2,74 (m, 2H), 2.47 (q, J = 7,56, 2H), 2,07 (d, J = 3,69, 6H), 1,07 (m,
6H), 1,00 (t, J = 7,50, 3H).

Preparacion 6:
Acido (S)- 5- etil- 2- (6- (2- etil- 4- hidroxifenil)- 1H- indazol- 3- il)- 4,5,6,7

- tetrahidro- 3H- imidazo[4,5- c]piridina- 6- carboxilico

HO
® 3
OH
QX
/ N
TN 7\

Se disolvieron
acido (S)- 2- (6- (2- etil- 4- hidroxifenil)- 1H- indazol- 3- il)- 4,5,6,7- tetrahidro
- 3H- imidazo[4,5- c]piridina- 6- carboxilico, HCI (0,100 g, 0,227 mmol) (I- 18)
y acetaldehido (0,019 mL, 0,341 mmol) en metanol (3,0 mL); luego, se afiadio
cianoborohidruro de sodio (0,057 g, 0,909 mmol) y se agité la mezcla de la
reaccion a temperatura ambiente durante 16 horas (el progreso de la reaccién
se monitore6 mediante LCMS). Se afiadi6 borohidruro de sodio (9 mg,
0,227 mmol) para destruir los restos de acetaldehido y, luego, se concentro la
mezcla de la reaccién. Se concentré producto en bruto y, luego, se purifico
mediante cromatografia de fase inversa (gradiente de ACN/agua del 5% al 70%
C18 columna de 40 g) para proporcionar la sal de TFA del compuesto base
(62 mg, rendimiento del 50%). (m/z): [M+H]+ calculado para C24H25Ns03 432,20
hallado 432,1.

Ejemplo 2:
(S)- (3- (dimetilamino)azetidin- 1- il)(5- etil- 2- (6- (2- etil- 4- hidroxifenil)
- 1H- indazol- 3- il)- 4,5,6,7- tetrahidro- 3H- imidazo[4,5- c]piridin- 6- il)m

etanona

HO
® 5
Q1O
/ N\\ \

HN-N N
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Se disolvieron
acido (S)- 5- etil- 2- (6- (2- etil- 4- hidroxifenil)- 1H- indazol- 3- il)- 4,5,6,7- te
trahidro- 3H- imidazo[4,5- c]piridina- 6- carboxilico, TFA (30 mg, 0,055 mmol),
dihidrocloruro de 3- (dimetilamino)azetidina (14,28 mg, 0,082 mmol) y DIPEA
(0,048 mL, 0,275 mmol) en DMF (1,50 mL); luego, se afiadio HATU (31,4 mg,
0,082 mmol) y se agité la mezcla de la reaccidbn a temperatura ambiente
durante 1 horas (el progreso de la reacciéon se monitore6 mediante LCMS). Se
afadié hidrazina (5,18 pL, 0,165 mmol) para descomponer los subproductos
indeseados vy, luego, la disolucion se agitd a temperatura ambiente durante
10 minutos. Luego, se concentrd la mezcla de la reaccion y el producto en
bruto se purific6 mediante HPLC preparatoria (gradiente de ACN/agua del 5%
al 60%, columna C18) para proporcionar la sal de TFA del compuesto base
(25 mg, rendimiento del 63%). (m/z): [M+H]+ calculado para C29H3sN702 514,29
hallado 514,2.

Ejemplo 3:
(S)- (3- (dimetilamino)- 3- metilazetidin- 1- il)(5- etil- 2- (6- (2- etil- 4- hidr
oxifenil)- 1H- indazol- 3- il)- 4,5,6,7- tetrahidro- 3H- imidazo[4,5- c]piridin

- 6- il)metanona

HO
® O
ﬁ .
i N A

3
Se disolvieron
(S)- 5- etil- 2- (6- (2- etil- 4- hidroxifenil)- 1H- indazol- 3- il)- 4,5,6,7- tetrahid
ro- 3H- imidazo[4,5- c]piridina- 6- carboxilico, TFA (30 mg, 0.055 mmol),
hidrocloruro de N,N,3- trimetilazetidin- 3- amina (12,43 mg, 0,082 mmol) y
DIPEA (0,048 mL, 0,275 mmol) en DMF (1,50 mL); luego, se afiadi6 HATU
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(31,4 mg, 0,082 mmol) y la mezcla de la reaccion se agitdé a temperatura
ambiente durante 1 hora (el progreso de la reacciéon se monitore6 por LCMS).
Se afadio hidrazina (5,18 pL, 0,165 mmol) para descomponer los subproductos
indeseados vy, luego, la disolucion se agitd a temperatura ambiente durante
10 minutos. Luego, se concentrd la mezcla de la reaccion y el producto en
bruto se purific6 mediante cromatografia de liquidos de alta eficacia (HPLC)
preparatoria (gradiente de ACN/agua del 5% al 60%, columna C18) para
proporcionar la sal de TFA del compuesto base (25 mg, rendimiento del 62%).
(m/z): [M+H]+ calculado para CsoHs7N7O2 528,30 hallado 528,2.

Ejemplo 4.
(S)- (3- (dimetilamino)- 3- metilazetidin- 1- il)(2- (6- (2- etil- 4- hidroxifenil
)- 1H- indazol- 3- il)- 5- isopropil- 4,5,6,7- tetrahidro- 3H- imidazo[4,5- c]

piridin- 6- il)metanona

HO
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Se disolvieron
(S)- 2- (6- (2- etil- 4- hidroxifenil)- 1H- indazol- 3- il)- 5- isopropil- 4,5,6,7- tet
rahidro- 3H- imidazo[4,5- c]piridina- 6- carboxilico, (40 mg, 0,090 mmol) (I-19),
hidrocloruro de N,N,3- trimetilazetidin- 3- amina (20,29 mg, 0,135 mmol) y
DIPEA (0,047 mL, 0,269 mmol) en DMF (1,50 mL); luego, se afadié HATU
(51,2 mg, 0,135 mmol) y la mezcla de la reaccibn se agitd a temperatura
ambiente durante 16 horas (el progreso de la reaccion se monitored por
LCMS). Se afiadid hidrazina (8,45 pL, 0,269 mmol) para descomponer los
subproductos indeseados y, luego, la disoluciébn se agit6 a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Luego, se concentrd la mezcla de la reaccion y el

producto en bruto se purific6 mediante cromatografia de liquidos de alta



61

eficacia (HPLC) preparatoria (gradiente de ACN/agua del 5% al 60%, columna
C18) para proporcionar la sal de TFA del compuesto base (26 mg, rendimiento
del 38%). (m/z): [M+H]+ calculado para Cz1H3sN7O2 542,32 hallado 542,2.

Preparacion 7:
Acido (S)- 2- (6- (2- etil- 4- hidroxifenil)- 1H- indazol- 3- il)- 5- propil- 4,5,
6,7- tetrahidro- 3H- imidazo[4,5- c]piridina- 6- carboxilico (I-20)

HO
® ;i
® >
N
7\ N
/ \L

1-20

Se disolvieron
acido (S)- 2- (6- (2- etil- 4- hidroxifenil)- 1H- indazol- 3- il)- 4,5,6,7- tetrahidro
- 3H- imidazo[4,5- c]piridina- 6- carboxilico, HCI (I-18) (0,160 g, 0,364 mmol) y
propionaldehido (0,039 mL, 0,546 mmol) en metanol (3,0 mL); luego, se afiadio
cianoborohidruro de sodio (0,069 g, 1,091 mmol) y se agité la mezcla de la
reaccion a temperatura ambiente durante 24 horas (el progreso de la reaccién
se monitore6 mediante LCMS). Se concentrd la mezcla de la reaccion, y el
producto en bruto se purific6 mediante cromatografia de fase inversa (gradiente
de ACN/agua del 5% al 70%, columna C18 columna de 50 g) para proporcionar
la sal de TFA del compuesto base (78 mg, rendimiento del 38%). (m/z): [M+H]+
calculado para C2sH27NsOs3 446,21 hallado 446,3.

Ejemplo 5:
(S)- (3- (dimetilamino)azetidin- 1- il)(2- (6- (2- etil- 4- hidroxifenil)- 1H- in
dazol- 3- il)- 5- propil- 4,5,6,7- tetrahidro- 3H- imidazo[4,5- c]piridin- 6- il)

metanona

HO
0
O O ’)‘ﬁNQ\N/
/ \\\ \
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Se disolvieron
acido (S)- 2- (6- (2- etil- 4- hidroxifenil)- 1H- indazol- 3- il)- 5- propil- 4,5,6,7
- tetrahidro- 3H- imidazo[4,5- c]piridina- 6- carboxilico, TFA (30 mg,
0,054 mmol), (I-20) dihidrocloruro de 3- (dimetilamino)azetidina (13,92 mg,
0,080 mmol) y DIPEA (0,047 mL, 0,268 mmol) en DMF (1,50 mL); luego, se
afadi6 HATU (30,6 mg, 0,080 mmol) y se agité la mezcla de la reaccion a
temperatura ambiente durante 1 hora (el progreso de la reaccion se monitore6
mediante LCMS). Se afadié hidrazina (5,05puL, 0,161 mmol) para
descomponer los subproductos indeseados vy, luego, la disolucién se agité a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Luego, se concentro la mezcla de la
reaccion y el producto en bruto se purificé mediante cromatografia de liquidos
de alta eficacia (HPLC) preparatoria (gradiente de ACN/agua del 5% al 60%,
columna C18) para proporcionar la sal de TFA del compuesto base (26 mg,
rendimiento del 63%). (m/z): [M+H]+ calculado para C3oH37N70O2 528,30 hallado
528,2.

Ejemplo 6:
(S)- (3- (dimetilamino)- 3- metilazetidin- 1- il)(2- (6- (2- etil- 4- hidroxifenil
)- 1H- indazol- 3- il)- 5- propil- 4,5,6,7- tetrahidro- 3H- imidazo[4,5- c]piri

din- 6- il)metanona

HO
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6
Se disolvieron
acido (S)- 2- (6- (2- etil- 4- hidroxifenil)- 1H- indazol- 3- il)- 5- propil- 4,5,6,7
- tetrahidro- 3H- imidazo[4,5- c]piridina- 6- carboxilico, TFA (30 mg,

0,054 mmol), (I-20) hidrocloruro de N,N,3- trimetilazetidinzetidina- 3- amina
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(12,12 mg, 0,080 mmol) y DIPEA (0,047 mL, 0,268 mmol) en DMF (1,50 mL);
luego, se afadi6 HATU (30,6 mg, 0,080 mmol) y se agitdé la mezcla de la
reaccion a temperatura ambiente durante 1 hora (el progreso de la reaccion se
monitore6 mediante LCMS). Se afadio hidrazina (5,05 pL, 0,161 mmol) para
descomponer los subproductos indeseados y, luego, la disolucién se agité a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Luego, se concentro la mezcla de la
reaccion y el producto en bruto se purificé mediante cromatografia de liquidos
de alta eficacia (HPLC) preparatoria (gradiente de ACN/agua del 5% al 60%,
columna C18) para proporcionar la sal de TFA del compuesto base (18 mg,
rendimiento del 44%). (m/z): [M+H]+ calculado para C31H3sN7O2 542,32 hallado
542,2.

Preparacion 8:
2- (4- (benziloxi)- 2- etil- 5- fluorofenil)- 4,4,5,5- tetrametil- 1,3,2- dioxabo

rolano

F F F
HO BnO BnO
(0]
Br Br B\ \ﬁ
(0]

(@) 1- (benziloxi)- 4- bromo- 5- etil- 2- fluorobenzeno

A una disolucion de 4- bromo- 5- etil- 2- fluorofenol (20 g, 910,32 mmol)
en ACN (250 mL), se afadi6é K2COs (31,55 g, 228,3 mmol) y, luego, bromuro de
bencilo (13,10 mL, 109,58 mmol) gota a gota. La mezcla de la reaccién
derivada se agit6 a 80 °C durante 2 h. La capa acuosa se extrajo con EtOAc
(tres veces), se combind y se lavo con salmuera. La capa organica se secoO
sobre Na2SO4 y se evaporé a presion reducida para obtener el compuesto base
como un aceite ligeramente amarillo (259, 89%). 'H NMR (400 MHz,
cloroformo- d) & 7,48- 7,30 (m, 5H), 7,27 (d, J=10,5Hz, 1H), 6,87 (d,
J =8,7 Hz, 1H), 5,12 (s, 2H), 2,66 (q, J = 7,5 Hz, 2H), 1,16 (t, J = 7,5 Hz, 3H).
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(b) 2- (4- (benziloxi)- 2- etil- 5- fluorofenil)- 4,4,5,5- tetrametil- 1,3,2- di
oxaborolano

A una disolucion del producto del paso anterior (12,5 g, 40,45 mmol) en
dioxano (100 mL), se afadié bis(pinacolato)diboro (15,40 g, 60,67 mmol) y
KOAc (11,9 g, 121,35 mmol). La mezcla de la reaccion se purgd con nitrdgeno
durante 15 minutos Y, luego, se afiadio
[1,1'- bis(difenilfosfino)ferroceno]dicloropaladio(ll), complejo con diclorometano
(1,65 g, 2,023 mmol). La mezcla derivada se agitdé y se calent6 a 110 °C
durante 3 h y se filtré a través de Celite, y el residuo se lavé con EtOAc. El
filtrado se diluy6 con exceso de EtOAc (200 mL); se lavo con agua (100 mL) vy,
luego, con salmuera (100 mL); se secO sobre sulfato de sodio, y se concentrd
al vacio para obtener el producto en bruto, el cual se purificé por cromatografia
de columna sobre gel se silice (100-200), eluida con EtOAc del 3% al 5%:
Hexano, para obtener el producto deseado como un solido blanquecino (9,50 g,
rendimiento del 66%). *H NMR (400 MHz, cloroformo-d) & 7,54- 7,27 (m, 6H),
6,81 (d, J=7,9 Hz, 1H), 5,16 (s, 2H), 2,84 (q, J = 7,5 Hz, 2H), 1,32 (s, 12H),
1,14 (t, J = 7,5 Hz, 3H).

