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DERIVADOS DE BENZIMIDAZOL CICLICO COMO INHIBIDORES DE cGAS

1. ANTECEDENTES DE LA INVENCION
1.1 Inhibidores de cGAS

La inmunidad innata se considera una respuesta de estrés celular de primera

linea que defiende a la célula huésped contra los patdgenos invasores e inicia la
sefalizacién al sistema inmunitario adaptativo. Estos procesos son desencadenados
por patrones moleculares asociados a patdgenos conservados (PAMP) a través de la
deteccién de diversos receptores de reconocimiento de patrones (PRR) y la activacién
posterior de la expresion génica de citocinas e interferdn tipo I. Las principales células
presentadoras de antigenos, tales como los monocitos, los macréfagos y las células
dendriticas, producen interferones de tipo | y son fundamentales para provocar
respuestas adaptativas del sistema inmunitario de linfocitos T y B. Los principales PRR
detectan acidos nucleicos anormales, es decir, mal localizados, inmaduros o no
modificados, ya sea en la superficie celular, en el interior de las membranas
lisosomales o dentro de otros compartimentos celulares (Barbalat et al., Annu. Rev.
Immunol. 29, 185-214 (2011)).

"GMP-AMP sintasa ciclica" (cGAS, UniProtKkB - Q8N884)) es el sensor
predominante para el ADN bicatenario anormal (dsADN) originado por patégenos o la
mala localizacion o el mal procesamiento del dsADN celular nuclear o mitocondrial
(Sun et al., Science 339, 786-791 (2013); Wu et al., Science 339, 826-830 (2013);
Ablasser et al., Nature 498, 380-384 (2013)). La unién de dsADN a cGAS activa la
reaccion de GTP y ATP para formar el dinucleétido GMP-AMP ciclico (denominado
cGAMP). Luego, cGAMP se desplaza hasta la proteina adaptadora anclada a la
membrana del reticulo endoplasmatico, el "estimulador de los genes del interferé6n”
(STING), y la activa. STING activado recluta y activa la quinasa 1 de unién a TANK
(TBK1) que a su vez fosforila la familia de factores de transcripcion de factores
reguladores de interferon (IRF) que inducen la expresion de mARN de interferon tipo |
y citocinas.

La funcién crucial de cGAS en la deteccion de dsADN se ha establecido en
diferentes bacterias patdégenas (Hansen et al., EMBOJ. 33, 1654 (2014)), virus (Ma et
al., PNAS 112, E4306 (2015)) y retrovirus (Gao, et al., Science 341, 903-906 (2013)).
Ademas, cGAS es esencial en varios otros procesos bioldgicos como la senescencia
celular (Yang et al., PNAS 114, E4612 (2017), Glick et al., Nat. Cell Biol. 19, 1061-
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1070 (2017)) y reconocimiento de micronucleos rotos en la vigilancia de posibles
células cancerosas (Mackenzie et al., Nature 548, 461-465 (2017); Harding et al.,
Nature 548, 466-470 (2017)).

Si bien la via de cGAS es importante para la defensa del huésped contra los
patdgenos invasores, el estrés celular y los factores genéticos también pueden causar
la produccién de dsADN celular anormal, por ejemplo, por fuga nuclear o mitocondrial
y, por lo tanto, desencadenar respuestas autoinflamatorias. El sindrome de Aicardi-
Goutieres (AGS; Crow et al.,, Nat. Genet. 38, 917-920 (2006)), un trastorno
autoinflamatorio grave similar al lupus, surge de mutaciones de pérdida de funcién en
TREX1, una exonucleasa de ADN primaria responsable de degradar el ADN anormal
en el citosol. La inactivacion de cGAS en ratones deficientes en TREX1 evitd
respuestas autoinmunitarias letales, lo que respalda a cGAS como impulsor de
interferonopatias (Gray et al., J. Immunol. 195, 1939-1943 (2015); Gao et al., PNAS
112, E5699-E5705 (2015)). Del mismo modo, la letalidad embrionaria causada por la
deficiencia de ADNse2, una endonucleasa responsable de la degradacion del exceso
de ADN en los lisosomas durante la endocitosis, se rescatd por completo mediante la
inactivacion adicional de cGAS (Gao et. al, PNAS 112, E5699-E5705 (2015)) o STING
(Ahn et al., PNAS 109, 19386-19391 (2012)). Estas observaciones respaldan a cGAS
como una diana farmacolégica y la inhibicion de cGAS puede proporcionar una
estrategia terapéutica para prevenir la autoinflamacién y tratar enfermedades como
lupus eritematoso sistémico (SLE) con la participaciéon de anticuerpos anti-dsADN
(Pisetsky et al., Nat. Rev. Rheumatol. 12, 102-110 (2016)).

1.2 Estado de la técnica previo

Debido a la observacion de que la inhibicibn de la via cGAS puede
proporcionar una estrategia terapéutica para prevenir la autoinflamacion y para tratar,
por ejemplo, enfermedades autoinmunitarias, se realizaron muchos esfuerzos para
desarrollar inhibidores de cGAS.

En WO 2019/241787, por ejemplo, se divulgaron metil 4-amino-6-(fenilamino)-
1,3,5-triazina-2-carboxilatos tales como CU-32 y CU-76 como inhibidores de cGAS con
"valores ICsg de hcGAS in vitro" ligeramente por debajo de 1 uM (ICso(CU-32) = 0,66
UMy ICs50(CU-76 = 0,27 puM).

En Hall et al., PLoS ONE 12(9); e0184843 (2017), el compuesto PF-06928215
se publicé como inhibidor de cGAS con un "valor ICso de hcGAS in vitro" de 0,049 uM
segun lo medido a través de un ensayo de polarizacion de fluorescencia. Sin embargo,

el compuesto PF-06928215 no mostré actividad celular aceptable como inhibidor de
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cGAS.

En WO 2020/142729 y en W02022/174012, se han divulgado derivados del
acido (benzofuro[3,2-d]pirimidin-4-il)pirrolidin-2-carboxilico como inhibidores de cGAS
para el tratamiento de trastornos autoinmunitarios tales como sindrome de Aicardi-
Goutieres (AGS), lupus eritematoso, esclerodermia, enfermedad inflamatoria intestinal
y esteatohepatitis no alcohdlica (NASH). Sin embargo, los compuestos de esta
invencion difieren de los derivados del acido (benzofuro[3,2-d]pirimidin-4-il)pirrolidin-2-
carboxilico del documento WO 2020/142729 en su patron de sustitucion
completamente diferente en la posicion 4 del anillo de pirrolidina.

Los inhibidores de cGAS proporcionados recientemente, tales como los del
documento WO 2020/142729 o en WO 2022/174012, generalmente muestran una
potencia inhibidora de cGAS celular insuficiente (con valores ICso con respecto a la
inhibicién de la via cGAS/STING de acuerdo con lo medido en ensayos celulares de
generalmente mas de 1 yM, a menudo mas de 5 puM). Sin embargo, es crucial
proporcionar inhibidores terapéuticos de cGAS que no solo muestren una potencia
inhibitoria bioquimica (in vitro) satisfactoria ("ICso de hcGAS"), sino también una
potencia inhibitoria celular satisfactoria (por ejemplo, al mostrar la inhibicién de la
induccion de IFN en células THP-1 estimuladas por virus (THP1wiy ICso) con el fin de
garantizar que el compuesto sea capaz de mostrar un efecto terapéutico en un
paciente. Otras propiedades importantes que pueden ser predictivas para el desarrollo
exitoso de un inhibidor de cGAS como agente terapéutico son la satisfaccion de la
selectividad de cGAS (en comparacion con la actividad fuera de la diana) y la potencia
inhibidora aceptable en sangre humana completa.

Sorprendentemente, ahora se ha descubierto que los compuestos de la
Formula I, 1l o Il muestran al mismo tiempo las siguientes tres propiedades:

. un "valor ICsy bioguimico (in vitro) satisfactorio con respecto a la
inhibicion de cGAS" (con una ICsy de hcGAS de <100 nM,
preferentemente de <50 nM, en particular de <10 nM),

. una "inhibicién satisfactoria de la induccién de IFN en células THP-1
estimuladas por virus (con un ICso de THPlun de <1 uM,
preferentemente de <500 nM, con mayor preferencia de <100 nM, en
particular de <50 nM)

y
. una selectividad satisfactoria para la inhibiciéon de cGAS

(con una relacion ICsp de THP1cawpy ICso de THP1.iy de 210, con
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mayor preferencia 250, con mayor preferencia 2500, en particular 21000).

Ademads, los compuestos de la Férmula I, Il o Il también muestran valores I1Cso
aceptables con respecto a la inhibicion de la induccién de IFN en ensayos de sangre
humana completa estimulados con dsADN, preferentemente con valores ICso de
sangre humana completa con respecto a la inhibicién de cGAS. (hWB ICso) de <5000
nM, con mayor preferencia de <1000 nM, en particular de <100 nM.

Los inhibidores de cGAS de la invencién con este perfil farmacolégico particular
que combina una excelente potencia inhibidora in vitro y una excelente potencia
inhibidora celular con una alta selectividad para la inhibicién de cGAS tienen una alta
probabilidad de mostrar también un buen efecto terapéutico en el paciente. Debido a
su alta potencia de inhibicion celular, los compuestos con este perfil farmacolégico
particular deberian poder atravesar la barrera de la membrana celular y, por lo tanto,
alcanzar su ubicacion diana intracelular y, debido a su selectividad para inhibir
exclusivamente la actividad de cGAS, estos compuestos no deberian mostrar efectos
no deseados fuera de la diana, por ejemplo, efectos secundarios en algun lugar dentro
de la via de sefializacion corriente abajo de cGAS o efectos citotoxicos.

2. DESCRIPCION DE LA INVENCION

La invencion se refiere a un compuesto de la Formula |

R1
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en donde
R! se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, halégeno, metilo, etilo, -CFs, -
CHF2, CFHz y metoxi,
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R? se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno y metilo,

R3 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, metilo y halégeno,

y en donde

A se selecciona del grupo que consiste en -CHa-, -O-, -CF2-, -CHF-, -N(CHj3)-,-NH- vy -
CHCHs-;

D se selecciona del grupo que consiste en -CHy-, -O-, -CF»-, -CHF- y -CHCHs-;

E se selecciona del grupo que consiste en -CH;-, -O-, -C(CHs)2-, -CHF-, CF,- vy -
CHCHs-;

G se selecciona del grupo que consiste en -NH-, -NCHs-, -CH3-, -O-, -CF;-, -CHF-, -
CHCHs- y -C(CHa)2;

J se selecciona del grupo que consiste en -CO-, -CH>-, -O-, -CHF-, -CF»- y -CHCH3s-;

K se selecciona del grupo que consiste en -CHz-, -CF»-, -O- 0 esta ausente;

L se selecciona del grupo que consiste en -CH,-, -O-, -CHCHs-, -CHF-, -CF2- 0 esta
ausente;

y profarmacos, andlogos deuterados y sales aceptables desde el punto de vista
farmacéutico de estos.

Aqui, las variables A, D, E, G, J, K y L se seleccionan preferentemente de
modo tal que dos 0 mas heteroatomos no puedan estar directamente después de los
demas.

En una forma de realizacién preferida, la invencion se refiere al compuesto
mencionado anteriormente de la Férmula |, en donde
R! se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, Cly F,

R? se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno y metilo,

R3 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, metilo, Cly F,

y en donde

A se selecciona del grupo que consiste en -CHz-, -O-, -CF»-, -N(CHs)-,

D se selecciona del grupo que consiste en -CHy-, -O- y -CHCHs-,

E se selecciona del grupo que consiste en -CH;-, -O- y -C(CH3)2-,

G se selecciona del grupo que consiste en -NH-, -CHa-, -O-, -CHCHs-,

J se selecciona del grupo que consiste en -CO-, -CHy-, -O- y -CHCH3s-;

K se selecciona del grupo que consiste en -CHz-, -CF,-, -O- 0 esta ausente;
L se selecciona del grupo que consiste en -CHa-, -CF»- 0 esta ausente;

y profarmacos, analogos deuterados y sales aceptables desde el punto de vista
farmacéutico de estos.

Aqui, las variables A, D, E, G, J, K y L se seleccionan preferentemente de
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modo tal que dos o més heteroatomos no puedan estar directamente después de los
demas.

En una forma de realizacion preferida adicional, la invencién se refiere al
compuesto mencionado anteriormente de la Férmula I, en donde L estd ausente, y
profarmacos, andlogos deuterados y sales aceptables desde el punto de vista
farmacéutico de estos.

En una forma de realizacion preferida adicional, la invencion se refiere al
compuesto mencionado anteriormente de la Formula I, en donde L esti ausente y en
donde A se selecciona del grupo que consiste en -CH,- y -CF»-, y profarmacos, sales
aceptables desde el punto de vista farmacéutico de estos o analogos deuterados de
estos.

En una forma de realizacién preferida adicional, la invencion se refiere al
compuesto mencionado anteriormente de la Formula |, en donde L esti ausente y en
donde K es CF,, y profarmacos, analogos deuterados y sales aceptables desde el
punto de vista farmacéutico de estos.

En otra forma de realizacion preferida, la invencién se refiere al compuesto
mencionado anteriormente de la Férmula I, en donde R® es halégeno, y profarmacos,
analogos deuterados y sales aceptables desde el punto de vista farmacéutico de
estos.

Aqui, se prefiere particularmente que R® sea un &tomo de halégeno
seleccionado del grupo que consiste en Cly F.

En una forma de realizacion preferida adicional, la invencién se refiere al
compuesto mencionado anteriormente de la Férmula I, en donde R® es Cl o F y se
ubica en la posicién 5 de la porcion benzimidazol, y profarmacos, analogos deuterados
y sales aceptables desde el punto de vista farmacéutico de estos.

En una forma de realizacién preferida adicional, la invencion se refiere al
compuesto mencionado anteriormente de la Férmula I, en donde R! es halégeno, y
profarmacos, analogos deuterados y sales aceptables desde el punto de vista
farmacéutico de estos.

En otra forma de realizacién preferida, la invencion se refiere al compuesto
mencionado anteriormente de la Férmula I, en donde R! es Cl o F, y profarmacos,
anélogos deuterados y sales aceptables desde el punto de vista farmacéutico de
estos.

En una forma de realizacion preferida adicional, la invencién se refiere al

compuesto mencionado anteriormente de la Férmula I, en donde R! es hidrégeno, y
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profarmacos, anélogos deuterados y sales aceptables desde el punto de vista
farmacéutico de estos.

En otra forma de realizacion particularmente preferida, la invencion se refiere al
compuesto mencionado anteriormente de la Férmula | que se selecciona del grupo

que consiste en

cl N cl
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y profarmacos, analogos deuterados y sales aceptables desde el punto de vista
farmacéutico de estos.

En una forma de realizacion preferida adicional, la invencién se refiere al
compuesto mencionado anteriormente de la Férmula |, en donde

A se selecciona del grupo que consiste en -CH,- y -CF»-,

cadaunode Dy E es -CHz-,

G se selecciona del grupo que consiste en -CH,- y -O-,

J se selecciona del grupo que consiste en -CH,- y -O-,

K se selecciona del grupo que consiste en -CF;- y -CHa-,

y L esté ausente,

y profarmacos, analogos deuterados y sales aceptables desde el punto de vista
farmacéutico de estos.

En otra forma de realizacién particularmente preferida, la invencion se refiere al
compuesto mencionado anteriormente de la Formula | que se selecciona del grupo

que consiste en

(o]
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y profarmacos, analogos deuterados y sales aceptables desde el punto de vista

farmacéutico de estos.

En una forma de realizacion preferida adicional, la invencién se refiere al
compuesto mencionado anteriormente de la Férmula |, en donde R, es metilo, y
profarmacos, analogos deuterados y sales aceptables desde el punto de vista
farmacéutico de estos.

En otra forma de realizacion particularmente preferida, la invencion se refiere al

compuesto de la Formula Il

R1

J-K—1L N
G \(/ \
N~ o)

R3

o el compuesto de la Férmula Ill
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I,
en donde
R! se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno y halégeno,
R3 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, metilo y halégeno,
y en donde
A se selecciona del grupo que consiste en -CHgz-, -O-, -CF2-, -CHF-, -N(CH3)-, -NH- vy -
CHCHs-;
D se selecciona del grupo que consiste en -CHy-, -O-, -CF»-, -CHF- y -CHCHs-;
E se selecciona del grupo que consiste en -CH;-, -O-, -C(CHs)2-, -CHF-, CF2- vy -
CHCHs-;
G se selecciona del grupo que consiste en -NH-, -NCHs-, -CHz-, -O-, -CF;-, -CHF-, -
CHCHa- y -C(CHs)2;
J se selecciona del grupo que consiste en -CO-, -CH>-, -O-, -CHF-, -CF»- y -CHCH3s-;
K se selecciona del grupo que consiste en -CHz-, -CF»-, -O- 0 esta ausente;
L se selecciona del grupo que consiste en -CH,-, -O-, -CHCHs-, -CHF-, -CF2- 0 esta
ausente;
y profarmacos, analogos deuterados y sales aceptables desde el punto de vista
farmacéutico de estos.

Aqui, las variables A, D, E, G, J, K y L se seleccionan preferentemente de
modo tal que dos 0 mas heteroatomos no puedan estar directamente después de los
demas.

Se prefiere aun més el compuesto mencionado anteriormente de la Férmula I

o la Férmula llI,
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en donde

R! se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, Cly F,

R3 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, metilo, Cly F,

y en donde

A se selecciona del grupo que consiste en -CHz-, -O-, -CF;- y -N(CH3)-,

D se selecciona del grupo que consiste en -CH»-, -O- y -CHCHs-,

E se selecciona del grupo que consiste en -CH;-, -O- y -C(CH3)2-,

G se selecciona del grupo que consiste en -NH-, -CHj-, -O-, -CHCHs-,

J se selecciona del grupo que consiste en -CO-, -CHy-, -O- y -CHCH3-;

K se selecciona del grupo que consiste en -CHz-, -CF»-, -O- 0 esta ausente;
L se selecciona del grupo que consiste en -CHa-, -CF»- 0 esta ausente;

y profarmacos, analogos deuterados y sales aceptables desde el punto de vista
farmacéutico de estos.

Aqui, las variables A, D, E, G, J, K y L se seleccionan preferentemente de
modo tal que dos 0 mas heteroatomos no puedan estar directamente después de los
demas.

Se prefiere particularmente el compuesto mencionado anteriormente de la

Formula Il,

R1

K— N

J- L 4

G Il
N~ O

E o)
\ N ‘\“(
A ; 7 OH
)\ wCH3 :O
N /<N

Rls
en donde
R! se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, Cly F,

R3 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, metilo, Cly F,

y en donde
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A se selecciona del grupo que consiste en -CHz-, -O-, -CF;- y -N(CH3)-,

D se selecciona del grupo que consiste en -CHs-, -O- y -CHCHs-,

E se selecciona del grupo que consiste en -CH;-, -O- y -C(CH3)2-,

G se selecciona del grupo que consiste en -NH-, -CHa-, -O-, -CHCHs-,

J se selecciona del grupo que consiste en -CO-, -CHy-, -O- y -CHCH3-;

K se selecciona del grupo que consiste en -CHz-, -CF»-, -O- 0 esta ausente;

L se selecciona del grupo que consiste en -CHa-, -CF»- 0 esta ausente;

y profarmacos, analogos deuterados y sales aceptables desde el punto de vista
farmacéutico de estos.

Aqui, las variables A, D, E, G, J, K y L se seleccionan preferentemente de
modo tal que dos o mas heterodtomos no puedan estar directamente después de los
demas.

En otra forma de realizacion preferida, la invencion se refiere al compuesto
mencionado anteriormente de la Formula Il o el compuesto mencionado anteriormente
de la Formula Ill, en donde L esta ausente, y profarmacos, analogos deuterados y
sales aceptables desde el punto de vista farmacéutico de estos.

En una forma de realizacion preferida adicional, la invencién se refiere al
compuesto mencionado anteriormente de la Férmula Il o el compuesto mencionado
anteriormente de la Formula lll, en donde L esta ausente y en donde K es CF;, y
profarmacos, analogos deuterados y sales aceptables desde el punto de vista
farmacéutico de estos.

En otra forma de realizacion preferida, la invencién se refiere al compuesto
mencionado anteriormente de la Férmula Il o el compuesto mencionado anteriormente
de la Férmula 1ll, en donde R® es halégeno, y profarmacos, analogos deuterados y
sales aceptables desde el punto de vista farmacéutico de estos.

En una forma de realizacién preferida adicional, la invencion se refiere al
compuesto mencionado anteriormente de la Férmula Il o el compuesto mencionado
anteriormente de la Férmula lll, en donde R® es Cl o F, y profarmacos, analogos
deuterados y sales aceptables desde el punto de vista farmacéutico de estos.

En una forma de realizacién particularmente preferida, la invencion se refiere al
compuesto mencionado anteriormente de la Férmula Il o el compuesto mencionado
anteriormente de la Férmula 1ll, en donde R® es Cl o F y se ubica en la posicién 5 de la
porcion benzimidazol, y profarmacos, analogos deuterados y sales aceptables desde
el punto de vista farmacéutico de estos.

En otra forma de realizacion preferida, la invencién se refiere al compuesto
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mencionado anteriormente de la Férmula Il o el compuesto mencionado anteriormente
de la Férmula 1ll, en donde R® es hidrégeno, y profarmacos, analogos deuterados y
sales aceptables desde el punto de vista farmacéutico de estos.

En una forma de realizacion preferida adicional, la invencién se refiere al
compuesto mencionado anteriormente de la Férmula Il o el compuesto mencionado
anteriormente de la Férmula Ill, en donde R! es halégeno, y profarmacos, analogos
deuterados y sales aceptables desde el punto de vista farmacéutico de estos.

En una forma de realizacion particularmente preferida, la invencion se refiere al
compuesto mencionado anteriormente de la Férmula Il o el compuesto mencionado
anteriormente de la Férmula 1, en donde R! se selecciona del grupo que consiste en
Cl o F, y profarmacos, analogos deuterados y sales aceptables desde el punto de vista
farmacéutico de estos.

En otra forma de realizacion preferida, la invencion se refiere al compuesto
mencionado anteriormente de la Formula Il o el compuesto mencionado anteriormente
de la Férmula Ill, en donde R?! es hidrégeno, y profarmacos, analogos deuterados y
sales aceptables desde el punto de vista farmacéutico de estos.

En una forma de realizacion preferida adicional, la invencién se refiere al
compuesto mencionado anteriormente de la Férmula Il o el compuesto mencionado
anteriormente de la Férmula Ill, en donde
A se selecciona del grupo que consiste en -CHz- y -CF»-,
cadaunode Dy E es -CH-,

G se selecciona del grupo que consiste en -CH,- y -O-,

J se selecciona del grupo que consiste en -CH-y -O-,

K se selecciona del grupo que consiste en -CF,- y -CH-,

y L esté ausente,

y profarmacos, andlogos deuterados y sales aceptables desde el punto de vista
farmacéutico de estos.

En otra forma de realizacién particularmente preferida, la invencion se refiere al

compuesto mencionado anteriormente de la Férmula Il, que se selecciona del grupo

N
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y profarmacos, analogos deuterados y sales aceptables desde el punto de vista
farmacéutico de estos.

En una forma de realizacion particularmente preferida adicional, la invencién se
refiere al compuesto mencionado anteriormente de la Férmula Il o el compuesto
mencionado anteriormente de la Férmula lll, en donde

A se selecciona del grupo que consiste en -CHs- y -CF»-,

cadaunode D, Ey G es -CHy-,

J se selecciona del grupo que consiste en -CH,- y -O-,

K es -CF»-,

y L esta ausente,

y profarmacos, analogos deuterados y sales aceptables desde el punto de vista
farmacéutico de estos.

En otra forma de realizacién particularmente preferida, la invencion se refiere al
compuesto mencionado anteriormente de la Férmula Il, que se selecciona del grupo

que consiste en
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y profarmacos, analogos deuterados y sales aceptables desde el punto de vista
farmacéutico de estos.
Los profarmacos de los compuestos de la Férmula | son preferentemente

compuestos de la Formula la

R1

J-K—L N
G \(/ \
’ N\ O

E o)

D

<N7 (
\ ‘\‘\
A O-r*
)\ 2 ¥
o) ,\CER o)
N7 SN
R|3
la,
en donde las variables R, R?, R®, A, D, E, G, J, K y L se definen como se
menciond anteriormente y
en donde R* es Ci.s-alquilo, arilo, -CH.-arilo, NH-SO,-Cj.3-alquilo.
Se prefieren particularmente los profarmacos de la Férmula la, en donde las
variables R!, R?, R, A, D, E, G, J, K y L se definen como se mencioné anteriormente y
en donde R* es metilo.

Los profarmacos de los compuestos de la Férmula Il son preferentemente

compuestos de la Férmula lla
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3
R la,

en donde las variables R!, R?, R®, A, D, E, G, J, Ky L se definen como se
menciond anteriormente y

en donde R* es Cy.s.alquilo, arilo, -CHs-arilo, NH-SO,-Cj.3-alquilo.

Se prefieren particularmente los profarmacos de la Formula lla, en donde las
variables R!, R?, R, A, D, E, G, J, Ky L se definen como se menciond anteriormente y
en donde R* es metilo.

Los profarmacos de los compuestos de la Férmula Il son preferentemente

compuestos de la Férmula llla

R1

J’K\L /N
G ~ \ o

4 N~

E 0

U—

llla,
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en donde las variables R!, R?, R®, A, D, E, G, J, Ky L se definen como se
menciond anteriormente y

en donde R* es Ci.s.alquilo, arilo, -CH:-arilo, NH-SO,-Cj.3-alquilo.

Se prefieren particularmente los profarmacos de la Formula llla, en donde las
variables R!, R?, R, A, D, E, G, J, Ky L se definen como se mencioné anteriormente y
en donde R* es metilo.

En otra forma de realizacién preferida, la invencion se refiere a

a) compuestos intermediarios de la Férmula (A-I)

R1

A N
~
Oﬁ/ \D/ \G/ K 74 \
N 0
o]
Mol
vy
)
3 R1IS
R? o
Ha )o\
N

|
R (A-D),

en donde RY, R?, R3, A, D, E, G, J, Ky L se definen como se mencioné anteriormente

y en donde R13 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, metilo, etilo y ter-

butilo,
b) compuestos intermediarios de la Formula (A-Il),
R1
A E. I A
Oy o e KT
o) N °

, o}

LA

]

O)\'\O:Rz o R13
N)\N

z
X

(A-11),

en donde RY, R?, R3, A, D, E, G, J, Ky L se definen como se mencioné anteriormente
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y en donde R13 se selecciona del grupo que consiste en hidrogeno, metilo, etilo y ter-
butilo,
y en donde R es hidrégeno o un grupo protector seleccionado del grupo que

consiste en ter-butilo, metilo, etilo y bencilo,

C) compuestos intermediarios de la Formula (B-I)
R1
L N
oxg Mo Y
N~

(B-D),

en donde RY, R?, R3, A, D, E, G, J, Ky L se definen como se mencioné anteriormente
y en donde R13 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, metilo, etilo y ter-
butilo,

0

d) compuestos intermediarios de la Férmula (B-11)

R1

N
A E J L
O§( ~p” N ~K \(/ \
N~ o

N o)
RZ N ‘\\\L
S— ©
N~\( HO$ R13
N
/
R3

(B-11),
en donde RY, R?, R3, A, D, E, G, J, Ky L se definen como se mencioné anteriormente
y en donde R13 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, metilo, etilo y ter-
butilo.

En una forma de realizacién preferida adicional, la invencion se refiere a un
compuesto mencionado anteriormente de la Férmula I, Il o 1l o un profarmaco de la
Foérmula la, lla o llla, analogos deuterados y sales aceptables desde el punto de vista

farmacéutico de estos, para su uso en el tratamiento de una enfermedad que puede
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tratarse mediante la inhibicion de cGAS.

