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ISOXAZOLIDINAS COMO INHIBIDORES DE RIPK1 Y USO DE ESTAS

ANTECEDENTES

Aunque la inflamacién puede ser un mecanismo protector en respuesta a
estimulos dafiinos, tales como la invasion de patégenos y los dafios en los tejidos,
la inflamacion crénica es un factor subyacente importante en muchas
enfermedades humanas tales como la neurodegeneracion, artritis reumatoide,
enfermedades autoinmunitarias e inflamatorias, y el cancer. De forma similar, la
activacion de las vias de muerte celular, tales como la necrosis y la apoptosis, que
son utiles a la hora de eliminar células infectadas o dafiadas, también es un
mecanismo subyacente importante para enfermedades humanas, incluidas las
enfermedades neurodegenerativas cronicas y agudas. La proteina--cinasa 1 que
interacciona con receptores (UniProtKB Q13546) es un regulador clave de la
inflamacion, la apoptosis y la necroptosis. La proteina--cinasa 1 que interacciona
con receptores desempefia una funcién importante en la modulacion de las
respuestas inflamatorias mediadas por el factor nuclear potenciador de la cadena
ligera kappa de los linfocitos B activados (NF-kB). Las investigaciones mas
recientes han mostrado que su actividad cinasica controla la necroptosis, una
forma de muerte celular necrética, que tradicionalmente se habia considerado que
era pasiva y no estaba regulada, y se caracteriza por una morfologia singular.
Ademas, la proteina--cinasa 1 que interacciona con receptores forma parte de un
complejo proapoptético que indica su actividad en la regulacion de la apoptosis.

La proteina--cinasa 1 que interacciona con receptores esta sometida a
mecanismos reguladores complejos e intrincados que incluyen la ubiquitilacion,
desubiquitilacién y fosforilacion. Estos eventos reguladores determinan de forma
colectiva si una célula sobrevivira y activara una respuesta inflamatoria o morira
mediante apoptosis 0 necroptosis. La desregulacion de la sefializacion de la
proteina--cinasa 1 que interacciona con receptores puede conducir a una
inflamacion excesiva o a la muerte celular y, por el contrario, las investigaciones

han demostrado que la inhibicién de la proteina--cinasa 1 que interacciona con
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receptores puede ser una terapia eficaz para enfermedades que cursan con
inflamacion o muerte celular.

La inhibicion de RIPK1 se ha identificado como un principio prometedor
para hacer frente a diferentes enfermedades como la artritis reumatoide (AR),
psoriasis, esclerosis multiple, enfermedad de Alzheimer y enfermedad intestinal
inflamatoria tal como la enfermedad de Crohn o la colitis ulcerosa (CU). Para tratar
algunas de estas enfermedades, como la esclerosis multiple (EM) y la enfermedad
de Alzheimer, se necesita acceso al sistema nervioso central (SNC), mientras que
para otras enfermedades, como la artritis reumatoide, psoriasis, enfermedad
intestinal inflamatoria (EIll), tal como la enfermedad de Crohn o la CU, no se
necesita esencialmente acceso al SNC.

El inhibidor de RIPK1 mas avanzado, GSK2982772 (derivado de
oxazepinona divulgado en el documento W0O2014/125444), se evaluo para la AR,
psoriasis y CU en ensayos clinicos de fase Il.

También hay constancia de dihidropirazoles e isoxazolidinas como
inhibidores de RIPK1 (documentos W02018092089, W0O2019130230 de GSK).
GSK dio a conocer dihidropirazoles con un sustituyente fenilico en isoxazolidina y
pirimidina con una buena eficacia en la inhibicién de RIPK1 (compuesto de
comparaciéon A, documento W02018092089, Ejemplo 4, pCI50 = 8-9 (datos de
GSK), CI50 (U937) = 8 nM, datos propios). La isoxazolidina analoga, el compuesto
de comparacién B, tiene la misma eficacia (CI50 (U937) = 9 nM, datos propios). El
intercambio del sustituyente por un anillo de heteroarilo en el anillo de pirimidina
conduce a un dihidropirazol menos eficaz (compuesto de comparacién C,
documento W02018092089, Ejemplo 129, pCI50 = 7-9 (datos de GSK), pCI50
(U937) = 59 nM, datos propios). Para el mismo patrén de sustitucion en la serie de
las isoxazolidinas, la eficacia disminuyé ain mas en comparacion con la
sustitucion fenilica del compuesto de comparacion B (compuesto de comparacion
D, CI50 (U937) = 92 nM, datos propios).



La introduccién de sustituyentes, como F, Cl, CHz o CN, en el residuo de
fenilo en la isoxazolidina condujo a un compuesto con una eficacia menor
(compuesto de comparacion E, CI50 (U937) = 197 nM, datos propios).

Sorprendentemente, el intercambio de 1,3,4-oxadiazol por anillos de 5
miembros heteroaromaticos de imidazol, pirazol y triazol sustituidos opcionalmente

condujo a compuestos con una alta eficacia en la inhibicion de RIPK1, p. ej., el

ejemplo 8 con CI50 (U937) = 1 nM (datos propios), véanse el esquema Ay la tabla
1).

Esquema A:
“N
N/
~ i e N
] o ]
Compuesto de comparacion A Compuesto de comparacion C
Clg (U937) =8 nM Clgo (U937) =59 nM

Compu\ésio de comparacion B Compuesto de comparacion D
Clso (U937) =9 nM Clgso (U937) =92 nM

f -

Ejemplo 8 Compuesto de comparacion E
Clso (U937)=1nM Clgo (U937) =197 nM
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SUMARIO

En el presente documento se divulgan compuestos de férmula I
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N/\ \
\ /—N N
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R4 F Rf
0)
en donde
A representa un anillo de heteroarilo de cinco miembros en el que se

seleccionan 2 o 3 atomos del anillo independientemente de nitrogeno, que esta
sustituido opcionalmente con R3 y R4;

R1  representa H o CHs;

R2  representa Cl, F o CN;

R3  representa H o CHs;

R4  representa H, CHs o ciclopropilo;

R5 representaH o F;

0 una sal, solvato o estereoisomero farmacéuticamente aceptable de estos.

En otro aspecto se proporcionan métodos para preparar los compuestos y
los intermedios de estos.

En un aspecto relacionado, en el presente documento se proporciona una
composicién farmacéutica que comprende un compuesto de la divulgaciéon y un
portador farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, en el presente documento se proporciona un método de
inhibicion de la proteina--cinasa 1 que interacciona con receptores. Se
proporcionan ademas metodos para tratar una enfermedad o trastorno mediado
por la proteina--cinasa 1 que interacciona con receptores que comprenden
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto o una
composicién farmacéutica como se describe en el presente documento a un sujeto

gue lo necesita. La divulgacion también proporciona usos de los compuestos o
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composiciones de estos en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento
de una enfermedad, trastorno o afeccion que estad mediada (0 mediada al menos
en parte) por la proteina--cinasa 1 que interacciona con receptores.

Descripcion detallada

Definiciones

Como se utiliza en el presente documento, la nomenclatura quimica, a
menos que se defina de otro modo, tiene los significados que se utilizan en el
campo técnico.

Como se utiliza en el presente documento, el término “anillo de heteroarilo
de cinco miembros en el que se seleccionan de 2 a 3 atomos del anillo de
nitrdgeno”, por si solo o como parte de otro sustituyente, se refiere a una
estructura de anillo aromético monociclico que contiene 5 atomos, donde de 2 a 3
de los atomos del anillo son heteroatomos de nitrégeno.

Por ejemplo, los grupos heteroarilo pueden ser heteroarilo C5, en donde 2
atomos de carbono del anillo se reemplazan por heteroatomos de nitrégeno; o
heteroarilo C5, en donde 3 atomos de carbono del anillo se reemplazan por
heterodtomos de nitrogeno. El grupo heteroarilo puede incluir grupos tales como
imidazol, pirazol y triazol.

Los grupos heteroarilo pueden estar sustituidos 0 no sustituidos. Los grupos
heteroarilo pueden unirse a través de cualquier posicion del anillo. Por ejemplo,
imidazol incluye 1-, 2-, 4- y 5-imidazol, pirazol incluye 1-, 3-, 4- y 5-pirazol, triazol
incluye 1-, 4- y 5-triazol.

Como se utiliza en el presente documento, el término “excipiente
farmacéuticamente aceptable” se refiere a una sustancia que facilita la
administracién de un agente activo a un sujeto. Por “farmacéuticamente aceptable”
se entiende que el excipiente es compatible con los otros ingredientes de la
composicion farmacéutica y no es perjudicial para su receptor. Los excipientes
farmaceéuticos utiles en la presente divulgacion incluyen, pero no se limitan a,
aglutinantes, rellenos, disgregantes, lubricantes, deslizantes, recubrimientos,

edulcorantes, sabores y colorantes.
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Como se utiliza en el presente documento, el término “sal” se refiere a sales
de &cidos o bases de los compuestos divulgados en el presente documento. Los
ejemplos ilustrativos de sales farmacéuticamente aceptables son sales de acidos
minerales, sales de acidos organicos, sales de amonio cuaternario. Se entiende
gue las sales farmacéuticamente aceptables son atoxicas.

Las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos &cidos
divulgados en el presente documento son sales formadas con bases, a saber,
sales cationicas tales como sales de metales alcalinos y alcalinotérreos.

De forma similar, también son posibles las sales de adicién de acidos, tales
como de acidos minerales, acidos carboxilicos organicos y sulfénicos organicos, p.
ej., acido clorhidrico, acido metanosulfénico, &cido maleico, siempre que un grupo
bésico, tal como piridilo, forme parte de la estructura.

Se pueden regenerar las formas neutras de los compuestos poniendo en
contacto la sal con una base o acido y asilando el compuesto original de la manera
convencional. La forma original del compuesto difiere de las diferentes formas de
sal en determinadas propiedades fisicas, tales como la solubilidad en disolventes
polares, pero por lo demas las sales son equivalentes a la forma original del
compuesto a los efectos de la presente divulgacion. Ademas de las formas de sal,
en el presente documento se describen compuestos que estan en una forma de
profarmaco. Los profarmacos de los compuestos descritos en el presente
documento son aquellos compuestos que experimentan cambios quimicos
facilmente en condiciones fisioldgicas para proporcionar los compuestos de la
presente divulgacion. Adicionalmente, los profarmacos se pueden convertir en los
compuestos de la presente divulgacion mediante métodos quimicos o bioquimicos
en un ambiente ex vivo. Por ejemplo, los profarmacos se pueden convertir
lentamente en los compuestos de la presente divulgacién cuando se colocan en
un depdsito de parche transdérmico con una enzima o reactivo quimico adecuado.

“Tratamiento” o “tratar” es una estrategia para obtener resultados, que
incluyen resultados clinicos, deseados o beneficiosos. Los resultados clinicos

deseados o beneficiosos pueden incluir uno o mas de los siguientes: a) inhibir la
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enfermedad o afeccion (p. ej., disminuir uno 0 mas sintomas que son el resultado
de la enfermedad o afeccién, y/o disminuir el alcance de la enfermedad o
afeccién); b) ralentizar o detener el desarrollo de uno o mas sintomas clinicos
asociados con la enfermedad o afeccion (p. €j., estabilizar la enfermedad o
afeccién, prevenir o retrasar el empeoramiento o la progresion de la enfermedad o
afeccion, y/o prevenir o retrasar la diseminacion (p. ej., metastasis) de la
enfermedad o afeccion); y/o c) mitigar la enfermedad, es decir, provocar la
regresion de sintomas clinicos (p. ej., mejorar el cuadro clinico, proporcionar la
remision parcial o total de la enfermedad o afeccidn, potenciar el efecto de otra
medicacion, retrasar la progresion de la enfermedad, aumentar la calidad de vida
y/o prolongar la supervivencia.

“Prevencion” o “prevenir” significa cualquier tratamiento de una enfermedad
o afeccidén que hace que los sintomas clinicos de la enfermedad o afeccion no se
desarrollen. Los compuestos se pueden administrar, en algunas realizaciones, a
un sujeto que corre el riesgo de padecer o que tiene antecedentes familiares de la
enfermedad o afeccion.

“Sujeto” se refiere a un ser humano que ha sido o que sera el objeto de
tratamiento. Los métodos descritos en el presente documento pueden ser Gtiles en
la terapia humana.

El término “cantidad terapéuticamente eficaz” o “cantidad eficaz” de un
compuesto de la divulgacién o una sal, tautomero, estereocisémero, mezcla de
estereoisdmeros farmacéuticamente aceptable de este significa una cantidad
suficiente para efectuar el tratamiento cuando se administra a un sujeto, para
proporcionar un beneficio terapéutico tal como la mejora de los sintomas o la
ralentizacion de la progresion de la enfermedad. Por ejemplo, una cantidad
terapéuticamente eficaz puede ser una cantidad suficiente para disminuir un
sintoma de una enfermedad o afeccion como se describen en el presente
documento. La cantidad terapéuticamente eficaz puede variar dependiendo del
sujeto, y la enfermedad o afeccion que se esté tratando, el peso y la edad del

sujeto, la gravedad de la enfermedad o afeccion, y el modo de administracion, los
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cuales puede determinar facilmente un experto en la técnica.

En el presente documento se divulgan compuestos de férmula I

=N 0

N/\ \

\ /—N N
R3

R5 @) R2
R4 F R1
0)
en donde
A representa un anillo de heteroarilo de cinco miembros en el que se

seleccionan 2 o 3 atomos del anillo independientemente de nitrogeno, que esta

sustituido opcionalmente con R3 y R4;

R1  representa H o CHs;

R2  representa Cl, F o CN;

R3  representa H o CHs;

R4  representa H, CHs o ciclopropilo;

R5 representaH o F;

0 una sal, solvato o estereoisomero farmacéuticamente aceptable de estos.
Una realizacion son compuestos de férmula I,

en donde

A es un heteroarilo seleccionado del grupo de imidazol, pirazol y triazol,

que esta sustituido opcionalmente con R3 y R4;

0 una sal, solvato o estereoisémero farmacéuticamente aceptable de estos.
Una realizacion son compuestos de férmula I,

en donde

A es imidazol, que esta sustituido opcionalmente con R3 y R4;

0 una sal, solvato o estereoisémero farmacéuticamente aceptable de estos.
Una realizacion son compuestos de férmula I,

en donde

A es pirazol, que esta sustituido opcionalmente con R3 y R4;
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0 una sal, solvato o estereoisémero farmacéuticamente aceptable de estos.
Una realizacién son compuestos de férmula |,

en donde

A es triazol, que esta sustituido opcionalmente con R3 y R4;

0 una sal, solvato o estereocisémero farmacéuticamente aceptable de estos.
Una realizacién son compuestos de férmula |,

en donde

A representa un heteroarilo seleccionado de

1-imidazolilo, 2-imidazolilo, 4-imidazolilo, 5-imidazolilo,

1-pirazolilo, 3-pirazolilo, 4-pirazolilo, 5-pirazolilo,

1,2,3-triazol-1-ilo, 1,2,3-triazol-4-ilo, 1,2,3-triazol-5-ilo,

1,2,4-triazol-1-ilo, 1,2,4-triazol-3-ilo y 1,2,4-triazol-5-ilo;

gue esta sustituido opcionalmente con R3 y R4;

0 una sal, solvato o estereoisémero farmacéuticamente aceptable de estos.
Una realizacién son compuestos de férmula I,

en donde

A representa un heteroarilo seleccionado de
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en donde la linea discontinua indica el enlace al anillo de pirimidina de la

formula [;

R3  representa H o CHs;y

R4  representa H, CHs o ciclopropilo;

0 una sal, solvato o estereocisémero farmacéuticamente aceptable de estos.
Una realizacién son compuestos de férmula |,

en donde

A representa un heteroarilo seleccionado de

1-imidazolilo,

1-pirazolilo, 3-pirazolilo, 4-pirazolilo,

1,2,3-triazol-4-ilo y

1,2,4-triazol-1-ilo;

gue esta sustituido opcionalmente con R3 y R4;

0 una sal, solvato o estereoisémero farmacéuticamente aceptable de estos.
Una realizacién son compuestos de férmula I,

en donde

A representa un heteroarilo seleccionado de
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en donde la linea discontinua indica el enlace al anillo de pirimidina de la

formula [;

R3  representa H o CHs;y

R4  representa H, CHs o ciclopropilo;

0 una sal, solvato o estereocisémero farmacéuticamente aceptable de estos.
Una realizacién son compuestos de férmula |,

en donde

A representa un heteroarilo seleccionado de

1-imidazolilo y 3-pirazolilo,

gue esta sustituido opcionalmente con R3 y R4;

0 una sal, solvato o estereoisomero farmacéuticamente aceptable de estos.
Una realizacién son compuestos de férmula |,

en donde uno de R3 0 R4 no representa H;

0 una sal, solvato o estereoisémero farmacéuticamente aceptable de estos.
Una realizacién son compuestos de férmula I, en donde

R3  representa H;y

R4  representa CHs o ciclopropilo;

0 una sal, solvato o estereoisémero farmacéuticamente aceptable de estos.
Una realizacién son compuestos de férmula I,

en donde

R3  representa CHzy

R4  representa H;

0 una sal, solvato o estereoisomero farmacéuticamente aceptable de estos.
Una realizacion son compuestos de férmula I,

en donde

R3  representa CHs;y

R4  representa CHs;

0 una sal, solvato o estereoisémero farmacéuticamente aceptable de estos.
Una realizacion son compuestos de férmula I,

en donde
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R3  representa CHs; y

R4  representa CHs o ciclopropilo;

0 una sal, solvato o estereoisomero farmacéuticamente aceptable de estos.
Una realizacion son compuestos de férmula I,

en donde

A representa un heteroarilo seleccionado de

2-metilpirazol-3-ilo,

3-metil-1H-pirazol-4-ilo,

4-metilpirazol-1-ilo

2,5-dimetilpirazol-3-ilo,

2-metilimidazol-1-ilo,

4-ciclopropil-2-metilimidazol-1-ilo,

3-metil-1,2,4-triazol-1-ilo,

5-metil-1,2,4-triazol-1-ilo y

3-metiltriazol-4-ilo;

0 una sal, solvato o estereoisomero farmacéuticamente aceptable de estos.
Una realizacion son compuestos de férmula I,

en donde

R1  representa CHs;y

R2  representa CN;

0 una sal, solvato o estereoisdémero farmacéuticamente aceptable de estos.
Una realizacion son compuestos de férmula I,

en donde

R1  representa H;y

R2  representa CN;

0 una sal, solvato o estereoisémero farmacéuticamente aceptable de estos.
Una realizacion son compuestos de férmula I,

en donde

R1  representa H;y

R2  representa F;
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0 una sal, solvato o estereoisémero farmacéuticamente aceptable de estos.
Una realizacién son compuestos de férmula |,

en donde

R1  representa H;y

R2  representa Cl;

0 una sal, solvato o estereoisomero farmacéuticamente aceptable de estos.
Una realizacién son compuestos de férmula I,

en donde

A representa imidazol o pirazol;

R1  representa H;

R2  representa CN;

R3  representa CHs;

R4  representa H;y

R5 representa Ho F;

0 una sal, solvato o estereoisomero farmacéuticamente aceptable de estos.
Una realizacién son compuestos de férmula |,

en donde

A representa un heteroarilo seleccionado de

1-imidazolilo y 3-pirazolilo;

R1  representa H;

R2  representa CN;

R3  representa CHs;

R4  representa H;y

R5 representaH o F;

0 una sal, solvato o estereoisémero farmacéuticamente aceptable de estos.
Una realizacion son compuestos de férmula I,

en donde

R5  representa H;

0 una sal, solvato o estereoisémero farmacéuticamente aceptable de estos.

Una realizacion son compuestos de férmula I,
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en donde
R5  representa F;
0 una sal, solvato o estereoisomero farmacéuticamente aceptable de estos.
Otra realizacién son compuestos de formula |, seleccionados de
3-fluoro-5-[(3S)-2-[1-[6-(2-metilimidazol-1-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-
carbonillisoxazolidin-3-ilJbenzonitrilo;
3-fluoro-2-metil-5-[(3S)-2-[1-[6-(2-metilimidazol-1-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-
carbonillisoxazolidin-3-ilJbenzonitrilo;
3-fluoro-5-[(3S)-2-[1-[6-(2-metilpirazol-3-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-
carbonillisoxazolidin-3-ilJbenzonitrilo;
[(3S)-3-(3,5-difluorofenil)isoxazolidin-2-il]-[1-[6-(2-metilpirazol-3-il)pirimidin-
4-il]-4-piperidiljmetanona,;
[(3S)-3-(3-cloro-5-fluorofenil)isoxazolidin-2-il]-[1-[6-(2-metilpirazol-3-
il)pirimidin-4-il]-4-piperidillmetanona;
3-fluoro-5-[(3S)-2-[1-[6-(3-metil-1H-pirazol-4-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-
carbonillisoxazolidin-3-ilJbenzonitrilo;
3-[(3S)-2-[1-[6-(4-ciclopropil-2-metilimidazol-1-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-
carbonillisoxazolidin-3-il]-5-fluorobenzonitrilo;
5-[(3S)-2-[1-[6-(4-ciclopropil-2-metilimidazol-1-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-
carbonillisoxazolidin-3-il]-3-fluoro-2-metilbenzonitrilo;
3-[(3S)-2-[1-[6-(2,5-dimetilpirazol-3-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-
carbonillisoxazolidin-3-il]-5-fluorobenzonitrilo;
3-fluoro-5-[(3S)-2-[1-[6-(3-metil-1,2,4-triazol-1-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-
carbonillisoxazolidin-3-illbenzonitrilo;
3-fluoro-5-[(3S)-2-[1-[6-(5-metil-1,2,4-triazol-1-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-
carbonillisoxazolidin-3-iljbenzonitrilo;
3-fluoro-5-[(3S)-2-[1-[6-(3-metiltriazol-4-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-
carbonillisoxazolidin-3-illbenzonitrilo;
3-fluoro-5-[(3S)-2-[1-[5-fluoro-6-(2-metilimidazol-1-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-

carbonillisoxazolidin-3-iljbenzonitrilo;
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3-fluoro-5-[(3S)-2-[1-[5-fluoro-6-(4-metilpirazol-1-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-
carbonillisoxazolidin-3-il]-2-metilbenzonitrilo; y

[(3S)-3-(3,5-difluorofenil)isoxazolidin-2-il]-[1-[5-fluoro-6-(2-metilpirazol-3-
il)pirimidin-4-il]-4-piperidiljmetanona;

0 una sal, solvato o estereocisémero farmacéuticamente aceptable de estos.

Otra realizacion son compuestos de formula |, seleccionados de

3-fluoro-5-[(3S)-2-[1-[6-(2-metilimidazol-1-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-
carbonillisoxazolidin-3-ilJbenzonitrilo;

3-fluoro-5-[(3S)-2-[1-[6-(2-metilpirazol-3-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-
carbonillisoxazolidin-3-ilJbenzonitrilo; y

3-fluoro-5-[(3S)-2-[1-[5-fluoro-6-(2-metilimidazol-1-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-
carbonillisoxazolidin-3-ilJbenzonitrilo;

0 una sal, solvato o estereoisémero farmacéuticamente aceptable de estos.

Otra realizacién es el compuesto

3-fluoro-5-[(3S)-2-[1-[6-(2-metilimidazol-1-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-
carbonillisoxazolidin-3-illbenzonitrilo; 0 una o una sal, solvato o estereoisémero
farmacéuticamente aceptable de este.

Otra realizacién es el compuesto

3-fluoro-5-[(3S)-2-[1-[6-(2-metilpirazol-3-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-
carbonillisoxazolidin-3-illbenzonitrilo; 0 una o una sal, solvato o estereoisémero
farmacéuticamente aceptable de este.

Otra realizacién es el compuesto

3-fluoro-5-[(3S)-2-[1-[5-fluoro-6-(2-metilimidazol-1-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-
carbonillisoxazolidin-3-illbenzonitrilo;

0 una sal, solvato o estereoisémero farmacéuticamente aceptable de este.

Sintesis de los compuestos

Los compuestos de formula | se pueden preparar utilizando los métodos
gue se divulgan en el presente documento y modificaciones rutinarias de estos,
gue seran evidentes teniendo en cuenta la divulgacion del presente documento y

métodos muy conocidos en la técnica.
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Los esquemas 1 a 7 muestran los principales pasos de reaccion para

obtener los compuestos de férmula | de ejemplo.

El esquema 1 se refiere a intermedios cuya sintesis se describe en detalle

en la seccién de los ejemplos.
Los intermedios 1-01, I-02a, I-02b y 1-03 son los derivados de isoxalidina con

el fenilo sustituido con R1/R2.
Al intermedio central 1-04 se une el componente estructural de heteroarilo A

sustituido con R3/R4, lo cual da como resultado los intermedios 1-05, 1-06, 1-07, I-

08, 1-09y I-10

Los esquemas 2 a 7 muestran los principales pasos de reaccion para

obtener los compuestos de ejemplo.
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La sintesis de los compuestos tipicos que se describen en el presente

documento se puede conseguir como se describe en los siguientes ejemplos. Si

estan disponibles, los reactivos se pueden adquirir de proveedores comerciales, p.

ej., Sigma Aldrich u otros proveedores de productos quimicos. Se apreciara que,
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cuando se proporcionen condiciones de proceso (es decir, temperaturas, tiempos,
relaciones molares de los reactivos, disolventes, presiones, etc., de reaccion)
tipicas o preferidas, también se pueden utilizar otras condiciones de proceso a
menos que se indique lo contrario. Las condiciones de reaccion optimas pueden
variar en funcion del disolvente o los reactivos particulares utilizados, pero un
experto en la técnica puede determinar tales condiciones mediante un
procedimiento rutinario de optimizacion.

Adicionalmente, como ser& evidente para los expertos en la técnica, puede
gue se necesiten grupos protectores convencionales para evitar que determinados
grupos funcionales experimenten reacciones no deseadas. Los grupos protectores
adecuados para diferentes grupos funcionales, asi como las condiciones
adecuadas para proteger y desproteger grupos funcionales particulares son muy
conocidos en la técnica. Por ejemplo, se describen numerosos grupos protectores
en Greene's protective groups in organic synthesis, de Wuts, P. G. M., Greene, T.
W.y Greene, T. W. (2006), Hoboken, N.J., Wiley-Interscience, y las referencias
que en él se citan.

Ademas, los compuestos de esta divulgacion pueden contener uno o mas
centros quirales. Por consiguiente, si se desea, tales compuestos se pueden
preparar o aislar como estereoisémeros puros, es decir, como enantibmeros o
diasteredbmeros individuales, o como mezclas enriquecidas en un estereoisémero.
Todos estos estereoisomeros (y mezclas enriquecidas) se incluyen dentro del
alcance de esta divulgacion, a menos que se indique lo contrario. Los
estereoisémeros puros (0 mezclas enriquecidas) se pueden preparar utilizando,
por ejemplo, materiales de partida épticamente activos o reactivos
estereoselectivos muy conocidos en la técnica. Como alternativa, las mezclas
racémicas de tales compuestos se pueden separar utilizando, por ejemplo,
cromatografia de columna quiral, agentes de resolucion quiral y similares.

Los materiales de partida para las siguientes reacciones son, por lo general,
compuestos conocidos o se pueden preparar mediante procedimientos conocidos

o modificaciones obvias de estos. Por ejemplo, muchos de los materiales de
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partida se pueden adquirir de proveedores comerciales tales como Aldrich
Chemical Co. (Milwaukee, Wisconsin, EE. UU.), Bachem (Torrance, California, EE.
UU.), Emka- Chemce o Sigma (St. Louis, Missouri, EE. UU.). Otros se pueden
preparar mediante procedimientos, o modificaciones obvias de estos, que se
describen en textos de referencia estandar tales como Fieser and Fieser's
Reagents for Organic Synthesis, Tomos 1-15 (John Wiley, and Sons, 1991),
Rodd's Chemistry of Carbon Compounds, Tomos 1-5 y Suplementos (Elsevier
Science Publishers, 1989), Organic Reactions, Tomos 1-40 (John Wiley, and
Sons, 1991), March's Advanced Organic Chemistry (John Wiley, and Sons, 5.2
Edicion, 2001) y Larock's Comprehensive Organic Transformations (VCH
Publishers Inc., 1989). Los términos “disolvente”, “disolvente organico inerte” o
“disolvente inerte” se refieren a un disolvente inerte en las condiciones de reaccion
gue se estan describiendo junto con él (que incluye, por ejemplo, benceno,
tolueno, acetonitrilo, tetrahidrofurano (“THF”), dimetilformamida (“DMF”),
cloroformo, cloruro de metileno (o diclorometano, “DCM?”), éter dietilico, metanol,
piridina y similares). A menos que se especifique lo contrario, los disolventes
utilizados en las reacciones de la presente divulgacion son disolventes organicos
inertes y las reacciones se llevan a cabo en una atmosfera de gas inerte,
preferentemente argon.

Composiciones farmacéuticas

Los compuestos de la divulgacion se administran habitualmente en forma
de composiciones farmacéuticas. Por tanto, en el presente documento también se
proporcionan composiciones farmacéuticas que contienen uno o mas de los
compuestos de la divulgacion, o una sal, tautomero, estereoisbmero, mezcla de
estereoisdmeros farmacéuticamente aceptable de estos, y uno o mas portadores,
adyuvantes y excipientes farmacéuticamente aceptables.

Los portadores farmacéuticamente aceptables adecuados pueden incluir,
por ejemplo, rellenos y diluyentes solidos inertes, diluyentes, que incluyen solucién
acuosa estéril y diferentes disolventes organicos, potenciadores de la permeacion,

solubilizantes y adyuvantes. Tales composiciones se preparan de un modo muy
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conocido en las técnicas farmacéuticas.

Las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion se pueden
formular especialmente para la administracién en forma soélida o liquida, e incluyen
las adaptadas para lo siguiente: la administracion oral, por ejemplo, formulaciones
de aplicacién directa en la boca (soluciones o suspensiones acuosas 0 no
acuosas), comprimidos, p. €j., los especificos para la absorcion yugal, sublingual y
sistémica, inyecciones intravenosas en embolada, polvos, granulos, pastas para la
aplicacion en la lengua; la administracion parenteral, por ejemplo, mediante
inyeccion subcutanea, intramuscular, intravenosa o epidural como, por ejemplo,
una solucion o suspension estéril, 0 composicion farmacéutica de liberacion
prolongada; la aplicacion topica, por ejemplo, como una crema, pomada, 0 un
espray o parche de liberacidén controlada aplicado a la piel; por via intravaginal o
intrarrectal, por ejemplo, como un 6vulo vaginal, crema o0 espuma; por via
sublingual; por via ocular; por via transdérmica; o por via nasal, pulmonar y a otras
superficies mucosas.

La expresion “farmacéuticamente aceptable” se emplea en el presente
documento para referirse a aguellos compuestos, materiales, composiciones y/o
formas farmacéuticas que son, en el ejercicio de un criterio médico razonable,
adecuados para el uso en contacto con los tejidos de seres humanos y animales
sin provocar excesiva toxicidad, irritacion, respuesta alérgica u otro problema o
complicacion, en consonancia con una relacion de beneficio/riesgo razonable.

La expresion “portador farmacéuticamente aceptable”, como se utiliza en el
presente documento, significa un material, composicion o portador
farmacéuticamente aceptable, tal como un relleno liquido o sélido, diluyente,
excipiente o material encapsulador de disolventes, que participa en el traslado o
transporte del compuesto en cuestion de un érgano o parte del cuerpo a otro
organo o parte del cuerpo. Cada portador debe ser “aceptable” en el sentido de
gue sea compatible con los otros ingredientes de la composicion farmacéutica y no
sea perjudicial para el sujeto. Algunos ejemplos de materiales que pueden servir

como portadores farmacéuticamente aceptables incluyen: azlicares, tales como
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lactosa, glucosa y sacarosa; almidones, tales como almidén de maiz y almidon de
papa; celulosa y sus derivados, tales como carboximetilcelulosa sddica,
etilcelulosa y acetato de celulosa; tensioactivos, tales como polisorbato 80 (es
decir, Tween 80); tragacanto en polvo; malta; gelatina; talco; excipientes, tales
como manteca de cacao y ceras para supositorios; aceites, tales como aceite de
cacahuate, aceite de semilla de algodon, aceite de cartamo, aceite de ajonjoli,
aceite de oliva, aceite de maiz y soya,; glicoles, tales como propilenglicol; polioles,
tales como glicerina, sorbitol, manitol y polietilenglicol; ésteres, tales como oleato
de etilo y laurato de etilo; agar; agentes tamponantes, tales como hidroxido de
magnesio e hidréxido de aluminio; acido alginico; agua apirégena; solucion salina
isotdnica; solucién de Ringer; alcohol etilico; soluciones de pH tamponado;
poliésteres, policarbonatos y/o polianhidridos; y otras sustancias compatibles
atoxicas empleadas en composiciones farmacéuticas. Los ejemplos de estas
composiciones farmacéuticas incluyen, pero no se limitan a, DMSO, DMSO 10
mM, hidroxipropil-beta-ciclodextrina al 8 % en PBS, propilenglicol, etc. Por
ejemplo, en una realizacion determinada, los compuestos de la divulgacion se
pueden utilizar como una solucién 4 mM en hidroxipropil-beta-ciclodextrina al 8 %
en PBS para la administracién parenteral. En otra realizacion determinada, los
compuestos de la divulgacién se pueden utilizar como una suspensién en CMC
acuosa al 0.5 % que contiene un 0.1 % de TWEEN 80.

Como se expone en el presente documento, determinadas realizaciones de
los presentes compuestos pueden contener un grupo funcional basico, tal como
amino o metilamino (NCH3) y son, por tanto, capaces de formar sales
farmaceéuticamente aceptables con acidos farmacéuticamente aceptables. El
término “sales farmacéuticamente aceptables”, a este respecto, se refiere a las
sales de adicién de &cidos organicos e inorganicos, relativamente atoxicas de los
compuestos de la presente divulgacion. Estas sales se pueden preparar in situ en
el portador de administracion o el proceso de fabricacion de la forma farmacéutica,
o haciendo reaccionar por separado un compuesto purificado de la divulgacién en

su forma de base libre con un acido organico o inorganico adecuado y aislando la
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sal formada de este modo durante una purificacion posterior.

