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DESCRIPCION
Compuestos de espiro-2,4-pirimidindiamina y sus usos
1. Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica el beneficio en virtud de la disposicion 35 U.S.C. § 119(e) de la solicitud con numero de serie
60/630.808, presentada el 24 de noviembre de 2004.

2. Campo

La presente invencién se refiere de manera general a compuestos de espiro-2,4-pirimidindiamina, composiciones
farmacéuticas que comprenden los compuestos, productos intermedios y métodos sintéticos de preparacion de los
compuestos y los compuestos y composiciones para su uso en una variedad de contextos, tales como en el
tratamiento o la prevencién de enfermedades autoinmunitarias y/o los sintomas asociados con las mismas.

3. Antecedentes

La reticulacion de receptores de Fc, tales como el receptor de alta afinidad para IgE (FceRl) y/o el receptor de alta
afinidad para IgG (FcyRl), activa una cascada de sefializacion en mastocitos, basoéfilos y otras células inmunitarias
que da como resultado la liberacion de mediadores quimicos responsables de numerosos acontecimientos adversos.
Por ejemplo, tal reticulacion conduce a la liberacion de mediadores formados previamente de reacciones de
hipersensibilidad anafilacticas de tipo | (inmediatas), tales como histamina, a partir de sitios de almacenamiento en
granulos a través de desgranulacién. También conduce a la sintesis y liberaciéon de otros mediadores, incluyendo
leucotrienos, prostaglandinas y factores activadores de plaquetas (PAF), que desempefian importantes papeles en
reacciones inflamatorias. Los mediadores adicionales que se sintetizan y se liberan tras la reticulacion de receptores
de Fc incluyen citocinas y 6xido nitrico.

La(s) cascada(s) de sefalizacion activada(s) por la reticulacion de receptores de Fc tales como FceRl y/o FcyRI
comprende(n) un ensayo de proteinas celulares. Entres los propagadores de sefales intracelulares méas importantes
estan las tirosina cinasas. Y, una importante tirosina cinasa implicada en las rutas de transduccion de sefales
asociadas con la reticulacion de los receptores FceRl y/o FcyRI, asi como otras cascadas de transduccion de
senales, es la cinasa Syk (véase Valent et al., 2002, Intl. J. Hematol. 75(4):257-362 para una revision).

Puesto que los mediadores liberados como resultado de la reticulacién de receptores FcsRl y FeyRl son
responsables de, o desempefian importantes papeles en, la manifestacién de numerosos acontecimientos adversos,
la disponibilidad de compuestos que puedan inhibir la(s) cascada(s) de sefializacién responsable(s) de su liberacion
seria altamente deseable. Ademas, debido al papel critico que desempenia la cinasa Syk en estas y otras cascadas
de sefalizacién de receptores, la disponibilidad de compuestos que puedan inhibir la cinasa Syk también seria
altamente deseable.

4. Sumario

En un aspecto, la presente invencién proporciona compuestos de espiro-2,4-pirimidindiamina novedosos que, tal
como se comentara en mas detalle a continuacién, tienen una miriada de actividades biologicas. Los compuestos
comprenden generalmente un “nlcleo” de 2,4-pirimidindiamina que tiene la siguiente estructura y la convencién de
numeracion:

57 N’

A

Los compuestos descritos en el presente documento estan sustituidos en el nitrégeno de C2 (N2) y nitrogeno de C4
(N4) para formar dos aminas secundarias y opcionalmente estan adicionalmente sustituidos en una o mas de las
siguientes posiciones: la posicion C5 y/o la posicion C6. El sustituyente en N2, asi como los sustituyentes opcionales
en las otras posiciones, distintas de N4, pueden oscilar ampliamente en caracter y propiedades fisicoquimicas, tal
como se comentara en mas detalle a continuacion. El sustituyente en N4 contendra un grupo espiro-heterociclico tal
como se describe mas adelante.

N\
HoN" 4 N7 2 NH,
3

Los sustituyentes en las posiciones N2, N4, C5 y/o C6, asi como los ligadores opcionales, pueden estar
adicionalmente sustituidos con uno o mas de los grupos sustituyentes iguales o diferentes. La naturaleza de estos
grupos sustituyentes puede variar ampliamente. Los ejemplos no limitativos de grupos sustituyentes adecuados
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incluyen alquilos ramificados, de cadena lineal o ciclicos, arilos mono o policiclicos, heteroalquilos ramificados, de
cadena lineal o ciclicos, heteroarilos mono o policiclicos, halos, haloalquilos ramificados, de cadena lineal o ciclicos,
hidroxilos, oxos, tioxos, alcoxilos ramificados, de cadena lineal o ciclicos, haloalcoxilos ramificados, de cadena lineal
o ciclicos, trifluorometoxilos, ariloxilos mono o policiclicos, heteroariloxilos mono o policiclicos, éteres, alcoholes,
sulfuros, tioéteres, sulfanilos (tioles), iminas, azos, azidas, aminas (primarias, secundarias y terciarias), nitrilos
(cualquier isémero), cianatos (cualquier isémero), tiocianatos (cualquier isémero), nitrosos, nitros, diazos, sulféxidos,
sulfonilos, acidos sulfénicos, sulfamidas, sulfonamidas, ésteres sulfamicos, aldehidos, cetonas, acidos carboxilicos,
ésteres, amidas, amidinas, formadinas, aminodacidos, acetilenos, carbamatos, lactonas, lactamas, glucésidos,
gluconuridos, sulfonas, cetales, acetales, tiocetales, oximas, acidos oxamicos, ésteres oxamicos, etc., y
combinaciones de estos grupos. Los grupos sustituyentes que portan funcionalidades reactivas pueden estar
protegidos o no protegidos, tal como se conoce bien en la técnica.

Los compuestos de espiro-2,4-pirimidindiamina descritos en el presente documento son compuestos segln la
formula estructural (V):

RS
5
R4 x | 2
H H

4]

incluyendo sales, hidratos, solvatos y N-6xidos de los mismos, en los que:

R? se selecciona del grupo que consiste en arilo (Cs-C1s) opcionalmente sustituido con uno o mas de Ios grupos R®
iguales o diferentes (por ejemplo fenilo opcionalmente sustituido con uno o mas de los grupos R® iguales o
diferentes) y heteroarilo de 5 a 15 miembros opcionalmente sustituido con uno o mas de los grupos R® iguales o
diferentes;

R*es

Wy N F I
35

SN N

cada W es, independientemente del otro, -CR*'R*'-;
X se selecciona del grupo que consiste en -N- y -CH-;

YyZ se selecmonan cada uno independientemente entre si del grupo que consiste en -O-, -S-, -SO-, -SO,-,
-SONR¥®-, -NH-, y -NR*-

R°® se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, -ORY, -SRY, haloalquiloxilo (C+-C3), perhaloalquiloxilo (C1-Cg),
-NR°R°, halogeno haloalquno (C4-Cg), perhaloalquilo (C1 Cs), -CN, -NC, -OCN, -SCN, NO, NOgz, -Ns, -S(O)Rd,
-S(0)2R%, -S(0):0R", -S(O)NR°R’; -S(0):NR°R°, -OS(O)R?, OS(O)zRd -0S(0)20R?, -OS(0)NR°R®, -0S(0)NR°R",
C(O)RY, C(O)ORd _C(O)NR°R®, -C(NH)NR°R®, -OC(O)R?, -SC( OJR" -OC(O)OR", -SC(O)ORY, -OC(O)NR°R®,
-SC(O)NR°R®,  -OC(NH)NR°R®,  -SC(NH)NR°R®,  -[NHC(O)].R®,  -[NHC(O)].OR?,  -[NHC(O)].NRR® 'y
-[NHC(NH)]-NR°R®, arilo (Cs-C10) opcionalmente sustituido con uno o més de los grupos R° iguales o diferentes (por
ejemplo fenilo opcionalmente sustituido con uno o mas de los grupos R® iguales o diferentes), arilalquilo (Cs-C1s)
opcionalmente sustituido con uno o mas de los grupos R® iguales o diferentes, heteroarilo de 5 a 10 miembros
opcionalmente sustituido con uno o mas de los grupos R® |gua|es o diferentes y heteroarilalquilo de 6 a 16 miembros
opcionalmente sustituido con uno o mas de los grupos R® iguales o diferentes, alquilo (C1-Cs) opcionalmente
sustituido con uno o mas de los grupos R® iguales o diferentes, alcanilo (C-Ca) opcionalmente sustituido con uno o
mas de los grupos R® iguales o diferentes, alquenilo (C2-Cs) opcionalmente sustituido con uno o mas de los grupos

iguales o diferentes y alquinilo (C2-C4) opcionalmente sustituido con uno o mas de los grupos R® iguales o
dlferentes

R® se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, -OR?, -SR haloalquiloxilo (Ci-Ca),
perhaloalquiloxilo (C1-Cs), NR°R®, halégeno, haloalquilo (C+-Cs), perhaloalquilo (C1-Cs), -CN, -NC, -OCN, -SCN, -NO,
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NOz, -Ns, -S(O)R?, -S(O):R% -S(0)0R", “S(ONRR’; _-S(0)oNRR’, -OS(O)R?, -0OS(0):R?, -0S(0)0R",
-OS(O)NR°R®, -0OS(0)2NR°R°, -C(O)R?, -C(O)OR?, -C(O)NR°R®, -C(NH)NR°R®, -OC(O)R", -SCSO)R", -OC(O)OR?,
-SC(0O)ORY, -OC(O)NR°R®, -SC(O)NR°R®, -OC(NH)NR°R®, -SC(NH)NR°R®, -[NHC(O)].R°, -[NHC(O)].OR",
-[NHC(0)]-NR°R°® y -[NHC(NH)].NR°R®, arilo (Cs-C10) opcionalmente sustituido con uno o mas de los grupos R®
iguales o diferentes (por ejemplo fenilo opcionalmente sustituido con uno o mas de los grupos R® iguales o
diferentes), arilalquilo (Cs-C16) opcionalmente sustituido con uno o mas de los grupos R® iguales o diferentes,
heteroarilo de 5 a 10 miembros opcionalmente sustituido con uno o mas de los grupos R® iguales o diferentes y
heteroarilalquilo de 6 a 16 miembros opcionalmente sustituido con uno o mas de los grupos R? iguales o diferentes;

R® se selecciona del grupo que consiste en R?, R, R? sustituido con uno o mas de R* o R® iguales o diferentes, -OR?
sustituido con uno o mas de R? o R°iguales o diferentes, -B(OR?)z, -B(NR°R®)z, -(CHz)m-R®, -(CHR®)m-R®, -O-(CHz)m-
R®, -S-(CHa)m-R?, -O-CHRR®, -O-CR3(R%)z, -O-(CHR®)m-R®, -O-(CHa)m-CH[(CH2)m-R°R?, -S-(CHR®)m-R, -C(O)NH-
(CH2)m-R®, -C(O)NH-(CHR®)m-R®, -O-(CH2)m-C(O)NH-(CHz)m-R°®, -S-(CH2)m-C(Q)NH-(CHz)m-R®, -O-(CHR®)-C(O)NH-
(CHR®)m-R®, -S-(CHR?)m-C(O)NH-(CHR®)»-R®, -NH-(CH2)m-R®, -NH-(CHR®)-R®, -NH[(CH2)m-R"], -N[(CH2)mR"]2, -NH-
C(O)-NH-(CHg)m-R®, -NH-C(O)-(CHz2)m-CHR®R® y -NH-(CHg)m-C(O)-NH-(CHz)m-R";

cada R*' es, independientemente de los demas, hidrégeno o alquilo (Cs-Cs) opcionalmente sustituido con uno o mas
de los grupos R? iguales o diferentes;

cada R* se selecciona independientemente del otro del grupo que consiste en hidrégeno y R, o, alternativamente,
los dos grupos R* se toman juntos para formar un grupo oxo (=0), o NR*;

cada R* se selecciona independientemente de los demas del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo (C+-Cs);
R se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo (C-Cs) y arilo (Cs-Ci4);

cada R? se selecciona independientemente de los demas del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo (C1-Ce),
cicloalquilo (Cs-Cs), ciclohexilo, cicloalquilalquilo (C4-C+1), arilo (Cs-C1o) (por ejemplo fenilo), arilalquilo (Cs-C16) (por
ejemplo bencilo), heteroalquilo de 2 a 6 miembros, cicloheteroalquilo de 3 a 8 miembros (por ejemplo morfolinilo,
piperazinilo, homopiperazinilo, piperidinilo), cicloheteroalquilalquilo de 4 a 11 miembros, heteroarilo de 5 a 10
miembros y heteroarilalquilo de 6 a 16 miembros;

cada R® se selecciona independientemente de los demas del grupo que consiste en =0, -ORY, haloalquiloxilo (C1-
Cs), =S, -SR?, NR?, NOR®, -NR°R®, halégeno, -CFs, -CN, NC, -OCN, -SCN, -NO, -NO,, =Nz, -Ns, -S(O)R?, -S(0)2R",
-S(0)20R?, -S(O)NR°R’, -S(0)NR°R’, -OS(O)R’, -OS(0).R’, -0S(0).0R’, -OS(0).NR°R’, -C(O)R’, -C(O)OR",
-C(O)NR°R®, -C(NH)NR°R®, -C(NR*)NR°R’, -C(NOH)R?, -C(NOH)NR°R’, -OC(O)R?, -OC(O)OR"’, -OC(O)NR°R",
-OC(NH)NR°R®, -OC(NR})NR°R®, -[NHC(0)].R?, -[NR*C(O)],R%, -[NHC(0)],OR’, -INR*C(0)].0OR?, -[INHC(O)].NR°R®,
-INR®*C(0)]-NR°R®, -[NHC(NH)],NR°R° y -[NR*C(NR?)].NR°R’;

cada R° es, independientemente de los deméas, R?, o, alternativamente, cada R° se toma junto con el dtomo de
nitrégeno al que esta unido para formar un cicloheteroalquilo o heteroarilo de 5 a 8 miembros que puede incluir
opcionalmente uno o mas de los heteroatomos adicionales iguales o diferentes y que puede estar opcionalmente
sustituido con uno o més de los grupos R? o R° adecuados iguales o diferentes;

cada R% es, independientemente de los demas, R?%;

cada m es, independientemente de los demas, un nimero entero desde 1 hasta 3;
cada n es, independientemente de los demas, un nimero entero desde 0 hasta 3; y
es un numero entero desde 1 hasta 6.