En una forma de realizacion preferida adicional, la invencion se refiere a un
compuesto mencionado anteriormente de la Formula I, Il o lll o un profarmaco de la
Férmula la, lla o llla, analogos deuterados y sales aceptables desde el punto de vista
farmacéutico de estos, para su uso en el tratamiento de una enfermedad seleccionada
del grupo que consiste en lupus sistémico eritematoso (SLE), interferonopatias,
sindrome de Aicardi-Goutiéres (AGS), sindrome de COPA, lupus pernio familiar,
degeneracibn macular relacionada con la edad (AMD), retinopatia, glaucoma,
esclerosis lateral amiotréfica (ALS), diabetes, obesidad, enfermedad inflamatoria
intestinal (IBD), enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD), sindrome de
Bloom, sindrome de Sjogren, enfermedad de Parkinson, insuficiencia cardiaca y
cancer, esclerosis sistémica (SSc), dermatomiositis, hepatitis esteatésica no alcohélica
(NASH), enfermedad pulmonar intersticial (ILD), preferentemente enfermedad
pulmonar intersticial fibrosante progresiva (PF-ILD), en particular fibrosis pulmonar
idiopética (IPF), envejecimiento, trastornos musculares, sepsis, artritis reumatoide,
osteoartritis y COVID-19.

En otra forma de realizacion preferida, la invencion se refiere a un compuesto
mencionado anteriormente de la Formula I, 1l o lll o un profarmaco de la Férmula la, lla
o llla, andlogos deuterados y sales aceptables desde el punto de vista farmacéutico de
estos, para su uso en el tratamiento de una enfermedad seleccionada del grupo que
consiste en lupus sistémico eritematoso (SLE), interferonopatias, sindrome de Aicardi-
Goutieres (AGS), sindrome de COPA, lupus pernio familiar, dermatomiositis,
degeneracién macular relacionada con la edad (AMD), esclerosis lateral amiotréfica
(ALS), enfermedad inflamatoria intestinal (IBD), enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (COPD), sindrome de Bloom, sindrome de Sjogren, artritis reumatoide y
enfermedad de Parkinson.

En una forma de realizacion preferida adicional, la invencién se refiere a un
compuesto mencionado anteriormente de la Férmula I, Il o 1ll o un profarmaco de la
Foérmula la, lla o llla, analogos deuterados y sales aceptables desde el punto de vista
farmacéutico de estos, para su uso en el tratamiento de una enfermedad seleccionada
del grupo que consiste en esclerosis sistémica (SSc), esteatohepatitis no alcohdlica
(NASH), interferonopatias, enfermedad pulmonar intersticial (ILD), preferentemente
enfermedad pulmonar intersticial fibrosante progresiva (PF-ILD), en particular fibrosis
pulmonar idiopética (IPF).

En otra forma de realizacion preferida, la invencion se refiere a un compuesto
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mencionado anteriormente de la Formula I, 1l o lll o un profarmaco de la Férmula la, lla
o llla, andlogos deuterados y sales aceptables desde el punto de vista farmacéutico de
estos, para su uso en el tratamiento de una enfermedad seleccionada del grupo que
consiste en degeneracion macular relacionada con la edad (AMD), retinopatia,
glaucoma, diabetes, obesidad, envejecimiento, trastornos musculares, sepsis,
osteoartritis, insuficiencia cardiaca, infeccion por COVID-19/SARS-CoV-2, inflamacién
renal, fibrosis renal, dismetabolismo, enfermedades vasculares, enfermedades
cardiovasculares y cancer.

En otra forma de realizaciébn preferida, la invencibn se refiere a una
composicion farmacéutica que comprende un compuesto mencionado anteriormente
de la Formula I, Il o lll o un profarmaco de la Foérmula la, Illa o llla, analogos
deuterados y sales aceptables desde el punto de vista farmacéutico de estos, y
opcionalmente uno o mas portadores y/o excipientes aceptables desde el punto de
vista farmacéutico.

En otra forma de realizacion preferida, la invencion se refiere a una
composicion farmacéutica que comprende un compuesto mencionado anteriormente
de la Férmula I, Il o Ill o un profarmaco de la Férmula la, lla o llla, analogos
deuterados y sales aceptables desde el punto de vista farmacéutico de estos, en
combinacién con uno o0 mas agentes activos seleccionados del grupo que consiste en
agentes antiinflamatorios, agentes antifibroéticos, agentes
antialérgicos/antihistaminicos, broncodilatadores, agonistas beta 2/betamiméticos,
agonistas adrenérgicos, agentes anticolinérgicos, metotrexato, micofenolato de
mofetilo, moduladores de leucotrienos, inhibidores de JAK, anticuerpos
antiinterleucina, agentes inmunoterapéuticos no especificos, tales como interferones u
otras citocinas/quimiocinas, moduladores de los receptores de citocinas/quimiocinas,
agonistas de receptores tipo toll, reguladores del punto de control inmunitario, un
anticuerpo anti-TNF, tal como Humira™, un anticuerpo anti-BAFF, tal como belimumab
y etanercept, y opcionalmente uno o mas portadores y/o excipientes aceptables desde
el punto de vista farmacéutico.

En una forma de realizacion preferida adicional, la invencion se refiere a una
composicion farmacéutica que comprende un compuesto mencionado anteriormente
de la Formula I, Il o lll o un profarmaco de la Foérmula la, lla o llla, analogos
deuterados y sales aceptables desde el punto de vista farmacéutico de estos, y uno o
mas agentes antifibréticos seleccionados del grupo que consiste en pirfenidona y

nintedanib y opcionalmente uno o mas portadores y/o excipientes aceptables desde el
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punto de vista farmacéutico.

En otra forma de realizacion preferida, la invencion se refiere a una
composicion farmacéutica que comprende un compuesto mencionado anteriormente
de la Férmula I, 1l o Ill o un profarmaco de la Férmula la, lla o llla, analogos
deuterados y sales aceptables desde el punto de vista farmacéutico de estos, y uno o
mas agentes antiinflamatorios seleccionados del grupo que consiste en NSAID y
corticosteroides y opcionalmente uno o mas portadores y/o excipientes aceptables
desde el punto de vista farmacéutico.

En una forma de realizacion preferida adicional, la invencién se refiere a una
composicion farmacéutica que comprende un compuesto mencionado anteriormente
de la Formula I, Il o lll o un profarmaco de la Foérmula la, Illa o llla, analogos
deuterados y sales aceptables desde el punto de vista farmacéutico de estos, y uno o
mas agentes activos seleccionados del grupo que consiste en broncodilatadores,
agonistas beta 2/betamiméticos, agonistas adrenérgicos y agentes anticolinérgicos y
opcionalmente uno o mas portadores y/o excipientes aceptables desde el punto de
vista farmacéutico.

En otra forma de realizacion preferida, la invencion se refiere a una
combinacién farmacéutica que comprende un compuesto mencionado anteriormente
de la Férmula I, Il o Ill o un profarmaco de la Férmula la, lla o llla, analogos
deuterados y sales aceptables desde el punto de vista farmacéutico de estos, y uno o
mas anticuerpos antiinterleucina seleccionados del grupo que consiste en anti-IL-23,
tal como risankizumab, anticuerpos anti-IL-17, anticuerpos anti-IL-1, anticuerpos anti-
IL-4, anticuerpos anti-IL-13, anticuerpos anti-IL-5, anticuerpos anti-IL-6, tales como
Actemra™, anticuerpos anti-IL-12 y anticuerpos anti-1L-15.

3. TERMINOS Y DEFINICIONES USADOS

A menos que se indiqgue lo contrario, todos los sustituyentes son

independientes entre si. Si, por ejemplo, varios grupos Cis-alquilo son posibles
sustituyentes en un grupo, en el caso de tres sustituyentes, por ejemplo, Ci.s-alquilo
podria representar, independientemente uno del otro, un metilo, un n-propilo y un ter-
butilo.

Un enlace cruzado como el enlace central en la siguiente molécula de butilo

N

representa un enlace doble de configuracion desconocida (ya sea cis, trans o

una mezcla de estas).
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Por la expresién "Cie-alquilo” (que incluye los que forman parte de otros
grupos) se entiende los grupos alquilo ramificados y no ramificados con 1 a 6 atomos
de carbono y por la expresion "Ci.zalquilo” se entiende los grupos alquilo ramificados y
no ramificados de 1 a 3 atomos de carbono. En consecuencia, "Ci.s-alquilo” indica
grupos alquilo ramificados y no ramificados con 1 a 4 atomos de carbono. Se prefieren
los grupos alquilo con 1 a 4 atomos de carbono. Los ejemplos de estos incluyen
metilo, etilo, n-propilo, iso-propilo, n-butilo, iso-butilo, sec-butilo, ter-butilo, n-pentilo,
iso-pentilo, neo-pentilo y hexilo. Las abreviaturas Me, Et, n-Pr, i-Pr, n-Bu, i-Bu, t-Bu,
etc., también pueden utilizarse opcionalmente para los grupos mencionados
anteriormente. A menos que se indique lo contrario, las definiciones de propilo, butilo,
pentilo y hexilo incluyen todas las posibles formas isoméricas de los grupos en
cuestion. Asi, por ejemplo, propilo incluye n-propilo e iso-propilo, butilo incluye iso-
butilo, sec-butilo y ter-butilo, etc.

Por la expresion "Cie-alquileno” (que incluye los que forman parte de otros
grupos) se entiende los grupos alquileno ramificados y no ramificados con 1 a 6
atomos de carbono y por la expresion "Ci.s-alquileno” se entiende los grupos alquileno
ramificados y no ramificados de 1 a 4 atomos de carbono. Se prefieren los grupos
alquileno con 1 a 4 atomos de carbono. Ejemplos de estos incluyen metileno, etileno,
propileno, 1-metiletileno, butileno, 1-metilpropileno, 1,1-dimetiletileno, 1,2-
dimetiletileno, pentileno, 1,1-dimetilpropileno, 2,2-dimetilpropileno, 1,2-dimetilpropileno,
1,3-dimetilpropileno y hexileno. A menos que se indique lo contrario, las definiciones
de propileno, butileno, pentileno y hexileno incluyen todas las posibles formas
isdbmericas de los grupos en cuestion con la misma cantidad de carbonos. Asi, por
ejemplo, propilo incluye también 1-metiletileno y butileno incluye 1-metilpropileno, 1,1-
dimetiletileno, 1,2-dimetiletileno, etc.

Si la cadena de carbono esta sustituida por un grupo que junto con uno o dos
atomos de carbono de la cadena de alquileno forma un anillo carbociclico de 3, 50 6

atomos de carbono, esto incluye, entre otros, los siguientes ejemplos de anillos:

85O~ g T T

Por la expresiéon "C.e-alquenilo” (que incluye los que forman parte de otros
grupos) se entiende los grupos alquenilo ramificados y no ramificados con 2 a 6
atomos de carbono y por la expresion "C;.s-alquenilo” se entiende los grupos alquenilo

ramificados y no ramificados con 2 a 4 atomos de carbono, siempre que tengan al
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menos un enlace doble. Se prefieren los grupos alquenilo con 2 a 4 atomos de
carbono. Los ejemplos incluyen: etenilo o vinilo, propenilo, butenilo, pentenilo o
hexenilo. A menos que se indique lo contrario, las definiciones de propenilo, butenilo,
pentenilo y hexenilo incluyen todas las posibles formas isémericas de los grupos en
cuestion. Asi, por ejemplo, propenilo incluye 1-propenilo y 2-propenilo, butenilo incluye
1-, 2- y 3-butenilo, 1-metil-1-propenilo, 1-metil-2-propenilo, etc.

Por la expresién "Cas-alquinilo” (que incluye los que forman parte de otros
grupos) se entiende los grupos alquinilo ramificados y no ramificados con 2 a 5 &tomos
de carbono y por la expresiébn "C..s-alquinilo” se entiende los grupos alquinilo
ramificados y no ramificados con 2 a 4 atomos de carbono, siempre que tengan al
menos un enlace triple. Se prefieren los grupos alquinilo con 2 a 4 &tomos de carbono.

Por la expresion "C..s-alquenileno” (que incluye los que forman parte de otros
grupos) se entiende los grupos alquenileno ramificados y no ramificados con 2 a 6
atomos de carbono y por la expresion "Czg4-alquenileno” se entiende los grupos
alquileno ramificados y no ramificados con 2 a 4 atomos de carbono. Se prefieren los
grupos alquenileno con 2 a 4 atomos de carbono. Ejemplos de estos incluyen:
etenileno, propenileno, 1-metiletenileno, butenileno, 1-metilpropenileno, 1,1-
dimetiletenileno, 1,2-dimetiletenileno, pentenileno, 1,1-dimetilpropenileno, 2,2-
dimetilpropenileno, 1,2-dimetilpropenileno, 1,3-dimetilpropenileno y hexenileno. A
menos que se indique lo contrario, las definiciones de propenileno, butenileno,
pentenileno y hexenileno incluyen todas las posibles formas isémericas de los grupos
en cuestién con la misma cantidad de carbonos. Asi, por ejemplo, propenilo también
incluye 1-metiletenileno y butenileno incluye 1-metilpropenileno, 1,1-dimetiletenileno,
1,2-dimetiletenileno.

Por la expresion arilo (que incluye los que forman parte de otros grupos) se
entiende sistemas de anillos aromaticos con 6 o 10 &tomos de carbono. Los ejemplos
incluyen fenilo o naftilo, en donde fenilo es el grupo arilo preferido. A menos que se
indique lo contrario, los grupos aromaticos pueden estar sustituidos por uno 0 mas
grupos seleccionados de metilo, etilo, isopropilo, ter-butilo, hidroxi, flaor, cloro, bromo y
yodo.

Por la expresion "aril-Cy.6-alquileno” (que incluye los que forman parte de otros
grupos) se entiende grupos alquileno ramificados y no ramificados con 1 a 6 atomos
de carbono, que estan sustituidos por un sistema de anillo aromatico con 6 o 10
atomos de carbono. Los ejemplos incluyen bencilo, 1- o 2-feniletilo y 1- o 2-naftiletilo. A

menos que se indique lo contrario, los grupos aromaticos pueden estar sustituidos por
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uno o mas grupos seleccionados de metilo, etilo, isopropilo, ter-butilo, hidroxi, fldor,
cloro, bromo y yodo.

Por la expresion "heteroaril-Ci.6-alquileno” (que incluye los que forman parte de
otros grupos) se entiende, aunque ya estan incluidos en "aril-Ci-alquileno" grupos
alquileno ramificados y no ramificados con 1 a 6 atomos de carbono, que estan
sustituidos por un heteroarilo.

Si no se define especificamente de otro modo, un heteroarilo de este tipo
incluye grupos aromaticos heterociclicos de cinco o seis miembros o anillos heteroarilo
biciclicos de 5 a 10 miembros que pueden contener uno, dos, tres o cuatro
heteroatomos seleccionados de oxigeno, azufre y nitrégeno, y contienen tantos
enlaces dobles conjugados que se forma un sistema aromatico. Los siguientes son
ejemplos de grupos aromaticos heterociclicos de cinco o seis miembros y anillos

heteroarilo biciclicos:
o) N H H o) N
= - - 2 7>y N N~y 7
o Q2 2 O OO A Gl
N N
0 A NT X N~ SN
SO RPEPRESESLS
N~N NN N N N N A N

)
0 40 ¢ ¢ 40 QO D0

A menos que se indique lo contrario, estos heteroarilos pueden estar

sustituidos por uno o mas grupos seleccionados de metilo, etilo, isopropilo, ter-butilo,
hidroxi, amino, nitro, alcoxi, fltor, cloro, bromo y yodo.

Los siguientes son ejemplos de heteroaril-Ci.¢-alquilenos:
* *

| H

|
CHZ)G N Cz—* CH2
. k:l I /
/: N/(CHZ)A—* z S @/ isopropi E\ ]/ \
— ) — -H-HI.J ) N 1 N -

Por la expresion "Cie-haloalquilo” (que incluye los que forman parte de otros
grupos) se entiende grupos alquilo ramificados y no ramificados con 1 a 6 4&tomos de
carbono, que estan sustituidos por uno o mas atomos de halégeno. Por la expresion

"Cis-haloalquilo” se entiende grupos alquilo ramificados y no ramificados con 1 a 4
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atomos de carbono, que estan sustituidos por uno o mas atomos de halégeno. Se
prefieren los grupos alquilo con 1 a 4 &tomos de carbono. Los ejemplos incluyen: CFs,
CHF;, CH2F, CH.CF=.

Por la expresion "Cs.r-cicloalquilo” (que incluye los que forman parte de otros
grupos) grupos alquilo ciclicos con 3 a 7 atomos de carbono, si no se define
especificamente de otro modo. Los ejemplos incluyen: ciclopropilo, ciclobutilo,
ciclopentilo, ciclohexilo y cicloheptilo. A menos gue se indique lo contrario, los grupos
alquilo ciclicos pueden estar sustituidos por uno o mas grupos seleccionados de
metilo, etilo, isopropilo, ter-butilo, hidroxi, fltor, cloro, bromo y yodo.

Si no se define especificamente de otro modo, por la expresion "Csio-
cicloalquilo" también se entiende grupos alquilo monociclicos con 3 a 7 atomos de
carbono y también grupos alquilo biciclicos con 7 a 10 atomos de carbono, o grupos
alquilo monociclicos que estan unidos por al menos un puente de Ci.s-carbono.

Por la expresion "anillos heterociclicos" o "heterociclo" se entiende, a menos
gue se indique lo contrario, anillos heterociclicos de cinco, seis o siete miembros,
saturados, parcialmente saturados o insaturados que pueden contener uno, dos o tres
heteroatomos seleccionados de oxigeno, azufre y nitrdgeno, mientras que el anillo
puede estar unido a la molécula a través de un atomo de carbono o a través de un
atomo de nitrogeno, si lo hubiera. Si bien esta incluida en la expresion "anillos
heterociclicos" o "heterociclos", la expresion "anillo heterociclico saturado” se refiere a

anillos saturados de cinco, seis o siete miembros. Los ejemplos incluyen:

N o N o} S N N
N 0 s A\ /\ /\
SRR SRS NORORGRORGRY
N HI\Q N/j
s N

Si bien esta incluida en la expresion "anillos heterociclicos" o "grupo
heterociclico", la expresion "grupo heterociclico parcialmente saturado" se refiere a
anillos parcialmente saturados de cinco, seis o0 siete miembros que contienen uno o
dos enlaces dobles, sin que se produzcan tantos enlaces dobles que se forme un
sistema aromatico, a menos que se defina especificamente lo contrario. Los ejemplos

incluyen:

el eNeLeletaONG
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N\
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Si bien esta incluida en la expresion "anillos heterociclicos" o "heterociclos”, la
expresion "anillos aromaticos heterociclicos”, "grupo heterociclico insaturado” o
"heteroarilo" se refiere a grupos aromaticos heterociclicos de cinco o seis miembros o
a anillos heteroarilo biciclicos de 5 a 10 miembros que pueden contener uno, dos, tres
0 cuatro heteroatomos seleccionados de oxigeno, azufre y nitrégeno, y que contienen
tantos enlaces dobles conjugados como para que se forme un sistema aromético, a
menos que se defina especificamente lo contrario. Los ejemplos de grupos aromaticos

heterociclicos de cinco o seis miembros incluyen:

@’@QQGN@QNO
O@U--jNM LS

N

A menos que se indique lo contrario, un anillo heterociclico (o heterociclo)

puede estar provisto de un grupo ceto. Los ejemplos incluyen:

o] o] %o 0 Q.0 o N
N S TN L Ny N
0 N
Q \\/ \\) K/SO SO, K/N 0
Si bien esta cubierta por el término "cicloalquilo”, la expresion “cicloalquilos

biciclicos" generalmente indica anillos de carbono biciclicos de ocho, nueve o diez

miembros. Los ejemplos incluyen:

SAhRAA AR S

Si bien ya esta incluida en el término "heterociclo”, la expresion "heterociclos
biciclicos" generalmente denota anillos biciclicos de ocho, nueve o diez miembros que
pueden contener uno o0 mas heteroatomos, preferentemente 1-4, con mayor

preferencia 1-3, incluso con mayor preferencia 1-2, particularmente un heteroatomo,
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seleccionado de oxigeno, azufre y nitrdgeno, a menos que no se defina
especificamente lo contrario. El anillo puede estar unido a la molécula a través de un
atomo de carbono del anillo o a través de un &tomo de nitrogeno del anillo, si lo

hubiera. Los ejemplos incluyen:

A A b Ay

Si bien ya estéa incluida en el término "arilo", la expresion "arilo biciclico” denota
un anillo de arilo biciclico de 5 a 10 miembros que contiene suficientes enlaces dobles
conjugados para formar un sistema aromatico. Un ejemplo de un arilo biciclico es
naftilo.

Si bien ya esta incluida en "heteroarilo”, la expresion "heteroarilo biciclico"
denota un anillo heteroarilo biciclico de 5-10 miembros que puede contener uno, dos,
tres o cuatro heterodtomos, seleccionados de oxigeno, azufre y nitrégeno, y contiene
suficientes enlaces dobles conjugados para formar un sistema aromatico, a menos que
se defina especificamente lo contrario.

Si bien ya estd incluida en la expresion "cicloalquilos biciclicos" o "arilo
biciclico", la expresién "cicloalquilo fusionado" o "arilo fusionado" denota anillos
biciclicos en donde el puente que separa los anillos denota un enlace simple directo.

Los siguientes son ejemplos de un cicloalquilo biciclico fusionado:

D @ O O 0 O

Si bien ya esté incluida en la expresion "heterociclos biciclicos" o "heteroarilos
biciclicos", la expresion "heterociclos biciclicos fusionados" o "heteroarilos biciclicos
fusionados" denota heteroanillos biciclicos de 5-10 miembros que contienen uno, dos,
tres o cuatro heteroatomos, seleccionados de oxigeno, azufre y nitrdgeno y en donde
el puente que separa los anillos denota un enlace simple directo. Los "heteroarilos
biciclicos fusionados" ademas contienen suficientes enlaces dobles conjugados para
formar un sistema aromatico. Los ejemplos incluyen pirrolizina, indol, indolizina,
isoindol, indazol, purina, quinolina, isoquinolina, bencimidazol, benzofurano,
benzopirano, benzotiazol, benzotiazol, benzoisotiazol, piridopirimidina, pteridina,

pirimidopirimidina,

C0 O T U B B
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Segesyes)

"Hal6geno" dentro del alcance de la presente invencién indica flor, cloro,
bromo o yodo. A menos que se indique lo contrario, flior, cloro y bromo se consideran
hal6genos preferidos.

Como se menciond anteriormente, los compuestos de las Formulas |, 1l o llI
pueden convertirse en sales, particularmente para su uso farmacéutico en sales
aceptables desde el punto de vista fisiol6gico y farmacolégico. La expresion "aceptable
desde el punto de vista farmacéutico" se emplea en la presente para referirse a los
compuestos, materiales, composiciones y/o formas de dosis que son, segun el criterio
médico aceptable, adecuados para su uso en contacto con los tejidos de seres
humanos y animales sin causar toxicidad excesiva, irritacion, respuesta alérgica u
otros problemas o complicaciones, y proporcionales a una relacion beneficio/riesgo
razonable. Por un lado, estas sales pueden estar presentes como sales de adicién
acida aceptables desde los puntos de vista fisiol6gico y farmacol6gico de los
compuestos de las Férmulas I, Il o lll con acidos inorganicos u organicos. Por otro
lado, el compuesto de las Férmulas I, Il o lll puede convertirse por una reaccién con
bases inorganicas en sales aceptables desde los puntos de vista fisiologico y
farmacoldgico con cationes de metales alcalinos o alcalinotérreos como contraién. Las
sales de adicion de acido se pueden preparar, por ejemplo, mediante el uso de acido
clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulftirico, acido fosférico, acido metanosulfénico,
acido p-toluenosulfénico, acido acético, acido fumarico, acido succinico, acido lactico,
acido citrico, 4cido tartarico o acido maleico. También es posible utilizar mezclas de
los acidos mencionados anteriormente. Para preparar las sales de metales alcalinos y
alcalinotérreos de los compuestos de las Formulas I, Il o Il se prefiere utilizar los
hidroxidos e hidruros de metales alcalinos y alcalinotérreos, de los cuales se prefieren
particularmente los hidroxidos e hidruros de metales alcalinos, sodio, potasio,
magnesio, calcio, zinc y dietanolamina, mientras que se prefieren particularmente
hidréxido de sodio y potasio.

La invencion se refiere a los compuestos en cuestién, opcionalmente en forma
de isbmeros 6pticos individuales, diasteredmeros, mezclas de diastere6meros,
mezclas de enantibmeros individuales o racematos, en forma de tautémeros asi como
en forma de bases libres o las sales de adicion de acido correspondientes con acidos

aceptables desde el punto de vista farmacoldgico, tales como, por ejemplo, sales de
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adicion de acido con acidos hidrohalicos, por ejemplo, &cido clorhidrico o bromhidrico,
0 acidos orgénicos, como por ejemplo, acido oxalico, fumarico, diglicélico o
metanosulfénico.

Los compuestos de las Férmulas I, 1l o 1ll de acuerdo con la invencién pueden
presentarse opcionalmente como mezclas de isdmeros diastereoméricos pero también
pueden obtenerse como diastereoisémeros puros. Se prefieren los compuestos con la
estereoquimica especifica de las Férmulas Il y 1, en particular los compuestos con la
estereoquimica especifica de la Formula Il.

4 METODOS DE SINTESIS
Procedimiento general

Los siguientes métodos son adecuados para preparar compuestos de la
Formula general I, Il o lll. Los compuestos de acuerdo con la invencién pueden
obtenerse mediante métodos de sintesis conocidos por las personas del oficio de nivel
medio y descritos en la literatura de sintesis organica. Por ejemplo, se describen
métodos generales para las etapas de proteccibn y desproteccion de grupos
funcionales en: Greene, TW. y Wuts, P.G.M. (ed.): Protective Groups in Organic
Synthesis, tercera edicion 1999; John Wiley and Sons, Inc. Preferentemente, los
compuestos se obtienen de manera analoga a los métodos de preparacion explicados
con mayor detalle mas adelante en la presente, particularmente como se describe en
la seccién experimental. Los compuestos de la Formula general (1) pueden prepararse
mediante el uso de varias vias de sintesis alternativas, de las cuales las siguientes
vias sirven de ejemplo.

Via A:

Los compuestos de las Formulas generales |, Il y Ill, especialmente en los que
A representa -CHa- 0 -CH;- sustituido, pueden obtenerse a partir de compuestos de la
Férmula (A-) mediante procedimientos de amidacién estandar. Asi, R13 puede
representar hidrégeno o un grupo protector, como, por ejemplo, ter-butilo, que puede
eliminarse mediante métodos de desproteccién estandar. Los compuestos de la
Formula (A-1) pueden prepararse a partir de compuestos de la Formula (A-Il) mediante
la aplicacion de métodos de desproteccion estdndar. Los compuestos de la Formula
(A-1l) pueden prepararse al hacer reaccionar compuestos de la Formula (A-IIl) con
compuestos de la Formula (A-1V) mediante la aplicacion de una base fuerte, como, por
ejemplo, hidruro de sodio. Los métodos aplicables para la preparacién de compuestos
(A-11l) resultan obvios para la persona del oficio de nivel medio tras consultar las vias B

y C descritas a continuacion y los ejemplos descritos en la seccidn experimental. Los
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compuestos de la Formula (A-1V) pueden prepararse con los métodos descritos a
continuacion para la sintesis de los intermediarios B. R de acuerdo con las Férmulas
(A-11) y (A-lll) puede representar hidrégeno o un grupo protector seleccionado del
grupo que consiste en ter-butilo, metilo, etilo y bencilo.