También puede haber presentes en las composiciones agentes
humectantes, emulsionantes y lubricantes, tales como laurilsulfato de sodio y
estearato de magnesio, asi como agentes colorantes, agentes de liberacion,
agentes de recubrimiento, edulcorantes, agentes saborizantes y perfumantes,
conservantes y antioxidantes. Los ejemplos de antioxidantes farmacéuticamente
aceptables incluyen: antioxidantes hidrosolubles, tales como acido ascorbico,
clorhidrato de cisteina, bisulfato de sodio, metabisulfito de sodio, sulfito de sodio y
similares; antioxidantes solubles en aceite, tales como palmitato de ascorbilo,
hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT), lecitina, galato de
propilo, alfa-tocoferol y similares; y agentes quelantes de metales, tales como
acido citrico, acido etilendiaminatetraacético (EDTA), sorbitol, acido tartarico, acido
fosforico y similares.

Las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion incluyen las
adecuadas para la administracion oral, nasal, topica (que incluye yugal y
sublingual), rectal, vaginal y/o parenteral. Las composiciones farmacéuticas
pueden presentarse convenientemente en forma farmacéutica unitaria y pueden
prepararse mediante cualesquiera métodos muy conocidos en la técnica de la
farmacia. La cantidad del compuesto activo que se puede combinar con un
material portador para producir una forma farmacéutica Unica variara dependiendo
del receptor que se esté tratando, el modo de administracién particular. La
cantidad de compuesto activo que se puede combinar con un material portador
para producir una forma farmacéutica Unica serd, por lo general, la cantidad del
compuesto que produce un efecto terapéutico. En general, esta cantidad variara
de aproximadamente el 1 % a aproximadamente el 99 % del compuesto activo,
preferentemente de aproximadamente el 5 % a aproximadamente el 70 %, con la
mayor preferencia de aproximadamente el 10 % a aproximadamente el 30 %. En
determinadas realizaciones, una composicion farmacéutica de la presente
divulgacién comprende una o mas de ciclodextrinas, liposomas, agentes

formadores de micelas, p. €j., &cidos biliares y portadores poliméricos, p. €j.,
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poliésteres y polianhidridos; y un compuesto de la presente divulgacion. En
determinadas realizaciones, una composicion farmacéutica mencionada
anteriormente convierte un compuesto de la presente divulgacion en biodisponible
por via oral.

Los métodos de preparacion de estas composiciones farmacéuticas
incluyen el paso de asociar un compuesto de la presente divulgacion con el
portador y, opcionalmente, uno 0 mas ingredientes secundarios. En general, las
composiciones farmacéuticas se preparan asociando de forma uniforme e intima
un compuesto de la presente divulgacion con portadores liquidos o portadores
sélidos finamente divididos, o ambos y, después, si procede, moldeando el
producto. Las composiciones farmacéuticas de la divulgacion adecuadas para la
administracion oral pueden estar en forma de cdpsulas, sobres, pildoras,
comprimidos, pastillas para chupar (utilizando una base con sabor, habitualmente
sacarosa y goma arabiga o tragacanto), polvos, granulos, o como una solucién o
una suspension en un liquido acuoso o no acuoso, 0 como una emulsion de aceite
en agua o agua en aceite, 0 como un elixir o jarabe, o como pastillas (utilizando
una base inerte, tal como gelatina y glicerina o sacarosa y goma arabiga), y/o
como enjuagues bucales y similares, conteniendo cada uno una cantidad
predeterminada de un compuesto de la presente divulgacién como un compuesto
activo. Un compuesto de la presente divulgacion también se puede administrar
CcOmo una inyeccion intravenosa en embolada, electuario o pasta.

En formas farmacéuticas sélidas de la divulgacion para la administracion
oral (capsulas, comprimidos, pildoras, grageas, polvos, granulos y similares), el
compuesto activo se mezcla con uno o mas portadores farmacéuticamente
aceptables, tales como citrato de sodio o fosfato dicélcico y/o cualquiera de los
siguientes: rellenos o expansores, tales como almidones, lactosa, sacarosa,
glucosa, manitol y/o &cido silicico; aglutinantes, tales como, por ejemplo,
carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidona, sacarosa y/o goma
arabiga; humectantes, tales como glicerol; agentes disgregantes, tales como agar,

carbonato de calcio, almidon de papa o tapioca, &cido alginico, determinados
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silicatos y carbonato de sodio; agentes retardantes de la disolucion, tales como
parafina; aceleradores de la absorcion, tales como compuestos de amonio
cuaternario; agentes humectantes, tales como, por ejemplo, alcohol cetilico,
monoestearato de glicerol y tensioactivos no iénicos; absorbentes, tales como
caolin y arcilla bentonitica; lubricantes, tales como talco, estearato de calcio,
estearato de magnesio, polietilenglicoles solidos, laurilsulfato de sodio y mezclas
de estos; y agentes colorantes. En el caso de capsulas, comprimidos y pildoras,
las composiciones farmacéuticas también pueden comprender agentes
tamponantes. Las composiciones solidas de un tipo similar también pueden
emplearse como rellenos en capsulas con cubierta de gelatina dura y blanda
utilizando excipientes tales como lactosa o azucares de la leche, asi como
polietilenglicoles de alto peso molecular y similares.

Un comprimido puede prepararse mediante compresion o moldeo,
opcionalmente con uno o mas ingredientes secundarios. Los comprimidos
preparados por compresion se pueden preparar utilizando un aglutinante (por
ejemplo, gelatina o hidroxipropilmetilcelulosa), lubricante, diluyente inerte,
conservante, disgregante (por ejemplo, glicolato de almidén sodico o
carboximetilcelulosa sédica reticulada), agente tensioactivo o dispersante. Los
comprimidos moldeados se pueden preparar en una maquina adecuada en la que
se humedece una mezcla del compuesto en polvo con un diluyente liquido inerte.

Los comprimidos y otras formas farmacéuticas sélidas de las
composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion, tales como grageas,
capsulas, pildoras y granulos, se pueden ranurar o preparar opcionalmente con
recubrimientos y cubiertas, tales como recubrimientos entéricos y otros
recubrimientos muy conocidos en las técnicas de formulacién farmacéutica.
También se pueden formular para proporcionar la liberacion lenta o controlada del
compuesto activo que contienen utilizando, por ejemplo, hidroxipropilmetilcelulosa
en diferentes proporciones para proporcionar el perfil de liberacion deseado, otras
matrices poliméricas, liposomas y/o microesferas. Se pueden formular para la

liberacion rapida, p. €j., liofilizadas. Se pueden esterilizar mediante, por ejemplo,
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filtracion a través de un filtro de retencion bacteriana o incorporando agentes
esterilizantes en forma de composiciones solidas estériles que pueden disolverse
en agua estéril o algan otro medio inyectable estéril justo antes de su uso. Estas
composiciones también pueden contener opcionalmente agentes opacificantes y
pueden tener una composicion tal que liberen el compuesto o compuestos activos
solo o preferentemente, en una parte determinada del tubo digestivo,
opcionalmente, de una manera retardada. Los ejemplos de composiciones de
inclusién que se pueden utilizar incluyen sustancias poliméricas y ceras. El
compuesto activo también puede estar en forma microencapsulada, si procede,
con uno o mas de los excipientes descritos anteriormente.

Las formas farmacéuticas liquidas para la administracion oral de los
compuestos de la divulgacion incluyen emulsiones, microemulsiones, soluciones,
suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables. Ademas del
compuesto activo, las formas farmacéuticas liquidas pueden contener diluyentes
inertes de uso comun en la técnica, tales como, por ejemplo, agua u otros
disolventes, agentes solubilizantes y emulsionantes, tales como alcohol etilico,
alcohol isopropilico, carbonato de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico,
benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-butilenglicol, aceites (en particular, aceites
de semilla de algodén, mani, maiz, germen, oliva, ricino y ajonjoli), glicerol, alcohol
tetrahidrofurilico, polietilenglicoles y ésteres de acidos grasos de sorbitan, y
mezclas de estos.

A parte de diluyentes inertes, las composiciones orales también pueden
incluir adyuvantes tales como agentes humectantes, agentes emulsionantes y de
suspension, agentes edulcorantes, saborizantes, colorantes, perfumantes y
conservantes.

Las suspensiones, ademas de los compuestos activos, pueden contener
agentes de suspension como, por ejemplo, alcoholes isoestearilicos etoxilados,
ésteres de sorbitol y sorbitan polioxietilenados, celulosa microcristalina,
metahidroxido de aluminio, bentonita, agar y tragacanto, y mezclas de estos.

Las composiciones farmacéuticas de la divulgacién para la administracion
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rectal o vaginal se pueden presentar como un supositorio u 6vulo vaginal que se
puede preparar mezclando uno o0 mas compuestos de la divulgaciéon con uno o
mas portadores o excipientes no irritantes adecuados que comprenden, por
ejemplo, manteca de cacao, polietilenglicol, una cera para supositorios o un
salicilato, y que es solido a temperatura ambiente, pero liquido a la temperatura
corporal y, por lo tanto, se derretir4 en el recto o la cavidad vaginal y liberara el
compuesto activo.

Las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion que son
adecuadas para la administracion vaginal también incluyen évulos vaginales,
tampones, cremas, geles, pastas, espumas o esprais que contienen portadores
tales como los que se sabe en la técnica que son apropiados.

Las formas farmacéuticas para la administracion topica o transdérmica de
un compuesto de esta divulgacion incluyen polvos, esprais, pomadas, pastas,
cremas, lociones, geles, soluciones, parches e inhalatorios. El compuesto activo
se puede mezclar en condiciones estériles con un portador farmacéuticamente
aceptables y con cualesquiera conservantes, tampones o propulsores que se
puedan necesitar.

Las pomadas, pastas, cremas y geles pueden contener, ademas de un
compuesto activo de esta divulgacion, excipientes, tales como grasas de origen
animal o vegetal, aceites, ceras, parafinas, almidén, tragacanto, derivados de
celulosa, polietilenglicoles, siliconas, bentonitas, acido silicico, talco y 6xido de
cinc, o mezclas de estos.

Los polvos y espréis pueden contener, ademas de un compuesto de esta
divulgacion, excipientes tales como lactosa, talco, acido silicico, hidroxido de
aluminio, silicatos de calcio y poliamida en polvo, 0 mezclas de estas sustancias.
Los esprais pueden contener adicionalmente propulsores habituales, tales como
clorofluorohidrocarburos e hidrocarburos no sustituidos volatiles, tales como
butano y propano.

Los parches transdérmicos tienen la ventaja afiadida de proporcionar el

suministro controlado de un compuesto de la presente divulgacion al cuerpo. Se
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pueden preparar tales formas farmacéuticas disolviendo o dispersando el
compuesto en el medio apropiado. También se pueden utilizar potenciadores de la
absorcién para aumentar el flujo del compuesto a través de la piel. Se puede
controlar la velocidad de tal flujo ya sea proporcionando una membrana que
controle la velocidad o dispersando el compuesto en una matriz polimérica o gel.

También se contempla que estan dentro del alcance de esta divulgacion las
composiciones farmacéuticas oftalmicas, pomadas oftdlmicas, polvos, soluciones
y similares. Las composiciones farmacéuticas de esta divulgacion adecuadas para
la administracién parenteral comprenden uno o0 mas compuestos de la divulgacion
en combinacién con una o mas soluciones, dispersiones, suspensiones o
emulsiones acuosas 0 no acuosas isotonicas estériles farmacéuticamente
aceptables, o polvos estériles que pueden reconstituirse en forma de soluciones o
dispersiones inyectables estériles justo antes de su uso, que pueden contener
azucares, alcoholes, antioxidantes, tampones, bacteriostaticos, solutos que
convierten la composicion farmacéutica en isotonica con la sangre del receptor
previsto, 0 agentes de suspension o espesantes.

Los ejemplos de portadores acuosos y no acuosos adecuados que pueden
emplearse en las composiciones farmacéuticas de la divulgacion incluyen agua,
etanol, polioles (tales como glicerol, propilenglicol, polietilenglicol y similares) y
mezclas adecuadas de estos, aceites vegetales, tales como aceite de oliva 'y
ésteres organicos inyectables, tales como oleato de etilo. Puede mantenerse la
fluidez apropiada, por ejemplo, mediante el uso de materiales de recubrimiento
tales como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido
en el caso de las dispersiones y mediante el uso de tensioactivos.

Estas composiciones también pueden contener adyuvantes tales como
conservantes, agentes humectantes, agentes emulsionantes y agentes
dispersantes. La prevencion de la accion de microorganismos sobre los
compuestos en cuestion puede garantizarse mediante la inclusion de diversos
agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabeno, clorobutanol, acido

fenilsorbico y similares. También puede ser deseable incluir agentes isotonicos,
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tales como azUlcares, cloruro de sodio y similares, en las composiciones. Ademas,
se puede lograr una absorcion prolongada de la forma farmacéutica inyectable
mediante la inclusion de agentes que retrasan la absorcion tales como
monoestearato de aluminio y gelatina.

En algunos casos, a fin de prolongar el efecto de un farmaco, es deseable
ralentizar la absorcién del farmaco desde la inyeccion subcutanea o intramuscular.
Esto se puede conseguir mediante el uso de una suspension liquida de un
material cristalino o amorfo con una hidrosolubilidad baja. La velocidad de
absorcion del farmaco depende entonces de su velocidad de disolucién, que, a su
vez, puede depender del tamafio de los cristales y la forma cristalina. Como
alternativa, la absorcion retardada de una forma farmacéutica administrada por via
parenteral se consigue disolviendo o suspendiendo el farmaco en un portador
oleoso.

Las formas inyectables de liberacion prolongada se preparan formando
matrices microencapsuladas de los compuestos en cuestion en polimeros
biodegradables tales como polilactido-poliglicélido. En funcion de la relacion de
farmaco respecto a polimero y la naturaleza del polimero particular empleado, se
puede controlar la velocidad de liberacion del farmaco. Los ejemplos de otros
polimeros biodegradables incluyen poli(ortoésteres) y poli(anhidridos). También se
preparan composiciones farmacéuticas inyectables de liberacién prolongada
atrapando el farmaco en liposomas o microemulsiones, que son compatibles con
el tejido corporal.

Usos terapéuticos

En otras realizaciones, en el presente documento se proporciona un método
de tratamiento de una enfermedad o trastorno mediado por la proteina--cinasa 1
gue interacciona con receptores. El método incluye administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto o composicion farmacéutica como se
describe en el presente documento a un sujeto que lo necesita. En algunas
realizaciones, la enfermedad o trastorno mediado por la proteina--cinasa 1 que

interacciona con receptores es traumatismo, isquemia, accidente cerebrovascular,
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infarto de miocardio, infeccion, enfermedad de Gaucher, enfermedad de Krabbe,
sepsis, sindrome inflamatorio de respuesta sistémica (SIRS), enfermedad de
Parkinson, enfermedad de Alzheimer, esclerosis lateral amiotrofica, enfermedad
de Huntington, demencia asociada al VIH, enfermedad retiniana degenerativa,
glaucoma, degeneracion macular senil, artritis reumatoide, dermopatias
inflamatorias no contagiosas (DInc) tales como psoriasis o0 dermatitis atopica,
artropatia psoriasica o enfermedad intestinal inflamatoria.

El término “traumatismo”, como se utiliza en el presente documento, se
refiere a cualquier dafio fisico al cuerpo causando por violencia, accidente,
fractura, etc. El término “isquemia” se refiere a un trastorno cardiovascular
caracterizado por un estado de oxigeno bajo normalmente debido a la obstruccién
del riego sanguineo arterial o una circulacién sanguinea inadecuada que conduce
a hipoxia en el tejido. El término “accidente cerebrovascular’ se refiere a trastornos
cardiovasculares provocados por un trombo o hemorragia en el cerebro, que se
debe la mayoria de las veces a una interrupcion de la circulacion sanguinea en el
cerebro como consecuencia del trombo que bloquea un vaso sanguineo y, en
determinadas realizaciones de la divulgacion, el termino accidente cerebrovascular
se refiere a accidente cerebrovascular isquémico o accidente cerebrovascular
hemorragico. El término “infarto de miocardio” se refiere a un trastorno
cardiovascular caracterizado por necrosis localizada como resultado de la
obstruccion del riego sanguineo.

Los métodos descritos en el presente documento pueden aplicarse a
poblaciones de células in vivo o ex vivo. “In vivo” significa dentro de un individuo
vivo, como dentro de un animal o ser humano. En este contexto, los métodos
descritos en el presente documento se pueden utilizar terapéuticamente en un
individuo. “Ex vivo” significa fuera de un individuo vivo. Los ejemplos de
poblaciones de células ex vivo incluyen cultivos de células in vitro y muestras
bioldgicas que incluyen muestras de tejidos o liquidos obtenidas a partir de los
individuos.

Tales muestras se pueden obtener mediante los métodos muy conocidos en
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la técnica. Las muestras de liquidos biolégicos a modo de ejemplo incluyen
sangre, liquido cefalorraquideo, orina y saliva. En este contexto, los compuestos y
las composiciones que se describen en el presente documento se pueden utilizar
con diversos fines, que incluyen fines terapéuticos y experimentales. Por ejemplo,
los compuestos y las composiciones que se describen en el presente documento
se pueden utilizar ex vivo para determinar el programa y/o la pauta de
administracion de un compuesto de la presente divulgacion éptimos para una
indicacién, tipo de célula, individuo y otros parametros dados. La informacion
recopilada de tal uso se puede utilizar con fines experimentales o en el ambito
clinico para establecer protocolos para el tratamiento in vivo. Otros usos ex vivo
para los que pueden ser idéneos los compuestos y las composiciones que se
describen en el presente documento se describen mas adelante o seran evidentes
para los expertos en la técnica. Los compuestos seleccionados se pueden
caracterizar ademas para estudiar la dosificacion de seguridad o tolerancia en
sujetos humanos o no humanos. Tales propiedades se pueden estudiar utilizando
métodos que los expertos en la técnica normalmente conocen.

Los experimentos con modelos en animales nuligénicos y Necrostatina 1,
un inhibidor de la proteina--cinasa 1 que interacciona con receptores, han
demostrado la efectividad de la inhibicion de la proteina--cinasa 1 que interacciona
con receptores en la proteccién de tejidos frente a enfermedades intestinales
inflamatorias (p. €j., colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn), dermopatias
inflamatorias no contagiosas (DInc) tales como psoriasis o dermatitis atopica,
necrosis de los fotorreceptores inducida por desprendimiento de la retina, retinosis
pigmentaria, pancreatitis aguda inducida por ceruleina y sepsis/sindrome
inflamatorio de respuesta sistémica (SIRS), y el alivio de la lesion cerebral
isquémica, dafio de la retina por reperfusién/isquemia, enfermedad de Huntington,
dafio renal por reperfusion/isquemia, lesion renal inducida por cisplatino,
traumatismo craneoencefalico, neoplasias hematicas y de érganos solidos,
infecciones bacterianas e infecciones viricas (p. €j., tuberculosis y gripe o CoV-

SRAG) y tesaurismosis lisosémicas. Los inhibidores de la proteina:-cinasa 1 que
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interacciona con receptores de la presente divulgacion sugieren, por lo tanto, que
tanto la inflamacion motivada por la cinasa RIPK1 como la muerte celular son
factores clave contribuyentes al sindrome inflamatorio de respuesta sistémica
(SIRS). También se justifica que la permeabilidad vascular y la disfuncion
endotelial contribuyen a SIRS/choque y letalidad. Los inhibidores de la
proteina:-cinasa 1 que interacciona con receptores de la presente divulgacion son,
por lo tanto, utiles para tratar enfermedades y afecciones mediadas por la
proteina--cinasa 1 que interacciona con receptores que incluyen, pero no se
limitan a, enfermedades o trastornos inflamatorios, enfermedades celulares
necroticas, enfermedades neurodegenerativas, enfermedades del sistema
nervioso central (SNC), enfermedades oculares, infecciones y neoplasias
malignas. En determinadas realizaciones, los inhibidores de la proteina--cinasa 1
gue interacciona con receptores descritos en el presente documento pueden
inhibir la inflamacién, proteger tejidos o células frente al dafio o la muerte celular
no deseada (p. €j., hecrosis 0 apoptosis), mejorar sintomas y mejorar la respuesta
inmunitaria o funcién neuronal en un sujeto que padece cualquiera de las
enfermedades o afecciones profesionales. Ademas, los compuestos pueden ser
adecuados para el tratamiento de enfermedades de origen inmunitario, tales
como, pero sin limitarse a, enfermedades alérgicas, enfermedades
autoinmunitarias, y la prevencion del rechazo de trasplante.

En el presente documento se proporcionan compuestos y compaosiciones
para el uso en medicina. En determinadas realizaciones, los compuestos y las
composiciones son para el uso en el tratamiento de una enfermedad o trastorno
mediado por la proteina--cinasa 1 que interacciona con receptores. También se
proporciona un método de tratamiento de una enfermedad o trastorno mediado por
la proteina:--cinasa 1 que interacciona con receptores que comprende administrar
una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto o composicion
farmacéutica que se divulga en el presente documento a un sujeto que lo necesita.
En determinadas realizaciones, la enfermedad o trastorno es una enfermedad

inflamatoria asociada con SNP de A20.
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A continuacion se describen diversas enfermedades y trastornos
especificos. En determinadas realizaciones, la enfermedad o trastorno es
enterocolitis necrotizante, esclerosis tuberosa, enfermedad de Tangier, sindrome
de WohIiman, enfermedad intestinal inflamatoria, enfermedad de Crohn, colitis
ulcerosa, dermopatias inflamatorias no contagiosas (DInc) tales como psoriasis o
dermatitis atopica, desprendimiento de retina, retinosis pigmentaria, degeneracion
macular, pancreatitis (p. ej., pancreatitis aguda), dermatitis de interfase (p. €j.,
lupus eritematoso cutaneo, liquen plano, liquen plano pilar, necrélisis epidérmica
téxica (NET), sindrome de Stevens-Johnson, enfermedad de injerto contra
huésped (EICH), alopecia areata, vitiligo), dermatitis atopica, artritis reumatoide,
espondiloartritis, gota, AlJS, lupus eritematoso sistémico, sindrome de Sjogren,
esclerodermia generalizada, sindrome antifosfolipidico, vasculitis, artrosis,
esteatohepatitis no alcohdlica, esteatohepatitis alcohdlica, hepatitis autoinmunitaria
enfermedades hepatobiliares autoinmunitarias, colangitis esclerosante primaria,
nefritis, celiaquia, PTI autoinmunitaria, rechazo de trasplante, dafio de érganos
sélidos por reperfusién/isquemia, sepsis, sindrome inflamatorio de respuesta
sistémica (SIRS), accidente cerebrovascular, infarto de miocardio, enfermedad de
Huntington, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedades
alérgicas, asma, dermatitis atdpica, esclerosis multiple, diabetes de tipo 1,
granulomatosis de Wegener, sarcoidosis pulmonar, enfermedad de Behcet,
sindrome febril asociado con la enzima convertidora de interleucina-1, enfermedad
pulmonar obstructiva cronica, sindrome periddico asociado al receptor del factor
de necrosis tumoral, periodontitis, infeccion bacteriana, infeccion por estafilococos,
infeccion por micobacterias, retinosis pigmentaria, gripe, sindrome respiratorio
agudo grave (SRAG), sindrome respiratorio de Oriente Medio (SROM), sindrome
de dificultad respiratoria aguda (SDRA), rechazo de trasplante, quemaduras o
hipoxia. En determinadas realizaciones, la enfermedad o trastorno es traumatismo,
isquemia, accidente cerebrovascular, infarto de miocardio, infeccion, tesaurismosis
lisosdmica, enfermedad de Niemann-Pick, enfermedad de Gaucher, enfermedad

de Krabbe, sepsis, sindrome inflamatorio de respuesta sistémica (SIRS),
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enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, esclerosis lateral amiotréfica
(ELA/enfermedad de Lou Gehrig), enfermedad de Huntington, demencia asociada
al VIH, encefalopatia, enfermedad retiniana degenerativa, glaucoma,
degeneracion macular senil, artritis reumatoide, dermopatias inflamatorias no
contagiosas (DInc) tales como psoriasis 0 dermatitis atopica, artropatia psoriasica
o enfermedad intestinal inflamatoria.

En determinadas realizaciones, la enfermedad es la enterocolitis
necrotizante, esclerosis tuberosa, enfermedad de Tangier, sindrome de Wohlman,
enfermedad intestinal inflamatoria, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa,
psoriasis, desprendimiento de retina, retinosis pigmentaria, degeneracion macular,
pancreatitis (p. ej., pancreatitis aguda), dermatitis atopica, artritis reumatoide,
artropatia psoriasica, espondiloartritis, gota, AlJS, lupus eritematoso sistémico,
sindrome de Sjogren, esclerodermia generalizada, sindrome antifosfolipidico,
vasculitis, artrosis, esteatohepatitis no alcohdlica, esteatohepatitis alcohdlica,
hepatitis autoinmunitaria enfermedades hepatobiliares autoinmunitarias, colangitis
esclerosante primaria, nefritis, celiaquia, PTI autoinmunitaria, rechazo de
trasplante, isquemia, dafio de érganos sélidos por reperfusion/isquemia, isquemia
cerebral, sepsis, sindrome inflamatorio de respuesta sistémica, accidente
cerebrovascular, infarto de miocardio, enfermedad de Huntington, enfermedad de
Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedades alérgicas, asma, dermatitis
atopica, esclerosis multiple, diabetes de tipo 1, granulomatosis de Wegener,
sarcoidosis pulmonar, enfermedad de Behget, sindrome febril asociado con la
enzima convertidora de interleucina-1, enfermedad pulmonar obstructiva crénica,
sindrome periédico asociado al receptor del factor de necrosis tumoral,
periodontitis, infeccién, infeccién bacteriana, infeccién por estafilococos, infeccién
por micobacterias, gripe, rechazo de trasplante, quemaduras, hipoxia,
traumatismo, accidente cerebrovascular, infarto de miocardio, tesaurismosis
lisosomica, enfermedad de Niemann-Pick, enfermedad de Gaucher, enfermedad
de Krabbe, esclerosis lateral amiotrofica (ELA/enfermedad de Lou Gehrig),

demencia asociada al VIH, encefalopatia, enfermedad degenerativa retiniana,
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glaucoma, degeneracion macular senil, ataxia de Friedreich, enfermedad de
cuerpos de Lewy, neuropatia diabética, enfermedades poliglutaminicas (poliQ),
enfermedad de Fahr, enfermedad de Menke, enfermedad de Wilson, un trastorno
pridnico, ateroesclerosis, sindrome de Guillain-Barré, polineuropatia
desmielinizante inflamatoria cronica, trastorno depresivo mayor, trastorno bipolar,
deliro, deterioro cognitivo posoperatorio, autismo, esquizofrenia, hidrosadenitis
supurativa o incontinencia pigmentaria.

En determinadas realizaciones, la enfermedad o trastorno es la enfermedad
de Alzheimer, ELA, ataxia de Friedreich, enfermedad de Huntington, enfermedad
de cuerpos de Lewy, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington,
esclerosis multiple, neuropatia diabética, enfermedades poliglutaminicas (poliQ),
accidente cerebrovascular, enfermedad de Fahr, enfermedad de Menke,
enfermedad de Wilson, isquemia cerebral, tesaurismosis lisosémica o un trastorno
pridnico. En determinadas realizaciones, la enfermedad es ELA. En determinadas
realizaciones, la enfermedad es enfermedad de Alzheimer. En determinadas
realizaciones, la enfermedad es tesaurismosis lisosémica. En determinadas
realizaciones, la enfermedad es enfermedad de Parkinson. En determinadas
realizaciones, el trastorno es una enfermedad isquémica de 6rganos que incluyen,
pero no se limitan a, el cerebro, corazon, rifién e higado. En algunas realizaciones
diferentes, el trastorno es un trastorno ocular tal como enfermedad degenerativa
retiniana, glaucoma o degeneracion macular senil. En algunas realizaciones
diferentes, el trastorno es un trastorno del sistema nervioso central (SNC).

En determinadas realizaciones, se proporciona un método de tratamiento
de la artritis reumatoide (véanse Lawlor KE, et al., Nat Commun. 2015, 6282; Lee
SH, et al., Sci Rep., 7, 2017, 10133), artritis idiopatica juvenil sistémica (AlJS),
espondiloartritis, artrosis, dermopatias inflamatorias no contagiosas (DInc) tales
como psoriasis o dermatitis atopica, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa o
esclerosis multiple, que comprende administrar una cantidad terapéuticamente
eficaz de un compuesto como los que se proporcionan en el presente documento

a un sujeto que lo necesita. En determinadas realizaciones, se proporciona un
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meétodo de tratamiento de la hepatitis autoinmunitaria, ateroesclerosis, dermatosis
neutrofilica o una enfermedad rara inducida por mutaciones en A20, NEMO y/o
LUBAC, que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un
compuesto de la divulgaciéon a un sujeto que lo necesita.

En determinadas realizaciones, los compuestos y las composiciones son
Gtiles para tratar dermopatias inflamatorias no contagiosas (DInc) tales como
psoriasis o dermatitis atopica.

En determinadas realizaciones, el trastorno es una enfermedad inflamatoria
de los intestinos tal como la enfermedad de Crohn o la colitis ulcerosa (ambas
conocidas en conjunto, en general, como enfermedad intestinal inflamatoria, Ell).
Sin desear cefiirse a ninguna teoria, se cree que la inhibicion de la
proteina:--cinasa 1 que interacciona con receptores mediante los compuestos
divulgados en el presente documento es responsable, al menos en parte, de su
actividad antinflamatoria. Por consiguiente, las realizaciones de la divulgacion
también incluyen métodos para inhibir la proteina:-cinasa 1 que interacciona con
receptores, ya sea in vitro o en un sujeto que lo necesita, el método comprende
poner en contacto una proteina--cinasa 1 que interacciona con receptores con un
compuesto divulgado en el presente documento. En algunas de estas
realizaciones, la inhibicion de la proteina--cinasa 1 que interacciona con
receptores es eficaz para bloguear (en parte o por completo) la liberacion de
mediadores inflamatorios tales como TNF y/o IL6.

Dondelinger et al., Molecular Cell 60, 1 de octubre de 2015, paginas 63-76,
reporta que el mecanismo molecular que regula la contribucién de RIPK1 a la
muerte celular se comprende bastante menos. Se muestra que el complejo de
IKK, que incluye NEMO/IKKYy, regula negativamente la activacion de RIPK1 en el
complejo | de TNFR1 por fosforilacion y protege las células frente a la muerte
dependiente de la cinasa RIPK1, con independencia de su funcion en la activacion
de NF-kB.

Dirk A. Ridder et al., J Exp Med (2015) 212 (10): 1529-1549 muestra que la

delecion de NEMO o Takl en células endoteliales cerebrales en ratones conduce
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a un fenotipo reminiscente de sintomas neurolégicos asociados con IP

Smabhi A, et al., “Genomic rearrangement in NEMO impairs NF-kB activation
and is a cause of incontinentia pigmenti. The International Incontinentia Pigmenti
(IP) Consortium”. Nature. 2000; 405:466—72.

También se proporciona una vision general sobre la IP en Fusco et al.,
Orphanet Journal of Rare Diseases 2014, 9:93.

La incontinencia pigmentosa (IP) es una afeccion genética que afecta a la
piel y otros sistemas corporales. Los sintomas cutdneos cambian con el tiempo y
comienzan con un exantema ampolloso en la infancia, seguido de lesiones
cutaneas verrugosas. Las lesiones se transforman en maculas grises o pardas
espirales, y después maculas claras espirales en la edad adulta. Otros signos y
sintomas pueden incluir la caida del cabello, dientes pequefios 0 ausencia de
dientes, anomalias oculares que pueden conducir a la pérdida de vision y ufias
picadas o estriadas. La mayoria de las personas con IP tienen una inteligencia
normal, pero algunas tienen retraso del desarrollo, discapacidad intelectual,
convulsiones y/u otros problemas neurolégicos. La IP se debe a mutaciones en el
gen de IKBKG y se hereda de una manera dominante ligada al cromosoma X.

En otra realizacion, los compuestos de formula | y las composiciones son
utiles para tratar la incontinencia pigmentosa.

Enfermedades o trastornos inflamatorios

Los inhibidores de la proteina--cinasa 1 que interacciona con receptores
descritos en el presente documento se pueden utilizar para tratar enfermedades y
trastornos inflamatorios. Las enfermedades y trastornos inflamatorios normalmente
presentan niveles altos de inflamacion en los tejidos conjuntivos o degeneracion
de estos tejidos.

Los ejemplos no limitantes de enfermedades y trastornos inflamatorios
incluyen la enfermedad de Alzheimer, espondilitis anquilosante, artritis que incluye
artrosis, artritis reumatoide (AR), dermopatias inflamatorias no contagiosas (DInc)
tales como psoriasis 0 dermatitis atopica, asma, aterosclerosis, enfermedad de

Crohn, colitis, dermatitis, diverticulitis, fioromialgia, hepatitis, sindrome del intestino
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irritable (SII), enfermedad intestinal inflamatoria (Ell), lupus eritematoso sistémico
(LES), nefritis, enfermedad de Parkinson y colitis ulcerosa. En determinadas
realizaciones, los compuestos y las composiciones de la presente divulgacion son
Gtiles para tratar un trastorno autoinmunitario, tal como la artritis reumatoide,
psoriasis, artropatia psoriasica, encefalitis, rechazo de injerto, enfermedades
tiroideas autoinmunitarias (tales como la enfermedad de Graves y la tiroiditis de
Hashimoto), uveorretinitis autoinmunitaria, arteritis gigantocelular, enfermedades
intestinales inflamatorias (que incluyen la enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa,
enteritis regional, enteritis granulomatosa, ileitis distal, ileitis regional e ileitis
terminal), diabetes mellitus de tipo 1, esclerosis multiple, anemia perniciosa,
sarcoidosis, esclerodermia y lupus eritematoso sistémico. En una realizacién, los
inhibidores de la proteina--cinasa 1 que interacciona con receptores descritos en
el presente documento son utiles para tratar la encefalitis autoinmunitaria. En
determinadas realizaciones, los compuestos y las composiciones son Utiles para
tratar la artritis reumatoide (AR). En determinadas realizaciones, los compuestos y
las composiciones son Utiles para tratar la colitis ulcerosa. En determinadas
realizaciones, los compuestos y las composiciones son utiles para tratar
dermopatias inflamatorias no contagiosas (DInc) tales como psoriasis o dermatitis
atopica.