En una realizacién, R® es F y R® es hidrégeno.

También se describen profarmacos de los compuestos de espiro-2,4-pirimidindiamina. Tales profarmacos pueden
ser activos en su forma de profarmaco, o pueden ser inactivos hasta convertirse en condiciones fisiolégicas u otras
de su uso a una forma de fa&rmaco activo. En los profarmacos descritos en el presente documento, uno 0 mas
grupos funcionales de los compuestos de espiro-2,4-pirimidindiamina se incluyen en prorrestos que se escinden de
la molécula en las condiciones de uso, normalmente mediante hidrdlisis, escisién enzimatica o algunos otros
mecanismos de escision, para proporcionar los grupos funcionales. Por ejemplo, los grupos aminos primarios o
secundarios pueden estar incluidos en un prorresto amida que se escinde en condiciones de uso para generar el
grupo amino primario o secundario. Por tanto, los profarmacos descritos en el presente documento incluyen tipos
especiales de grupos protectores, denominados “progrupos”, que enmascaran uno o mas grupos funcionales de los
compuestos de espiro-2,4-pirimidindiamina que se escinden en las condiciones de uso para proporcionar un
compuesto de farmaco de espiro-2,4 pirimidindiamina activo. Los grupos funcionales dentro de los compuestos de
2,4-pirimidindiamina que pueden enmascararse con progrupos para la inclusiéon en un prorresto incluyen, pero no se
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limitan a, aminas (primaria y secundaria), hidroxilos, sulfanilos (tioles), carboxilos, carbonilos, fenoles, catecoles,
dioles, alquinos, fosfatos, etc. Se conoce en la técnica una miriada de progrupos adecuados para enmascarar tales
grupos funcionales para proporcionar prorrestos que pueden escindirse en las condiciones de uso deseadas. Todos
de estos progrupos, solos o en combinaciones, pueden incluirse en los profarmacos de la invencion. Los ejemplos
especificos de prorrestos que proporcionan grupos amina primaria o secundaria que pueden incluirse en los
profarmacos de la invencion incluyen, pero no se limitan a, amidas, carbamatos, iminas, ureas, fosfenilos, fosforilos y
sulfenilos. Los ejemplos especificos de prorrestos que proporcionan grupos sulfanilo que pueden incluirse en los
profarmacos de la invencion incluyen, pero no se limitan a, tioéteres, por ejemplo derivados de S-metilo (monotio,
ditio, oxitio, aminotio acetales), silil tioéteres, tioésteres, tiocarbonatos, tiocarbamatos, disulfuros asimétricos, etc.
Los ejemplos especificos de prorrestos que se escinden para proporcionar grupos hidroxilo que pueden incluirse en
los profarmacos de la invencién incluyen, pero no se limitan a, sulfonatos, ésteres y carbonatos. Los ejemplos
especificos de prorrestos que proporcionan grupos carboxilo que pueden incluirse en los profarmacos descritos en el
presente documento incluyen, pero no se limitan a, ésteres (incluyendo ésteres de sililo, ésteres de acido oxamico y
tioésteres), amidas e hidrazidas.

Los profarmacos ddescritos en el presente documento incluyen compuestos analogos a los de férmula estructural (V)
en los que R° o R° es un progrupo.

Otra realizacion ilustrativa de los profarmacos descritos en el presente documento son compuestos segun la férmula
estructural (1):

R"'—-I}l N I;J—RZ
. R4b R2b

incluyendo sales, hidratos, solvatos y N-6xidos de los mismos, en los que:

R®, R* R®y R® son tal como se definieron anteriormente para la formula estructural (V);
R? es un progrupo;

R* es un progrupo o un grupo alquilo, por ejemplo, metilo.

En otro aspecto, se proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden uno o mas compuestos descritos
en el presente documento y un portador, excipiente o diluyente apropiado. La naturaleza exacta del portador,
excipiente o diluyente dependera del uso deseado para la composicion, y puede oscilar entre ser adecuada o
aceptable para usos veterinarios y ser adecuada o aceptable para uso en seres humanos.

Todavia en otro aspecto, se describen productos intermedios Utiles para sintetizar los compuestos de 2,4-
pirimidindiamina y profarmacos descritos en el presente documento. En una realizacion, los productos intermedios
son compuestos de espiro segun la férmula estructural (l1I):

(W)
W INF

R35 ~
% 27 XD

(I

incluyendo sales, hidratos, solvatos y N-6xidos de los mismos, en los que o, W, R*® X, Y y Z son tal como se
definieron para la formula estructural (V) y D es hidrégeno, halégeno, NO2 o NHo.

En otra realizacién, los productos intermedios son 2-4-pirimidinaminas segun la formula estructural (IV):
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RS
(W) 5
0 Y- - R
o W 7 =N
R35 ~ ~ J\
R Z X ” N LG

incluyendo sales, hidratos, solvatos y N-6xidos de las mismas, en las que R R% 0, R¥,R* X, Y y Z son tal como
se definieron anteriormente para la formula estructural (V) y LG es un grupo saliente, tal como, por ejemplo,
-S(0)2Me, -SMe o halo (por ejemplo, F, CI, Br, ).

Los compuestos de espiro-2,4-pirimidindiamina descritos en el presente documento son potentes inhibidores de
desgranulacién de células inmunitarias, tales como mastocitos, baséfilos, neutréfilos y/o eosindfilos. Por tanto,
todavia en otro aspecto, se describen métodos de regulacion, y en particular, inhibicion, de la desgranulacion de
tales células. El método generalmente implica poner en contacto una célula que se desgranula con una cantidad de
un compuesto de espiro-2,4-pirimidindiamina o profdrmaco del mismo, o una sal, hidrato, solvato, N-6xido y/o
composicién aceptable del mismo, eficaz para regular o inhibir la desgranulacion de la célula. EI método puede
practicarse en contextos in vitro o contextos in vivo como un enfoque terapéutico frente al tratamiento o la
prevencion de enfermedades caracterizadas por, provocadas por o asociadas con la desgranulacion celular.

Sin querer restringirse a ninguna teoria de operacion, los compuestos de espiro-2,4-pirimidindiamina pueden ejercer
su efecto inhibidor de desgranulacion, al menos en parte, bloqueando o inhibiendo la(s) cascada(s) de transduccién
de sefiales iniciada(s) por la reticulacion de los receptores de Fc de alta afinidad para IgE (“FceRI”) y/o IgG (“FcyRI”).
De hecho, los compuestos de espiro-2,4-pirimidindiamina pueden ser inhibidores de la desgranulacion tanto
mediada por FceRl como mediada por FcyRI. Como consecuencia, los compuestos de 2,4-pirimidina pueden usarse
para inhibir estas cascadas de sefalizacién de receptores de Fc en cualquier tipo de célula que expresa tales
receptores FceRIl y/o FcyRI incluyendo, pero sin limitarse a macréfagos, mastocitos, basofilos, neutréfilos y/o
eosindfilos.

Los métodos también pueden permitir la regulaciéon de, y en particular la inhibicién de, procesos posteriores que
resultan como consecuencia de la activaciéon de tal(es) cascada(s) de sefalizacion de receptores de Fc. Tales
procesos posteriores incluyen, pero no se limitan a, desgranulacion mediada por FceRIl y/o mediada por FcyRl,
produccion de citocina y/o la produccién y/o liberacion de mediadores lipidicos tales como leucotrienos y
prostaglandinas. El método generalmente implica poner en contacto una célula que expresa un receptor de Fc, tal
como uno de los tipos de células comentados anteriormente, con una cantidad de un compuesto de espiro-2,4-
pirimidindiamina o profarmaco del mismo, o una sal, hidrato, disolvente, N-6xido y/o composicion aceptable del
mismo, eficaz para regular o inhibir la cascada de sefalizacién de receptores de Fc y/o un proceso posterior
efectuado mediante la activacion de esta cascada de sefalizacién. El método puede practicarse en contextos in vitro
0 en contextos in vivo como un enfoque terapéutico frente al tratamiento o la prevencion de enfermedades
caracterizadas por, provocadas por o asociadas con la cascada de sefalizacion de receptores de Fc, tales como
enfermedades provocadas por la liberacion de mediadores quimicos especificos para granulos tras la
desgranulacién, la liberacién y/o la sintesis de citocinas y/o la liberacién y/o la sintesis de mediadores lipidicos tales
como leucotrienos y prostaglandinas.

Aun en otro aspecto, se describen métodos de tratamiento y/o prevencién de enfermedades caracterizadas por,
provocadas por o asociadas con la liberacion de mediadores quimicos como consecuencia de la activacion de
cascadas de senalizacion de receptores de Fc, tales como cascadas de sefalizacion de FceRIl y/o FcyRI. Los
métodos pueden practicarse en animales en contextos veterinarios o en seres humanos. Los métodos generalmente
implican administrar a un sujeto animal o ser humano una cantidad de un compuesto de espiro-2,4-pirimidindiamina
o profarmaco del mismo, o una sal, hidrato, solvato, N-6xido y/o composicion aceptable del mismo, eficaz para tratar
o prevenir la enfermedad. Tal como se coment6é anteriormente, la activacién de la cascada de sefializacion de
receptores FceRl o FcyRl en determinadas células inmunitarias conduce a la liberacion y/o la sintesis de una
variedad de sustancias quimicas que son mediadores farmacolégicos de una amplia variedad de enfermedades.
Cualquiera de estas enfermedades puede tratarse o prevenirse segun los métodos descritos.

Por ejemplo, en mastocitos y basdfilos, la activacion de la cascada de sefializacion de FceRI o FcyRI conduce a la
liberacion inmediata (es decir, en el plazo de 1-3 min. desde la activacion del receptor) de mediadores formados
previamente de reacciones de hipersensibilidad de tipo | y/o atépicas (por ejemplo, histamina, proteasas tales como
triptasa, etc.) a través del proceso de desgranulacion. Tales reacciones de hipersensibilidad de tipo | o atépicas
incluyen, pero no se limitan a, reacciones anafilacticas al entorno y otros alérgenos (por ejemplo, polen, venenos de
insectos y/o animales, alimentos, farmacos, tintes de contraste, etc.), reacciones anafilactoides, fiebre del heno,
conjuntivitis alérgica, rinitis alérgica, asma alérgica, dermatitis atépica, eczema, urticaria, trastornos de la mucosa,
trastornos tisulares y determinados trastornos gastrointestinales.
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La liberacion inmediata de los mediadores formados previamente a través de la desgranulacion va seguida por la
liberacion y/o la sintesis de una variedad de otros mediadores quimicos, incluyendo, entre otras cosas, factor
activador de plaquetas (PAF), prostaglandinas y leucotrienos (por ejemplo, LTC4) y la sintesis de novo y liberacién
de citocinas tales como TNFa, IL-4, IL-5, IL-6, IL-13, etc. El primero de estos dos procesos se produce
aproximadamente 3-30 min. tras la activacion del receptor; el Ultimo aproximadamente 30 min. - 7 h. tras la
activacion del receptor. Se piensa que estos mediadores de “estadio tardio” son en parte responsables de los
sintomas crénicos de las reacciones de hipersensibilidad de tipo | y atépicas indicadas anteriormente, y ademas son
mediadores quimicos de inflamacién y enfermedades inflamatorias (por ejemplo, osteoartritis, enfermedad
inflamatoria del intestino, colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, enfermedad inflamatoria del intestino idiopatica,
sindrome del intestino irritable, colon irritable, etc.), cicatrizacién de bajo grado (por ejemplo, esclerodermia, fibrosis
aumentada, queloides, cicatrices postquirdrgicas, fibrosis pulmonar, espasmos vasculares, migrafia, lesion por
reperfusion y tras infarto de miocardio), y sindrome o complejo seco. Todas de estas enfermedades pueden tratare o
prevenirse segun los métodos descritos.

Las enfermedades adicionales que pueden tratarse o prevenirse segin los métodos descritos en el presente
documento incluyen enfermedades asociadas con patologia de baséfilos y/o mastocitos. Los ejemplos de tales
enfermedades incluyen, pero no se limitan a, enfermedades de la piel tales como esclerodermia, enfermedades
cardiacas tales como tras infarto de miocardio, enfermedades pulmonares tales como remodelacién o cambios del
musculo pulmonar y enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) y enfermedades del intestino tales como
sindrome del intestino inflamatorio (colon irritable).