Via A

H1

R

D N, — R?
A ( ?"F‘DH HU j\
D.;LW R2 % N7SN

Via B:

Los compuestos de las formulas generales |, Il y lll pueden prepararse al hacer
reaccionar compuestos de la formula general (B-1) en presencia de una base fuerte
como, por ejemplo, hidruro de sodio. Asi, R13 puede representar hidrégeno o un grupo
protector, como, por ejemplo, ter-butilo, que puede eliminarse mediante métodos de
desproteccion estandar. Los compuestos (B-lI) se pueden preparar al oxidar los
compuestos de la Férmula general (B-ll) mediante la aplicacién de, por ejemplo, acido
3-cloro-perbenzoico. Los compuestos (B-Il) se pueden preparar al hacer reaccionar
compuestos de la Férmula general (B-1ll) con compuestos de la Formula general (B-1V)

mediante la aplicacion de condiciones de amidacion estdndar. Los métodos aplicables
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para la preparacion de compuestos (B-IIl) resultan obvios para la persona del oficio de
nivel medio tras consultar la sintesis de compuestos (B-VI), la via C descrita a
continuacion y los ejemplos descritos en la seccion experimental. Los compuestos de
la Formula (B-1V) se pueden preparar con los métodos descritos a continuacion para la
sintesis de intermediarios B. Alternativamente, los compuestos (B-Il) pueden
prepararse al hacer reaccionar compuestos de la Férmula general (B-V) con la
hidroxiprolina enantiopura respectiva, opcionalmente en presencia de una base. Los
compuestos (B-V) se pueden obtener a través de la cloracién de compuestos de la
Férmula general (B-VI) mediante la aplicacion de cloruro de fosforilo. Los compuestos
(B-VI) se pueden preparar a partir de compuestos de la Férmula general (B-VII)
mediante la aplicacion de condiciones fuertemente alcalinas, por ejemplo, a
temperatura elevada. Los compuestos (B-VIl) se pueden obtener al hacer reaccionar
compuestos de la Férmula general (B-VIII) con compuestos de la Férmula general (B-
IX) mediante la aplicacién de procedimientos de amidacion estandar. Los compuestos
de la Formula general (B-VIIl) se pueden preparar con los métodos ejemplificados a
continuacién u otros métodos de sintesis estandar conocidos por las personas del

oficio de nivel medio.
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Via C:

Los compuestos de la férmula general se pueden preparar a partir de
compuestos de la Formula general (C-lI) mediante diversos tipos de reaccion de cierre
de anillo, cuyos ejemplos incluyen, entre otros, los siguientes: reacciones de
acoplamiento de tipo Heck (en donde R11 representa un &tomo de bromo o yodo y

R12 contiene un alqueno terminal), una reaccion de metatesis de cierre de anillo (en
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donde tanto R11 como R12 contienen un alqueno terminal), seguida de hidrogenacion
del alqueno resultante, amidacion (en donde R11 tiene un acido carboxilico y R12
tiene un grupo amino primario o secundario o viceversa). Asi, R13 puede representar
hidrégeno o un grupo protector, como, por ejemplo, ter-butilo, que puede eliminarse
mediante métodos de desproteccion estandar. Los métodos para la sintesis de
compuestos (C-1) resultan obvios para la persona del oficio de nivel medio tras

consultar las vias A y B anteriores y los ejemplos descritos en la seccion experimental.

Via C
=1
G -
E M
b'l 1%
A - R12 D
(]:‘/J\H H”‘:f:\ C;L‘PQR? D—C R13
i M /L-Q-N

I @ (C-I) @

SINTESIS DE INTERMEDIARIOS
INTERMEDIARIOS A

Intermediario A-01 (ter-butil trans-4-amino-3-metilpiperidin-1-carboxilato racémico):

P UL, SN SUNIL s |
SO o Ao Ao
I

g
O=5=0

Intermediaric A-01
Etapa 1:
A una solucién de ter-butil 3-metil-4-oxopiperidin-1-carboxilato (175 g; 0,82 mol)
en THF (1,22 1), enfriada hasta 0 °C, se agreg6 litio-tri-sec-butil(hidrido)borato (L-
selectrida; 1M en THF; 984 ml; 0,98 mol). La mezcla se agit6 durante 4 h mientras se
mantenia la temperatura entre 0 °C y 10 °C. Se agreg6 una solucién de hipoclorito de
sodio ac. (10 %; 525 ml) y la mezcla se extrajo con EtOAc (700 ml). La capa orgénica
se separ6, se lavo con salmuera, se sec6 en sulfato de sodio y se evapord. El
producto crudo se purific6 mediante FC (gel de silice; éter de petroleo/EtOAc 2 % ->
50 %).
'H NMR (400 MHz, CDCl3) d ppm 3,84 - 3,82 (m, 1H), 3,52 (d, J = 6,40 Hz, 2H), 3,29
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(d, J = 5,40 Hz, 2H), 3,06 - 3,02 (m, 1H), 1,76 - 1,74 (m, 3H), 1,65 (s, 9H), 1,24 - 0,89
(m, 3H)

Etapa 2:

A una solucion del producto de la etapa 1 (330 g; 1,53 mol) en THF (1,65 ) se
agrego trietilamina (341 g; 3,37 mol). Se agreg6 anhidrido metansulfénico (507 g; 2,91
mol) a RT y la mezcla se agit6é durante 4 h a RT. Se agregé agua (550 ml) y la mezcla
se extrajo con EtOAc (1,65 I). La capa organica se separo, se lavo con salmuera, se
secO en sulfato de sodio y se concentré a presion reducida. El producto se llevé a la
siguiente etapa sin purificacién adicional.

'H NMR (400 MHz, CDClz) & ppm 4,74 - 4,71 (m, 1H), 4,23 - 3,95 (m, 1H), 3,17 - 3,04
(m, 2H), 3,04 (s, 3H), 1,95 - 1,92 (m, 1H), 1,83 (s, 1H), 1,83 - 1,82 (m, 1H), 1,32 (s,
9H), 0,91 - 0,79 (m, 3H)

Etapa 3:

Reaccion en una atmosfera de nitrégeno. A una solucion del producto de la
etapa 2 (420 g; 1,43 mol) en DMF (2,1 ) se agregd a RT azida de sodio (186 g; 2,86
mol). La mezcla se agité a 100 °C durante 4 h y luego se enfrié hasta 0 °C. Se agreg6
una solucién saturada de carbonato de sodio (4,0 I) mientras se mantenia la
temperatura por debajo de los 10 °C. La mezcla se extrajo con EtOAc, la capa
organica se separo, se lavo con salmuera, se seco en sulfato de sodio y se evaporo a

presion reducida. El producto se llevo a la siguiente etapa sin purificacion adicional.

Etapa 4:

Una mezcla del producto de la etapa 3 (200 g; 0,83 mol), paladio sobre carbén
(60 g) y EtOAc (1,0 I) se agitdé a presion de hidrégeno (50 psi) a RT durante 2 h. El
catalizador se filtr6 con succién y se lavdé con metanol (2 ). Los filtrados combinados
se evaporaron a presion reducida. El producto crudo se purific6 mediante FC (gel de
silice; éter de petroleo/EtOAc 0 % -> 100 %) para obtener el compuesto del titulo.
'H NMR (400 MHz, CDCl3) & ppm 7,85 (s, 1 H) 3,99 - 3,74 (m, 2 H), 2,81 - 2,79 (m,
2H), 2,71 (s, 1 H), 2,72 - 2,70 (m, 1 H), 2,64 - 2,52 (m, 1 H), 2,25 - 2,16 (m, 2 H), 1,66 -
1,57 (m, 1 H), 1,35 - 1,30 (m, 2 H), 1,30 - 1,27 (m, 8 H), 1,17 - 1,06 (m, 2 H), 0,83 -
0,78 (m, 3 H), 0,75-0,71 (m, 1 H)

INTERMEDIARIOS B
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Intermediario B-01:
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Etapa 1:

Una mezcla del intermediario A-01 (2 g; 9,97 mmol), 5-cloro-2-
fluoronitrobenceno (1,21 ml; 9,97 mmol), DIPEA (3,43 ml; 19,9 mmol) y DMF (17 ml)
se agité a 60 °C hasta que el control de la reaccion mediante RP HPLC indicé una
conversién predominante de los materiales de inicio (10 h). La mezcla se vertié en
agua helada. Se agreg6 agua adicional y la mezcla se extrajo tres veces con acetato
de etilo. Las capas organicas combinadas se lavaron con agua y luego con salmuera,
se separaron, se secaron en sulfato de magnesio, se filtraron y se concentraron. El
producto crudo se purific6 mediante FC (gel de silice; ciclohexano/EtOAc 20 % ->
100 %) para obtener ter-butil (rac-

trans)-4-[(4-cloro-2-nitrofenil)amino]-3-metilpiperidin-1-carboxilato.

ESI-MS: 392 [M+Na]*
Rt (HPLC): 0,83 min (método A)
Etapa 2:

El producto de la etapa 1 (3,25 g; 7,90 mmol), niquel Raney (410 mg) y THF
(60 ml) se agitaron en un aparato Parr a presion de hidrégeno (50 psi) durante 5 h a
RT. Se agreg6 niguel Raney adicional (160 mg) multiples veces después de 10-15 h
adicionales en cada caso, hasta que el control de la reaccion mediante RP HPLC
indicé una alta conversion del material de inicio (aqui: adicion de catalizador 3 veces).
El catalizador se filtré y el filtrado se evapordé. El producto crudo se llevo a la siguiente
etapa.
ESI-MS: 340 [M+H]*
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R (HPLC): 0,63 min (método A)

Etapa 3:

Una mezcla del producto de la etapa 2 (2,16 g; 6,37 mmol), 1-(1H-imidazol-1-
carbotiol)-1H-imidazol (1,47 g; 8,25 mmol) y DMF (34 ml) se agit6 a RT durante 2 h. Se
agreg6 lentamente agua helada (200 ml) a la mezcla de reaccién mientras se agitaba y
la agitacion continud durante 10 min adicionales. El precipitado se filtrg, se lavé con

agua, se sec6 durante la noche a 50 °C y se llevo a la siguiente etapa sin purificacion

adicional.

ESI-MS: 382 [M+H]*

R: (HPLC): 0,71 min (método A)
Etapa 4:

Reaccién en una atmdésfera de argén. A una solucion del producto de la etapa 3
(2,57 g; 6,26 mmol) en DMF anhidro se agrego6 ter-butilato de potasio (1,42 g; 12,7
mmol). La mezcla se agitd a RT durante 15 min y luego se agregé yodometano (597
ul; 9,49 mmol). La mezcla se agitd a RT hasta que el control de la reaccion mediante
RP HPLC indic6 una conversion casi completa del material de inicio (2 h). Se agregé
agua helada (100 ml) y la mezcla se mantuvo a 6 °C durante la noche. El precipitado
formado se filtr4, se absorbié en EtOAc, se concentré a presion reducida y se seco
mediante  coevaporacion con tolueno para  obtener ter-butil  (trans

racémico)-4-[5-cloro-2-(metilsulfanil)-1H-1,3-benzodiazol-1-il]-3-metilpiperidin-1-carboxi

lato.

ESI-MS: 396 [M+H]*

R: (HPLC): 0,73 min (método A)
Etapa 5:

La mezcla de enantiémeros de la etapa 4 se separé mediante SFC preparativa
(instrumento: Sepiatec 2 Prep SFC 100; columna: Lux Cellulose-2 (21,2 mm * 250 mm,
5 um); fase movil: A para CO2 y B para IPA; gradiente: % de B = modo de elucién
isocratica al 20 %; velocidad de flujo: 60 ml/min; longitud de onda: 220 nm;
temperatura de columna: 40 grados Celsius; contrapresion del sistema: 150 bar).

La configuracién absoluta de los dos enantidmeros separados se asigné en
funcion de una estructura cocristalina del ejemplo 1.01 con la proteina cGAS humana
de acuerdo con métodos descritos por D. J. Patel et al., PNAS 2019, 11946-11955
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(doi.org/10.1073/pnas.1905013116).
H NMR (del isémero que se eluyé en primer lugar) (400 MHz, DMSO-ds) d ppm 7,46 -
7,69 (m, 1 H), 7,10 - 7,26 (m, 1 H), 7,17 (br d, J=6,84 Hz, 1 H), 3,87 - 4,22 (m, 3 H),
2,87 - 3,06 (m, 1 H), 2,57 - 2,79 (m, 4 H), 2,31 - 2,45 (m, 1 H), 2,13 - 2,30 (m, 1 H),
1,80 (br d, J=11,79 Hz, 1 H), 1,45 (s, 9 H), 0,58 (d, J=6,46 Hz, 3 H)

El isbmero que se eluyd en primer lugar se llevé a la siguiente etapa. A partir

del isbmero que se eluyd en segundo lugar, se preparoé el intermediario B-02.

Etapa 6:

A una solucién del isbmero que se eluy6 en primer lugar de la etapa 5 (811 mg;
2,05 mmol) en DCM (11,8 ml) se agreg6 acido 3-cloroperoxibenzoico (77 %; 0,987 g;
4,40 mmol). La mezcla se agité durante 2 h y luego se diluyé con DCM adicional y se
lavé con carbonato de potasio ac. (15 %). La capa acuosa se volvid a extraer con DCM
y las capas organicas combinadas se lavaron con agua, se separaron, se secaron en
sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron a presion reducida para obtener el
compuesto del titulo.

ESI-MS: 428 [M+H]*
R: (HPLC): 0,74 min (método A)

Los siguientes intermediarios se prepararon de manera analoga al
Intermediario 1.01 descrito anteriormente a partir de los materiales de inicio indicados.
Asi, la temperatura de reaccion en la etapa 1 se ajusté a la reactividad del material de
inicio de nitrobenceno respectivo. La configuracion absoluta de los intermediarios
seleccionados se asigné a partir de una estructura cocristalina de un compuesto de
ejemplo preparado a partir del intermediario respectivo con la proteina cGAS humana
de acuerdo con métodos descritos por D. J. Patel et al., PNAS 2019, 11946-11955
(doi.org/10.1073/pnas.1905013116). La configuracion absoluta de otros intermediarios
y ejemplos se asign6 en funcién de la presuncién de que los eutbmeros comparten la

mismo estereoquimica absoluta en todos los casos.
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Int. Materiales de | Estructura ESI-MS | R: Comentario de

inicio (HPLC) | quiralidad
(métod
0)

B-02 | A-01 y 5-cloro- ﬁ\ 428 0,74 El isbmero que se
2-fluoro- 0 [M+H]* | min eluyé en segundo
nitrobenceno OJ\N \S,,o (A) lugar en la etapa 5

<‘j.,, ‘o se llevé a la etapa
N \N 6
Q SFC quiral: Condiciones descritas en la
etapa 5
Cl

B-03 | 4-amino-1- ﬂ\ 398 0,66 aquiral
BOC- o [M+H]* | min
piperidina  y | 2~ \.o0 (A)
2,5-difluoro- O\ o | aquiral
nitrobenceno ;Q:N

.

B-04 | 4-amino-1- ﬂ\ 398 0,66 aquiral
BOC- o [M+H]* | min
piperidina  y | &, \.0 (A)
2,4-difluoro- O\ o | aquiral
nitrobenceno ;Q:N

.

B-05 |A-01 vy 2- >L 394 0,65 El isomero que se
fluoro- o [M+H]* | min eluyd6 en primer
nitrobenceno 0P \S,,o (A) lugar en la etapa 5

gj.,, Yo se llevo a la etapa
N \N 6
@ SFC quiral: EtOH (NH3 20 mM)/CO2 =
10/90; columna: CHIRAL ART
Cellulose-SZ 20 x 250 mm, 5 ym; CT:
40 °C; BPR: 150 bar, flujo: 60 ml/min

B-06 | A-01 y 4-cloro- >L 428 0,74 El isbmero que se
2-fluoro- o [M+H]" | min eluyd en primer
nitrobenceno (A) lugar en la etapa 5

se llevé a la etapa
6

SFC quiral: IPA/CO2 = 10/90; columna:
CHIRAL ART Cellulose-SZ 20 x 250
mm, 5 um; CT: 40 °C; BPR: 150 bar,
flujo: 60 ml/min
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B-07 |A-01 y 2,5- >L 412 0,69 Los isébmeros se
difluoro- o [M+H]* | min separaron después
nitrobenceno 0Py \.o (A) de la etapa 6 final.

Q.,,N Lo El isomero que se
N eluy6 en primer
lugar es B-07.
HPLC quiral: EtOH/heptano = 35/65;
F columna: DAICEL Chiralpak IG 50 x
250 mm, 10 ym

B-08 |A-01 vy 2- >L 394 0,65 Sin separacion
fluoro- 0 [M+H]" | min quiral de los
nitrobenceno O)\N o \S,,o (A) enantibmeros. El

) \°0 racemato se llevé a
N la etapa 6.
@ racemato, trans

B-09 | A-01 y 3-cloro- ﬁ\ 428 1,09 Sin separacion
2-fluoro- 0 [M+H]* | min quiral de los
nitrobenceno OJ\N o Ao (D) enantiomeros.  El

CLN Lo racemato se llevo a
N la etapa 6.
CR@ racemato, trans

B-10 | 4-amino-1- ﬂ\ 380 0,62 aquiral
BOC- 0 [M+H]* | min
piperidina y 2- | 2~ \ .0 (A)
fluoro- O\ Yo | aquiral
nitrobenceno 6’“

B-11 | 4-amino-1- j\ 398 0,65 aquiral
BOC- 0 [M+H]* | min
piperidina y | 2N, \.0 (A)
2,3-difluoro- O\ o | aquiral
nitrobenceno LN

r 5

B-13 |A-01 vy 2- ﬁ\ 408 0,72 Sin separacion
fluoro-6-metil- [M+H]* | min quiral de los
nitrobenceno (A) enantimeros. El

racemato se llevo a
la etapa 6.

racemato, trans

Intermediario B-12
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HN

/i/ o
N \N F>‘)l\
@ . T OH
(trans racémico)
El producto de la etapa 4 de la sintesis del intermediario B-08 se desprotegio
con BOC de acuerdo con el procedimiento general D.
ESI-MS: 262 [M+H]*
R: (HPLC): 0,47 min (método E)

Intermediario B-14

\\\\ \ ’/O

&
N7 N\ N HCI

&

Una mezcla del intermediario B-08 (700 mg; 1,78 mmol) y &cido clorhidrico en

HN

(trans racémico)

dioxano (4 M; 1,33 ml; 5,45 mmol) se agité durante 2 h. Se agreg0 ter-butil metiléter
(20 ml) y se dejo que la mezcla repose sin agitacion durante 1 h. El precipitado se filtro
y se absorbié en metanol. La solucion resultante se evapor6 a presion reducida para
obtener el compuesto del titulo.

ESI-MS: 294 [M+H]*

R: (HPLC): 0,60 min (método E)

INTERMEDIARIOS |

Intermediario 1.01:

Br N
\“/\

N A ~0o
o}

N
‘ 7.-\\

KL &t

N
o
/}\ JN)%N

=

X

El intermediario N-R se hizo reaccionar con el intermediario B-5 de acuerdo
con el procedimiento general A para obtener el compuesto del titulo ter-butil
(3S,45)-4-(2-{[(3S,5S)-1-{4-bromo-8-oxa-3,5-diazatriciclo[7.4.0.0>Jtrideca-1(13),2,4,6,
9,11-hexaen-6-il}-5-[(ter-butoxi)carbonil]pirrolidin-3-ilJoxi}-1H-1,3-benzodiazol-1-il)-3-me
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tilpiperidin-1-carboxilato.

ESI-MS: 747 [M+H]*

R: (HPLC): 1,27 min (método B)
Intermediario 1.02:

% : e,e_\ e, Mo Y
wf H-‘- B - e = Lp—
\)__, g "T' [:-PB_ J h]jw;[_ /'_
- iy - PO N
S A R €
| o .. . —
AT P e N
~T 'L___,.xl*"'w"l\\‘r_- "'_]L .,,_/J'-r"L‘ | *-W/L"!I',\Kj'
.’}' "i} -"-" \‘ f'-:!_'i\}
{\_; x_‘=:.-:' Intermediario 102 =/
Etapa 1:

Reaccién realizada en una atmdsfera de argén, desgasificada con solvente y
secada mediante la adicion de tamices moleculares. Al intermediario 1.01 (721 mg;
0,916 mmol) en un matraz de fondo redondo se agregaron DMSO (10 ml),
bromodifluoroacetato de metilo (266 pl; 2,42 mmol) y cobre en polvo (291 mg; 4,58
mmol). La mezcla se agité durante la noche, y luego se agregaron 1 eq. adicional de
bromodifluoroacetato de metilo y dos eq. adicionales de cobre. Después de 72 h més
de agitacién, la mezcla se diluyd con EtOAc, se agregd una solucion de
dihidrogenofosfato de potasio (1,27 M; 20 ml) y la mezcla se agit6 durante 30 min mas
antes de filtrar. La capa orgéanica del filtrado se lavé con agua, se concentré y el
producto crudo se purific6 mediante FC (gel de silice; CH/EtOAc 10 % -> 100 %) para
obtener ter-butil
(3S,4S)-4-(2-{[(3S,5S)-5-[(ter-butoxi)carbonil]-1-[4-(1,1-difluoro-2-metoxi-2-oxoetil)-8-0x
a-3,5-diazatriciclo[7.4.0.0>"Jtrideca-1(13),2,4,6,9,11-hexaen-6-il]pirrolidin-3-ilJoxi}-1H-1,

3-benzodiazol-1-il)-3-metilpiperidin-1-carboxilato.

Etapa 2:

Al producto de la etapa 1 (585 mg; 0,647 mmol) en etanol absoluto (secado en
tamices moleculares de 3 A) se agreg6 en porciones borohidruro de sodio (244 mg;
6,40 mmol) dentro de 1 h. La reaccion se inactivd mediante la adicion de agua, la
mezcla se extrajo tres veces con EtOAc, y las capas organicas combinadas se lavaron
con agua y luego salmuera, se separaron y se secaron en sulfato de magnesio, se
filtraron y se concentraron a presion reducida. El producto crudo se purific6 mediante
FC (gel de silice; CH/EtOAc 20% -> 100%) para obtener ter-butil
(3S,4S)-4-(2-{[(3S,5S)-5-[(ter-butoxi)carbonil]-1-[4-(1,1-difluoro-2-
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hidroxietil)-8-oxa-3,5-diazatriciclo[7.4.0.0%"Jtrideca-1(13),2,4,6,9,11-hexaen-6-il]pirrolidi

n-3-ilJoxi}-1H-1,3-benzodiazol-1-il)-3-metilpiperidin-1-carboxilato.

Etapa 3:

A una solucion del producto de la etapa 2 (269 mg; 0,359 mmol) y bromuro de
alilo (220 ul; 2,52 mmol) en DMA (1,67 ml) se agreg6 hidruro de sodio (55 % en aceite
mineral; 47 mg; 1,08 mmol). La mezcla se agité durante 10 min y luego se inactivo
mediante la adicion de agua. La mezcla se extrajo tres veces con EtOAc, y las capas
organicas combinadas se lavaron con agua y luego salmuera, se separaron y se
secaron en sulfato de magnesio, se filtraron y se concentraron a presién reducida. El
producto crudo se purificé mediante FC (gel de silice; CH/EtOAc 20 % -> 100 %) para
obtener el compuesto del titulo ter-butil
(3S,4S)-4-(2-{[(3S,5S)-5-[(ter-butoxi)carbonil]-1-{4-[1,1-difluoro-2-(prop-2-en-1-iloxi)etil]
-8-oxa-3,5-diazatriciclo[7.4.0.0%]trideca-1(13),2,4,6,9,11-hexaen-6-il}pirrolidin-3-iloxi}-
1H-1,3-benzodiazol-1-il)-3-metilpiperidin-1-carboxilato.

ESI-MS: 789 [M+H]*
Rt (HPLC): 1,29 min (método B)

Intermediario 1.03:

(mezcla racémica de isbmeros trans)

A una solucion de &cido 3-aliloxipropiénico (38 pl; 0,303 mmol) en DMF (500 pl)
se agrego clorhidrato de EDC (70 mg; 0,364 mmol) y N,N-diisopropiletilamina (105 pl;
0,606 mmol). La mezcla se agité durante 10 min, luego se agreg6 el intermediario B-
14 (100 mg; 0,303 mmol) y la mezcla se agité durante 90 min, luego se diluyé con
metanol (2 ml) y se someti6 a purificacion mediante RP HPLC (Sunfire C18;
ACN/agua, modificador: TFA).

ESI-MS: 406 [M+H]*
R: (HPLC): 0,88 min (método E)

INTERMEDIARIOS N
Las sintesis descritas a continuacion se llevaron a cabo en parte de acuerdo
con los procedimientos generales indicados a continuacion.
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Procedimiento general Int-A: Hidrogenacién con catalizador Pd/C (ver: Intermediario
N-A, etapa 4)

Procedimiento general Int-B: Cierre de anillo en condiciones basicas (ver:
Intermediario N-A, etapa 5)

Procedimiento general Int-C: Cloracion mediante la aplicacibn de tricloruro de
fosforoilo (ver: Intermediario N-A, etapa 7)

Procedimiento general Int-D: SyAr con éster de hidroxiprolina (ver: Intermediario N-
A, etapa 8)

Procedimiento general Int-E: escision de ésteres mediante la aplicacion de hidroxido
de litio (ver: Intermediario N-F, etapa 2)

Procedimiento general Int-F: amidacion mediante PFTU (ver: Intermediario N-F,
etapa 3)

Procedimiento general Int-G: acoplamiento de Heck (ver: Intermediario N-J, etapa 1)
Intermediario N-A:
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o
,\)\ﬂx Etapa 7 P/\)]\CX
-

G w DT‘\/\ o
Etapa 2 l
o ENGETE 0
|.
nJ\./\/G . Etapa 3 /\/U\‘ H
i = ‘ .
OGS Bl ol Nt

Etapa 4 l

l Etapa &

"“‘ﬂzj\/\/':\/\ll/dx
QL(D/Q N-A Qﬂx"%

HCF

Etapa 9 ﬁJk/\,U\/\“,ﬂ,\

M -

Etapa 1:

Una mezcla de ter-butil 3-(2-oxoetoxi)propanoato (7,25 g; 38,5 mmol), que se
preparé como se describe en EP2409977, y metil (trifenilfosforaniliden)acetato (13,1 g;
38,5 mmol) en DCM (200 ml) se agité a RT durante la noche. La mezcla se evaporé a
presion reducida y se absorbié en CH/EtOAc (3:1). Los insolubles se eliminaron
mediante filtracidn, y el filtrado se evapor6. El producto crudo se purific6 mediante FC
(gel de silice; CH/EtOAc 10 % -> 45 %) para obtener el producto como una mezcla de

isbmeros cis y trans.

Etapa 2:
El producto de la etapa 1 (1,50 g; 6,14 mmol) se agité en una mezcla de DCM
(15 ml) y TFA (10 ml) durante la noche. La mezcla se evapord y se absorbié en

metanol (10 ml). Se agregd tetraalquilamoniocarbonato unido a polimero (2
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equivalentes en peso), y la mezcla se agité durante 90 min. Los insolubles se filtraron,
y el filtrado se evaporo.

Etapa 3:

A una solucion del producto de la etapa 2 (5,00 g, 21,3 mmol) en ACN (140 ml),
se le agreg6 1-cloro-N,N,2-trimetilpropenilamina (4,45 ml; 33,6 mmol). La mezcla se
agité a RT durante 10 min, y luego se agregaron piridina (5,10 ml; 63,0 mmol) y 3-
aminobenzofuran-2-carboxamida (3,70 g; 21,0 mmol). La mezcla se agité a RT durante
la noche a RT, luego se agreg6é agua. La mezcla se extrajo con DCM, y la capa
organica se separd y se evapord. El producto crudo primero se purificé mediante FC
(gel de silice; éter de petrdleo/EtOAc 40 % -> 80 %) y posteriormente mediante RP
HPLC (Sunfire C18, ACN/agua, modificador: TFA).

ESI-MS: 347 [M+H]*
R: (HPLC): 0,80 min (método E)

Etapa 4: Procedimiento general Int-A:

Una mezcla del producto de la etapa 3 (3,40 g; 9,73 mmol), paladio sobre
carbén (10 %; 350 mg) y etanol (500 ml) se agitd bajo presién de hidrogeno (50 psi)
hasta que el control de la reaccion mediante RP HPLC indic6 la conversiéon del
material de inicio (en la presente: 90 min). El catalizador se filtr6 y el filtrado se

evaporo hasta secarse.

ESI-MS: 349 [M+H]*
Rt (HPLC): 0,81 min (método E)
Etapa 5:

Procedimiento general Int-B:

Una mezcla del producto de la etapa 4 (4,55 g; 13,1 mmol) e hidréxido de sodio
ac. (4 M; 100 ml; 400 mmol) se agitdé a 60 °C hasta que el control de la reaccion
mediante RP HPLC indicO la conversion del material de inicio (aqui: 60 min). La
mezcla se dejé enfriar hasta RT y luego se acidificO mediante la adiciobn de acido

clorhidrico ac. (4 M). El precipitado se recolectd y se seco a 60 °C.

ESI-MS: 317 [M+H]*
Rt (HPLC): 0,73 min (método E)
Etapa 6:
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A una mezcla del producto de la etapa 5 (3,53 g, 11,2 mmol), DCM (60 ml) y
unas pocas gotas de DMF se agreg6 cloruro de oxalilo (1,24 ml; 14,5 mmol) a RT. La
mezcla se agitd durante 3 h a RT, luego se agregé metanol y se siguié agitando
durante otros 60 min. La mezcla se extrajo con agua, Yy la capa organica se separé y
se evaporo6 hasta secarse.