En determinadas realizaciones, el trastorno es una enfermedad inflamatoria
de los intestinos tal como la enfermedad de Crohn o la colitis ulcerosa (ambas
conocidas en conjunto, en general, como enfermedad intestinal inflamatoria). En
determinadas realizaciones, el mamifero es un sujeto que es un primate, perro o
gato. En determinadas realizaciones, el mamifero es un sujeto humano. Sin
desear ceiiirse a ninguna teoria, se cree que la inhibicién de la proteina--cinasa 1
gue interacciona con receptores mediante los compuestos divulgados en el
presente documento es responsable, al menos en parte, de su actividad
antinflamatoria.

Por consiguiente, las realizaciones de la divulgacién también incluyen

métodos para inhibir la proteina--cinasa 1 que interacciona con receptores, ya sea
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in vitro o en un sujeto que lo necesita, el método comprende poner en contacto
una proteina--cinasa 1 que interacciona con receptores con un compuesto
divulgado en el presente documento. En algunas de estas realizaciones, la
inhibicion de la proteina--cinasa 1 que interacciona con receptores es eficaz para
bloquear (en parte o por completo) la liberaciébn de mediadores inflamatorios tales
como TNF y/o IL6.

En otra realizacion, los inhibidores de la proteina--cinasa 1 que interacciona
con receptores descritos en el presente documento se pueden utilizar para tratar
enfermedades y trastornos inflamatorios como la artritis reumatoide (AR),
psoriasis, enfermedad intestinal inflamatoria (EIl) como la enfermedad de Crohn o
colitis ulcerosa.

En otra realizacidn, los inhibidores de la proteina--cinasa 1 que interacciona
con receptores descritos en el presente documento se pueden utilizar para tratar la
dermatitis de interfase como el lupus eritematoso cutaneo (LEC), liquen plano
(LP), necrdlisis epidérmica toxica (NET) o sindrome de Stevens—Johnson (SSJ).

En otra realizacion, los inhibidores de la proteina--cinasa 1 que interacciona
con receptores descritos en el presente documento se pueden utilizar para tratar la
hiperinflamacion durante una infeccidn virica como la enfermedad coronavirica de
2019 (COVID-19), sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA), sindrome
inflamatorio de respuesta sistémica (SIRS).

En otra realizacion, los inhibidores de la proteina--cinasa 1 que interacciona
con receptores descritos en el presente documento se pueden utilizar para tratar la
enfermedad coronavirica de 2019 (COVID-19).

En otra realizacion, los inhibidores de la proteina--cinasa 1 que interacciona
con receptores descritos en el presente documento se pueden utilizar para tratar
enfermedades respiratorias como la gripe (p. €j., gripe porcina, H7N9), sindrome
respiratorio agudo grave (SRAG), sindrome respiratorio de Oriente Medio (SROM),
virus respiratorio sincicial (VRS) o bronquiolitis).

Enfermedades celulares necroticas

Los compuestos descritos en el presente documento se pueden utilizar para
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el tratamiento de enfermedades/trastornos provocados por o bien asociados con la
necrosis celular. En particular, la divulgacion proporciona métodos para prevenir o
tratar un trastorno asociado con la necrosis celular en un mamifero que
comprenden el paso de administrar a dicho mamifero una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto o composicion que se describe en el
presente documento. El término “enfermedad celular necrética” se refiere a
enfermedades asociadas con o provocadas por la necrosis celular, por ejemplo,
traumatismo, isquemia, accidente cerebrovascular, infarto de miocardio, infeccion,
enfermedad de Gaucher, enfermedad de Krabbe, sepsis, sindrome inflamatorio de
respuesta sistémica (SIRS), enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer,
esclerosis lateral amiotréfica, enfermedad de Huntington, demencia asociada al
VIH, enfermedad retiniana degenerativa, glaucoma, degeneracion macular senil,
artritis reumatoide, dermopatias inflamatorias no contagiosas (DInc) tales como
psoriasis o dermatitis atdpica, artropatia psoriasica o enfermedad intestinal
inflamatoria.

Las enfermedades celulares necroticas pueden ser enfermedades agudas
tales como traumatismo, isquemia, accidente cerebrovascular, infarto de
miocardio, choque toxico inducido por la toxina letal del carbunco, sepsis,
sindrome inflamatorio de respuesta sistémica (SIRS), muerte celular inducida por
LPS y muerte de linfocitos T inducida por VIH que conduce a inmunodeficiencia.
En determinadas realizaciones, el trastorno es una enfermedad isquémica de
organos que incluyen, pero no se limitan a, el cerebro, corazén, rifién e higado.

Las enfermedades celulares necroticas también incluyen enfermedades
neurodegenerativas cronicas tales como la enfermedad de Parkinson, enfermedad
de Huntington, esclerosis lateral amiotréfica, enfermedad de Alzheimer,
encefalopatias infecciosas, demencia tal como la demencia asociada al VIH. En
algunas realizaciones diferentes, el trastorno es un trastorno ocular tal como
enfermedad degenerativa retiniana, glaucoma o degeneraciéon macular senil. En
algunas realizaciones diferentes, el trastorno es un trastorno del sistema nervioso
central (SNC).
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Enfermedades neurodegenerativas y del SNC

Los inhibidores de la proteina--cinasa 1 que interacciona con receptores
descritos en el presente documento también se pueden utilizar para tratar
enfermedades neurodegenerativas. Las enfermedades neurodegenerativas
pueden afectar a muchas actividades del cuerpo tales como el equilibrio, el
movimiento, el habla, la respiracion y la actividad cardiaca. Las enfermedades
neurodegenerativas pueden ser genéticas o pueden ser provocadas por
afecciones médicas tales como el alcoholismo, tumores, accidentes
cerebrovasculares, toxinas, productos quimicos y virus. Los ejemplos no limitantes
de enfermedades neurovegetativas incluyen la enfermedad de Alzheimer,
esclerosis lateral amiotréfica (ELA), ataxia de Friedreich, enfermedad de
Huntington, enfermedad de cuerpos de Lewy, enfermedad de Parkinson y atrofia
muscular espinal. En determinadas realizaciones, las enfermedades
neurodegenerativas y enfermedades del SNC incluyen la enfermedad de
Niemann—Pick de tipo C1 (NPC1), enfermedad de Alzheimer, esclerosis lateral
amiotrofica (ELA), ataxia de Friedreich, enfermedad de Huntington, enfermedad de
cuerpos de Lewy, enfermedad de Parkinson y atrofia muscular espinal.

En determinadas realizaciones, los inhibidores de la proteina--cinasa 1 que
interacciona con receptores descritos en el presente documento se pueden utilizar
para tratar NPC1 a través de la inhibicién de la necroptosis que provoca la pérdida
de neuronas. En determinadas realizaciones, los compuestos y las composiciones
de la presente divulgacién son utiles para tratar la enfermedad de Alzheimer. En
determinadas realizaciones, los compuestos y las composiciones de la presente
divulgacion son utiles para tratar la enfermedad de Parkinson. En determinadas
realizaciones, los compuestos y las composiciones de la presente divulgacién son
Gtiles para tratar la esclerosis lateral amiotrofica (ELA).

Mas generalmente, los inhibidores de la proteina--cinasa 1 que interacciona
con receptores descritos en el presente documento se pueden utilizar para
conservar la viabilidad de las neuronas y fomentar el crecimiento de los axones y

las funciones nerviosas dentro del sistema nervioso central (SNC). Por
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consiguiente, los compuestos se pueden utilizar para reducir o incluso invertir la
pérdida de funciones cognitivas, motoras y sensoriales asociada con una
enfermedad o trastorno del SNC, conservando la viabilidad de las neuronas y/o
fomentando la regeneracion de los axones y/o las funciones nerviosas.

Los inhibidores de la proteina--cinasa 1 que interacciona con receptores
descritos en el presente documento se pueden utilizar en un método para
fomentar la regeneracion de los axones en una neurona del SNC, tal como una
neurona sensorial del SNC, una motoneurona, una neurona cortical, una neurona
cerebelosa, una neurona hipocampica y una neurona mesencefalica. Los
inhibidores de la proteina--cinasa 1 que interacciona con receptores descritos en
el presente documento se pueden utilizar en un método para fomentar la funcion
nerviosa o conservar la viabilidad tras la lesién en una neurona del SNC. En otras
realizaciones, estos compuestos se pueden utilizar para fomentar la regeneracion
de un axoén en una neurona del SNC gue se degenera en la enfermedad o
trastorno del SNC. Los inhibidores de la proteina--cinasa 1 que interacciona con
receptores RIP se pueden administrar de cualquier modo convencional, tal como
localmente a la neurona, o aplicar ex vivo antes de la reimplantacion.

Por consiguiente, en un aspecto, la divulgacién proporciona un método de
tratamiento de un trastorno del SNC en un sujeto que lo necesita, en donde un
sintoma del trastorno del SNC es la degeneracion axdnica o la lesiéon en una
neurona del SNC. El método comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz
de un compuesto o composicion que se divulga en el presente documento para
fomentar de este modo la regeneracién de un axén en una neurona del SNC
afectada por el trastorno del SNC. Tras la administracion, se pueden medir las
funciones neuronales, por ejemplo, como una indicacién de la regeneracion
axobnica. También se contempla que, tras la administracion del compuesto o
composicion, la funcion neuronal de la neurona del SNC se conserva 0 mejora con
respecto a la funcidon neuronal antes de la administracion.

Los ejemplos no limitantes de enfermedades o trastornos del SNC incluyen

la lesion cerebral, lesion de la médula espinal, demencia, accidente



10

15

20

25

30

48

cerebrovascular, enfermedad de Alzheimer, esclerosis lateral amiotrofica
(ELA/enfermedad de Lou Gehrig), enfermedad de Parkinson, enfermedad de
Huntington, esclerosis multiple, neuropatia diabética, enfermedades
poliglutaminicas (poliQ), accidente cerebrovascular, enfermedad de Fahr,
enfermedad de Menke, enfermedad de Wilson, isquemia cerebral y un trastorno
priénico.

En realizaciones a modo de ejemplo, el trastorno del SNC es una lesién
cerebral o lesion de la médula espinal.

También se proporcionan en el presente documento métodos para fomentar
la supervivencia neuronal y la regeneracion axénica en el SNC. Los trastornos del
SNC caracterizados por la falla o alteracion del crecimiento axénico, o la
degeneracion axdnica pueden surgir a raiz de una lesion neuronal del SNC (p. €j.,
traumatismo, cirugia, compresién nerviosa, contusion nerviosa, transeccion
nerviosa, neurotoxicidad u otra lesion fisica en el cerebro o la médula espinal) o
enfermedad neurodegenerativa del SNC, en donde un sintoma del trastorno es la
degeneracion axonica (p. ej., enfermedad de Alzheimer, esclerosis lateral
amiotréfica (ELA/enfermedad de Lou Gehrig), enfermedad de Parkinson,
esclerosis multiple, neuropatia diabética, enfermedades poliglutaminicas (poliQ),
accidente cerebrovascular, enfermedad de Fahr, enfermedad de Menke,
enfermedad de Wilson, isquemia cerebral, trastorno priénico (p. €j., enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob). En determinadas realizaciones, el trastorno del SNC es una
lesion cerebral (p. €j., traumatismo craneoencefalico) o lesién de la médula espinal
(p. €j., lesion de la médula espinal cronica, aguda o traumatica). En determinadas
realizaciones, el trastorno del SNC afecta a las funciones vitales basicas de un
sujeto tales como la respiracion, el ritmo cardiaco y la presion arterial, p. €j., una
lesion o aneurisma en el tronco encefélico. En determinadas realizaciones, la
enfermedad o trastorno del SNC afecta a la capacidad cognitiva de un sujeto. En
determinadas realizaciones, la enfermedad o trastorno del SNC afecta al
movimiento y/o la resistencia de un sujeto. En determinadas realizaciones, la

enfermedad o trastorno del SNC afecta a la coordinacion de un sujeto.
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En determinadas realizaciones, el trastorno del SNC afecta a la capacidad
cognitiva de un sujeto, tal como, una lesion cerebral en la corteza cerebral o un
trastorno neurodegenerativo del SNC, tal como la enfermedad de Alzheimer,
demencia frontotemporal, demencia con cuerpos de Lewy, degeneracion
corticobasal, paralisis supranuclear progresiva y trastornos priénicos.

En determinadas realizaciones, el trastorno del SNC afecta al movimiento
y/o la resistencia de un sujeto, tal como la lesion en el cerebro o la médula espinal
0 un trastorno neurodegenerativo del SNC tal como la enfermedad de Parkinson,
demencia frontotemporal, demencia con cuerpos de Lewy, degeneracion
corticobasal, paralisis supranuclear progresiva, enfermedad de Huntington, atrofia
multisistémica, esclerosis lateral amiotréfica y paralisis cerebral hereditaria.

En determinadas realizaciones, el trastorno del SNC afecta a la
coordinaciéon de un sujeto, tal como una lesion cerebral en el cerebelo o un
trastorno neurodegenerativo del SNC tal como atrofias espinocerebelosas, ataxia
de Friedreich y trastornos prionicos.

En cada uno de los métodos anteriores, el trastorno del SNC incluye, pero
no se limita a, lesiéon cerebral, lesién de la médula espinal, enfermedad de
Alzheimer, esclerosis lateral amiotréfica (ELA/enfermedad de Lou Gehrig),
enfermedad de Parkinson, esclerosis multiple, neuropatia diabética, enfermedades
poliglutaminicas (poliQ), accidente cerebrovascular, enfermedad de Fahr,
enfermedad de Menke, enfermedad de Wilson, isquemia cerebral, un trastorno
pridnico (p. ej., enfermedad de Creutzfeldt-Jakob), demencia (p. €j., demencia
frontotemporal, demencia con cuerpos de Lewy), degeneracién corticobasal,
paralisis supranuclear progresiva, atrofia multisistémica, paralisis cerebral
hereditaria y atrofias espinocerebelosas.

Los ejemplos no limitantes de enfermedades neurovegetativas incluyen la
enfermedad de Alzheimer, tesaurismosis lisosomicas, esclerosis lateral amiotréfica
(ELA), ataxia de Friedreich, enfermedad de Huntington, enfermedad de cuerpos de
Lewy, enfermedad de Parkinson y atrofia muscular espinal.

En determinadas realizaciones, los compuestos y las composiciones de la
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presente divulgacion son Utiles para tratar la enfermedad de Alzheimer. En
determinadas realizaciones, los compuestos y las composiciones de la presente
divulgacion son utiles para tratar la enfermedad de Parkinson. En determinadas
realizaciones, los compuestos y las composiciones de la presente divulgacion son
Gtiles para tratar la esclerosis lateral amiotréfica (ELA). En determinadas
realizaciones, los compuestos y las composiciones de la presente divulgacion son
Gtiles para tratar tesaurismosis lisosomicas.

En determinadas realizaciones, el trastorno es un trastorno cerebral, tal
como, pero sin limitarse a, la enfermedad de Alzheimer, ELA, demencias
frontotemporales, demencia vascular, enfermedad de Huntington, enfermedad de
Parkinson, demencia con cuerpos de Lewy, paralisis supranuclear progresiva,
esclerosis multiple, neuromielitis 6ptica, lesion cerebral isquémica (accidente
cerebrovascular), lesion cerebral hipdxica, traumatismo craneoencefalico, lesion
de la médula espinal, lesidn cerebral inducida por sepsis, infecciones del SNC,
abscesos del SNC, glioblastoma multiforme, epilepsia, dolor neuropatico,
depresion mayor, depresion bipolar, esquizofrenia, autismo, enfermedad de
Niemann-Pick, manifestaciones neurolégicas de la enfermedad de Behcet.

En determinadas realizaciones, se proporciona un método de tratamiento
de una enfermedad o trastorno el SNC que comprende administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto como se proporciona en el presente
documento a un sujeto que lo necesita. En determinadas realizaciones, la
enfermedad o trastorno es la enfermedad de Alzheimer o esclerosis lateral
amiotrofica (ELA).

Afecciones oculares

Los inhibidores de la proteina--cinasa 1 que interacciona con receptores
descritos en el presente documento también se pueden utilizar para tratar
afecciones oculares, por ejemplo, para reducir o prevenir la pérdida de viabilidad
de las células fotorreceptoras y/o epiteliales de la retina.

En determinadas realizaciones, la divulgacion proporciona un método de

conservacion de la capacidad visual de un ojo de un sujeto con una afeccion
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ocular, en donde un sintoma de la afeccidén ocular es la pérdida de viabilidad de
las células fotorreceptoras en la retina del ojo con la afeccion. El método
comprende administrar al ojo del sujeto una cantidad eficaz de un compuesto o
composicidén que se describe en el presente documento, conservando de este
modo la viabilidad de las células fotorreceptoras dispuestas dentro de la retina del
ojo. Tras de la administracion, la capacidad visual (p. €j., agudeza visual) del ojo
se puede conservar 0 mejorar en relacion con la capacidad visual del ojo antes de
la administracion.

La afeccion ocular puede ser degeneraciéon macular senil (DMS), retinosis
pigmentosa (RP), edema macular, retinopatia diabética, distrofia coroidea areolar
central, enfermedad de BEST, enfermedad viteliforme del adulto, distrofia en
patrén, degeneracion midpica, retinopatia serosa central, enfermedad de
Stargardt, distrofia de conos y bastones, distrofia de Carolina del Norte, retinitis
infecciosa, retinitis inflamatoria, uveitis, retinitis toxica o toxicidad fotoinducida. La
DMS puede ser la forma seca o la neurovascular de la DMS. El desprendimiento
de retina puede ser un desprendimiento de retina regmatégeno, uno seroso y uno
tradicional. En determinadas realizaciones, la afeccion ocular puede ser atrofia
geografica, glaucoma u otra enfermedad ocular isquémica. En determinadas
realizaciones, la divulgacion proporciona un método de conservacion de la
viabilidad de las células del epitelio pigmentario de la retina (EPR) dentro de la
retina de un sujeto con una afeccion ocular con la administracion de un compuesto
de la presente divulgacién. El sujeto que se esta tratando puede tener una pérdida
de células del epitelio pigmentario de la retina en la retina del ojo con la afeccion y
la afeccion ocular puede ser degeneracion macular senil (DMS), enfermedad de
BEST, degeneracion midpica, enfermedad de Stargardt, uveitis, distrofia
foveomacular del adulto, fundus falvimaculatus, sindrome de mdltiples puntos
blancos evanescentes, coroiditis serpiginosa, epiteliopatia placoide posterior
multifocal aguda (EPPMA) u otro trastorno de uveitis. En determinadas
realizaciones, el método comprende administrar al ojo del sujeto una cantidad

eficaz de un compuesto o composicion que se describe en el presente documento,
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conservando de este modo la viabilidad de las células del epitelio pigmentario de
la retina. En otra realizacién, se proporciona un método de conservacion de la
viabilidad de las células fotorreceptoras dispuestas dentro de la retina de un sujeto
con degeneracion macular senil (DMS), retinosis pigmentosa (RP), edema
macular, retinopatia diabética, distrofia coroidea areolar central, enfermedad de
BEST, enfermedad viteliforme del adulto, distrofia en patrén, degeneracién
miopica, retinopatia serosa central, enfermedad de Stargardt, distrofia de conos 'y
bastones, distrofia de Carolina del Norte, retinitis infecciosa, retinitis inflamatoria,
uveitis, retinitis toxica o toxicidad fotoinducida. Por lo tanto, en determinadas
realizaciones, el método comprende administrar al ojo una cantidad eficaz de un
compuesto o composicion que se describe en el presente documento,
conservando de este modo la viabilidad de las células fotorreceptoras dispuestas
dentro de la retina del sujeto con una afeccion. En otra realizacion, se proporciona
un método de conservacion de la viabilidad de las células fotorreceptoras
dispuestas dentro de la retina de un ojo de mamifero después del desprendimiento
de retina. El desprendimiento de retina puede ser un desprendimiento de retina
regmatdgeno, desprendimiento de retina tradicional o desprendimiento de retina
seroso. En otras realizaciones, el desprendimiento de retina puede ocurrir como
resultado de un desgarro de retina, retinoblastoma, melanoma u otros canceres,
retinopatia diabética, uveitis, neovascularizacion coroidea, isquemia retiniana,
miopia patoldgica o traumatismo. En determinadas realizaciones, el método
comprende administrar un compuesto o composicién que se describe en el
presente documento al ojo en el que se ha desprendido una region de la retina en
cantidades suficientes para conservar la viabilidad de las células fotorreceptoras
dispuestas dentro de la region de la retina desprendida. En otra realizacion, se
proporciona un método de conservacion de la capacidad visual de un ojo de un
sujeto con degeneracion macular senil (DMS), retinosis pigmentosa (RP), edema
macular, distrofia coroidea areolar central, desprendimiento de retina, retinopatia
diabética, enfermedad de BEST, enfermedad viteliforme del adulto, distrofia en

patrén, degeneracion midpica, retinopatia serosa central, enfermedad de
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Stargardt, distrofia de conos y bastones, distrofia de Carolina del Norte, retinitis
infecciosa, retinitis inflamatoria, uveitis, retinitis toxica o toxicidad fotoinducida, en
donde un sintoma de la afeccion ocular es la pérdida de células fotorreceptoras en
la retina del ojo, en donde el método comprende tratar al sujeto con un compuesto
0 composicion que se describe en el presente documento al sujeto. En otro
aspecto, la divulgacién proporciona un método de conservacion de la capacidad
visual del ojo de un sujeto con una afeccion ocular, en donde un sintoma de la
afeccion ocular es la pérdida de viabilidad de las células fotorreceptoras y/o
viabilidad de EPR en la retina del ojo, en donde el método comprende tratar al
sujeto con un compuesto o composicion que se describe en el presente
documento al sujeto.

En determinadas realizaciones, se proporciona un método de conservacion
de la capacidad visual de un ojo de un sujeto con afecciones oculares, en donde
un sintoma de la afeccion ocular es la pérdida de viabilidad de las células
ganglionares de la retina en la retina del ojo con las afecciones. El método
comprende administrar al ojo del sujeto una cantidad eficaz de un compuesto o
composicién, conservando de este modo la viabilidad de las células ganglionares
de la retina dispuestas dentro de la retina del ojo. Tras de la administracion del
compuesto o composicion, la capacidad visual del ojo se puede conservar o
mejorar en relaciéon con la capacidad visual del ojo antes de la administracion.
Ademas, tras la administracion, la célula ganglionar de la retina conservada es
capaz de apoyar la regeneracién axonica.

Los ejemplos no limitantes de sintomas asociados con las afecciones
oculares incluyen la pérdida de viabilidad de las células ganglionares de la retina
en la retina del ojo, glaucoma, lesion del nervio 6ptico, neuritis éptica, neuropatias
Opticas, retinopatia diabética, oclusion de la arteria retiniana central y oclusién de
la vena retiniana central. Los compuestos descritos en el presente documento
también se pueden utilizar para el tratamiento de neuropatias Opticas tales como
la neuropatia dptica isquémica (p. €j., neuropatia isquémica anterior arteritica o no

arteritica y neuropatia Optica isquémica posterior), neuropatia éptica compresiva,
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neuropatia optica infiltrativa, neuropatia optica traumatica, neuropatia éptica
mitocondrial (p. ej., neuropatia 6ptica de Leber), neuropatia optica nutricional,
neuropatia optica toxica y neuropatia optica hereditaria (p. €j., neuropatia optica
de Leber, atrofia 6ptica dominante, sindrome de Behr).

También se divulga un método de conservacion de la capacidad visual del
0jo de un sujeto con glaucoma, lesion del nervio éptico, neuropatias opticas,
retinopatia diabética, oclusion de la arteria retiniana central u oclusion de la vena
retiniana central. El método comprende administrar al ojo del sujeto una cantidad
eficaz de un compuesto o composicion que se describe en el presente documento,
conservando de este modo la viabilidad de las células ganglionares de la retina
dispuestas dentro de la retina del ojo y la capacidad visual del ojo.

En otro aspecto, en el presente documento se divulga un método de
conservacion de la viabilidad de las células ganglionares de la retina dispuestas
dentro de la retina de un ojo de mamifero afectado por, por ejemplo, glaucoma,
lesion del nervio Optico, neuritis Optica, neuropatias Opticas, retinopatia diabética,
oclusion de la arteria retiniana central y oclusién de la vena retiniana central. El
método comprende administrar un compuesto 0 composicion que se describe en
el presente documento al ojo en el que se ha visto afectada una region de la retina
en cantidades suficientes para conservar la viabilidad de las células ganglionares
retinianas dispuestas dentro de la region de la retina afectada. La célula
ganglionar retiniana conservada es capaz de apoyar la regeneracién axonica, el
sindrome de deficiencia por el complejo de ensamblaje de la cadena de ubiquitina
lineal (LUBAC, por sus siglas en inglés), neoplasias hematicas y de 6rganos
sélidos, infecciones bacterianas e infecciones viricas (p. €j., tuberculosis y gripe o
CoV-SRAG) y tesaurismosis lisosémicas.

Los ejemplos no limitantes de tesaurismosis lisosémicas incluyen la
enfermedad de Gaucher, gangliosidosis GM2, alfa-manosidosis,
aspartilglucosaminuria, tesaurismosis por esteres de colesterol, deficiencia crénica
de hexosaminidasa A, cistinosis, enfermedad de Danon, enfermedad de Fabry,

enfermedad de Farber, fucosidosis, galactosialidosis, gangliosidosis GM1,
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mucolipidosis, tesaurismosis por acido sialico libre infantil, deficiencia de
hexosaminidasa A juvenil, enfermedad de Krabbe, deficiencia de lipasa acida
lisos6mica, leucodistrofia metacromatica, trastornos de mucopolisacaridosis,
deficiencia multiple de sulfatasa, enfermedad de Niemann-Pick, lipofuscinosis
ceroidea neuronal, enfermedad de Pompe, picnodisostosis, enfermedad de
Sandhoff, enfermedad de Schindler, tesaurismosis por acido sialico, enfermedad
de Tay-Sachs y Wolman.

En determinadas realizaciones, se proporcionan compuestos y
composiciones para el uso en medicina. En determinadas realizaciones, los
compuestos y las composiciones son para el uso en el tratamiento de una
enfermedad o trastorno mediado por la proteina:--cinasa 1 que interacciona con
receptores. También se proporciona un método de tratamiento de una enfermedad
o trastorno mediado por la proteina:-cinasa 1 que interacciona con receptores que
comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto o
composicién farmacéutica que se divulga en el presente documento a un sujeto
que lo necesita. En otra realizacion, la presente divulgacion proporciona un
método de inhibicion de la proteina--cinasa 1 que interacciona con receptores. El
método incluye poner en contacto la proteina--cinasa 1 que interacciona con
receptores con una cantidad eficaz de un compuesto de la divulgacién. Inhibir la
proteina--cinasa 1 que interacciona con receptores generalmente incluye poner en
contacto la proteina--cinasa 1 que interacciona con receptores con una cantidad
del compuesto de la divulgacion suficiente para reducir la actividad de la
proteina--cinasa 1 que interacciona con receptores en comparacion con la
actividad de la proteina--cinasa 1 que interacciona con receptores en ausencia del
compuesto. Por ejemplo, poner en contacto la proteina--cinasa 1 que interacciona
con receptores con el compuesto de la divulgacion puede dar como resultado de
aproximadamente un 1 % a aproximadamente un 99 % de inhibicion de la
proteina--cinasa 1 que interacciona con receptores (es decir, la actividad de la
enzima inhibida varia del 99 % al 1 % de la actividad enzimatica en ausencia del

compuesto de la divulgacién). El nivel de inhibicion de la proteina--cinasa 1 que
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interacciona con receptores puede variar de aproximadamente un 1 % a
aproximadamente un 10 %, o de aproximadamente un 10 % a aproximadamente
un 20 %, o de aproximadamente un 20 % a aproximadamente un 30 %, o de
aproximadamente un 30 % a aproximadamente un 40 %, o de aproximadamente
un 40 % a aproximadamente un 50 %, o de aproximadamente un 50 % a
aproximadamente un 60 %, o de aproximadamente un 60 % a aproximadamente
un 70 %, o de aproximadamente un 70 % a aproximadamente un 80 %, o de
aproximadamente un 80 % a aproximadamente un 90 %, o de aproximadamente
un 90 % a aproximadamente un 99 %. El nivel de inhibicion de la proteina-:-cinasa
1 que interacciona con receptores puede variar de aproximadamente un 5 % a
aproximadamente un 95 %, o de aproximadamente un 10 % a aproximadamente
un 90 %, o de aproximadamente un 20 % a aproximadamente un 80 %, o de
aproximadamente un 30 % a aproximadamente un 70 %, o de aproximadamente
un 40 % a aproximadamente un 60 %. En algunas realizaciones, poner en
contacto la proteina:--cinasa 1 que interacciona con receptores con un compuesto
de la divulgacion dara como resultado una inhibicion completa (es decir, de un 100
%).

Combiterapia

En determinadas realizaciones, los compuestos de la divulgacion se pueden
administrar combinados con al menos otro agente terapéuticamente activo. Los
dos 0 mas agentes se pueden coadministrar, coformular o administrar por
separado. En determinadas realizaciones, el otro agente terapéuticamente activo
se selecciona de un agente trombolitico, un activador tisular del plasminégeno, un
anticoagulante, un inhibidor de la agregacion plaquetaria, un agente
antimicrobiano (un antibiotico, un antibiético de amplio espectro, una lactama, un
agente antimicobacteriano, un antibiético bactericida, terapia anti-SARM), un
agonista beta de accion prolongada, una combinacion de un corticosteroide
inhalado y un agonista beta de accion prolongada, un agonista beta de accion
corta, un modificador de leucotrienos, un anti-IgE, un broncodilatador

metilxantinico, un inhibidor de mastocitos, un inhibidor de cinasas de tirosinas
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proteinicas, un antagonista del receptor prostanoide CRTH2/D, un aerosol de
inhalacion de epinefrina, un inhibidor de fosfodiesterasas, una combinacion de un
inhibidor de fosfodiesterasa-3 y un inhibidor de fosfodiesterasa-4, un
anticolinérgico inhalado de accion prolongada, un antagonista muscarinico, un
antagonista muscarinico de accion prolongada, un esteroide de dosis baja, un
corticosteroide inhalado, un corticosteroide oral, un corticosteroide tépico,
globulina antitimocitica, talidomida, clorambucilo, un bloqueador de los canales de
calcio, un emoliente tépico, un inhibidor de ACE, un inhibidor de la recaptacion de
serotonina, un inhibidor del receptor de endotelina-I, un agente antifibrético, un
inhibidor de la bomba de protones, un potenciador del regulador de la
conductancia transmembrana de la fibrosis quistica, un agente mucolitico,
enzimas pancreaticas, un broncodilatador, una inyeccion intravitrea oftalmica, un
inhibidor anti-factor de crecimiento del endotelio vascular, un agente de tipo factor
de crecimiento neurotréfico ciliar, una vacuna de la gripe inactivada trivalente
(1IV3), una vacuna de la gripe inactivada cuadrivalente (11V4), una vacuna de la
gripe genotecnoldgica trivalente, una vacuna de la gripe atenuada con virus vivos
cuadrivalente, un agente antivirico, vacuna de la gripe inactivada, un factor de
crecimiento neurotrdfico ciliar, un agente de transferencia de genes, un
inmunomodulador topico, inhibidor de la calcineurina, un interferén gamma, un
antihistaminico, un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo policlonal anti-linfocitos
T, un anticuerpo equino de globulina gamma antitimocitica, un anticuerpo de
conejo de globulina antitimocitica, un antagonista anti-CD40, un inhibidor de JAK y
un mAb murino anti-TCR.