Compuestos de espiro-2,4-pirimidindiamina también son potentes inhibidores de la tirosina cinasa, cinasa Syk. Por
tanto, todavia en otro aspecto, se describen métodos de regulacion, y en particular inhibicién, de la actividad cinasa
Syk. El método generalmente implica poner en contacto una cinasa Syk o una célula que comprende una cinasa Syk
con una cantidad de un compuesto de espiro-2,4-pirimidindiamina o profarmaco del mismo, o una sal, hidrato,
solvato, N-6xido y/o composicién aceptable del mismo, eficaz para regular o inhibir la actividad cinasa Syk. En una
realizacién, la cinasa Syk es una cinasa Syk aislada o recombinante. En otra realizacién, la cinasa Syk es una
cinasa Syk enddgena o recombinante expresada por una célula, por ejemplo un mastocito o un basdéfilo. EI método
puede practicarse en contextos in vitro 0 en contextos in vivo como enfoque terapéutico frente al tratamiento o la
prevencion de enfermedades caracterizadas por, provocadas por o asociadas con actividad cinasa Syk.

Sin querer restringirse a ninguna teoria de operacion particular, los compuestos de espiro-2,4-pirimidindiamina
pueden inhibir la desgranulacién celular y/o la liberacién de otros mediadores quimicos principalmente inhibiendo la
cinasa Syk que se activa a través del homodimero de cadena gamma de FceRI (véase, por ejemplo, la figura 2).
Este homodimero de cadena gamma se comparte en otros receptores de Fc, incluyendo FcyRI, FcyRIll y FcaRl.
Para todos de estos receptores, la transduccién de sefales intracelulares esta mediada por el homodimero de
cadena gamma comun. La unién y agregacion de estos receptores dan como resultado el reclutamiento y la
activaciéon de tirosina cinasas tales como cinasa Syk. Como consecuencia de estas actividades de sefalizacion
comunes, los compuestos de espiro-2,4-pirimidindiamina descritos en el presente documento pueden usarse para
regular, y en particular inhibir, las cascadas de sefalizacion de receptores de Fc que tienen este homodimero de
cadena gamma, tales como FceRI, FcyRI, FcyRIll y FcaRl, asi como las respuestas celulares producidas a través de
estos receptores.

Se sabe que la cinasa Syk desempefia un papel critico en otras cascadas de sefializacion. Por ejemplo, cinasa Syk
es un efector de la sefnalizacién del receptor de células B (BCR) (Turner et al., 2000, Immunology Today 21:148-154)
y es un componente esencial de sefalizacién por integrinas beta(1) beta(2) y beta(3) en neutréfilos (Mocsai et al.,
2002, Immunity 16:547-558). Puesto que los compuestos de espiro-2,4-pirimidindiamina descritos en el presente
documento son potentes inhibidores de cinasa Syk, éstos pueden usarse para regular, y en particular inhibir,
cualquier cascada de sefalizacion en la que Syk desempena un papel, tales como, por ejemplo, las cascadas de
sefalizacion por integrinas, BCR y receptores de Fc, asi como las respuestas celulares producidas a través de estas
cascadas de sefializacion. La respuesta celular particular regulada o inhibida dependera, en parte, del tipo de célula
especifico y la cascada de sefalizacién de receptores, tal como se conoce bien en la técnica. Los ejemplos no
limitativos de respuestas celulares que pueden regularse o inhibirse con los compuestos de espiro-2,4-
pirimidindiamina incluyen un explosién respiratoria, adhesion celular, desgranulacién celular, propagacion celular,
migracion celular, fagocitosis (por ejemplo, en macréfagos), flujo de iones calcio (por ejemplo, en mastocitos,
baséfilos, neutréfilos, eosindfilos y células B), agregacion plaquetaria, y maduracién celular (por ejemplo, en células
B).

Por tanto, en otro aspecto, se describen métodos de regulacién, y en particular inhibicion, cascadas de transduccion
de sefales en las que Syk desempefia un papel. Los métodos generalmente implican poner en contacto un receptor
dependiente de Syk o una célula que expresa un receptor dependiente de Syk con una cantidad de un compuesto
de espiro-2,4-pirimidindiamina o profarmaco descrito en el presente documento, o una sal, hidrato, solvato, N-6xido
y/o composicién aceptable del mismo, eficaz para regular o inhibir la cascada de transducciéon de sefales. Los
métodos también pueden usarse para regular, y en particular inhibir, procesos posteriores o respuestas celulares
producidas por la activacion de la cascada de transduccion de sefales dependiente de Syk particular. Los métodos
pueden practicarse para regular cualquier cascada de transduccién de sefiales en la que no se sabe, o se descubre
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posteriormente, que Syk desempefia un papel. Los métodos pueden practicarse en contextos in vitro o en contextos
in vivo como enfoque terapéutico frente al tratamiento o la prevencion de enfermedades caracterizadas por,
provocadas por o asociadas con activacién de la cascada de transduccion de senales dependiente de Syk. Los
ejemplos no limitados de tales enfermedades incluyen aquellas comentadas anteriormente.

Los compuestos de espiro-2,4-pirimidindiamina descritos en el presente documento también pueden usarse para
tratar o prevenir enfermedades autoinmunitarias y/o sintomas de tales enfermedades. Los métodos generalmente
implican administrar a un sujeto que padece una enfermedad autoinmunitaria o en riesgo de desarrollar una
enfermedad autoinmunitaria una cantidad de un método de espiro 2,4-pirimidindiamina o profarmaco del mismo, o
una sal, N-6xido, hidrato, solvato o composicion aceptable del mismo, eficaz para tratar o prevenir la enfermedad
autoinmunitaria y/o sus sintomas asociados. Las enfermedades autoinmunitarias que pueden tratarse o prevenirse
con los compuestos de espiro-2,4-pirimidindiamina incluyen las enfermedades que comiUnmente estan asociadas
con reacciones de hipersensibilidad no anafilacticas (reacciones de hipersensibilidad de tipo I, tipo Il y/o tipo V) y/o
las enfermedades que estan mediadas, al menos en parte, por la activacion de la cascada de sefalizacion de FcyR
en monocitos. Tales enfermedades autoinmunitarias incluyen, pero no se limitan a, las enfermedades
autoinmunitarias que frecuentemente se denominan trastornos autoinmunitarios de tipo de célula individual u érgano
individual y las enfermedades autoinmunitarias que frecuentemente se denomina como que implican trastorno
autoinmunitario sistémico. Los ejemplos no limitativos de enfermedades frecuentemente denominadas trastornos
autoinmunitarios de tipo de célula individual u érgano individual incluyen: tiroiditis de Hashimoto, anemia hemolitica
autoinmunitaria, gastritis atréfica autoinmunitaria de anemia perniciosa, encefalomielitis autoinmunitaria, orquitis
autoinmunitaria, enfermedad de Goodpasture, trombocitopenia autoinmunitaria, oftalmia simpatica, miastenia grave,
enfermedad de Graves, cirrosis biliar primaria, hepatitis agresiva crénica, colitis ulcerosa y glomerulopatia
membranosa. Los ejemplos no limitativos de enfermedades a menudo denominadas como que implican trastorno
autoinmunitario sistémico incluyen: lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide, sindrome de Sjogren, sindrome
de Reiter, polimiositis-dermatomiositis, esclerosis sistémica, poliarteritis nudosa, esclerosis mdltiple y penfigoide
ampolloso.

5. Breve descripcion de las figuras

La figura 1 proporciona un dibujo que ilustra produccién inducida por alérgenos de IgE y posterior liberacion de
mediadores quimicos formados previamente y otros a partir de mastocitos;

la figura 2 proporciona un dibujo que ilustra la cascada de transduccion de sefiales de FceR1 que conduce a
desgranulacién de mastocitos y/o baséfilos; y

la figura 3 proporciona un dibujo que ilustra los supuestos puntos de accién de compuestos que inhiben
selectamente aguas arriba la desgranulacion mediada por FceRl y compuestos que inhiben la desgranulacion tanto
mediada por FceRI como inducida por ionomicina.

6. Descripcion detallada
6.2 Definiciones

Tal como se usa en el presente documento, se pretende que los siguientes términos tengan los siguientes
significados:

“Alquilo” por si mismo o como parte de otro sustituyente se refiere a un radical hidrocarbonado monovalente
ramificado, de cadena lineal o ciclico, saturado o insaturado que tiene el nimero de atomos de carbono indicado (es
decir, C+4-Cs significa de uno a seis atomos de carbono) que se deriva por la eliminacion de un atomo de hidrégeno a
partir de un a&tomo de carbono individual de un alcano, alqueno o alquino original. Los grupos alquilo tipicos incluyen,
pero no se limitan a, metilo; etilos tales como etanilo, etenilo, etinilo; propilos tales como propan-1-ilo, propan-2-ilo,
ciclopropan-1-ilo, prop-1-en-1-ilo, prop-1-en-2-ilo, prop-2-en-1-ilo, cicloprop-1-en-1-ilo; cicloprop-2-en-1-ilo, prop-1-in-
1-ilo , prop-2-in-1-ilo, etc.; butilos tales como butan-1-ilo, butan-2-ilo, 2-metil-propan-1-ilo, 2-metil-propan-2-ilo,
ciclobutan-1-ilo, but-1-en-1-ilo, but-1-en-2-ilo, 2-metil-prop-1-en-1-ilo, but-2-en-1-ilo, but-2-en-2-ilo, buta-1,3-dien-1-
ilo, buta-1,3-dien-2-ilo, ciclobut-1-en-1-ilo, ciclobut-1-en-3-ilo, ciclobuta-1,3-dien-1-ilo, but-1-in-1-ilo, but-1-in-3-ilo,
but-3-in-1-ilo, etc.; y similares. Cuando se pretenden niveles de saturacién especificos, se usa la nomenclatura
“alcanilo”, “alquenilo” y/o “alquinilo”, tal como se define a continuacién. En algunas realizaciones, los grupos alcanilo
son alquilo (C+1-C10). En otras realizaciones, los grupos alquilo son alquilo (C1-Ce).

“Alcanilo” por si mismo o como parte de otro sustituyente se refiere a un alquilo ramificado, de cadena lineal o
ciclico, saturado derivado mediante la eliminacién de un atomo de hidrégeno de un atomo de carbono individual de
un alcano original. Los grupos alcanilo tipicos incluyen, pero no se limitan a, metanilo; etanilo; propanilos tales como
propan-1-ilo, propan-2-ilo (isopropilo), ciclopropan-1-ilo, etc.; butanilos tales como butan-1-ilo, butan-2-ilo (sec-
butilo), 2-metil-propan-1-ilo (isobutilo), 2-metil-propan-2-ilo (t-butilo), ciclobutan-1-ilo, etc.; y similares.

“Alquenilo” por si mismo o como parte de otro sustituyente se refiere a un alquilo ramificado, de cadena lineal o
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ciclico, insaturado que tiene al menos un doble enlace carbono-carbono derivado mediante la eliminacién de un
atomo de hidrégeno a partir de un atomo de carbono individual de un alqueno original. El grupo puede estar en la
conformacion o bien cis o bien trans con respecto al/a los doble(s) enlace(s). Los grupos alquenilo tipicos incluyen,
pero no se limitan a, etenilo; propenilos tales como prop-1-en-1-ilo, prop-1-en-2-ilo, prop-2-en-1-ilo, prop-2-en-2-ilo,
cicloprop-1-en-1-ilo; cicloprop-2-en-1-ilo; butenilos tales como but-1-en-1-ilo, but-1-en-2-ilo, 2-metil-prop-1-en-1-ilo,
but-2-en-1-ilo, but-2-en-2-ilo, buta-1,3-dien-1-ilo, buta-1,3-dien-2-ilo, ciclobut-1-en-1-ilo, ciclobut-1-en-3-ilo, ciclobuta-
1,3-dien-1-ilo, etc.; y similares. En realizaciones preferidas, el grupo alquenilo es alquenilo (C2-Cs).

“Alquinilo” por si mismo o como parte de otro sustituyente se refiere a un alquilo ramificado, de cadena lineal o
ciclico, insaturado que tiene al menos un triple enlace carbono-carbono derivado mediante la eliminaciéon de un
atomo de hidrégeno a partir de un atomo de carbono individual de un alquino original. Los grupos alquinilo tipicos
incluyen, pero no se limitan a, etinilo; propinilos tales como prop-1-in-1- ilo, prop-2-in-1-ilo, etc.; butinilos tales como
but-1-in-1-ilo, but-1-in-3-ilo, but-3-in-1-ilo, etc.; y similares.