ESI-MS: 331 [M+H]*
R: (HPLC): 0,82 min (método E)
Etapa 7:

Procedimiento general Int-C:

Se agité una mezcla del producto de la etapa 6 (3,70 g; 11,2 mmol) y tricloruro
de fosforoilo (70 ml) a 90 °C durante 4 h. Se eliminé el excedente de tricloruro de
fosforoilo mediante destilacion, y se agregé agua cuidadosamente. La mezcla
resultante se extrajo con EtOAc, y la capa organica se separdé y se evapord. El

producto crudo se llevo a la siguiente etapa.

ESI-MS: 349 [M+H]*
R: (HPLC): 1,02 min (método E)
Etapa 8:

Procedimiento general Int-D:

Una mezcla del producto de la etapa 7 (300 g; 0,896 mmol), clohidrato de
ter-butil (2S,4S)-4-hidroxipirrolidin-2-carboxilato (253 mg; 1,08 mmol), carbonato de
potasio (300 mg; 2,06 mmol) y DMF (7,0 ml) se agito a RT durante la noche. Se
agrego agua y la mezcla se dej6 acidific6 mediante la adiciéon de acido clorhidrico ac.
(1 M). La mezcla se extrajo con EtOAc, la capa organica se evapor0 y el producto
crudo se purificd mediante FC (gel de silice; éter de petréleo/EtOAc 40 % -> 75 %).
ESI-MS: 500 [M+H]*

Rt (HPLC): 0,75 min (método E)

Etapa 9:
El producto de la etapa 8 se hizo reaccionar de acuerdo con el procedimiento
general Int-E para obtener el compuesto del titulo con el éster escindido.
ESI-MS: 486 [M+H]*
R: (HPLC): 0,70 min (método E)
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Intermediario N-B:
HoJok/\/o\/\er\ ¢
N2 o
o]
N
(rAX

HO

Se prepar6 de manera analoga a la secuencia descrita para la sintesis del

Intermediario N-A, con la aplicacion de 3-amino-6-cloro-1-benzofuran-2-carboxamida

en la etapa 3.
ESI-MS: 520 [M+H]*
R: (HPLC): 0,50 min (método A)

Intermediario N-C:
[e]
HOJK/O\/\/\(N\
N F~0o
o)
N
(X

HO
La preparacion se realizO a partir del Intermediario N-V y &cido

2-(but-3-en-1-iloxi)acético con la aplicacién de una secuencia de dos etapas:
Etapa 1: de acuerdo con el procedimiento general Int-G.

Etapa 2: de acuerdo con el procedimiento general Int-A para obtener el compuesto del

titulo.
ESI-MS: 504 [M+H]*
R: (HPLC): 0,45 min (método A)

Intermediario N-D:

Se prepar6 de manera analoga a la secuencia descrita para la sintesis del
Intermediario N-A, primero a partir de ter-butil 2-(3-oxopropoxi)acetato que se prepard
como se describe en EP1939201.

ESI-MS: 486 [M+H]*
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R: (HPLC): 0,71 min (método E)

Intermediario N-E:

Etapa 1:

Una mezcla de 3-aminobenzofuran-2-carboxamida (2,00 g; 11,4 mmol), etil
2-[2-(2-etoxi-2-oxoetoxi)etoxilacetato (5,32 g; 22,7 mmol) y
1H,2H,3H,4H,6H,7H,8H-[1,3]diazino[1,2-a]pirimidina (6,45 g; 45,4 mmol) se calentd
hasta 120 °C durante 150 min. Después de enfriar hasta RT, se agregd &cido
clorhidrico ac. (1 M; 70 ml). El precipitado se filtr6 con succidn, se lavé con agua y se
secO al vacio a 60°C para obtener una mezcla de @ etil
2-[2-({6-ox0-8-0xa-3,5-diazatriciclo[7.4.0.0> |trideca-1(9),2(7),3,10,12-pentaen-4-ilmet

oxi)etoxiJacetato y el respectivo acido libre, que se llevo a la siguiente etapa.

Etapa 2:

Para la reesterificacion del acido, la mezcla de la etapa 1 (2,8 g) se disolvi6 en
DCM (200 ml). Se agregaron 2 gotas de DMF, seguidas de la adicién de cloruro de
oxalilo (392 ul, 4,57 mmol). La mezcla se agité6 durante la noche, luego se agreg6
etanol (10 ml), y la mezcla se agité durante 2 h mas. La mezcla se concentrd a presion
reducida. Se agregé metil ter-butil éter, y el precipitado formado se lavé con metil ter-
butil éter y se secoO a 50 °C para obtener etil
2-[2-({6-ox0-8-0xa-3,5-diazatriciclo[7.4.0.0% |trideca-1(9),2(7),3,10,12-pentaen-4-il}met
oxi)etoxilacetato.

El producto de la etapa 2 se hizo reaccionar adicionalmente en una secuencia
de 2 etapas de acuerdo con el primer procedimiento general Int-C y luego Int-D para
obtener el compuesto del titulo.

ESI-MS: 516 [M+H]*
R: (HPLC): 0,80 min (método E)

Intermediario N-F:
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qu _ . XCM:A

efapa 7
efapa
T

o

Etapa 1:

El polvo de zinc usado se lavé con 2 % de acido clorhidrico ac., agua y acetona
antes de su uso. El polvo purificado se sec6 a alto vacio y se almacené en argon. Un
matraz se cargd con polvo de zinc (2,44 g; 36,9 mmol), hexahidrato de cloruro de
niquel(ll) (0,754 g; 3,14 mmol), THF (35,0 ml) y 3 gotas de agua, y la mezcla se agitd
durante 10 min a RT. Luego se agregd ter-butil hex-5-enoato (4,63 g; 18,5 mmol
preparado como se describe en W02010/15447) en una porcién, y se agregé etil
yodofluoroacetato (2,80 ml; 18,5 mmol) por goteo (reacciébn exotérmica durante la
adicién) mientras la temperatura se mantuvo por debajo de 30 °C. Tras completar la
adicion, la mezcla de reaccién se agité durante 4 h a 60 °C. La mezcla de reaccion se
vertio en la mezcla de solucion de cloruro de amonio sat. (100 ml) y dietiléter (100 ml)
y se agit6é durante 10 min. Luego la mezcla se filtré mediante una almohadilla de Celite
y, después de la separacion, la fase acuosa se extrajo con dietiléter. Las capas
organicas combinadas se lavaron con agua, se secaron con sulfato de sodio, se

filtraron y se evaporaron. El producto crudo se purificé mediante FC (gel de silice;
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CH/DCM 10 % -> 100 %).

ESI-MS: 312 [M+NH.]*
R: (HPLC): 0,78 min (método A)
Etapa 2:

Procedimiento general Int-E:

Se agrego6 hidroxido de litio (276 mg; 11,0 mmol) a una solucién del producto
de la etapa 1 en 2:1 THF/H.O, y la mezcla de reaccion se agitdé a RT hasta que el
control de la reaccion mediante RP HPLC indicé el consumo del material de inicio (en
la presente: 2,5 h). Los volatiles se eliminaron al vacio, el residuo se acidific6 hasta
pH= 1 mediante la adicion de 5,50 ml de &cido clorhidrico ac. 1N, y la mezcla se
extrajo con EtOAc tres veces. La fase organica combinada se secé con sulfato de

sodio, se filtré y se evaporo.

ESI-MS: 211 [M-isobuteno+H]*
Rt (HPLC): 0,59 min (método A)
Etapa 3:

Procedimiento general Int-F;

A RT, se agreg6 PFTU (2,40 g; 5,60 mmol) a una solucion agitada del producto
de la etapa 2 (1,40 g; 5,09 mmol) y DIPEA (970 pl; 5,60 mmol) en DMF (21,0 ml), y la
mezcla se agitd durante 30 min. Luego se agregaron 3-aminobenzofuran-2-
carboxamida (1,01 g; 5,60 mmol) y ademas DIPEA (970 ul; 5,60 mmol), y la mezcla se
agité durante 10 min a RT. Luego, la mezcla de reaccion se calenté hasta 50 °C y se
agité durante 16 h a esta temperatura. Cuando el control de la reaccion mediante RP
HPLC indicé el consumo incompleto de los materiales de inicio, se agregaron DIPEA
(441 pl; 2,80 mmol) y PFTU (0,86 g; 2,04 mmol) adicionales y se continué agitando a
50 °C durante 2,5 h mas. La mezcla de reaccion se diluy6é con agua, se acidificé con
TFA, se filtr6 y se purific6 mediante RP HPLC (XBridge C18; ACN/agua; modificador:
TFA).

ESI-MS: 425 [M+H]*
R: (HPLC): 0,72 min (método A)
Etapa 4:

A RT, se agreg6 clorotrimetilsilano (4,05 ml; 30,3 mmol) lentamente a una

solucion del producto de la etapa 3 (950 mg; 2,13 mmol y TEA (13,0 ml; 92,4 mmol) en
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1,2-dicloroetano (28,5 ml). Tras completar la adicion, la mezcla de reaccion se calento
hasta 85 °C y se agitd durante 24 h a esta temperatura. La mezcla de reaccion se
vertié en 30 ml de &acido clorhidrico 4 M (pH = 1) y se extrajo con DCM dos veces. La
fase organica combinada se sec6 con agua, se secé con sulfato de sodio, se filtr6 y se
evaporo para obtener ter-butil
7,7-difluoro-7-{6-oxo-8-oxa-3,5-diazatriciclo[7.4.0.0> |trideca-1(13),2(7),3,9,11-pentaen
-4-il}heptanoato.

ESI-MS: 405 [M-H]
R: (HPLC): 0,44 min (método F)
Etapa 5:

El producto de la etapa 4 se convirtié al producto clorado mediante la aplicacion
del procedimiento general Int-C, seguido de purificacion mediante RP-HPLC (XBridge
C18; ACN/agua; modificador: TFA)

ESI-MS: 367 [M-H]
R: (HPLC): 0,64 min (método A)
Etapa 6:

El producto de la etapa 6 se hizo reaccionar de acuerdo con el procedimiento
general Int-D para obtener el compuesto del titulo.
ESI-MS: 520 [M+H]*
Rt (HPLC): 0,61 min (método A)

Intermediario N-G:
o F F
N F
HOM B
N2 o
o]
N
( 7“1(O><

HO
La preparacion fue andloga a la secuencia de reaccion descrita para la sintesis
del Intermediario N-F, con la aplicacién de 3-amino-6-fluorobenzofuran-2-carboxamida

en la etapa 3.

Intermediario N-H:

51



01-3548-PCT

o F F
N cl
HO 7S
NP ~0
o)
NGl
o
N

HO
La preparacion fue andloga a la secuencia de reaccion descrita para la sintesis
del Intermediario N-F, con la aplicacién de 3-amino-6-clorobenzofuran-2-carboxamida

en la etapa 3.

Intermediario N-I:

I

[ 1
t 1
Eﬂ ’fﬁh"’ﬂaﬂ’hwﬁ* etapa 2‘ ;ﬁt-/”\./w

7
etapa 2
0 F F N [ ' F F
"L:M\\ f_} etapa 4 fw:ﬁllﬁ]/\/\)ﬁl(_mv
a]
etapa & N -

I { . F . J _%

J}(\/\)&/“ }r Y etapad FF Mo ey
HIr 1 | \‘IS—_—J‘I - N |E-l r

- M Y \\..u'
| Intermediario N-| ";'_,.f *‘X

Etapa 1:

A una solucién de polvo de magnesio (45,0 g; 1,85 mol) en THF (285 ml) se
agreg6 yodo (1,00 g; 3,94 mmol), seguido de la adicién por goteo de una solucién de
1-bromo-3-buteno (111 g; 821 mmol) en THF (850 ml). Asi, la temperatura se mantuvo
por debajo de 50 °C. La mezcla resultante se enfrid hasta -75 °C, y se agreg6 una
solucion de dietiloxalato (100 g; 684 mmol; 93,5 ml) en THF (1,89 ) por goteo a -75 °C.
La mezcla se agité a - 75 °C durante 4 h més. La mezcla de reaccion se inactivo
mediante la adicion de una solucioén de cloruro de amonio ac. saturada (900 ml) a 0 °C,
luego el pH se ajusté hasta pH3 mediante la adicién de acido clorhidrico ac. (1 M). La
mezcla se extrajo tres veces con EtOAc (500 ml). Las capas organicas combinadas se
lavaron con salmuera (900 ml), se secaron en sulfato de sodio, se filtraron y se
concentraron a presion reducida para obtener un residuo que se purific6 mediante FC
(gel de silice; éter de petrdleo/acetato de etilo 0 % -> 100 %).

H NMR: (400 MHz, CDCl3) 8 = 5,85 - 5,72 (m, 1H), 5,11 - 4,92 (m, 2H), 4,37 - 4,24 (m,
2H), 2,92 (t, J = 7,3 Hz, 2H), 2,36 (q, J = 7,1 Hz, 2H), 1,24 - 1,21 (m, 3H)
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Etapa 2:

A una solucion del producto de la etapa 1 (50,0 g, 320 mmol) en DCM (1000
ml) se agregd triofluoruro de bis-(2-metoxietil)aminoazufre (Deoxofluor) (120 g, 544
mmol, 119 ml) y etanol (2,95 g, 64,0 mmol) a 0 °C. La mezcla se agit6 a 25 °C durante
12 h. La mezcla de reaccion se inactivd mediante la adicion de 500 ml de bicarbonato
de sodio ac. saturado y luego se extrajo tres veces con DCM (500 ml). Las capas
organicas combinadas se lavaron con acido clorhidrico ac. (1 M; 200 ml) y salmuera
(200 ml), se secaron en sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron a presion
reducida para obtener un residuo. El producto crudo se destil6 al vacio (30 °C, -0,09
MPa/bomba de aceite).
'H NMR: (400 MHz, CDCls): & = 5,80 (br dd, J = 10,3, 16,9 Hz, 1H), 5,13 - 5,00 (m,
2H), 4,39 - 4,28 (m, 2H), 2,30 - 2,12 (m, 4H), 1,43 - 1,34 (m, 3H)

Etapa 3:

A una mezcla de polvo de zinc (8,79 g, 134 mmol) y THF (30,0 ml) se agreg6
hexahidrato de cloruro de niquel(ll) (804 mg, 3,38 mmol). La mezcla se agité a -65 °C
durante 5 min. Luego se agrego etil difluoroiodoacetato (12,0 g, 48,0 mmol) por goteo,
y el producto de la etapa 2 (6,00 g, 33,7 mmol) a -65 °C. La mezcla se agité a 25 °C
durante 12 h. La mezcla de reaccién se inactivd mediante la adicion de cloruro de
amonio ac. saturado (60,0 ml) a 0 °C, y luego se extrajo tres veces con DCM (60,0 ml).
Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (60,0 ml), se secaron en
sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron a presion reducida.

'H NMR: (400 MHz, cloroformo-d): & = 4,33 (q, J = 7,2 Hz, 4H), 2,18 - 1,98 (m, 4H),
1,56 (td, J = 3,8, 8,0 Hz, 4H), 1,36 (t, J = 7,2 Hz, 6H)

Etapa 4:

A una solucion del producto de la etapa 3 (11,0 g; 36,4 mmol) en dioxano (30,0
ml), se le agregé 1,5,7-triazabiciclo[4.4.0]dec-5-eno (14,2 g, 102 mmol) vy
3-amino-1-benzofuran-2-carboxamida (4,50 g, 25,5 mmol). La mezcla se agitdé a
110 °C durante 2 h, luego se diluy6 con agua (30,0 ml) y se extrajo tres veces con
EtOAc (30,0 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (30,0 ml),
se secaron en sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron a presion reducida. El
producto crudo se purificé mediante RP HPLC (ACN/agua, modificador: TFA).
'H NMR: (400 MHz, DMSO-d): & = 8,09 (d, J = 7,7 Hz, 1H), 7,88 (d, J = 8,4 Hz, 1H),
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7,72 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 7,53 (t, J = 7,5 Hz, 1H), 2,40 - 2,37 (m, 2H), 2,12 — 2,07 (m,
2H), 1,54 - 1,48 (m, 4H).

Etapa 5:
El producto de la etapa 4 se tratd con cloro mediante la aplicacion del
procedimiento general Int-C.

Etapa 6:
El producto de la etapa 5 se hizo reaccionar mediante la aplicacion del
procedimiento general Int-D para obtener el compuesto del titulo.
ESI-MS: 556 [M+H]*
R: (HPLC): 0,64 min (método A)

Intermediario N-J:

HOMN\
o N A ~0
0
AN
7
N

HO
La preparacion se realiz6 a partir del Intermediario N-R mediante la aplicacion

de la siguiente secuencia de 3 etapas:

Etapa 1:
Procedimiento general Int-G:

Se disolvieron el Intermediario N-R (300 mg; 0,69 mmol) y metil éster de &cido
5-hexenoico (298 pl; 2,07 mmol) en DMF (10 ml; 123 mmol). Se agreg6 trietilamina
(0,39 ml; 2,76 mmol) y la mezcla se desgasificd con argdn. Se agregaron paladio(ll)-
acetato (31 mg; 0,14 mmol) y tri-o-tolilfosfina (84 mg; 0,28 mmol) en argén. El vial
sellado se agitd a 95 °C durante la noche. La mezcla de reaccion se diluyé con
ACN/agua, se acidifico con TFA, y se filtré6 con un filtro de jeringa. La purificacion
mediante RP HPLC preparativa (Sunfire C18, ACN/agua; modificador: TFA) produjo
ter-butil
(2S,4S)-4-hidroxi-1-{4-[6-metoxi-6-oxohex-1-en-1-il]-8-oxa-3,5-diazatriciclo[7.4.0.0%]tri
deca-1(13),2,4,6,9,11-hexaen-6-il}pirrolidin-2-carboxilato.

Etapa 2:
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El producto de la etapa 1 se hidrogend de acuerdo con el procedimiento
general Int-A para obtener ter-butil
(2S,4S)-4-hidroxi-1-[4-(6-metoxi-6-oxohexil)-8-oxa-3,5-diazatriciclo[7.4.0.0% "Jtrideca-1(
13),2,4,6,9,11-hexaen-6-il]pirrolidin-2-carboxilato.

ESI-MS: 484 [M+H]*
R: (HPLC): 0,65 min (método B)
Etapa 3:

El producto de la etapa 2 se hizo reaccionar de acuerdo con el procedimiento

general Int-E para obtener el compuesto del titulo con éster escindido.

Intermediario N-K:

o
HOJI\/\OJ\/\(N\
N A ~0
[¢]
N
(X
HO\
La preparacion se realiz6 a partir del Intermediario N-R y metil
3-(but-3-en-2-iloxi)propanoato mediante la aplicacion de la siguiente secuencia de tres
etapas (el material de inicio de metil 3-(but-3-en-2-iloxi)propanoato se prepard a partir

del respectivo ter-butil éster mediante escision del éster acidico, seguido de la

formacién de metil éster (metanol, cloruro de tionilo):
Etapa 1: acoplamiento de tipo Heck de acuerdo con el procedimiento general Int-G.
Etapa 2: hidrogenacion de acuerdo con el procedimiento general Int-A.

Etapa 3: escisién de éster de acuerdo con el procedimiento general Int-E para obtener
el compuesto del titulo.

ESI-MS: 500 [M+H]*

R: (HPLC): 1,82 min (método G)

Intermediario N-L:

Acido
2-(4-{6-[(2S,4S)-2-[(ter-butoxi)carbonil]-4-hidroxipirrolidin-1-il]-8-oxa-3,5-diazatriciclo[7.
4.0.0%"trideca-1(13),2,4,6,9,11-hexaen-4-il}-4,4-difluorobutoxi)acético
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Etapa 1:

Un recipiente de reaccién en seco se equipé con una barra de agitacion
magnética y se cargd con ter-butil 2-aliloxiacetato (1,00 g; 5,81 mmol), cloruro de
niquel(ll)anhidro (0,038 g; 0,290 mmol) y carbonato de sodio (0,61 g; 5,81 mmol).
Luego el recipiente de reaccién se evacud brevemente y se rellené con argon (esta
secuencia se repiti6 un total de tres veces). DMF anhidro (40 ml), etil
bromodifluoroacetato (1,5 ml, 11,6 mmol) y fenilsilano (2,9 ml; 23,2 mmol) se
agregaron secuencialmente al recipiente de reaccién con una jeringa. El recipiente se
calent6 a 70 °C en un bafo de aceite y se agité hasta que el monitoreo de TLC indic6
el consumo del material de inicio (aqui: durante la noche). La mezcla de reaccion se
diluy6 con 30 ml de EtOAc, y la capa organica se lavé con 80 ml de solucién de cloruro
de sodio acuoso saturado. Después de esto, la capa organica se sec6 en sulfato y se
concentrd a presion reducida, y se purificé adicionalmente mediante FC (gel de silice;

hexano/EtOAc) para obtener etil 5-(2-ter-butoxi-2-oxo-etoxi)-2,2-difluoro-pentanoato.

Etapa 2:

A RT, se agreg6 1,5,7-triazabiciclo[4.4.0]dec-5-eno (0,79 g; 5,68 mmol) a una
solucion de 3-aminobenzofuran-2-carboxamida (0,25 g; 1,42 mmol) en 1,4-dioxano (1
ml). Luego se agrego el producto de la etapa 1 (0,84 g; 2,84 mmol), se aumento la
temperatura hasta 120 °C, y se continué agitando hasta que la TLC indic6 que la
conversion estaba casi completa (en la presente: 18 h). La mezcla de reaccion se
diluy6é con agua (15 ml) y se extrajo con DCM (3 x 7 ml). El pH de la capa ac.
resultante se ajusté a entre 4y 5, y el sélido precipitado se filtro.

ESI-MS: 353 [M+H]*
R¢ (HPLC): 1,61 min (método H)
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Etapa 3:
El producto de la etapa 2 se hizo reaccionar de acuerdo con el procedimiento

general Int-C.

ESI-MS: 371 [M+H]*
R: (HPLC): 1,82 min (método H)
Etapa 4:

El producto de la etapa 2 se hizo reaccionar de acuerdo con el procedimiento
general Int-D para obtener el compuesto del titulo.
ESI-MS: 522,6 [M+H]*
R: (HPLC): 2,96 min (método G)

Intermediario N-M:
o F F
Cl
HOJI\/O\/\)%N\
N A~0o
]
N
( 7..\l(o><

HO

La preparacion se realiz6 de manera analoga al procedimiento descrito para la
sintesis del Intermediario N-L, con la aplicacion de 3-amino-6-cloro-1-benzofuran-2-
carboxamida (preparada como se describe en EP1710233) como material de inicio en
la etapa 2.

Intermediario N-N:
(o]
J\/X\/\(Nﬁ >
HO 1 N
N  Z#

HO

La preparacion del Intermediario N-R y metil 4,4-dimetilhept-6-enoato fue

analoga a la secuencia de reaccion descrita para la sintesis del Intermediario N-J.

Intermediario N-O:
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Preparacion a partir del intermediario N-R y etil 6-heptenoato de manera

anéloga a la secuencia de reaccion descrita para la sintesis del intermediario N-J.

Intermediario N-P:

o N
Y \IQ
OH N 2 o
o]
NGl
A
<~

HO
El Intermediario N-U se hizo reaccionar de acuerdo con el procedimiento

general Int-E para obtener el compuesto del titulo.

ESI-MS: 414 [M+H]*

R: (HPLC): 0,55 min (método B)

Intermediario N-Q:

HO\I‘/\/\)\(N
|

L
(r4X
HO
Ter-butil
(2S,4S)-1-[4-(7-etoxi-7-oxohept-1-en-2-il)-8-oxa-3,5-diazatriciclo[7.4.0.0% /]trideca-1(13)
,2,4,6,9,11-hexaen-6-il]-4-hidroxipirrolidin-2-carboxilato, que se formé como un
subproducto en la etapa 1 de la sintesis del Intermediario N-O, se aislé6 mediante RP
HPLC y se hizo reaccionar adicionalmente de acuerdo con la secuencia de reaccion
descrita para la preparacion del Intermediario N-O para obtener el compuesto del

titulo.

Intermediario N-R:
Ter-butil
(2S,4S)-1-{4-bromo-8-oxa-3,5-diazatriciclo[7.4.0.0% |trideca-1(13),2(7),3,5,9,11-hexaen

-6-il}-4-hidroxipirrolidin-2-carboxilato
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Etapa 1
4,6-dibromo-8-oxa-3,5-diazatriciclo[7.4.0.0% Jtrideca-1(13),2(7),3,5,9,11-hexaeno

La mezcla de 1H-benzo[4,5]furo[3,2-d]pirimidin-2,4-diona (11,6 g; 0,0573 mol) y
tribromuro de fosforilo (40,8 ml, 0,402 mol) se calent6 a 150 ° C durante 3 h. La mezcla
se enfrio hasta RT, et pH se ajusté hasta pH = 7 mediante el uso de solucién de
bicarbonato de sodio sat. ac. mientras se enfriaba a 0 °C, y la mezcla se extrajo con
EtOAc (3 x 50 ml). Las capas organicas se combinaron, se secaron en sulfato de sodio
y se evaporaron a presion reducida. El residuo restante se purificé al disolverlo en una
mezcla de DCM (3 V hasta el peso del crudo) y EtOAc (3 V hasta el peso del crudo)
mientras se agitaba. Después de agitar a RT durante 30 min, la mezcla se filtré y el

sobrenadante se evaporé a presion reducida.

ESI-MS: 327/329/331 [M+H]*
R: (HPLC): 0,67 min (método A)
Etapa 2: ter-butil

(2S,4S)-1-{4-bromo-8-oxa-3,5-diazatriciclo[7.4.0.0>"]trideca-1(13),2(7),3,5,9,11-hexaen
-6-il}-4-hidroxipirrolidin-2-carboxilato

A una mezcla de
4,6-dibromo-8-oxa-3,5-diazatriciclo[7.4.0.02,7]trideca-1(13),2(7),3,5,9,11-hexaeno
(5,56 g, 16,9 mmol) en 93 ml de DMF, se le agreg6 clorhidrato de ter-butil
(2S,4S)-4-hidroxipirrolidin-2-carboxilato (4,17 g, 16,6 mmol) y carbonato de potasio
(7,03 g, 50,8 mmol). Después de agitar a RT durante la noche, la mezcla de reacciéon
se vertid en agua y se neutralizé con solucion HCI 4M ac. El precipitado se recolect6
mediante filtracion y se seco al vacio.
ESI-MS: 434/436 [M+H]*
R: (HPLC): 0,64 min (método A)

Intermediario N-S:
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Etapa 1:

Se disolvié acido 2-aliloxiacéteico (9,02 g; 73,8 mmol) en DCM con una gota de
DMF y se enfrio hasta 0 °C. Se agreg6 cloruro de oxalilo (23,4 g; 184 mmol) por goteo.
La mezcla de reaccion se agité a 0 °C durante 2 h. Luego, el solvente se evapord a
presion reducida. El residuo se disolvié en DMF y se agregd a una soluciéon agitada de
3-aminobenzofuran-2-carboxamida (13,0 g; 73,8 mmol) en DMF. Después de 2 h, la
mezcla se vertié en 100 ml de agua y se agitd durante 5 min. El so6lido formado se
recolectd, se disolvi6 en DCM y se secd en sulfato de magnesio. Los volatiles se
evaporaron y el sélido se tritur6 con ter-butii metil éter para obtener

3-[2-(prop-2-en-1-iloxi)acetamido]-1-benzofuran-2-carboxamida.

Etapa 2:

Se agité una suspension del producto de la etapa 1 en hidréxido de sodio ac. 4
M durante 2 h a 70 °C. La mezcla se acidifico mediante la adicién de acido clorhidrico
ac., y el precipitado formado se recolect6é y se secé para obtener
4-[(prop-2-en-1-iloxi)metil]-8-oxa-3,5-diazatriciclo[7.4.0.0>"]trideca-1(9),2(7),3,10,12-pe
ntaen-6-ona.

El producto de la etapa 2 se hizo reaccionar adicionalmente en una secuencia
de 2 etapas de acuerdo con el procedimiento general Int-C y luego Int-D para obtener
el compuesto del titulo.

ESI-MS: 426 [M+H]*
Rt (HPLC): 0,49 min (método A)

Intermediario N-T:

FF

Y o ' N\
N A ~0
(@]
N
Ot
HO\
Etapa 1:

Se agreg6 hidruro de sodio (60 % en aceite mineral; 1,73 g, 44,2 mmol) en

porciones a 2-cloro-2,2-difluoroacetato de sodio (4,5 g, 29,5 mmol) y prop-2-en-1-ol
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(2,14 g, 36,8 mmol) en THF (30 ml) a 0 °C durante un periodo de 2 minutos en
nitrégeno. La suspension resultante se agité a 65 °C durante 16 horas. La mezcla de
reaccion se enfrid y se diluy6 con acido clorhidrico ac. (2 M) hasta llegar a pH = 5~6, y
luego la capa acuosa se extrajo dos veces con DCM (30 ml). Las capas organicas
combinadas se lavaron con salmuera, se secaron con sulfato de sodio, se filtraron y se
evaporaron para obtener producto crudo. El producto crudo se purificé mediante FC
(gel de silice; éter de petrdleo/EtOAc 0 % -> 30 %) para obtener acido 2-(aliloxi)-2,2-
difluoroaceético.