Otros agentes terapéuticamente activos a modo de ejemplo incluyen
heparina, coumadina, clopidrogel, dipiridamol, ticlopidina HCL, eptifibatida,
aspirina, vacomicina, cefeprima, una combinacion de piperacilina y tazobactam,
imipenem, meropenem, doripenem, ciprofloxacino, levofloxacino, ofloxacino,
moxifloxacino, hidrocortisona, vedolizumab, alicaforsén, remestemcel-L,
ixekizumab, tildrakizumab, secukinumab, clorhexidina, doxiciclina, minociclina,

fluticasona (proprionato de fluticasona, furoato de fluticasona), dipropionato de
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beclometasona, budesonida, acetonido de trimcinolona, flunisolida, fuorato de
mometasona, ciclesonida, tartrato de arformoterol, fumarato de formoterol,
xinafoato de salmeterol, albuterol (sulfato de albuterol), tartrato de levalbuterol,
bromuro de ipratropio, montelukast sédico, zafirlukast, zileuton, omalizumab,
teofilina, cromulina sodica, nedocromilo sédico, masitinib, AMG 853, indacaterol,
E004, reslizumab, salbutamol, bromuro de tiotropio, VR506, lebrikizumab,
RPL554, afibercept, umeclidinio, maleato de indacterol, bromuro de aclidinio,
roflumilast, SCH527123, bromuro de glicopirronio, olodaterol, una combinacion de
furoato de fluticasona y vilanterol, una combinacion de propionato de fluticasona y
salmeterol, una combinacion de furoato de fluticasona y propionato de fluticasona,
una combinacion de propionato de fluticasona y fumarato de eformoterol
dihidratado, una combinacion de formoterol y budesénida, una combinacién de
dipropionato de beclometasona y formoterol, una combinacion de furoato de
mometasona y fumarato de formoterol dihidratado, una combinacion de
umeclidinio y vilanterol, una combinacién de bromuro de ipratropio y sulfato de
albuterol, una combinacion de bromuro de glicopirronio y maleato de indacaterol,
una combinacion de glicopirrolato y fumarato de formoterol, una combinacién de
aclidinio y formoterol, isoniazid, etambutol, rifampin, pirazinamida, rifabutina,
rifapentina, capreomicina, levofloxacino, moxifloxacino, ofloxacino, etionamida,
cicloserina, kanamicina, estreptomicina, viomicina, fumarato de bedaquilina, PNU-
100480, delamanid, imatinib, ARG201, tocilizumab, muromonab-CD3, basiliximab,
daclizumab, rituximab, prednisolona, globulina antitimocitica, FK506 (tacrolimus),
metotrexato, ciclosporina, sirélimus, everdlimus, micofenolato sédico, micofenolato
de mofetilo, ciclofosfamida, azatioprina, talidomida, clorambucilo, nifedipino,
nicardipino, nitroglicerina, lisinoprilo, diltaizem, fluoxetina, bosentan, epoprostenol,
colquicina, acido para-aminobenzoico, sulféxido de dimetilo, D-penicilamina,
interferon alfa, interferon gamma (INF-g), omeprazol, metoclopramida, lansoprazol,
esomeprazol, pantoprazol, rabeprazol, imatinib, belimumab, ARG201, tocilizumab,
ivacaftor, dornasa alfa, pancrelipasa, tobramicina, aztreonam, colistimetato sodico,

cefadroxil monohidratado, cefazolina, cefalexina, cefazolina, moxifloxacino,
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levofloxacino, gemifloxacino, azitromicina, gentamicina, ceftazidima, una
combinacion de trimetoprim y sulfametoxazol, cloramfenicol, una combinacion de
ivacftor y lumacaftor, atalurén, NT-501-CNTF, un agente de transferencia del gen
gue codifica miosina VIIA (MYQ7A), ranibizumab, pegaptanib sédico, NT501,
sfingomab humanizado, bevacizumab, oseltamivir, zanamivir, rimantadina,
amantadina, nafcilina, sulfametoxazolem, trimetoprim, sulfasalazina,
acetilsulfisoxazol, vancomicina, muromonab-CD3, ASKP- 1240, ASP015K,
TOL101, pimecrdélimus, hidrocortizona, betametasona, flurandrenolida,
triamcinolona, fluocinonida, clobetasol, hidrocortisona, metilprednisolona,
prednisolona, un interferén de tipo | sintético recombinante, interferén alfa-2a,
interferéon alfa-2b, hidroxizina, difenhidramina, flucloxacilina, dicloxacilina y
eritromicina.

Un compuesto de la divulgacion puede administrarse combinado con otros
agentes antiinflamatorios para cualquiera de las indicaciones anteriores, que
incluyen corticoesteroides orales o topicos, agentes anti-TNF, preparados de acido
5-aminosaliciclico y mesalamina, hidroxicloroquina, tiopurinas, metotrexato,
ciclofosfamida, ciclosporina, inhibidores de calcineurina, acido micofendlico,
inhibidores de mTOR, inhibidores de JAK, inhibidores de Syk, agentes biologicos
antiinflamatorios que incluyen biofarmacos anti-IL6, agentes anti-IL1, biofarmacos
anti-IL17, anti-CD22, agentes anti-integrina, anti-IFNa, biofarmacos anti-CD20 o
CD4 y otros inhibidores de citocinas o biofarmacos contra receptores de linfocitos
T o linfocitos B, o interleucinas.

En el tratamiento de ELA, un compuesto se la divulgacion se puede
administrar combinado con riluzol.

En el tratamiento de la enfermedad de Parkinson, un compuesto de la
divulgacién se puede administrar combinado con levodopa, carbodopa o una
combinacion de estas, pramipexol, ropinirol, rotigotina, selegilina, rasagilina,
entacapona, tolcapona, benzatropina, trihexifenidilo o amantadina.

En el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, un compuesto de la

divulgacién se puede administrar combinado con donepezilo, galantamina,
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memantina, rivastigmina, terapias anti-ABeta (amiloide beta) que incluyen
aducanumab, crenezumab, solanezumab y gantenerumab, inhibidores de
molécula pequefia de BACE1 que incluyen verubecestat, AZD3293 ( LY3314814),
elenbecestat (E2609), LY2886721, PF-05297909, JNJ-54861911, TAK-070, VTP-
37948, HPP854, CTS-21166, o terapias anti-tau tales como LMTM (leuco-
metiltioninio-bis (hidrometanosulfonato®).

En el tratamiento de la artritis reumatoide, un compuesto de la divulgacién
se puede administrar combinado con ibuprofeno, naproxeno, prednisona,
metotrexato, leflunomida, hidroxicloroquina, sulfasalazina, abatacept, adalimumab,
anakinra, certolizumab, etanercept, golimumab, infliximab, rituximab, tocilizumab o
tofacitinib.

En el tratamiento del ACV, un compuesto de la divulgacion se puede
administrar combinado con un agente trombatico (tal como un activador tisular del
plasminégeno), un anticoagulante (tal como heparina, coumadina, clopidrogel y un
inhibidor de la agregacién plaquetaria (tal como dipiridamol, ticlopidina HCL,
eptifibatida y/o aspirina).

En el tratamiento de SIRS, un compuesto de la divulgacion se puede
administrar combinado con un antibiético de amplio espectro (tal como
vacomicina) u otra terapia anti-SARM (cefeprima, piperacilina/tazobactam,
carbapenem (imipenem, meropenem, doripenem), quinolonas (ciprofloxacino,
levofloxacino, ofloxacino, moxifloxacino, etc.) y esteroides de dosis baja tales
como hidrocortisonas.

En el tratamiento de la enfermedad intestinal inflamatoria (en particular, la
enfermedad de Crohn y/o la colitis ulcerosa), un compuesto de cualquier férmula
gue se describe en el presente documento se puede administrar combinado con
vedolizumab, alicaforsén o remestemcel-L. Especificamente, en el tratamiento de
la enfermedad intestinal inflamatoria (en particular, la enfermedad de Crohn y/o la
colitis ulcerosa), un compuesto de la divulgacion se puede administrar combinado
con alicaforsén o remestemcel-L.

En el tratamiento de dermopatias inflamatorias no contagiosas (DInc) tales



10

15

20

25

30

61

como psoriasis 0 dermatitis atopica, un compuesto de la divulgacion se puede
administrar combinado con ixekizumab, tildrakizumab (MK-3222) o secukinumab
(AIN457).

Especificamente, en el tratamiento de dermopatias inflamatorias no
contagiosas (DInc) tales como psoriasis 0 dermatitis atopica, un compuesto de la
divulgacion se puede administrar combinado con ixekizumab o tildrakizumab (MK-
3222). En el tratamiento de la periodonitis, un compuesto de cualquier formula que
se describe en el presente documento se puede administrar combinado con un
agente antimicrobiano (tal como clorhexidina) o un antibiético (tal como doxiciclina
0 minociclina).

En el tratamiento del asma, un compuesto de cualquier férmula que se
describe en el presente documento se puede administrar combinado con un
corticosteroide inhalado ((CEI) tal como propionato de fluticasona, dipropionato de
beclometasona, budesénida (Pulmicort), aceténido de triamcinolona, flunisolida,
fuorato de mometasona o Ciclesénida, un agonista beta de accion prolongada
((ABAP) tal como fumarato de formoterol, xinafoato de salmeterol), una
combinacion de un CEIl y ABAP (tal como furoato de fluticasona y vilanterol,
inhalacion de formoterol/budesonida, dipropionato de beclometasona/formoterol y
propionato de fluticasona/salmeterol, un agonista beta de accién corta ((ABAC) tal
como sulfato de albuterol, tartrato de levalbuterol, bromuro de ipratropio/albuterol,
bromuro de ipratropio, un modificador de leucotrienos (tal como montelukast
sédico, zafirlukast o zileutén y anti-IgE (tal como omalizumab), un broncodilatador
metilxantinico (tal como teofilina, un inhibidor de mastocitos (tal como cromolin
sédico y nedocromilo sodico, un antagonista muscarinico de accion prolongada
((AMAP) tal como furoato de mometasona/fumarato de formoterol dihidratado).

Otros agentes que pueden ser adecuados para el uso en combiterapia en el
tratamiento del asma incluyen un inhibidor de cinasas de tirosinas proteinicas
(masitinib), antagonista del receptor de prostanoides CRTH2/D (AMG 853),
indacaterol, un aerosol de inhalacién de epinefrina (E004), furoato de

fluticasona/propionato de fluticasona, inhalacién de vilanterol/furoato de fluticasona
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en polvo, propionato de fluticasona/fumarato de eformoterol dihidratado,
reslizumab, inhalacion de salbutamol en polvo seco, bromuro de tiotropio,
formoterol/budesonida, furoato de fluticasona, VR506 de Vectura, lebrikizumab
(RG3637), una combinacion de inhibidor de fosfodiesterasa (PDE)-3 y (PDE)-4
(RPL554).

En el tratamiento de EPOC, un compuesto de cualquier férmula que se
describe en el presente documento se puede administrar combinado con un ABAP
(tal como xinafoato de salmeterol, umeclidinio/vilanterol, umeclidinio, tartrato de
arformoterol, polvo de inhalacion de fumarato de formoterol, maleato de indacterol
o propionato de fluticasona/fumarato de eformoterol dihidratado, un anticolinérgico
inhalado de accion prolongada (o antagonista muscarinico, tal como bromuro de
tiotropio y bromuro de aclidinio, un inhibidor de fosfodiesterasa (PDE-r) (tal como
roflumilast, Daliresp), una combinacién de CEI/ABAP (tal como furoato de
fluticasona y vilanterol, propionato de fluticasona/salmeterol,
budesonida/formoterol, mometasona/formoterol, bromuro de ipratropio/sulfato de
albuterol, albuterol/ipratropio, un ABAC (tal como bromuro de ipratropio y sulfato
de albuterol, y un CEI (tal como budesénida y propionato de fluticasona,
dipropionato de beclometasona.

Otros agentes que pueden ser adecuados para el uso en combiterapia en el
tratamiento de EPOC incluyen SCH527123 (un antagonista de CXCR2), bromuro
de glicopirronio (NVA237), bromuro de glicopirronio y maleato de indacaterol
(QVAL149), glicopirrolato y fumarato de formoterol (PT003), maleato de indacaterol
(QVA149), olodaterol, tiotropio/olodaterol e inhalacion de aclidinio/formoterol.

En el tratamiento de una infeccion por micobacterias (tuberculosis), un
compuesto de cualquier formula que se describe en el presente documento se
puede administrar combinado con un agente antimicobacteriano (tal como
isoniazida (INH), etambutol, rifampicina y pirazinamida un antibiotico bactericida
(tal como rifabutina o rifapentina, un aminoglicésido (capreomicina), una
fluorguinolona (levofloxacino, moxifloxicino, ofloxacino), tioamida (etionamida),

ciclosporina, acido para-aminosalicilico, cicloserina, kanamicina, estreptomicina,
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viomicina, capreomicina, fumarato de bedaquilina, oxazolidinona o delamanid
(OPC-67683).

Especificamente, en el tratamiento de una infeccion por micobacterias
(tuberculosis), un compuesto de la divulgacion se puede administrar combinado
con un agente antimicobacteriano (tal como isoniazida (INH), etambutol,
rifampicina y pirazinamida un antibiético bactericida (tal como rifabutina o
rifapentina, un aminoglicésido (capreomicina), una fluorquinolona (levofloxacino,
moxifloxicino, ofloxacino), tioamida (etionamida), cicloserina, kanamicina,
estreptomicina, viomicina, capreomicina, fumarato de bedaquilina, oxazolidinona o
delamanid (OPC-67683).

En el tratamiento de la esclerodermia generalizada, un compuesto de
cualquier férmula que se describe en el presente documento se puede administrar
combinado con un corticosteroide oral (tal como prednisolona, un agente
inmunosupresor (tal como metotrexato, ciclosporina, globulina antitimocitica,
micofenolato de mofetilo, ciclofosfamida, FK506 (tacrélimus), talidomida,
clorambucilo, azatioprina, un bloqueador de los canales de calcio (tal como
nifedipino o nicardipino, un emoliente topico (pomada de nitroglicerina), un
inhibidor de ACE (tal como lisinopril), un inhibidor de la recaptacion de serotonina
(tal como fluoxetina), un inhibidor del receptor de endotelina- | (tal como bosentan
0 epoprostenol), un agente antifibrético (tal como colquicinas, acido para-
aminobenzoico (PABA), sulfoxido de dimetilo (DMSO) y D-penicilamina, interferén
alfa e interferén gamma (INF-g), un inhibidor de la bomba de protones (tal como
omeprazol, metoclopramida, lansoprazol, esomeprazol, pantoprazol, rabeprazol o
imatinib, ARG201 (arGentis Pharmaceutical), belimumab, tocilizumab.

Especificamente, en el tratamiento de la esclerodermia generalizada, un
compuesto de cualquier formula que se describe en el presente documento se
puede administrar combinado con un corticosteroide oral (tal como prednisolona),
globulina antitimocitica, FK506 (tacrélimus), talidomida, clorambucilo, un
bloqueador de los canales de calcio (tal como nifedipino o nicardipino), un

emoliente tépico (pomada de nitroglicerina), un inhibidor de ACE (tal como
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lisinopril), diltaizem, un inhibidor de la recaptacion de serotonina (tal como
fluoxetina), un inhibidor del receptor de endotelina- | (tal como bosentan o
epoprostenol), un agente antifibrético (tal como colquicinas (Colcrys), acido para-
aminobenzoico (PABA), sulfoxido de dimetilo (DMSO) y D-penicilamina, interferén
alfa e interferon gamma (INF-g), un inhibidor de la bomba de protones (tal como
omeprazol, metoclopramida, lansoprazol, esomeprazol, pantoprazol, rabeprazol o
imatinib, ARG201 (arGentis Pharmaceutical) o tocilizumab.

En el tratamiento de la fibrosis quistica, un compuesto de la divulgacién se
puede administrar combinado con un potenciador del regulador de la conductancia
transmembrana de la fibrosis quistica (RTFQ) (ivacftor, un agente mucolitico (tal
como dornasa alfa), enzimas pancreaticas (tales como Pancrelipasa), un
broncodilatador (tal como albuterol), un antibiético (que incluye inhalado, oral o
parenteral, tal como solucion de tobramicina para inhalacién, inhalacién de
aztreonam, colistimetato sédico, cefalosporinas (cefadroxilo monohidratado,
cefazolina, cefalexina, cefazolina, fluoroquinolonas (moxifloxacino, levofloxacino,
gemifloxacino, etc.), azitromicina, gentamicina, piperacilina/tazobacam, cefalexina,
ceftazidima, ciprofloxina, trimetoprim/sulfametoxazol o ivacftor/lumacaftor (VX-
809), atalurén, o con bromuro de tiopropio como complemento de una terapia
estandar.

En el tratamiento de la retinosis pigmentaria, un compuesto de la
divulgacién se puede administrar combinado con un factor de crecimiento
neurotrofico ciliar (NT-501-CNTF) o agente de transferencia de genes, UshStat.

En el tratamiento de la degeneracion macular, un compuesto de cualquier
férmula que se describe en el presente documento se puede administrar
combinado con inyecciones intravitreas oftalmicas (afibercept) o con un inhibidor
anti-factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF, por sus siglas en inglés)
(tal como ranibizumab o pegaptanib sédico, un agente de tipo factor de
crecimiento neurotrofico ciliar (NT501), iISONEP o bevacizumab.

En el tratamiento de la gripe, un compuesto de la divulgacién se puede

administrar combinado con una vacuna de la gripe inactivada trivalente (11V3) (tal
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como Afluria, Fluarix, Flucelvax, FluLaval, Fluvirina, Fluzona), vacuna de la gripe
inactivada cuadrivalente (11V4) (tal como Fluarix cuadrivalente, Flulaval
cuadrivalente, Fluzona cuadrivalente), una vacuna de la gripe genotecnolégica
trivalente (tal como FluBlok), una vacuna de la gripe atenuada con virus vivos (tal
como FluMist cuadrivalente), un agente antivirico (tal como oseltamivir, zanamivir,
rimantadina o amantadina), o Fluad, Fludase, FluNhance, Preflucel o VaxiGrip.

En el tratamiento de una infeccidn por estafilococos, un compuesto de
cualquier férmula que se describe en el presente documento se puede administrar
combinado con un antibiotico (tal como a-Lactama cefalosporina, nafcilina, una
sulfonamida (sulfametoxazol y trimetoprim, sulfasalazina, acetilsulfisoxazol) o
vancomicina.

En el tratamiento del rechazo de trasplante, un compuesto de cualquier
férmula que se describe en el presente documento se puede administrar
combinado con un corticoesteroide de dosis alta (tal como prednisona,
metilprednisolona, un inhibidor de calcineurina (tal como ciclosporina), tacrélimus,
un inhibidor de mTor (tal como sirélimus o everdlimus, un agente antiproliferativo
(tal como azatioprina, micofenolato de mofetilo o micofenolato sédico, un
anticuerpo monoclonal (tal como muromonab-CD3, un antagonista del receptor de
interleucina-2, daclizumab o rituximab, un anticuerpo policlonal anti-linfocitos T (tal
como globulina gamma antitimocitica equina o globulina antitimocitica de conejo,
un antagonista anti-CD40 (ASKP- 1240), un inhibidor de JAK (ASP015K) o un
mAb murino anti-TCR (TOL101).

Especificamente, en el tratamiento del rechazo de trasplante, un compuesto
de cualquier férmula que se describe en el presente documento se puede
administrar combinado con un anticuerpo monoclonal (tal como muromonab-CD3,
un anticuerpo policlonal anti-linfocitos T (tal como globulina gamma antitimocitica
equina o globulina antitimocitica de conejo, un antagonista anti-CD40 (ASKP-
1240), un inhibidor de JAK (ASP015K) o un mAb murino anti-TCR (TOL101).

En el tratamiento de la dermatitis atGpica, un compuesto de cualquier

férmula que se describe en el presente documento se puede administrar
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combinado con un inmunomodulador tépico o inhibidor de calcineurina (tal como
pomada de pimecrélimus o tacrélimus, un corticoesteroide tépico (tal como
hidrocortizona, betametasona, flurandrenolida, fluticasona, triamcinolona,
fluocinonida y clobetasol, un corticoesteroide oral (tal como hidrocortisona,
metilprednisolona o prednisolona, un inmunosupresor (tal como ciclosporina o
interferébn gamma (Alferon N, Infergén, Intron A, Roferon-A®), un antihistaminico
(para el prurito tal como Atarax, Vistaril, Benadrilo), un antibiético (tal como los
derivados de penicilina flucloxacilina o dicloxacilino, eritromicina, un agente
inmunosupresor no esteroideo (tal como azatioprina), metotrexato, ciclosporina o
micofenolato de mofetilo.

Especificamente, en el tratamiento de la dermatitis atopica, un compuesto
de cualquier formula que se describe en el presente documento se puede
administrar combinado con un inmunomodulador tépico o inhibidor de calcineurina
(tal como pimecrdélimus) o pomada de tacrélimus, un corticoesteroide topico (tal
como hidrocortizona, betametasona, flurandrenolida, fluticasona, triamcinolona,
fluocinonida y clobetasol, un corticoesteroide oral (tal como hidrocortisona,
metilprednisolona o prednisolona, un interferon gamma (Alferon N, Infergén, Intron
A, Roferén-A), un antihistaminico (para el prurito tal como Atarax, Vistaril,
Benadrilo) o un antibiotico (tal como los derivados de penicilina flucloxacilina o
dicloxacilino, eritromicina).

En el tratamiento de quemaduras, p. €j., una lesion por quemadura o coche
por quemadura, un compuesto de cualquier férmula que se describe en el
presente documento se puede administrar solo o combinado con un agente
antimicrobiano, normalmente un antibiotico topico (crema de acetato de mafenida,
crema de sulfadiazina de plata) y/o un analgésico (analgésicos opioides, p. €j.,
morfina, oxicodona). Otros agentes terapéuticos que pueden ser Utiles para el
tratamiento de quemaduras incluyen retinoides y pirfenidona.

En determinadas realizaciones, el al menos otro agente terapéuticamente
activo se selecciona de un agente trombolitico, un activador tisular del

plasminégeno, un anticoagulante y un inhibidores de la agregacion plaquetaria.
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En determinadas realizaciones, el al menos otro agente terapéuticamente
activo se selecciona de heparina, coumadina, clopidrogel, dipiridamol, ticlopidina
HCL, eptifibatida y aspirina. En determinadas realizaciones, la enfermedad o
trastorno mediado por la cinasa tratado con estos agentes es un accidente
cerebrovascular.

En determinadas realizaciones, el al menos otro agente terapéuticamente
activo se selecciona de un antibiético de amplio espectro, una terapia anti-SARM y
un esteroide de dosis baja. En determinadas realizaciones, el al menos otro
agente terapéuticamente activo se selecciona de vacomicina, cefeprima, una
combinacion de piperacilina y tazobactam, imipenem, meropenem, doripenem,
ciprofloxacino, levofloxacino, ofloxacino, moxifloxacino e hidrocortisona. En
determinadas realizaciones, la enfermedad o trastorno tratado con estos agentes
es el sindrome inflamatorio de respuesta sistémica.

En determinadas realizaciones, el al menos otro agente terapéuticamente
activo es alicaforsén o remestemcel-L. En determinadas realizaciones, la
enfermedad o trastorno tratado con estos agentes es la enfermedad de Crohn o la
colitis ulcerosa.

En determinadas realizaciones, el al menos otro agente terapéuticamente
activo es ixekizumab o tildrakizumab. En determinadas realizaciones, la
enfermedad o trastorno mediado por la cinasa tratado con estos agentes es de
dermopatias inflamatorias no contagiosas (DInc) tales como psoriasis o0 dermatitis
atopica.

En determinadas realizaciones, el al menos otro agente terapéuticamente
activo es un agente antimicrobiano o un antibiético. En determinadas
realizaciones, el al menos otro agente terapéuticamente activo se selecciona de
clorhexidina, doxiciclina y minociclina. En determinadas realizaciones, la
enfermedad o trastorno tratado con estos agentes es la periodonitis.

En determinadas realizaciones, el al menos otro agente terapéuticamente
activo se selecciona de un corticoesteroide inhalado, un agonista beta de accién

prolongada, una combinacién de un corticoesteroide inhalado y un agonista beta
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de accién prolongada, un agonista beta de accién corta, un modificador de
leucotrienos, un anti-IgE, un broncodilatador metilxantinico, un inhibidor de
mastocitos y un antagonista muscarinico de accion prolongada. En determinadas
realizaciones, el al menos otro agente terapéuticamente activo se selecciona de
propionato de fluticasona, dipropionato de beclometasona, budesonide, acetonido
de trimcinolona, flunisolida, fuorato de mometasona o ciclesonida, fumarato de
formoterol, xinafoato de salmeterol, una combinacién de furoato de fluticasona y
vilanterol, una combinacion de formoterol e inhalacion de budesonida, una
combinacion de dipropionato de beclometasona y formoterol, una combinacién de
propionato de fluticasona y salmeterol, sulfato de albuterol, tartrato de levalbuterol,
una combinacion de bromuro de ipratropio y albuterol, bromuro de ipratropio,
montelukast sédico, zafirlukast, zileuton, omalizumab teofilina, cromolin sédico,
nedocromilo sédico, y una combinacién de furoato de mometasona y fumarato de
formoterol dihidratado.

En determinadas realizaciones, el al menos otro agente terapéuticamente
activo se selecciona de un inhibidor de cinasa de tirosinas proteinicas, un
antagonista del receptor de prostanoides CRTH2/D, un aerosol de inhalacion de
epinefrina, y una combinacion de un inhibidor de fosfodiesterasa-3 y un inhibidor
de fosfodiesterasa-4. En determinadas realizaciones, el al menos otro agente
terapéuticamente activo se selecciona de masitinib, AMG 853, indacaterol, E004,
una combinacion de furoato de fluticasona y propionato de fluticasona, una
combinacion de furoato de fluticasona y vinanterol, una combinacion de propionato
de fluticasona y fumarato de eformoterol dihidratado, reslizumab, salbutamol,
bromuro de tiotropio, una combinacion de formoterol y budesoénida, furoato de
fluticasona, VR506, lebrikizumab y RPL554. En determinadas realizaciones, la
enfermedad o trastorno mediado por la cinasa tratado con estos agentes es el
asma.

En determinadas realizaciones, el al menos otro agente terapéuticamente
activo se selecciona de un agonista beta de accion prolongada, un antagonista

muscarinico o anticolinérgico inhalado de accién prolongada, un inhibidor de
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fosfodiesterasa, una combinacion de un corticoesteroide inhalado y un agonista
beta de accidn prolongada, un agonista beta de accion corta y un corticoesteroide
inhalado. En determinadas realizaciones, el al menos otro agente
terapéuticamente activo se selecciona de xinafoato de salmeterol, una
combinacion de umeclidinio y vilanterol, umeclidinio, tartrato de arformoterol,
fumarato de formoterol, maleato de indacterol, una combinacion de propionato de
fluticasona y fumarato de eformoterol dihidratado, bromuro de tiotropio, bromuro
de aclidinio, roflumilast, una combinacion de furoato de fluticasona y vilanterol, una
combinacion de propionato de fluticasona y salmeterol, una combinacion de
budesdnida y formoterol, una combinacion de mometasona y formoterol, una
combinacion de bromuro de ipratropio y sulfato de albuterol, una combinacion de
albuterol e ipratropio, bromuro de ipratropio, sulfato de albuterol, budesénida,
propionato de fluticasona y dipropionato de beclometasona. En determinadas
realizaciones, el al menos otro agente terapéuticamente activo se selecciona de
SCH527123, bromuro de glicopirronio, una combinacién de bromuro de
glicopirronio y maleato de indacaterol, una combinacion de glicopirrolato y
fumarato de formoterol, maleato de indacaterol, olodaterol, tiotropio, olodaterol, y
una combinacion de aclidinio y formoterol. En determinadas realizaciones, la
enfermedad o trastorno tratado con estos agentes es EPOC.

En determinadas realizaciones, el al menos otro agente terapéuticamente
activo es un agente antimicobacteriano o un antibiético bactericida. En
determinadas realizaciones, el al menos otro agente terapéuticamente activo se
selecciona de isoniazida, etambutol, rifampina, pirazinamida, rifabutina,
rifapentina, capreomicina, levofloxacino, moxifloxicino, ofloxacino, etionamida,
cicloserina, kanamicina, estreptomicina, viomicina, fumarato de bedaquilina, PNU-
100480 y delamanid. En determinadas realizaciones, la enfermedad o trastorno
mediado por la cinasa tratado con estos agentes es una infeccion por
micobacterias.

En determinadas realizaciones, el al menos otro agente terapéuticamente

activo se selecciona de un corticoesteroide oral, globulina antitimocitica,
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talidomida, clorambucilo, un blogueador de los canales de calcio, un emoliente
topico, un inhibidor de ACE, un inhibidor de la recaptacion de serotonina, un
inhibidor del receptor de endotelina-I, un agente antifibrético, un inhibidor de la
bomba de protones o imatinib, ARG201 y tocilizumab. En determinadas
realizaciones, el al menos otro agente activo se selecciona de prednisolona,
globulina antitimocitica, FK506 (tacrélimus), talidomida, clorambucilo, nifedipino,
nicardipino, pomada de nitroglicerina, lisinopril, diltaizem, fluoxetina, bosentan,
epoprostenol, colquicinas, acido para- aminobenzoico, sulfoxido de dimetilo, D-
penicilamina, interferén alfa, interferon gamma (INF-g), omeprazol,
metoclopramida, lansoprazol, esomeprazol, pantoprazol, rabeprazol, imatinib,
ARG201 y tocilizumab. En determinadas realizaciones, la enfermedad o trastorno
tratado con estos agentes es la esclerodermia generalizada.

En determinadas realizaciones, el al menos otro agente terapéuticamente
activo se selecciona de un potenciador del regulador de la conductancia
transmembrana de la fibrosis quistica, un agente mucolitico, enzimas
pancreéticas, un broncodilatador, un antibiético, o ivacftor/lumacaftor, atalureno y
bromuro de tiotropio. En determinadas realizaciones, el al menos otro agente
terapéuticamente activo se selecciona de ivacaftor, dornasa alfa, pancrelipasa,
albuterol, tobramicina, aztreonam, colistimetato sédico, cefadroxilo monohidratado,
cefazolina, cefalexina, cefazolina, moxifloxacino, levofloxacino, gemifloxacino,
azitromicina, gentamicina, piperacilina/tazobacam, ceftazidima, ciprofloxino,
trimetoprim/sulfametoxazol, cloramfenicol, o ivacaftor/lumacaftor, atalureno y
bromuro de tiotropio. En determinadas realizaciones, la enfermedad o trastorno
tratado con estos agentes es la fibrosis quistica.

En determinadas realizaciones, el al menos otro agente terapéuticamente
activo es un factor de crecimiento neurotrofico ciliar o un agente de transferencia
de genes. En determinadas realizaciones, el al menos otro agente
terapéuticamente activo es NT-501-CNTF o un agente de transferencia del gen
gue codifica miosina VIIA (MYO7A).

En determinadas realizaciones, la enfermedad o trastorno tratado con estos
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agentes es la retinosis pigmentaria.

En determinadas realizaciones, el al menos otro agente terapéuticamente
activo se selecciona de inyecciones intravitreas oftalmicas, un inhibidor del factor
de crecimiento del endotelio vascular y un agente de tipo factor de crecimiento
neurotrofico ciliar. En determinadas realizaciones, el al menos otro agente
terapéuticamente activo se selecciona de afibercept, ranibizumab, pegaptanib
sédico, NT501, sphingomab humanizado y bevacizumab. En determinadas
realizaciones, la enfermedad o trastorno tratado con estos agentes es la
degeneracion macular.

En determinadas realizaciones, el al menos otro agente terapéuticamente
activo se selecciona de una vacuna de la gripe inactivada trivalente (11V3), una
vacuna de la gripe inactivada cuadrivalente (1IV4), una vacuna de la gripe
genotecnoldgica trivalente, una vacuna de la gripe atenuada con virus vivos
cuadrivalente, un agente antivirico o vacuna de la gripe inactivada. En
determinadas realizaciones, el al menos otro agente terapéuticamente activo se
selecciona de oseltamivir, zanamivir, rimantadina o amantadina. En determinadas
realizaciones, la enfermedad o trastorno mediado por la cinasa tratado con estos
agentes es la gripe.

En determinadas realizaciones, el al menos otro agente terapéuticamente
activo se selecciona de una beta-Lactama, nafcilina, sulfametoxazolem,
trimetoprim, sulfasalazina, acetilsulfisoxazol y vancomicina. En determinadas
realizaciones, la enfermedad o trastorno tratado con estos agentes es una
infeccién por estafilococos.

En determinadas realizaciones, el al menos otro agente terapéuticamente
activo se selecciona de un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo policlonal anti-
linfocitos T, un anticuerpo equino de globulina antitimocitica, un anticuerpo de
conejo de globulina antitimocitica, un antagonista anti-CD40, un inhibidor de JAK y
un mAb murino anti-TCR.

En determinadas realizaciones, el al menos otro agente terapéuticamente
activo se selecciona de muromonab-CD3, ASKP-1240, ASP015K y TOL101. En
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determinadas realizaciones, la enfermedad o trastorno tratado con estos agentes
es el rechazo de trasplante.

En determinadas realizaciones, el al menos otro agente terapéuticamente
activo se selecciona de un inmunomodulador tépico o inhibidor de calcineurina, un
corticosteroide topico, un corticosteroide oral, un interferon gamma, un
antihistaminico o un antibiético. En determinadas realizaciones, el al menos otro
agente terapéuticamente activo se selecciona de pimecrolimus, tacrélimus,
hidrocortizona, betametasona, flurandrenolida, fluticasona, triamcinolona,
fluocinonida, clobetasol, hidrocortisona, metilprednisolona, prednisolona, una
proteina de interferon alfa, un interferon de tipo | sintético recombinante, interferon
alfa-2a, interferén alfa-2b, hidroxizina, difenhidramina, flucloxacilina, dicloxacilina 'y
eritromicina. En determinadas realizaciones, la enfermedad o trastorno tratado con
estos agentes es la dermatitis atopica.

Dosificacion

Las expresiones “administracion parenteral” y “administrado por via
parenteral”, como se utilizan en el presente documento, significan modos de
administracion distintos de la administracion entérica y tépica, habitualmente por
inyeccion e incluyen, sin limitacion, inyeccion e infusion intravenosa, intramuscular,
intraarterial, intratecal, intracapsular, intraorbitaria, intracardiaca, intradérmica,
intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea, subepidérmica, intraarticular,
subcapsular, subaracnoidea, intrarraquidea e intraesternal.

Las expresiones “administracién sistémica”, “administrado por via
sistémica”, “administracion periférica” y “administrado por via periférica”, como se
utilizan en el presente documento, significan la administracion de un compuesto,
farmaco u otro material que no sea directamente en el sistema nervioso central, de
modo que entre en el sistema del sujeto y, por tanto, esté sometido al metabolismo
y otros procesos similares, por ejemplo, la administracion subcutanea. Estos
compuestos se pueden administrar a los seres humanos y otros animales para la
terapia por cualquier via de administracion adecuada, que incluye por via oral,

nasal, como mediante, por ejemplo, un espray, por via rectal, intravaginal,



10

15

20

25

30

73

parenteral, suboccipital y topica, como mediante polvos, pomadas o gotas, que
incluye por via yugal y sublingual.