Preparacion 9:
6- (4- (benziloxi)- 2- etil- 5- fluorofenil)- 1- (tetrahidro- 2H- piran- 2- il)- 3

- (trimetilstanil)- 1H- indazol
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6- (4- (benziloxi)- 2- etil- 5- fluorofenil)- 1- (tetrahidro- 2H- piran- 2- il)
- 1H- indazol

A una disolucion de
6- bromo- 1- (tetrahidro- 2H- piran- 2- il)- 1H- indazol (50 g, 178,57 mmol) y
2- (4- (benziloxi)- 2- etil- 5- fluorofenil)- 4,4,5,5- tetrametil- 1,3,2- dioxaborola
ne (76,39, 214,29 mmol) en DMF:H20 (480 mL:120 mL), se afiadio KsPOa4
(94,64 g, 446,86 mmol). La mezcla de la reaccién se desgaso con nitrdgeno
durante 15 minutos; luego, se afiadié el catalizador Pd(PPhs)2Cl2 (6,26 g,
8,93 mmol) y la mezcla se desgasé nuevamente con nitrégeno durante una
agitacion de 5 minutes, y se calentd a 100 °C-110 °C durante 5 h. La mezcla de
la reaccion se filtr6 a través de Celite, y el residuo se lavo con EtOAc. El filtrado
de diluyé con EtOAc, se lavd con agua fria y salmuera, se seco sobre sulfato
de sodio y se concentrd al vacio para proporcionar el producto en bruto, el cual
se purific6 mediante cromatografia de columna flash para obtener el producto
intermedio base como un sdlido blanco (65 g, rendimiento del 86%).
(m/z): [M+H]* calculado para C27H27FN202 431,21 hallado 431,46. *H NMR
(400 MHz, cloroformo- d) & 8,06- 7.98 (m, 2H), 7,70 (d, J=8,2 Hz, 1H),
7,51- 7,32 (m, 5H), 7.08 (dd, J = 809,6, 8,3 Hz, 1H), 7,03 (d, J = 11,9 Hz, 1H),
6,95 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 5,76- 5,64 (m, 1H), 5,20 (s, 2H), 4,04 (d, J = 10,1 Hz,
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1H), 3,72 (t, J=9,7 Hz, 1H), 2,52 (q, J = 7,5 Hz, 2H), 2,22- 2,02 (m, 3H),
1,80- 1,71 (m, 3H), 1,06 (t, J = 7,5 Hz, 3H).

(b) 6- (4- (benziloxi)- 2- etil- 5- fluorofenil)- 1H- indazol

A una disolucién del producto del paso anterior (65 g, 151,16 mmol) en
metanol (700 mL), se afiadié HCI (120 mL) concentrado y la disolucion derivada
se calento de 60 °C-65 °C durante 3 h, se enfrio a temperatura ambiente (RT) y
se concentrd al vacio. El residuo se disolvié en EtOAc y se lavdé con una
disolucion acuosa saturada de NaHCOs y agua. Se secO la capa organica
sobre Na2SOs anhidro y se concentré al vacio para obtener el producto
intermedio base como un sélido blanco (52 g, 99% [en bruto]). *H NMR
(400 MHz, cloroformo-d) & 8,13 (s, 1H), 7,77 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 7,59-7,30 (m,
6H), 7,10 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 7,01 (d, J = 11,8 Hz, 1H), 6,96 (d, J = 8,4 Hz, 1H),
5,21 (s, 2H), 2,53 (g, J = 7,5 Hz, 2H), 1,05 (t, J = 7,5 Hz, 3H).

(c) 6-(4-(benciloxi)-2-etil-5-fluorofenilo)-3-yodo-1H-indazol

A una solucién de 6-(4-(benzoxi)-2-etil-5-fluorofenilo)-1H-indazol (56 g,
161,18 mmol) en DMF (400 mL) se afadié6 KOH (36,2 g, 647,39 mmol) y la
mezcla se agitdé durante 5 min. Se afadié lentamente una solucién de yodo
(82,2 g, 323,69 mmol) en DMF (100 mL) a 0 °C y se agit6 a RT durante 30 min,
se diluyé con agua (3 x 150 mL) y se extrajo con EtOAc (3 x 200 mL). La capa
organica se lavé con solucion acuosa saturada de metabisulfito sédico
(3 x 200 mL) y agua (400 mL), se sec6 sobre Na2SO4 anhidro y se concentré a
presion reducida para obtener el producto bruto, que se purific6 mediante
cromatografia en columna flash para obtener el intermedio del titulo como un
semisélido marrén (64 g, 84% de rendimiento). *H NMR (400 MHz, Cloroformo-
d) 8 10,49 (s, 1H), 7,57 — 7,32 (m, 7H), 7,16 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 7,04 — 6,91 (m,
2H), 5,20 (s, 2H), 2,51 (q, J = 7,4 Hz, 2H), 1,04 (t, J = 7,5 Hz, 3H).

(d) 6-(4-(benciloxi)-2-etil-5-fluorofenilo)-3-yodo-1-(tetrahidro-2H-pirano-2-
il)-1H-indazol
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A una solucion helada del producto del paso anterior (60 g,
127,12 mmol) en DCM (700 mL) se afiadido acido p-toluensulfénico (4,84 g,
25,423 mmol) seguido de 3,4-dihidro-2H-pirano (17,43 mL, 190,68 mmol) gota
a gota. La mezcla de reaccidn se agitdo a temperatura ambiente durante una
noche, se diluyé con DCM y se lavo con solucion acuosa saturada de NaHCO3
y salmuera. La capa organica se secO sobre Na:2SO4 anhidro y se concentro
bajo presion reducida para obtener el producto en bruto, que se purificé por
cromatografia flash (gel de silice) para obtener el intermediario del titulo como
un sélido blanco (64 g, 91% de rendimiento). (m/z): [M+H]* calculado para
C27H26FIN202 557,10 hallado 557,30. *H NMR (400 MHz, Cloroformo-d) & 7,56
— 7,31 (m, 7H), 7,14 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 7,01 (d, J = 11,8 Hz, 1H), 6,95 (d, J =
8,5 Hz, 1H), 5,68 (d, J = 9,3 Hz, 1H), 5,20 (s, 2H), 4,08 — 3,99 (m, 1H), 3,77 —
3,64 (m, 1H), 2,50 (g, J = 7,2 Hz, 2H), 2,23 — 1,97 (m, 3H), 1,81 — 1,68 (m, 3H),
1,06 (t, J = 7,4 Hz, 3H).

(e) 6-(4-(benzoxi)-2-etil-5-fluorofenilo)-1-(tetrahidro-2H-pirano-2-il)-3-
(trimetilestanilo)-1H-indazol

A una solucion de 6-(4-(benzoxi)-2-etil-5-fluorofenilo)-3-yodo-1-
(tetrahidro-2H-pirano-2-il)-1H-indazol (20 g, 35,97 mmol) en tolueno (150 mL)
se afadié hexametilditina (9,2 mL, 43,17 mmol). La mezcla de reaccion se
desgasificé con nitrégeno durante 20 min, seguido de la adicion de tetrakis
(2,0 g, 1,80 mmol) y luego se agitd a 100 °C durante 2 h, se enfri6 a RT, se
filtr6 a través de Celite y el residuo se lavé con EtOAc El filtrado se concentro y
se purificé por cromatografia en columna (sobre alimina neutra), eluyendo con
2-5%. EtOAc:Hexano para obtener el compuesto del titulo (17,50 g, 82% de
rendimiento). (m/z): [M+H]* calculado para CsoHssFN202Sn 595,17; 593,17
hallado 595,49, 593,55. *H NMR (400 MHz, Cloroformo-d) & 7,68 (d, J = 8,0 Hz,
1H), 7,57 — 7,29 (m, 6H), 7,13 — 7,00 (m, 2H), 6,96 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 5,81 —
5,68 (M, 1H), 5,21 (s, 2H), 4,13 — 4,00 (m, 1H), 3,81 — 3,66 (m, 1H), 2,54 (q, J =
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7,3 Hz, 2H), 2,23 — 2,00 (m, 2H), 1,87 — 1,59 (m, 4H), 1,08 (t, J = 7,5 Hz, 3H),
0,47 (s, 9H).

Preparacion 10: 5-(terc-butil) 6-metil (S)-2-yodo-3-((2-
trimetilsilil)etoxi) metil)- 3,4,6,7-tetrahidro -5H-imidazo[4,5-c]piridina-5,6-

dicarboxilato
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(a) Acido (S)-4,5,6,7-Tetrahidro-3H-imidazo[4,5-c]piridina-6-carboxilico

A una suspension agitada de L-histidina (50 g, 322,24 mmol) en agua
(420 mL) se afiadi6 HCI conc. (29 mL) gota a gota a 0°C seguido de
formaldehido (55 mL, 676,72 mmol) en una porcion a 0°C. La mezcla de
reaccion resultante se agité durante 30 min y luego se calent6 a 75 °C durante
6 h y se concentrd. El crudo resultante se agitd durante 2 h con éter dietilico, se
filtr6 y se lavé con IPA:THF (100:300 mL) para proporcionar la sal de HCI del
intermedio del titulo como un sélido blanco (75 g, 99% de rendimiento (crudo)).
(m/z): [M+H]* calculado para C7H9N3O2 168,07 hallado 168,17.

(b)  (S)-4,5,6,7-tetrahidro-3H-imidazo[4,5-c]piridina-6-carboxilato  de
metilo

A una solucion agitada del producto del paso anterior (75,0 g,
312,5 mmol) en metanol (1500 mL) se afiadié SOCI2 (45,6 mL, 625 mmol) gota
a gota a 0°C y se agito a RT durante 16 h, calentandose después a reflujo
(70 °C) durante 1 h. El disolvente se elimind por destilacion y el producto bruto
se tritur6é con metanol seguido de éter dietilico para proporcionar la sal de HCI

bruta del intermedio del titulo como un sélido blanco (80 g de bruto). *H NMR
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(400 MHz, DMSO-ds) 8 9,05 (s, 1H), 4,71 (dd, J = 9,4, 5,2 Hz, 1H), 4,36 (d, J =
15,5 Hz, 1H), 4,30 (d, J = 15,6 Hz, 1H), 3,82 (s, 3H), 3,44 — 3,21 (m, 2H).

(c) 5-(tert-butil) 6-metil (S)-3,4,6,7-tetrahidro-5H-imidazo[4,5-c]piridina-
5,6-dicarboxilato

A una solucion agitada del producto del paso anterior (80,0 g,
314,96 mmol) en metanol (1000 mL) se afiadi6 DIPEA (282 mL, 1574 mmol)
seguido de dicarbonato de di-tert-butilo (172 mL, 787,48 mmol) a 0°C. La
mezcla de reaccion se agitdé a RT durante 16 h y después se afiadi6 NH3
liquido (150 mL, 25 en agua) y la mezcla de reaccién se agitd de nuevo durante
16 h a RT, el metanol se elimind por destilacion y el residuo se extrajo en DCM
(3 x 200 mL). Los extractos organicos combinados se secaron sobre Na2SO4
anhidro, se concentraron y se purificaron mediante cromatografia flash (gel de
silice de malla 100-200), eluyendo con MeOH:DCM al 5% para obtener el
intermedio del titulo (41 g, 46%. de rendimiento). (m/z): [M+H]* calculado para
C13H19N30O4 282,14 hallado 282,21. *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) d 11,85 (s,
1H), 7,50 (s, 1H), 5,18 (dd, J = 49,3, 5,1 Hz, 1H), 4,51 (t, J = 14,2 Hz, 1H), 4,09
(dd, J = 43,9, 16,1 Hz, 1H), 3,59 (s, 3H), 3,08 (d, J = 15,5 Hz, 1H), 2,94 (d, J =
15,1 Hz, 1H), 1,45 (s, 9H).

(d) 5-(tert-butil) 6-metil (S)-2-yodo-3,4,6,7-tetrahidro-5H-imidazo[4,5-
c]piridina-5,6-dicarboxilato

A una solucion del producto del paso anterior (41,0 g, 145,9 mmol) en
THF (500 mL) se afiadi6 N-iodosuccinimida (66,0 g, 291,8 mmol) a 0°C y la
solucion resultante se agité a RT durante 4 h, se diluyé con agua y se extrajo
con acetato de etilo. Se lavo la parte organica con una solucién de tiosulfato de
sodio al 10% (3 x 200 mL). La capa organica combinada se sec6 sobre sulfato
de sodio anhidro y se concentr6 para obtener el compuesto del titulo 60 g
(crudo), que se utilizé en el siguiente paso sin mas purificacién. (m/z): [M+H]*

calculado para Ci13H1sIN304 408,03 hallado 408,31. *H NMR (400 MHz, DMSO-
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de) & 12,48 (s, 1H), 5,34 — 4,97 (m, 1H), 4,67 — 4,35 (m, 1H), 4,12 — 3,95 (m,
1H), 3,60 (s, 3H), 3,14 — 2,82 (m, 2H), 1,44 (s, 9H).