H NMR (400 MHz, CDClz) & 9,34 (s, 1H), 6,01 — 5,91 (m, 1H), 5,45 — 5,36 (m, 1H),
5,33 — 5,26 (m, 1H), 4,50 (dt, J = 5,8, 1,2 Hz, 2H)

Etapa 2:

A una solucién del producto de la etapa 1 (5 g, 33 mmol) en piridina (100 ml),
se le agregd 3-amino-1-benzofuran-2-carboxamida (4,63 g, 26 mmol), seguida de la
adicion por goteo de tricloruro de fosforilo (15,3 g, 0,1 mol) a 0 °C en atmésfera de
nitrégeno. La mezcla resultante se agité durante la noche a RT. La mezcla se diluy6
con agua (200 ml) y se extrajo tres veces con EtOAc (200 ml). Las capas organicas
combinadas se lavaron con salmuera, se secaron en sulfato de sodio y se
concentraron. El residuo se purific6 mediante FC (gel de silice; éter de petr6leo/EtOAC
15 %) para obtener 3-(2-(aliloxi)-2,2-difluoroacetamido)benzofuran-2-carboxamida.
ESI-MS: 311 [M+H]*

Etapa 3:

El producto de la etapa 2 (3 g, 9,7 mmol) se agreg6 a hidroxido de sodio ac.
(14,5 ml, 4 M, 58,2 mmol), y luego se agregé THF (1,5 ml). La mezcla de reaccién se
agité durante 4 h a 70 °C. La mezcla de reaccién enfriada (RT) se acidificé con acido
clorhidrico ac. (2 M) hasta pH=5 ~ 6, y el precipitado formado se recolect6 y se secé
para obtener 2-((aliloxi)difluorometil)benzofuro[3,2-d]pirimidin-4(3H)-ona cruda, que se

llevé a la siguiente etapa sin purificacion adicional.

Etapa 4:

Se carg6 un matraz de 3 cuellos y 0,5 L con DMF (1,36 g, 18,6 mmol) y DCM
(250 ml) equipado con un termémetro y un globo de nitrégeno. El matraz se enfrid
hasta 0 °C, luego se agregé una solucién de cloruro de oxalilo (3,54 g, 27,9 mmol) por

goteo en DCM (5 ml) durante 5 min, mientras se mantenia la temperatura a de 0 a
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5 °C. La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 0,5 h. La reaccion se enfrié
en un bafio de agua helada hasta 0 °C y se agreg0 el producto de la etapa 3 (1,8 g, 6,2
mmol) en porciones. La reaccion se agité a RT durante 15 min y luego a 40 °C durante
2 h. Tras enfriar hasta RT, la reaccion se vertié en hielo, se neutralizé con bicarbonato
de sodio ac. y se extrajo dos veces con DCM (100 ml). La fase organica combinada se
lavé con agua, se secO con sulfato de sodio, y se concentré. El producto crudo se
purific6 mediante FC (gel de silice; éter de petroleo/EtOAc 2 % -> 10 %) para obtener
el compuesto del titulo 2-((aliloxy)difluorometil)-4-clorobenzofuro[3,2-d]pirimidina.

H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & 8,41 — 8,31 (m, 1H), 7,79 (m, 2H), 7,60 — 7,54 (m,
1H), 7,26 (s, 1H), 6,06 (dq, J = 10,8, 6,0 Hz, 1H), 5,45 (dd, J = 17,2, 1,2 Hz, 1H), 5,30
(dd, J = 10,4, 1,0 Hz, 1H), 4,70 (d, J = 6,0 Hz, 2H)

Etapa 5:
El producto de la etapa 4 se hizo reaccionar de acuerdo con el procedimiento
general Int-D para obtener el compuesto del titulo.
ESI-MS: 462 [M+H]*
R: (HPLC): 0,68 min (método A)

Intermediario N-U:
Ter-bultil

(2S,4S)-1-[4-(2-etoxi-2-oxoetil)-8-0xa-3,5-diazatriciclo[7.4.0.0* |trideca-1(9),2(7),3,5,10
,12-hexaen-6-il]-4-hidroxipirrolidin-2-carboxilato

. —
etapa 1 "-‘i etapa 2 :§

™

¢ L_“—’“{

[

Intermediario M-LJ

Etapa 1: etil
2-{6-0x0-8-0xa-3,5-diazatriciclo[7.4.0.0% |trideca-1(9),2(7),3,10,12-pentaen-4-il}acetato

A una mezcla de etil-3-aminobenzofuran-2-carboxilato (5,00 g; 24,4 mmol) en
acido clorhidrico ac. 4 M (50,00 ml; 200 mmol), se le agreg6 cianocetato de etilo (5,19
ml; 48,7 mmol) a RT. La mezcla se calent6 a 100 °C durante 4 h. Tras enfriar a RT, se
agregaron otros 2,6 ml (24,4 mmol) de cianoacetato de etilo y se continué calentando

durante 48 h a 100 °C. El solvente se evaporoé y el residuo crudo se diluyé con 100 ml

62



01-3548-PCT

de MeOH, se filtr6é y se secé. El producto crudo se llevé directamente a la siguiente

etapa.

ESI-MS: 273 [M+H]*

R: (HPLC): 0,63 min (método B)

Etapa 2: etil

2-{6-cloro-8-oxa-3,5-diazatriciclo[7.4.0.0%]trideca-1(9),2(7),3,5,10,12-hexaen-4-il}aceta
to

Una mezcla de etil
2-{6-0x0-8-0xa-3,5-diazatriciclo[7.4.0.0%Jtrideca-1(9),2(7),3,10,12-pentaen-4-il}acetato
(3,35 g; 12,3 mmol) en tricloruro de fosforilo (50,0 ml; 547 mmol) se calenté a 110 °C
durante 1,5 h. La mezcla de reaccién se enfrié hasta RT y se agregd por goteo a un
bano de hielo (500 ml) con agitacién durante 30 min. Se agregdé acetato de etilo y se
separaron las capas. Se agreg6 lentamente solucion de bicarbonato sat. a la capa
organica, y se separaron las fases. La capa organica se lavd con agua y salmuera, se
seco en sulfato de sodio, se filtr6 y se concentr6 al vacio.

ESI-MS: 291 [M+H]*
Rt (HPLC): 0,43 min (método A)
Etapa 3: ter-butil

(2S,4S)-1-[4-(2-etoxi-2-oxoetil)-8-o0xa-3,5-diazatriciclo[7.4.0.0> |trideca-1(9),2(7),3,5,10
,12-hexaen-6-il]-4-hidroxipirrolidin-2-carboxilato

A etil
2-{6-cloro-8-oxa-3,5-diazatriciclo[7.4.0.0%]trideca-1(9),2(7),3,5,10,12-hexaen-4-il}aceta
to (8,17 mmol; 1,00 eq., 2,50 g) en 30 ml de NMP, se le agregé clorhidrato de ter-butil
(2S,4S)-4-hidroxipirrolidin-2-carboxilato (8,99 mmol; 2,01 g) y DIPEA (27,0 mmol; 4,64
ml), y la mezcla resultante se agité a 70 °C durante 1,5 h. La mezcla de reaccién se
enfri6 hasta RT y se agregaron lentamente 300 ml de agua helada. El precipitado se
filtrd, se lavo varias veces con agua y se seco.
ESI-MS: 442 [M+H]*
Rt (HPLC): 0,67 min (método B)

Intermediario N-V:
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La preparacion de
11-fluoro-8-oxa-3,5-diazatriciclo[7.4.0.0> trideca-1(13),2(7),9,11-tetraen-4,6-diona fue
anéloga a la secuencia de reaccion descrita para la sintesis del Intermediario N-R. El

material de inicio
11-fluoro-8-oxa-3,5-diazatriciclo[7.4.0.0> trideca-1(13),2(7),9,11-tetraen-4,6-diona  se
prepard de manera analoga a la sintesis de

11-cloro-8-oxa-3,5-diazatriciclo[7.4.0.02"]trideca-1(13),2(7),9,11-tetraen-4,6-diona
descrita en W0O2019059577.

Preparacion de los compuestos finales

La configuraciéon absoluta de la porcion piperidina de los compuestos donde R2
es un grupo metilo se asigno, en parte (por ejemplo, 1.01), a partir de una estructura
cocristalina con la proteina cGAS humana, de acuerdo con métodos descritos por D. J.
Patel et al., PNAS 2019, 11946-11955 (doi.org/10.1073/pnas.1905013116). En otros
casos, la configuracion absoluta se asigné en funcion del supuesto de que el

diastereoisdmero mas potente siempre tiene la configuracion (S,S,S,S).

Ejemplo 1.01 (procedimientos generales A, B, C, D)

A L __,5.—% —~ Y
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Etapa 1 (procedimiento general A):

En un recipiente de vidrio secado en horno y en atmésfera de argon, al
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intermediario N-A (216 mg; 0,418 mmol) y al intermediario B-01 (188 mg; 0,439 mmol)
disueltos en DMA (4,05 ml), se les agreg6 hidruro de sodio (55 % en aceite mineral,
73,0 mg; 1,67 mmol). Una vez que el burbujeo disminuyd, la reaccion se calentd hasta
35°C y se agité durante 25 min més. Luego, la reaccién se inactivd mediante la
adicién de agua helada, se diluyé con EtOAc y se acidific6 mediante la adicion de
acido clorhidrico ac. (1 M; 1,7 ml). La mezcla se extrajo tres veces con EtOAc,
posteriormente las capas organicas combinadas se lavaron con agua y salmuera, y se
evaporaron hasta secarse. La mezcla de reaccion cruda se purific6 con FC (gel de
silice; ciclohexano/EtOAc 25 % -> 100 %).

ESI-MS: 833 [M+H]*

R: (HPLC): 0,92 min (método B)

Etapa 2 (procedimiento general B):

A una mezcla del intermediario de la etapa 1 (272 mg; 0,326 mmol) y ACN (10
ml) se agreg6 TosOH (124 mg; 0,653 mmol), y la mezcla se agité durante 3 dias a RT
en un vial cerrado. Dado que el control de reaccibn mediante HPLC indic6 una
conversion baja, se agregé mas TosOH (45,0 mg; 0,237 mmol) y la mezcla se calenté
adicionalmente a 40 °C hasta que el control de reaccion mediante HPLC indicé una
conversion alta en el producto deseado. Se agregaron DMF y una gota de agua, y
luego la mezcla se filtr6 y se sometio a purificacion con HPLC (Sunfire C18; ACN/agua
con TFA como modificador).
ESI-MS: 733 [M+H]"*
Rt (HPLC): 0,62 min (método B)

Etapa 3 (procedimiento general C):

En un recipiente secado en horno y en argén, a una solucién de HATU (81,2
mg; 0,214 mmol) en DMF (4 ml), se le agreg6 lentamente, con una bomba de jeringa,
una solucién del intermediario de la etapa 2 (145 mg; 0,198 mmol) en DMF (12 ml) con
agitacion enérgica. La mezcla se agito adicionalmente hasta que la reaccion de control
por HPLC indic6 una conversion alta al producto deseado. Luego, la reaccion se
inactivd mediante la adicion de agua, se extrajo tres veces con EtOAc, las capas
organicas combinadas se lavaron posteriormente con agua y salmuera, y se
evaporaron hasta secarse. La mezcla de reaccion cruda se purific6 mediante FC
(ciclohexano/EtOAc 50 % -> 100 %, luego EtOAc/MeOH 0 % -> 10 %).

ESI-MS: 715 [M+H]*

65



01-3548-PCT

R (HPLC): 0,80 min (método B)

Etapa 4 (procedimiento general D):

Se agitd una mezcla del intermediario de la etapa 3 (79,0 mg; 0,110 mmol),
DCM (1,06 ml) y TFA (852 ul) a RT durante 90 min. Dado que el control de reaccion
por HPLC indicé una baja conversion, la temperatura se aumentd hasta 37 °C y se
continud agitando durante 3 h. Dado que el control de reaccion por HPLC aun indicaba
una baja conversion, la temperatura se aumentd hasta 45 °C y se continu6 agitando
hasta que el control de reaccion por HPLC indicé una conversion alta al producto
deseado. La mezcla se evapord y el producto crudo se purificO6 mediante HPLC
preparativa (Sunfire C18; ACN/agua con TFA como modificador).
ESI-MS: 659 [M+H]*
R: (HPLC): 0,83 min (método E)

Los siguientes compuestos se prepararon de manera analoga al ejemplo 1.01
descrito anteriormente, segun los procedimientos generales A, B, Cy D:

Rt (HPLC)
Estructura ESI-MS [min]
(método)

Comentario
sobre la sintesis

Materiales

EJ de inicio

N
il
ne NA S S 0,70

- R\ N]
1.02 |Int. B-02 o ,\Q N (M+H]* ®)
N*\

0 Na o
0
J\/\/ A

1oz [t N-A + 5—7 oH 1629 0,51

Int. B-03 |° “O\ o [M+H]* (A)
N A
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Ejemplo 2.01:
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Etapa 1:
El Intermediario B-09 se hizo reaccionar de acuerdo con el procedimiento
general D para obtener la sal de TFA de rac-trans-

7-cloro-2-metansulfonil-1-[3-metilpiperidin-4-il]-1H-1,3-benzodiazol.

Etapa 2:
El producto de la etapa 1 se hizo reaccionar con 1,2 eq. de &cido

4-{[(ter-butoxi)carbonillamino}butanoico de acuerdo con el procedimiento general C.

Etapa 3:

El producto de la etapa 2 se hizo reaccionar con el Intermediario N-P de
acuerdo con el procedimiento general A para obtener acido
2-{6-[(2S,4S)-2-[(ter-butoxi)carbonil]-4-({1-[1-(4-{[(ter-butoxi)carbonillamino}butanoil)-3-
metilpiperidin-4-il]-7-cloro-1H-1,3-benzodiazol-2-il}oxi)pirrolidin-1-il]-8-oxa-3,5-diazatrici
clo[7.4.0.0%"trideca-1(9),2(7),3,5,10,12-hexaen-4-il}acético (con configuracion de trans

racémico en la porcién de piperidina).

Etapa 4:

El producto de la etapa 3 fue desprotegido con BOC mediante reaccién con 1,5
eg. de &cido clorhidrico (4 M en dioxano) en dioxano a RT durante la noche. El
producto crudo se purific6 mediante RP HPLC (Sunfire C18; ACN/agua/modificador:
TFA) para obtener una sal de TFA de acido
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2-{6-[(2S,4S)-4-({1-[1-(4-aminobutanoil)-3-metilpiperidin-4-il]-7-cloro-1H-1,3-benzodiaz
ol-2-il}oxi)-2-[(ter -butoxi)carbonilpirrolidin-1-il]-8-oxa-3,5-diazatriciclo[7.4.0.0% ]trideca-
1(9),2(7),3,5,10,12-hexaen-4-il}acético (con configuracion de trans racémico en la

porcion de piperidina).

Etapa 5:

El producto de la etapa 4 se hizo reaccionar de acuerdo con el procedimiento
general C para obtener ter-butil
(12S,14S)-4-cloro-37-metil-29,34-dioxo-11,18-dioxa-2,9,15,26,30,35,40-heptaazaoctaci
clo[33.2.2.11215 116.27 9210 038 17.25 Q1924 hentetraconta-3,5,7,9,16(40),17(25),19(24),20
,22,26-decaen-14-carboxilato (con configuracion de trans racémico en la porcion de
piperidina).

Etapa 6:

El producto de la etapa 5 se hizo reaccionar de acuerdo con el procedimiento
general D para obtener el compuesto del titulo acido
(12S,14S)-4-cloro-37-metil-29,34-dioxo-11,18-dioxa-2,9,15,26,30,35,40-heptaazaoctaci
clo[33.2.2.11215,11627 0210 038 01725 01924 hentetraconta-3,5,7,9,16(40),17(25),19(24),20

,22,26-decaen-14-carboxilico (con configuracion de trans racémico en la porcion de

piperidina).
ESI-MS: 672 [M+H]*
Rt (HPLC): 0,88 min (método E)
Ejemplo 3.01
S D) S O S
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Etapa 1:

El Intermediario 1.02 fue desprotegido con BOC de acuerdo con el
procedimiento general B para obtener la sal de TFA de ter-butil
(2S,4S)-1-{4-[1,1-difluoro-2-(prop-2-en-1-iloxi)etil]-8-oxa-3,5-diazatriciclo[7.4.0.0> ]tride
ca-1(13),2,4,6,9,11-hexaen-6-il}-4-({1-[(3S,4S)-3-metilpiperidin-4-il]-1H-1,3-benzodiazol
-2-il}oxi)pirrolidin-2-carboxilato.

ESI-MS: 689 [M+H]*
R: (HPLC): 0,62 min (método A)
Etapa 2:

Procedimiento general G:

A una solucién del producto de la etapa 1 (105 mg; 0,127 mmol) y &cido
vinilacético (14,5 pl; 0,165 mmol) y DMAP (2,0 mg; 0,016 mmol) en DCM (1,05 ml) a
0 °C, se le agreg6 DCC (1 M; 165 pl; 0.165 mmol) por goteo. Durante la agitacion, se
dej6 calentar la mezcla hasta RT y luego agité durante una hora mas. La mezcla se
evapor0 hasta secarse y el residuo se sometié a FC (CH/EtOAc 40 % -> 100 %). El
producto impuro resultante se purificd adicionalmente mediante RP HPLC (Sunfire
C18; ACN/agua, modificador: TFA) para obtener ter-butil
(2S,4S)-4-({1-[(3S,4S)-1-(but-3-enoil)-3-metilpiperidin-4-il]-1H-1,3-benzodiazol-2-il}oxi)-
1-{4-[1,1-difluoro-2-(prop-2-en-1-iloxi)etil]-8-oxa-3,5-diazatriciclo[7.4.0.02"]trideca-1(13)
,2,4,6,9,11-hexaen-6-il}pirrolidin-2-carboxilato.

ESI-MS: 757 [M+H]*
R: (HPLC): 0,77 min (método A)
Etapa 3:

Procedimiento general H:

A una solucién del producto de la etapa 2 (secada mediante codestilacién
azeotrépica con tolueno; 77,0 mg; 0,102 mmol) en 1,2-dicloroetano (desgasificado; 9,0
ml) en un recipiente de vidrio secado en horno se agrego el catalizador Grubbs Il (5,0
mg). La mezcla se agit6é durante 24 h a 80 °C, luego se agreg6 nuevamente la misma
cantidad de catalizador y la mezcla se agité durante 24 h mas. La reaccién se inactivo
mediante la adicién de imidazol (10 mg), y luego se dejé enfriar hasta RT. La mezcla
se concentrd y se sometié a FC (gel de silice; CH/EtOAc 20 % -> 100 %) para obtener
ter-butil
(1S,12S,14S,32E,38S)-28,28-difluoro-38-metil-35-oxo-11,18,30-trioxa-2,9,15,26,36,41-
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hexaazaoctaciclo[34.2.2.11215,116.27 0210 038 Q17:25 01924]dotetraconta-3(8),4,6,9,16(41),
17(25),19,21,23,26,32-undecaen-14-carboxilato.

ESI-MS: 729 [M+H]*
R: (HPLC): 0,73 min (método A)
Etapa 4:

Una mezcla del producto de la etapa 3 (22,0 mg; 0,0302 mmol), etanol (1,5 ml)
y Pd/C al 10 % se mantuvo en hidrégeno (5 psi) en un aparato Parr durante la noche.

La mezcla se filtr6, se evaporo y se llevo a la siguiente etapa.

ESI-MS: 731 [M+H]*
R: (HPLC): 1,09 min (método E)
Etapa 5:

El producto de la etapa 4 (22,1 mg) se hizo reaccionar de acuerdo con el
procedimiento general D. El producto se purifico adicionalmente mediante RP HPLC
(Sunfire C18, ACN/agua, modificador: TFA).

ESI-MS: 675 [M+H]*
Rt (HPLC): 0,60 min (método A)
Ejemplo 4.01
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Etapa 1:

A una solucion desgasificada del Intermediario 1.02 (150 mg; 0,190 mmol) en

acrilato de etilo (1,56 ml; 14,3 mmol), se le agregé el catalizador Grubbs Il (8,1 mg;
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0,0095 mmol). La mezcla se agité durante 24 h, y luego se evaporé y se someti6é a FC
(CH/EtOAc 30% -> 100 %) para obtener ter-butil (3S,4S)-4-(2-{[(3S,5S)-5-[(ter-
butoxi)carbonil]-1-[4-(2-{[4-etoxi-4-0xobut-2-en-1-ilJoxi}-1,1-difluoroetil)-8-oxa-3,5-
diazatriciclo[7.4.0.0>"Jtrideca-1(13),2,4,6,9,11-hexaen-6-il]pirrolidin-3-ilJoxi}-1H-1,3-ben

zodiazol-1-il)-3-metilpiperidin-1-carboxilato.

ESI-MS: 861 [M+H]*
R: (HPLC): 1,28 min (método B)
Etapa 2:

Procedimiento general E

Una mezcla del producto de la etapa 1 (140 mg; 0,163 mmol), Pd/C 10 % (28
mg) y etanol (2,0 ml) se hizo reaccionar en un aparato Parr a RT en hidrégeno (50 psi)
hasta que el control de HPLC indico la conversion del material de inicio (4 horas). La
mezcla se filtrd, se concentrd a presion reducida y se sometio a purificacion mediante
RP HPLC (XBridge C18, ACN/agua, modificador: TFA) para obtener ter-butil
(3S,4S5)-4-(2-{[(3S,5S)-5-[(ter -butoxi)carbonil]-1-{4-[2- (4-etoxi-4-oxobutoxi)-1,1-difluoroe
til]-8-oxa-3,5-diazatriciclo[7.4.0.0%"|trideca-1(13),2,4,6,9,11-hexaen-6-il}pirrolidin-3-iloxi
}-1H-1,3-benzodiazol-1-il)-3-metilpiperidin-1-carboxilato.

ESI-MS: 863 [M+H]*
R: (HPLC): 1,28 min (método B)
Etapa 3:

Procedimiento general F

El producto de la etapa 2 (118 g; 0,137 mmol) se absorbié en una mezcla de
hidréoxido de litio ac. (2 M; 153 pl; 0,306 mmol), MeOH (0,80 ml) y THF (4,0 ml). La
mezcla se agité a 40 °C hasta que el analisis de HPLC indic6 la conversién (7 h), se
concentré a presion reducida, se diluyé con agua y se acidific6 con una cantidad
equimolar de acido clorhidrico ac. Se agregd una gota de metanol y la mezcla se
extrajo con DCM. La capa organica se separ6, se concentré a presion reducida y se

llevé a la siguiente etapa.

Etapa 4:

El producto de la etapa 3 se hizo reaccionar de acuerdo con el procedimiento
general B para obtener acido
4-(2-{6-[(2S,4S)-2-[(ter-butoxi)carbonil]-4-({1-[(3S,4S)-3-metilpiperidin-4-il]-1H-1,3-benz
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odiazol-2-il}oxi)pirrolidin-1-il]-8-oxa-3,5-diazatriciclo[7.4.0.0%"]trideca-1(13),2,4,6,9,11-h

exaen-4-il}-2,2-difluoroetoxi)butanoico.

Etapa 5:

El producto de la etapa 4 se hizo reaccionar de acuerdo con el procedimiento
general C para obtener ter-butil
(1S,12S5,14S,37S)-28,28-difluoro-37-metil-34-oxo0-11,18,30-trioxa-2,9,15,26,35,40-hexa
azaoctaciclo[33.2.2.11215116.27 9210 038 Q17.25 019.24]hentetraconta-3,5,7,9,16,19,21,23,2
5,27(40)-decaen-14-carboxilato.

Etapa 6:
El producto de la etapa 5 se hizo reaccionar de acuerdo con el procedimiento
general D para obtener el compuesto del titulo.

ESI-MS: 661 [M+H]*
Rt (HPLC): 0,90 min (método B)
Ejemplo 5.01

Y
NS o
N (¢}
° N <_7“ {(OH
Qg
v
@ N
F
La sintesis se realiz6 a partir de los intermediarios N-S y B-11, con la aplicacion

de la siguiente secuencia de reaccion:

Etapa 1: sustitucion aromatica nuclecofilica con la aplicacién del procedimiento general
A (reactivos: N-Sy B-11)

Etapa 2: desproteccion con BOC con aplicacion del procedimiento general B

Etapa 3: reaccion con &cido 4-pentenoico con la aplicacion del procedimiento general
G
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Etapa 4: metétesis con la aplicacién del procedimiento general H

Etapa 5: hidrogenacion con la aplicacion del procedimiento general E

Etapa 6: desproteccion con ter-butil éster con la aplicacion del procedimiento general
D

ESI-MS: 643 [M+H]*
R: (HPLC): 0,58 min (método A)
F F
)Q(N
(6] 7 I
NS o

Ejemplo 6.01: cl
La sintesis se realizé a partir de los intermediarios N-T y B-02, con la aplicacion

de la siguiente secuencia de reaccion:

Etapa 1: sustitucion aromatica nucleofilica con la aplicacion del procedimiento general
A (reactivos: N-T y B-02)

Etapa 2: metatesis con metil 3-butenoato como segunda olefina con aplicacion de una
modificacion del procedimiento general H (reaccion en DCM en RT, con aplicacion de
15 eq. de metil 3-butenoato y, después de 24 h, la adicién de otros 15 eq. de metil 3-

butenoato y otros 0,3 eg. del catalizador en porciones.

Etapa 3: hidrogenacion con aplicacion del procedimiento general E (solvente: EtOAc)

Etapa 4: saponificacion de éster con aplicacion del procedimiento general F (hidroxido
de litio ac./THF, 50 °C, 5 h)

Etapa 5: desproteccion con BOC con aplicacion del procedimiento general B
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Etapa 6: amidacion de cierre del anillo con aplicacién del procedimiento C (solvente:

DMA)

Etapa 7: desproteccion con ter-butil éster con la aplicacion del procedimiento general
D

ESI-MS: 695 [M+H]*
R: (HPLC): 0,72 min (método A)
Ejemplo 7.01:
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La sintesis se realiz6 a partir de los intermediarios N-R y B-10, con la

aplicacion de la siguiente secuencia de reaccion:

Etapa 1: sustitucion aromatica nucleofilica con la aplicacion del procedimiento general
A (reactivos: N-R y B-10)

Etapa 2: desproteccion con BOC con aplicacion del procedimiento general B

Etapa 3: amidacion con &cido (3R)-3-prop-3-en-1-iloxi)butanoico con aplicacién del

procedimiento general C

Etapa 4:

A una solucién desgasificada (en argon) del producto de la etapa 3 (162 mg;
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0.213 mmol), carbonato de cesio (174 mg; 0,533 mmol) y yoduro de plata (55,1 mg;
0,235 mmol) en dioxano se agregé el catalizador [1,1”-BIS(DI-TER-
BUTILFOSFINO)FERROCEN]DICLOROPALADIO(Il) (21,3 mg; 0,0320 mmol). La
mezcla se agité a 120 °C durante 24 h, y luego se dejo enfriar hasta RT. La mezcla se
diluy6 con ACN/metanol, se filtré y se purific6 mediante RP HPLC preparativa (XBridge
C18, ACN/agua, modificador: TFA) para obtener ter-butil
(12S,14S,32R)-32-metil-34-0x0-11,18,31-trioxa-2,9,15,26,35,40-hexaazaoctaciclo[33.2
.2.11215 11627 9210 938 Q17.25 01924 hentetraconta-3(8),4,6,9,16(40),17(25),19(24),20,22,2
6,28-undecaen-14-carboxilato.

ESI-MS: 679 [M+H]*

R: (HPLC): 0,60 min (método A)

Etapa 5: hidrogenacion con aplicaciéon del procedimiento general E.