Independientemente de la via de administracion seleccionada, los
compuestos de la presente divulgacion, que se pueden utilizar en una forma
hidratada adecuada, y/o las composiciones farmacéuticas de la presente
divulgacion se formulan como formas farmacéuticas farmacéuticamente
aceptables mediante métodos convencionales conocidos por los expertos en la
técnica.

Los niveles de dosificacion concretos de los compuestos activos en las
composiciones farmacéuticas de esta divulgacion pueden variar para obtener una
cantidad del compuesto activo que sea eficaz para conseguir la respuesta
terapéutica deseada para un sujeto, una composicion y un modo de administracion
particulares, sin que sea toxica al sujeto.

El intervalo de dosificacién seleccionado dependera de diversidad de
factores que incluyen la actividad del compuesto particular de la presente
divulgacion empleado o el éster, sal 0 amida de este, la via de administracion, el
momento de administracion, la velocidad de excrecion o metabolismo del
compuesto particular que se esté empleando, la duracion del tratamiento, otros
farmacos, compuestos y/o materiales utilizados en combinacién con el compuesto
particular empleado, la edad, el sexo, el peso, el estado, la salud general y los
antecedentes médicos anteriores del sujeto que se esté tratando, y factores
similares muy conocidos en las técnicas médicas. Se puede utilizar una
dosificacion diaria, semanal o mensual (u otro intervalo de tiempo).

Un médico o veterinario que sea experto en la técnica puede determinar y
prescribir facilmente la cantidad eficaz de la composicién farmacéutica requerida.
Por ejemplo, el médico o veterinario podria comenzar con dosis de los
compuestos de la divulgacion empleados en la composicion farmaceéutica en
niveles inferiores a los requeridos para conseguir el efecto terapéutico deseado y
después incrementar gradualmente la dosificacion hasta conseguir el efecto

deseado.
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En general, una dosis diaria adecuada de un compuesto de la divulgacion
ser& la cantidad del compuesto que sea la dosis eficaz mas baja para producir un
efecto terapéutico (p. €j., inhibir la necrosis). Una dosis eficaz de este tipo
dependera generalmente de los factores descritos anteriormente.

Por lo general, las dosis de los compuestos de esta divulgacion para un
sujeto, cuando se utilizan para los efectos indicados, variaran de
aproximadamente 0.0001 a aproximadamente 100 mg por kg de peso corporal al
dia. Preferentemente, la dosificacion diaria variara de 0.001 a 50 mg de
compuesto por kg de peso corporal e, incluso mas preferentemente, de 0.01 a 10
mg de compuesto por kg de peso corporal.

Si se desea, la dosis diaria eficaz del compuesto activo se puede
administrar como dos, tres, cuatro, cinco, seis 0 mas subdosis administradas por
separado en intervalos apropiados a lo largo del dia, opcionalmente, en formas
farmacéuticas unitarias. En determinadas realizaciones, la presente divulgacion se
refiere a compuestos para inhibir la muerte celular, en donde los compuestos se
representan mediante las estructuras (I). En determinadas realizaciones, los
compuestos de la presente divulgacion son inhibidores de la muerte celular. En
cualquier caso, los compuestos de la presente divulgacion ejercen
preferentemente su efecto sobre la inhibicién de la muerte celular en una
concentracion inferior a aproximadamente 50 micromolar, méas preferentemente en
una concentracion inferior a aproximadamente 10 micromolar y con la mayor
preferencia en una concentracién inferior a 1 micromolar. Los compuestos de la
divulgacion se pueden evaluar en modelos estandar en animales de accidente
cerebrovascular y protocolos estandar tales como los descritos en Hara, H., et al.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1997.94(5): 2007-12.

Cuando los compuestos de la presente divulgacién se administran como
agentes farmaceuticos, a seres humanos y animales, se pueden suministrar por si
solos 0 como una composicion farmacéutica que contiene, por ejemplo, de un 0.1
% a un 99.5 % (mas preferentemente, de un 0.5 % a un 90 %) de compuesto

activo combinado con un portador farmacéuticamente aceptable.
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Los compuestos de la presente solicitud o las composiciones de estos se
pueden administrar una vez, dos veces, tres veces o cuatro veces al dia, utilizando
cualquier modo descrito anteriormente adecuado. Ademas, la administracion o el
tratamiento con los compuestos puede continuar durante varios dias; por ejemplo,
de forma habitual el tratamiento continuaria durante al menos 7 dias, 14 dias o 28
dias, para un ciclo de tratamiento. Los ciclos de tratamiento estan muy
establecidos y frecuentemente se alternan con periodos de reposo de
aproximadamente 1 a 28 dias, de forma habitual aproximadamente 7 dias o
aproximadamente 14 dias, entre ciclos. Los ciclos de tratamiento, en determinadas
realizaciones, también pueden ser continuos.

Cuando se administra por via oral, la dosificacion diaria total para un sujeto
humano puede ser de entre 1 mg y 1000 mg, entre aproximadamente 1000-2000
mg/dia, entre aproximadamente 10-500 mg/dia, entre aproximadamente 50-300
mg/dia, entre aproximadamente 75-200 mg/dia o entre aproximadamente 100-150
mg/dia.

La dosificacién diaria también se puede describir como una cantidad total
de un compuesto de la divulgacion administrada por dosis o al dia. La dosificacién
diaria de un compuesto puede ser de entre aproximadamente 1 mg y 4000 mg,
entre aproximadamente 2000 a 4000 mg/dia, entre aproximadamente 1 a 2000
mg/dia, entre aproximadamente 1 a 1000 mg/dia, entre aproximadamente 10 a
500 mg/dia, entre aproximadamente 20 a 500 mg/dia, entre aproximadamente 50
a 300 mg/dia, entre aproximadamente 75 a 200 mg/dia o entre aproximadamente
15 a 150 mg/dia. En determinadas realizaciones, el método comprende
administrar al sujeto una dosis diaria inicial de aproximadamente 1 a 800 mg de un
compuesto de la divulgacién e incrementar la dosis en incrementos hasta que se
consiga la eficacia clinica. Se pueden utilizar incrementos de aproximadamente 5,
10, 25, 50 o0 100 mg para incrementar la dosis. La dosificacion se puede
incrementar a diario, cada dos dias, dos veces por semana 0 una vez por semana.

En determinadas realizaciones, se administra un compuesto o preparado

farmacéutico por via oral. En determinadas realizaciones, el compuesto o



10

15

20

25

30

76

preparado farmacéutico se administra por via intravenosa. Las vias alternativas de
administracion incluyen las administraciones sublingual, intramuscular y
transdérmica.

Los preparados de la presente divulgacion se pueden suministrar por via
oral, parenteral, topica o rectal. Se suministran, por supuesto, en formas
adecuadas para cada via de administracion. Por ejemplo, se administran en
comprimidos o en forma de capsula, mediante inyeccion, inhalacion, locion ocular,
pomada, supositorio, etc., administraciébn mediante inyeccion, infusion o
inhalacion; topica mediante locidon o pomada; y rectal mediante supositorios. En

determinadas realizaciones, la administracion es oral.

Ejemplos
Abreviaturas:
ADP Difosfato de adenosina
ATP Trifosfato de adenosina
BOC tert-Butiloxicarbonilo
CMC Carboximetilcelulosa
CCR Curva de concentracién-respuesta
DCM Diclorometano
DEA Dietilamina
DIAD Azodicarboxilato de diisopropilo
DIPEA Diisopropiletilamina
DME Dimetoxietano
DMF Dimetilformamida
DMSO Sulféxido de dimetilo
Eq. equivalente
ES Electronebulizacion
EtOH etanol
FBS Suero fetal bovino
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HATU Hexafluorofosfato de 3-0xido de 1-
[bis(dimetilamino)metilen]-1H-1,2,3-
triazolo[4,5-b]piridinio

HBTU Hexafluorofosfato de 2-(1H-
benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-
tetrametiluronio

HOBt 1-Hidroxibenzotriazol

HPLC Cromatografia de liquidos de alta
presion

h Hora(s)

i-PrOH Alcohol isopropilico

IL6 Interleucina 6

LC/MS Cromatografia de
liquidos/espectrometria de masas

m/z Masa por carga

MeOH metanol

MHz Megahercios

min Minuto(s)

N Normalidad

n-BuOH n-Butanol

RMN Resonancia magnética nuclear

PBS Solucién salina tamponada con fosfato

PG Grupo protector

Hr Humedad relativa

TBHP Hidroperdxido de tert-butilo

TFA Acido trifluoroacético

THF Tetrahidrofurano

TNF Factor de necrosis tumoral

tR tiempo de retencion
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uv ultravioleta

Cromatografia en gel de silice

La cromatografia en gel de silice se llevo a cabo utilizando CombiFlash® Rf
(Teledyne ISCO), un sistema de purificacion ultrarrapida automatizada Isolera One
de Biotage o dos sistemas Blchi (combinacion de C-660, C-605, C-620, C-635y
combinacion de C-660, C-605, C-615, C-630) con cartuchos preempacados.
HPLC de fase inversa preparativa

Para la HPLC de fase inversa preparativa se utilizé un instrumento de HPLC
preparativa Agilent 1200, un equipo Gilson (manipulador de liquidos GX-271,
bomba 331/332, UV/VIS-155) o un sistema de LC prep. para autopurificacion de
Waters.

RP-LC preparativa

La cromatografia de liquidos de fase inversa se realizé con un equipo de
Biotage utilizando columnas C18 y un gradiente de agua (0.1 % de &cido
férmico)/acetonitrilo.

RMN

400 MHz: Los espectros de RMN se registraron en un espectrémetro
AVANCE Il 400 de Bruker que operaba a una frecuencia de protones de 400.23
MHz. El instrumento se dot6 de un cabezal de sonda a temperatura ambiente con
BBI de 5 mm. Como alternativa, se utilizé un AVANCE 11l HD 400 MHz de Bruker o
un AVANCE NEO 400 MHz de Bruker.

600 MHz: Los espectros de RMN se registraron en un espectrometro
AVANCE Il 600 de Bruker que operaba a una frecuencia de protones de 600.05
MHz. El instrumento se doté de un cabezal de sonda a temperatura ambiente con
BBl de 5 mm. Equipo de LC/MS analitica para el método A

Equipo de LC/MS analitica para el método A

La deteccion de la masa y el tiempo de retencién se llevé a cabo en un
sistema de UHPLC Acquity de Waters acoplado con un detector de masas SQD

de Waters. El volumen de inyeccién fue de 1.0 ul. Los pesos moleculares se
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proporcionan en gramos por mol [g/mol], las masas detectadas en masa por carga
[m/z].

Equipo de LC/MS analitica para los métodos B, C, D

Para la deteccion de la masa y el tiempo de retencion, se utilizé un sistema
de LC/MS de Agilent (LC/MS con LC de la serie 1200/ MS de cuadrupolo 6120,
LC/MS con LC 1260 infinity/MS de cuadrupolo 6120 o LC 1260 Infinity I/MSD
Infinity Lab). Los pesos moleculares se proporcionan en gramos por mol [g/mol],
las masas detectadas en masa por carga [m/z].

LC/MS-método A

Gradiente: un 98 % de H20 (0.05 % de acido férmico)/2 % de acetonitrilo
(0.035 % de acido férmico) durante 0.2 min, a continuacion de un 98 % de H20
(0.05 % de &cido férmico) a un 98 % de acetonitrilo (0.035 % de acido formico) en
3.6 min, a continuacion un 98 % de acetonitrilo (0.035 % de acido formico) durante
0.5 min, flujo: 1.0 ml/min, columna: ACQUITY UPLC BEH C18 de 2.1x50 mm de
Waters, 1.7 um, 55 °C.
Datos de UV: tiempo de retencidon a A = 220 nm proporcionado en min
Datos de MS: ionizacion por ES+, m/z proporcionada como [M+H]* a menos que
se indique otra cosa

LC/MS-método B

Gradiente: de un 93 % de H20 (0.05 % de TFA)/7 % de acetonitrilo a un 95
% de acetonitrilo en 1.0 min, a continuacion un 95 % de acetonitrilo durante 0.45
min, flujo: 1.1 ml/min, columna: LunaC18 de 2.0x10 mm, 3 um, 30 °C, volumen de
inyeccion de 0.2 pl
Datos de UV: tiempo de retencién a A 220 nm proporcionado en min
Datos de MS: ionizacion por ES+, m/z proporcionada como [M+H]* a menos que
se indique otra cosa

LC/MS-método C

Gradiente: de un 95 % de H20 (0.0375 % de TFA)/5 % de acetonitrilo
(0.01875 % de TFA) aun 5 % de H20 (0.0375 % de TFA)/95 % de acetonitrilo
(0.01875 % de TFA) en 0.8 min; flujo: 1.5 ml/min, columna: Kinetex EVO C18 de
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2.1x30 mm, 5 pm, 50 °C
Datos de UV: tiempo de retencion a A 220 nm proporcionado en min
Datos de MS: ionizacion por ES+, m/z proporcionada como [M+H]* a menos que
se indique otra cosa

LC/MS-método D

Gradiente: de un 100 % de H20 (0.0375 % de TFA)/0 % de acetonitrilo
(0.01875 % de TFA) a un 40 % de H20 (0.0375 % de TFA)/60 % de acetonitrilo
(0.01875 % de TFA) en 0.8 min, a continuacion un 40 % de H20 (0.0375 % de
TFA)/60 % de acetonitrilo (0.01875 % de TFA) durante 0.4 min; flujo: 1.5 ml/min,
columna: Kinetex EVO C18 de 2.1x30 mm, 5 um, 50 °C
Datos de UV: tiempo de retenciéon a A 220 nm proporcionado en min
Datos de MS: ionizacion por ES+, m/z proporcionada como [M+H]* a menos que
se indique otra cosa

HPLC quiral analitica

SFC: sistema SHIMADZU LC-30AD sf

LC: sistema Agilent de la serie 1100

Sales

En los compuestos descritos como sal de HCI, TFA o como otra sal,
normalmente la cantidad exacta de la sal respectiva no se determina. Por
consiguiente, la cantidad de la sal puede estar comprendida en el intervalo de tan
solo 0.01 eq. hasta como maximo 5.0 eq. dependiendo de la estructura quimica (p.
ej., el numero de centros basicos).

Pureza quiral

Los compuestos se dibujan y nombran como un solo enantiomero si la
relacion enantiomérica esta por encima de 90:10. Para relaciones enantioméricas
por debajo de 90:10, se utiliza la forma racémica.

Métodos de sintesis:

Sintesis de los compuestos de comparacion:

Ejemplo de comparacién A (documento WO2018 092089 de GSK, Ejemplo
4):
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(3-Fenil-3,4-dihidropirazol-2-il)-[1-(4-fenilpirimidin-2-il)-4-piperidillmetanona
N4
\
=N N
Sala
N o

4-(3-fenil-3,4-dihidropirazol-2-carbonil)piperidin-1-carboxilato de tert-butilo

730

A una mezcla de 5-fenil-4,5-dihidro-1H-pirazol (500 mg, 3.42 mmol, 1.0 eq.),

Paso 1:

acido 1-(tert-butoxicarbonil)piperidin-4-carboxilico (862.58 mg, 0.74 ml, 3.76
mmol, 1.1 eq.) y HATU (1950.7 mg, 5.13 mmol, 1.5 eq.) en DMF (5 ml, 64.6 mmol)
se afiadié DIPEA (1105.1 mg, 1.49 ml, 8.5 mmol, 2.5 eq.), y la mezcla de reaccion
se agité a temperatura ambiente durante 2 h. La mezcla de reaccion se evaporo a
presion reducida, se diluy6 en acetato de etilo, y se lavd con solucién acuosa de
HCI 0.1 N y agua. La capa organica se sec6 con NazSOa, se filtrd, se evapord y se
purific6 mediante cromatografia en gel de silice (40 g de SiOz2, eluyente: heptano y
acetato de etilo, gradiente: de un 0 % a un 50 % de acetato de etilo, flujo: 40
ml/min) para obtener el compuesto del titulo (1.22 g, 94 % de rendimiento).

LC/MS: m/z = [M-56+H]*; tR: 0.89 min (LC/MS-método B).

Paso 2:

(3-Fenil-3,4-dihidropirazol-2-il)-(4-piperidil)metanona
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Una solucion de 4-(3-fenil-3,4-dihidropirazol-2-carbonil)piperidin-1-
carboxilato de tert-butilo (1.145 g, 3.204 mmol, 1.0 eq.), DCM (25 mg, 0.2944
mmol, 0.1 eq.) y TFA (3.653 g, 2.47 ml, 32.04 mmol, 10.00 eq.) se agit6 a
temperatura ambiente durante 24 h. La mezcla de reaccion se diluy6 con tolueno
(10 ml) y se evaporé. El producto bruto se diluy6 con agua y acetonitrilo, y se
liofilizd. El material bruto se diluy6 con solucién saturada de NaHCOs y se extrajo
con DCM dos veces. La capa organica combinada se sec6 con Na2SOs, se filtro y
se evaporo para obtener el compuesto del titulo (824 mg, 76 % de rendimiento).

LC/MS: m/z = 258.1 [M+H]*; tR: 0.87 min (LC/MS-método A).

IH RMN (400.23 MHz, DMSO-ds): d ppm 7.27 (m, 4 H), 7.10 (m, 2 H), 5.29
(dd, J=11.92, 4.58 Hz, 1 H), 3.48 (m, 1 H), 3.23 (m, 1 H), 3.10 (m, 1 H), 3.00 (m, 1
H), 2.69 (m, 2 H), 1.91 (m, 1 H), 1.81 (m, 1 H), 1.47-1.75 (m, 4 H)

Paso 3:

(3-Fenil-3,4-dihidropirazol-2-il)-[1-(4-fenilpirimidin-2-il)-4-piperidiljmetanona

N\/
—N N
\ N/HCH?\Q

A una solucion de (3-fenil-3,4-dihidropirazol-2-il)-(4-piperidil)metanona (77.2
mg, 0.300 mmol, 1.00 eq.) y 2-cloro-4-fenilpirimidina (62.9 mg, 0.330 mmol, 1.10
eg.) en acetonitrilo (4 ml) se afiadio DIPEA (96.9 mg, 0.131 ml, 0.750 mmol, 2.50
eq.). La mezcla de reaccion se calento hasta 100 °C con irradiacion de microondas
durante 30 minutos. Se afiadié DIPEA (96.9 mg, 0.131 ml, 0.750 mmol, 2.50 eq.)
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de nuevo y la mezcla de reaccion se calentdé hasta 100 °C con irradiacion de
microondas durante 30 minutos. Tras la adicién de una cantidad catalitica de
K2CO3s y DMF (0.5 ml), la mezcla de reaccion se calentd hasta 100 °C con
irradiacion de microondas durante 30 minutos. La mezcla de reaccion se filtro, se
lavd con acetonitrilo y el filtrado se evaporé a presion reducida. El residuo se
purificé mediante HPLC preparativa (columna: Luna(r) 5 um C18(2) 100 A 100x30
mm, AXIAL; eluyente: agua y acetonitrilo; gradiente: de un 5 % a un 100 % de
acetonitrilo en 20 minutos, flujo: 50 ml/min) para obtener el compuesto del titulo
(55 mg, 45 % de rendimiento).

LC/MS: m/z = 412.2 [M+H]*; tR: 2.51 min (LC/MS-método A).

IH RMN (400.23 MHz, DMSO-ds): & ppm 8.42 (d, J=5.14 Hz, 1 H), 8.11 (m,
2 H), 7.51 (m, 3 H), 7.31 (m, 2 H), 7.18 (m, 5 H), 5.31 (dd, J=11.86, 4.65 Hz, 1 H),
4.80 (br d, J=13.08 Hz, 2 H), 3.48 (m, 2 H), 3.05 (m, 2 H), 2.68 (m, 1 H), 1.92 (br d,
J=11.00 Hz, 1 H), 1.80 (br d, J=11.49 Hz, 1 H), 1.51 (m, 2 H)

Ejemplo de comparacién B (isoxazolidina del ejemplo de comparacién A):

[(3S)-3-Fenilisoxazolidin-2-il]-[1-(4-fenilpirimidin-2-il)-4-piperidiljmetanona

Q
—N N
\ N/>—NC>—<:D©

4-[(3S)-3-Fenilisoxazolidin-2-carbonil]piperidin-1-carboxilato de tert-butilo

08

A una mezcla de (S)-3-fenilisoxazolidina (500 mg, 3.35 mmol), acido 1-(tert-

Paso 1:
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butoxicarbonil)piperidin-4-carboxilico (922 mg, 4.02 mmol) y HATU (1.91 g, 5.03
mmol) en DMF (10 ml) se afiadié DIPEA (1.46 ml, 8.38 mmol), y la mezcla de
reaccion se agité a temperatura ambiente durante 2 h. La mezcla de reaccion se
diluyo con solucion semisaturada de NH4Cl y acetato de etilo, la capa organica se
lavé con agua, se seco con Na2S0Oaq, se filtrg, se evaporo y se purifico mediante
cromatografia en gel de silice (40 g de SiOz2, eluyente: DCM y DCM/metanol = 9/1,
gradiente: de un 0 % a un 50 % de DCM/metanol = 9/1, flujo: 40 ml/min) para
obtener el compuesto del titulo (920 mg, 76 % de rendimiento).

LC/MS: m/z = 381.3 [M+H]*; tR: 2.28 min (LC/MS-método A).

Paso 2:

[(3S)-3-Fenilisoxazolidin-2-il]-(4-piperidil)metanona

o
\

N
O
o

Una solucién de 4-[(3S)-3-fenilisoxazolidin-2-carbonil]piperidin-1-carboxilato
de tert-butilo

(920 mg, 2.55 mmol), DCM (20 ml) y TFA (2.9 g, 1.96 ml, 25.47 mmol) se
agité a temperatura ambiente durante 16 h. La mezcla de reaccion se diluy6 con
tolueno (5 ml), se evaporo y se liofilizé dos veces para obtener el compuesto del
titulo (850 mg, 84 % de rendimiento).

LC/MS: m/z = 261.2 [M+H]*; tR: 0.90 min (LC/MS-método A).

1H RMN (400.23 MHz, DMSO-ds): 3 ppm 8.50 (s a, 1 H), 8.24 (s a, 1 H),
7.34 (m, 2 H), 7.27 (m, 3 H), 5.31 (m, 1 H), 4.27 (td, J=7.64, 7.64, 3.06 Hz, 1 H),
3.91 (m, 1 H), 3.25 (m, 1 H), 2.93 (m, 3 H), 2.55 (m, 1 H), 2.20 (m, 1 H), 1.98 (t a,
J=9.66, 9.66 Hz, 2 H), 1.80 (s a, 1 H), 1.71 (m, 2 H)

Paso 3:

[(3S)-3-Fenilisoxazolidin-2-il]-[1-(4-fenilpirimidin-2-il)-4-piperidillmetanona
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—N N
\ %C}—?\@

A una solucion de la sal trifluoroacética de [(3S)-3-fenilisoxazolidin-2-il]-(4-
piperidil)metanona (116 mg, 0.300 mmol, 1.00 eq.) y 2-cloro-4-fenilpirimidina (62.9
mg, 0.330 mmol, 1.10 eq.) en acetonitrilo (4 ml) se afiadié DIPEA (136 mg, 0.183
ml, 1.05 mmol, 3.50 eq.) y se calentd hasta 100 °C con irradiacion de microondas
durante 30 minutos. Se afiadié DIPEA (96.9 mg, 0.131 ml, 0.750 mmol, 2.50 eq.)
de nuevo y la mezcla de reaccion se calentd hasta 100 °C con irradiaciéon de
microondas durante 30 minutos. Tras la adicion de una cantidad catalitica de
K2CO3s y DMF (0.5 ml), la mezcla de reaccion se calento hasta 100 °C con
irradiacion de microondas durante 30 minutos. La mezcla de reaccion se filtro, se
lavd con acetonitrilo y el filtrado se evaporé a presion reducida. El residuo se
purificé mediante HPLC preparativa (columna: Luna(r) 5 um C18(2) 100 A 100x30
mm, AXIAL; eluyente: agua y acetonitrilo; gradiente: de un 5 % a un 100 % de
acetonitrilo en 20 minutos, flujo: 50 ml/min) para obtener el compuesto del titulo
(73 mg, 59 % de rendimiento).

LC/MS: m/z = 415.2 [M+H]*; tR: 2.58 min (LC/MS-método A).

IH RMN (400.23 MHz, DMSO-ds): & ppm 8.43 (d, J=5.14 Hz, 1 H), 8.12 (m,
2 H), 7.51 (m, 3 H), 7.30 (m, 5 H), 7.18 (d, J=5.14 Hz, 1 H), 5.33 (t a, J=7.46, 7.46
Hz, 1 H), 4.78 (br dd, J=8.99, 3.97 Hz, 2 H), 4.29 (td, J=7.73, 7.73, 3.00 Hz, 1 H),
3.92 (m, 1 H), 3.08 (t a, J=11.43, 11.43 Hz, 3 H), 2.89 (m, 1 H), 2.20 (m, 1 H), 1.94
(br d, J=11.49 Hz, 1 H), 1.75 (s &, 1 H), 1.53 (m, 2 H)

Ejemplo de comparacién C (documento WO2018 092089 de GSK, Ejemplo
129):

[1-[6-(5-Metil-1,3,4-oxadiazol-2-il)pirimidin-4-il]-4-piperidil]-[(3S)-3-fenil-3,4-
dihidropirazol-2-iljmetanona
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N7
O
\ 7 5
(o] \N
\N/

Paso 1

N'-Acetil-6-cloropirimidin-4-carbohidrazida
/=N
N cl

A una solucion de acido 6-cloropirimidin-4-carboxilico (500 mg, 3.00 mmol,
1.00 eq.) en THF (30 ml) se afiadi6 DMF (4.38 mg, 4.6 pl, 59.9 umol, 0.02 eq.) en
atmésfera de argdn y la mezcla de reaccion se enfrig hasta 0 °C. Se afadi6
cloruro de oxalilo (2 M en DCM) (2.25 ml, 4.49 mmol, 1.5 eq.) gota a gota.
Posteriormente, la reaccion se dej6 calentar hasta temperatura ambiente y se
agité durante 1 h. La mezcla se evapor6 a presion reducida, el residuo se disolvié
en 1,4-dioxano (30 ml) y se enfri hasta 0 °C. Se afadi6 acethidrazida (444 mg,
5.99 mmol, 2.00 eq.), la mezcla de reaccidn se dejé calentar hasta temperatura
ambiente y se agitd durante 1 h. La mezcla se evapor6 a presion reducida y se
utilizé en el siguiente paso sin purificacion.

Paso 2:

2-(6-Cloropirimidin-4-il)-5-metil-1,3,4-oxadiazol

/=N
N\ )—C

Lo
N/
Una solucién de N'-acetil-6-cloropirimidin-4-carbohidrazida (paso 1, bruto)

en acetonitrilo (30 ml) se enfrio hasta 0 °C y se afiadio DIPEA (774 mg, 1.04 ml,
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5.99 mmol, 2.0 eq.) gota a gota. Se afiadi6 cloruro de p-toluenosulfonilo (1.713 g,
8.99 mmol, 3.0 eq.), la mezcla de reaccion se dej6 calentar hasta temperatura
ambiente y se agitd durante 20 minutos. La mezcla de reaccion se evaporé a
presion reducida y se purificé mediante cromatografia en gel de silice (80 g de
SiO2, eluyente: n-heptano y acetato de etilo, gradiente: de un 0 % a 100 % de
acetato de etilo, flujo: 60 ml/min) para obtener el compuesto del titulo (83 mg, 14
% de rendimiento de ambos pasos). Se aislo el reactivo N'-acetil-6-cloro-pirimidin-
4-carbohidrazida (355 mg, 55 % de rendimiento) sin reaccionatr.

El reactivo reaislado se convirtié también en el compuesto del titulo como
se ha descrito anteriormente para obtener 254 mg (79 % de rendimiento).

LC/MS: m/z = 197 [M+H]*; tR: 0.99 min (LC/MS-método A).

!H RMN (400.23 MHz, DMSO-ds): & ppm 9.26 (d, J=0.98 Hz, 1 H), 8.33 (d,

J=0.98 Hz, 1 H), 2.66 (s, 3 H)

Paso 3

[1-[6-(5-Metil-1,3,4-oxadiazol-2-il)pirimidin-4-il]-4-piperidil]-[(3S)-3-fenil-3,4-

dihidropirazol-2-iljmetanona

e
XN

A una mezcla de (3-fenil-3,4-dihidropirazol-2-il)-(4-piperidil)metanona
(Ejemplo de comparacion A, paso 2, 154.4 mg, 0.600 mmol, 1.00 eq.) y 2-(6-
cloropirimidin-4-il)-5-metil-1,3,4-oxadiazol (123.85 mg, 0.63 mmol, 1.05 eq.) en
acetonitrilo (20 ml) se afiadié DIPEA (193.86 mg, 0.261 ml, 1.5 mmol, 2.5 eq.). La
mezcla de reaccion se calento hasta 100 °C con irradiacion de microondas durante
30 minutos, se evaporo a presion reducida y se purific6 mediante HPLC
preparativa (columna: Luna(r) 5 um C18(2) 100 A 100x30 mm, AXIAL; eluyente:

agua y acetonitrilo; gradiente: de un 10 % a un 100 % de acetonitrilo en 12
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minutos, flujo: 50 ml/min) para obtener el racemato del compuesto del titulo (153
mg, 61 % de rendimiento).

Los isdmeros se separaron mediante HPLC quiral (columna: Chiralpak
IB/83, 250x4.6 mm; eluyente: 2:1:1 de heptano:EtOH:MeOH; gradiente isocratico)
para obtener el compuesto del titulo (67 mg, 27 % de rendimiento).

LC/MS: m/z = 418.2 [M+H]*; tR: 1.68 min (LC/MS-método A).

'H RMN (400.23 MHz, DMSO-ds): 5 ppm 8.61 (d, J=0.98 Hz, 1 H), 7.42 (d,

J=0.98 Hz, 1 H), 7.27 (m, 4 H), 7.11 (d, J=7.49 Hz, 2 H), 5.31 (dd, J=11.86,

4.65Hz, 1 H),4.49 (s a, 2 H), 3.48 (m, 2 H), 3.13 (m, 2 H), 2.68 (m, 1 H),
2.60

(s, 3 H), 1.94 (br d, J=11.62 Hz, 1 H), 1.82 (br d, J=10.88 Hz, 1

H), 1.51 (m, 2 H)

Ejemplo de comparaciéon D (isoxazolidina del Ejemplo de comparacion C):

[1-[6-(5-Metil-1,3,4-oxadiazol-2-il)pirimidin-4-il]-4-piperidil]-[(3S)-3-

fenilisoxazolidin-2-iljlmetanona

A una solucion de la sal trifluoroacética de [(3S)-3-fenilisoxazolidin-2-il]-(4-
piperidillmetanona (Ejemplo de comparacion B, paso 2, 116 mg, 0.300 mmol, 1.00
eq.) y 2-(6-cloropirimidin-4-il)-5-metil-1,3,4-oxadiazol (61.9 mg, 0.315 mmol, 1.05
eg.) en acetonitrilo (10 ml) se afiadié DIPEA (136 mg, 0.183 ml, 1.05 mmol, 3.50
eg.). La mezcla de reaccion se calenté hasta 100 °C con irradiacién de microondas
durante 30 minutos y se purificO mediante HPLC preparativa (columna: Luna(r) 5
um C18(2) 100 A 100x30 mm, AXIAL; eluyente: agua y acetonitrilo; gradiente: de
un 10 % a un 100 % de acetonitrilo en 12 minutos, flujo: 50 ml/min) para obtener el

compuesto del titulo (89 mg, 71 % de rendimiento).



10

15

20

25

30

89

LC/MS: m/z = 421.2 [M+H]*; tR: 1.75 min (LC/MS-método A).

'H RMN (400.23 MHz, DMSO-ds): 3 ppm 8.62 (s, 1 H), 7.43 (s, 1 H), 7.30
(m,5H),5.33(m,1H),4.47 (sa, 2H),4.28(m,1H),3.92(m,1H),3.19(sa, 1
H), 3.14 (m, 2 H), 2.89 (m, 1 H), 2.61 (s, 3 H), 2.20 (m, 1 H), 1.96 (br d, J=12.96
Hz, 1 H), 1.77 (s a, 1 H), 1.54 (m, 2 H)

Ejemplo de comparacién E (isoxazolidina con fenilo sustituido del Ejemplo
de comparacion C):

3-Fluoro-5-[(3S)-2-[1-[6-(5-metil-1,3,4-oxadiazol-2-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-

carbonillisoxazolidin-3-ilJbenzonitrilo

R
O~ 0y
o
e
\N, '{l/

El ejemplo de comparacion E se sintetiz6 de forma analoga al ejemplo de
comparacion D utilizando 3-fluoro-5-[(3S)-2-(piperidin-4-carbonil)isoxazolidin-3-
illbenzonitrilo (sintetizado a partir del Intermedio-1 como se describe en el ejemplo
de comparacién B) en lugar de [(3S)-3-fenilisoxazolidin-2-il]-(4-piperidil)metanona
y HBTU en lugar de HATU como reactivo de acoplamiento para obtener 14.8 mg
(31.9 pmol, 32 % de rendimiento).

LC/MS: m/z = 464.3 [M+H]*; tR: 1.77 min (LC/MS-método A).