“Alquildiilo” por si mismo o como parte de otro sustituyente se refiere a un grupo hidrocarbonado divalente
ramificado, de cadena lineal o ciclico, saturado o insaturado que tiene el nimero de atomos de carbono indicado (es
decir, C1-Cs significa desde uno hasta seis atomos de carbono) derivado mediante la eliminacién de un atomo de
hidrégeno a partir de cada uno de dos atomos de carbono diferentes de un alcano, alqueno o alquino original, o
mediante la eliminacion de dos atomos de hidrogeno a partir de un atomo de carbono individual de un alcano,
alqueno o alquino original. Los dos centros de radical monovalente o cada valencia del centros de radical divalente
pueden formar enlaces con los atomos iguales o diferentes. Los grupos alquildiilo tipicos incluyen, pero no se limitan
a, metandiilo; etildiilos tales como etan-1,1-diilo, etan-1,2-diilo, eten-1,1-diilo, eten-1,2-diilo; propildiilos tales como
propan-1,1-diilo, propan-1,2-diilo, propan-2,2-diilo, propan-1,3-diilo, ciclopropan-1,1-diilo, ciclopropan-1,2-diilo, prop-
1-en-1,1-diilo, prop-1-en-1,2-diilo, prop-2-en-1,2-diilo, prop-1-en-1,3-diilo, cicloprop-1-en-1,2-diilo, cicloprop-2-en-1,2-
diilo, cicloprop-2-en-1,1-diilo, prop-1-in-1,3-diilo, etc.; butildiilos tales como, butan-1,1-diilo, butan-1,2-diilo, butan-1,3-
diilo, butan-1,4-diilo, butan-2,2-diilo, 2-metil-propan-1,1-diilo, 2-metil-propan-1,2-diilo, ciclobutan-1,1-diilo; ciclobutan-
1,2-diilo, ciclobutan-1,3-diilo, but-1-en-1,1-diilo, but-1-en-1,2-diilo, but-1-en-1,3-diilo, but-1-en-1,4-diilo, 2-metil-prop-
1-en-1,1-diillo, 2-metaniliden-propan-1,1-diilo, buta-1,3-dien-1,1-diilo, buta-1,3-dien-1,2-diilo, buta-1,3-dien-1,3-diilo,
buta-1,3-dien-1,4-diilo, ciclobut-1-en-1,2-diilo, ciclobut-1-en- 1,3-diilo, ciclobut-2-en-1,2-diilo, ciclobuta-1,3-dien-1,2-
diilo, ciclobuta-1,3-dien-1,3-diilo, but-1-in-1,3-diilo, but-1-in-1,4-diilo, buta-1,3-diin-1,4-diilo, etc.; y similares. Cuando
se pretenden niveles de saturacion especificos, se usa la nomenclatura alcanildiilo, alquenildiilo y/o alquinildiilo.
Cuando se pretende especificamente que las dos valencias estén en el mismo atomo de carbono, se usa la
nomenclatura “alquilideno”. En algunas realizaciones, los grupos alquildiilo son alquildiilo (C1-C10). En otras
realizaciones, los grupos alquildiilo son alquildilo (C1-Cs). También se prefieren grupos alcanildiilo aciclicos saturados
en los que los centros de radical estan en los carbonos terminales, por ejemplo, metandiilo (metano); etan-1,2-diilo
(etano); propan-1,3-diilo (propano); butan-1,4-diilo (butano); y similares (también denominados alquilenos, definidos
mas adelante).

“Alquileno” por si mismo o como parte de otro sustituyente se refiere a un grupos alquildilo de cadena lineal
saturado o insaturado que tiene dos centros de radical monovalente terminales derivado mediante la eliminacion de
un atomo de hidrégeno a partir de cada uno de los dos d&tomos de carbono terminales de alcano, alqueno o alquino
original de cadena lineal. La ubicacién de un doble enlace o triple enlace, si esta presente, en un alquileno particular
se indica entre corchetes. Los grupos alquileno tipicos incluyen, pero no se limitan a, metano; etilenos tales como
etano, eteno, etino; propilenos tales como propano, prop[1]eno, propa[1,2]dieno, prop[i]ino, etc.; butilenos tales
como butano, but[1]eno, but[2]eno, buta[1,3]dieno, but[1]ino, but[2]ino, buta[1,3]diino, etc.; y similares. Cuando se
pretenden niveles de saturacién especificos, se usa la nomenclatura alcano, alqueno y/o alquino. En algunas
realizaciones, el grupo alquileno es alquileno (C1-C1o). En otras realizaciones, el grupo alquileno es alquileno (C+-Ce).
Todavia en otras realizaciones, el grupo alquileno es alquileno (C4-C3). También se prefieren grupos alcano de
cadena lineal saturados, por ejemplo, metano, etano, propano, butano, y similares.

“Heteroalquilo”, “heteroalcanilo”, “heteroalquenilo”, “heteroalquinilo”, “heteroalquildiilo” y “heteroalquileno” por si
mismos o como parte de otro sustituyente se refieren a grupos alquilo, alcanilo, alquenilo, alquinilo, alquildiilo y
alquileno, respectivamente, en los que uno o mas de los dtomos de carbono estédn sustituidos cada uno
independientemente por grupos heteroatémicos o heteroatomos iguales o diferentes. Los grupos heteroatémicos y/o
heteroatomos tipicos que pueden sustituir a los atomos de carbono incluyen, pero no se limitan a, -O-, -S-, -S-O-,
-NR’-, -PH-, -S(O)-, -S(0)2-, -S(O)NR’-, -S(0)2NR’-, y similares, incluyendo combinaciones de los mismos, en los que
cada R’ es independientemente hidrogeno o alquilo (C+-Cs).

“Cicloalquilo” y “heterocicloalquilo” por si mismos o como parte de otro sustituyente se refieren a versiones ciclicas
de grupos “alquilo” y “heteroalquilo”, respectivamente. Para grupos heteroalquilo, un heteroatomo puede ocupar la
posicion que se une al resto de la molécula. Los grupos cicloalquilo tipicos incluyen, pero no se limitan a,
ciclopropilo; ciclobutilos tales como ciclobutanilo y ciclobutenilo; ciclopentilos tales como ciclopentanilo vy
ciclopentenilo; ciclohexilos tales como ciclohexanilo y ciclohexenilo; y similares. Los grupos heterocicloalquilo tipicos
incluyen, pero no se limitan a, tetrahidrofuranilo (por ejemplo, tetrahidrofuran-2-ilo, tetrahidrofuran-3-ilo, etc.),
piperidinilo (por ejemplo, piperidin-1-ilo, piperidin-2-ilo, etc.), morfolinilo (por ejemplo, morfolin-3-ilo, morfolin-4-ilo,
etc.), piperazinilo (por ejemplo, piperazin-1-ilo, piperazin-2-ilo, etc.), y similares.
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“Puente heteroatémico aciclico” se refiere a un puente divalente en el que los d&tomos de la estructura principal son
exclusivamente grupos heteroatdmicos y/o heteroatomos. Los puentes heteroatémicos aciclicos tipicos incluyen,
pero no se limitan a, -O-, -S-, -S-O-, -NR’-, -PH-, -S(O)-, -S(O).-, -S(O)NR’-, -S(0)2NR’-, y similares, incluyendo
combinaciones de los mismos, en los que cada R’ es independientemente hidrogeno o alquilo (C1-Ce).

“Sistema de anillos aromatico original” se refiere a un sistema de anillos ciclico o policiclico insaturado que tiene un
sistema de electrones © conjugado. Especificamente se incluyen dentro de la definicién de “sistema de anillos
aromatico original” sistemas de anillos condensados en los que uno 0 mas de los anillos son aromaticos y uno o mas
de los anillos estan saturados o insaturados, tales como, por ejemplo, fluoreno, indano, indeno, fenaleno,
tetrahidronaftaleno, etc. Los sistemas de anillos aromaticos originales tipicos incluyen, pero no se limitan a,
aceantrileno, acenaftileno, acefenantrileno, antraceno, azuleno, benceno, criseno, coroneno, fluoranteno, fluoreno,
hexaceno, hexafeno, hexaleno, indaceno, s-indaceno, indano, indeno, naftaleno, octaceno, octafeno, octaleno,
ovaleno, penta-2,4-dieno, pentaceno, pentaleno, pentafeno, perileno, fenaleno, fenantreno, piceno, pleiadeno,
pireno, pirantreno, rubiceno, tetrahidronaftaleno, trifenileno, trinaftaleno, y similares, asi como los diversos
hidroisémeros de los mismos.

“Arilo” por si mismo o como parte de otro sustituyente se refiere a un grupo hidrocarbonado aromatico monovalente
que tiene el nimero de atomos de carbono indicado (es decir, Cs-C+s significa desde 5 hasta 15 a&tomos de carbono)
derivado mediante la eliminacién de un atomo de hidrégeno a partir de un atomo de carbono individual de un
sistema de anillos aromatico original. Los grupos arilo tipicos incluyen, pero no se limitan a, grupos derivados de
aceantrileno, acenaftileno, acefenantrileno, antraceno, azuleno, benceno, criseno, coroneno, fluoranteno, fluoreno,
hexaceno, hexafeno, hexaleno, as-indaceno, s-indaceno, indano, indeno, naftaleno, octaceno, octafeno, octaleno,
ovaleno, penta-2,4-dieno, pentaceno, pentaleno, pentafeno, perileno, fenaleno, fenantreno, piceno, pleiadeno,
pireno, pirantreno, rubiceno, trifenileno, trinaftaleno, y similares, asi como los diversos hidroisémeros de los mismos.
En algunas realizaciones, el grupo arilo es arilo (Cs-Css), siendo (Cs-C1o) incluso mas preferido. Los arilos preferidos
son ciclopentadienilo, fenilo y naftilo.

“Arilarilo” por si mismo o como parte de otro sustituyente se refiere a un grupo hidrocarbonado monovalente
derivado mediante la eliminacién de un atomo de hidrégeno a partir de un atomo de carbono individual de un
sistema de anillos en el que dos o mas sistemas de anillos aromaticos originales idénticos o no idénticos estan
directamente unidos entre si mediante un enlace sencillo, en el que el nimero de tales uniones de anillo directas es
uno menos del nimero de sistemas de anillos aromaticos originales implicados. Los grupos arilarilo tipicos incluyen,
pero no se limitan a, bifenilo, trifenilo, fenil-naftilo, binaftilo, bifenil-naftilo, y similares. Cuando se especifica el numero
de atomos de carbono en un grupo arilarilo, los nimeros se refieren a los &tomos de carbono que comprenden cada
anillo aromatico original. Por ejemplo, arilarilo (Cs-C15) es un grupo arilarilo en el que cada anillo aromatico
comprende desde 5 hasta 15 carbonos, por ejemplo, bifenilo, trifenilo, binaftilo, fenilnaftilo, etc. Preferiblemente, cada
sistema de anillos aromatico original de un grupo arilarilo es independientemente un sistema aromatico (Cs-Css),
mas preferiblemente un sistema aromatico (Cs-C1o). También se prefieren grupos arilarilo en los que todos los
sistemas de anillos aromaticos originales son idénticos, por ejemplo, bifenilo, trifenilo, binaftilo, trinaftilo, etc.

“Biarilo” por si mismo o como parte de otro sustituyente se refiere a un grupo arilarilo que tiene dos sistemas
aromaticos originales idénticos unidos directamente entre si por un enlace sencillo. Los grupos biarilo tipicos
incluyen, pero no se limitan a, bifenilo, binaftilo, biantracilo, y similares. Preferiblemente, los sistemas de anillos
aromaticos son anillos aromaticos (Cs-Cis), mas preferiblemente anillos aromaticos (Cs-C1g). Un grupo biarilo
particularmente preferido es bifenilo.

“Arilalquilo” por si mismo o como parte de otro sustituyente se refiere a un grupo alquilo aciclico en el que uno de los
atomos de hidrégeno unidos a un atomo de carbono, normalmente un atomo de carbono sp® o terminal, esta
sustituido por un grupo arilo. Los grupos arilalquilo tipicos incluyen, pero no se limitan a, bencilo, 2-feniletan-1-ilo, 2-
fenileten-1-ilo, naftilmetilo, 2-naftiletan-1-ilo, 2-naftileten-1-ilo, naftobencilo, 2-naftofeniletan-1-ilo y similares. Cuando
se pretenden restos alquilo especificos, se usa la nomenclatura arilalcanilo, arilalquenilo y/o arilalquinilo. En
realizaciones preferidas, el grupo arilalquilo es arilalquilo (Ce-C21), por ejemplo, el resto alcanilo, alquenilo o alquinilo
del grupo arilalquilo es (C1-Cg) y el resto arilo es (Cs-C1s). En algunas realizaciones el grupo arilalquilo es (Ce-Ci3),
por ejemplo, el resto alcanilo, alquenilo o alquinilo del grupo arilalquilo es (C1-Cs) y el resto arilo es (Cs-Cho).