() 5-(tert-butil) 6-metil (S)-2-yodo-3-((2-trimetilsilil)etoxi) metil)- 3,4,6,7-
tetrahidro -5H-imidazo[4,5-c]piridina-5,6-dicarboxilato

A una solucién agitada de 5-(tert-butil) 6-metil (S)-2-yodo-3,4,6,7-
tetrahidro-5H-imidazo[4,5-c]piridina-5,6-dicarboxilato (40 g, 0,098 mol) en DMF
(150 mL) se afadié DIPEA (35,1 mL, 0,19 mol) a 0 °C. La mezcla de reaccion
se agité durante 10 minutos y luego se afiadido gota a gota el cloruro de 2-
(trimetilsilil)-etoximetilo (19,1 mL, 0,10 mol) a 0 °C. La reaccion resultante se
agité durante 3 horas a RT. Tras 4 h se afadido agua fria y la mezcla de
reaccion se extrajo con EtOAc (2 x 200 mL). La capa organica se sec6 sobre
sulfato sédico anhidro, se concentré y se purific6 mediante cromatografia en
columna flash, eluyendo con 20-35% de EtOAc:Hexano, para obtener el
producto del titulo como un liquido viscoso de color amarillo palido (27 g).
(m/z): [M+H]* calculado para Ci9H32IN3OsSi 538,12 hallado 538,42. 'H NMR
(400 MHz, DMSO-ds) d 5,33 — 5,04 (m, 3H), 4,79 — 4,56 (m, 1H), 4,54 — 4,14
(m, 1H), 3,60 (s, 3H), 3,47 (t, J = 7,8 Hz, 2H), 3,31 — 3,16 (m, 1H), 2,97 (t, J =
18,9 Hz, 1H), 1,44 (s, 9H), 0,92 — 0,74 (m, 2H), -0,03 (s, 9H).
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Preparacion 11: Acido (6S)-5-(tert-butoxicarbonilo)-2-(6-(2-etil-5-
fluoro-4-hidroxifenilo)-1-(tetrahidro-2H-pirano-2-il)-1H-indazol-3-il)-3-((2-

(trimetilsilil)etoxi)metilo)-4,5,6,7-tetrahidro-3H-imidazo[4,5-c]piridina-6-

carboxilico
F
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(@) 5-(tert-butil) 6-metil (6S)-2-(6-(4-(benzoxi)-2-etil-5-fluorofenil)-1-
(tetrahidro-2H-pirano-2-il)-1H-indazol-3-il)-3-((2-(trimetilsilil) etoxi) metil)-3,4,6,7-
tetrahidro-5H-imidazo[4,5-c]piridina-5,6-dicarboxilato

A una solucién agitada de 5-(tert-butil) 6-metil (S)-2-yodo-3-((2-
trimetilsilil)etoxi)  metil)-  3,4,6,7-tetrahidro  -5H-imidazo[4,5-c]piridina-5,6-
dicarboxilato (17,0 g, 31,65 mmol) en tolueno (500 mL) se afiadi6 6-(4-
(benzoxi)-2-etil-5-fluorofenilo)-1-(tetrahidro-2H-pirano-2-il)-3-(trimetilestanilo)-
1H-indazol (20 g, 34,82 mmol). La mezcla de reaccion se purgé con argon
durante 15 min, se afadi6 Pd(PPhs3)4 (3,6 g, 3,16 mmol) y yoduro de cobre
(1,20 g, 6,33 mmol) y la mezcla de reaccion se agité a 120 °C durante 16 h. La
mezcla de reaccion se filtré a través de Celite, el filtrado se concentrd a presion
reducida y se purificO mediante cromatografia en columna de gel de silice
(columna Redisep 80 g, eluyendo con DCM durante 10 min y luego con EtOAc
al 15-20% en Hexano para obtener el intermedio del titulo como un soélido
amarillo (15,10 g, rendimiento del 58%). (m/z): [M+H]" calculado para

CaeHssFNsO7Si 840,41 hallado 840,54. 'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) &
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8,43 (s, 1H), 7,54 — 7,33 (m, 6H), 7,20 (s, 1H), 7,05 (d, J = 11,4 Hz, 1H), 6,95
(d, J = 8,5 Hz, 1H), 6,09 — 5,69 (m, 3H), 5,59 — 5,36 (m, 1H), 5,20 (s, 2H), 4,97
— 4,80 (m, 1H), 4,12 — 3,90 (m, 1H), 3,68 (s, 3H), 3,57 — 3,47 (m, 2H), 3,40 (d,
1H), 3,21 — 3,05 (m, 1H), 2,74 — 2,34 (m, 4H), 2,25 — 2,07 (m, 2H), 1,94 — 1,65
(m, 4H), 1,54 (s, 9H), 1,12 — 0,99 (m, 3H), 0,91 — 0,75 (m, 2H), -0,12 (s, 9H).

(b) 6-Bencil 5-(tert-butil) (6S)-2-(6-(4-(benzoxi)-2-etil-5-fluorofenil)-1-
(tetrahidro-2H-pirano-2-il)-1H-indazol-3-il)-3-((2-(trimetilsilil) etoxi) metil)-3,4,6,7-
tetrahidro-5H-imidazo[4,5-c]piridina-5,6-dicarboxilato

A un matraz de fondo redondo se afiadié el producto del paso anterior
(15,0 g, 17,85 mmol) en tolueno (400 mL), alcohol bencilico (46,3 mL) y
Ti(OEt)4 (7,15 mL, 35,70 mmol) y la mezcla de reaccion se sometié a reflujo
vigoroso (140 °C) durante 48 h, se diluyé con agua y se extrajo con DCM. La
suspension se filtro, el filtrado se secd sobre Na2S0Oa4, se concentré a presion
reducida y se purificO mediante cromatografia en columna de gel de silice
(columna Redisep 80 g, 0-5% EtOAc en hexanos) durante 20 min para eliminar
el exceso de alcohol bencilico, luego se eluy6 con 10-15% EtOAc en hexano)
para proporcionar el intermedio del titulo. *H NMR coherente con la estructura.
(m/z): [M+H]* calculado para Cs2Hs2FNs0O7Si 916,44 hallado 916,86.

(c) Acido (6S)-5-(tert-butoxicarbonilo)-2-(6-(2-etil-5-fluoro-4-hidroxifenilo)-
1-(tetrahidro-2H-pirano-2-il)-1H-indazol-3-il)-3-((2-(trimetilsilil)etoxi)metilo)-
4,5,6,7-tetrahidro-3H-imidazo[4,5-c]piridina-6-carboxilico

A una solucion agitada del producto del paso anterior (21,0 g,
22,92 mmol) en 1:1 IPA:THF (400 mL)) se afiadio Pd(OH)2 (5,0 g). La mezcla
de reaccion se agitdo a RT durante 16 h bajo un globo de hidrégeno, se filtré a
través de Celite, se concentr6 a presion reducida y se purific6 mediante
cromatografia en columna de gel de silice (columna Redisep 80 g, eluyendo
con 25-40% de EtOAc en Hexano) para proporcionar el compuesto del titulo
(6,1 g, 8,29 mmol) como un sdlido blanquecino). (m/z): [M+H]* calculado para

C3sHs0FNsO7Si 736,35 hallado 736,5. ITH NMR coherente con la estructura.
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(m/z): [M+H]* calculado para CssHsoFNsO7Si 736,35 hallado 736,5. *H NMR
(400 MHz, DMSO-ds) 5 12,94 (s, 1H), 9,86 (s, 1H), 8,34 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 7,66
(s, 1H), 7,20 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 7,03 (d, J = 11,8 Hz, 1H), 6,93 (d, J = 9,1 Hz,
1H), 6,11 — 5,77 (m, 3H), 5,33 — 5,06 (m, 1H), 4,87 — 4,56 (m, 1H), 4,52 — 4,14
(m, 1H), 3,97 — 3,69 (m, 2H), 3,53 — 3,40 (m, 2H), 3,23 — 3,11 (m, 1H), 3,11 —
2,93 (m, 1H), 2,47 — 2,44 (m, 2H), 2,13 — 1,96 (m, 2H), 1,68 (d, J = 70,9 Hz,
4H), 1,48 (s, 9H), 1,02 (t, J = 7,5 Hz, 3H), 0,86 — 0,68 (m, 2H), -0,17 (s, 9H).
Preparacion 12: Acido (S)-2-(6-(2-etil-5-fluoro-4-hidroxifenilo)-1H-

indazol-3-il)-4,5,6,7-tetrahidro-3H-imidazo[4,5-c]piridina-6-carboxilico
F
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A una solucién agitada del &cido (6S)-5-(tert-butoxicarbonilo)-2-(6-(2-etil-
5-fluoro-4-hidroxifenilo)-1-(tetrahidro-2H-pirano-2-il)-1H-indazol-3-il)-3-((2-
(trimetilsilil)etoxi)-metilo)-4,5,6,7-tetrahidro-3H-imidazo[4,5-c]piridina-6-
carboxilico (5,7 g, 7,75 mmol) en 5:1 dioxano:agua (60 mL) se afadié HCI
conc. (20 mL) gota a gota a 0 °C. La mezcla de reaccion se calentd y se agito a
90 °C durante 16 h y se destilé al vacio para obtener el residuo bruto, que se
trituré secuencialmente con éter dietilico enfriado y acetonitrilo para obtener la
sal de HCI del compuesto del titulo (3,6 g 95% de rendimiento) como un sélido
marron claro. (m/z): [M+H]* calculado para C22H20FNsO3 422,16 hallado 422,24.
1H NMR (400 MHz, D-O/DMSO-ds) & 8,22 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,49 (s, 1H), 7,19
(d, J=8,1 Hz, 1 H), 6,99 (d, J = 11,9 Hz, 1 H), 6,91 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 4,56 —
4,51 (m, 1H), 4,36 (d, J = 15,5 Hz, 1H), 4,30 (d, J = 15,5 Hz, 1H), 3,35 — 3,25
(m, 1H), 3,15 — 3,05 (m, 1H), 2,4 — 2,55 (m, 2H), 0,97 (t, J = 7,5 Hz, 3H).
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Preparacion 13: Acido (S)-2-(6-(2-etil-5-fluoro-4-hidroxifenilo)-1H-
indazol-3-il) -5-isopropilo-4,5,6,7-tetrahidro-3H-imidazo[4,5-c]piridina-6-

carboxilico
F

HO
® |

A una solucibn de acido (S)-2-(6-(2-etil-5-fluoro-4-hidroxifenil)-1H-
indazol-3-il)-4,5,6,7-tetrahidro-3H-imidazo[4,5-c]piridina-6-carboxilico, HCI
(400 mg, 0,874 mmol), acetona (0,192 mL, 2,62 mmol), y &cido acético
(0,150 mL, 2,62 mmol) en DMF (7 mL), se afiadié cianoborohidruro de sodio
(274 mg, 4,37 mmol) y la mezcla de reaccion se agité a RT durante la noche.
Se afiadioé borohidruro de sodio (33 mg, 0,874 mmol), se concentré la solucién
y se purificé por HPLC preparativa para proporcionar la sal TFA del compuesto
del titulo (115 mg, 23% de rendimiento). (m/z): [M+H]* calculado para
C25H26FNs03 464,20 hallado 464,5.

Ejemplo 7: C-1 (S)-(3-(dimetilamino)azetidin-1-il)(2-(6-(2-etil-5-fluoro-
4-hidroxifenil)-1H-indazol-3-il)-5-isopropil-4,5,6,7-tetrahidro-3H-

imidazo[4,5-c]piridin-6-i)metanona
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A una solucion de acido (S)-2-(6-(2-etil-5-fluoro-4-hidroxifenil)-1H-
indazol-3-il)-5-isopropil-4,5,6,7-tetrahidro-3H-imidazo[4,5-c]piridina-6-
carboxilico, TFA (179 mg, 0,310 mmol), N,N-dimetilazetidina-3-amina, 2 HCI
(107 mg, 0,465 mmol), y DIPEA (0,162 mL 0,930 mmol) en DMF (4 mL), se
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afadi6 HATU (177 mg, 0,465 mmol) y la mezcla de reaccién se agito a RT
durante la noche. Se afiadid hidracina (5 eq), la mezcla de reaccion se
concentrd y se purificé por HPLC preparativa para proporcionar la sal TFA del
compuesto del titulo (63 mg, 26% de rendimiento). (m/z): [M+H]* calculado para
C3oH3sFN70O2 546,29 hallado 546,7. *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 9,90 (s,
1H), 8,29 (dd, 1H), 7,34 (s, 1H), 7,07 (d, 1H), 7,01 (d, 1H), 6,89 (d, 1H), 4,35 —
4,18 (m, 1H), 4,11 — 3,94 (m, 1H), 3,94 — 3,73 (m, 3H), 3,70 — 3,57 (m, 2H),
3,06 — 2,94 (m, 2H), 2,87 — 2,66 (M, 2H), 2,48 — 2,40 (m, 2H), 2,13 — 2,00 (m,
6H), 1,07 (t, 3H), 1,03 — 0,93 (m, 6H).