'H RMN (400.23 MHz, DMSO-ds): d ppm 8.62 (d, J=0.86 Hz, 1 H), 7.77 (d,
J=8.62 Hz, 1 H), 7.62 (s, 1 H), 7.49 (br d, J=9.66 Hz, 1 H), 7.43 (s, 1 H), 5.40 (m, 1
H), 4.46 (m, 2 H), 4.30 (td, J=7.70, 7.70, 2.93 Hz, 1 H), 3.95 (m, 1 H), 3.14 (m, 3
H), 2.91 (m, 1 H), 2.61 (s, 3 H), 2.27 (m, 1 H), 1.99 (br d, J=11.62 Hz, 1 H), 1.80 (br
d, J=11.62 Hz, 1 H), 1.54 (m, 2 H), 1.24 (s, 1 H)

Sintesis de los intermedios:

Intermedio-01
3-Fluoro-5-[(3S)-isoxazolidin-3-iljbenzonitrilo
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Z—0

Paso 1

3-Fluoro-5-[(E)-3-oxoprop-1-enillbenzonitrilo

0P NF CN

F

A una solucion de 3-fluoro-5-formilbenzonitrilo (90 g, 603.53 mmol, 1 eq.) en
THF (900 ml) se afadio 2-(trifenil-lambda5-fosfaniliden)acetaldehido (183.67 g,
603.53 mmol, 1 eq.). La mezcla se agit6é a 70 °C durante 12 h y se concentrd. El
residuo se purific6 mediante cromatografia en gel de silice (éter de
petréleo/acetato de etilo = 1:0 ~ 3:1) para obtener el compuesto del titulo (72 g, 68

% de rendimiento) como un sélido amarillo.

'H RMN (400 MHz, CDCI3): 6 ppm 9.76 (d, J=7.3 Hz, 1 H), 7.67 - 7.63 (m, 1
H), 7.52 (td, J=1.8, 9.0 Hz, 1 H), 7.46 - 7.39 (m, 2 H), 6.74 (dd, J=7.4, 16.1 Hz, 1
H)

Paso 2

(3S)-3-(3-Ciano-5-fluorofenil)-5-hidroxiisoxazolidin-2-carboxilato de tert-
butilo
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0\ CN

F

A una solucioén de [difenil-[(2S)-pirrolidin-2-iljmetoxi]trimetilsilano (26.02 g,
79.93 mmol, 0.2 eq.) en CHCIs (300 ml) se afiadié 3-fluoro-5-[(E)-3-oxoprop-1-
enillbenzonitrilo (70 g, 399.64 mmol, 1 eqg.) a 0 °C, la mezcla se agité a 0 °C
durante 0.5 h y se afiadi6 N-hidroxicarbamato de tert-butilo (58.53 g, 439.60 mmaol,
1.1 eq.). La mezcla se calent6 hasta 20 °C suavemente y se agité durante 12 h. El
residuo se purific6 mediante HPLC de fase inversa preparativa (columna:
Phenomenex luna C18, 15 um, 100 A, D.I. 150xH400 mm, eluyente: agua (0.1 %
de &cido férmico) y acetonitrilo, gradiente: de un 60 % a un 47 % de acetonitrilo en
53 min y un 47 % de acetonitrilo durante 32 min, flujo: 600 ml/min) para obtener el
compuesto del titulo (77.5 g, 63 % de rendimiento) como un sélido amarillo.

LC/MS: m/z = 191.1 [M-100-18+H]*; tR: 0.900 min (LC/MS-método C).

1H RMN (400 MHz, CDCls): & ppm 7.46 (s, 1 H), 7.34 (td, J=1.7, 9.2 Hz, 1
H), 7.31-7.28 (m, 1 H), 5.90 (d, J=4.4 Hz, 1 H), 5.34 (t, J=8.3 Hz, 1 H), 2.83 (dd,
J=8.5, 12.5 Hz, 1 H), 2.21 (ddd, J=4.4, 8.1, 12.5 Hz, 1 H), 1.51 - 1.41 (m, 9 H)

Paso 3

N-[(1S)-1-(3-Ciano-5-fluorofenil)-3-hidroxipropil]-N-hidroxicarbamato de tert-
butilo

HO CN
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A una solucion de (3S)-3-(3-ciano-5-fluorofenil)-5-hidroxiisoxazolidin-2-
carboxilato de tert-butilo (77.5 g, 251.38 mmol, 1 eq.) en MeOH (750 ml) se afiadié
NaBH4 (10.46 g, 276.51 mmol, 1.1 eqg.) a 0 °C. La mezcla se agit6 a 0 °C durante 3
h en N2. La mezcla se desactivo con solucion saturada de NH4Cl (100 ml), se
diluyé con agua (800 ml), se extrajo con acetato de etilo (1 Lx3), se seco con
Naz2SO0s4, se filtrd y se concentrd. El residuo se purific6 mediante HPLC de fase
inversa preparativa (columna: Phenomenex luna C18, 15 ym, 100 A D.l
150xH400 mm, eluyente: agua (0.1 % de acido férmico) y acetonitrilo, gradiente:
de un 70 % a un 50 % de acetonitrilo en 50 min, un 50 % de acetonitrilo durante 26
min, flujo: 400 ml/min) y cromatografia en columna de gel de silice (éter de
petrdleo/acetato de etilo = 1:0~1:1) para obtener el compuesto del titulo (59.5 g)
como un solo rojo pardo, que se lavé disgregandolo con éter de petréleo/acetato
de etilo (4:1, 500 ml) para obtener el compuesto del titulo (41 g de torta del filtro
como un sdlido blanco y 18 g de filtrado como un sélido rojo).

LC/MS: m/z = 211.1 [M-100+H]*; tR: 0.850 min (LC/MS-método C).

1H RMN (400 MHz, CDCls): & ppm 7.52 (s, 1 H), 7.43 (td, J=1.9, 9.3 Hz, 1
H), 7.30 - 7.27 (m, 1 H), 5.25 (dd, J=5.0, 10.8 Hz, 1 H), 3.93 - 3.73 (m, 2 H), 2.45 -
2.33 (m, 1 H), 2.05-1.97 (m, 1 H), 1.46 (s, 9 H)

Paso 4

(3S)-3-(3-Ciano-5-fluorofenil)isoxazolidin-2-carboxilato de tert-butilo

O\ CN

A una solucion de N-[(1S)-1-(3-ciano-5-fluorofenil)-3-hidroxipropil]-N-
hidroxicarbamato de tert-butilo (41 g, 132.12 mmol, 1 eq.) en THF (410 ml) se
afiadieron tributilfosfano (42.77 g, 211.39 mmol, 52.16 ml, 1.6 eq.) y DIAD (34.73
g, 171.76 mmol, 33.40 ml, 1.3 eq.) a 0 °C. La mezcla se calent6 hasta 20 °C
suavemente, se agito durante 12 h en atmdsfera de Nz. El residuo se purifico
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mediante HPLC de fase inversa preparativa (columna: Phenomenex luna C18, 15
um, 100 A, D.I. 150xH400 mm, eluyente: agua (0.1 % de acido férmico) y
acetonitrilo, gradiente: de un 70 % a un 50 % de acetonitrilo en 50 min, un 50% de
acetonitrilo durante 26 min, flujo: 400 ml/min) y se lavé disgregandolo con éter de
petréleo/acetato de etilo (10:1, 500 mL) para obtener el compuesto del titulo (29.6
g de torta del filtro, 77 % de rendimiento, >99.9 % de e.e.) como un soélido blanco.

LC/MS: m/z = 193.2 [M-100+H]*; tR: 0.901 min (LC/MS-método C).

1H RMN (400 MHz, CDCls):  ppm 7.47 (s, 1 H), 7.36 (td, J=1.8, 9.3 Hz, 1
H), 7.27 - 7.24 (m, 1 H), 5.25 (dd, J=5.6, 8.9 Hz, 1 H), 4.20 (dt, J=3.2, 8.0 Hz, 1 H),
3.95 - 3.83 (m, 1 H), 2.85 (dddd, J=3.3, 7.0, 8.9, 12.3 Hz, 1 H), 2.24 (dddd, J=5.6,
7.8,9.2,12.3 Hz, 1 H), 1.50 (s, 9 H)

SFC (Columna: Chiralcel AD-3 50x4.6 mm de D.l., 3 um, gradiente: de un 5
% a un 40 % de MeOH (0.05 % de DEA) en COg, flujo: 3 ml/min, temp. de la
columna: 35 °C, 100 bar): tR = 0.97 min (100 %); tR (enantiémero R) = 0.72 min (0
%)

Paso 5

3-Fluoro-5-[(3S)-isoxazolidin-3-iljbenzonitrilo

A una solucion de (3S)-3-(3-ciano-5-fluorofenil)isoxazolidin-2-carboxilato de
tert-butilo (5.00 g, 17.11 mmol) en DCM (100 ml) se afiadié TFA (14.8 g, 10.0 ml,
129.8 mmol). Después de 16 h a temperatura ambiente, se afiadio tolueno (10 ml),
la mezcla de reaccion se evaporo y se agitod con solucién saturada de NaHCOs
durante 10 minutos. La fase acuosa se extrajo dos veces con acetato de etilo. La
capa organica se seco con Na2S0a, se filtro, se evaporo y se purificO mediante
cromatografia en gel de silice (columna: 220 g de SiO2, eluyente: n-heptano y
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acetato de etilo, gradiente: de un 0 % a un 100 % de acetato de etilo en 23 min)
para obtener el compuesto del titulo (2.64 g, 13.7 mmol, 84 % de rendimiento).

LC/MS: m/z = 193.1 [M+H]*; tR: 1.19 min (LC/MS-método A).

'H RMN (400.23 MHz, DMSO-ds): d ppm 7.71 (m, 1 H), 7.68 (s, 1 H), 7.58
(br d, J=10.03 Hz, 1 H), 6.62 (s a, 1 H), 4.53 (sa, 1 H), 3.92 (m, 1 H), 3.66 (m, 1
H), 2.63 (m, 1 H), 2.11 (m, 1 H).

Intermedio-02a

(3S)-3-(3,5-Difluorofenil)isoxazolidina

Paso 1
(3S)-3-(3,5-Difluorofenil)isoxazolidin-2-carboxilato de tert-butilo

o)
/

N
Boc—

F F

El compuesto del titulo se sintetizé de forma analoga a los pasos 1-4 del
Intermedio-01 utilizando 3,5-difluorobenzaldehido como material de partida para
obtener 17 g (59.6 mmol, 79 % de rendimiento) del compuesto del titulo.

LC/MS: m/z = 230.1 [M-56+H]*; tR: 0.936 min (LC/MS-método C).

'H RMN (400 MHz, CDCIls): & ppm 6.90 (dd, J=1.9, 8.0 Hz, 2 H), 6.70 (i,
J=2.3,8.9 Hz, 1 H), 5.19 (dd, J=5.5, 8.8 Hz, 1 H), 4.18 (dt, J=3.6, 7.9 Hz, 1 H),
3.94-3.82(m,1H),2.85-2.73(m,1H),2.33-2.19 (m, 1 H), 1.49 (s, 9 H)
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SFC (Columna: Chiralcel AD-3 50x4.6 mm de D.l., 3 um, gradiente: de un 5
% a un 40 % de MeOH (0.05 % de DEA) en COg, flujo: 3 ml/min, temp. de la
columna: 35 °C, 100 bar): tR = 0.66 min (100 %)

Paso 2

(3S)-3-(3,5-Difluorofenil)isoxazolidina

A una solucion de (3S)-3-(3,5-difluorofenil)isoxazolidin-2-carboxilato de tert-
butilo (5.00 g, 17.53 mmol, 1.0 eqg.) en DCM (100 ml) se afiadié TFA (19.64 g, 15.7
ml, 175.30 mmol, 10.0 eq.). Después de 16 h a temperatura ambiente, se afiadid
tolueno (10 ml), la mezcla de reaccién se evaporoé y se agitd con solucion saturada
de NaHCOs durante 10 minutos. La fase acuosa se extrajo dos veces con DCM, la
capa orgéanica se sec0O con Na2SOa, se filtr0 y se evaporé para obtener el
compuesto del titulo (3.24 g, 17.50 mmol, cuant.).

LC/MS: m/z = 186.0 [M+H]*; tR: 1.32 min (LC/MS-método A).

'H RMN (400.23 MHz, DMSO-ds): d ppm 7.07 (m, 3 H), 6.54 (s a, 1 H), 4.45
(sa, 1 H),3.90 (m, 1H), 3.66 (m,1H),2.61(m,1H),2.08(m,1H)

Intermedio-02b

(3S)-3-(3-Cloro-5-fluorofenil)isoxazolidina

Cl

El compuesto del titulo se sintetizé utilizando el método descrito para el

Intermedio-02a y 3-cloro-5-fluorobenzaldehido para obtener una mezcla de
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enantiomeros, que se purifico mediante SFC (columna: REGIS (s,s) WHELK-O1,
250%50 mm, 10 pum, eluyente: 15 % de EtOH (0.1 % de NH3H20) en COz2, proceso
ciclico de un solo lote con un tiempo de latencia de 3.8 min entre dos inyecciones
secuenciales, duracion total de 120 min) para obtener el compuesto del titulo (3.9
g, 86 % de rendimiento) como un aceite amarillo y 78 mg (1.6 % de rendimiento)
del enantidmero R como un aceite amarillo.

LC/MS: m/z = 246.3 [M-56+H]*, tR: 0.900 min (LC/MS-método C).

IH RMN (400 MHz, CDCls): & ppm 7.16 (s, 1 H), 6.95-7.03 (m, 2 H), 5.18
(dd, J=5.6, 8.7 Hz, 1 H), 4.18 (dt, J=3.5, 8.0 Hz, 1 H), 3.87 (dt, J=7.2, 8.6 Hz, 1 H),
2.79 (dddd, J=3.5, 7.0, 8.8, 12.3 Hz, 1 H), 2.19-2.30 (m, 1 H), 1.49 (s, 9 H)

SFC (Columna: Kromasil (S,S)Whelk-O1 50%4.6 mm de D.I., 3.5 um,
gradiente: de un 5 % a un 40 % de EtOH (0.05 % de DEA) en COg, flujo: 3 ml/min,
temp. de la columna: 35 °C, 100 bar): tR =1.069 min (100 %)

enantiomero R:

LC/MS: m/z = 246.3 [M-56+H]*, tR: 0.890 min (LC/MS-método C).

'H RMN (400 MHz, CDCIls): 6 ppm 7.16 (s, 1 H), 6.96-7.03 (m, 2 H), 5.18
(dd, J=5.6, 8.8 Hz, 1 H), 4.18 (dt, J=3.6, 7.9 Hz, 1 H), 3.83-3.92 (m, 1 H), 2.74-2.84
(m, 1 H), 2.20-2.31 (m, 1 H), 1.49 (s, 9 H)

SFC (Columna: Kromasil (S,S)Whelk-O1 50%4.6 mm de D.l., 3.5 um,
gradiente: de un 5 % a un 40 % de EtOH (0.05 % de DEA) en COg, flujo: 3 ml/min,
temp. de la columna: 35 °C, 100 bar): tR =0.890 min (100 %)

Intermedio -03

3-Fluoro-5-[(3S)-isoxazolidin-3-il]-2-metilbenzonitrilo
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Paso 1

5-Bromo-3-fluoro-2-metilbenzaldehido

Br

OHC F

A una solucion de 5-bromo-1-fluoro-3-yodo-2-metilbenceno (5 g, 15.88
mmol, 1 eq.) en THF (50 ml) se afiadi6 i-PrMgClI (2 M, 8.73 ml, 1.1 eq.) a -60 °C,
se agité durante 15 min y después se afiadié DMF (3.48 g, 47.63 mmol, 3.66 ml, 3
eg.). La mezcla de reaccion se agité a -10 °C durante 0.5 h. La mezcla de reaccién
se desactivo con solucién saturada de NH4Cl (20 ml) y se extrajo con acetato de
etilo (50 mIx3). La capa organica combinada se lavé con salmuera (100 ml), se
secO con Naz2S0s, se filtrd, se concentro a presion reducida y se purificO mediante
cromatografia en columna de gel de silice (éter de petréleo /acetato de etilo = 1:0
~ 10:1) para obtener el compuesto del titulo (3.2 g, 93 % de rendimiento) como un
solido amarillo.

IH RMN (400 MHz, CDCls): & ppm 10.20 (s, 1 H), 7.78 - 7.72 (m, 1 H), 7.44
(dd, J=1.9, 8.7 Hz, 1 H), 2.53 (d, J=2.1 Hz, 3 H)

Paso 2

5-Bromo-3-fluoro-2-metilbenzonitrilo

Br

NC F

A una solucion de 5-bromo-3-fluoro-2-metilbenzaldehido (9.5 g, 43.77
mmol, 1 eq.) en EtOH (95 ml) se afiadieron TBHP (5 M en decano, 9.63 ml, 1.1
eq.), 12 (277.74 mg, 1.09 mmol, 0.025 eq.), NH4OAc (5.06 g, 65.66 mmol, 1.5eq.) y
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Na2COs (4.64 g, 43.77 mmol, 1 eq.), y después la mezcla se agité a 50 °C durante
12 h. La mezcla de reaccion se desactivd con solucién saturada de Na2SOs (20
ml), se diluy6 con agua (100 ml) y se extrajo con acetato de etilo (100 mIx3). La
capa organica combinada se lavé con salmuera (200 ml), se secé con Na2SOs, se
filtro, se concentrd a presion reducida y se purific6 mediante cromatografia en
columna de gel de silice (éter de petrdleo /acetato de etilo = 1:0 ~ 10:1) para
obtener el compuesto del titulo (8 g, 85 % de rendimiento) como un solido amarillo.

'H RMN (400 MHz, CDCI3): & ppm 7.59 - 7.55 (m, 1 H), 7.44 (dd, J=1.9, 8.6
Hz, 1 H), 2.44 (d, J=2.1 Hz, 3 H)
Paso 3

5-[(E)-3,3-Dietoxiprop-1-enil]-3-fluoro-2-metilbenzonitrilo
EtO OEt

S

NC F

Una mezcla de 5-bromo-3-fluoro-2-metilbenzonitrilo (10.1 g, 47.19 mmol, 1
eq.), 3,3-dietoxiprop-1-eno (18.43 g, 141.57 mmol, 21.58 ml, 3 eq.), Pd(t-BusP)2
(1.21 g, 2.36 mmol, 0.05 eq.) y trietilamina (14.32 g, 141.57 mmol, 19.70 ml, 3 eq.)
en DMF (100 ml) se agit6 a 80 °C en atmosfera de N2 durante 12 h. La mezcla de
reaccion se concentrd a presion reducida. El residuo se diluy6é con agua (100 ml) y
se extrajo con acetato de etilo (100 mIx3). La capa organica combinada se lavo
con salmuera (100 mix3), se secd con NazS0s4, se filtrdé y se concentro a presion
reducida para obtener el compuesto del titulo (13 g, bruto).

Paso 4

3-Fluoro-2-metil-5-[(E)-3-oxoprop-1-enillbenzonitrilo
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NC F

Una mezcla de 5-[(E)-3,3-dietoxiprop-1-enil]-3-fluoro-2-metilbenzonitrilo (13
g, bruto) en HCI (1 M, 94.38 ml, 2 eq.) y acetona (80 ml) se agité a 25 °C durante
0.5 h. Se ajusto6 el pH de la mezcla con solucion saturada de NaHCOsz a 7~8 y se
extrajo con acetato de etilo (100 mix3). La capa organica combinada se lavé con
salmuera (100 ml), se sec6 con Na2S0Oa, se filtrd, se concentré a presion reducida
y se purificé mediante cromatografia en columna de gel de silice (éter de petréleo /
acetato de etilo = de 1:0 a 3:1) para obtener el compuesto del titulo (5.5 g, 62 %
de rendimiento) como un solido amarillo.

1H RMN (400 MHz, CDCls): & ppm 9.74 (d, J=7.5 Hz, 1 H), 7.60 (s, 1 H),
7.46 (dd, J=1.5, 9.7 Hz, 1 H), 7.38 (d, J=16.0 Hz, 1 H), 6.70 (dd, J=7.4, 16.1 Hz, 1
H), 2.53 (d, J=2.1 Hz, 3 H)

Paso 5

(3S)-3-(3-Ciano-5-fluoro-4-metilfenil)-5-hidroxiisoxazolidin-2-carboxilato de
tert-butilo

OH
P
Boc’N

NC F

A una solucion de [difenil-[(2S)-pirrolidin-2-iljmetoxi]trimetilsilano (1.82 g,

5.60 mmol, 0.2 eq.) en CHCIs (53 ml) se afiadi6 3-fluoro-2-metil-5-[(E)-3-oxoprop-
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1-enillbenzonitrilo 3-fluoro-2-metil-5-[(E)-3-oxoprop-1-enil]lbenzonitrilo (5.3 g, 28.01
mmol, 1 eq.) a 0°C, la mezcla se agité a 0 °C durante 30 min y se afiadié N-
hidroxicarbamato de tert-butilo (4.48 g, 33.62 mmol, 1.2 eq.) a 0 °C. La mezcla se
calento hasta 20 °C suavemente y se agité durante 12 h. La mezcla de reaccién se
concentro a presion reducida y se purifico mediante HPLC de fase inversa
preparativa (columna: Welch Ultimate XB_C18, 20-40 um; 120 A, D.l. 95xH365
mm, eluyente: agua (0.1 % de &cido formico) y acetonitrilo, gradiente: de un 20 %
a un 50 % de acetonitrilo en 30 min y un 50 % de acetonitrilo durante 20 min, flujo:
200 ml/min) para obtener el compuesto del titulo (5.8 g, 64 % de rendimiento)
como un solido amarillo.

LC/MS: m/z = 205.2 [M-100-18+H]*; tR: 0.896 min (LC/MS-método C).

1H RMN (400 MHz, CDCls): & ppm 7.40 (s, 1 H), 7.27 (s, 1 H), 5.86 (d, J=4.3
Hz, 1 H), 5.28 (t, J=8.2 Hz, 1 H), 2.80 (dd, J=8.5, 12.5 Hz, 1 H), 2.46 (d, J=2.0 Hz,
3 H), 2.19 (ddd, J=4.3, 8.1, 12.5 Hz, 1 H), 1.51 - 1.42 (m, 9 H)

Paso 6

N-[(1S)-1-(3-Ciano-5-fluoro-4-metilfenil)-3-hidroxipropil]-N-hidroxicarbamato
de tert-butilo

'l
Y
0
NC F

A una solucién de (3S)-3-(3-ciano-5-fluoro-4-metilfenil)-5-hidroxiisoxazolidin-
2-carboxilato de tert-butilo (4.8 g, 14.89 mmol, 1 eq.) en MeOH (48 ml) se afiadio
NaBH4 (619.68 mg, 16.38 mmol, 1.1 eq.) a 0 °C. La mezcla de reaccion se agito a
0 °C durante 1 h, se desactivo con solucion saturada de NH4Cl (20 ml) y se extrajo
con acetato de etilo (100 mix3). La capa organica combinada se lavo con

salmuera (200 ml), se sec6 con Na2S0Oas, se filtrd, se concentrd a presion reducida
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y se purificé mediante cromatografia en columna de gel de silice (éter de petrdleo /
acetato de etilo = de 1:0 a 0:1) para obtener el compuesto del titulo (3.6 g, 73 %

de rendimiento) como un sélido blanco. Se lavé disgregandolo con éter de petroleo
/ acetato de etilo (3:1, 50 ml) para obtener 2.7 g de torta del filtro y 1.1 g de filtrado

como un so6lido amatrillo.

1H RMN (400 MHz, CDCls): & ppm 7.46 (s, 1 H), 7.40 - 7.33 (m, 1 H), 6.75 (s
a, 1 H), 5.22 (dd, J=5.1, 10.8 Hz, 1 H), 3.93 - 3.73 (m, 2 H), 2.46 (d, J=2.0 Hz, 3
H), 2.37 (dddd, J=3.4, 7.5, 10.9, 14.6 Hz, 1 H), 2.12 (s a, 1 H), 1.48 (s, 9 H)

Paso 7

(3S)-3-(3-Ciano-5-fluoro-4-metilfenil)isoxazolidin-2-carboxilato de tert-butilo

yLtoNf"

NC F

A una solucién de N-[(1S)-1-(3-ciano-5-fluoro-4-metilfenil)-3-hidroxipropil]-N-
hidroxicarbamato de tert-butilo (2.7 g, 8.32 mmol, 1 eq.) en THF (27 ml) se
afadieron n-BusP (2.69 g, 13.32 mmol, 3.29 ml, 1.6 eq.) y DIAD (2.19 g, 10.82
mmol, 2.10 ml, 1.3 eq.) a 0 °C. La mezcla se calent6 hasta 25 °C suavemente y se
agito durante 12 h en atmdsfera de N2. La reaccion se concentrd a presion
reducida y se purific6 mediante HPLC de fase inversa preparativa (columna:
Welch Ultimate XB_C18 20-40 um; 120 A, D.l. 75xH348 mm, eluyente: agua (0.1
% de acido férmico) y acetonitrilo, gradiente: de un 10 % a un 65 % de acetonitrilo
en 28 min, un 65 % de acetonitrilo durante 5 min, flujo: 200 ml/min) y
cromatografia en columna de gel de silice (éter de petréleo / acetato de etilo = 1.0
~ 0:1) para obtener el compuesto del titulo (2 g, 78 % de rendimiento, 94.1 % de
e.e.) como un sdlido blanco. El producto se separé adicionalmente mediante SFC
(columna: DAICEL CHIRALPAK AD, 250x30 mm, 10 um; fase mavil: 25 % de
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metanol (0.1 % de NH3H20) en COz2, proceso ciclico de un solo lote con un tiempo
de latencia de 3.0 min entre dos inyecciones secuenciales, duracion total de 75
min) para obtener el compuesto del titulo (1.7 g, 85 % de rendimiento, >99.9 % de
e.e.) como un sdlido blanquecino.

LC/MS: m/z = 251.1 [M-56+H]*; tR: 0.949 min (LC/MS-método C).

1H RMN (400 MHz, CDCls): & ppm 7.41 (s, 1H), 7.29 (dd, J=1.4, 10.0 Hz,
1H), 5.20 (dd, J=5.6, 8.8 Hz, 1H), 4.18 (dt, J=3.4, 8.0 Hz, 1H), 3.88 (dt, J=7.2, 8.7
Hz, 1H), 2.81 (dddd, J=3.4, 7.0, 8.8, 12.3 Hz, 1H), 2.45 (d, J=2.0 Hz, 3H), 2.23
(dddd, J=5.5, 7.8, 9.1, 12.3 Hz, 1H), 1.49 (s, 9H)

SFC (Columna: Chiralcel AD-3 50x4.6 mm de D.l., 3 um, gradiente: de un 5
% a un 40 % de MeOH (0.05 % de DEA) en COg, flujo: 3 ml/min, temp. de la
columna: 35 °C, 100 bar): tR = 1.22 min (100 %); tR (enantiomero R) = 0.86 min (0
%)

Paso 8

3-Fluoro-5-[(3S)-isoxazolidin-3-il]-2-metilbenzonitrilo

A una solucion de (3S)-3-(3-ciano-5-fluoro-4-metilfenil)isoxazolidin-2-
carboxilato de tert-butilo (1.36 g, 4.44 mmol, 1.0 eq.) en DCM (40 ml) se afiadi6
TFA (4.975 g, 3.974 ml, 44.40 mmol, 10.0 eq.). Después de 16 h a temperatura
ambiente, se afiadio tolueno (5 ml), la mezcla de reaccion se evaporo y se agito
con solucién saturada de NaHCOs durante 10 minutos. La fase acuosa se extrajo
con DCM (10 mIx2), la capa organica se sec6 con Na2SO4, se filtré y se evaporo
para obtener el compuesto del titulo (860 mg, 4.17 mmol, 94 % de rendimiento).

'H RMN (400.23 MHz, DMSO-ds): & ppm 7.62 (s, 1 H), 7.52 (br d, J=10.64
Hz, 1 H), 6.55 (s a, 1 H), 4.47 (s a, 1 H), 3.90 (td, J=7.95, 7.95, 5.14 Hz, 1 H), 3.67
(sa, 1 H),2.60(m,1H), 2.36 (d, J=1.83 Hz, 3 H), 2.09 (m, 1 H)
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Intermedio -04

1-(6-Cloropirimidin-4-il)piperidin-4-carboxilato de metilo

N/%N

I
m)\VkN

(0

Una mezcla de 4,6-dicloropirimidina (80 g, 536.99 mmol, 1 eq.), piperidin-4-
carboxilato de metilo (96.47 g, 536.99 mmol, 1 eq., HCI), DIEA (208.21 g, 1.61
mol, 280.60 ml, 3 eq.) en n-BuOH (700 ml) se desgasificé y se purg6 con Nz, y
después la mezcla se agité a 80 °C durante 2 h en atmdsfera de N2. La mezcla de
reaccion se concentré a presion reducida para eliminar el n-BuOH. A continuacion,
se diluyé con H20 (100 ml) y EA (200 ml), se ajusto el pH a 6 con una solucion de
HCI 1 N y se extrajo con acetato de etilo (200 mIx3). La capa organica combinada
se lavo con una solucién acuosa de NaHCOs3 (500 ml), salmuera (500 ml), se seco
con NazSO0a4, se filtrd y se concentrd para obtener el compuesto del titulo (135.4 g,
bruto, 529.53 mmol, 97 % de rendimiento) como un sélido amarillo.

LC/MS: m/z = 256.1 [M+H]*; tR: 0.737 min (LC/MS-método C).

'H RMN (400 MHz, DMSO-de): d ppm 8.32 (s, 1 H), 6.97 (s, 1 H), 4.38 -
4.19 (m, 2 H), 3.62 (s, 3 H), 3.16 - 3.02 (m, 2 H), 2.71 (it, J=4.0, 10.8 Hz, 1 H), 1.96
-1.84 (m, 2 H), 1.60 - 1.44 (m, 2 H)

Intermedio -05

Acido 1-[6-(2-metilimidazol-1-il)pirimidin-4-ilJpiperidin-4-carboxilico

NAN

N;K OH
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Paso 1

1-[6-(2-Metilimidazol-1-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-carboxilato de metilo

NAN

Una mezcla del Intermedio-04 (3.97 g, 15.53 mmol, 1 eq.), 2-metil-1H-
imidazol (2.55 g, 31.05 mmol, 2 eq.), K2.COs3 (8.58 g, 62.10 mmol, 4 eq.) y Cul
(1.48 g, 7.76 mmol, 0.5 eq.) en DMSO (40 ml) se desgasificd y se purgd con N2 3
veces. La mezcla se agitd a 120 °C durante 12 h en atmdsfera de N2. La mezcla
de reaccion se filtrd, se diluyé con agua (400 ml) y se extrajo con acetato de etilo
(200 mIx3). La capa organica combinada se lavé con salmuera (300 ml), se sec6
con NazS0a, se filtrd, se concentrd y se purific6 mediante cromatografia
ultrarrapida en gel de silice (eluyente: éter de petréleo y acetato de etilo, gradiente:
de un 35 % a un 70 % de acetato de etilo, y eluyente: MeOH y DCM, gradiente: de
un5 % a un 15 % de MeOH) para obtener el compuesto del titulo (2.3 g, 7.63
mmol, 49 % de rendimiento) como un aceite amarillo.

LC/MS: m/z = 302.1 [M+H]*; tR: 0.615 min (LC/MS-método C).

'H RMN (400 MHz, CDCIls3): & ppm 8.54 (s, 1 H), 7.30 (s, 1 H), 7.04 (s, 1 H),
6.41 (s, 1 H), 4.32 (brd, J=13.1 Hz, 2 H), 3.73 (s, 3 H), 3.18 (ddd, J=3.0, 11.0, 13.7
Hz, 2 H), 2.67 (s, 3 H), 2.08 - 2.03 (m, 2 H), 1.84 - 1.74 (m, 3 H)

Paso 2

Acido 1-[6-(2-metilimidazol-1-il)pirimidin-4-ilJpiperidin-4-carboxilico
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N;K OH
(o)

A una solucion de 1-[6-(2-metilimidazol-1-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-
carboxilato de metilo (4.46 g, 14.80 mmol, 1 eq.) en THF (50 ml), se afiadio
LiOH*H20 (1 M, 29.60 ml, 2 eq.). La mezcla se agito a 20 °C durante 1 h. Se
ajusto el pH de la mezcla de reaccion a 3 con una solucion acuosa de HCI 4 N, la
mezcla se concentro al vacio y se purific6 mediante HPLC de fase inversa
(columna: Welch Ultimate XB_C18, 20-40 ym, 120 A; eluyente: agua (0.1 % de
acido férmico) y acetonitrilo, gradiente: de un 100 % a un 10 % de acetonitrilo en
20 min, un 10% de acetonitrilo durante 20 min, flujo: 200 ml/min) para obtener el
compuesto del titulo (3.5 g, 10.81 mmol, 73 % de rendimiento, HCI) como un
solido amarillo.

LC/MS: m/z = 288.2 [M+H]*; tR: 0.700 min (LC/MS método D).

'H RMN (400 MHz, D20): & ppm 8.50 (s, 1 H), 7.70 (d, J=2.3 Hz, 1 H), 7.47
(d, J=2.2Hz,1H), 7.08 (s, 1 H),4.34-4.17 (m, 2 H), 3.34 - 3.26 (m, 2 H), 2.83 -
2.76 (m, 1 H), 2.73 (s, 3 H), 2.06 (br dd, J=3.4, 13.5 Hz, 2 H), 1.75 - 1.65 (m, 2 H)

Intermedio -06

Acido 1-[6-(2-metilpirazol-3-il)pirimidin-4-ilJpiperidin-4-carboxilico

NN

S Z N

Paso 1

1-[6-(2-Metilpirazol-3-il)pirimidin-4-il|piperidin-4-carboxilato de metilo
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\

(0

A una solucion del Intermedio-04 (25 g, 97.77 mmol, 1 eq.) en dioxano (200
ml) y H20 (40 ml) se afiadieron K2COs3 (27.03 g, 195.54 mmol, 2 eq.), 1-metil-5-
(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)pirazol (20.34 g, 97.77 mmol, 1 eq.) y
Pd(dppf)Cl2 (7.15 g, 9.78 mmol, 0.1 eq.). La mezcla se agité a 120 °C durante 2 h
en atmdésfera de Nz. El residuo se diluyd con H20 (200 ml) y se extrajo con acetato
de etilo (300 mIx2). La capa organica combinada se sec6 con Na2SOs, se filtrg, se
concentrd a presion reducida y se purificO mediante cromatografia ultrarrapida en
gel de silice (columna: ultrarrapida con 220 g de silice SepaFlash®, eluyente: éter
de petréleo y acetato de etilo, gradiente: de un 0 % a 20 % de acetato de etilo,
flujo: 100 ml/min) para obtener el compuesto del titulo (29.3 g, 86.44 mmol, 88 %
de rendimiento) como un aceite amarillo.