“Sistema de anillos heteroaromatico original” se refiere a un sistema de anillos aromatico original en el que uno o
mas atomos de carbono estadn sustituidos cada uno independientemente por los grupos heteroatémicos o
heteroatomos iguales o diferentes. Los grupos heteroatomicos o heteroatomos tipicos para sustituir a los atomos de
carbono incluyen, pero no se limitan a, N, NH, P, O, S, S(O), S(O)2, Si, etc. Especificamente se incluyen dentro de la
definicion de “sistemas de anillos heteroaromaticos originales” sistemas de anillos condensados en los que uno o
mas de los anillos son aromaticos y uno o mas de los anillos estan saturados o insaturados, tales como, por ejemplo,
benzodioxano, benzofurano, cromano, cromeno, indol, indolina, xanteno, etc. También se incluyen en la definicién
de “sistema de anillos heteroaromatico original” los anillos reconocidos que incluyen sustituyentes comunes, tales
como, por ejemplo, benzopirona y 1-metil-1,2,3,4-tetrazol. Especificamente se excluyen de la definicién de “sistema
de anillos heteroaromatico original” anillos de benceno condensados con polialquilenglicoles ciclicos tales como
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polietilenglicoles ciclicos. Los sistemas de anillos heteroaromaticos originales tipicos incluyen, pero no se limitan a,
acridina, bencimidazol, bencisoxazol, benzodioxano, benzodioxol, benzofurano, benzopirona, benzotiadiazol,
benzotiazol, benzotriazol, benzoxaxina, benzoxazol, benzoxazolina, carbazol, B-carbolina, cromano, cromeno,
cinolina, furano, imidazol, indazol, indol, indolina, indolizina, isobenzofurano, isocromeno, isoindol, isoindolina,
isoquinolina, isotiazol, isoxazol, naftiridina, oxadiazol, oxazol, perimidina, fenantridina, fenantrolina, fenazina,
ftalazina, pteridina, purina, pirano, pirazina, pirazol, piridazina, piridina, pirimidina, pirrol, pirrolizina, quinazolina,
quinolina, quinolizina, quinoxalina, tetrazol, tiadiazol, tiazol, tiofeno, triazol, xanteno, y similares.

“Heteroarilo” por si mismo o como parte de otro sustituyente se refiere a un grupo heteroaromatico monovalente que
tiene el numero de atomos de anillo indicado (por ejemplo, “de 5 a 14 miembros” significa desde 5 hasta 14 atomos
de anillo) derivado mediante la eliminacion de un atomo de hidrégeno a partir de un atomo individual de un sistema
de anillos heteroaromatico original. Los grupos heteroarilo tipicos incluyen, pero no se limitan a, grupos derivados de
acridina, bencimidazol, bencisoxazol, benzodioxano, benzodiaxol, benzofurano, benzopirona, benzotiadiazol,
benzotiazol, benzotriazol, benzoxazina, benzoxazol, benzoxazolina, carbazol, B-carbolina, cromano, cromeno,
cinolina, furano, imidazol, indazol, indol, indolina, indolizina, isobenzofurano, isocromeno, isoindol, isoindolina,
isoquinolina, isotiazol, isoxazol, naftiridina, oxadiazol, oxazol, perimidina, fenantridina, fenantrolina, fenazina,
ftalazina, pteridina, purina, pirano, pirazina, pirazol, piridazina, piridina, pirimidina, pirrol, pirrolizina, quinazolina,
quinolina, quinolizina, quinoxalina, tetrazol, tiadiazol, tiazol, tiofeno, triazol, xanteno, y similares, asi como los
diversos hidroisomeros de los mismos. En algunas realizaciones, el grupo heteroarilo es un heteroarilo de 5 a 14
miembros, prefiriéndose particularmente heteroarilo de 5 a 10 miembros.

“Heteroaril-heteroarilo” por si mismo o como parte de otro sustituyente se refiere a un grupo heteroaromatico
monovalente derivado mediante la eliminacién de un atomo de hidrégeno a partir de un atomo individual de un
sistema de anillos en el que dos o0 mas sistemas de anillos heteroaromaticos originales idénticos o no idénticos estan
unidos directamente entre si mediante un enlace sencillo, en el que el nimero de tales uniones de anillos directas es
uno menos del nimero de sistemas de anillos heteroaromaticos originales implicados. Los grupos heteroaril-
heteroarilo tipicos incluyen, pero no se limitan a, bipiridilo, tripiridilo, piridilpurinilo, bipurinilo, etc. Cuando se
especifica el numero de atomos, los nimeros se refieren al numero de atomos que comprende cada sistema de
anillos heteroaromatico original. Por ejemplo, heteroaril-heteroarilo de 5 a 15 miembros es un grupo heteroaril-
heteroarilo en el que cada sistema de anillos heteroaromatico original comprende desde 5 hasta 15 atomos, por
ejemplo, bipiridilo, tripuridilo, etc. Preferiblemente, cada sistema de anillos heteroaromatico original es
independientemente un sistema heteroaromdatico de 5 a 15 miembros, méas preferiblemente un sistema
heteroaromatico de 5 a 10 miembros. También se prefieren grupos heteroaril-heteroarilo en los que todos de los
sistemas de anillos heteroaromaticos originales son idénticos.

“Biheteroarilo” por si mismo o como parte de otro sustituyente se refiere a un grupo heteroaril-heteroarilo que tiene
dos sistemas de anillos heteroaromaticos originales idénticos unidos directamente entre si mediante un enlace
sencillo. Los grupos biheteroarilo tipicos incluyen, pero no se limitan a, bipiridilo, bipurinilo, biquinolinilo, y similares.
Preferiblemente, los sistemas de anillos heteroaromaticos son anillos heteroaromaticos de 5 a 15 miembros, mas
preferiblemente anillos heteroaromaticos de 5 a 10 miembros.

“Heteroarilalguilo” por si mismo o como parte de otro sustituyente se refiere a un grupo alquilo aciclico en el que uno
de los atomos de hidrégeno unidos a un atomo de carbono, normalmente un atomo de carbono sp3 o terminal, esta
sustituido por un grupo heteroarilo. Cuando se pretenden restos alquilo especificos, se usa la nomenclatura
heteroarilalcanilo, heteroarilalquenilo y/o heteroarilalquinilo. En realizaciones preferidas, el grupo heteroarilalquilo es
un heteroarilalquilo de 6 a 21 miembros, por ejemplo, el resto alcanilo, alquenilo o alquinilo del heteroarilalquilo es
alquilo (C4-Cs) y el resto heteroarilo es un heteroarilo de 5 a 15 miembros. En realizaciones particularmente
preferidas, el heteroarilalquilo es un heteroarilalquilo de 6 a 13 miembros, por ejemplo, el resto alcanilo, alquenilo o
alquinilo es alquilo (C1-Cs) y el resto heteroarilo es un heteroarilo de 5 a 10 miembros.

“Halégeno” o “halo” por si mismos o como parte de otro sustituyente, a menos que se indique lo contrario, se refieren
a fluoro, cloro, bromo y yodo.

“Haloalquilo” por si mismo o como parte de otro sustituyente se refiere a un grupo alquilo en el que uno o mas de los
atomos de hidrégeno esta sustituido por un halégeno. Por tanto, el término “haloalquilo” pretende incluir
monohaloalquilos, dihaloalquilos, trihaloalquilos, etc. hasta perhaloalquilos. Por ejemplo, la expresion “haloalquilo
(C1-Cy)” incluye fluorometilo, difluorometilo, trifluorometilo, 1-fluoroetilo, 1,1-difluoroetilo, 1,2-difluoroetilo, 1,1,1-
trifluoroetilo, perfluoroetilo, etc.

Los grupos definidos anteriormente pueden incluir prefijos y/o sufijos que se usan cominmente en la técnica para
crear grupos sustituyentes bien reconocidos adicionales. Como ejemplos, “alquiloxilo” o “alcoxilo” se refiere a un
grupo de la férmula -OR”, “alquilamina” se refiere a un grupo de férmula -NHR” y “dialquilamina” se refiere a un
grupo de férmula NR”R”, en las que cada R” es independientemente un alquilo. Como otro ejemplo, “haloalcoxilo” o
“haloalquiloxilo” se refieren a un grupo de férmula -OR™, en la que R’ es un haloalquilo.

“Grupo protector” se refiere a un grupo de atomos que, cuando estan unidos a un grupo funcional reactivo en una
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molécula, enmascaran, reducen o previenen la reactividad del grupo funcional. Normalmente, un grupo protector
puede eliminarse selectivamente segun se desee durante el transcurso de una sintesis. Ejemplos de grupos
protectores pueden encontrarse en Greene and Wuts, Protective Groups in Organic Chemistry, 32 Ed., 1999, John
Wiley & Sons, NY y Harrison et al., Compendium of Synthetic Organic Methods, Vol. 1-8, 1971-1996, John Wiley &
Sons, NY. Los grupos protectores de amino representativos incluyen, pero no se limitan a, formilo, acetilo,
trifluoroacetilo, bencilo, benciloxicarbonilo (“CBZ”), terc-butoxicarbonilo (“Boc”), trimetilsililo (“TMS”), 2-trimetilsilil-
etanosulfonilo (“TES”), grupos tritilo sustituido y tritilo, aliloxicarbonilo, 9-fluorenilmetiloxicarbonilo (“FMOC”), nitro-
veratriloxicarbonilo (“NVOC”) y similares. Los grupos protectores de hidroxilo representativos incluyen, pero no se
limitan a, aquellos en los que el grupo hidroxilo esta o bien acilado o bien alquilado tal como bencil y tritil éteres, asi
como alquil éteres, tetrahidropiranil éteres, trialquilsilil éteres (por ejemplo, grupos TMS o TIPPS) y alil éteres.

“Profarmacos” se refiere a un derivado de un compuesto de espiro-2,4-pirimidindiamina activo (farmaco) que
requiere una transformacién en las condiciones de uso, tal como dentro del organismo, para liberar el farmaco de
espiro-2,4-pirimidindiamina  activo. Con frecuencia, pero no necesariamente, los profarmacos son
farmacolégicamente inactivos hasta convertirse en el farmaco activo. Normalmente se obtienen profarmacos
enmascarando un grupo funcional en el farmaco de espiro-2,4-pirimidindiamina que se cree que se requiere en parte
para la actividad con un progrupo (definido a continuacién) para formar un prorresto que experimenta una
transformacion, tal como escision, en las condiciones especificas de uso para liberar el grupo funcional, y por tanto
el farmaco de espiro-2,4-pirimidindiamina activo. La escisién del prorresto puede avanzar espontaneamente, tal
como mediante una reaccion de hidrolisis, o puede catalizarse o inducirse por otro agente, tal como por una enzima,
por la luz, por acido o base, o por un cambio de o exposicién a un parametro fisico o ambiental, tal como un cambio
de temperatura. El agente puede ser enddgeno en las condiciones de uso, tal como una enzima presente en las
células a las cuales se administra el profarmaco o las condiciones acidas del estémago, o puede suministrarse por
via exdgena.

Se conocen bien en la técnica una amplia variedad de progrupos, asi como los prorrestos resultantes, adecuados
para enmascarar grupos funcionales en los compuestos de 2,4-pirimidindiaminas activos para proporcionar
profarmacos. Por ejemplo, un grupo funcional hidroxilo puede enmascararse como prorresto sulfonato, éster o
carbonato, que puede hidrolizarse in vivo para proporcionar el grupo hidroxilo. Un grupo funcional amino puede
enmascararse como prorresto amida, carbamato, imina, urea, fosfenilo, fosforilo o sulfenilo, que puede hidrolizarse
in vivo para proporcionar el grupo amino. Un grupo carboxilo puede enmascararse como prorresto éster (incluyendo
ésteres de sililo y tioésteres), amida o hidrazida, que puede hidrolizarse in vivo para proporcionar el grupo carboxilo.
Los grupos protectores de nitrégeno y profarmacos de nitrégeno de la invencién pueden incluir grupos alquilo inferior
asi como amidas, carbamatos, etc. Otros ejemplos especificos de progrupos adecuados y sus respectivos prorrestos
resultaran evidentes para los expertos en la técnica.

“Progrupo” se refiere a un tipo de grupo protector que, cuando se usa para enmascarar un grupo funcional dentro de
un farmaco de espiro-2,4-pirimidindiamina activo para formar un prorresto, convierte el farmaco en un profarmaco.
Los progrupos normalmente se unen al grupo funcional del farmaco a través de enlaces que pueden escindirse en
condiciones de uso especificadas. Por tanto, un progrupo es la parte de un prorresto que se escinde para liberar el
grupo funcional en las condiciones de uso especificadas. Como ejemplo especifico, un prorresto amida de férmula
NH-C(O)CHs comprende el progrupo -C(O)CHs.

“Receptor de Fc” se refiere a un miembro de la familia de moléculas de superficie celular que se une a la parte Fc
(que contiene la regidn constante especifica) de una inmunoglobulina. Cada receptor de Fc se une a
inmunoglobulinas de un tipo especifico. Por ejemplo el receptor de Fca (“FcaR”) se une a IgA, el FceR se une a IgE
y el FcyR se une a IgG.

La familia FcaR incluye el receptor de Ig polimérico implicado en el transporte epitelial de IgA/IgM, el receptor RcaRl
especifico de mieloide (también denominado CD89), el Fca/uR y al menos dos receptores de IgA alternativos (para
una revisién reciente véase Monteiro & van de Winkel, 2003, Annu. Rev. Immunol, publicaciéon electronica
avanzada). El FcaRI se expresa en neutréfilos, eosinéfilos, monocitos/macréfagos, células dendriticas y células de
Kupfer. El FcaRl incluye una cadena alfa y el homodimero gamma de FcR que porta un motivo de activacion (ITAM)
en el dominio citoplasmico y fosforila la cinasa Syk.