Ejemplo 8: (S)-(3-(dimetilamino)-3-metilazetidina-1-il)(2-(6-(2-etil-5-
fluoro-4-hidroxifenil)-1H-indazol-3-il)-5-isopropil-4,5,6,7-tetrahidro-3H-

imidazo[4,5-c]piridin-6-il)metanona
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El acido (S)-2-(6-(2-€til-5-fluoro-4-hidroxifenilo)-1H-indazol-3-il)-5-
isopropil-4,5,6,7-tetrahidro-3H-imidazo[4,5-c]piridina-6-carboxilico, TFA (30 mg,
0,052 mmol), N,N,3-trimetilazetidina-3-amina, 2HCI (29,2 mg, 0,156 mmol), y
DIPEA (0,045 mL, 0,260 mmol) se disolvieron en DMF (1,0 mL), después se
afadi6 HATU (29,6 mg, 0,078 mmol) y la mezcla de reaccion se agitd a
temperatura ambiente durante 20 horas (el progreso de la reaccion se
monitorizé por LCMS). Se afiadio hidracina (4,90 pl, 0,156 mmol) para escindir
los subproductos no deseados, y a continuacién se agitd la solucion a
temperatura ambiente durante 10 minutos. A continuacion, la mezcla de
reaccion se concentrd y el producto bruto se purificé por HPLC preparativa

(gradiente de ACN/agua al 2-70%, columna C18) para proporcionar la sal TFA
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del compuesto del titulo (13 mg, rendimiento del 33%). (m/z): [M+H]+ calculado
para Csi1H3sFN7O2 560,31 hallado 560,2.
Preparacion 14: Acido (S)-5-etil-2-(6-(2-etil-5-fluoro-4-hidroxifenilo)-

1H-indazol-3-il)-4,5,6,7-tetrahidro-3H-imidazo[4,5-c]piridina-6-carboxilico
F

HO O o
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El acido (S)-2-(6-(2-etil-5-fluoro-4-hidroxifenilo)-1H-indazol-3-il)-4,5,6,7-
tetrahidro-3H-imidazo[4,5-c]piridina-6-carboxilico, HCI (450 mg, 0,983 mmol) y
el acetaldehido (0,083 mL, 1,474 mmol) se disolvieron en DMF (7 mL), después
se afiadid cianoborohidruro de sodio (247 mg, 3,93 mmol) y la mezcla de
reaccion se agité a temperatura ambiente durante 24 horas (el progreso de la
reaccion se monitorizé por LCMS). Se afadié borohidruro de sodio (112 mg,
2,95 mmol) para apagar los restos de acetaldehido y se concentr6 la mezcla de
reaccion. A continuacion, el producto bruto se purific6 mediante cromatografia
de fase inversa (gradiente 5-65% ACN/agua, columna C18aqg de 100 g) para
proporcionar la sal TFA del compuesto del titulo (165 mg, rendimiento del
30%). (m/z): [M+H]+ calculado para C24H24FNsO3 450,19 hallado 450,2.

Ejemplo 9: (S)-(3-(dimetilamino)azetidin-1-il)(5-etil-2-(6-(2-etil-5-
fluoro-4-hidroxifenil)-1H-indazol-3-il)-4,5,6,7-tetrahidro-3H-imidazo[4,5-

c]piridin-6-il)metanona
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El &acido (S)-5-etil-2-(6-(2-etil-5-fluoro-4-hidroxifenil)-1H-indazol-3-il)-
4,5,6,7-tetrahidro-3H-imidazo[4,5-c]piridina-6-carboxilico, TFA (30 mgq,
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0,053 mmol) y HATU (30,4 mg, 0,080 mmol) se combinaron en DMF (1,0 mL).
A la solucion se afiadieron N,N-dimetilazetidina-3-amina (16 mg, 0,160 mmol) y
DIPEA (0,037 mL, 0,213 mmol) y la mezcla de reaccion se agitd a temperatura
ambiente durante 6 horas (el progreso de la reaccién se monitorizé por LCMS).
Se afadio hidracina (4,92 ul, 0,160 mmol) para escindir los subproductos no
deseados, y a continuacion se agitd la solucibn a temperatura ambiente
durante 10 minutos. La mezcla de reaccidn se concentrd y el producto bruto se
purifico por HPLC preparativa (gradiente 10-70% ACN/agua, columna Zorbax
Bonus-RP) para proporcionar la sal TFA del compuesto del titulo (27 mg, 67%
de rendimiento). (m/z): [M+H]+ calculado para C29H34FN7O2 532,28 hallado
532,2.

Ejemplo 10: (S)-(3-(dimetilamino)-3-metilazetidina-1-il)(5-etil-2-(6-(2-
etil-5-fluoro-4-hidroxifenil)-1H-indazol-3-il)-4,5,6,7-tetrahidro-3H-

imidazo[4,5-c]piridin-6-il)metanona
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El a&cido (S)-5-etil-2-(6-(2-etil-5-fluoro-4-hidroxifenil)-1H-indazol-3-il)-
4,5,6,7-tetrahidro-3H-imidazo[4,5-c]piridina-6-carboxilico, TFA (30 mg,
0,053 mmol) y HATU (30,4 mg, 0,080 mmol) se combinaron en DMF (1,0 mL).
A la solucién se afiadieron N,N,3-trimetilazetidina-3-amina (18 mg, 0,160 mmol)
y DIPEA (0,037 mL, 0,213 mmol) y la mezcla de reacciébn se agitdé a
temperatura ambiente durante 6 horas (el progreso de la reaccidn se monitorizo
por LCMS). Se afiadié hidracina (4,92 pl, 0,160 mmol) para escindir los
subproductos no deseados, y a continuacion se agito la solucién a temperatura
ambiente durante 10 minutos. La mezcla de reaccion se concentré y el

producto bruto se purificé por HPLC preparativa (gradiente 10-70% ACN/agua,
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columna Zorbax Bonus-RP) para proporcionar la sal TFA del compuesto del
titulo (28 mg, 68% de rendimiento). (m/z): [M+H]+ calculado para CsoH3sFN702
546,29 hallado 546,2.

Preparacion 15: Acido (S)-2-(6-(2-etil-5-fluoro-4-hidroxifenil)-1H-
indazol-3-il)-5-propil-4,5,6,7-tetrahidro-3H-imidazo[4,5-c]piridina-6-

carboxilico
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El acido (S)-2-(6-(2-etil-5-fluoro-4-hidroxifenilo)-1H-indazol-3-il)-4,5,6,7-
tetrahidro-3H-imidazo[4,5-c]piridina-6-carboxilico, HCI (300 mg, 0,655 mmol) y
el propinaldehido (0,071 mL, 0,983 mmol) se disolvieron en DMF (7 mL),
después se afadidé cianoborohidruro de sodio (124 mg, 1,966 mmol) y la
mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 72 horas (el
progreso de la reaccion se monitorizd6 por LCMS). Se afiadio borohidruro de
sodio (26 mg, 0,655 mmol) para apagar los restos de aldehido y se concentro
la mezcla de reaccion. El producto crudo se purific6 por HPLC preparativa
(gradiente 2-70% ACN/agua, columna C18) para obtener la sal TFA del
compuesto del titulo (117 mg, 31% de rendimiento). (m/z): [M+H]+ calculado
para C2sH26FNsO3 464,21 hallado 464,2.

Ejemplo 11: (S)-(3-(dimetilamino)azetidin-1-il)(2-(6-(2-etil-5-fluoro-4-
hidroxifenil)-1H-indazol-3-il)-5-propil-4,5,6,7-tetrahidro-3H-imidazo[4,5-

c]piridin-6-il)metanona
F
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El acido (S)-2-(6-(2-etil-5-fluoro-4-hidroxifenilo)-1H-indazol-3-il)-5-propil-
4,5,6,7-tetrahidro-3H-imidazo[4,5-c]piridina-6-carboxilico, TFA (33 mg,
0,057 mmol), N,N-dimetilazetidina-3-amina, 2HCI (29,7 mg, 0,171 mmol), y
DIPEA (0,060 mL, 0,343 mmol) se disolvieron en DMF (2,0 mL), después se
afadi6 HATU (28,2 mg, 0,074 mmol) y la mezcla de reaccion se agitd a
temperatura ambiente durante 18 horas (el progreso de la reaccion se
monitorizé por LCMS). Se afiadié hidracina (8,97 ul, 0,286 mmol) para escindir
los subproductos no deseados, y a continuacion se agitdé la solucién a
temperatura ambiente durante 10 minutos. A continuacién, la mezcla de
reaccion se concentro y el producto bruto se purific6 por HPLC preparativa
(gradiente de ACN/agua al 2-70%, columna C18) para proporcionar la sal TFA
del compuesto del titulo (27 mg, rendimiento del 61%). (m/z): [M+H]+ calculado
para CsoH3sFN7O2 546,29 hallado 546,5.

Ejemplo 12: (S)-(3-(dimetilamino)-3-metilazetidin-1-il) (2-(6-(2-etil-5-
fluoro-4-hidroxifenil)-1H-indazol-3-il)-5-propil-4,5,6,7-tetrahidro-3H-

imidazo[4,5-c]piridin-6-il)metanona
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Acido (S)-2-(6-(2-etil-5-fluoro-4-hidroxifenil)-1H-indazol-3-il)-5-propil-
4,5,6,7-tetrahidro-3H-imidazo[4,5-C] piridin-6-carboxilico, TFA (30 mg,
0,052 mmol), N,N,3-trimetilazetidin-3-amina, 2HCI (29,2 mg, 0,156 mmol) y
DIPEA (0,045 mL, 0,260 mmol) se disolvieron en DMF (1,0 mL), luego se
afadi6 HATU (29,6 mg, 0,078 mmol) y la mezcla de reaccion se agitd a
temperatura ambiente durante 20 horas (el progreso de la reaccién se controld
mediante LCMS). Se afiadio hidrazina (8,89 pL, 0,260 mmol) para escindir los

subproductos no deseados, luego la solucién se agitdé a temperatura ambiente
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durante 10 minutos. Después, la mezcla de reaccion se concentrd y el producto
bruto se purific6 mediante HPLC preparativa (gradiente de ACN/agua al 2%-
70%, columna C18) para proporcionar la sal de TFA del compuesto del titulo
(15 mg, rendimiento del 37%). (m/z): [M+H]+ calculado para CsiH3sFN7O:2
560,31 hallado 560,5.

Ensayos Bioldgicos

Los compuestos de la invencion se han caracterizado en uno o mas de
uno de los siguientes ensayos bioldgicos.

Ensayo 1: Ensayos Bioquimicos de JAK Cinasa

Se realizé un panel de cuatro ensayos bioquimicos de LanthaScreen
JAK (JAK1, 2, 3y Tyk2) en un tampon de reaccién de cinasa comun (50 mM
HEPES, pH 7,5, Brij-35 al 0,01%, 10 mM de MgClz y 1 mM de EGTA). Las
enzimas JAK etiqguetadas con GST recombinante y un sustrato peptidico
STATL1 etiquetado con GFP se obtuvieron de Life Technologies.

Los compuestos diluidos en serie se preincubaron con cada una de las
cuatro enzimas JAK y el sustrato en microplacas blancas de 384 pocillos
(Corning) a temperatura ambiente durante 1 hora. Posteriormente, se agrego
ATP para iniciar las reacciones de la cinasa en un volumen total de 10 uL, con
DMSO al 1%. Las concentraciones enzimaticas finales para JAK1, 2, 3y Tyk2
son 4,2nM, 0,1 nM, 1 nM y 0,25 nM respectivamente; las concentraciones
correspondientes de Km ATP utilizadas son de 25 uM, 3 uM, 1,6 uM y 10 uM;
mientras que la concentracion de sustrato es de 200 nM para los cuatro
ensayos. Se permitié que las reacciones de la cinasa continuaran durante 1
hora a temperatura ambiente antes de agregar una preparacion de 10 uL de
EDTA (concentracién final de 10 mM) y anticuerpo Tb-anti-pSTAT1 (pTyr701)
(Life Technologies, concentracion final de 2 nM) en tampén de dilucidon TR-
FRET (Life Technologies). Las placas se dejaron incubar a temperatura
ambiente durante 1 hora antes de leerlas en el lector EnVision (Perkin Elmer).

Las sefiales de relacién de emision (520 nM/495 nM) se registraron y utilizaron
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para calcular los valores de porcentaje de inhibicion segun el DMSO vy los
controles de fondo.

Para el andlisis de respuesta a la dosis, se representaron los datos de
porcentaje de inhibiciébn frente a las concentraciones de compuesto, y los
valores de ICso se determinaron a partir de un modelo de ajuste solido de 4
parametros con el software Prism (software GraphPad). Los resultados se
expresaron como plCso (logaritmo negativo de ICsp) y posteriormente se
convirtieron en pKi (logaritmo negativo de constante de disociacion, Ki)
utilizando la ecuacion de Cheng-Prusoff.

Los compuestos de prueba que tienen un valor Ki mas bajo o un valor
pKi superior en los cuatro ensayos de JAK muestran una mayor inhibicion de la
actividad de JAK.

Ensayo 2: Inhibicion de pSTAT5 estimulada por IL-2 en células T
Tall-1

La potencia de los compuestos de prueba para la inhibicion de la
fosforilacion de STATS estimulada por interleucina-2 (IL-2) se midié en la linea
células T humanas Tall-1 (DSMZ) usando AlphaLisa. Debido a que IL-2 sefala
a través de JAK1/3, este ensayo proporciona una medida de la potencia celular
de JAK1/3.

El STATS5 fosforilado se midié con el kit AlphaLISA SureFire Ultra
PSTATS (Tyr694/699) (PerkinElmer).