LC/MS: m/z = 302.1 [M+H]*; tR: 0.644 min (LC/MS-método C).

Paso 2

Acido 1-[6-(2-metilpirazol-3-il)pirimidin-4-ilJpiperidin-4-carboxilico

NAN

|
S Z N

\

N\
o)

A una solucion de 1-[6-(2-metilpirazol-3-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-
carboxilato de metilo (29.3 g, 97.23 mmol, 1 eq.) en THF (250 ml) y H20 (50 ml) se
afadio LIOH-H20 (12.24 g, 291.69 mmol, 3 eq.). La mezcla se agité a 25 °C

durante 12 h, se ajustd el pH a 5 con solucion de HCI 1 N, se concentrd a presion



10

15

20

25

30

107

reducida y se filtrd. La torta del filtro se lavé con H20 (50 ml) y se lavo
disgregandola con acetato de etilo a 20 °C durante 1 h para obtener compuesto el
compuesto del titulo (19.4 g, 64.89 mmol, 67 % de rendimiento) como un sélido
gris.

LC/MS: m/z = 288.4 [M+H]*; tR: 0.295 min (LC/MS-método C).

IH RMN (400 MHz, DMSO-ds): & ppm 12.30 (s, 1 H), 8.57 (d, J=0.9 Hz, 1
H), 7.48 (d, J=2.0 Hz, 1 H), 7.13 (d, J=0.9 Hz, 1 H), 6.95 (d, J=2.0 Hz, 1 H), 4.37
(d, J=12.6 Hz, 2 H), 4.14 (s, 3 H), 3.17 - 3.02 (m, 2 H), 2.64 - 2.54 (m, 1 H), 1.97 -
1.83 (m, 2 H), 1.58 - 1.41 (m, 2 H)

Intermedio -07

Acido 1-[6-(4-ciclopropil-2-metilimidazol-1-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-

carboxilico

NN

N;K OH

Paso 1
4-Ciclopropil-2-metil-1H-imidazol

A una solucion de acetamidina (10.3 g, 108.94 mmol, 5 eq., HCI) en MeOH
(100 ml) se afiadié NaOH (4.36 g, 108.94 mmol, 5 eq.) a 0 °C. La mezcla se agito
a 25 °C durante 3 h. La mezcla de reaccion se filtro, el filtrado se concentr¢ al
vacio y el residuo se disolvié en acetonitrilo (60 ml). A 25 °C, se afiadieron una
solucion de K2COs (6.02 g, 43.58 mmol, 2 eq.) en H20 (30 ml) y una solucién de 2-
bromo-1-ciclopropiletanona (3.55 g, 21.79 mmol, 1 eq.) en acetonitrilo (10 ml) y se
agito a 25 °C durante 12 h. La mezcla de reaccion se concentré a presion reducida
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y se filtr6. La torta del filtro se lavo con agua para obtener el compuesto del titulo
como un producto bruto (1.5 g, 12.28 mmol, 56 % de rendimiento) como un sélido
blanco, que se utilizé directamente en el siguiente paso.

'H RMN: (400 MHz, CDCI3): & ppm 9.43 - 8.77 (m, 1 H), 6.52 (s, 1 H), 2.28
(s, 3H),1.79 - 1.66 (m, 1 H), 0.79 - 0.69 (m, 2 H), 0.63 - 0.55 (m, 2 H)

Paso 2

1-[6-(4-Ciclopropil-2-metilimidazol-1-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-carboxilato de

metilo

NAN

A una solucion de 4-ciclopropil-2-metil-1H-imidazol (573.33 mg, 4.69 mmol,
1.2 eq.) en DMF (10 ml) se afadieron Cs2COs3 (2.55 g, 7.82 mmol, 2 eq.) y el
Intermedio-04 (1 g, 3.91 mmol, 1 eq.) en atmosfera de N2. La mezcla de reaccion
se agité a 120 °C durante 12 h y se enfrié hasta 25 °C. Se afadié Mel (275 mg,
19.5 mmol, 5 eq.), la mezcla de reaccién se mantuvo en Nz a 25 °C durante 2 h, se
vertié en solucion acuosa saturada de NaHCO3 (100 ml) y se extrajo con acetato
de etilo (50 mIx3). La capa organica combinada se lavé con salmuera (50 ml), se
seco con NazS0s, se filtrd, se concentrd y se purific6 mediante cromatografia en
columna de gel de silice (eluyente: éter de petréleo y acetato de etilo, gradiente:
de 10/1 a 0/1) para obtener el compuesto del titulo (1 g, bruto) como un aceite
amarillo.

LC/MS: m/z = 342.3 [M+H]*; tR: 0.739 min (LC/MS-método C).

Paso 3

Acido 1-[6-(4-ciclopropil-2-metilimidazol-1-il)pirimidin-4-il|piperidin-4-

carboxilico
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N;K OH
(o)

A una solucion de 1-[6-(4-ciclopropil-2-metilimidazol-1-il)pirimidin-4-
il]piperidin-4-carboxilato de metilo (900 mg, 2.64 mmol, 1 eq.) en THF (4 ml) y H20
(4 ml) se afadié LiOH+H20 (331.87 mg, 7.91 mmol, 3 eq.) en atmosfera de N2. La
mezcla de reaccion se agité a 25 °C durante 12 h, se ajusto6 el pH a 4 con solucién
de HCI 1 N y se extrajo con acetato de etilo (50 mIx3). La capa organica
combinada se lavé con salmuera (100 ml), se secd con NazS0a, se filtro y se
concentrd. El residuo se purifico mediante HPLC de fase inversa (columna:
columna ultrarrapida con 330 g Welch Ultimate XB_C18, 20-40 um, 120 A,
eluyente: agua (0.1 % de HCI) y acetonitrilo, gradiente: de un 0 % a un 20 % de
acetonitrilo en 20 min, un 20 % de acetonitrilo durante 10 min, flujo: 200 ml/min) y
se lavo disgregandolo con éter de petréleo/acetato de etilo (1:1, 7 ml) a 25 °C para
obtener el compuesto del titulo (540 mg, 1.62 mmol, 53 % de rendimiento) como
un sélido blanco.

LC/MS: m/z = 328.2 [M+H]*; tR: 0.685 min (LC/MS-método C).

'H RMN (400 MHz, DMSO-de): & ppm 8.54 (s, 1 H), 7.94 (s, 1 H), 7.13 (s, 1
H), 4.45 - 4.35 (m, 2 H), 3.24 - 3.11 (m, 2 H), 2.81 (s, 3 H), 2.70 - 2.60 (m, 1 H),
2.07-1.84 (m,3H),1.62-1.41 (m,2H), 1.09 -0.98 (m, 2 H), 0.93 - 0.83 (m, 2 H)

Intermedio -08

3-[(8S)-2-[1-(6-Cloropirimidin-4-il)piperidin-4-carbonillisoxazolidin-3-il]-5-

fluorobenzonitrilo
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NIAN
Cl)\/l\N 0
N
o)
.
7

Paso 1:

Acido 1-(6-cloropirimidin-4-il)piperidin-4-carboxilico

NN

|
CIJ\/I\N
OH

(0

A una mezcla del Intermedio-04 (3 g, 11.73 mmol, 1 eq.) en THF (10 ml) y
H20 (10 ml) se afiadié LiOH*H20 (1 M, 23.46 ml, 2 eq.) y la mezcla de reaccion se
agité a 25 °C durante 1 h. Se ajusto el pH de la mezcla de reaccion a 3-4 con HCI
1M, se filtr6 y se concentrd a presion reducida para obtener el compuesto del titulo
(2.43 g, 86 % de rendimiento), que se utilizé directamente en el siguiente paso.

LC/MS: m/z = 242.0 [M+H]*; tR: 0.835 min (LC/MS-método D).

'H RMN (400 MHz, DMSO-de): d ppm 12.43 -12.20 (m, 1 H), 8.32 (s, 1 H),
6.97 (s, 1 H), 4.37 -4.14 (m, 2 H), 3.16 -3.05 (m, 2 H), 2.62 -2.55 (m, 1 H), 1.88 (br
dd, J=13.5, 3.5 Hz, 2 H), 1.55 -1.42 (m, 2 H)

Paso 2:

3-[(8S)-2-[1-(6-Cloropirimidin-4-il)piperidin-4-carbonillisoxazolidin-3-il]-5-

fluorobenzonitrilo
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Cl)\/l\N 0
N
o)
.
7

A una solucion de acido 1-(6-cloropirimidin-4-il)piperidin-4-carboxilico (4 g,
16.55 mmol, 1 eq.), se afiadieron 3-fluoro-5-[(3S)-isoxazolidin-3-illbenzonitrilo
(3.97 g, 17.38 mmol, 1.05 eq., HCI) en DMF (40 ml), HATU (12.59 g, 33.10 mmol,
2 eq.) y DIEA (10.70 g, 82.76 mmol, 14.41 ml, 5 eq.). La mezcla de reaccion se
agité a 25 °C durante 12 h. La mezcla de reaccion se filtrd, se concentré a presion
reducida y se purific6 mediante cromatografia en columna (SiOz, éter de
petrdleo/acetato de etilo = de 4/1 a 3/1) para obtener el compuesto del titulo (4 g,
58 % de rendimiento) como un sélido pardo.

LC/MS: m/z = 214.0 [M+H]*; tR: 0.637 min (LC/MS-método C).

'H RMN (400 MHz, CDCIl3): & ppm 8.39 (s, 1 H), 7.42 (s, 1 H), 7.31 -7.29 (m,
1 H), 7.27 (br d, J=1.6 Hz, 1 H), 6.55 (s, 1 H), 5.42 (dd, J=8.8, 6.4 Hz, 1 H), 4.35
(td, J=7.9, 3.0 Hz, 3 H), 4.01 -3.89 (m, 1 H), 3.21 -3.08 (m, 4 H), 2.99 -2.90 (m, 1
H), 2.41 -2.30 (m, 1 H), 2.14 -2.07 (m, 1 H), 1.89 -1.76 (m, 3 H)

SFC (Columna: Chiralcel OJ-3 50%4.6 mm de D.l., 3 um, gradiente: de un 5
% a un 40 % de MeOH (0.05 % de DEA) en COg, flujo: 3 ml/min, temp. de la
columna: 35 °C, 100 bar): tR = 1.42 min (100 %)

Intermedio -09

Acido 1-[6-(5-metil-1,2,4-triazol-1-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-carboxilico
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|
N;K OH

Paso 1

1-(6-Hidrazinopirimidin-4-il)piperidin-4-carboxilato de metilo

NN

HN AL
L
COOMe

A una solucion del Intermedio-04 (1 g, 3.91 mmol, 1 eq.) en i-PrOH (10 ml)
se afiadieron DIEA (1.01 g, 7.82 mmol, 1.36 ml, 2 eq.) y N2H4-H20 (253.36 mg,
4.30 mmol, 245.98 pl, 85 % de pureza, 1.1 eq.). La mezcla se agité a 80 °C
durante 12 h, y se diluyé con agua (50 ml) y se extrajo con acetato de etilo (30
mIx3). La capa organica combinada se lavo con salmuera (50 mix2), se sec6 con
Na2S0a4, se filtrd y se concentrd para obtener el compuesto del titulo (980 mg,
bruto) como un sélido blanco.

LC/MS: m/z = 252.3 [M+H]*; tR: 0.703 min (LC/MS método D).

Paso 2

1-[6-(5-Metil-1,2,4-triazol-1-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-carboxilato de metilo

N&N

|
</N\ N)\/I\ N
N/
(o]

A una solucion de 1-(6-hidrazinopirimidin-4-il)piperidin-4-carboxilato de

metilo (980 mg, 3.90 mmol, 1 eq.) y acido p-toluenosulfénico (671.57 mg, 3.90
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mmol, 1 eq.) en EtOH (10 ml) se afiadié N-(dimetilaminometileno)acetamida
(890.33 mg, 7.80 mmol, 2 eq.) a 25 °C. La mezcla de reaccién se agité a 80 °C
durante 2 h y se concentr6 para eliminar la mayor parte del disolvente. Se afiadio
soluciéon acuosa saturada de NaHCOs (30 ml) y la capa acuosa se extrajo con
acetato de etilo (20 mIx2). La capa organica se lavé con salmuera (50 ml), se secé
con NazS04, se filtrd, se concentrd y se purific6 mediante cromatografia
ultrarrapida en gel de silice (columna: columna ultrarrapida con 20 g de silice
SepaFlash®, eluyente: éter de petrdleo y acetato de etilo, gradiente: de un 10 % a
un 40 % de acetato de etilo, flujo: 60 ml/min) para obtener el compuesto del titulo
(475 mg, 1.56 mmol, 40 % de rendimiento) como un soélido blanco.

LC/MS: m/z = 303.2 [M+H]*; tR: 0.799 min (LC/MS-método C).

1H RMN (400 MHz, CDCls): & ppm 8.51 (s, 1 H), 7.90 (s, 1 H), 7.07 (s, 1 H),
4.45-4.31 (m, 2 H), 3.72 (s, 3 H), 3.17 (ta, J=11.9 Hz, 2 H), 2.92 (s, 3 H), 2.70 -
2.61 (m,1H),2.03(sa, 1H),1.77 (q, J=10.4 Hz, 2 H)

Paso 3

Acido 1-[6-(5-metil-1,2,4-triazol-1-il)pirimidin-4-il|piperidin-4-carboxilico

A una solucién de 1-[6-(5-metil-1,2,4-triazol-1-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-
carboxilato de metilo (475 mg, 1.57 mmol, 1 eq.) en THF (5 ml) se afiadi6é
LiIOH-H20 (1 M, 3.14 ml, 2 eq.). La mezcla se agitd a 25 °C durante 1 h, se ajustd
el pH a 3 con solucién acuosa de HCI 1 N, se concentrd para eliminar la mayor
parte del disolvente y se filtrG. La torta del filtro se recogidé y se secé para obtener
el compuesto del titulo (470 mg, bruto) como un sdlido blanco.

LC/MS: m/z = 289.0 [M+H]*; tR: 0.729 min (LC/MS-método C).
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'H RMN (400 MHz, DMSO-ds): 6 ppm 12.31 (s a, 1 H), 8.51 (s, 1 H), 8.09 (s,
1 H), 7.08 (s, 1 H), 4.31 (br d, J=2.3 Hz, 2 H), 3.15 (t a, J=11.1 Hz, 2 H), 2.77 (s, 3
H), 2.60 (ddd, J=4.1, 6.8, 10.7 Hz, 1 H), 1.91 (br dd, J=3.2, 13.2 Hz, 2 H), 1.57 -
1.47 (m, 2 H)

Intermedio -10

Acido 1-[6-(3-metil-1,2,4-triazol-1-il)pirimidin-4-il|piperidin-4-carboxilico

N&N

I
N” OH
Paso 1
1-[6-(3-Metil-1,2,4-triazol-1-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-carboxilato de metilo

N/§N

N I =
—ﬁj)\)\”

o

A una solucion de 5-metil-1H-1,2,4-triazol (1.17 g, 14.08 mmol, 1.2 eq.) en
DMF (30 ml) se afiadieron Cs2COs (7.65 g, 23.46 mmol, 2 eq.), el Intermedio-04 (3
g, 11.73 mmol, 1 eq.) y tamiz molecular de 4 A (3 g, 11.73 mmol, 1 eq.) en
atmosfera de N2. La mezcla de reaccién se agité a 120 °C durante 12 h y se enfrié
hasta 25 °C. Se afiadié Mel (833 mg, 58.6 mmol, 5 eq.) y la mezcla de reaccion se
mantuvo en atmésfera de N2 a 25 °C durante 2 h. La mezcla de reaccion se filtro,
se diluy6 con agua (300 ml) y se extrajo con acetato de etilo (200 mIx3). La capa
organica combinada se lavé con salmuera (300 mIx2), se sec6 con Na2SOs, se
filtro, se concentrd y se purifico mediante HPLC preparativa (columna: Welch
Ultimate XB-CN 250x50 mm, 10 um, eluyente: 2 % de EtOH (0.1 % de &cido

férmico) en hexano, 18 min) para obtener el compuesto del titulo como una mezcla
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con el subproducto 1-[6-(5-metil-1,2,4-triazol-1-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-
carboxilato de metilo (Intermedio-09, paso 2) (5 g, 15.05 mmol, 87 % de
rendimiento) como un sélido blanco.

'H RMN (400 MHz, CDCIl3): & ppm 9.05 (s, 1 H), 8.52 (s, 1 H), 7.93 (s, 1 H),
7.08 (s, 1H),4.42-4.32 (m, 2 H), 3.72 (s, 3H), 3.22 - 3.15 (m, 2 H), 2.94 (s, 3 H),
2.70 - 2.64 (m, 1 H), 2.05 (br dd, J=2.8, 13.8 Hz, 2 H), 1.82 - 1.78 (m, 2 H)

Paso 2

Acido 1-[6-(3-metil-1,2,4-triazol-1-il)pirimidin-4-il|piperidin-4-carboxilico

NAN

AL

OH

N<
74 N
(=
(o)

A una solucion de 1-[6-(3-metil-1,2,4-triazol-1-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-
carboxilato de metilo y el subproducto 1-[6-(5-metil-1,2,4-triazol-1-il)pirimidin-4-
iljpiperidin-4-carboxilato de metilo (4.9 g, 16.21 mmol, 1 eq.) en THF (50 ml) se
afiadié LiIOH+H20 (1 M, 32.41 ml, 2 eq.). La mezcla se agité a 25 °C durante 1 h,
se ajusto el pH a 3 con solucién acuosa de HCI 1 N, se concentrd para eliminar la
mayor parte del disolvente y se filtr6. La torta del filtro se recristaliz6 en DMF (50
ml) a 80 °C durante 1 h y se filtr6 para obtener el compuesto del titulo (4 g, 13.87
mmol, 86 % de rendimiento) como un sélido blanco.

LC/MS: m/z = 289 [M+H]*; tR: 0.649 min (LC/MS-método C).

'H RMN (400 MHz, CDCl3): & ppm 12.35 (s a, 1 H), 9.20 (s, 1 H), 8.45 (s, 1
H), 6.99 (s, 1 H), 4.33 (br dd, J=4.6, 2.1 Hz, 2 H), 3.15 (t a, J=11.5 Hz, 2 H), 2.66 -
2.56 (m, 1 H), 2.39 (s, 3 H), 1.98 -1.87 (m, 2 H), 1.60 -1.46 (m, 2 H)

Intermedio-11a

1-(6-Cloro-5-fluoropirimidin-4-il)piperidin-4-carboxilato de metilo



10

15

20

25

30

116

Una mezcla de 4,6-dicloro-5-fluoropirimidina (1 g, 5.99 mmol, 1 eq.),
piperidin-4-carboxilato de metilo (806.21 mg, 5.63 mmol, 0.94 eq.), DIEA (2.32 g,
17.97 mmol, 3.13 ml, 3 eq.) en dioxano (10 ml) se desgasifico y se purgd con Nz, y
después la mezcla se agité a 80 °C durante 2 h en atmésfera de N2. El residuo se
diluy6 con H20 (30 ml) y se extrajo con acetato de etilo (30 mIx2). La capa
organica combinada se sec6 con Na2SOa, se filtro, se concentr6 a presion
reducida y se purific6 mediante cromatografia ultrarrdpida en gel de silice
(columna: columna ultrarrapida con 20 g de silice SepaFlash®, eluyente: éter de
petréleo y acetato de etilo, gradiente: de un 0 % a un 50 % de acetato de etilo,
flujo: 50 ml/min) para obtener el compuesto del titulo (1.45 g, 5.30 mmol, 88 % de
rendimiento) como un aceite amarillo.

LC/MS: m/z = 374.1[M+H]*; tR: 0.894 min (LC/MS-método C).

IH RMN (400 MHz, CDCls): & ppm 8.20 - 8.12 (m, 1 H), 4.51 - 4.34 (m, 2 H),
3.75-3.69 (m, 3H),3.31-3.15(m, 2 H), 2.72 - 2.57 (m, 1 H), 2.09 - 1.98 (m, 2 H),
1.89-1.75(m, 2 H)

Intermedio -11b

1-(6-Cloro-5-fluoropirimidin-4-il)piperidin-4-carboxilato de etilo

NI/§N
2o ole
F o)
o)
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Una mezcla de 4,6-dicloro-5-fluoropirimidina (1.06 g, 6.36 mmol, 1 eq.),
piperidin-4-carboxilato de etilo (1.00 g, 6.36 mmol, 1.0 eq.), DIEA (3.29 g, 25.44
mmol, 4.43 ml, 4 eq.) en acetonitrilo (20 ml) se agité a temperatura ambiente
durante 1 h. El residuo se diluyo con H20 (30 ml) y se extrajo con acetato de etilo
(30 mIx2). La mezcla de reaccion se diluy6 con acetato de etilo y se lavo dos
veces con HCI 0.1 N. La capa orgénica combinada se lavé con agua, se sec6 con
Na2SOa4, se filtrd y se concentrd a presion reducida para obtener el compuesto del
titulo (1.65 g, 5.73 mmol, 90 % de rendimiento).

LC/MS: m/z = 288.1 [M+H]*; tR: 2.14 min (LC/MS-método A).

'H RMN (400.23 MHz, DMSO-ds): & ppm 8.19 (d, J=1.34 Hz, 1 H), 4.29 (m,
2 H), 4.08 (q, J=7.09 Hz, 2 H), 3.24 (m, 2 H), 2.71 (m, 1 H), 1.93 (m, 2 H), 1.62 (m,
2 H), 1.19 (t, J=7.09 Hz, 3 H)

Sintesis de los ejemplos:

Ejemplo 1

3-Fluoro-5-[(3S)-2-[1-[6-(2-metilimidazol-1-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-

carbonillisoxazolidin-3-ilJbenzonitrilo

N/§N

Una mezcla del Intermedio-05 (300 mg, 926.56 umoaol, 1 eq., HCI), el
Intermedio-01 (222.45 mg, 972.89 umol, 1.05 eq., HCI), HATU (528.46 mg, 1.39
mmol, 1.5 eq.) y DIEA (838.24 mg, 6.49 mmol, 1.13 ml, 7 eq.) en DMF (3 ml) se
agité a 20 °C durante 12 h. La mezcla de reaccion se diluyé con agua (20 ml) y se
extrajo con acetato de etilo (10 mix3). La capa organica combinada se lav6 con

salmuera (15 mix2), se sec6 con NazS0s4, se filtrd, se concentrd y se purifico
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mediante cromatografia ultrarrapida en gel de silice (eluyente: DCM y MeOH,
gradiente: de un 0 % a un 10 % de MeOH), después mediante HPLC preparativa
(columna: Phenomenex Gemini-NX C18 75x30 mm, 3 um, eluyente: agua (0.225
% de acido férmico) y acetonitrilo, gradiente: de un 12 % a un 42 % de acetonitrilo
en 5 min) para obtener el compuesto del titulo (229 mg, 491.16 pumol, 53 de
rendimiento) como un sélido amarillo.

LC/MS: m/z = 462.1 [M+H]*; tR: 0.501 min (LC/MS-método C).

1H RMN (400 MHz, DMSO-ds): & ppm 8.48 (s, 1 H), 7.78 (br d, J=8.4 Hz, 1
H), 7.66 - 7.60 (m, 2 H), 7.49 (br d, J=9.7 Hz, 1 H), 6.90 (s, 2 H), 5.39 (t a, J=7.5
Hz, 1 H), 4.48 (br d, J=3.9 Hz, 2 H), 4.30 (dt, J=2.8, 7.6 Hz, 1 H), 3.97 - 3.90 (m, 1
H), 3.16 - 3.06 (m, 3 H), 2.95 - 2.87 (m, 1 H), 2.55 (s, 3 H), 2.28 - 2.19 (m, 1 H),
2.00 - 1.94 (m, 1 H), 1.77 (br d, J=10.8 Hz, 1 H), 1.58 - 1.48 (m, 2 H)

SFC (Columna: Chiralpak AD-3 50x4.6 mm de D.I., 3 um, eluyente: 40 % de
MeOH (0.05 % de DEA) en COg, flujo: 3 ml/min, temp. de la columna: 35 °C, 100
bar): tR: 1.05 min (100 %)

Ejemplo 2

3-Fluoro-2-metil-5-[(3S)-2-[1-[6-(2-metilimidazol-1-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-

carbonillisoxazolidin-3-ilJbenzonitrilo

NN

El compuesto del titulo se sintetizé utilizando las condiciones de acoplamiento con
HATU descritas en el ejemplo 1 utilizando el Intermedio-05 y el Intermedio-03

como reactivos para obtener 10 mg (0.021 mmol, 21 % de rendimiento).
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LC/MS: m/z = 476.3 [M+H]*; tR: 1.57 min (LC/MS-método A).

'H RMN (600.05 MHz, DMSO-ds): 5 ppm 8.48 (d, J=0.92 Hz, 1 H), 7.64 (d,
J=1.47 Hz, 1 H), 7.55 (s, 1 H), 7.43 (d, J=10.27 Hz, 1 H), 6.90 (dd, J=5.78, 1.19
Hz, 2 H), 5.35 (m, 1 H), 4.48 (s a, 1 H), 4.29 (td, J=7.70, 7.70, 2.93 Hz, 1 H), 3.93
(m, 1 H), 3.28 (m, 1 H), 3.11 (m, 3 H), 2.89 (m, 1 H), 2.54 (s, 3 H), 2.37 (d, J=1.83
Hz, 3 H), 2.23 (m, 1 H), 1.96 (br d, J=11.19 Hz, 1 H), 1.77 (br d, J=12.65 Hz, 1 H),
1.53 (m, 2 H)

Ejemplo 3

3-Fluoro-5-[(3S)-2-[1-[6-(2-metilpirazol-3-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-

carbonillisoxazolidin-3-ilJbenzonitrilo

N/§N

El compuesto del titulo se sintetizé utilizando las condiciones de
acoplamiento con HATU descritas en el ejemplo 1 utilizando el Intermedio-06 vy el
Intermedio-01 como reactivos para obtener 240 mg (0.52 mmol, 77 % de
rendimiento).

LC/MS: m/z = 463.2 [M+H]*; tR: 0.66 min (LC/MS-método B).

'H RMN (400.23 MHz, DMSO-de): d ppm 8.57 (d, J=0.98 Hz, 1 H), 7.77 (d,
J=8.62 Hz, 1 H), 7.62 (s, 1 H), 7.50 (s, 1 H), 7.48 (d, J=1.96 Hz, 1 H), 7.13 (s, 1 H),
6.94 (d, J=1.96 Hz, 1 H), 5.40 (m, 1 H), 4.49 (s a, 2 H), 4.30 (td, J=7.67, 7.67, 3.00
Hz, 1 H), 4.14 (s, 3 H), 3.94 (m, 1 H), 3.09 (m, 3 H), 2.91 (dddd, J=12.18, 9.15,
6.42, 3.06 Hz, 1 H), 2.50 (u), 2.25 (m, 1 H), 1.97 (br d, J=10.51 Hz, 1 H), 1.77 (br
d, J=12.84 Hz, 1 H), 1.53 (m, 2 H)
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Ejemplo 4
[(3S)-3-(3,5-Difluorofenil)isoxazolidin-2-il]-[1-[6-(2-metilpirazol-3-il)pirimidin-
4-il]-4-piperidiljmetanona

NAN

)

F

El compuesto del titulo se sintetizé utilizando las condiciones de
acoplamiento con HATU descritas en el ejemplo 1 utilizando el Intermedio-06 vy el
Intermedio-02a como reactivos para obtener 180 mg (0.40 mmol, 57 % de
rendimiento).

LC/MS: m/z = 455.1 [M+H]*; tR: 0.55 min (LC/MS-método C).

1H RMN (400 MHz, CDCls): & ppm 8.66 (s, 1 H), 7.50 (d, J=2.0 Hz, 1 H),
6.86 - 6.79 (m, 2 H), 6.74 - 6.68 (m, 2 H), 6.59 (d, J=2.0 Hz, 1 H), 5.38 (dd, J=6.1,
8.7 Hz, 1 H), 4.51 - 4.39 (m, 2 H), 4.30 (dt, J=3.2, 7.7 Hz, 1 H), 4.22 (s, 3 H), 3.97 -
3.89 (m, 1 H), 3.17 - 3.08 (m, 3 H), 2.94 - 2.80 (m, 1 H), 2.42 - 2.27 (m, 1 H), 2.09
(br dd, J=2.4, 13.4 Hz, 1 H), 1.87 - 1.79 (m, 3 H)

SFC (Columna: Chiralpak OJ-3 50%4.6 mm de D.I., 3 um, eluyente: 5-40 %
de MeOH (0.05 % de DEA) en COg, flujo: 3 ml/min, temp. de la columna: 35 °C,
100 bar): tR: 1.389 min (100 %)

Ejemplo 5

[(3S)-3-(3-Cloro-5-fluorofenil)isoxazolidin-2-il]-[1-[6-(2-metilpirazol-3-
il)pirimidin-4-il]-4-piperidillmetanona
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Z—0

Cl

El compuesto del titulo se sintetiz6 utilizando las condiciones de
acoplamiento con HATU descritas en el ejemplo 1 utilizando el Intermedio-06 vy el
Intermedio-02b como reactivos para obtener 37 mg (0.08 mmol, 78 % de
rendimiento).

LC/MS: m/z = 471.2 [M+H]*; tR: 2.00 min (LC/MS-método A).

'H RMN (400.23 MHz, DMSO-ds): & ppm 8.59 (s, 1 H), 7.50 (d, J=1.96 Hz, 1
H), 7.34 (dt, J=8.68 Hz, J=2.08 Hz, 1 H), 7.20 (s, 1 H), 7.15 (s, 1 H), 7.11 (br d,
J=9.41 Hz, 1 H), 6.93 (d, J=1.96 Hz, 1 H), 5.35 (m, 1 H), 4.49 (s a, 2 H), 4.29 (m, 1
H), 4.13 (s, 3 H), 3.92 (m, 1 H), 3.11 (m, 3 H), 2.90 (m, 1 H), 2.22 (m, 1 H), 1.97 (br
d, J=11.13 Hz, 1 H), 1.77 (br d, J=12.23 Hz, 1 H), 1.53 (m, 2 H)

Ejemplo 6

3-Fluoro-5-[(3S)-2-[1-[6-(3-metil-1H-pirazol-4-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-

carbonillisoxazolidin-3-ilJbenzonitrilo

NAN
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Una mezcla del Intermedio-08 (41.58 mg, 0.10 mmol, 1.0 eq.), 3-metil-4-
(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-1H-pirazol (38.22 mg, 0.18 mmol, 1.8
eg.), carbonato de sodio (40.28 mg, 0.38 mmol, 3.8 eq.) y complejo de dicloruro de
1,1'-bis(difenilfosfino)-ferroceno-paladio(ll) y diclorometano (16.33 mg, 0.02 mmol,
0.2 eq.) en DME (3.0 ml) y agua (1 ml) se calenté hasta 100 °C con irradiacion de
microondas durante 30 min. La mezcla de reaccion se filtré y se purific6 mediante
HPLC preparativa (columna: Luna(r) 5 um C18(2) 100 A 100x30 mm, AXIAL,
eluyente: agua y acetonitrilo, gradiente: de un 10 % a un 100 % de acetonitrilo en
12 min, flujo: 50 ml/min) para obtener el compuesto del titulo (18 mg, 39 % de
rendimiento).

LC/MS: m/z = 462.2 [M+H]*; tR: 1.34 min (LC/MS-método A).

!H RMN (400.23 MHz, DMSO-ds): & ppm 8.45 (s, 1 H), 8.14 (s, 1 H), 7.77
(brd, J=7.98 Hz, 1 H), 7.62 (s, 1 H), 7.49 (br d, J=9.41 Hz, 1 H), 6.93 (s, 1 H), 5.40
(m, 1 H), 4.45 (br d, J=9.90 Hz, 2 H), 4.30 (td, J=7.58, 2.81 Hz, 1 H), 3.94 (m, 1 H),
3.09 (brd, J=7.09 Hz, 1 H), 3.03 (m, 2 H), 2.91 (m, 1 H), 2.27 (m, 2 H), 1.95 (br d,
J=11.37 Hz, 1 H), 1.76 (br d, J=11.74 Hz, 1 H), 1.52 (m, 2 H), 1.24 (s, 3 H)

Ejemplo 7

3-[(3S)-2-[1-[6-(4-Ciclopropil-2-metilimidazol-1-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-
carbonillisoxazolidin-3-il]-5-fluorobenzonitrilo

NIAN
o) \i‘/
7 F

El compuesto del titulo se sintetiz6 utilizando las condiciones de

acoplamiento con HATU descritas en el ejemplo 1 utilizando el Intermedio-07 y el
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Intermedio-02a como reactivos para obtener 77 mg (0.23 mmol, 36 % de
rendimiento).

LC/MS: m/z = 502.2 [M+H]*; tR: 0.81 min (LC/MS-método C).

'H RMN (400 MHz, DMSO-de): d ppm 8.45 (s, 1 H), 8.13 (s, 1 H), 7.80 -
7.74 (m, 1 H), 7.62 (s, 1 H), 7.49 (br d, J=9.5 Hz, 1 H), 7.43 (s, 1 H), 6.84 (s, 1 H),
5.42 - 5.36 (m, 1 H), 4.54 - 4.39 (m, 2 H), 4.30 (dt, J=2.8, 7.7 Hz, 1 H), 3.96 - 3.90
(m, 1 H), 3.14 - 3.05 (m, 3 H),2.95-2.88(m, 1 H),2.52 (s,3H),227-221(m, 1
H), 1.99-1.94 (m, 1 H), 1.80-1.73 (m, 2 H), 1.56 - 1.48 (m, 2 H), 0.80 - 0.76 (m, 2
H), 0.68 - 0.64 (m, 2 H)

SFC (Columna: Chiralpak OJ-3 50x4.6 mm de D.l., 3 um, eluyente: 5-40 %
de MeOH (0.05 % de DEA) en COg, flujo: 3 ml/min, temp. de la columna: 35 °C,
100 bar): tR: 1.73 min (98.8 %)

Ejemplo 8

5-[(3S)-2-[1-[6-(4-Ciclopropil-2-metilimidazol-1-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-

carbonillisoxazolidin-3-il]-3-fluoro-2-metilbenzonitrilo

NN
|
> S
0

N7

El compuesto del titulo se sintetizé utilizando las condiciones de
acoplamiento con HATU descritas en el ejemplo 1 utilizando el Intermedio-07 y el
Intermedio-03 como reactivos para obtener 28 mg (0.08 mmol, 81 % de
rendimiento).