La familia FceR incluye dos tipos, denominados FceRl y FceRlIl (también conocido como CD23). FceRI es un receptor
de alta afinidad (se une a IgE con una afinidad de aproximadamente 10" M") encontrado en mastocitos, baséfilos y
eosindfilos que ancla IgE monomérico a la superficie celular. El FceRlI tiene una cadena alfa, una cadena beta y el
homodimero de cadena gamma comentado anteriormente. El FceRIl es un receptor de baja afinidad expresado en
fagocitos mononucleares, linfocitos B, eosindéfilos y plaquetas. El FceRIl comprende una cadena polipeptidica
sencilla y no incluye el homodimero de cadena gamma.

La familia FcyR incluye tres tipos, denominados FcyRI (también conocido como CD64), FcyRIl (también conocido

como CD32) y FcyRIlI (también conocido como CD16). FcyRI es un receptor de alta afinidad (se une a IgG1 con una
afinidad de 10® M") encontrado en mastocitos, basdfilos, células mononucleares, neutréfilos, eosindfilos, células
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dendriticas y fagocitos que ancla IgG monomérico a la superficie celular. El FcyRlI incluye una cadena alfa y el
dimero de cadena gamma compartido por FcaRI y FceRI.

El FcyRIl es un receptor de baja afinidad expresado en neutréfilos, monocitos, eosinodfilos, plaquetas y linfocitos B. El
FcyRIl incluye una cadena alfa, y no incluye el homodimero de cadena gamma comentado anteriormente.

El FcyRIll es de baja afinidad (se une a IgG1 con una afinidad de 5x10° M) expresado en NK, eosindfilos,
macréfagos, neutrofilos y mastocitos. Comprende una cadena alfa y el homodimero gamma compartido por FcaRl,
FceRly FeyRI.

Los expertos reconoceran que la estructura de la subunidad y las propiedades de unién de estos diversos receptores
de Fc, los tipos celulares que los expresan, no se caracterizan completamente. Los comentarios anteriores reflejan
meramente el estado actual de la técnica con respecto a estos receptores (véase, por ejemplo, Immunobiology: The
Immune System in Health & Disease, 52 edicién, Janeway et al., Eds, 2001, ISBN 0-8153-3642-x, figura 9.30 en la
pagina 371), y no pretenden ser limitativos con respecto a la miriada de cascadas de sefializacion de receptores que
pueden regularse con los compuestos descritos en el presente documento.

“Desgranulacién mediada por receptores de Fc” o “desgranulaciéon inducida por receptores de Fc” se refiere a
desgranulacién que avanza a través de una cascada de transduccion de sefiales de receptores de Fc iniciada
mediante reticulacion de un receptor de Fc.

“Desgranulacién inducida por IgE” o “desgranulacién mediada por FceRI” se refiere a desgranulacion que avanza a
través de la cascada de transduccion de sefiales del receptor de IgE iniciada mediante reticulacién de IgE unida a
FceRlI. La reticulacion puede inducirse mediante un alérgeno especifico de IgE u otro agente de unién multivalente,
tal como un anticuerpo anti-IgE. Haciendo referencia a la figura 2, en mastocitos y/o basofilos, la cascada de
sefalizacion de FceRI que conduce a la desgranulacion puede dividirse en dos fases: anterior y posterior. La fase de
anterior incluye todos los procesos que se producen antes de la movilizacién del ion calcio (ilustrado como “Ca®" en
la figura 2; véase también la figura 3). La fase posterior incluye movilizacion del ion calcio y todos los procesos
posteriores a la misma. Los compuestos que inhiben la desgranulacion mediada por FceRl pueden actuar en
cualquier punto a lo largo de la cascada de transduccion de sefales mediada por FceRIl. Los compuestos que
inhiben selectivamente la desgranulacion mediada por FceRl aguas arriba actian para inhibir la parte de la cascada
de senfializacion de FceRI anterior al punto en el que se induce la movilizacion del ion calcio. En ensayos basados en
células, los compuestos que inhiben selectivamente la desgranulacién mediada por FceRI aguas arriba inhiben la
desgranulacién de células tales como mastocitos o basoéfilos que se activan o se estimulan con un alérgeno
especifico de IgE o agente de unién (tal como un anticuerpo anti-IgE) pero no inhiben de manera apreciable la
desgranulacién de células que se activan o se estimulan con agentes de desgranulaciéon que evitan la ruta de
sefalizacion de FceRI, tales como, por ejemplo los ionéforos de calcio ionomicina y A23187.

“Desgranulacion inducida por 19G” o “desgranulacion mediada por FcyRI” se refiere a desgranulaciéon que avanza a
través de la cascada de transduccion de sefales de FcyRl iniciada mediante reticulacion de IgG unida a FcyRI. La
reticulacion puede inducirse mediante un alérgeno especifico de IgG u otro agente de unién multivalente, tal como
un anticuerpo anti-IlgG o fragmento. Como la cascada de sefializacion de FceRI, en mastocitos y basdfilos la cascada
de senfializacion de FcyRI también conduce a desgranulacién que puede dividirse en las mismas dos fases: anterior y
posterior. Similar a la desgranulacion mediada por FceRI, los compuestos que inhiben selectivamente la
desgranulacién mediada por FcyRI aguas arriba actian antes del punto en el que se induce la movilizacion del ion
calcio. En ensayos basados en células, los compuestos que inhiben selectivamente la desgranulacion mediada por
FcyRI aguas arriba inhiben la desgranulacion de células tales como mastocitos o basoéfilos que se activan o se
estimulan con un alérgeno especifico de IgG o agente de unién (tal como un anticuerpo anti-lgG o fragmento) pero
no inhiben de manera apreciable la desgranulacion de células que se activan o se estimulan con agentes de
desgranulacién que evitan la ruta de sefalizaciéon de FcyRI, tales como, por ejemplo los ionéforos de calcio
ionomicina y A23187.

“Desgranulacion inducida por ionéforo” o “desgranulacion mediada por ionéforo” se refiere a desgranulacion de una
célula, tal como un mastocito o baséfilo, que se produce tras la exposicién de un ion6foro de calcio tal como, por
ejemplo, ionomicina o A23187.

“Cinasas Syk” se refiere a la proteina tirosina cinasa del bazo no receptora (citoplasmica) de 72 kDa bien conocida
expresada en células B y otras células hematopoyéticas. cinasa Syk incluye dos dominios de homologia Src 2 (SH2)
consenso en tandem que se unen a motivos de activacion basados en tirosina de inmunorreceptor (“ITAM?)
fosforilados, un dominio “ligador” y un dominio catalitico (para una revision de la estructura y funcién de cinasa Syk
véase Sada et al., 2001, J. Biochem. (Tokio) 130:177-186); véase también Turner et al., 2000, Immunology Today
21:148-154). La cinasa Syk se ha estudiado exhaustivamente como un efector de la sefalizacién del receptor de
células B (BCR) (Turner et al., 2000, citado anteriormente). La cinasa Syk también es critica para la fosforilacion de
tirosina de multiples proteinas que regulan importantes rutas a partir de inmunorreceptores, tales como las cascadas
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de movilizacién de Ca® y de proteina cinasa activada por mitdgenos (MAPK) (véase, por ejemplo, la figura 2) y
desgranulacién. La cinasa Syk también desempefa un papel critico en la sefalizacion de integrinas en neutrdfilos
(véase, por ejemplo, Mocsai et al., 2002, Immunity 16:547-558).

Tal como se usa en el presente documento, cinasa Syk incluye cinasas de cualquier especie de animal, incluyendo,
pero sin limitarse a, Homo sapiens, simio, bovino, porcino, roedor, etc., reconocidas por pertenecer a la familia Syk.
Especificamente se incluyen isoformas, variantes de corte y empalme, variantes alélicas, mutantes, tanto que se
producen de manera natural como hechas por el hombre. Las secuencias de aminoacidos de tales cinasas Syk se
conocen bien y estan disponibles de GENBANK. Ejemplos especificos de ARNm que codifican para diferentes
isoformas de cinasa Syk humana pueden encontrarse en n.? de registro de GENBANK
0i|21361552|ref|INM003177.2], 0i|496899|emb|Z29630.1|HSSYKPTK[496899] y
0i|15030258|gb|BC011399.1|BC011399[15030258], que se incorporan en el presente documento como referencia.

Los expertos apreciaran que tirosina cinasas que pertenecen a otras familias pueden tener sitios activos o cavidades
de unién que son similares en la estructura tridimensional a la de Syk. Como consecuencia de esta similitud
estructural, se espera que tales cinasas, denominadas en el presente documento “imitadoras de Syk”, catalicen la
fosforilacion de sustratos fosforilados por Syk. Por tanto, se apreciara que tales imitadoras de Syk, cascadas de
transduccion de sefiales en las que tales imitadoras de Syk desempefan un papel y respuestas bioldgicas
provocadas mediante tales imitadoras de Syk y cascadas de sefalizacién dependientes de las imitadoras de Syk,
pueden regularse, y en particular inhibirse, con los compuestos de espiro-2,4-pirimidindiamina descritos en el
presente documento.

“Cascada de senalizacién dependiente de Syk” se refiere a una cascada de transduccién de sefales en la que la
cinasa Syk desempefia un papel. Los ejemplos no limitativos de tales cascadas de sefalizacién dependientes de
Syk incluyen las cascadas de sefializacién de FcaRl, FceRl, FcyRI, FcyRlll, BCR e integrina.

“Enfermedad autoinmunitaria” se refiere a las enfermedades que comunmente estan asociadas con las reacciones
de hipersensibilidad no anafilacticas (reacciones de hipersensibilidad de tipo Il, tipo Il y/o tipo IV) que generalmente
resultan como consecuencia de la respuesta inmunitaria mediada por células y/o humoral del propio sujeto a una o
mas sustancias inmundgenas de origen enddgeno y/o exégeno. Tales enfermedades autoinmunitarias se distinguen
de enfermedades asociadas con la reaccion de hipersensibilidad anafilactica (tipo | o mediada por IgE).

6.3 Compuestos de espiro-2,4-pirimidindiamina

Se proporcionan en el presente documento compuestos de espiro-2,4-pirimidindiamina segun la férmula estructural
(V):

RG

(v)
NN

RY—N N N——R?
H

incluyendo sales, hidratos, solvatos y N-6xidos de los mismos, en los que:

R? se selecciona del grupo que consiste en arilo (Cs-C+s) opcionalmente sustituido con uno o mas de los grupos R®
iguales o diferentes (por ejemplo fenilo opcionalmente sustituido con uno o mas de los grupos R® iguales o
diferentes) y heteroarilo de 5 a 15 miembros opcionalmente sustituido con uno o mas de los grupos R® iguales o
diferentes;

R* es
(w)

o Y-
w = I
R35 N
A NOF

cada W es, independientemente del otro, -CR*'R*'-;
X se selecciona del grupo que consiste en -N- y -CH-;

Y y Z se seleccionan cada uno independientemente entre si del grupo que consiste en -O-, -S-, -SO-, -SO;-,
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-SONR%®-, -NH- y -NR%- ;

R°® se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, -OR?, -SR?, haloalquiloxilo (C1-Cs), perhaloalquiloxilo (Ci-Ca),
-NR°R®, halégeno, haloalquilo (C+-Cs), perhaloalquilo (C1-Cs), -CF3, -CH2CF3, -CF2CF3, -CN, -NC, -OCN, -SCN, -NO,
-NO2, -Ns, -S(O)R%, -S(0):R°, -S(0):0R% -S(ONRR®; -S(O).NR°R°, -OS(O)R°, -OS(O):R% -OS(0).0R,
-OS(O)NR°R®, -OS(0)NR°RC, -C(O)R?, -C(O)OR?, -C(O)NR°R®, -C(NH)NR°R®, -OC(O)R?, -SC(SO)R", -OC(O)OR?,
-SC(O)OR®, -OC(O)NR°R®, -SC(O)NR°R®, -OC(NH)NR°R®, -SC(NH)NR°R®, -[NHC(O)].R°, -[NHC(O)],OR",
-[NHC(O)]-NR°R°® y -[NHC(NH)].NR°R®, arilo (Cs-C10) opcionalmente sustituido con uno o mas de los grupos R
iguales o diferentes (por ejemplo fenilo opcionalmente sustituido con uno o mas de los grupos R® iguales o
diferentes), arilalquilo (Ce-C16) Opcionalmente sustituido con uno o mas de los grupos R® iguales o diferentes,
heteroarilo de 5 a 10 miembros opcionalmente sustituido con uno o mas de los grupos R® iguales o diferentes y
heteroarilalquilo de 6 a 16 miembros opcionalmente sustituido con uno o mas de los grupos R” iguales o diferentes,
alquilo (C1-Cs) opcionalmente sustituido con uno o mas de los grupos R® iguales o diferentes, alcanilo (Ci-Ca)
opcionalmente sustituido con uno o mas de los grupos R® iguales o diferentes, alquenilo (C2-Ca) opcionalmente
sustituido con uno o mas de los grupos R® iguales o diferentes y alquinilo (C2-Ca4) opcionalmente sustituido con uno o
mas de los grupos R? iguales o diferentes;