Las células T humanas de la linea celular Tall-1 se cultivaron a 37 °C en
una incubadora humidificada con CO2 al 5% en RPMI (Life Technologies)
complementado con suero bovino fetal inactivado por calor al 15% (FBS, Life
Technologies), 2 mM Glutamax (Life Technologies), 25 mM HEPES (Life
Technologies) y 1X Pen/Strep (Life Technologies). Los compuestos se
diluyeron en serie en DMSO y se dispensaron acusticamente en pocillos
vacios. Se dispensaron medios de ensayo DMEM sin rojo de fenol (Life

Technologies) complementados con FBS al 10% (ATCC) (4 uL/pocillo) y las
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placas se agitaron a 900 rpm durante 10 minutos. Las células se sembraron a
45.000 ceélulas/pocillo en medio de ensayo (4 pL/pocillo) y se incubaron a
37 °C, de CO2 al 5% durante 1 hora, y luego se agrego6 IL-2 (R&D Systems;
concentracion final de 300 ng/mL) en medios de ensayo precalentados (4 uL)
durante 30 minutos. Después de la estimulacién con citocinas, las células se
lisaron con 6 pL de 3x de tampon de lisis AlphaLisa (PerkinElmer) que contenia
1x PhosStop y comprimidos Complete (Roche). El lisado se agité a 900 rpm
durante 10 minutos a temperatura ambiente (RT). EI STAT5 fosforilado se
midi6 con el kit pSTATS5 AlphaLisa (PerkinElmer). La mezcla de perlas
aceptoras recién preparada se dispensé sobre lisado (5 pL) bajo luz verde
filtrada <100 lux. Las placas se agitaron a 900 rpm durante 2 minutos, se
centrifugaron brevemente y se incubaron durante 2 horas a temperatura
ambiente en la oscuridad. Se dispensaron perlas de donantes (5 uL) bajo luz
verde filtrada <100 lux. Las placas se agitaron a 900 rpm durante 2 minutos, se
centrifugaron brevemente y se incubaron durante la noche a temperatura
ambiente en la oscuridad. La luminiscencia se midié con una excitacion de
689 nM y una emisibn de 570 nM usando un lector de placa EnVision
(PerkinElmer) bajo una luz verde filtrada <100 lux.

Para determinar la potencia inhibitoria de los compuestos de prueba en
respuesta a IL-2, se midié la intensidad de emisién promedio de las perlas
unidas a pSTAT5 en una linea de células T humanas. Los valores de ICso se
determinaron a partir del andlisis de las curvas de inhibicion de la intensidad de
la sefial frente a la concentracién del compuesto. Los datos se expresan como

valores plCso (logaritmo decadico negativo ICso) (media = desviacion tipica).
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Tabla 1
Tall-
Nimero de | AK1 AK2 J T
ejemplo AK3 pKi | yk2 pK; pIC5
Ki Ki
1 9,
1 8,6
0,2 0,5 0,2 1
1 9,
C-1 8,8
0,4 0,8 0,1 5
1 9,
8,7
2 0,3 0,7 0,3 2
9, 9,
8,7
C-2 0,2 0,9 5 4
1 9,
8,6
3 0,4 0,6 0,2 1
9, 9,
8,7
C-3 0,3 0,9 7 4
9, 9,
8,7
4 0,0 0,8 9 1
9, 9,
8,6
C-4 0,1 0,9 5 4
1 9,
8,7
5 0,5 0,6 0,3 0
1 9,
8,7
C-5 0,1 0,8 0,0 4
9, 9,
8,6
6 0,3 0,5 8 0
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8,6

C-6 0,3 0,7 0,0 3

Ensayo 3: Modelo murino (ratén) de induccién de pSTAT6 inducida
por IL-13 en tejido de pulmén

La IL-13 es una citocina importante que subyace a la fisiopatologia del
asma (Kudlacz et al. Eur. J. Pharmacol, 2008, 582,154-161). La IL-13 se une a
los receptores de la superficie celular que activan a los miembros de la familia
de cinasas de Jano (JAK), que luego fosforilan a STAT6 y posteriormente
activan otras vias de transcripcion. En el modelo descrito, se administrd
localmente una dosis de IL-13 en los pulmones de ratones para inducir la
fosforilacion de STAT6 (pSTAT6) que luego se midi6 como criterio de
valoracion.

Se usaron ratones adultos Balb/c de Harlan en el ensayo. El dia del
estudio, los animales se anestesiaron ligeramente con isoflurano y se les
administré vehiculo o compuesto de prueba (1 mg/mL, 50 uL de volumen total
durante varias respiraciones) mediante aspiracion oral. Los animales se
colocaron en decubito lateral después de la dosis y se monitorizé la
recuperacion completa de la anestesia antes de volver a su jaula de origen.
Cuatro horas mas tarde, los animales se anestesiaron una vez mas
brevemente y se los expuso a vehiculo o IL-13 (dosis total liberada de 0,03 pug,
volumen total de 50 pL) mediante aspiracidon oral antes de monitorizar la
recuperacion de la anestesia y volver a su jaula. Una hora después de la
administracion del vehiculo o de IL-13, se recogieron muestras de sangre
completa y pulmones para la deteccion de pSTAT6 en homogeneizados de
pulmén utilizando un kit de ensayo Perkin EImer AlphaLISA® SureFire® Ultra™
HV p-STATG6 (Tyr641) y para el andlisis de la concentracion total de farmaco en
pulmén y plasma. Las muestras de sangre se centrifugaron (centrifuga

Eppendorf, 5804R) durante 4 minutos a aproximadamente 12.000 rpm a 4 °C
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para recoger plasma. Los pulmones se enjuagaron en DPBS (solucion salina
tamponada con fosfato de Dulbecco), se secaron con almohadillas, se
congelaron rapidamente, se pesaron y homogeneizaron a una dilucién de 1:3
en acido férmico al 0,1% en agua de HPLC. Los niveles en plasma y pulmén
del compuesto de prueba se determinaron mediante analisis LC-MS frente a
estandares analiticos construidos en una curva estandar en la matriz de
prueba. Se determiné la relacion pulmén a plasma como la relacion entre la
concentracion pulmonar en ng/g y la concentracion plasmatica en ng/mL a las 5
horas.

La actividad en el modelo se evidencia por una disminucion en la
concentracion de pSTAT6 presente en los pulmones de los animales tratados a
las 5 horas en comparacion con los animales de control expuestos a IL-13
tratados con vehiculo. La diferencia entre los animales de control que fueron
tratados con vehiculo y expuestos a IL-13 y los animales de control que fueron
tratados con vehiculo expuestos a vehiculo mostré el 0% y 100% de efecto
inhibidor, respectivamente, en cualquier experimento dado. Los compuestos
probados en el ensayo mostraron inhibiciéon de la fosforilacion de STAT6 5
horas después de la exposicion a IL-13 tal como se documenta a continuacion.

Tabla 2: inhibicién de pSTAT6 y exposicion plasmatica/pulmonar

observada
Concent Concent R
racion racion elacion Inhibi
Compues | pulmonar plasmatica pulmén | cion de
to (ng/g)alas5h | (ng/mL)alas5 | a pSTAT6 a
h plasma |las 5 horas
alas5h
10155+1 24,016, 42
75
1 979 2 3
2 775016 2316 33 72
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Concent Concent R
racion racion elacion Inhibi
Compues | pulmonar plasmatica pulmén | cion de
to (ng/g)alas5h | (ng/mL)alas5 | a pSTAT6 a
h plasma |las 5 horas
alas5h
52 9
5130+22 21
24+6 73
3 05 6
15000+3 27
55121 72
4 349 1
6940142 28
25+9 55
5 48 1
746530 33
23+2,5 66
6 84 0

La observacion de una concentracion significativa de compuesto en el
pulmén del raton confirmd que la inhibicion observada de la induccion de
PSTAT6 inducida por IL-13 era el resultado de la actividad del compuesto de
prueba. La relacion pulmon a plasma a las 5 horas mostré que el compuesto 1
exhibia significativamente méas exposicion en el pulmén que la exposicion en
plasma en ratones.

Ensayo 4: Inhibicion de la liberacion de TARC evocada por TSLP en
células mononucleares de sangre periférica humana

La linfopoyetina del estroma timico (TSLP) y el timo y la quimiocina
regulada por activacion (TARC) se sobreexpresan en las vias respiratorias
asmaticas y se correlacionan con la gravedad de la enfermedad. En los
pulmones, las células epiteliales bronquiales pueden liberar TSLP en respuesta

a alérgenos e infecciones virales. La TSLP envia sefiales a través de un
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heterodimero IL-7Ra/TSLPR que se encuentra en una amplia gama de tejidos y
tipos de células, incluidas las células epiteliales, las células endoteliales, los
neutroéfilos, los macréfagos y los mastocitos. La union del TSLP a su receptor
induce un cambio conformacional que activa JAK1 y JAK2 para fosforilar varios
factores de transcripcion, incluidos STAT3 y STAT5. En las células
inmunitarias, esto desencadena una cascada de eventos intracelulares que dan
lugar a la proliferacion celular, la antiapoptosis, la migracion de células
dendriticas y la produccion de citocinas y quimiocinas Th2. En las células
mononucleares de sangre periférica (PBMC), la TSLP tiene un efecto
proinflamatorio al activar las células dendriticas mieloides para atraer y
estimular las células T, un proceso mediado por el quimioatrayente TARC.

En este ensayo se demostré que la estimulacion del TSLP induce la
liberacion de TARC de los PBMC, y que esta respuesta se atenta en funcién
de la dosis del tratamiento con el compuesto. Se midieron las potencias de los
compuestos de prueba para determinar la inhibicion de la liberacién de TARC.

Se descongelaron porciones de PBMC (previamente aisladas de sangre
entera y congeladas en porciones a -80 °C) de 3 a 5 donantes a 37 °C y se
agregaron gota a gota a 40 mL de medio RPMI completo precalentado vy filtrado
de forma estéril en 50 mL de tubos Falcon. Las células se sedimentaron y se
resuspendieron en medio completo a 2,24 x 10° células/mL. Se sembraron las
células a 85 1L (190.000 células) por pocillo en una microplaca de fondo plano
de 96 pocillos tratada con cultivo de tejidos. Las células se dejaron reposar
durante 1 hora a 37 °C con 5% de COs..

Los compuestos se recibieron como soluciones de partida de 10 mM en
DMSO. Se realizaron diluciones en serie de 3,7 veces para generar 9
concentraciones de compuesto de prueba en DMSO a 300 veces la
concentracion de prueba de ensayo final. Se realizaron diluciones intermedias
de 150 veces en medio completo para generar el compuesto a 2 veces la

concentracion de prueba del ensayo final con DMSO al 0,2%. Después del
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periodo de descanso de 1 hora, se afadié 95 [IL de 2 veces el compuesto a
cada pocillo de PBMC, para una amplitud de concentracion de ensayo final de
33,33 UM hasta 0,95 [IM. Se afiadieron 95 [IL de DMSO al 0,2% en medio
completo a los pocillos de control sin tratar. Las células se trataron previamente
con el compuesto durante 1 hora a 37 °C con 5% de CO: antes de la
estimulacion.

La proteina TSLP humana recombinante se reconstituyé a 10 [Jg/mL en
DPBS estéril con 0,1% de BSA y se almacen6é en porciones a -20 °C.
Inmediatamente antes de su uso, se descongel6 una porcidén y se preparo a 20
veces la concentracion final del ensayo en medio completo. Se afadieron
10 [JL de TSLP 20X a cada pocillo de PBMC, para una concentracion de
ensayo final de 10 ng/mL. Se afiadieron 10 [JL de medio completo a los pocillos
de control no estimulados. Las células se estimularon en presencia del
compuesto durante 48 hora a 37 °C con 5% de COs..

Después de la estimulacion, se recogieron los sobrenadantes del cultivo
celular y se detectaron los niveles de TARC mediante un ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), utilizando el kit ELISA Human
CCL17/TARC Quantikine (R&D Systems #DDNO00) segun las instrucciones del
fabricante

Para el andlisis de respuesta a la dosis, se represento el log [compuesto
de prueba (M)] frente a los valores de respuesta porcentual para cada donante,
y se determinaron los valores del ICso usando un andlisis de regresion no lineal
con GraphPad Prism Software con el algoritmo de respuesta a dosis sigmoidal
de 4 parametros con pendiente variable. Los datos se expresan como valores
plCso medio (logaritmo decéadico negativo ICsp) calculados a partir de los
valores plCso de donantes individuales y redondeados a un decimal. Los
valores de potencia para la inhibicion por compuestos originales y sus analogos

modificados por desfluoro se resumen en la Tabla 3.
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Tabla 3: Valores de potencia (plCso) Valores de los compuestos de
prueba para la inhibicién de la liberacion de TARC evocada por TSLP en

células mononucleares de sangre periférica humana

Compuesto pIC50 + desv. est.
72+0,1
C-1 70+0,1

Ensayo 5: Metabolismo del pulmén S9

La estabilidad metabdlica in vitro de los compuestos 1 y C-1 se
evaluaron en la fraccién de pulmén humano S9 (compuesto 1 uM; 1 mg/mL de
proteina S9). Las muestras de tiempo 0, 15, 30 y 60 minutos se analizaron para
el compuesto parental mediante LC-MS/MS de alta resolucion. Las fracciones
de pulmén humano S9 (lote 1410245) se adquirieron en XenoTech LLC
(Lenexa, KS). NADPH (Sigma Aldrich, N1630) y 3-fosfoadenosina 5-
fosfosulfato (PAPS) (Sigma Aldrich, A1651) se adquirieron en Sigma Aldrich
(St. Louis, MO). El acetonitrilo y el agua se adquirieron en VWR (Radnor, PA) y
eran de calidad HPLC o mejor. El raloxifeno y el acido férmico se adquirieron
en Sigma Aldrich (St. Louis, MO). Las incubaciones de pulmon S9 se realizaron
en un bafio de agua a 37 °C en una placa de polipropileno de 96 pocillos. Las
soluciones de pulmén S9 consistian en 100 mM de fosfato de potasio
tamponado a pH 7,4 (BD Biosciences, Woburn, MA) suplementado con 1 mM
de NADPH (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), 3 mM de cloruro de magnesio
(Sigma Aldrich, M1028) y en la presencia de 100 uM de cofactor de PAPS
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), con concentraciones de proteina de incubacion
final de 1 mg/mL. Se diluyeron reservas de 10 mM de DMSO de raloxifeno
(n=1) y de compuesto (n = 1) en tampdn y se afiadieron a las incubaciones
para obtener 1 UM de concentraciones de sustrato (DMSO al 0,001% v/v). Los