Etapa 6: desproteccion con ter-butil éster con la aplicacion del procedimiento general
D

ESI-MS: 625 [M+H]"
R: (HPLC): 0,47 min (método A)
Ejemplo 8.01:
. Y | = T
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La sintesis se realiz6 a partir de los intermediarios N-S y B-10, con la aplicacién

de la siguiente secuencia de reaccion:

Etapa 1: sustitucion aromética nucleofilica con la aplicacion del procedimiento general

81



01-3548-PCT

A (reactivos: N-S 'y B-10)

Etapa 2:

reaccion en argén. A una mezcla desgasificada del producto de la etapa 1 (381 mg;
0,500 mmol), cloruro de niquel(ll) (3,3 mg; 0,025 mmol), carbonato de sodio (53 mg;
0,50 mmol) y DMF anhidro (4,77 ml) se agregaron a RT etil bromodifluoroacetato (209
mg; 1,00 mmol) y fenilsilano (223 mg; 2,00 mmol). La mezcla se agité en un recipiente
sellado durante 14 h a 70 °C. La mezcla se vertié en salmuera saturada y la mezcla
resultante se extrajo con EtOAc dos veces. Las capas organicas combinadas se
secaron con sulfato de sodio, se filtraron y se evaporaron. El producto crudo se purifico
mediante RP HPLC preparativa (XBridge C18; ACN/agua, modificador: TFA) para
obtener ter-butil
4-(2-{[(3S,5S)-5-[(ter -butoxi)carbonil]-1-(4-{[(5-etoxi-4,4-difluoro-5-oxopentil)oxiimetil}-8
-oxa-3,5-diazatriciclo[7.4.0.02"]trideca-1(13),2,4,6,9,11-hexaen-6-il)pirrolidin-3-ilJoxi}-1
H-1,3-benzodiazol-1-il)piperidin-1-carboxilato.

ESI-MS: 649 [M+H]*

Rt (HPLC): 0,80 min (método A)

Etapa 3: saponificacion de éster con aplicacion del procedimiento general F (hidréxido
de litio ac./THF, RT, 2,5 h)

Etapa 4: desproteccion con BOC con aplicacion del procedimiento general B

Etapa 5: amidacién de cierre del anillo con aplicacién de HATU en DMF con aplicacién

del procedimiento general C

Etapa 6: desproteccion con ter-butil éster con la aplicacion del procedimiento general
D

ESI-MS: 647 [M+H]*
Rt (HPLC): 0,53 min (método A)
Ejemplo 9.01:
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La sintesis se realiz6 a partir de los intermediarios N-R y B-10, con la

aplicacion de la siguiente secuencia de reaccion:

Etapa 1: sustitucion aromatica nucleofilica con la aplicacion del procedimiento general
A (reactivos: N-R y B-10)

Etapa 2:
Procedimiento general I:

En argdén, se agregaron paladio(ll)-acetato (9,0 mg; 0,040 mmol) y tri-o-
tolilfosfino (24,4 mg; 0,080 mmol) a una solucién desgasificada del producto de la
etapa 1 (326 mg; 0,400 mmol), acido aliloxi-acético (133 pl; 1,20 mmol) y trietilamina
(112 pl; 0,800 mmol) en DMF (6,52 ml). El vial se sellé y la mezcla de reaccion se agitd
durante 2,5 h a 115 °C. La mezcla de reaccion se diluyd con ACN/H20, se filtr6é y se
purificé directamente mediante RP HPLC preparativa (XBridge C18; 30 - 100 %
ACN/H20, modificador: amoniaco) para obtener acido 2-{[(3-{6-[(2S,4S)-2-[(ter-
butoxi)carbonil]-4-[(1-{1-[(ter-butoxi)carbonil]piperidin-4-il}-1H-1,3-benzodiazol-2-il)oxi]p
irrolidin-1-il]-8-oxa-3,5-diazatriciclo[7.4.0.0> Jtrideca-1(13),2,4,6,9,11-hexaen-4-il}prop-
2-en-1-ilJoxi}acético como una mezcla de isémeros E/Z.

ESI-MS: 769 [M+H]*
R¢ (HPLC): 0,57/0,58 min (método F)

Etapa 3: hidrogenacion con aplicacion del procedimiento general E (solvente: EtOAc)
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Etapa 4: desproteccion con BOC con aplicacion del procedimiento general B

Etapa 5: amidacion de cierre del anillo con aplicacién de HATU en DMF con aplicacién
del procedimiento general C

Etapa 6: desproteccion con ter-butil éster con la aplicacion del procedimiento general
D

ESI-MS: 597 [M+H]*

R: (HPLC): 0,42 min (método A)

Ejemplo 10.01 y ejemplo 10.02:

N N
o N~ o o NS o
o o
N lllq N I”«
R OH XY R OH
“Iy /&N NA\N
@ y @
La sintesis se realizé a partir de los intermediarios N-R e 1.03, con la aplicacion

de la siguiente secuencia de reaccion:

Etapa 1: sustitucion aromatica nuclecofilica con la aplicacion del procedimiento general
A (reactivos: N-R y 1.03)

Etapa 2: acoplamiento de tipo Heck con aplicacion del procedimiento general | (tempo
de reaccion 17 h; 100 °C)

Etapa 3: hidrogenacion con la aplicacién del procedimiento general E (catalizador: Ni

Raney; solvente: metanol)

Etapa 4: desproteccion con ter-butil éster con la aplicacion del procedimiento general
D

Etapa 5:

La mezcla diastereomérica resultante se separé mediante SFC preparativa
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(instrumento: Sepiatec PrepSFC50; columna: CHIRAL ART Cellulose-SC (10 mm *
250mm, 5 um); fase movil: A para CO2 y B para IPA [+20 mM NH3]; gradiente: B% =
25 % modo de elucion isocrética; velocidad de flujo: 15 ml/min; longitud de onda:
220 nm; temperatura de columna: 40 grados Celsius; contrapresion del sistema: 150
bar).

Ejemplo 10.01 (se eluy6 en primer lugar)

ESI-MS: 625 [M+H]*

R: (HPLC): 0,804 min (método E)

y ejemplo 10.02 (se eluy6 en segundo lugar).
ESI-MS: 625 [M+H]*

R: (HPLC): 0,814 min (método E)
Ejemplo 11.01:

Ejemple 1701

at
)

La sintesis se realiz6 a partir de los intermediarios N-R y B-10, con la

aplicacion de la siguiente secuencia de reaccion:

Etapa 1: sustitucion aromética nucleofilica con la aplicacion del procedimiento general
A (reactivos: N-R y B-10)

Etapa 2:
Una mezcla del producto de la etapa 1 (500 mg; 0,682 mmol), 1,4-butanodiol
(1,22 ml; 13,6 mmol), ter-butilato de potasio (229 mg; 2,04 mmol) y ACN (10 ml;
85



01-3548-PCT

secado en tamices moleculares) se agité en un vial sellado a 80 °C durante la noche.
La mezcla se evaporo y el residuo se sometié a purificacion mediante RP HPLC
(Sunfire  C18, ACN/agua, modificador: TFA) para obtener ter-butil
4-(2-{[(3S,5S)-5-[(ter -butoxi)carbonil]-1-[4-(4-hidroxibutoxi)-8-oxa-3,5-diazatriciclo[7.4.0
.0%"trideca-1(13),2,4,6,9,11-hexaen-6-il]pirrolidin-3-ilJoxi}-1H-1,3-benzodiazol-1-il)piper
idin-1-carboxilato.

ESI-MS: 743 [M+H]*
R: (HPLC): 0,70 min (método A)
Etapa 3:

Una mezcla del producto de la etapa 2 (143 mg; 0,193 mmol), cloroformiato de
4-nitrofenilo (87,1 mg; 0,424 mmol), piridina (103 pl; 1,27 mmol) y DCM (6,0 ml) se
agité a RT durante 4 h. Los volatiles se evaporaron y el producto crudo se llevo a la

siguiente etapa sin purificacion adicional.

Etapa 4: Se realiz6 la desprotecciéon con BOC acidico con la aplicacion de las
condiciones del procedimiento general D.

Etapa 5:
Para que el carbamato forme el cierre de anillo, el producto crudo de la etapa 4
se absorbié en un exceso de DIPEA y se agitdé durante 90 min a 70 °C. La mezcla se

evaporo y se llevo a la siguiente etapa sin purificacion.

Etapa 6: Etapa 4: desproteccion con ter-butil éster con la aplicacién del procedimiento

general D
ESI-MS: 613 [M+H]*
R: (HPLC): 0,50 min (método A)

Ejemplo 12.01 (mezcla racémica de isbmeros trans):
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Etapa 1:

A una mezcla de ter-butil-3-(2-hidroxietoxi)propanoato (1,45 g; 7,62 mmol),
piridina (663 mg; 8,38 mmol) y DCM (15 ml) enfriada hasta 0 °C, se le agregd por
goteo una soluién de 4-nitrofenil-cloroformiato (1,54 g; 7,62 mmol) en DCM (15 ml). La
mezcla se agité a RT durante la noche, luego se diluyé con DCM y se extrajo con

agua. La capa organica se evaporoé y el producto crudo se llevé a la siguiente etapa.

Etapa 2:

Una mezcla del producto crudo de la etapa 1 (686 mg), el Intermediario B-12
(500 mg), diisopropil-etilamina (742 pl) y THF (8,0 ml) se someti6 a reflujo durante 2 h.
La mezcla se evaporo, se absorbié en EtOAc y se extrajo dos veces con hidréxido de
sodio ac. (1 M), luego se lavé con agua y salmuera. La capa organica se evapord
hasta secarse, y el producto de reaccion crudo se purificé mediante FC (gel de silice;
éter de petréleo/EtOAC 5% -> 35 %) para  obtener ter-butil
2-{3-[3-metil-4-[2-(metilsulfanil)-1H-1,3-benzodiazol-1-il]piperidin-1-carboniloxi]propoxi}
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acetato de trans racémico.
ESI-MS: 478 [M+H]*
R: (HPLC): 0,85 min (método E)

Etapa 3: escision de éster acidico con la aplicacién del procedimiento general D sin

purificacién cromatogréfica.

Etapa 4:

a una solucion del producto de la etapa 3 (579 mg) en ACN (10 ml) se agreg6 1-cloro-
N,N,2-trimetilpropenilamina (259 ul; 3,92 mmol) a RT. La mezcla se agité a durante la
noche, se evapord, se absorbié en DCM y se extrajo con agua. La capa organica se
evaporo y se sometié a FC (gel de silice; éter de petréleo/EtOAc 45 % -> 95 %).
ESI-MS: 580 [M+H]*

R: (HPLC): 0,81 min (método E)

Etapa 5:

El producto de la etapa 4 (650 mg; 1,12 mmol) se suspendié en hidroxido de
sodio ac. (4 M; 15 ml). La mezcla se agit6 a 60 °C durante 1 h, luego se dej6 enfriar
hasta RT, se acidific6 mediante la adicion de &cido clorhidrico ac. (4 M). El
sobrenadante se decantd y el sélido se sometié a purificacion mediante RP HPLC
(Sunfire C18, ACN/agua, modificador: TFA).

ESI-MS: 562 [M+H]*
Rt (HPLC): 0,76 min (método E)
Etapa 6:

El producto de la etapa 5 (390 mg; 0,694 mmol) se suspendi6 en tricloruro de
fosforilo (6 ml). La mezcla se agité a 90 °C durante 1 h y luego se evapor6. Al residuo
se le agregd agua cuidadosamente y la mezcla resultante se extrajo con EtOAc. La
capa organica se separ6 y se evapor6 hasta secarse para obtener
3-({6-cloro-8-oxa-3,5-diazatriciclo[7.4.0.0%]trideca-1(9),2(7),3,5,10,12-hexaen-4-yl}met
oxi)propil-3-metil-4-[2-(metilsulfanil)-1H-1,3-benzodiazol- 1-il]piperidin-1-carboxilato
trans racémico.

ESI-MS: 580, 582 [M+H]*
Rt (HPLC): 0,89 min (método E)
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Etapa 7:

Una mezcla del producto de la etapa 6 (300 mg; 0,517 mmoal), clorhidrato de
ter-butil (2S,4S)-4-hidroxipirrolidin-2-carboxilato (142 mg; 0,621 mmol), carbonato de
potasio (173 mg; 1,19 mmol) y DMF (7,0 ml) se agité a RT durante la noche. Se
agrego agua, Y el precipitado se recolecté y purific6 mediante RP HPLC (Sunfire C18,
ACN/agua, modificador: TFA) para obtener
3-({6-[(2S,4S)-2-[(ter -butoxi)carbonil]-4-hidroxipirrolidin-1-il]-8-oxa-3,5-diazatriciclo[7.4.
0.02"]trideca-1(9),2(7),3,5,10,12-hexaen-4-il}metoxi)propil-3-metil-4-[2-(metilsulfanil)- 1
H-1,3-benzodiazol-1-il]piperidin-1-carboxilato (con configuracion de trans racémico de

la porcién de piperidina).

ESI-MS: 731 [M+H]*
R: (HPLC): 0,77 min (método E)
Etapa 8:

El producto de la etapa 7 (239 mg; 0,327 mmol) se disolvio en DCM (8,0 ml).
Se agreg6 acido m-cloroperbenzoico (77 %; 161 mg; 0,719 mmol) y la mezcla se agitd
durante 2 h, y luego se lavé con solucién de bicarbonato de sodio. La capa orgénica se
evaporé para obtener
3-({6-[(2S,4S)-2-[(ter -butoxi)carbonil]-4-hidroxipirrolidin-1-il]-8-oxa-3,5-diazatriciclo[7.4.
0.02"]trideca-1(9),2(7),3,5,10,12-hexaen-4-il}metoxi)propil-4-(2-metansulfonil-1H-1,3-be
nzodiazol-1-il)-3-metilpiperidin-1-carboxilato (con una configuracién de trans racémico
de la porcion piperidina).
ESI-MS: 763 [M+H]"*
Rt (HPLC): 0,85 min (método E)

Etapa 9: ciclizacibn mediante sustitucion nucleofilica aromética con aplicacién del

procedimiento general A.

Etapa 10: escision de ter-butiléster acidico con aplicacion del procedimiento general D

para obtener el compuesto del titulo.

ESI-MS: 627 [M+H]*
R: (HPLC): 0,83 min (método E)
Ejemplo 13.01:
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Etapa 1:

A una solucién helada de N-metil-(pent-4-en-1-ilJamina (500 mg; 4,79 mmol) en
carbonato de sodio ac. (2 M; 4,79 ml; 9,58 mmol) se agreg6 cloroformiato de bencilo
por goteo (774 pl; 5,27 mmol). La mezcla se agité durante 1 h a 0 °C, luego se diluyd
con agua y se extrajo tres veces con EtOAc. Las capas organicas combinadas se
lavaron con agua y luego con salmuera, se secaron en sulfato de magnesio, se
filtraron y se concentraron a presion reducida. El producto crudo se purific6 mediante
FC (gel de silice; ciclohexano/EtOAc 25 % -> 100 %).

ESI-MS: 234 [M+H]*
Rt (HPLC): 0,67 min (método A)
Etapa 2:

reaccion en argén en un recipiente de vidrio secado en horno. A una mezcla del
producto de la etapa 1 (191 mg; 0,778 mmol), el Intermediario 1.01 (200 mg; 0,259
mmol), diclorhidrato de paladio 1,1'-bis(di-ter-butilfosfino)ferroceno (20,2 mg; 0,0311

90



01-3548-PCT

mmol) y DMA previamente desgasificado (2,4 ml) se agreg¢ trietilamina (180 pl; 1,30
mmol). La mezcla de reaccion se desgasificd y luego se calenté hasta 115 °C en un
vial sellado durante 10 h. La mezcla se evaporé y el residuo se sometié a purificacion
mediante RP HPLC preparativa (XBridge C18, ACN/agua, modificador: amoniaco)
para obtener ter-butil
(3S,4S)-4-(2-{[(3S,5S)-1-{4-[5-{[(benciloxi)carbonil](metil)amino}pent-1-en-1-il]-8-oxa-3,
5-diazatriciclo[7.4.0.0%"Jtrideca-1(9),2(7),3,5,10,12-hexaen-6-il}-5-[(ter -butoxi)carbonil]p
irrolidin-3-ilJoxi}-1H-1,3-benzodiazol-1-il)-3-metilpiperidin-1-carboxilato.

Etapa 3: hidrogenacion (incluida la desproteccién con Cbz) con la aplicacion del

procedimiento general E sin purificacion cromatografica.

Etapa 4:

A una solucién del producto crudo de la etapa 3 (199 mg) en DCM (3 ml) se
agrego trietilamina (125 pl; 1,04 mmol) y cloroformiato de 4-nitrofenilo (53 mg; 0,26
mmol). La mezcla se agitd a rt durante 1 h. La mezcla se evapor6 y se sometié a
purificacion mediante FC (ciclohexano/EtOAc 20 % -> 100 %) para obtener ter-butil
(3S,4S)-4-(2-{[(3S,5S)-5-[(ter -butoxi)carbonil]-1-[4-(5-{metil[(4-nitrofenoxi)carbonil]amin
o}pentil)-8-oxa-3,5-diazatriciclo[7.4.0.0% trideca-1(9),2(7),3,5,10,12-hexaen-6-il]pirrolidi
n-3-ilJoxi}-1H-1,3-benzodiazol-1-il)-3-metilpiperidin-1-carboxilato.

Etapa 5: desproteccion con BOC con aplicacion del procedimiento general B

Etapa 6:

El producto crudo de la etapa 5 se agregd por goteo mediante una bomba de
jeringa durante 25 minutos a una soluciéon de N,N-diisopropiletilamina (49 ul) en THF
(1,5 ml). La mezcla se agité a 80 °C durante 10 h. La mezcla se pas6 a través de un
cartucho de bicarbonato de sodio y se evaporé. Se agregaron N-metilpirrolidona (3,0
ml) y DIPEA (100 pl), y la mezcla se calent6 en un horno microondas hasta 180 °C
durante 30 min. La mezcla se sometio a purificacion mediante RP HPLC (XBridge C18,
ACN/agua, modificador: TFA).

ESI-MS: 695 [M+H]*
Rt (HPLC): 0,61 min (método A)

Etapa 7: escision de ter-butil éster con aplicacién del procedimiento general D para
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obtener el compuesto del titulo.
ESI-MS: 638 [M+H]*
R: (HPLC): 0,55 min (método A)

OBSERVACIONES TECNICAS GENERALES

La expresién "temperatura ambiente" y el término "RT" se usan de manera
indistinta y designan una temperatura de alrededor de 20 °C, por ejemplo, de 15 a
25 °C.

Por regla general, se han obtenido espectros de 'H NMR y/o espectros de
masas de los compuestos preparados. A menos que se indique lo contrario, todas las
operaciones cromatogréficas se realizaron a temperatura ambiente.

Lista de abreviaturas

ACN acetonitrilo

ac. acuoso

BOC ter-butiloxicarbonilo

°C grados Celsius

CH ciclohexano

DCM diclorometano

DIPEA diisopropiletilamina

DMA dimetilacetamida

DMAP 4-dimetilaminopiridina

DMF N,N-dimetilformamida

DMSO Dimetilsulféxido

EDC ({[3-(dimetilamino)propillimino}metiliden)(etil)amina
ESI-MS espectrometria de masas de ionizacion por

electropulverizacion (m/z)

EtOAC acetato de etilo

FC cromatografia flash, se usa SiO, si no se brindan mas
detalles

Grubbs I DICLORO[1,3-BIS(2,4,6-TRIMETILFENIL)-2-

IMIDAZOLIDINILIDEN]-(BENCILIDEN)-
(TRICICLOHEXILFOSFIN)RUTENIO(II)

h horas
HCI cloruro de hidrogeno
HATU hexafluorofosfato de [dimetilamino-(1,2,3-triazolo[4,5-b]piridin-
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cromatografia de liquidos de alta resolucién

isopropanol
metanol
minuto
mililitro
molar

no determinado

paladio (x porcentaje en peso) en carbon

hexafluorofosfato de pentafluorfenol-tetrametiluronio

racémico

Fase inversa

temperatura ambiente (alrededor de 20 °C)

Cromatografia de fluidos supercriticos

acido trifluoroacético

tetrahidrofurano

monohidrato de acido p-toluenosulfénico

tiempo de retencion en minutos

porcentaje en volumen

Métodos analiticos (HPLC/SEC):

Método de HPLC A:

Tiempo [min] % en volumen de agua (% en volumen de ACN [Flujo [ml/min]
(incl. 0,1 % de TFA)

0,0 99,0 1,0 1,6

0,02 99,0 1,0 1,6

1,0 0,0 100,0 1,6

1,1 0,0 100,0 1,6

Columna: XBridge BEH C18 2,1 x 30 mm_1,7 um (Waters); CT: 60 °C

Método de HPLC B:

Tiempo [min]

% en volumen de agua
(incl. 0,1 % de TFA)

% en volumen de ACN

Flujo [ml/min]

0,0 95,0 5,0 1,5
1,3 0,0 100,0 1,5
1,5 0,0 100,0 1,5

Columna: Sunfire C18 3,0 x 30 mm_2,5 um (Waters); CT: 60 °C
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Tiempo [min] % en volumen de agua % en volumen de ACN [Flujo [ml/min]
(incl. 0,1 % de TFA)

0,0 99,0 1,0 1,5

0,2 99,0 1,0 1,5

1,0 0,0 100,0 1,5

1,1 0,0 100,0 1,5

Columna: XSelect HSS PFP_2,1 x 30 mm_1,8 um (Waters); CT: 60 °C

Método de HPLC D:

Tiempo [min] % en volumen de agua % en volumen de ACN [Flujo [ml/min]
(incl. 0,1 % de TFA)

0,0 95,0 5 2,2

0,05 95,0 5 2,2

1,4 0,0 100,0 2,2

1,8 0,0 100,0 2,2

Columna: Zorbax StableBond C18 3,0 x 30 mm_1,8 um (Agilent); CT: 60 °C

Método de HPLC E:

Tiempo [min] % en volumen de agua % en volumen de ACN [Flujo [ml/min]
(incl. 0,1 % de TFA)

0,0 97,0 3,0 2,2

0,2 97,0 3,0 2,2

1,2 0,0 100,0 2,2

1,25 0,0 100,0 3,0

1,4 0,0 100,0 3,0

Columna: Sunfire C18 3,0 x 30 mm_2,5 um (Waters); CT: 60 °C

Método de HPLC F:

Tiempo [min] % en volumen de agua (% en volumen de ACN |Flujo [ml/min]
(incl. 0,1 % de TFA)

0,0 95,0 5,0 1,3

0,02 95,0 5,0 1,3

1,0 0,0 100,0 1,3

1,3 0,0 100,0 1,3

Columna: XBridge BEH C18 2,1 x 30 mm_2,5 pm (Waters); CT: 60 °C

Método de HPLC G:

Tiempo [min] % en volumen de agua % en volumen de ACN Flujo
(incl. 0,1% de acido|(incl. 0,1% de &cido[ml/min]
férmico) férmico)

0,0 80 20 1

3,35 20 80 1

3,75 20 30 1
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3,9 3} 95 1
4,75 5 95 1
5,0 80 20 1
6,0 80 20 1

Columna: Kinetex XB-C18 2,6 um (4,6 x 50 mm), 100A; CT: 25 °C

Método de HPLC H:

Tiempo [min]

% en volumen de agua

% en volumen de ACN

Flujo [ml/min]

(incl. 0,1 % de A&acido(incl. 0,1% de acido
férmico) férmico)
0,0 80 20 0,5
0,1 80 20 0,5
1,1 0 100 0,5
2,5 80 20 0,5
3,0 80 20 0,5

Columna: Acquity UPLC BEH C18 1,7 um (2,1 x 100 mm); CT: 40 °C

Método de HPLC I:

Tiempo [min] % en volumen de agua % en volumen de ACN|Flujo [ml/min]
(incl. 0,1% de A&cido(incl. 0,1 % de &cido
férmico) férmico)

0,0 90 10 1

3,35 30 70 1

3,9 5 95 1

4,75 5 95 1

5,0 90 10 1

6,0 90 10 1

Columna: Kinetex XB-C18 2,6 um (4,6 x 50 mm), 100A; CT: 25 °C

4. EJEMPLOS

5.1

Compuestos de ejemplo de la Férmulal, Il o lll de lainvencién

Los siguientes compuestos de ejemplo de la Formula |, Il o Il resumidos en la

Tabla 1 se sintetizaron y probaron con respecto a sus propiedades farmacoldgicas en

relaciéon con su potencia para inhibir la actividad de cGAS.

En particular, los "valores ICso bioquimicos (in vitro)* en relaciébn con la

inhibicion de cGAS (hcGAS ICsp), el "valor ICso en relacién con la inhibicién de la

induccién IFN en células THP1 estimuladas con virus" (THP iy 1Cso), el "valor I1Cso en

relaciéon con la inhibicion de la induccién IFN en células THP1 estimuladas con

cGAMP" (THPcamp) ICs0) y el "valor ICso en relacion con la inhibicion de la induccion

IFN en sangre humana completa estimulada con dsADN" (hWB ICs)) se han

determinado experimentalmente segun los métodos de ensayo descritos en la seccion

9
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6 a continuacion. Los resultados se resumen en la Tabla 1.
Los compuestos de ejemplo de la Formula I, Il o Il como se resume en la Tabla
1 muestran, al mismo tiempo, las siguientes tres propiedades:

. un "valor 1Cso bioquimico (in vitro) satisfactorio con respecto a la
inhibicion de cGAS" (con un ICs, de hcGAS de <100 nm,
preferentemente de <50 nm, en particular de <10 nm),

. un "valor celular ICsq satisfactorio con respecto a la inhibicion de cGAS"
(con un THP1wiy ICso de <1 uM, preferentemente de <500 pM, con
mayor preferencia de <100 pM, en particular de <50 uM)

y

. una selectividad satisfactoria para la inhibicién de cGAS
(con una relacion THP1ccamp)Cso/ THP1winlCso de =10, con mayor
preferencia 250, con mayor preferencia 2500, en particular 21000).

Ademas, los compuestos de ejemplo de la Formula I, Il o Il también muestran

valores ICso aceptables con respecto a la inhibicion de la induccién de IFN en sangre
humana completa estimulada con dsADN (hWB ICxo).
Tabla 1: Propiedades farmacolégicas de los compuestos de ejemplo de la

Formulal, Il o lll de lainvencion

THP Relacion
N° de hcGAS THPwin (CCAM hWB | THP(cawp)
eiemblo Estructura ICso ICs0 Ié” ICso ICs0/
jemp [nm]  [nm] [nr;o] [nm]  THPun
ICso
f <i7 £,
1.01 O’i 14 39 >10000 87 > 253
f 94
1.02 Q i 2,8 28  >10000 5 > 3557
If (17%
1.03 L R 5,6 110  >10000 36 >90
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THP Relacion
. hcGAS THPwin CCAM hWB | THP(cawp)
N.° de P

ejémplo Estructura ICs0 ICs0 |C)50 ICs0 ICs0/
[nm] [nm] [nm [nm] THP wir)

ICso

o N/\NI )
1.04 3 4.5 44 >10000 44 >229

i

1.05 o ST 18 29  >10000 5 >3448
SelRr

1.06 o 32 41  >10000 15 52417
A

1.07 Qj O, 3.8 65  >10000 13 >1541

1.08 ° N& ) 4,5 2,4 9500 17 3928

1.09 )\/(:Li 3,9 4,3 >10000 2 4305

1.10 i PR )\ 5 13 >10000 12 >790
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THP Relacion

N de hcGAS THPwin CCAM hWB | THP(cawp)
eiemblo Estructura ICso ICso ICF;) ICs0 ICso/
1emp [nm] [nm] %0 [nm] THPwin

[nm] IC

50

1.11 Q & 1,9 3,6 10000 3 >2907

N*\N

1.12 52 2,2 3600 5 1620
1.13 6,1 49 11000 15 2251
1.14 4.1 1,5 18000 4 11920
1.15 3,5 7,1 >10000 3 >1408
1.16 3,3 9,7 11000 10 1134
1.17 7,2 13 6600 8 519
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THP Relacién
N de hcGAS THPwin CCAM hWB | THP(cawp)
eiemblo Estructura ICso ICs0 ICF;) ICs0 |Cs0/
jemp [nm]  [nm] [nn510] [nm]  THPun
ICso
4
(4
1.18 or 3,9 37 10000 10 270
/N\ J
N ‘\\U\OH
1.19 . \ 3,8 40 11000 = 18 277
ORA,
J@es
ool
1.20 ¢ CL * 4,9 13 >10000 7 >773
. FCIN
JJ%”\'O
o N [z
121 Oﬁ) Q . 3,3 1,9  >10000 1 >5238
WA,
Cl
ﬂ I
1.22 o~ 27 15 >10000 4 >6579
L
T L
1.23 o O 41 190 = 9500 143 51

99




01-3548-PCT

THP Relacion
. hcGAS THPwin CCAM hWB | THP(cawp)
N.° de P)
ejemplo Estructura ICso ICso ICeo ICs0 ICso/
[nm] [nm] [nm] THP wir)
[nm] IC
50
El ejemplo 1.24 es una
mezcla de los siguientes
dos diastereoisémeros:
1.24 18 170 11000 86 65
1.25 55 8 >10000 41 >1251
1.26 3,4 55 15000 19 2687
1.27 100 180 6000 1584 33
1.28 11 15 4000 28 267
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hcGAS THP(vir)
ICso ICso
[nm] [nm]

THP(ccam
P)
ICso
[nm]

hwB
ICs0
[nm]
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Relacién
THP ccamp)
[Cso/
THP i
ICso

2.01

3.01

El ejemplo 2.01 es una
mezcla de los siguientes
diastereoisomeros:

2,1 0,44

> 10000

14000

35

> 948

32066

4.01

5.01

1,7 0,69

55 38

>10000

>10000

33

>14442

>260

6.01

3,5 3,1

101

>10000

>2225
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THP Relacion
. hcGAS THPwin CCAM hWB | THP(cawp)
N.® de E IC IC P) IC ICso/
ejemplo structura 50 50 ICso 50 50
[nm] [nm] [nm] THP wir)
[nm]
ICso
S0
7.01 3 Q 8,8 150 3500 101 23
LA
0/\'\‘(/’\1l
Y 7%
F N ‘JL
8.01 ] Q or 5,6 39  >10000 35 255

[e)
[e]
° NGl
9.01 =( T o 75 400 n.d. 41 nd.