R® se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidrogeno, -ORY, -SR°, haloalquiloxilo (C+-Cs),
perhaloalquiloxilo (C1-Cs), -NR°R®, halégeno, haloalquilo (C4-Cs), perhaloalquilo (C1-Cs), -CF3, -CH2CF3, -CF2CFa3,
-CN, -NC, -OCN, -SCN, -NO, -NO,, -Ns, -S(O)R%, -S(0):R% -S(0):0R% -S(O)NR°R®; -S(0).NR°R’, -OS(O)R?,
-0S(0)2R, -0S(0)-0R", -OS(O)NR°R’, -OS(0)NR°R®, -C(O)R?, -C(O)OR?, -C(O)NR°R®, -C(NH)NR°R®, -OC(O)R®,
-SC(O)R?, -OC(O)OR", -SC(O)OR?, -OC(O)NR°R®, -SC(O)NR°R®, -OC(NH)NR°R®, -SC(NH)NR°R®, -[NHC(O)].R,
-[NHC(O)JHORd, -[NHC(0)]-NR°R°® y -[NHC(NH)],NR°R®, arilo (Cs-C10) opcionalmente sustituido con uno o méas de los
grupos R® iguales o diferentes (por ejemplo fenilo opcionalmente sustituido con uno o mas de los grupos R® iguales o
diferentes), arilalquilo (Cs-C16) opcionalmente sustituido con uno o mas de los grupos R® iguales o diferentes,
heteroarilo de 5 a 10 miembros opcionalmente sustituido con uno o mas de los grupos R® iguales o diferentes y
heteroarilalquilo de 6 a 16 miembros opcionalmente sustituido con uno o mas de los grupos R? iguales o diferentes;

R® se selecciona del grupo que consiste en R?, R°, R? sustituido con uno o mas de R o R° iguales o diferentes, -OR?
sustituido con uno o mas de R* o R® iguales o diferentes, -B(OR?)z, -B(NR°RC)z, -(CHz)m-R®, -(CHR*)m-R®, -O-(CHa)m-
R®, -S-(CH2)m-R®, -O-CHR?Rb, -O-CR?*(R®)2, -O-(CHR?)m-R®, -O-(CHz)m-CH[(CHz)m-R’] R®, -S-(CHR®)»-R®, -C(O)NH-
(CH)m-R®,  -C(O)NH-(CHR®)n-R®, -O-(CHz)m-C(O)NH-(CHz)m-R®, -S-(CHz)m-C(O) NH-(CHz)n R, -O-(CHR®) o
C(O)NH-(CHR®)-R®, -S-(CHRa)m-Cg)O)NH-(CHRa)m-Rb, -NH-(CHz)m-R°,  -NH-(CHR®,-R®,  -NH[(CHz)mRb],
-N[(CHz2)mRb]z2, -NH-C(0)-NH-(CHz)m-R®, -NH-C(O)-(CHz)m-CHR®R® y -NH-(CHz)m-C(O)-NH-(CHz)m-R®;

cada R*' es, independientemente de los demas, hidrégeno o alquilo (Cs-Cs) opcionalmente sustituido con uno o mas
de los grupos R® iguales o diferentes;

cada R* se selecciona independientemente del otro del grupo que consiste en hidrégeno y R, o, alternativamente,
los dos grupos R* se toman juntos para formar un grupo oxo (=O), o =NR*®;

cada R*® se selecciona independientemente de los demas del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo (C+-Cs);
R se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo (C1-Cg) y arilo (Cs-Cia);

cada R? se selecciona independientemente de los demas del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo (C4-Ce),
cicloalquilo (Cs-Cs), ciclohexilo, cicloalquilalquilo (C4-C+1), arilo (Cs-C1o) (por ejemplo fenilo), arilalquilo (Cs-C16) (por
ejemplo bencilo), heteroalquilo de 2 a 6 miembros, cicloheteroalquilo de 3 a 8 miembros (por ejemplo morfolinilo,
piperazinilo, homopiperazinilo, piperidinilo), cicloheteroalquilalquilo de 4 a 11 miembros, heteroarilo de 5 a 10
miembros y heteroarilalquilo de 6 a 16 miembros;

cada R® se selecciona independientemente de los demas del grupo que consiste en =0, -ORY, haloalquiloxilo (C1-
Cs), -OCF3, =S, -SR?, =NR? =NOR?, NR°R°, haldgeno, -CFs, -CN, -NC, -OCN, -SCN, -NO, -NO,, =Ny, -N3, -S(O)R?,
-S(0)2R?, -S(0):0R?, -S(O)NR°R®, -S(0).NR°R®, -OS(O)R?, -OS(0):R°, -0OS(0):0R? -0OS(0).NR°R®, -C(O)R®,
-C(O)ORY, -C(O)NR°R°, -C(NH)NR°R®, -C(NR*NR°R®, -C(NOH)R® -C(NOH)NR°R®, -OC(O)R‘, -OC(O)ORY,
-OC(O)NR°R®, -OC(NH)NR°R®, -OC(NR*NR°R®, -[NHC(O)I.R?, -[NR?*C(O)].R%, -[INHC(O)]sOR?, -[NR*C(0)].OR",
-INHC(0)].NR°R?, -[NR*C(0)].NR°R®, -[NHC(NH)].NR°R®, y -[NR*C(NR?)]:.NR°R%;

cada R° es, independientemente de los deméas, R?, o, alternativamente, cada R® se toma junto con el dtomo de
nitrégeno al que esta unido para formar un cicloheteroalquilo o heteroarilo de 5 a 8 miembros que puede incluir
opcionalmente uno o mas de los heteroétomgs adicionales iguales o diferentes y que puede estar opcionalmente
sustituido con uno o mas de los grupos R® o R” adecuados iguales o diferentes;

cada R%es, independientemente de los demas, R?%;

cada m es, independientemente de los demés, un nimero entero desde 1 hasta 3;
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cada n es, independientemente de los demas, un nimero entero desde 0 hasta 3; y
es un namero entero desde 1 hasta 6.

En las realizaciones anteriores, los grupos R? especificos que pueden incluirse en los grupos R? se seleccionan del
grupo que consiste en hidrégeno, alquilo (C+-Cs), fenilo y bencilo.

En algunas realizaciones de compuestos de férmula estructural (V), R® es halo, fluoro o -CFs. En otras realizaciones,
R® es fluoro.

En algunas realizaciones de los compuestos de féormula estructural (V), R® es hidrégeno. En otras realizaciones, Y y
Z se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -O- y -NH-. En algunas otras realizaciones, X es
-CH-. Todavia en otras realizaciones, Y es -O- y Z es -NH-.

En algunas realizaciones de Ios compuestos de férmula estructural (V), cada R* es hidrogeno. En otras
realizaciones, los dos grupos R*® forman un grupo oxo.

En algunas realizaciones de los compuestos de féormula estructural (V), o es un nimero entero desde 1 hasta 4. En
otras realizaciones, o es 1.

En algunas realizaciones de formula estructural (V), cada R*' es independientemente hidrégeno o alquilo (Cs-Cg). En
otras realizaciones, cada R*' es hidrégeno.

En algunas realizaciones de formula estructural (V), R? es fenilo opcionalmente sustituido con uno o mas de los
grupos R® iguales o diferentes. En otras reallgamones R? es un grupo fenilo dlsustltwdo con dos grupos R° o0 R? es
un grupo fenilo trisustituido con tres grupos R®. Todavia en otras realizaciones, R® es

OMe
OMe

}“ OMe

En algunas reallzamones de féormula estructural (V), R® es halo, fluoro o -CFs y R® es hldrogeno En otras
realizaciones, R’ es fluoro y R® es hldrogeno Todavia en otras realizaciones, los dos grupos R forman un grupo
oxo0, Y es O, Z es NH, X es CH y cada R es hidrégeno. Todavia en otras realizaciones, R® es fluoro y R® es
hidrégeno.

En algunas realizaciones de férmula estructural (V), R? es fenilo opcionalmente sustituido con uno o mall)s de los
grupos R® iguales o diferentes. En otras reallzamones R? es un grupo fenilo dlsustltwdo con dos grupos R° o R? es
un grupo fenilo trisustituido con tres grupos R®. Todavia en otras realizaciones, R® es

OMe
OMe

}L“' OMe

Todavia en otras reahzamones o es 1. Todavia en otras realizaciones, R® es fenllo opcionalmente sustituido con uno
0 mas de los rupos R? iguales o diferentes. Todavia en otras reallzamones R? es un grupo fenilo dlsustltwdo con
dos grupos R° o0 R% es un grupo fenilo trisustituido con tres grupos R°. Todavia en otras realizaciones, R? es

OMe
OMe

> OMe

También se describen especificamente combinaciones de las realizaciones anteriores.
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Los expertos en la técnica apreciaran que los compuestos de espiro-2,4-pirimidindiamina descritos en el presente
documento pueden incluir grupos funcionales que pueden enmascararse con progrupos para crear profarmacos.
Habitualmente, pero no necesariamente, tales profarmacos son farmacoldégicamente inactivos hasta convertirse en
su forma de farmaco activo. Por ejemplo, grupos éster cominmente experimentan hidrdlisis catalizada por acido
para proporcionar el acido carboxilico original cuando se exponen a las condiciones acidas del estémago, o hidrélisis
catalizada por base cuando se exponen a las condiciones basicas del intestino o la sangre. Por tanto, cuando se
administran a un sujeto por via oral, las 2,4-pirimidindiaminas que incluyen restos éster pueden considerarse
profarmacos de su correspondiente acido carboxilico, independientemente de si la forma de éster es
farmacoldgicamente activa.

En los profarmacos descritos en el presente documento, cualquier resto funcional disponible puede enmascararse
con un progrupo para proporcionar un profarmaco. Los grupos funcionales dentro de los compuestos de espiro-2,4-
pirimidindiamina que pueden enmascararse con progrupos para su inclusiéon en un prorresto incluyen, pero no se
limitan a, aminas (primaria y secundaria), hidroxilos, sulfanilos (tioles), carboxilos, etc. Se conoce en la técnica una
miriada de progrupos adecuados para enmascarar tales grupos funcionales para proporcionar prorrestos que
pueden escindirse en las condiciones de uso deseadas. Todos estos progrupos, solos o en combinaciones, pueden
incluirse en los profarmacos descritos en el presente documento.

EQ algunas realizaciones, los profarmacos son compuestos analogos a los de féormula estructural (V) en los que R®y
R" pueden ser un progrupo.

Los expertos en la técnica apreciaran que muchos de los compuestos y profarmacos descritos en el presente
documento, asi como las diversas especies de compuestos especificamente descritos y/o ilustrados en el presente
documento, pueden presentar los fendmenos de tautomerismo, isomerismo conformacional, isomerismo geométrico
y/o isomerismo Optico. Por ejemplo, los compuestos y profarmacos descritos en el presente documento pueden
incluir uno 0 mas centros quirales y/o dobles enlaces y como consecuencia pueden existir como esterecisémeros,
tales como isdbmeros de dobles enlaces (es decir, isomeros geométricos), enantiomeros y diasteredmeros y mezclas
de los mismos, tales como mezclas racémicas. Como otro ejemplo, los compuestos y profarmacos descritos en el
presente documento pueden existir en varias formas tautoméricas, incluyendo, por ejemplo, la forma endlica, la
forma ceto y mezclas de las mismas. Como los diversos nombres de compuestos, formulas y dibujos de compuestos
dentro de la memoria descriptiva y reivindicaciones pueden representar sélo uno de los posibles tautomeros,
isdbmeros conformacionales, isdmeros épticos o isémeros geométricos, debe entenderse que los compuestos o
profarmacos descritos en el presente documento incluyen todos los posibles tautomeros, isémeros
conformacionales, isémeros Opticos y/o isdbmeros geométricos, asi como mezclas de estos diversos isbmeros
diferentes. En casos de rotacion limitada alrededor de la estructura de nicleo de 2,4-pirimidindiamina, también son
posibles atropisomeros y también se incluyen especificamente en los compuestos descritos en el presente
documento.

Ademas, los expertos apreciaran que cuando las listas de sustituyentes alternativos incluyen miembros que, debido
a los requisitos de valencia u otros motivos, no pueden usarse para sustituir un grupo particular, se pretende que se
lea la lista en el contexto para incluir los miembros de la lista que son adecuados para sustituir el grupo particular.
Por ejemplo, los expertos en la técnica apreciardn que aunque todas las alternativas indicadas para R° pueden
usarse para sustituir un grupo alquilo, algunas de las alternativas, tales como =0, no pueden usarse para sustituir un
grupo fenilo. Debe entenderse que sélo se pretenden las combinaciones posibles de pares de sustituyente-grupo.

Los compuestos y/o profarmacos descritos en el presente documento pueden identificarse mediante o bien su
estructura quimica o bien su nombre quimico. Cuando la estructura quimica y el nombre quimico entran en conflicto,
la estructura quimica es determinativa de la identidad del compuesto especifico.

Dependiendo de la naturaleza de los diversos sustituyentes, los compuestos de espiro-2,4-pirimidindiamina y
profarmacos descritos en el presente documento pueden estar en forma de sales. Tales sales incluyen sales
adecuadas para usos farmacéuticos (“sales farmacéuticamente aceptables”), sales adecuadas para usos
veterinarios, etc. Tales sales pueden derivarse de acidos o bases, tal como se conoce bien en la técnica.