volimenes de incubacién consistieron en 400 pL y se tomaron los puntos de
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temporales a los 0, 15, 30 y 60 minutos mediante la eliminacién de una porcion
de 70 pL y la dilucion en 140 uL de acetonitrilo (acido formico al 0%). Todas las
muestras se centrifugaron a 2250 g durante 10 minutos a 5 °C. Se tomé el
sobrenadante (50 pL) de las muestras centrifugadas y se diluyé en 100 pL de
agua de HPLC que contenia el estandar interno. Las muestras se procesaron
en un muestreador automatico Dionex Ultimate 3000 y se analizaron con un
espectrometro de masas de alta resolucibn Thermo Q-Exactive (Thermo,
Waltham, MA) en modo de escaneo completo junto con una columna Atlantis
T3 de 3 uM - 2,1 x 50 mm (Waters Inc., 186003717). La fase mévil A consistid
en agua + acido formico al 0,2% y la fase mévil B consistié en acetonitrilo +
acido formico al 0,2%. La integracibn maxima se logro utilizando el software
Gubbs GMSU (Gubbs Inc., Alpharetta, GA). Para cada muestra, se calcularon
las proporciones del area de los picos dividiendo el area del pico del analito por
el area del pico del estandar interno. Para cada incubacion, las proporciones
del area de los picos de los analitos en cada tO se establecieron en 100%, y las
proporciones de las areas de los picos de las muestras de 60 minutos se
convirtieron en porcentajes restantes con respecto al t0 correspondiente. La
determinacion de la formacion del metabolito sulfato se realizo cualitativamente
mediante la observacion del pico de elucion temprana en el canal i6nico
parental que, segun los datos internos histéricos, correspondia al metabolito O-
sulfato de cada compuesto parental. Los resultados del ensayo se resumen en
la Tabla 4 (n = 2 réplicas).

Tabla 4. Estabilidad metabdlica en la fraccion S9 del pulmén

humano
Compuesto Apar
Comp Depuracién
restante a los 60 min | iencia de
uesto (UL/min/mQ)
(%) sulfato
1 3,5 81 Si
C-1 49,0 6 Si
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2 0,6 08 Si
C-2 46,7 6 Si
3 0,8 97 Si
C-3 50,6 5 Si
4 0,0 100 Si
C-4 53,2 4 Si
5 1,6 96 Si
C-5 50,5 5 Si
6 1,8 90 Si
C-6 53,5 4 Si

En comparacién con su correspondiente analogo de fluoro (compuestos
C-1 a C-6), los compuestos 1-6 dieron lugar a un metabolismo de sulfatacién
significativamente menor.

Se utiliza BD Biosciences para detectar la fosforilacion de STAT3.

Ensayo 6: Farmacocinética en plasmay pulmén en ratén

Las concentraciones plasmaticas y pulmonares de los compuestos de
prueba y sus proporciones se determinaron de la siguiente manera. En el
ensayo se utilizaron ratones BALB/c de Charles River Laboratories. Los
compuestos de prueba se formularon individualmente en propilenglicol al 20%
en tampon citrato de pH 4 a una concentracién de 0,2 mg/mL y se introdujeron
50 uL de la solucion de dosificacion en la traquea de un raton mediante
aspiracion oral. En varios puntos temporales (tipicamente 0,167, 2, 6, 24 horas)
después de la dosificacion, se extrajeron muestras de sangre mediante puncién
cardiaca y se extirparon los pulmones intactos de los ratones. Las muestras de
sangre se centrifugaron (centrifuga Eppendorf, 5804R) durante 4 minutos a
aproximadamente 12.000 rpm a 4 °C para recoger plasma. Los pulmones se

secaron con almohadillas, se pesaron y se homogeneizaron a una dilucion de
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1:3 en agua estéril. Las concentraciones en plasma y pulmén del compuesto de
prueba se determinaron mediante analisis LC-MS frente a estandares analiticos
construidos en una curva estandar en la matriz de prueba. Se determind una
relacion pulmén a plasma como la relacion del AUC pulmonar en pg h/g al AUC
plasmatico en pug h/mL, donde el AUC se define convencionalmente como el
area bajo la curva de concentracion del compuesto de prueba frente al tiempo.
Tabla 5: Exposicién del tejido pulmonar y del plasma después de la

administracion por aspiracion oral Unica de los compuestos de prueba

AUC0-24) Tejido Relacién
en plasma pulmonar tejido
Compuesto
(Hg AUC (0-24 pulmonar:AUC en
hr/mL) (ug hr/g) plasma
1 0,943 54,5 57,8

Ensayo 7: Ensayo de supervivencia de eosinéfilos mediado por IL-5

La potencia de los compuestos de prueba para la supervivencia de
eosinofilos mediada por IL-5 puede medirse en eosindfilos humanos aislados
de sangre completa humana (AllCells). Debido a que IL-5 sefala a través de
JAK, este ensayo proporciona una medida de la potencia celular de JAK.

Los eosinéfilos humanos se aislan de la sangre entera humana fresca
(AliCells) extraida de donantes sanos. La sangre se mezcla con dextrano al
4,5% (Sigma-Aldrich) en una solucién de cloruro de sodio al 0,9% (Sigma-
Aldrich). Los globulos rojos se dejan sedimentar durante 35 minutos. La capa
superior rica en leucocitos se retira y se coloca sobre Ficoll-Paque (GE
Healthcare) y se centrifuga a 600 g durante 30 minutos. Las capas de células
mononucleares y de plasma se eliminan antes de lisar la capa de granulocitos
con agua para eliminar los glébulos rojos contaminantes. Los eosindfilos se
purifican ain mas utilizando un kit de aislamiento de eosinéfilos humanos

(Miltenyi Biotec). Una fraccion de los eosinofilos purificados se incuba con FITC
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anti-CD16 (Miltenyi Biotec) durante 10 minutos a 4 °C en la oscuridad. La
pureza se analiza usando un citometro de flujo LSRII (BD Biosciences).

Las células se cultivaron a 37 °C en una incubadora humidificada con
CO2 al 5% en 1640 rpml (Life Technologies) complementado con suero bovino
fetal inactivado por calor al 10% (FBS, Life Technologies), 2 mM Glutamax (Life
Technologies), 25 mM HEPES (Life Technologies) y 1X Pen/Strep (Life
Technologies). Las células se sembraron a 10.000 células/pocillo en medios de
ensayo (50 pL). La placa se centrifuga a 300 g durante 5 minutos y se elimina
el sobrenadante Los compuestos se diluyen en serie en DMSO y luego se
diluyen otras 500 veces hasta alcanzar una concentracion final de ensayo de
2x en medios. Los compuestos de prueba (50 pL/pocillo) se afiaden a las
células y se incuban a 37 °C, 5% de CO2 durante 1 hora, seguido de la adicion
de IL-5 (R&D Systems; concentraciones finales de 1 ng/mL y 10 pg/mL) en
medios de ensayo precalentados (50 pL) durante 72 horas.

Luego de la estimulacion con citocinas, las células se centrifugan a
300 g durante 5minutos y se lavan dos veces con DPBS frio (Life
Technologies). Para acceder a la viabilidad y la apoptosis, las células se
incuban con yoduro de propidio (Thermo Fisher Scientific) y APC Annexin V
(BD Biosciences) y se analizan con un citometro de flujo LSRIlI (BD
Biosciences). Los valores de ICso se determinan a partir del analisis de las
curvas de viabilidad del porcentaje de viabilidad celular frente a la
concentracion del compuesto. Los datos se expresan como valores plCso
(logaritmo negativo decadico ICso).

Ensayo 8: Inhibicién de las quimiocinas CXCL9 y CXCL10 inducidas
por el IFNy y la IL-27 en cultivos 3D de vias respiratorias humanas

Los cultivos de tejido EpiAirway se obtuvieron de Mattek (AIR-100). Los
cultivos proceden de donantes asmaticos. En un inserto de cultivo celular, se
cultivaron células epiteliales traqueales/bronquiales derivadas de humanos y se

diferenciaron en un soporte de membrana porosa, permitiendo una interfaz
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aire-liquido con medio de cultivo calentado debajo de las células y una
atmosfera de prueba gaseosa arriba. Los tejidos se cultivaron en medios de
mantenimiento (Mattek, AIR-100-MM) en una incubadora humidificada a 37 °C
y 5% de CO2. Se examinaron a cuatro donantes. El dia 0, los cultivos de tejido
se trataron con compuestos de prueba en una interfaz liquida a 10 uM, 1 uM
y/o 0,1 uM. Los compuestos se diluyeron en dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma)
hasta una concentracion final del 0,1%. Se utiliz6 DMSO al 0,1% como vehiculo
de control. Los compuestos de prueba se incubaron con los cultivos durante 1
hora a 37 °C, 5% de COg, seguido de la adicion de medios precalentados que
contenian IFNy (R&D Systems) o IL-27 (R&D Systems) a una concentracion
final de 100 ng/ml. Los cultivos de tejidos se mantuvieron durante 8 dias. Los
medios se reemplazaron cada 2 dias con medios frescos que contenian
compuestos e IFNy o IL-27. El dia 8, se recogieron los cultivos de tejidos y los
sobrenadantes para su analisis. Las muestras sobrenadantes se analizaron
para CXCL10 (IP-10) y CXCL9 (MIG) utilizando el andlisis luminex (EMD
Millipore). Los datos se expresan como el % de inhibiciébn +/- desviacion
estandar (xSTDV). El porcentaje de inhibicion se determiné por la potencia
inhibidora del compuesto contra la secrecion de CXCL10 o CXCL9 inducida por
IFNy o IL-27 en comparacién con las células tratadas con un vehiculo. Los
datos son el promedio de 4 donantes. El compuesto 1 fue capaz de inhibir la
secrecion de CXCL10 inducida por IFNy en un 100% £1,0 (a 10 uM), en un
76% +13 (a 1 uM) y en un 18% 22 (a 0,1 uM) en comparacion con el control
del vehiculo. ElI compuesto 1 fue capaz de inhibir la secrecion de CXCL9
inducida por IFNy en un 100% £0,1 (a 10 pM), en un 93% 16,9 (a 1 uM) y en un
16% +41 (a 0,1 uM) en comparacion con el del vehiculo. El compuesto 1 fue
capaz de inhibir la secreciéon de CXCL10 inducida por IL-27 en un 100% 0,0 (a
10 uM), en un 98% +1,0 (a 1 uM) y en un 25% +26 (a 0,1 uM) en comparacion

con el control del vehiculo. El compuesto 1 fue capaz de inhibir la secrecion de
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CXCL9 inducida por IL-27 en un 100% +0,0 (a 10 uM), en un 97% 2,0 (a
1 uM)yenun52% +18 (a 0,1 uM) en comparacion con el control del vehiculo.

Ensayo 9: Ensayo de potencia del JAK celular: Inhibicién de la IL-
2/anti-CD3 estimulada por el IFNy en las PBMC humanas

La potencia de los compuestos de prueba para la inhibiciéon del
interferon gamma (IFNy) estimulado por la interleucina-2 (IL-2)/anti-CD3 puede
medirse en células mononucleares de sangre periférica humana (PBMC)
aisladas de sangre completa humana (Stanford Blood Center). Debido a que IL-
2 sefiala a través de JAK, este ensayo proporciona una medida de la potencia
celular de JAK.

(1) Las células mononucleares de la sangre periférica humana (PBMC)
se aislan de la sangre total humana de donantes sanos utilizando un gradiente
de ficol. Las células se cultivaron a 37 °C en una incubadora humidificada con
CO2 al 5% en rpml (Life Technologies) complementado con suero bovino fetal
inactivado por calor al 10% (FBS, Life Technologies), 2 mM Glutamax (Life
Technologies), 25 mM HEPES (Life Technologies) y 1X Pen/Strep (Life
Technologies). Las células se siembran a 200.000 células/pocillo en medios
(50 uL) y se cultivan durante 1 h. Los compuestos se diluyen en serie en DMSO
y luego se diluyen otras 500 veces (hasta una concentracioén final de ensayo de
2X) en medios. Los compuestos de prueba (100 pl/pocillo) se afiaden a las
células y se incuban a 37 °C, 5% de CO: durante 1 h, seguido de la adicion de
IL-2 (R&D Systems; concentracion final 100 ng/mL) y anti-CD3 (BD
Biosciences; concentracion final 1 ug/mL) en medios de ensayo precalentados
(50 pL) durante 24 h.

(2) Luego de la estimulacién con citocinas, las células se centrifugan a
500 g durante 5 minutos y los sobrenadantes se extraen y se congelan a -
80 °C. Para determinar la potencia inhibidora del compuesto de prueba en
respuesta a la IL-2/anti-CD3, se miden las concentraciones de IFNy en

sobrenadante mediante ELISA (R&D Systems). Los valores ICso se determinan
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a partir del analisis de las curvas de inhibicion de la concentracién de IFNy
frente a la concentracion del compuesto. Los datos se expresan como valores
pICso (logaritmo negativo decadico 1Cso).