10.01 oi Q - 54 180 8200 439 45

N
10.02 o= Q o 34 64 | >10000 83 >156

11.01 ] 7% 10 180  >1000 138 >56
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THP Relacion
. hcGAS THPwin CCAM hWB | THP(cawp)
N.° de P
ejémplo Estructura ICso ICs0 |C)50 ICs0 ICs0/
[nm] [nm] [nm [nm] THP wir)
ICso
El ejemplo 12.01 es una
mezcla de los siguientes
diastereoisémeros:
Q,L
12.01 @ 8,9 240  >10000 225 >42
i

13.01 i LS 34 500 7300 186 15

5.2 Comparacion de los compuestos de ejemplo de la Formula I, Il o lll con

compuestos del estado de la técnica
5.2.1 Compuestos de WO 2020/142729
En WO 2020/142729 se divulgaron los inhibidores de cGAS con estructuras

parcialmente similares.

En la pagina 44 y 45 del WO 2020/142729, se divulgaron los "valores ICso
bioquimicos (in vitro)" en relacion con la inhibicibn de cGAS (correspondiente a
"hcGAS ICs0"). Los compuestos de la presente con un "valor ICso bioquimico (in vitro)"
de menos de 100 nM se clasificaron en el "grupo A", los compuestos con un "valor ICsg
bioquimico (in vitro)" de més de 100 nM y menos de 500 nM clasificaron en el "grupo
B", los compuestos con un "valor ICso bioquimico (in vitro)" de mas de 500 nM y menos
de 1 uM se clasificaron en el "grupo C", los compuestos con un "valor ICso bioquimico
(in vitro)" de mas de 1 pM y menos de 10 uM se clasificaron en el "grupo D", y los
compuestos con un "valor ICso bioquimico (in vitro)" de mas de 10 uM se clasificaron
en el "grupo E" (ver la pagina 44 de WO 2020/142729).
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En la pagina 45 del WO 2020/142729, se divulgd que solo el compuesto N.° 25
se podia clasificar en el "grupo A" que tiene un "valor ICso bioquimico (in vitro)" de
menos 100 nM. Todos los otros compuestos de ejemplo de WO 2020/142729
muestran "valores I1Cso bioquimicos (in vitro)" de mas de 100 nM.

Los compuestos seleccionados del estado de la técnica de WO 2020/142729
se sintetizaron, incluido el compuesto N.° 25, y luego se probaron con respecto a sus
propiedades farmacolégicas en relacibn con su potencia para inhibir la via
CcGAS/STING mediante el uso de exactamente los mismos ensayos que se usaron
para probar los compuestos de la invencién. En particular, los "valores ICso
bioguimicos (in vitro)" en relacién con la inhibicion de cGAS (hcGAS ICsp), los "valores
ICso celulares en relacion con la inhibicion de la induccién de IFN en células THP1
estimuladas con virus" (THP 1.y 1Cso), el "valor ICso celular en relacion con la inhibicion
de la induccion de IFN en células THP1 estimuladas con cGAMP" (THP1cawve) ICs0) ¥
el "valor ICsp en relacién con la inhibicion de la induccién de IFN en sangre humana
completa® (hWB) se determinaron experimentalmente para los ejemplos
estructuralmente mas similares de WO 2020/142729 , de acuerdo con los métodos de
ensayo descritos en la seccién 6 a continuacion (ver la Tabla 2).

Tabla 2: Propiedades farmacolégicas de una seleccién de compuestos de
ejemplo de WO 2020/142729

N.° de
ejemplo
(como
se
divulga
en WO
2020/142
729)

hcGAS hwB
Estructura ICso THPL1win | THPLccawr) ICso

(V] ICso [NM] | 1Cso [NM] ]

15 N 2700 >17000 >17000 -
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25

55

>17000

>17000 >9992

28

630

>32000

>17000 >9990

38

3000

>17000

>17000 >9990

58

320

21000

23000 >9982

Las propiedades farmacoldgicas de los compuestos de ejemplo de la invencion

gue se resumen en la Tabla 1 y las respectivas propiedades farmacoldgicas de los

compuestos de WO 2020/142729 que se resumen en la Tabla 2 se pueden comparar

entre si, ya que se determinaron experimentalmente de acuerdo con los mismos

procedimientos de ensayo descritos en la seccién 6 a continuacion.

A partir de los datos que se muestran en la Tabla 2, esta claro que todos los

compuestos de ejemplo de WO 2020/142729 muestran "valores ICso bioquimicos (in
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vitro)" (= hcGAS ICso) que son significativamente mayores de 100 nM; con la Unica
excepcion del Ejemplo N.° 25 de WO 2020/142729 (en WO 2020/142729 clasificado
en el "Grupo A" que tiene un "valor I1Cso bioquimico (in vitro)" (= hcGAS ICso) de menos
de 100 nM). A diferencia de esto, todos los compuestos de ejemplo de la invencion
tienen "valores 1Cso bioguimicos (in vitro)" (hcGAS ICsp) de menos de 100 nM. Sin
embargo, el Ejemplo N.° 25 de WO 2020/142729 que tiene un "valor ICso bioquimico
(in vitro)" (hcGAS ICsp) de 55 nM, no cumple en absoluto con el criterio de seleccion de
una "una potencia inhibitoria celular satisfactoria" mostrada mediante una THP1 iy I1Cso
de menos de 1 pM, porque THP1wiy ICso para el Ejemplo N.° 25 de WO 2020/142729
es 17 uM.
5.2.2 Compuestos de WO 2022/174012

En WO 2022/174012 se divulgaron los inhibidores de cGAS con estructuras

parcialmente similares.

En la pagina 65 del WO 2022/174012, se divulgaron los "valores ICso
bioquimicos (in vitro)" en relacion con la inhibicion de cGAS, y en la pagina 67 de WO
2022/174012 se divulgaron “los valores ICso celulares (IFNB ELISA estimulado con
THP-1). El compuesto 5 (BBL0100455) de WO 2022/174012 parece ser el Unico
compuesto de WO 2022/174012 que puede tener el potencial de satisfacer los criterios
de seleccion de la presente invencién, que significa que tiene

a) un "valor ICsp bioguimico (o enzimatico) (in vitro)" de menos de 100 nM
(en el "ensayo enziméatico de WO 2022/174012" se midi6 que el
compuesto 5 pertenece al "grupo B" que representa un "valor ICso
enzimatico" de 50 nM a 100 nM"; ver la pagina 65, Tabla 2 de WO
2022/174012)

b) y que tiene un "valor ICso celular" (IFNB ELISA estimulado con THP-1)
inferior a 1 uM (en el "ensayo celular" de WO 2022/174012 se midi6 que
el compuesto 5 pertenecia al "grupo A" que representa un "valor ICso
celular" de <1 uM”; ver las paginas 67 y 68, Tabla 3 de WO
2022/174012).

Sin embargo, tanto el ensayo bioquimico/enzimético como los ensayos
celulares de WO 2022/174012 no son idénticos a los respectivos “"ensayos
bioquimicos/enzimaticos y ensayos celulares” de la presente invencion y, por lo tanto,
los valores ICso bioquimicos/enziméaticos medidos y los valores ICso celulares de WO
2022/174012 no son comparables con los respectivos valores ICso medidos para los

compuestos de la presente invencion. Por lo tanto, el compuesto 5 de WO
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2022/174012 se sintetiz6 y luego se prob6é con respecto a sus propiedades
farmacologicas en relacidon con su potencia para inhibir la via cGAS/STING mediante
el uso de exactamente los mismos ensayos que se usaron para probar los compuestos
de la presente invencion y como se describe en la seccion 6 a continuacion.

Tabla 3: Propiedades farmacoldgicas del Compuesto N.°5 de WO 2022/174012

N.° de
ejemplo
(como se h
X cGAS THPl(vir) THPl(cGAMP) hwB
d'V‘¢'Vgg‘e” Estructura ICso[NM] | ICs0 [NM] | ICs0 [N\M]  [ICs0 [NM]
2022/174012)
N
[
N
O on
NG
7%
Compuesto 5 s
(BBL0100455) LO 55 | >10000 | >10000
HN

Como muestran los datos de la Tabla 3, el compuesto N.° 5 (BBL0100455) de
WO 2022/174012 tiene un valor ICsp bioquimico/enzimatico aceptable de 55 nM
(hcGAS ICso = 55 nM), pero un valor I1Csp celular superior a 10000 nM (THP1 iy I1Cso =
10000 nM). En consecuencia, todos los compuestos de la presente invencién son
comparables al compuesto N.° 5 de WO 2022/174012 con respecto a sus valores ICso
bioguimicos/enzimaticos, pero son claramente superiores al compuesto N.° 5 de WO
2022/174012 con respecto a sus valores ICso celulares (que son todos inferiores a
1000 nM para los compuestos de la Férmula 1, 11 o Il de la invencion).

5.3 Profarmacos

Se sabe que los ésteres de los agentes activos con un grupo de acido
carboxilico pueden representar profarmacos viables que pueden, por ejemplo, mostrar
una mejor absorcion oral/biodisponibilidad en comparaciébn con el agente activo
respectivo. Los profarmacos de los agentes activos usados frecuentemente con un
grupo de acido carboxilico son, por ejemplo, metilésteres, etilésteres, isopropilésteres,

etc. (ver Beaumont et al., Current Drug Metabolism, 2003, Vol. 4, Edicién 6, 461 - 485).
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Ademas, Nakamura et al., Bioorganic & Medicinal Chem., Vol. 15, Edicion 24,
pag. 7720-7725 (2007), describe que también los derivados de N-acilsulfonamida y los
derivados de N-acilsulfonilurea de un agente activo especifico con un grupo de &cido
carboxilico libre tienen el potencial de ser un profarmaco viable.

Ademés, se encontraron indicios experimentales de que también los
metilésteres de los compuestos de ejemplo de la Formula I, Il o lll representan
profarmacos viables de los inhibidores de cGAS de la Formula |, 1l o Ill.

Las solicitudes PCT/EP2022/062480 y PCT/EP2022/062496 (ambas no
publicadas hasta ahora) divulgan inhibidores de cGAS estructuralmente similares a los
inhibidores de cGAS de la presente invencién, que también comprenden un grupo de
acido carboxilico unido a una porcion de pirrolidina. En ambas PCT/EP2022/062480 y
PCT/EP2022/062496, se demostrd experimentalmente que los derivados de ésteres
metilicos de estos inhibidores de cGAS, que llevan un grupo de &acido carboxilico unido
a la porcion de pirrolidina, funcionan como profarmacos viables de los inhibidores de
cGAS con el grupo de acido carboxilico libre.

Los compuestos P01, P02, PO3 y P04 de PCT/EP2022/062480 eran derivados
de éster metilico y profarmacos putativos de los respectivos compuestos de ejemplo
4.04, 1.10, 1.12 y 3.14 de PCT/EP2022/062480 (todos los cuales tenian un grupo
carboxilico libre y eran inhibidores activos de cGAS con bajos valores de ICso
bioquimico y bajos valores de ICso celular con respecto a la inhibicion de cGAS).

Los compuestos P01, P02 y P03 de PCT/EP2022/062496 eran derivados de
éster metilico y profarmacos putativos de los respectivos compuestos de ejemplo 2.12,
1.13 y 1.05 de PCT/EP2022/062496 (todos los cuales tenian un grupo carboxilico libre
y eran inhibidores activos de cGAS con bajos valores de ICso bioquimico y bajos
valores de ICso celular en lo que respecta a la inhibicién de cGAS).

Tanto en PCT/EP2022/062480 como en PCT/EP2022/062496, se sintetizaron
los “inhibidores activos de cGAS/compuestos de ejemplo con su acido carboxilico
libre” y sus “respectivos derivados de éster metilico/profarmacos putativos”, y se
probaron sus propiedades farmacolégicas con respecto a su potencia para inhibir la
via cGAS/STING.

Esta comparacion de las propiedades de los compuestos de ejemplo de
PCT/EP2022/062480 y de PCT/EP2022/062496 con su acido carboxilico libre, por una
parte, y las propiedades de sus correspondientes profarmacos putativos/derivados de
éster metilico, por la otra, muestra que los "valores ICso bioquimicos (valores ICso de

hcGAS)" para los compuestos de ejemplo son siempre de alrededor o incluso

108



01-3548-PCT

inferiores a 10 nM, mientras que los "valores ICso bioquimicos" (valores ICso hcGAS)
para los correspondientes derivados/profarmacos putativos de éster metilico son
siempre demasiado grandes, lo que significa generalmente mayores de 7000 nM. Esa
gran diferencia entre los valores ICso de los compuestos del ejemplo, por un lado, y los
valores ICso de sus correspondientes profarmacos/derivados de éster metilico, por
otro, nunca se observé para los respectivos valores ICsy celulares (valores
THP14inICs0), que siempre se mantienen, en mayor o menor medida, en el mismo
intervalo entre los compuestos de ejemplo y sus correspondientes profarmacos (ver la
Tabla 4 a continuacion).

Una posible explicacion de esta observacion es que todos los compuestos de
ejemplo tienen un grupo carboxilico libre que parece ser crucial para la inhibicion de la
actividad de cGAS, mientras que en todos los “profarmacos/derivados de éster
metilico/profarmacos”, el grupo carboxilo estd enmascarado por un grupo éster de
carboximetilo. En consecuencia, los profarmacos/derivados de éster metilico pierden
su potencia inhibidora en el "ensayo enzimatico in vitro de cGAS humano" (ver la
seccioén 6.1 a continuacion), debido a que en este ensayo estan ausentes las enzimas
intracelulares que escinden el grupo éster de carboximetilo y, por tanto, el grupo
crucial de &cido carboxilico libre no se puede restablecer en el ensayo bioquimico. Por
lo tanto, los profarmacos muestran "valores ICso bioquimicos (in vitro)" (=hcGAS 1Csp)
extremadamente grandes en este "ensayo enzimatico in vitro de cGAS humano",
mientras que los correspondientes compuestos de ejemplo (que representan un grupo
de &cido carboxilico libre desde el comienzo) muestran "valores 1Cso bioquimicos (in
vitro)" (=hcGAS ICso) pequefios.

En el ensayo de células (= "ensayo de cGAS humano y de recuento de células"
(ver la seccion 6.2 a continuacién), estan presentes las enzimas celulares endégenas
que escinden el grupo éster de carboximetilo. En consecuencia, no sélo los propios
compuestos de ejemplo de PCT/EP2022/062480 y de PCT/EP2022/062496 (que ya
llevan un grupo de &cido carboxilico libre) muestran valores ICsq de THP1wi
pequefios, sino que también los correspondientes profarmacos/derivados de éster
metilico muestran "valores ICso de THP1.in" relativamente pequefios, porque en este
"ensayo de células cGAS humanas" el grupo éster de carboximetilo de los
profarmacos puede ser escindido por enzimas intracelulares enddgenas y asi liberar
los “compuestos de ejemplo activos con el grupo de acido carboxilico libre" que vuelve
a mostrar potencia inhibidora de cGAS.

Esta explicacion, junto con las mediciones que se muestran en la Tabla 4,
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implica que los derivados de éster de carboximetilo de los compuestos de ejemplo de
PCT/EP2022/062480 y de PCT/EP2022/062496 realmente parecen
profarmacos viables del respectivo compuesto de ejemplo con el grupo de &cido

representar

carboxilico libre (que, en si mismos, no tienen potencia inhibidora con respecto a la
inhibicion bioquimica in vitro del cGAS humano). Sin embargo, tras la escisién del
éster de carboximetilo mediante las enzimas intracelulares enddégenas presentes en
los ensayos celulares, se reestablecen los “compuestos de ejemplo activos”, que
vuelven a exhibir una potencia inhibidora en relacién con la via cGAS/STING.

Dado que los compuestos de ejemplo de la Férmula I, Il o lll de la presente
invencidn tienen el mismo &cido carboxilico libre unido a la porcién de pirrolidinilo que
los compuestos de ejemplo de PCT/EP2022/062480 o de PCT/EP2022/062496, se
puede esperar que los derivados de ésteres de carboximetilo de estos compuestos de
la Férmula I, Il o lll también actien como profarmacos.

Tabla 4: Comparacion entre compuestos inhibidores de cGAS seleccionados tal
como se divulgan en PCT/EP2022/062480 y PCT/EP2022/062496 y sus

respectivos profarmacos de metiléster:

N.° de ejemplo/ Cetructura hcGAS | THPLwy | | 1T2CC | hwa
N.° de ICso ICs0 IACM:; ICs0
profarmaco [nM] [nM] [AM] [nM]
F
PO1 de M
PCT/EP2022/06 o~
2480) (bA..JLO_CH
(Profarmaco del & ' >9956 358 26058 1313
ej. 4.04 de /\ N
PCT/EP %\‘N@
2022/062480) o
F
| e
o—~zN
Ej. 4.04 de N IZ
PCT/EP2022/06 () on 2 386 >16611 77
2480) o
Q0
At
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5. EXPERIMENTOS BIOLOGICOS

La actividad de los compuestos de la invencién se puede demostrar mediante

los siguientes ensayos de células y enzimas de cGAS in vitro:

6.1 Método: ensayo enzimatico de cGAS humano (hcGAS ICxo (in vitro))

Se incubd la enzima de cGAS humana en presencia de un par de base 45 de
ADN bicatenario para activar la enzima y GTP y ATP como sustratos. Se determind la
actividad del compuesto mediante la medicion del efecto de compuestos en la
formacion del producto de reaccion enzimética, cGAMP, que se mide mediante el
método de espectrometria de masas.

Preparacion de la enzima:

El cGAS humano (aminoacido 1-522) con una etiqueta 6x-His del terminal N y
una etiqueta SUMO se expreso en células E. coli BL21(DE3) pLysS (Novagen) durante
16 horas a 18 °C. Las células se lisaron en amortiguador que contenia 25 mm de Tris
(pH 8), 300 mM de NaCl, 10 mM de imidazol, 10 % de glicerol, céctel inhibidor de
proteasa (cOmplete™, sin EDTA, Roche) y DNasa (5 pg/ml). La proteina cGAS se
aisl6 por cromatografia de afinidad en resina de agarosa Ni-NTA y se purifico
adicionalmente mediante cromatografia de exclusion de tamafio mediante el uso de
una columna Superdex 200 (GE Healthcare) equilibrada en 20 mM de Tris (pH 7,5),
500 mM de KCly 1 mM de TCEP. Se concentré la proteina purificada a 1,7 mg/mly se
almacenoé a -80 °C.

Método de ensayo

Los compuestos se suministraron en una solucion de 10 mM de DMSO, se
diluyeron en serie y se transfirieron a la placa de ensayo de 384 cavidades (Greiner
#781201) mediante el uso de un dispensador acustico Echo. Tipicamente, se utilizaron
8 concentraciones con la concentracion mas alta a 10 uM en el volumen final del
ensayo, seguido de las etapas de dilucion ~1:5. Se estableci6é la concentracion de
DMSO a 1 % en el volumen final del ensayo. La placa de ensayo de 384 cavidades

contenia 22 compuestos de prueba (columna 1-22), y DMSO en las columnas 23 y 24.
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Después de la transferencia del compuesto, se agregaron 15 pl de la solucion
de trabajo enzima-ADN (12 nM de cGAS, 0,32 uM de ADN de par de base 45 en
amortiguador de ensayo, 10 mM de Tris pH 7,5/10 mM de KCI/5 mM de MgCl,/1 mM
de DTT) a cada cavidad de la columna 1-23 a través de un dispensador MultiDrop
Combi. En la columna 24, se agregaron 15 pl de amortiguador de ensayo sin
enzima/ADN como control bajo.

Las placas se preincubaron durante 60 min a temperatura ambiente.

A continuacion, se agregaron 10 ul de mezcla de GTP (ThermoFisher #R0461)-
ATP (Promega #V915B) en amortiguador de ensayo a la placa de ensayo (columnas
1-24, 30 uM de concentracion final cada una) mediante el uso de un Multidrop Combi.

Las placas se incubaron nuevamente durante 90 min a temperatura ambiente.

Después de la incubacién, la reaccion se detuvo con 80 pl de acido férmico al
0,1 % en amortiguador de ensayo que contenia 5 nM de di-GMP ciclico (Sigma
#SML1228) utilizado como estandar interno para la espectrometria de masas. El
volumen total/cavidad de 105 pl.

Deteccion con Rapidfire MS

Las placas se centrifugaron a 4000 rpm, 4 °C, durante 5 min.

Se acoplé el automuestrador RapidFire a una bomba binaria (Agilent 1290) y
un Triple Quad 6500 (ABSciex, Toronto, Canada). Este sistema estaba equipado con
un bucle de 10 pL, cartucho C18 [12 pl de volumen de lecho] (Agilent, N.° de parte
G9210A) que contenia 10 mM de NH4Ac (ac.), agua (pH 7,4) como eluyente A (bomba
1 a 1,5 ml/min, bomba 2 a 1,25 ml/min) y 10 mM de NH4Ac en v/v/v 47,5/47,5/5 de
ACN/MeOH/H20 (pH 7,4) como eluyente B (bomba 3 a 1,25 ml/min). Tiempo de
aspiracion: 250 ms; tiempo de carga: 3000 ms; tiempo de elucién: 3000 ms; volumen
de lavado: 500 pl.

La MS se operd en modo de iones paositivos con fuente de iones HESI, con una
temperatura de fuente de 550 °C, gas cortina = 35, gas 1 = 65 y gas 2 = 80.
Resolucion de masa unitaria en modo SRM. Se determinaron las siguientes
transiciones y pardmetros de MS (DP: potencial de desagrupacion y CE: energia de
colisién) para cGAMP y DicGMP:

Analito: cGAMP a 675,1/524, DP = 130, CE=30y

Estandar interno: di-GMP ciclico a 690,1/540, DP = 130, CE = 30.

La formacion de cGAMP se supervisé y se evalué como relacién con di-GMP
ciclico.

Evaluacion vy calculo de datos:
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Para la evaluacion y el célculo de los datos, la medicion del control bajo se
establecié como control 0 % y la medicién del control alto se establecié como control
100 %. Los valores ICso se calcularon mediante la formula estandar de regresion
logistica de 4 pardmetros. Calculo: [y=(a-d)/(1+(x/c)"b)+d], a = valor bajo, d = valor
alto; x = conc M; c=ICsy M; b = pendiente
6.2 Método: ensayo de células humanas cGAS y ensayo de recuento de
células estimuladas por cGAMP (THP1 i ICs0 Y THP1(ccamp) ICso)

Las células THP1-Dual™ (InvivoGen #thpd-nfis) que expresan el indicador de

luciferasa Lucia dependiente del IRF se utilizaron como base para ambos ensayos.
Para la deteccion de la actividad celular de cGAS, se estimularon las células con una
infeccion de baculovirus (pFastbac-1, Invitrogen, sin inserto codificador) que
proporciona la enzima cGAS mediante la estimulacion del ADN bicatenario (medicién
de ICso de THP1yin).

Para el contraensayo, las células se estimularon con cGAMP (SigmaAldrich
#SML1232) para activar la via idéntica independiente y directamente corriente abajo
de cGAS (medicion de ICso de THP1ccamp)).

La actividad de la via se supervisé al medir la actividad de la luciferasa Lucia
inducida por la actividad de la enzima cGAS estimulada por el ADN (medicion de ICso
de THPluin) o por el cGAMP directamente (medicion de ICso de THP1lccamp),
contraensayo).

Método de ensayo

Los compuestos se suministraron en una solucién de 10 mM de DMSO, se
diluyeron en serie y se transfirieron a la placa de ensayo de 384 cavidades (Greiner
#781201) mediante el uso de un dispensador acustico Echo. Tipicamente, se utilizaron
8 concentraciones con la concentracibn mas alta a 10 pM en el volumen final del
ensayo, seguido de las etapas de dilucion ~1:5. Se establecié la concentracion de
DMSO a 1 % en el volumen final del ensayo. La placa de ensayo de 384 cavidades
contenia 21 compuestos de prueba (columna 1-22), y DMSO en las columnas 23y 24.

Las células, cultivadas de acuerdo con las condiciones del fabricante, se
cosecharon mediante centrifugacion a 300 g/10 min y se resuspendieron y diluyeron a
1,66 E5 células/ml en medio de cultivo celular fresco (RPMI 1640 (Gibco #A10491-01),
10 % FCS (Gibco #10500), 1x GlutaMax (Gibco #35050-061), 1x solucidon Pen/Strep
(Gibco #15140-122), 100 pg/ml Normocin (InvivoGen #ant-nr), 100 pg/ml Zeocin
(InvivoGen #ant-zn), 10 pg/ml Blasticidin S (Life Technologies #A11139-03)). A

continuaciéon se afadio la solucién de baculovirus 1:200 (han variado de acuerdo con
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el lote de virus) a las células (medicion de ICso de THP1.in). Alternativamente, para el
contraensayo se agregd cGAMP a las células a una concentracion final de 10 pM
(medicién de ICso de THP1ccamp)).

Se afiadieron 30 pl de la mezcla de células/virus a cada cavidad de la placa
compuesta de la columna 1-23 a través del dispensador MultiDrop Combi (5000
células/cavidad). En la columna 24, se agregaron 30 uI/5000 células/cavidad sin virus
como control bajo.

Luego las placas se incubaron durante 18 horas a 37 °C en una incubadora
humidificada.

A continuacién, se agregaron 15 pl de reactivo de deteccion QuantiLuc
(InvivoGen #rep-glcg5) a cada cavidad mediante el uso de un MultiDrop Combi. La
medicion se realiz6 inmediatamente después de la adicion mediante un lector EnVision
(modo de lectura de luminiscencia US).

Evaluacion y calculo de datos:

Para la evaluacion y el célculo de los datos, la medicion del control bajo se
establecié como control 0 % y la medicién del control alto se establecié como control
100 %. Los valores ICso se calcularon mediante la formula estandar de regresion
logistica de 4 pardmetros. Calculo: [y=(a-d)/(1+(x/c)"b)+d], a = valor bajo, d = valor
alto; x = conc M; c=ICsy M; b = pendiente

6.3 Método: ensayo de sangre humana completa (WB humana ICso)

Para la deteccion de la actividad celular del cGAS, se estimul6 la sangre
humana completa mediante transfeccién con ADN bicatenario. La actividad de la via
se superviso al medir la produccién de IFNa2a.

Método de ensayo

Los compuestos se suministraron como solucién de 10 mM de DMSO, y se
diluyeron en serie y se transfirieron a la placa de cultivo celular de 96 cavidades
(Corning #3595), precargada con 20 ul de OptiMEM (Gibco, #11058-021) en cada
cavidad, mediante el uso de un dispensador acustico Echo. Tipicamente, se utilizaron
8 concentraciones con la concentracion mas alta a 10 uM en el volumen final del
ensayo, seguido de las etapas de dilucion ~1:5. Se estableci6é la concentracion de
DMSO a 0,1% en el volumen final del ensayo. La placa de ensayo de 96 cavidades
contenia 10 compuestos de prueba y DMSO en las cavidades de control.