LC/MS: m/z = 516.3 [M+H]*; tR: 1.67 min (LC/MS-método A).

'H RMN (400.23 MHz, DMSO-ds): d ppm 8.45 (s, 1 H), 7.55 (s, 1 H), 7.44

(m, 2 H), 6.83 (s, 1 H), 5.35(m, 1 H), 4.47 (s a, 2 H), 4.29 (td, J=7.64,



5

10

15

20

25

30

124

7.64, 3.18 Hz, 1 H), 3.93 (m, 1 H), 3.10 (m, 3 H), 2.89 (m, 1 H), 2.50 (s, 3 H,
en el pico de DMSO), 2.37 (d, J=1.71 Hz, 3 H), 2.24 (m, 1 H), 1.96 (d a, J=12.84
Hz, 1 H), 1.77 (m, 2 H), 1.52 (m, 2 H), 0.78 (m, 2 H), 0.67 (m, 2 H)

Ejemplo 9

3-[(3S)-2-[1-[6-(2,5-Dimetilpirazol-3-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-
carbonillisoxazolidin-3-il]-5-fluorobenzonitrilo

\ ”|/§"
N Z NN 0
N , I
\ N
o)
F
y/,
N/

Una mezcla del Intermedio-08 (100 mg, 240.47 umol, 1 eq.), 1,3-dimetil-5-
(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)pirazol (58.75 mg, 264.52 umol, 1.1 eq.),
K2COs3 (66.47 mg, 480.95 umol, 2 eq.) y Pd(dppf)Cl2*CH2Cl2 (19.64 mg, 24.05
pumol, 0.1 eq.) en dioxano (0.8 ml) y H20 (0.2 ml) se desgasificd y purgd con N2 3
veces. La mezcla de reaccion se agité a 80 °C durante 2 h en atmdsfera de N2. La
mezcla de reaccion se diluyé con agua (5 ml) y se extrajo con acetato de etilo (3
mix3). La capa organica combinada se lavé con salmuera (8 ml), se sec6 con
Na2SO0s4, se filtrd, se concentrd y se purificO mediante HPLC preparativa (columna:
Phenomenex C18 75x30 mm, 3 um, eluyente: agua (0.1 % de acido férmico) y
acetonitrilo, gradiente: de un 25 % a un 55 % de acetonitrilo en 7 min) para
obtener el compuesto del titulo (62 mg, 130.38 umol, 54 % de rendimiento) como
un soélido amarillo.

LC/MS: m/z = 476.3 [M+H]*; tR: 0.822 min (LC/MS-método C).

'H RMN (400 MHz, CDCIls): & ppm 8.69 (s, 1 H), 7.40 (s, 1 H), 7.30 - 7.27
(m, 1 H), 7.26 (br d, J=1.4 Hz, 1 H), 6.67 (s, 1H ), 6.54 (s a, 1 H), 5.41 (dd, J=6.4,
8.6 Hz, 1 H), 4.58 - 4.27 (m, 3 H), 4.14 (s, 3 H), 3.95 (dt, J=6.8, 8.7 Hz, 1 H), 3.32 -
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3.10 (m, 3 H), 2.93 (dddd, J=3.1, 6.6, 9.2, 12.2 Hz, 1 H), 2.40 - 2.32 (m, 1 H), 2.30
(s, 3H),2.16-2.08(m,1H),1.91-1.82(m, 3 H)

SFC (Columna: Chiralcel OJ-3 50%4.6 mm de D.l., 3 um, gradiente: de un 5
% a un 40 % de MeOH (0.05 % de DEA) en COg, flujo: 3 ml/min, temp. de la
columna: 35 °C, 100 bar): tR: 1.54 min (100 %)

Ejemplo 10

3-Fluoro-5-[(3S)-2-[1-[6-(3-metil-1,2,4-triazol-1-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-

carbonillisoxazolidin-3-ilJbenzonitrilo

N/§N

I
7 F

El compuesto del titulo se sintetiz6 utilizando las condiciones de
acoplamiento con HATU descritas en el ejemplo 1 utilizando el Intermedio-07 vy el
Intermedio-03 como reactivos para obtener 62 mg (0.13 mmol, 38 % de
rendimiento).

LC/MS: m/z = 463.3 [M+H]*; tR: 0.820 min (LC/MS-método C).

'H RMN (400 MHz, CDCIs3): & ppm 9.20 (s, 1 H), 8.43 (s, 1 H), 7.32 (s, 1 H),
7.21 (brd, J=1.1 Hz, 1 H), 7.18 (br d, J=1.6 Hz, 1 H), 6.96 (s, 1 H), 5.34 (dd, J=8.7,
6.3 Hz, 1 H), 5.20 -5.09 (m, 1 H), 4.47 -4.34 (m, 1 H), 4.27 (td, J=7.8, 2.9 Hz, 1 H),
3.93-3.85 (m, 1 H), 3.26 -3.14 (m, 2 H), 3.13 -3.04 (m, 1 H), 2.86 (dddd, J=12.3,
9.2,6.4,2.9Hz, 1 H), 248 (s, 3 H),2.33-2.21 (m, 1 H), 2.05 (br dd, J=13.5, 3.3
Hz, 1 H), 1.88 -1.72 (m, 3 H)

SFC (Columna: Chiralcel OJ-3 50x4.6 mm de D.l., 3 um, gradiente: de un 5
% a un 40 % de MeOH (0.05 % de DEA) en COg, flujo: 3 ml/min, temp. de la
columna: 35 °C, 100 bar): tR: 1.418 min (100 %)
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Ejemplo 11
3-Fluoro-5-[(3S)-2-[1-[6-(5-metil-1,2,4-triazol-1-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-

carbonillisoxazolidin-3-ilJbenzonitrilo
N/\

N\
/N

N

El compuesto del titulo se sintetiz6 utilizando las condiciones de
acoplamiento con HATU descritas en el ejemplo 1 utilizando el Intermedio-09 y el
Intermedio-01 como reactivos para obtener 38 mg (0.12 mmol, 24 % de
rendimiento).

LC/MS: m/z = 463.1 [M+H]*; tR: 0.874 min (LC/MS-método C).

1H RMN (400 MHz, CDCls): & ppm 8.52 (s, 1 H), 7.92 (s, 1 H), 7.40 (s, 1 H),
7.28 (brd, J=2.1 Hz, 1 H), 7.26 (br d, J=1.5 Hz, 1 H), 7.09 (s, 1 H), 5.41 (dd, J=6.4,
8.8 Hz, 1 H), 4.50 (br d, J=2.1 Hz, 2 H), 4.34 (dt, J=2.9, 7.9 Hz, 1 H), 3.94 (dt,
J=6.7, 8.8 Hz, 1 H), 3.24 - 3.10 (m, 3 H), 2.94 (s, 3 H), 2.93 - 2.87 (m, 1 H), 2.39 -
2.29 (m, 1 H), 2.09 (br dd, J=2.7, 13.1 Hz, 1 H), 1.87 - 1.80 (m, 3 H)

SFC (Columna: Chiralcel OD-3 50x4.6 mm de D.l., 3 um, gradiente: de un 5
% a un 40 % de MeOH (0.05 % de DEA) en COg, flujo: 3 ml/min, temp. de la
columna: 35 °C, 100 bar): tR: 1.926 min (100 %)

Ejemplo 12

3-Fluoro-5-[(3S)-2-[1-[6-(3-metiltriazol-4-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-

carbonillisoxazolidin-3-iljbenzonitrilo
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NI/§N
<< Z N ?
N, N

N—N<_

o
F

Y/,
N 74

Paso 1
Tributil-(3-metiltriazol-4-il)estannano

(\/

A una solucion de n-BuLi (2.5 M, 2.41 ml, 1 eq.) en THF (5 ml) se afiadi6 5-
metilciclohexa-1,3-dieno (566.57 mg, 6.02 mmol, 5 ml, 1 eq.) gota a gota a -70 °C,
seguido de una solucion de 1-metiltriazol (500 mg, 6.02 mmol, 1 eq.) en THF (2
ml) en atmoésfera de N2. La mezcla de reaccion se agité durante 1 h y se afiadio
tributil(cloro)estannano (1.96 g, 6.02 mmol, 1.62 ml, 1 eq.). La mezcla de reaccién
se calent6 suavemente hasta 25 °C. Después de 10 h, la mezcla de reaccion se
filtrd, se concentrd a presion reducida y se purificdé mediante cromatografia
ultrarrapida en gel de silice (columna: columna ultrarrapida con 20 g de silice
SepaFlash®, eluyente: éter de petrdleo y acetato de etilo, gradiente: de un 0 % a
un 20 % de acetato de etilo, flujo: 50 ml/min) para obtener el compuesto del titulo
(2.3 g, 3.49 mmol, 58 % de rendimiento) como un aceite incoloro.

LC/MS: m/z = 374.1 [M+H]*; tR: 0.831 min (LC/MS-método C).
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'H RMN (400 MHz, CDCI3): 6 ppm 7.61 (s, 1 H), 4.10 (s, 3 H), 1.57 - 1.49
(m, 6 H), 1.37 - 1.31 (m, 6 H), 1.21 - 1.16 (m, 6 H), 0.90 (t, J=7.3 Hz, 9 H)

Paso 2

3-Fluoro-5-[(3S)-2-[1-[6-(3-metiltriazol-4-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-

carbonillisoxazolidin-3-ilJbenzonitrilo

NI/§N
< Z N (0]
N\\ N ,
N~ '\
(0]
F
Y,
N7

Una mezcla del Intermedio-08 (100 mg, 240.47 pumol, 1 eq.), tributil-(3-
metiltriazol-4-il)estannano (178.98 mg, 480.95 umol, 2 eq.), trietilamina (48.67 mg,
480.95 pmol, 66.94 pl, 2 eq.), Cul (4.58 mg, 24.05 umol, 0.1 eq.) y Pd(PPhs)4
(27.79 mg, 24.05 pmol, 0.1 eq.) en dioxano (1 ml) se desgasificé y purgd con N2 3
veces. La mezcla de reaccién se agité a 100 °C durante 12 h en atmdsfera de Nz,
se desactivd mediante la adicion de solucion acuosa saturada de KF (3 ml), se
diluyé con agua (5 ml) y se extrajo con acetato de etilo (5 mIx3). La capa organica
combinada se sec6 con Na2SOg, se filtrd, se concentré a presiéon reducida y se
purific6 mediante HPLC preparativa (columna: Phenomenex C18 75x30 mm, 3
um, eluyente: agua (0.1 % de acido férmico) y acetonitrilo, gradiente: de un 28 % a
un 58 % de acetonitrilo en 7 min) para obtener el compuesto del titulo (26 mg,
56.22 pmol, 23 % de rendimiento) como un solido amarillo.

LC/MS: m/z = 463.1 [M+H]*; tR: 0.626 min (LC/MS-método C).

'H RMN (400 MHz, DMSO-ds): & ppm 8.60 (d, J=1.0 Hz, 1 H), 8.39 (s, 1 H),
7.80-7.75(m, 1 H), 7.62 (s, 1 H), 7.49 (br d, J=9.2 Hz, 1 H), 7.28 (d, J=0.9 Hz, 1
H), 5.39 (br dd, J=6.5, 8.1 Hz, 1 H), 4.58 - 4.42 (m, 2 H), 4.32 (s, 3 H), 4.31 - 4.27
(m, 1 H), 3.98 - 3.89 (m, 1 H), 3.16 - 3.08 (m, 3 H), 2.91 (tdd, J=3.1, 5.8, 8.8 Hz, 1
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H), 2.24 (dtd, J=2.0, 4.6, 9.3 Hz, 1 H), 2.01 - 1.94 (m, 1 H), 1.82 - 1.74 (m, 1 H),
1.56 - 1.47 (m, 2 H)

SFC (Columna: Chiralcel OD-3 50x4.6 mm de D.l., 3 um, gradiente: de un 5
% a un 40 % de MeOH (0.05 % de DEA) en COg, flujo: 3 ml/min, temp. de la
columna: 35 °C, 100 bar): tR: 2.380 min (100 %)

Ejemplo 13

3-Fluoro-5-[(3S)-2-[1-[5-fluoro-6-(2-metilimidazol-1-il)pirimidin-4-il]piperidin-
4-carbonillisoxazolidin-3-iljbenzonitrilo

N/§N

w)l\%“ P
(0]
F
A

1-[5-Fluoro-6-(2-metilimidazol-1-il)pirimidin-4-il|piperidin-4-carboxilato de

Paso 1

metilo

N/%N

Una mezcla del Intermedio-11a (5.38 g, 19.66 mmol, 1 eq.), 2-metil-1H-
imidazol (2.10 g, 25.55 mmol, 1.3 eq.), K2CO3 (10.87 g, 78.63 mmol, 4 eq.), Cul
(1.87 g, 9.83 mmol, 0.5 eqg.) en DMSO (50 ml) se desgasifico y purgdé con N2 3
veces. La mezcla de reaccion se agitd a 120 °C durante 16 h, se diluy6é con H20

(60 ml) y se extrajo con acetato de etilo (60 mIx2). La capa organica combinada se
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secO con Na2S04 anhidro, se filtro, se concentrd a presion reducida y se purifico
mediante cromatografia ultrarrdpida en gel de silice (columna: columna
ultrarrdpida con 8 g de silice SepaFlash®, eluyente: éter de petréleo y acetato de
etilo, gradiente: de un 0 % a un 80 % de acetato de etilo, flujo: 40 ml/min) para
obtener el compuesto del titulo (6 g, 17.85 mmol, 91 % de rendimiento) como un
solido blanco.

'H RMN (400 MHz, CDCIs): & ppm 8.30 (d, J=1.3 Hz, 1 H), 7.18 - 7.10 (m, 1
H), 7.02 (s, 1 H), 4.52 - 4.40 (m, 2 H), 3.75 - 3.65 (m, 3 H), 3.32 - 3.17 (m, 2 H),
2.71-2.64 (m, 2 H), 2.49 (s, 3 H), 2.05 (brd, J=3.5 Hz, 1 H), 1.89 - 1.77 (m, 2 H)

Paso 2

Acido 1-[5-fluoro-6-(2-metilimidazol-1-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-carboxilico

NAN

A una solucion de 1-[5-fluoro-6-(2-metilimidazol-1-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-
carboxilato de metilo (3 g, 9.39 mmol, 1 eq.) en THF (24 ml) se afiadieron
LiOH-H20 (1.58 g, 37.58 mmol, 4 eq.) y H20 (6 ml). La mezcla de reaccion se
agitd a 25 °C durante 2 h, se diluyé con H20 (60 ml) y se extrajo con acetato de
etilo (60 mIx2). La capa organica combinada se sec6 con Na2SO4 anhidro, se filtrg,
se concentrd a presion reducida y se purific6 mediante HPLC de fase inversa
(columna: columna ultrarrapida con 330 g Welch Ultimate XB_C18, 20-40 um, 120
A, eluyente: agua (0.1 % de &cido férmico) y acetonitrilo, gradiente: de un 0 % a
un 25 % de acetonitrilo en 15 min, un 25 % de acetonitrilo durante 10 min, flujo:
100 ml/min) para obtener el compuesto del titulo (1.4 g, 4.58 mmol, 49 % de
rendimiento) como un sélido blanco.

LC/MS: m/z = 306.2 [M+H]*; tR: 0.226 min (LC/MS-método C).

'H RMN (400 MHz, DMSO-de):  ppm 12.49 - 12.14 (m, 1 H), 8.36 (d, J=1.4
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Hz, 1 H), 7.47 (dd, J=1.6, 2.4 Hz, 1 H), 7.04 (d, J=1.5 Hz, 1 H), 4.34 (br d, J=13.4
Hz, 2 H), 3.27 - 3.21 (m, 2 H), 2.64 - 2.61 (m, 1 H), 2.40 (s, 3 H), 1.97 - 1.91 (m, 2
H), 1.69 - 1.61 (m, 2 H)
Paso 3
3-Fluoro-5-[(3S)-2-[1-[5-fluoro-6-(2-metilimidazol-1-il)pirimidin-4-il|piperidin-

4-carbonillisoxazolidin-3-iljbenzonitrilo

N&N

(/\N)I\%\N 0
o)
F
N7

El compuesto del titulo se sintetizé utilizando las condiciones de
acoplamiento con HATU descritas en el ejemplo 1 utilizando &cido 1-[5-fluoro-6-(2-
metilimidazol-1-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-carboxilico (paso 2) y el Intermedio-01
como reactivos para obtener 112 mg (228.7 umol, 78 % de rendimiento) como un
sélido amarillo.

LC/MS: m/z = 480.1 [M+H]*; tR: 0.512 min (LC/MS-método C).

1H RMN (400 MHz, CDCls): & ppm 8.33 (d, J=1.5 Hz, 1 H), 7.40 (s, 1 H),
7.34(s,1H),7.28 (sa,2H),7.26 (sa, 1 H), 5.42 (dd, J=6.4, 8.7 Hz, 1 H), 4.62 (br
d, J=13.3 Hz, 2 H), 4.34 (dt, J=2.9, 7.8 Hz, 1 H), 4.02 - 3.91 (m, 1 H), 3.34 - 3.28
(m, 2 H), 3.22 - 3.13 (m, 1 H), 2.95 (dddd, J=3.0, 6.4, 9.2, 12.3 Hz, 1 H), 2.68 (s, 3
H), 2.40 - 2.28 (m, 1 H), 2.13 (br dd, J=3.2, 13.6 Hz, 1 H), 1.93 - 1.85 (m, 3 H)

SFC (Columna: Chiralcel OJ-3 50%x4.6 mm de D.Il., 3 um, gradiente: de un 5
% a un 40 % de MeOH (0.05 % de DEA) en COz, flujo: 3 ml/min, temp. de la
columna: 35 °C, 100 bar): tR: 1.294 min (100 %)
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Ejemplo 14

3-Fluoro-5-[(3S)-2-[1-[5-fluoro-6-(4-metilpirazol-1-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-
carbonillisoxazolidin-3-il]-2-metilbenzonitrilo

NN
/N\N)\%NOY?E
59/ F N

0
.
N

1-[5-Fluoro-6-(4-metilpirazol-1-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-carboxilato de etilo

NI/%N
/N\ N)\%N
% F o
o)

Una mezcla del Intermedio-11b (300 mg, 1.04 mmol, 1 eq.), 4-metil-1H-
pirazol (171.22 mg, 0.168 ml, 2.085 mmol, 2.0 eq.), carbonato de potasio (576.42
mg, 4.171 mmol, 4.0 eq.) y yoduro de cobre(l) (99.3 mg, 0.521 mmol, 0.5 eq.) en

Paso 1

DMSO (1.5 ml) se agité a 120 °C con irradiacion de microondas durante 4 h. La
mezcla de reaccién se diluyd con agua y acetato de etilo, y se filtrd. El filtrado se
evaporo a presion reducida para obtener el compuesto del titulo (294 mg, 0.75
mmol, 72 % de rendimiento), que se utilizo directamente en el siguiente paso.
Paso 2
Acido 1-[5-fluoro-6-(4-metilpirazol-1-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-carboxilico
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N/%N

I
(0]

Una solucién del producto bruto del paso 1 (294 mg, 0.75 mmol, 1 eq.) en
NaOH (2 N en agua/THF/MeOH = 1/1/1, 5.7 ml, 3.75 mmol, 5 eq.) se agit6é a
temperatura ambiente durante 16 h. La mezcla de reaccion se acidifico con H2SOa4
1 Ny se extrajo tres veces con acetato de etilo. La capa organica combinada se
seco con NazSO0s, se filtrd, se evapord y se purific6 mediante HPLC preparativa
(columna: YMC-Actus Triart Prep C18-S 250%x30 mm, 5-10 um, eluyente: agua
(0.05 % de TFA) y acetonitrilo, gradiente: de un 5 % a un 100 % de acetonitrilo en
24 min, flujo: 70 ml/min) para obtener el compuesto del titulo (156 mg, 68 % de
rendimiento).

LC/MS: m/z = 306.1 [M+H]*; tR: 1.61 min (LC/MS-método A).

'H RMN (400.23 MHz, DMSO-ds): d ppm 12.28 (s a, 1 H), 8.26 (d, J=1.47
Hz, 1 H), 8.23 (s, 1 H), 7.71 (s, 1 H), 4.29 (br d, J=13.45 Hz, 2 H), 3.25 (m, 2 H),
2.61 (m, 1 H), 2.10 (s, 3 H), 1.93 (br dd, J=13.20, 3.30 Hz, 2 H), 1.63 (m, 2 H)

Paso 3

3-Fluoro-5-[(3S)-2-[1-[5-fluoro-6-(4-metilpirazol-1-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-

carbonillisoxazolidin-3-il]-2-metilbenzonitrilo

NI/§N
PO b
54 F ;

(0]

X
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El compuesto del titulo se sintetizé utilizando las condiciones de

acoplamiento con HATU descritas en el ejemplo 1 utilizando el compuesto del

paso 2y el Intermedio-03 como reactivos para obtener 36 mg (0.072 mmol, 72 %

de rendimiento).

LC/MS: m/z = 494.2 [M+H]*; tR: 2.40 min (LC/MS-método A).
'H RMN (400.23 MHz, DMSO-ds): 3 ppm 8.26 (d, J=1.47 Hz, 1 H), 8.23 (s, 1

H), 7.70 (s, 1 H), 7.56 (s, 1 H), 7.43 (d, J=10.27 Hz, 1 H), 5.35 (m, 1 H), 4.40 (m, 2
H), 4.29 (m, 1 H), 3.93 (m, 1 H), 3.24 (m, 2 H), 3.13 (s a, 1 H), 2.88 (m, 1 H), 2.37
(d, J=1.83 Hz, 3 H), 2.23 (m, 1 H), 2.10 (s, 3 H), 1.98 (br d, J=11.74 Hz, 1 H), 1.80
(m, 1 H), 1.64 (m, 2 H)

Ejemplo 15
[(3S)-3-(3,5-Difluorofenil)isoxazolidin-2-il]-[1-[5-fluoro-6-(2-metilpirazol-3-

il)pirimidin-4-il]-4-piperidillmetanona

metilo

NN

Z—0

Paso 1
1-[5-Fluoro-6-(2-metilpirazol-3-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-carboxilato de

NAN
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A una solucién del Intermedio-11a (1.4 g, 5.12 mmol, 1 eq.) en dioxano (16
ml) y H20 (4 ml) se afadieron K2COs (1.41 g, 10.23 mmol, 2 eq.), Pd(dppf)Cl2
(374.29 mg, 511.53 pmol, 0.1 eq.) y 1-metil-5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-
dioxaborolan-2-il)pirazol (1.17 g, 5.63 mmol, 1.1 eq.). La mezcla se agité a 80 °C
durante 12 h, se diluy6é con H20 (30 ml) y se extrajo con acetato de etilo (30 mix2).
La capa organica combinada se sec6 con Na2S0a, se filtrd, se concentrd a presion
reducida y se purific6 mediante cromatografia ultrarrapida en gel de silice
(columna: columna ultrarrapida con 4 g de silice SepaFlash®, eluyente: éter de
petréleo y acetato de etilo, gradiente: de un 0 % a un 30 % de acetato de etilo,
flujo: 50 ml/min) para obtener el compuesto del titulo (1.66 g, 4.05 mmol, 79 % de
rendimiento) como un sélido blanco.

LC/MS: m/z = 320.12 [M+H]*; tR: 0.875 min (LC/MS-método C).

'H RMN (400 MHz, CDCI3): & ppm 8.44 (d, J=2.3 Hz, 1 H), 7.56 (d, J=2.0
Hz, 1 H), 6.73 (dd, J=2.1, 3.9 Hz, 1 H), 4.46 (td, J=3.4, 13.7 Hz, 2 H), 4.19 (s, 3 H),
3.83(s, 1 H),3.72 (s, 3H), 3.32-3.18 (m, 2 H), 2.67 (s, 1 H), 2.03 - 2.01 (m, 1 H),
1.86-1.79 (m, 2 H)

Paso 2

Acido 1-[5-fluoro-6-(2-metilpirazol-3-il)pirimidin-4-ilJpiperidin-4-carboxilico

)
<< Z N
N\
N’N\ F OH

(o)

A una solucion de 1-[5-fluoro-6-(2-metilpirazol-3-il)pirimidin-4-il]piperidin-4-
carboxilato de metilo (1.16 g, 2.83 mmol, 1 eq.) en THF (8 ml) y H20 (2 ml) se
afiadio LiIOH-H20 (237.80 mg, 5.67 mmol, 2 eq.). La mezcla de reaccion se agito a
25 °C durante 2 h, el pH se ajustd a 3 con solucion de HCI 1 N y se eliminé el THF

a presion reducida. La mezcla se filtré y la torta del filtro se lavé con solucion de
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HCI 1 N para obtener el titulo (380 mg, 1.24 mmol, 44 % de rendimiento) como un
solido blanco.

LC/MS: m/z = 306.1 [M+H]*; tR: 0.899 min (LC/MS-método C).

'H RMN (400 MHz, DMSO-de): d ppm 8.44 (d, J=2.5 Hz, 1 H), 7.56 (d, J=2.0
Hz, 1 H), 6.72 (dd, J=2.0, 3.8 Hz, 1 H), 4.44 - 4.21 (m, 2 H), 4.05 (s, 3 H), 3.21 -
3.16 (m, 2 H), 2.64 - 2.54 (m, 2 H), 1.93 (br dd, J=3.3, 13.3 Hz, 2 H), 1.68 - 1.57
(m, 2 H)

Paso 3

[(3S)-3-(3,5-Difluorofenil)isoxazolidin-2-il]-[1-[5-fluoro-6-(2-metilpirazol-3-

il)pirimidin-4-il]-4-piperidillmetanona

Z—0

F

El compuesto del titulo se sintetiz6 utilizando las condiciones de
acoplamiento con HATU descritas en el ejemplo 1 utilizando el Intermedio-11ay el
Intermedio-01 como reactivos para obtener 120 mg (0.25 mmol, 78 % de
rendimiento).

LC/MS: m/z = 473.1 [M+H]*; tR: 0.942 min (LC/MS-método C).

'H RMN (400 MHz, CDCIls3): & ppm 8.43 (s, 1 H), 7.57 (d, J=1.7 Hz, 1 H),
6.87 - 6.79 (m, 2 H), 6.77 - 6.67 (m, 2 H), 5.38 (dd, J=6.3, 8.7 Hz, 1 H), 4.70 - 4.47
(m, 2 H), 4.30 (dt, J=3.2, 7.7 Hz, 1 H), 4.17 (s, 3 H), 4.01 - 3.87 (m, 1 H), 3.35 -
3.21(m, 2H),3.19-3.07 (m, 1 H), 2.93-2.81 (m, 1 H), 2.40 - 2.29 (m, 1 H), 2.17 -
2.06 (m, 1 H), 2.00 - 1.88 (m, 3 H)

SFC: (Columna: Chiralcel OD 50%x4.6 mm de D.l., 3 um, gradiente: de un 5
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% a un 40 % de MeOH (0.05 % de DEA) en COg, flujo: 3 ml/min, temp. de la
columna: 35 °C, 100 bar): tR: 1.581 min (100 %)

Evaluacion de lainhibicion de la proteina--cinasa 1 que interacciona
con receptores

La actividad catalitica de RIPK1 se midié monitorizando la conversion del
trifosfato de adenosina (ATP) en difosfato de adenosina (ADP) por
autofosforilacion utilizando un kit de cinasas ADP-Glo (Promega, n.° de catalogo
V9104).

En concreto, se incubaron 2 ul de proteina de fusién hRIPK1 (aa 1-375)
producida de forma recombinante (concentracion final de 3.6 pg/ml) y 2 upl de
compuesto (concentracién final de 33300 — 1.69 nM; concentracion final de DMSO
del 1 %) durante 30 minutos a temperatura ambiente, y después se afiadieron 2 pl
de ATP (kit ADP-Glo, concentracion final de 50 uM). Después de otros 240
minutos de incubacion a temperatura ambiente, se afiadieron 5 pul del reactivo | de
ADP-Glo de Promega para desactivar la reaccion y eliminar el ATP no consumido.
Después de un periodo de incubacion de 30 minutos, se afiadieron 10 pl de
reactivo de deteccién Il de ADP-Glo de Promega, lo que dio como resultado la
conversion de ADP en ATP, lo que genera una reaccion luminosa entre la
luciferasa y la luciferina. Se cuantificé la luminiscencia después de 30 minutos con
un instrumento Pherastar FS (BMG LABTECH, Ortenberg).

Para los experimentos de dosis-respuesta, se calcul6 un valor de Clso con
un intervalo de confianza de un 95 %, utilizando el modelo logistico de 4
parametros de acuerdo con Ratkowsky y Reedy que restringe las asintotas inferior
y superior aun 0 % y un 100 %. El ajuste se obtuvo mediante regresion no lineal
utilizando el algoritmo de Levenberg Marquardt.

Ensayo celular en células U937 para medir la actividad de los
inhibidores de RIPK1 sobre la muerte celular (necroptosis).

Tras la fijacion al receptor | de TNF, la Ser/Thr--cinasa RIPK1 es captada
por el complejo | del receptor transitorio. Tras la modificacion de RIPK1 que

promueve la activacion de RIPK1, se puede formar el complejo IIb, que implica la
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captacion de RIPK3 y MLKL (proteina similar a dominio de cinasa de linaje mixto)
que a continuacion se traslada desde el citosol hasta la membrana plasmatica
para ejecutar la muerte celular (Cai, Z. et al., Nat. Cell Biol. (2014)16:55-65).

La muerte celular se cuantificé en placas de 96 pocillos mediante la
determinacion de la cantidad de células vivas utilizando un reactivo CellTiter 96
AQueous (Promega), un método calorimétrico para medir la cantidad de células
vivas mediante la reduccién de un compuesto de tetrazolio [3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio, sal interna; MTS] para
obtener formazan. La absorbancia del formazan se midié a 490 nm. La actividad
inhibidora del compuesto de prueba se cuantifico en un experimento de curva de
concentracion-respuesta (CCR).

Los compuestos se obtuvieron como soluciones madre 10 mM y se
diluyeron de 1 a 10 volimenes con DMSO para proporcionar una solucion 1 mM.
A partir de esta solucion, se diluyeron 2 ul con 998 pl de medio de crecimiento. Se
diluyeron adicionalmente 100 pl de una solucion de compuesto 2 uM de forma
secuencial con un factor de dilucion de 2.5 afiadiendo 150 ul de medio de
crecimiento. Se evaluaron un total de 10 concentraciones que oscilaron de 10 uM
a0.26 nMode 1uM a0.07 nM.

Se cultivaron células U937 en RPMI1640 Glutamax y un 10 % de FBS
inactivado por calor. En cada pocillo de una placa de 96 pocillos, se dispensaron
50 ul de una suspensioén celular que contenia 1x10° células/ml suplementada con
zVAD.fmk (benciloxicarbonil-Val-Ala-Asp (OMe) fluorometilcetona) 50 uM y 100
ng/ml de TNFa humano recombinante. Se afiadieron 50 pl de las diluciones de
compuesto (véanse mas arriba) y la suspension celular se incub6 durante la noche
(de 18 a 24 h) a 37 °C con un 5 % de CO2 en una atmésfera humidificada (95 %
de Hr). Se evaluaron un control alto (sin compuesto) y uno bajo (sin TNFa,
zVAD.fmk) con 7 réplicas; todas las concentraciones de compuesto se evaluaron
por duplicado en cada placa experimental.

Se mezcld el reactivo CellTiter 96 Aqueous (100 pl de solucion de PMS
(metosulfato de fenazina)/2 ml de solucién de MTS (3-(4,5-dimetildiazol-2-il)-5-(3-
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carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio, sal interna)) y se afiadieron 20 pl
por pocillo. Después de 4 h de incubacion a 37 °C (5 % de COz, 95 % de Hr), se
midio la densidad 6ptica a 490 nm en un lector de microplacas (Tecan Infinite
M1000).

El % de inhibicion se expresa como el porcentaje del valor de inhibicion
maxima que se obtiene en ausencia de TNFa/zVAD.fmc. Para cada experimento
de dosis-respuesta, se calcul6 un valor de Clso con un intervalo de confianza de un
95 %, utilizando el modelo logistico de 4 pardmetros de acuerdo con Ratkowsky y
Reedy sin restricciones utilizando una aplicacion interna (Biost@t-Speed LTS
V2.3).

Los resultados de la actividad biol6gica se muestran en la Tabla 1 (CI50 de
ADP-Glo (uM)y CI50 de U937 (uM))

Tabla 1
Ejemplo | CI50 de ADP-Glo CI50 de U937
[uM] [uM]
A 0.0410 0.0080
B 0.0164 0.0094
C 0.0370 0.0590
D 0.0310 0.0920
E 0.0350 0.1970
1 0.0158 0.0059
2 0.0121 0.0038
3 0.0088 0.0081
4 0.0250 0.0050
5 0.0130 0.0030
6 0.0178 0.0117
7 0.0041 0.0036
8 0.0059 0.0010
9 0.0070 0.015
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10 0.0081 0.0020
11 0.0099 0.0093
12 0.0130 0.0070
13 0.0149 0.0043
14 0.0185 0.0034
15 0.0090 0.0004

por la solicitante para llevar a la practica la citada invencion, es el que resulta claro

Se hace constar que con relacion a esta fecha, el mejor método conocido

de la presente descripcion de la invencién.