Ensayo 10: Ensayo de potencia del JAK celular: Inhibicién de la
PSTATS estimulada por la IL-2 en las células T CD4+

La potencia de los compuestos de prueba para la inhibicion de la
fosforilacion de STAT5 estimulada por la interleucina-2 (IL-2)/anti-CD3 puede
medirse en las células T CD4-positivas (CD4+) de las células mononucleares
de la sangre periférica humana (PBMC) aisladas de la sangre completa
humana (Centro de Sangre de Stanford) mediante citometria de flujo. Debido a
que IL-2 sefala a través de JAK, este ensayo proporciona una medida de la
potencia celular de JAK.

Las células T CD4+ se identifican utilizando un anticuerpo anti-CD4
conjugado con ficoeritrobilina (PE) (Clon RPA-T4, BD Biosciences), mientras
que se utiliza un anticuerpo anti-pSTAT5 conjugado con Alexa Fluor 647
(pY694, Clon 47, BD Biosciences) para detectar la fosforilaciéon de STATS.

(1) Se sigue el protocolo del apartado (1) del ensayo 9, con la excepcién
de que la estimulacién con citocinas anti-CD3 se realiza durante 30 minutos en
lugar de 24 horas.

(2) Tras la estimulacion con citocinas, las células se fijan con una
solucion de fijacion precalentada (200 ul; BD Biosciences) durante 10 minutos a
37 °C, 5% de CO2, se lavan dos veces con tampon DPBS (1 mL, Life
Technologies) y se resuspenden en tampén Perm |Ill frio (1000 pl, BD
Biosciences) durante 30 minutos a 4 °C. Las células se lavan dos veces con
FBS al 2% en DPBS (tampon FACS), y luego se resuspenden en tampoén
FACS (100 pL) que contiene anti-CD3 PE (dilucion 1:50) y anti-CD3Alexa Fluor
647 (dilucién 1:5) durante 60 min a temperatura ambiente en la oscuridad.
Luego de la incubacion, las células se lavan dos veces en tampén FACS antes

de ser analizadas con un citometro de flujo LSRII (BD Biosciences). Para
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determinar la potencia inhibidora de los compuestos de prueba en respuesta a
la IL-2/anti-CD3, se mide la intensidad fluorescente media (MFI) de pSTAT5 en
las células T CD4+. Los valores ICso se determinan a partir del analisis de las
curvas de inhibicion de la MFI frente a la concentracion del compuesto. Los
datos se expresan como valores plCso (logaritmo negativo decéadico 1Cso).

Ensayo 11: Ensayo de potencia del JAK celular: Inhibicién de la
PSTAT6 estimulada por la IL-4 en las células T CD3+

La potencia de los compuestos de prueba para la inhibicion de la
fosforilacion de STAT6 estimulada por la interleucina-4 (IL-4) puede medirse en
las células T CD3-positivas (CD3+) de las células mononucleares de sangre
periférica humana (PBMC) aisladas de la sangre completa humana (Centro de
Sangre de Stanford) mediante citometria de flujo. Debido a que IL-4 sefala a
través de JAK, este ensayo proporciona una medida de la potencia celular de
JAK.

Las células T CD3+ se identifican utilizando un anticuerpo anti-CD3
conjugado con ficoeritrobilina (PE) (Clon UCHTL1, BD Biosciences), mientras
que se utiliza un anticuerpo anti-pSTAT6 conjugado con Alexa Fluor 647
(pY641, Clon 18/P, BD Biosciences) para detectar la fosforilacion de STAT®6.

Las células mononucleares de la sangre periférica humana (PBMC) se
aislan de la sangre completa humana de donantes sanos como en los ensayos
9y 10. Las células se siembran a 250.000 células/pocillo en medios (200 pl), se
cultivan durante 1 hora y luego se resuspenden en medios de ensayo (50 pl)
(RPMI complementado con 0,1% de albumina de suero bovino (Sigma), 2 mM
de Glutamax, 25 mM de HEPES y 1X de Penstrep) que contienen varias
concentraciones de compuestos de ensayo. Los compuestos se diluyen en
serie en DMSO vy luego se diluyen otras 500 veces (hasta una concentracion
final de ensayo de 2x) en medios de ensayo. Los compuestos de prueba (50
ML) se incuban con las células a 37 °C, 5% CO:2 durante 1 h, seguido de la

adicion de IL-4 (50 uL) (R&D Systems; concentracion final 20 ng/mL) en medio
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de ensayo precalentado durante 30 min. Después de la estimulacion con
citocinas, las células se fijan con una solucién de fijacion precalentada (100 pl)
(BD Biosciences) durante 10 minutos a 37 °C, 5% de COg, se lavan dos veces
con tampén FACS (1 mL) (2% FBS en DPBS) y se resuspenden en tampon
Perm 111 (1000 ul) (BD Biosciences) helado durante 30 minutos a 4 °C. Las
células se lavan dos veces con tampon FACS y luego se resuspenden en
tampon FACS (100 pl) que contiene anti-CD3 PE (dilucion 1:50) y anti-pSTAT6
Alexa Fluor 647 (dilucién 1:5) durante 60 min a temperatura ambiente en la
oscuridad. Luego de la incubacion, las células se lavan dos veces en tampoén
FACS antes de ser analizadas con un citometro de flujo LSRIl (BD
Biosciences).

Para determinar la potencia inhibidora del compuesto de prueba en
respuesta a la IL-4, se mide la intensidad fluorescente media (MFI) de pSTAT6
en las células T CD3+. Los valores ICso se determinan a partir del analisis de
las curvas de inhibicién de la MFI frente a la concentracion del compuesto. Los
datos se expresan como plCso (logaritmo negativo decédico 1Cso).

Ensayo 12: Ensayo de potencia del JAK celular: Inhibicién de la
PSTAT3 estimulada por la IL-6 en las células T CD3+

Se puede utilizar un protocolo analogo al del ensayo 11 para determinar
la potencia del compuesto de ensayo para la inhibicion de la fosforilacién de
STATS3 estimulada por la interleuquina-6 (IL-6). Se utiliza un anticuerpo anti-
pPSTAT3 conjugado con Alexa Fluor 647 (pY705, Clon 4/P, BD Biosciences)
para detectar la fosforilacion de STATS3.

Ensayo 13: Modelo murino de inflamacién eosinofilica del pulmén
inducida por Alternaria alternata

La eosinofilia de las vias respiratorias es un rasgo distintivo del asma
humana. La Alternaria alternata es un aeroalérgeno fangico que puede
exacerbar el asma en los seres humanos e induce una inflamacién eosinofilica

en los pulmones de los ratones (Havaux et al. Clin Exp Immunol. Febrero de
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2005;139(2):179- 88). En ratones, se ha demostrado que la alternaria activa
indirectamente las células linfoides innatas de tipo 2 residentes en los tejidos
del pulmén, que responden a (por ejemplo, IL-2 e IL-7) y liberan citocinas
dependientes de JAK (por ejemplo, IL-5 e IL-13) y coordinan la inflamacion
eosinofilica (Bartemes et al. J Immunol. 1 de febrero de 2012;188(3):1503- 13).

En el estudio se pueden utilizar ratones C57 macho de siete a nueve
semanas de edad de Taconic. El dia del estudio, los animales se anestesian
ligeramente con isoflurano y se les administra el vehiculo o el compuesto de
prueba (0,03 — 1,0 mg/mL, 50 [JL de volumen total en varias respiraciones) por
aspiracion orofaringea. Los animales se colocan en decubito lateral después de
la dosis y se vigilan para que se recuperen completamente de la anestesia
antes de devolverlos a su jaula. Una hora mas tarde, los animales se
anestesian de nuevo brevemente y se les administra el vehiculo o el extracto
de alternaria (200 [1g de extracto total suministrado, 50 [JL de volumen total)
mediante aspiracion orofaringea antes de ser monitorizados para ver si se
recuperan de la anestesia y se les devuelve a su jaula. Cuarenta y ocho horas
después de la administracion de alternaria, se recoge liquido de lavado
broncoalveolar (BALF) y se cuentan los eosindéfilos en el BALF utilizando el
sistema de hematologia Advia 120 (Siemens). La actividad en el modelo se
pone de manifiesto por la disminucion del nivel de eosinodfilos presentes en el
BALF de los animales tratados a las cuarenta y ocho horas, en comparacion
con los animales de control tratados con un vehiculo y afectados por la
alternaria. Los datos se expresan como porcentaje de inhibicién de la respuesta
de los eosinodfilos de BALF tratados con vehiculo y desafiados por la alternaria.
Para calcular el porcentaje de inhibicion, el numero de eosinéfilos del BALF
para cada condicion se convierte en porcentaje del promedio de eosinoéfilos del
BALF tratados con el vehiculo y desafiados por la alternaria, y se resta del cien

por ciento.



100

Ensayo 14: Ensayo de potencia del JAK celular: Inhibicién de la
pPSTAT1 inducida por el IFNy

La potencia de los compuestos de prueba para la inhibicion de la
fosforilaciéon de STAT1 estimulada por el interferon gamma (IFNy) se midié en
monocitos CD14-positivos (CD14+) derivados de sangre humana completa
(Stanford Blood Center) mediante citometria de flujo. Dado que el IFNy sehfala
a través de JAK, este ensayo proporciona una medida de la potencia celular de
JAK.

Los monocitos se identificaron utilizando un anticuerpo anti-CD14
conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Clon RM052, Beckman
Coulter), y se utilizé un anticuerpo anti-pSTAT1 conjugado con Alexa Fluor 647
(pY701, Clon 4a, BD Biosciences) para detectar la fosforilaciéon de STATL1.

Las células mononucleares de la sangre periférica humana (PBMC) se
aislaron de la sangre total humana de donantes sanos utilizando un gradiente
de ficol. Las células se cultivaron en una incubadora humidificado a 37 °C y 5%
de CO2 en RPMI (Life Technologies) complementado con 10% de suero bovino
fetal (FBS, Life Technologies), 2 mM de Glutamax (Life Technologies), 25 mM
de HEPES (Life Technologies) y 1X de Pen/Strep (Life Technologies). Las
células se sembraron a 250.000 células/pocillo en medios (200 ul), se
cultivaron durante 2 horas y se volvieron a suspender en medios de ensayo
(50 ul) (RPMI complementado con 0,1% de albumina de suero bovino (Sigma),
2 mM de Glutamax, 25 mM de HEPES y 1X de Penstrep) que contenian varias
concentraciones del compuesto de ensayo. El compuesto se diluy6 en serie en
DMSO vy luego se diluyé otras 1000 veces en los medios para que la
concentracion final de DMSO alcanzara el 0,1 %. Las diluciones del compuesto
de prueba se incubaron con las células a 37 °C, 5 % de CO:2 durante 1 h,
seguido de la adiciéon de IFNy precalentado (R&D Systems) en medio (50 pl) a
una concentracion final de 0,6 ng/mL durante 30 min. Luego de la estimulacion

con citocinas, las células se fijaron con una solucién de fijacion precalentada
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(100 pl) (BD Biosciences) durante 10 minutos a 37 °C, 5% de COg, se lavaron
dos veces con tampon FACS (1 mL) (1% de BSA en PBS), se volvieron a
suspender en tampon 1:10 anti-CD14 FITC:FACS (100 ul) y se incubaron a
4 °C durante 15 minutos. Las células se lavaron una vez y se volvieron a
suspender en tampon Perm Il (BD Biosciences) helado (100 pl) durante 30
minutos a 4 °C. Las células se lavaron dos veces con tampon FACS vy, a
continuacion, se volvieron a suspender en tampén Alexa Fluor 647:FACS 1:10
anti-pSTAT1 (100 pl) durante 30 minutos a RT en la oscuridad, se lavaron dos
veces con tampon FACS y se analizaron con un citbmetro de flujo MACSQuant
(Miltenyi).

Para determinar la potencia inhibidora del compuesto de prueba, se
midio la intensidad fluorescente media (MFI) de pSTAT1 en monocitos CD14+.
Los valores ICso se determinaron a partir del analisis de las curvas de inhibicion
de la MFI frente a la concentracion del compuesto. Los datos se expresan
como valores plCso (logaritmo negativo decadico 1Cso). EI compuesto 1 mostré
un valor plCso de 7,5 en este ensayo.

Ensayo 15: Ensayo de potencia del JAK celular: Inhibicién de la
pSTATS inducida por el GM-CSF

La potencia de los compuestos de prueba para la inhibicion de la
fosforilacion de STAT5 estimulada por el factor estimulante de colonias de
granulocitos y macrofagos (GM-CSF) se midi6 en monocitos CD14-positivos
(CD14+) derivados de sangre humana completa (Stanford Blood Center)
mediante citometria de flujo. Dado que el GM-CSF sefala a través de JAK,
este ensayo proporciona una medida de la potencia celular de JAK.