En paralelo, se realizé la recoleccion de sangre humana completa de 3 o0 mas
donantes sanos (hombres o mujeres, sin medicaciébn durante 7 dias, excepto

anticonceptivos y tiroxina) como sangre con citrato Na (por ejemplo, 3,8 % en
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Monovettes de Sarstedt). La sangre completa se mantuvo a temperatura ambiente
durante un méximo de 3 horas después de la recoleccion hasta su uso en el ensayo.

Se transfirieron 160 pl de las muestras de sangre completa a cada cavidad de
las placas de ensayo de 96 cavidades llenas con compuesto/OptiMEM. Todas las
placas de ensayo se prepararon por duplicado con sangre de diferentes donantes. Las
placas de sangre se mantuvieron a temperatura ambiente durante 60 minutos y se
agitaron continuamente a 450 rpm, cubiertas con la tapa, pero no selladas.

Se preparé la mezcla de ADN-Fugene (ADN de arenque, Sigma Aldrich
#D6898-1G, Fugene (5x 1 ml), Promega # E2312) en OptiMEM Yy se incub6 durante 10
min a RT (125 ng de ADN/20 pl y relaciéon de Fugene 9,6:1). Se agregaron 20 pl de la
mezcla de ADN Fugene a cada cavidad, lo que dio como resultado 125 ng de
ADN/cavidad/200 ul, y una relacion de Fugene de 9,6:1. Se agregaron 20 pul de
OptiMEM y 9,6:1 de Fugene a todas las cavidades de control bajo.

Después de cubrir las placas de ensayo con Aera-Seal y la tapa, las placas de
sangre se mantuvieron a temperatura ambiente durante 30 minutos y se agitaron
continuamente a 450 rpm, seguidas de una incubacién durante la noche durante 22 h
a 37 °C en la incubadora, sin agitacion.

Para la deteccion de IFNa-2a en plasma humano, el anticuerpo de captura
biotinilado (conjunto de anticuerpos IFNA2, Meso Scale Diagnostics #B21VH-3, que
incluye el recubrimiento y el anticuerpo de captura) se diluyé 1:17,5 en Diluyente 100
(Meso Scale Diagnostics #R50AA-4), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Las placas U-Plex MSD GOLD de 96 cavidades Small Spot Strepavidin SECTOR
(Meso Scale Diagnostics # L45SA-5) se recubrieron con 25 pul de anticuerpo de
captura diluido. Las placas se incubaron durante 60 min a temperatura ambiente en
agitacion continua a 700 rpm. Las placas MSD IFNa-2a se lavaron tres veces con 150
ul de amortiguador de lavado (1x HBSS, 0,05 % Tween).

Después de blogquear las placas con 100 pl de solucién de bloqueo/cavidad (1x
HBSS con 0,2 % de Tween, 2 % de BSA) durante 60 minutos a temperatura ambiente
y con agitacion continua a 700 rpm, las placas se vaciaron hasta quedar lo mas secas
posible mediante vertimiento justo antes de continuar con el plasma humano.

Las placas de sangre completa se centrifugaron a 1600 rpm durante 10
minutos. Se transfirieron 25 pl de sobrenadante con un robot de pipeteo desde cada
placa de sangre completa a la placa de IFNa-2a correspondiente. Las placas se
cerraron con sellos para microplacas y se mantuvieron de nuevo a temperatura

ambiente bajo agitacion continua a 700 rpm durante dos horas.
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A continuacién, las placas MSD IFNa-2a se lavaron tres veces con 150 pl de
amortiguador de lavado (1x HBSS, 0,05 % de Tween), antes de agregar 25 pl de
solucion de anticuerpo MSD SULFO-TAG IFNa-2a (1:100 diluido en Diluyente 3 (Meso
Scale Diagnostics # R50AP-2) a cada cavidad de las placas.

Después, las placas se sellaron con sellos para microplacas y se mantuvieron
de nuevo a temperatura ambiente bajo agitacion continua a 700 rpm durante dos
horas. Finalmente, las placas MSD IFNa-2a se lavaron tres veces con 150 ul de
amortiguador de lavado (1x HBSS, 0,05 % de Tween). Se agregaron 150 pl 2x de
amortiguador de lectura a cada cavidad y las placas se midieron inmediatamente con
el lector MSD Sector S600 mediante el uso del codigo de barras del proveedor.

Evaluacion y calculo de datos:

Para la evaluacién y el calculo de los datos, el calculo del % de control de cada
cavidad se basé en la media de los controles altos (control estimulado con ADN) y la
media de los controles bajos (control no estimulado) mediante la siguiente formula:
[recuentos(muestra) - recuentos(baja))/(recuentos(alta) - recuentos(baja))]*100

Los valores ICso se calcularon mediante la férmula estandar de regresion
logistica de 4 parametros. Calculo: [y=(a-d)/(1+(x/c)"b)+d], a = valor bajo, d = valor
alto; x = conc M; c=ICsy M; b = pendiente

6. INDICACIONES

Como se descubrid, los compuestos de la Férmula I, Il o lll se caracterizan por

sus rangos de aplicaciones en el campo terapéutico. Cabe mencionar en particular las
aplicaciones para las que los compuestos de la Férmula I, Il o Il de acuerdo con la
invencion se utilizan preferentemente sobre la base de su actividad farmacéutica como
inhibidores de cGAS. Si bien la via de cGAS es importante para la defensa del
huésped contra los patégenos invasores, tal como una infeccion viral y la invasion de
algunas bacterias intracelulares, el estrés celular y los factores genéticos también
pueden causar la produccion de dsADN celular aberrante, por ejemplo, por fuga
nuclear o mitocondrial y, por lo tanto, desencadenar respuestas autoinflamatorias. En
consecuencia, los inhibidores de cGAS tienen un gran potencial terapéutico para ser
utilizados en el tratamiento de diversas enfermedades autoinflamatorias y
autoinmunitarias.

An et al., Arthritis Rheumatol. Abril de 2017;69(4):800-807, divulgé que la
expresion de cGAS en células mononucleares de sangre periférica (PBMC) era
significativamente mas alta en pacientes con la enfermedad autoinmunitaria de lupus

eritematoso sistémico (SLE) que en controles normales. La medicion dirigida de
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cGAMP por espectrometria de masas en tdndem detect6 cGAMP en el 15 % de los
pacientes con SLE analizados, pero en ninguno de los controles normales o con artritis
reumatoide. La actividad de la enfermedad fue mayor en los pacientes con SLE con
cGAMP en comparacion con los que no tenian cGAMP. Mientras que una mayor
expresion de cGAS puede ser consecuencia de la exposicion al interferon (IFN) de tipo
I, la deteccion de cGAMP en pacientes con SLE con una mayor actividad de la
enfermedad indica una posible implicacion de la via de cGAS en la expresiéon de la
enfermedad.

Park et al., Ann Rheum Dis. Octubre de 2018;77(10):1507-1515, también
divulga la implicacién de la via de cGAS en el desarrollo de SLE.

Thim-Uam et al., iScience 4 de septiembre de 2020;23(9), 101530 (doi:
10.1016/j.isci.2020.101530), divulga que la via de STING media el lupus a través de la
activacion de la maduracién de las células dendriticas convencionales y la
diferenciacion de las células dendriticas plasmocitoides.

Gao et al, Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 20 de octubre de
2015;112(42):E5699-705, describe que la activacion de cGAS mediante ADN propio
provoca ciertas enfermedades autoinmunitarias tal como interferonopatias.

Tonduti et al.,, Expert Rev. Clin. Immunol. Febrero de 2020;16(2):189-198
divulga que los inhibidores de cGAS tienen un potencial terapéutico particular en el
sindrome de Aicardi-Goutiéres, y el lupus chilblain familiar, que son trastornos
inmunitarios graves similares al lupus.

Steiner et al., Nat Commun. 28 de abril de 2022;13(1):232; doi: 10.1038,
muestra que la deficiencia en el complejo | de coatobmero causa una activacion
aberrante de la sefializacion STING y el sindrome de COPA, y que se requiere cGAS
para impulsar la sefializacion IFN tipo | en un modelo celular del sindrome de COPA.

Li et al. demuestran que las vesiculas extracelulares que contienen ADN
derivado del plasma inducen respuestas proinflamatorias mediadas por STING en la
dermatomiositis (Theranostics. 2021; 11(15): 7144-7158). Zhou et al. (J Clin Lab Anal.
Octubre de 2022; 36(10): e24631) describe una correlacion entre la activacion de la
via cGAS-STING vy la atrofia/necrosis de las miofibras en la dermatomiositis.

En Yu et al., Cell. 29 de octubre de 2020;183(3):636-649, se describe el vinculo
entre el ADN mitocondrial desencadenado por TDP-43 y la activacion de la via
CGAS/STING en la esclerosis lateral amiotréfica (ALS).

Ryu et al., Arthritis Rheumatol. Noviembre de 2020;72(11):1905-1915, también

muestra que el ADN mitocondrial plasmético bioactivo se asocia con la progresion de
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la enfermedad en enfermedades fibrosantes especificas como la esclerosis sistémica
(SSc) o las enfermedades pulmonares intersticiales (ILD), las enfermedades
pulmonares intersticiales fibrosantes progresivas (PF-ILD) y la fibrosis pulmonar
idiopética (IPF).

En Schuliga et al., Clin. Sci. (Lond). 17 de abril de 2020;134(7):889-905, se
describe que el auto-ADN perpetla la senescencia de los fibroblastos pulmonares de
la IPF de forma dependiente de cGAS.

Otros indicios cientificos que vinculan la causa de otras enfermedades
fibrosantes como la esteatohepatitis no alcohdlica (NASH) con la via cGAS/STING se
han descrito en Yu et al., J. Clin. Invest. 1 de febrero de 2019;129(2):546-555, y en
Cho et al., Hepatology. Octubre de 2018;68(4): 1331-1346.

Nascimento et al., Sci. Rep. 16 de octubre de 2019;9(1):14848, divulga que la
liberacion de auto-ADN vy la deteccion dependiente de STING impulsan la inflamacion
debida al humo del cigarrillo en ratones, lo que sugiere un vinculo entre la via cGAS-
STING y la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (CODP).

Ma et al., Sci. Adv. 20 de mayo de 2020;6(21).eaaz6717, divulga que la colitis
ulcerosa y la enfermedad inflamatoria intestinal (IBD) pueden restringirse al controlar la
inflamacién mediada por cGAS.

Gratia et al., J. Exp. Med. 6 de mayo de 2019;216(5):1199-1213, muestra que
la proteina del sindrome de Bloom restringe la deteccién inmunitaria innata de
micronudcleos por parte de cGAS. En consecuencia, los inhibidores de cGAS tienen un
potencial terapéutico en el tratamiento del sindrome de Bloom.

Kerur et al.,, Nat. Med. Enero de 2018;24(1):50-61, describe que cGAS
desempefa un papel importante en la activacion del inflamasoma no canénico en la
degeneraciéon macular relacionada con la edad (AMD).

Visitchanakun et al., Int J Mol Sci. 23 de octubre de 2021;22(21):11450,
muestra que los ratones deficientes en GAS mostraron menor gravedad que los
ratones de tipo silvestre en los modelos de sepsis por ligadura y puncién cecal (CLP) y
por inyeccion de lipopolisacéarido (LPS).

Wang et al., Mediators Inflamm. 2015;2015:192329, describe que el cGAS es
necesario para la proliferacion celular y la produccion de citocinas inflamatorias en
sinoviocitos de artritis reumatoide. También se informé que, en un modelo de ratén con
artritis inflamatoria, la deficiencia de cGAS suprimié las respuestas al interferon, la
infiltracién de células inflamatorias y la hinchazén articular (Willemsen et al., Cell Rep.
9 de noviembre de 2021;37(6):109977).
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Guo et al., Osteoarthritis Cartilage. Agosto de 2021; 29(8):1213-1224,
describieron que el ADN dafiado es un factor patoldgico clave de la osteoartritis (OA) y
gue es probable que esté mediado por la via cGAS/STING, ya que la supresion de
STING alivio la desestabilizacion del menisco medial inducida por el desarrollo de OA
en ratones.

Mao et al., Arterioscler Thromb Vasc Biol (2017) 37(5):920-929, muestra que la
via de cGAS/STING media en la inflamacion endotelial en respuesta al dafio
mitocondrial inducido por los acidos grasos libres en la obesidad inducida por la dieta,
lo que indica que los inhibidores de cGAS también tienen potencial en el tratamiento
de la obesidad y la diabetes..

Kerur et al., Nat Med. Enero de 2018;24(1):50-61, describe que los niveles de
cGAS eran elevados en el epitelio pigmentado de la retina en ojos humanos con atrofia
geogréfica, y que el cGAS impulsa la activacion del inflamasoma no candnico en la
degeneracién macular asociada a la edad.

cGAS promueve la senescencia celular y el fenotipo secretor asociado a la
senescencia (Yang et al.,, Proc Natl Acad Sci USA. 6 de junio de 2017;114:E4612-
E4620). La cromatina citoplasmética desencadena la inflamacién en la senescencia a
través de cGAS/STING, y los ratones nulos en STING presentan una menor
inflamacién tisular y envejecimiento (Dou et al., Nature. 2017 550: 402-406). Ademas,
en los seres humanos, una variacién del gen STING se asocia a un envejecimiento
saludable, probablemente debido a una disminucién de la inflamacion (Hamann et al.,
Gerontology 2019;65:145-154). En conjunto, un inhibidor de STING reducira la
inflamacién asociada a la senescencia y la acumulacién de células senescentes y
conducirad a la mejora de enfermedades asociadas a la senescencia, tales como el
envejecimiento, los trastornos musculares y la fibrosis.

Ademads, los inhibidores de cGAS de la Férmula |, Il o lll también tienen un
potencial terapéutico en el tratamiento del cancer (ver Hoong et al., Oncotarget. 28 de
julio de 2020;11(30):2930-2955, y Chen et al., Sci. Adv. 14 de octubre de
2020;6(42):eabb8941).

Adicionalmente, los inhibidores de cGAS de la Férmula I, Il o Il tienen también
un potencial terapéutico en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca (Hu et al., Am. J.
Physiol. Heart Circ. Physiol. 1 de junio de 2020;318(6):H1525-H1537).

Otros indicios cientificos apuntan a una correlacién entre la enfermedad de
Parkinson y la via CcGAS/STING (Sliter et al, Nature. Septiembre de
2018;561(7722):258-262) y entre el Sindrome de Sjogren y la via cGAS/STING
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(Papinska et al., J. Dent. Res. Julio de 2018;97(8):893-900) exist.

Ademas, los inhibidores de cGAS de la Formula I, Il o Ill tienen también un
potencial terapéutico en el tratamiento de las infecciones por COVID-19/SARS-CoV-2,
como se muestra en Di Domizio et al. Nature 19 de enero de 2022. doi:
10.1038/s41586-022-04421-w: “The cGAS-STING pathway drives type | IFN
immunopathology in COVID-19% y en Neufeldt et al., Commun Biol. 12 de enero de
2022;5(1):45. doi: 10.1038/s42003-021-02983-5: “SARS-CoV-2 infection induces a
pro-inflammatory cytokine response through cGAS-STING and NF-kappaB”.

Ademads, los inhibidores de cGAS de la Férmula I, Il o Ill tienen un potencial
terapéutico en el tratamiento de la inflamacion renal y la fibrosis renal, como se
muestra en Chung et al., Cell Metab. 2019 30:784-799: “Mitochondrial Damage and
Activation of the STING Pathway Lead to Renal Inflammation and Fibrosis”, y en
Maekawa et al., Cell Rep. 2019 29:1261-1273: “Mitochondrial Damage Causes
Inflammation via cGAS-STING Signaling in Acute Kidney Injury”.

Ademas, los inhibidores de cGAS de la Formula I, Il o lll tienen potencial
terapéutico en el tratamiento del cancer, como se muestra en Bakhoum et al., Nature.
25 de enero de 2018;553(7689):467-472: “Chromosomal instability drives metastasis
through a cytosolic DNA response”, y en Liu et al, Nature. Noviembre de
2018;563(7729):131-136: "Nuclear cGAS suppresses DNA repair and promotes
tumorigenesis”.

Ademas, los inhibidores de cGAS de la Férmula I, Il o lll tienen un potencial
terapéutico en el tratamiento del dismetabolismo, ya que los animales STING%
muestran una menor infiltracion de macréfagos en el tejido adiposo tras una ingesta
calérica elevada (HFD) subcronica, y la deficiencia de STING® e IRF3 conduce a una
disminucién de la glucosa y la insulina en sangre y a una reduccién del peso corporal
(Mao et al., Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2017;37 (5): 920-929).

Ademas, los inhibidores de cGAS de la Férmula I, Il o Il tienen un potencial
terapéutico en el tratamiento de enfermedades vasculares y conducen a la
reparacion/regeneracion vascular, porque la liberacion de ADN mitocondrial en el
citosol de las células endoteliales causa la activacion de la via cGAS/STING y la
supresion de la proliferacion endotelial. Ademas, la inactivacién del gen cGAS restaura
la reparacion/regeneracion endotelial en un modelo de ratén de lesion pulmonar
inflamatoria (Huang et al, Immunity, 2020, Mar 2017; 52 (3): 475-486.e5. doi:
10.1016/j.immuni.2020,02.002).

Ademas, los inhibidores de cGAS de la Formula I, 1l o Ill tienen un potencial
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terapéutico en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares relacionadas con la
edad y la obesidad (Hamann et al., Immun Ageing, 14 de marzo de 2020; 17: 7; doi:
10.1186/s12979-020-00176-y.eCollection 2020).

En consecuencia, los compuestos de la Formula I, 1l o Il como inhibidores de
CGAS se pueden usar en el tratamiento de enfermedades autoinflamatorias y
autoinmunes tales como lupus sistémico eritematoso (SLE), interferonopatias,
sindrome de Aicardi-Goutieres(AGS), sindrome de COPA, lupus chilblain familiar,
degeneraciéon macular relacionada con la edad (AMD), esclerosis lateral amiotréfica
(ALS), enfermedad inflamatoria intestinal (IBD), enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (COPD), sindrome de Bloom, sindrome de Sjogren, artritis reumatoide y
enfermedad de Parkinson.

Ademads, los compuestos de la Formula |, Il o 1ll como inhibidores de cGAS se
pueden usar en el tratamiento de una enfermedad fibrosante tal como esclerosis
sistémica (SSc), interferonopatias, hepatitis esteatdsica no alcohdlica (NASH),
enfermedad pulmonar intersticial (ILD), preferentemente enfermedad pulmonar
intersticial fibrosante progresiva (PF-ILD), en particular fibrosis pulmonar idiopatica
(IPF).

Ademas, los compuestos de la Formula I, Il o Ill como inhibidores de cGAS se
pueden usar en el tratamiento de la degeneracién macular relacionada con la edad
(AMD), retinopatia, glaucoma, diabetes, obesidad, envejecimiento, trastornos
musculares, sepsis, osteoartritis, insuficiencia cardiaca, infeccion por COVID-
19/SARS-CoV-2, inflamacion renal, fibrosis renal, dismetabolismo, enfermedades
vasculares, enfermedades cardiovasculares y cancer.

7. COMBINACIONES

Los compuestos de la Férmula I, 1l o 1l se pueden administrar al paciente solos

0 en combinacion con uno o0 mas agentes farmacol6gicamente activos adicionales.

En una forma de realizacién preferida de la invencién, los compuestos de la
Formula I, Il o lll pueden combinarse con uno o mas agentes farmacolégicamente
activos seleccionados del grupo que consiste en agentes antiinflamatorios, agentes
antifibroticos, agentes antialérgicos, broncodilatadores, agonistas beta
2/betamiméticos, agonistas adrenérgicos, agentes anticolinérgicos, metotrexato,
micofenolato mofetilo, moduladores de leucotrienos, inhibidores de JAK, anticuerpos
antiinterleucina, inmunoterapéuticos no especificos como interferones u otras
citocinas/quimiocinas, moduladores de los receptores de citocinas/quimiocinas (es

decir, antagonistas o agonistas de receptores de citocinas), agonistas de receptores
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tipo toll (= agonistas de TLR), reguladores de puntos de control inmunitarios,
anticuerpos anti-TNF (Humira™) y agentes anti-BAFF (Belimumab y Etanercept).

Los agentes antifibroticos se seleccionan preferentemente entre la Pirfenidona
y los inhibidores de la tirosina quinasa, como el Nintedanib, en donde se prefiere en
particular el Nintedanib.

Los ejemplos preferidos de agentes antiinflamatorios son los NSAID y los
corticosteroides.

Los NSAID se seleccionan preferentemente de ibuprofeno, naproxeno,
diclofenac, meloxicam, celecoxib, acido acetilsalicilico (Aspirin™), indometacina, acido
mefenamico y etoricoxib.

Los corticosteroides se seleccionan preferentemente de Flunisolida,
Beclometasona, Triamcinolona, Budesonida, Fluticasona, Mometasona, Ciclesonida,
Rofleponida y Dexametasona.

Los agentes antialérgicos /antihistaminicos se seleccionan preferentemente de
Epinastina, Cetirizina, Azelastina, Fexofenadina, Levocabastina, Loratadina, Ebastina,
Desloratidina y Mizolastina.

Los agonistas beta 2 /betamiméticos pueden ser agonistas beta 2 de accion
prolongada (LABA) o agonistas beta de accién corta (SABA). Los agonistas beta 2
/betamiméticos particularmente preferidos se seleccionan entre Bambuterol, Bitolterol,
Carbuterol, Clenbuterol, Fenoterol, Formoterol, Hexoprenalina, Ibuterol, Pirbuterol,
Procaterol, Reproterol, Salmeterol, Sulfonterol, Terbutalina, Tolubuterol, Olodaterol y
Salbutamol, en particular Olodaterol.

Los agentes anticolinérgicos se seleccionan preferentemente entre las sales de
ipratropio, sales de tiotropio, sales de glicopirronio y teofilina, en donde se prefiere en
particular bromuro de tiotropio.

Los moduladores de leucotrienos se seleccionan preferentemente entre
Montelukast, Pranlukast, Zafirlukast, Ibudilast y Zileuton.

Los inhibidores de JAK se seleccionan preferentemente entre Baricitinib,
Cerdulatinib, Fedratinib, Filgotinib, Gandotinib, Lestaurtinib, Momelotinib, Pacritinib,
Peficitinib, Ruxolitinib, Tofacitinib y Upadacitinib.

Los anticuerpos anti-interleucina se seleccionan preferentemente del grupo que
consiste en anticuerpos anti-IL23 tales como Risankizumab, anticuerpos anti-I1L17,
anticuerpos anti-IL1, anticuerpos anti-IL4, anticuerpos anti-IL13, anticuerpos anti-IL-5,
anticuerpos anti-IL-6 tales como Actemra™, anticuerpos anti-IL-12 y anticuerpos anti-
IL-15.
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8. FORMULACIONES

Los compuestos de la invencion se pueden administrar mediante cualquier via

de administracion adecuada, incluidas la administracion sistémica y la administracion
topica. La administracion sistémica incluye administracion oral, administracion
parenteral, administracién transdérmica, administracion rectal y administracion por
inhalacién. La administracion parenteral se refiere a las vias de administracion
distintas de la enteral, transdérmica o por inhalacién, y suele ser por inyeccién o
infusion. La administracion parenteral incluye la inyeccién o infusién intravenosa,
intramuscular, intraesternal y subcutanea. La inhalacion se refiere a la administracion
en los pulmones del paciente, ya sea a través de la boca o a través de las fosas
nasales. La administracién tdpica incluye la aplicacién en la piel. Los compuestos de la
invencidn se pueden administrar a través de gotas oftalmicas para el tratamiento del
sindrome de Sjorgen.

Las formas de administracion adecuadas son, por ejemplo, comprimidos,
capsulas, soluciones, jarabes, emulsiones o polvos o aerosoles inhalables. El
contenido de los compuestos farmacéuticamente activos en cada caso debe estar en
un rango de 0,1 a 90 % en peso, preferentemente de 0,5 a 50 % en peso del total de la
composicion, por ejemplo, en cantidades que sean suficientes para lograr el rango de
dosis especificado mas adelante.

Los preparados pueden administrarse por via oral en forma de comprimido,
como polvo, como polvo en una capsula (por ejemplo, una capsula de gelatina dura),
como solucién o suspension. Cuando se administra por inhalacion, la combinacién de
sustancias activas puede darse en forma de polvo, como solucién acuosa 0 acuosa-
etandlica o utilizando una formulacién de gas propulsor.

Por lo tanto, preferentemente, las formulaciones farmacéuticas se caracterizan
por el contenido de uno o0 mas compuestos de la Férmula |, Il o Il de acuerdo con las
formas de realizacion preferidas anteriores.

Es particularmente preferible que los compuestos de la Formula |, Il o Ill se
administren por via oral, y también es particularmente preferible que se administren
una o dos veces al dia. Los comprimidos adecuados se pueden obtener, por ejemplo,
al mezclar las sustancias activas con excipientes conocidos, por ejemplo, diluyentes
inertes tales como carbonato de calcio, fosfato de calcio o lactosa, desintegrantes tales
como almidén de maiz o acido alginico, aglutinantes tales como almidén o gelatina,
lubricantes tales como estearato de magnesio o talco y/o agentes para retardar la

liberacién, tales como carboximetilcelulosa, ftalato de acetato de celulosa o acetato de
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polivinilo. Los comprimidos también pueden comprender varias capas.

En consecuencia, los comprimidos recubiertos se pueden preparar al recubrir
nucleos producidos de forma anéloga a los comprimidos con sustancias que se utilizan
normalmente para el recubrimiento de comprimidos, por ejemplo, colidona o goma
laca, goma arabiga, talco, didéxido de titanio o azucar. Para lograr la liberacion
retardada o prevenir incompatibilidades, el ntcleo también puede consistir en varias
capas. De forma similar, el recubrimiento puede consistir en varias capas para lograr la
liberacion retardada, posiblemente al utilizar los excipientes mencionados
anteriormente para los comprimidos.

Los jarabes que contengan sustancias activas o combinaciones de estas de
acuerdo con la invencién pueden contener adicionalmente un endulzante, tal como
sacarina, ciclamato, glicerol o azlcar, y un potenciador del sabor, por ejemplo, un
saborizante tal como vainilina o extracto de naranja. También pueden contener
adyuvantes de suspension o espesantes tales como carboximetilcelulosa de sodio,
agentes humectantes tales como, por ejemplo, productos de condensacién de
alcoholes grasos con 6xido de etileno, o conservantes tales como p-hidroxibenzoatos.

Las capsulas que contienen una o mas sustancias activas o combinaciones de
sustancias activas pueden prepararse, por ejemplo, al mezclar las sustancias activas
con portadores inertes tales como lactosa o sorbitol y empaquetarlos en capsulas de
gelatina. Los supositorios adecuados pueden elaborarse, por ejemplo, al mezclar con
portadores proporcionados para este fin, tales como grasas neutras o polietilenglicol o
derivados de estos.

Los excipientes que se pueden utilizar incluyen, por ejemplo, agua, solventes
organicos aceptables desde el punto de vista farmacéutico tales como parafinas (por
ejemplo, fracciones de petréleo), aceites vegetales (por ejemplo, aceite de sésamo o
de mani), alcoholes mono o polifuncionales (por ejemplo, etanol o glicerol), portadores
tales como, por ejemplo, polvos minerales naturales (por ejemplo, caolin, arcilla, talco,
tiza), polvos minerales sintéticos (por ejemplo, acido silicico y silicatos altamente
dispersos), azUcares (por ejemplo, azlcar de cafia, lactosa y glucosa), emulgentes
(por ejemplo, lignina, licores de sulfito agotados, metilcelulosa, almidén vy
polivinilpirrolidona) y lubricantes (por ejemplo, estearato de magnesio, talco, acido
estearico y laurilsulfato de sodio).

Para la administracién oral los comprimidos pueden contener, por supuesto,
ademas de los portadores mencionados anteriormente, aditivos tales como citrato de

socio, carbonato de calcio y fosfato de dicalcio en conjunto con varios aditivos tales
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como almidén, preferentemente almiddén de papa, gelatina y similares. Ademas, se
pueden usar lubricantes tales como estearato de magnesio, laurilsulfato de sodio y
talco al mismo tiempo para el proceso de elaboracion de comprimidos. En el caso de
suspensiones acuosas, las sustancias activas pueden combinarse con diversos
potenciadores de sabor o colorantes ademas de los excipientes mencionados

anteriormente.
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