Los monocitos se identificaron utilizando un anticuerpo anti-CD14
conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Clon RM052, Beckman
Coulter), y se utilizé un anticuerpo anti-pSTAT5 conjugado con Alexa Fluor 647

(pY694, BD Biosciences) para detectar la fosforilacion de STATS5.
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Las células mononucleares de la sangre periférica humana (PBMC) se
aislaron de la sangre total humana de donantes sanos utilizando un gradiente
de ficol. Las células se cultivaron en una incubadora humidificado a 37 °C y 5%
de CO2 en RPMI (Life Technologies) complementado con 10% de suero bovino
fetal (FBS, Life Technologies), 2 mM de Glutamax (Life Technologies), 25 mM
de HEPES (Life Technologies) y 1X de Pen/Strep (Life Technologies). Las
células se sembraron a 250.000 células/pocillo en medios (200 ul), se
cultivaron durante 2 horas y se volvieron a suspender en medios de ensayo
(50 ul) (RPMI complementado con 0,1% de albumina de suero bovino (Sigma),
2 mM de Glutamax, 25 mM de HEPES y 1X de Penstrep) que contenian varias
concentraciones de los compuestos de ensayo. EI compuesto se diluyé en
serie en DMSO vy luego se diluy6 otras 1000 veces en los medios para que la
concentracion final de DMSO alcanzara el 0,1 %. Las diluciones del compuesto
de prueba se incubaron con las células a 37 °C, 5 % de CO:2 durante 1 h,
seguido de la adicibn de GM-CSF precalentado (R&D Systems) en medio
(50 ul) a una concentracion final de 0,3 ng/mL durante 15 min. Luego de la
estimulacién con citocinas, las células se fijaron con una solucion de fijaciéon
precalentada (100 pl) (BD Biosciences) durante 10 minutos a 37 °C, 5% de
COg2, se lavaron dos veces con tampén FACS (1 mL) (1% de BSA en PBS), se
volvieron a suspender en tampon 1:10 anti-CD14 FITC:FACS (100 ul) y se
incubaron a 4 °C durante 15 minutos. Las células se lavaron una vez y se
volvieron a suspender en tampon Perm Il (BD Biosciences) helado (100 pl)
durante 30 minutos a 4 °C. Las células se lavaron dos veces con tampon FACS
y, a continuacion, se volvieron a suspender en tampon Alexa Fluor 647:FACS
1:10 anti-pSTAT1 (100 pl) durante 30 minutos a RT en la oscuridad, se lavaron
dos veces con tampén FACS y se analizaron con un citbmetro de flujo
MACSQuant (Miltenyi).

Para determinar la potencia inhibidora del compuesto de prueba, se

midi6 la intensidad fluorescente media (MFI) de pSTAT5 en monocitos CD14+.
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Los valores ICso se determinaron a partir del analisis de las curvas de inhibicion
de la MFI frente a la concentracion del compuesto. Los datos se expresan
como valores plCso (logaritmo negativo decadico 1Cso). EI compuesto 1 mostré
un valor plCso de 6,9 en este ensayo.

Ensayo 16: Ensayo de potencia del JAK celular: Inhibicién de la
pSTAT4 inducida por la IL-12

La potencia de los compuestos de prueba para la inhibicion de la
fosforilacion de STAT4 estimulada por la interleucina-12 (IL-12) se midio en las
células T CD3-positivas (CD3+) derivadas de la sangre completa humana
(Stanford Blood Center) mediante citometria de flujo. Debido a que IL-12 sefiala
a través de JAK, este ensayo proporciona una medida de la potencia celular de
JAK.

Las células T CD3+ se identificaron utilizando un anticuerpo anti-CD3
conjugado con ficoeritrina (PE) (clon UCHT1, BD Biosciences), y se utilizd6 un
anticuerpo anti-pSTAT4 conjugado con Alexa Fluor 647 (clon 38/p-Stat4, BD
Biosciences) para detectar la fosforilacion de STATA4.

Las células mononucleares de la sangre periférica humana (PBMC) se
aislaron de la sangre total humana de donantes sanos utilizando un gradiente
de ficol. Las células se cultivaron en RPMI (Life Technologies) complementado
con un 10% de suero bovino fetal (FBS, Life Technologies), 2 mM de Glutamax
(Life Technologies), 25 mM de HEPES (Life Technologies), 1X Pen/Strep (Life
Technologies), anticuerpo anti-CD3 purificado unido a la placa (5 pg/ml, clon
UCHT1, BD Biosciences) y anticuerpo soluble anti-CD28 (1ug/ml, clon CD28,2,
BD Biosciences) durante 3 dias en una incubadora humidificada a 37 °C y 5%
de COs2. Las células se recogieron, se lavaron con medios y se volvieron a
suspender en medios que contenian interleucina-2 (IL-2, 10ng/ml, R&D
Systems). Las células se cultivaron durante 3 dias en una incubadora
humidificada a 37 °C y 5% de CO.. Las células se cosecharon, se lavaron con

RPMI y se sembraron a 250.000 células/pocillo en medios (200 pl), se
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cultivaron durante 2 horas y se volvieron a suspender en medios de ensayo
(50 ul) (RPMI complementado con 0,1% de albumina de suero bovino (Sigma),
2 mM de Glutamax, 25 mM de HEPES y 1X de Penstrep) que contenian varias
concentraciones de compuestos de prueba. El compuesto se diluyé en serie en
DMSO vy luego se diluyé otras 1000 veces en los medios para que la
concentracion final de DMSO alcanzara el 0,1 %. Las diluciones del compuesto
de prueba se incubaron con las células a 37 °C, 5% de CO:2 durante 1 h,
seguido de la adicion de IL-12 precalentada (R&D Systems) en medio (50 pl) a
una concentracion final de 10 ng/mL durante 30 min. Luego de la estimulacion
con citocinas, las células se fijaron con una solucién de fijacion precalentada
(100 pl) (BD Biosciences) durante 10 minutos a 37 °C, 5% de COg, se lavaron
dos veces con tampon FACS (1 mL) (BSA al 1% en PBS) y se volvieron a
suspender en tampon Perm 11l (1000 pl) (BD Biosciences) helado durante 30
minutos a 4 °C. Las células se lavaron dos veces con tampon FACS y se
volvieron a suspender en tampon FACS (100 pl) que contenia anti-CD3 PE
(dilucion 1:50) y anti-pSTAT4 Alexa Fluor 647 (dilucion 1:10) durante 45
minutos a temperatura ambiente en la oscuridad. Luego de la incubacién, las
células se lavaron dos veces en tampon FACS antes de ser analizadas con un
citometro de flujo MACSQuant (Miltenyi). Para determinar la potencia inhibidora
del compuesto de prueba, se midié la intensidad fluorescente media (MFI) de
pSTAT4 en las células T CD3+. Los valores ICso se determinaron a partir del
andlisis de las curvas de inhibicion de la MFI frente a la concentracion del
compuesto. Los datos se expresan como valores plCso (logaritmo negativo
decédico ICsp). El compuesto 1 mostrd un valor plCso de 6,0 en este ensayo.

Ensayo 17: Inhibicion de la secrecion de IFNy en un ensayo de
reaccion de linfocitos mixtos

El ensayo de reaccion de linfocitos mixtos es un ensayo in vitro que imita

el rechazo del trasplante. Las células T de un donante se cultivan con células
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dendriticas alogénicas de otro donante. Esta reaccion induce una respuesta
inmune celular tal como la secrecion de IFNy.

Se aislaron monocitos CD14+ de sangre completa humana (centro de
sangre Stanford) del donante A usando un gradiente de ficol y separacion
magnética (microperlas CD14, Miltenyi). Los monocitos se diferenciaron en
células dendriticas cultivando células en RPMI (Life Technologies)
suplementado con suero bovino fetal (FBS, Life Technologies) al 10%, 2 mM de
glutamax (Life Technologies), 1X Pen/Strep (Life Technologies), interleucina-4
(IL-4, 50 ng/mL, R&D Systems) y factor estimulante de colonias de
granulocitos-macréfagos (GM-CSF, 50 ng/mL, R&D Systems) por 6 dias a
37°C y CO2 al 5% en incubadora humidificada. Se recolectaron células
dendriticas, se lavaron con medio y luego se activaron cultivando células en un
medio que contenia lipopolisacarido de Escherichia coli (LPS, 100 ng/mL,
Sigma) durante 24 horas a 37 °C y CO:2 al 5% en incubadora humidificada. Las
células se recogieron, se lavaron con medio, se resuspendieron a 400.000
células/mL en medio y se sembraron en placas a 10.000 células/pocillo/25 pL.
Las células T CD4+ se aislaron nuevamente de sangre completa humana
(centro de sangre de Stanford) del donante B usando un gradiente de ficoll y
separacion magnética (kit de aislamiento de células T CD4+, Miltenyi). Las
células T se resuspendieron a 4.000.000 células/mL en RPMI (Life
Technologies) suplementado con suero bovino fetal (FBS, Life Technologies) al
10%, 2 mM de glutamax (Life Technologies), 25 mM de HEPES (Life
Technologies) y 1X Pen/Strep (Life Technologies). Se mezclaron células T
CD4+ con células dendriticas a 100.000 células/pocillo/25 pL. Las células se
trataron con compuestos de prueba (50 uL a 20 uM, 2 uM y/o 0,2 uM) hasta
una concentracion final de 10 uM, 1 uM y/o 0,1 uM. Los compuestos se
diluyeron en dimetilsulféxido (DMSO, Sigma) hasta una concentracion final del
0,1%. Se utiliz6 DMSO al 0,1% como vehiculo de control. Las células se

mantuvieron durante 5 dias a 37 °C, CO:2 al 5% en incubadora humidificada. El
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dia 5, se recogieron los sobrenadantes y se midi6 el interferén gamma (INFy)
usando un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). El porcentaje
de inhibicion se determiné mediante la potencia inhibidora del compuesto
contra la secrecion de IFNy en comparacion con las células tratadas con
vehiculo. Los datos son el promedio de 4 donantes. El compuesto 1 fue capaz
de inhibir la secrecion de IFNy en un 99% £0,4 (a 10 pM), 76% %10 (a uM) y
43% £12 (a 0,1 uM) en comparacién con el control del vehiculo.

Ensayo 18: Inhibicion de la secrecion espontanea de periostina e
IL-6 en cultivos de vias respiratorias humanas 3D derivados de donantes
asmaticos

Los cultivos de tejido EpiAirway se obtuvieron de Mattek (AIR-100). Las
células se derivaron de donantes asmaticos que secretan espontaneamente
periostina, una proteina matricelular asociada con el asma mediada por Th2
(eosindfilica), y la interleucina-6 (IL-6), una citocina inflamatoria que juega un
papel en el asma Th2 y no relacionado con Th2. En un inserto de cultivo
celular, se cultivaron células epiteliales traqueales/bronquiales derivadas de
humanos y se diferenciaron en un soporte de membrana porosa, permitiendo
una interfaz aire-liquido con medio de cultivo calentado debajo de las células y
una atmosfera de prueba gaseosa arriba Los tejidos se cultivaron en medios de
mantenimiento (Mattek, AIR-100-MM) en una incubadora humidificada a 37 °C
y 5% de CO2. Se examinaron a cuatro donantes. El dia 0, los cultivos de tejido
se trataron con compuestos de prueba en una interfaz liquida a 10 uM, 1 uM
y/o 0,1 uM. Los compuestos se diluyeron en dimetilsulféxido (DMSO, Sigma)
hasta una concentracion final del 0,1%. Se utiliz6 DMSO al 0,1% como vehiculo
de control. Los cultivos de tejidos se mantuvieron durante 8 dias. El medio se
reemplazé cada 2 dias con medio fresco que contenia compuestos. El dia 8 se
recogieron los sobrenadantes para su analisis. Las muestras de sobrenadante
se analizaron en busca de periostina e interleucina-6 (IL-6) usando analisis

luminex (EMD Millipore). Los datos se expresan como el % de inhibicion +/-
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desviacion estandar (xSTDV). El porcentaje de inhibicion se determind
mediante la potencia inhibidora del compuesto contra la secrecion espontanea
de periostina e IL-6 en comparacion con las células tratadas con vehiculo. Los
datos son el promedio de 3 o0 4 donantes. El compuesto 1 fue capaz de inhibir
la secrecion espontanea de periostina en un 62% +25 (a 10 uM) y un 40% %28
(a 1 uM) en comparacion con el control del vehiculo. EI compuesto 1 fue capaz
de inhibir la secrecidén espontanea de IL-6 en un 91% +9,0 (a 10 uM), 70% +33
(@l puM)y 10% +40 (a 0,1 uM) en comparaciéon con vehiculo.

Estructura Cristalina

Se obtuvo una estructura cocristalina del compuesto C-1 unido a JAK1
humano a una resolucion de 2,28 A. Se observo que el ligando se unia en el
sitio de union de ATP. Se identificaron siete interacciones de enlace de
hidrégeno especificas basandose en una distancia de 3,5 A o menos entre los
atomos donadores y aceptores. De particular interés, se identificO una
interaccion de enlace de hidrogeno entre el carbonilo de la amida exociclica del
compuesto de C-1 y la cadena lateral de Arg879 de JAK1. Se puede esperar
una interaccion parecida para los compuestos de la invencion. En estudios de
modelado anteriores, esta interaccion se habia propuesto como una forma de
proporcionar selectividad para JAK1 sobre otras tirosina cinasas, ya que las
cinasas estrechamente relacionadas (por ejemplo, TRKA, VEGFR, ABL1) no
poseian un residuo de arginina en la ubicacién equivalente. Los resultados
observados de la interaccion del enlace de hidrégeno en la estructura cristalina
y la selectividad mejorada del cinoma en comparacion con las series que no

poseen la amida exociclica validan esta hipétesis de disefio.
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Si bien la presente invencion se ha descrito con referencia a aspectos
especificos o realizaciones de esta, los expertos en la técnica comprenderan
que pueden hacerse diversos cambios 0 que pueden sustituirse equivalentes
sin apartarse del espiritu y el alcance auténticos de la invencion. Ademas, en la
medida permitida por los estatutos y reglamentos de patentes aplicables, todas
las publicaciones, patentes y solicitudes de patentes citadas en el presente
documento se incorporan por referencia en su totalidad en la misma medida
que si cada documento se hubiera incorporado individualmente por referencia

en el presente documento.