En algunas realizaciones, la sal es una sal farmacéuticamente aceptable. Generalmente, las sales
farmacéuticamente aceptables son las sales que retienen sustancialmente una o méas de las actividades
farmacoldgicas deseadas del compuesto original y que son adecuadas para la administracion a seres humanos. Las
sales farmacéuticamente aceptables incluyen sales de adicién de acido formadas con acidos inorganicos o acidos
organicos. Los acidos inorganicos adecuados para formar sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables
incluyen, a modo de ejemplo y no de limitacién, hidracidos halogenados (por ejemplo, acido clorhidrico, acido
bromhidrico, acido yodhidrico, etc.), acido sulfdrico, acido nitrico, acido fosférico, y similares. Los acidos organicos
adecuados para formar sales de adicion de &cido farmacéuticamente aceptables incluyen, a modo de ejemplo y no
de limitacion, acido acético, acido trifluoroacético, acido propiénico, acido hexanoico, acido ciclopentanopropionico,
acido glicdlico, acido oxalico, acido piravico, acido lactico, acido maldnico, acido succinico, acido malico, acido
maleico, &cido fumarico, &cido tartarico, acido citrico, &cido palmitico, &cido benzoico, acido 3-(4-
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hidroxibenzoil)benzoico, &cido cindmico, &cido mandélico, &cidos alquilsulfénicos (por ejemplo, acido
metanosulfénico, acido etanosulfénico, acido 1,2-etano-disulfénico, acido 2-hidroxietanosulfénico, etc.), acidos
arilsulfénicos (por ejemplo, &cido bencenosulfénico, acido 4-clorobencenosulfénico, acido 2-naftalenosulfénico, acido
4-toluenosulfénico), acidos cicloalquilsulfénicos (por ejemplo, acido canforsulfénico), acido 4-metilbiciclo[2.2.2]-oct-2-
eno-1-carboxilico, &cido glucohepténico, acido 3-fenilpropidnico, &cido trimetilacético, acido terc-butilacético, acido
laurilsulfarico, &cido glucénico, acido glutdmico, &cido hidroxinaftoico, acido salicilico, acido estedrico, &cido
muconico, y similares.

Sales farmacéuticamente aceptables también incluyen sales formadas cuando un protdn &cido presente en el
compuesto original o bien se sustituye por un ion metalico (por ejemplo, un ion de metal alcalino, un ion de metal
alcalinotérreo o un ion de aluminio), un ion de amonio o bien se coordina con una base organica (por ejemplo,
etanolamina, dietanolamina, trietanolamina, N-metilglucamina, morfolina, piperidina, dimetilamina, dietilamina, etc.).

Los compuestos de espiro-2,4-pirimidindiamina descritos en el presente documento asi como las sales de los
mismos, también pueden estar en forma de hidratos, solvatos y N-6xidos, tal como se conocen bien en la técnica.

6.4 Métodos de sintesis

Los compuestos y profarmacos descritos pueden sintetizarse mediante una variedad de vias sintéticas diferentes
usando materiales de partida comercialmente disponibles y/o materiales de partida preparados mediante métodos
sintéticos convencionales. Métodos a modo de ejemplo adecuados que pueden adaptarse de manera rutinaria para
sintetizar compuestos de 2,4-pirimidindiamina y profarmacos descritos en el presente documento se encuentran en
la patente estadounidense n.? 5.958.935, solicitud de patente estadounidense con n.® de serie 10/355.543,
presentada el 31 de enero de 2003 (publicacion estadounidense n.? US20040029902-A1), publicacion internacional
n.2 WO 03/063794, solicitud de patente estadounidense con n.% de serie 10/631.029, presentada el 29 de julio de
2003 y publicacién internacional n.2 WO 2004/014382, publicada el 19 de febrero de 2004.

En los esquemas (I)-(VIll) a continuacion se describe una variedad de vias sintéticas a modo de ejemplo que pueden
usarse para sintetizar compuestos de espiro-2,4-pirimidindiamina. En los esquemas (l)-(VIll), los compuestos con
nameros iguales tienen estructuras similares. Estos métodos pueden adaptarse de manera rutinaria para sintetizar
los profarmacos segun la formula estructural (I1).

En una realizacion a modo de ejemplo, los compuestos pueden sintetizarse a partir de uracilos o tiouracilos
sustituidos o no sustituidos tal como se ilustra en el esquema (I), a continuacion:

Esquema (I)
RE RE
5 (] — 22 5 6
Rs/ N’ HZNGR Rs/ N'
N /”\ 1 equiv N |
RE— N NN —R2 W R NTONTTX
H 3 H H 3
8
(V)
A
R4—— NH,
10
1 equiv
RE RG
5 8 5 8
Rs/ NH POX, RN

‘ i) AN
y» (otros agentes de halogenacion) g

3
N2

H

2 El haluro C4 es mas

reactivo frente a
nucledfilos

Y4 X

N
3
4
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En el esquema (I), R%, R* R®y R® son tal como se definieron anteriormente para la formula estructural (V), X es un
halégeno (por ejemplo, F, Cl, Bro I) e Y e Y’ se seleccionan cada uno independientemente del otro del grupo que
consiste en O y S. Haciendo referencia al esquema (I), se dihalogena uracilo o tiouracilo 2 en las posiciones 2 y 4
usando un agente de halogenacion convencional POXs (u otro agente de halogenacion convencional) en
condiciones convencionales para proporcionar 2,4-bis-halo-pirimidina 4. Dependiendo del sustituyente R® en la
pirimidina 4, el haluro en la posicion C4 es mas reactivo frente a nucledfilos que el haluro en la posicion C2. Esta
reactividad diferencial puede aprovecharse para sintetizar 2,4-pirimidindiaminas segun la férmula estructural (V)
haciendo reaccionar en primer lugar 2,4-bis-halopirimidina 4 con un equivalente de amina 10, proporcionando 4N-
sustituido-2-halo-4-pirimidinamina 8, seguido por amina 6 para proporcionar una 2,4-pirimidindiamina segun la
férmula estructural (V).

En la mayoria de las situaciones, el haluro C4 es mas reactivo frente a nucledfilos, tal como se ilustra en el
esquema. Sin embargo, tal como reconoceran los expertos en la técnica, la identidad del sustituyente R® puede
alterar esta reactividad. Por ejemplo, cuando R°® es trifluorometilo, se obtiene una mezcla 50:50 de 4N-sustituido-4-
pirimidinamina_8 y la correspondiente 2N-sustituido-2-pirimidinamina. Independientemente de la identidad del
sustituyente R®, la regioselectividad de la reaccion puede controlarse ajustando el disolvente y otras condiciones
sintéticas (tales como la temperatura), tal como se conoce bien en la técnica.

Las reacciones representadas en el esquema () pueden avanzar mas rapidamente cuando se calientan las mezclas
de reaccion mediante microondas. Cuando se calienta de esta manera, pueden usarse las siguientes condiciones:
calentar hasta 175°C en etanol durante 5-20 min. en un reactor de Smith (Personal Chemistry) en un tubo sellado (a
20 bares de presion).

Los materiales de partida de uracilo o tiouracilo 2 pueden adquirirse de fuentes comerciales o prepararse usando
técnicas convencionales de quimica organica. Uracilos y tiouracilos comercialmente disponibles que pueden usarse
como materiales de partida en el esquema (l) incluyen, a modo de ejemplo y no de limitacién, uracilo (Aldrich n.2
13.078-8; registro CAS 66-22-8); 2-tio-uracilo (Aldrich n.® 11.558-4; registro CAS 141-90-2); 2,4-ditiouracilo (Aldrich
n.2 15,846-1; registro CAS 2001-93-6); 5-acetouracilo (Chem. Sources Int'l 2000; registro CAS 6214-65-9); 5-
azidouracilo; 5-aminouracilo (Aldrich n.? 85.528-6; registro CAS 932-52-5); 5-bromouracilo (Aldrich n.® 85.247-3;
registro CAS 51-20-7); 5-(trans-2-bromovinil)-uracilo (Aldrich n.? 45.744-2; registro CAS 69304-49-0); 5-(trans-2-
clorovinil)-uracilo (registro CAS 81751-48-2); 5-(trans-2-carboxivinil)-uracilo; acido uracil-5-carboxilico (acido 2,4-
dihidroxipirimidina-5-carboxilico hidratado; Aldrich n.? 27.770-3; registro CAS 23945-44-0); 5-clorouracilo (Aldrich n.®
22.458-8; registro CAS 1820-81-1); 5-cianouracilo (Chem. Sources Int'l 2000; registro CAS 4425-56-3); 5-etiluracilo
(Aldrich n.® 23,044-8; registro CAS 4212-49-1); 5-eteniluracilo (registro CAS 37107-81-6); 5-fluorouracilo (Aldrich n.®
85.847-1; registro CAS 51-21-8); 5-yodouracilo (Aldrich n.? 85.785-8; registro CAS 696-07-1); 5-metiluracilo (timina;
Aldrich n.? 13.199-7; registro CAS 65-71-4); 5-nitrouracilo (Aldrich n.2 85.276-7; registro CAS 611-08-5); acido uracil-
5-sulfamico (Chem. Sources Int'l 2000; registro CAS 5435-16-5); 5-(trifluorometil)-uracilo (Aldrich n.? 22.327-1;
registro CAS 54-20-6); 5-(2,2,2-trifluoroetil)-uracilo (registro CAS 155143-31-6); 5-(pentafluoroetil)-uracilo (registro
CAS 60007-38-3); 6-aminouracilo (Aldrich n.2 A5060-6; registro CAS 873-83-6) acido uracil-6-carboxilico (acido
orotico; Aldrich n.? 0-840-2; registro CAS 50887-69-9); 6-metiluracilo (Aldrich n.?2 D11.520-7; registro CAS 626-48-2);
acido uracil-5-amino-6-carboxilico (acido 5-aminoorético; Aldrich n.? 19.121-3; n.% de registro CAS 7164-43-4); 6-
amino-5-nitrosouracilo (6-amino-2,4-dihidroxi-5-nitrosopirimidina; Aldrich n.? 27.689-8; registro CAS 5442-24-0);
acido uracil-5-fluoro-6-carboxilico (acido 5-fluoroorético; Aldrich n.® 42.513-3; registro CAS 00000-00-0); y acido
uracil-5-nitro-6-carboxilico (acido 5-nitroorético; Aldrich n.2 18.528-0; registro CAS 600779-49-9). Hay uracilos y/o
tiouracilos 5, 6 y 5,6-sustituidos adicionales disponibles de General Intermediates of Canada, Inc., Edmonton,
Alberta, CA y/o Interchim, Francia o pueden prepararse usando técnicas convencionales. Mas adelante se
proporciona una miriada de referencias a libros de textos que ensefian métodos sintéticos adecuados.

Pueden adquirirse aminas 10 de fuentes comerciales o, alternativamente, pueden sintetizarse usando técnicas
convencionales. Por ejemplo, pueden sintetizarse aminas adecuadas a partir de precursores nitro usando quimica
convencional. Véase también Vogel, 1989, Practical Organic Chemistry, Addison Wesley Longman, Ltd. y John
Wiley & Sons, Inc. Las aminas 6 pueden sintetizarse tal como se describe, mas adelante, en los esquemas (VII) y
(V).

En el esquema (la), a continuacién, se ilustra una realizacién especifica del esquema (l) usando 5-fluorouracilo
(Aldrich n.? 32.937-1) como material de partida:

Esquema (la)
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En el esquema (la), R? y R* son tal como se definieron anteriormente para el esquema (l). Segun el esquema (la), se
halogena 5-fluorouracilo 3 con POCI; para proporcionar 2,4-dicloro-5-fluoropirimidina 5. La reaccién de 2,4-dicloro-5-
fluoropirimidina 5 con un equivalente de amina 10 (para proporcionar 2-cloro-N4-sustituido-5-fluoro-4-pirimidinamina
7) seguido por uno 0 mas equivalentes de amina 6.

Todavia en otra realizacién a modo de ejemplo, los compuestos de 2,4-pirimidindiamina de la invenciéon pueden
sintetizarse a partir de 2-amino-4-pirimidinoles sustituidos 0 no sustituidos tal como se ilustra en el esquema (Il), a
continuacion:

Esquema (Il)

Rﬁ
RS 8 1 ’ RS- ] ’
e |N 6or o IN
S Ho S
Z—R2 3 H_-
30 3 32

| o

RS R®
£ ;]
RL— N f“‘N)i\H._.Rz X~ SN2 N—F?
H 3 _
(V) 4

RZ

En el esquema (1), R% R*, R%y R® y X son tal como se definieron anteriormente para el esquema (l) y Z es un grupo
saliente tal como se comenta con mas detalle en relacion con el esquema lll, mas adelante. Haciendo referencia al
esquema (Il), se hace reaccionar 2-amino-4-pirimidinol 30 con amina 6 (0 amina 21 opcionalmente protegida) para
proporcionar N2-sustituido-4-pirimidinol 32, que entonces se halogena tal como se describié anteriormente para
proporcionar N2-sustituido-4-halo-2-pirimidinamina 34. La desproteccion opcional (por ejemplo si se usd amina 21
protegida en la primera etapa) seguida por reaccion con amina 10 proporciona una 2,4-pirimidindiamina segun la
formula estructural (V). Alternativamente, puede hacerse reaccionar pirimidinol 30 con un agente de acilacion 31.

Los 2-amino-4-pirimidinoles 30 comercialmente disponibles adecuados que pueden usarse como materiales de
partida en el esquema (lll) incluyen, pero no se limitan a, hidrato de 2-amino-6-cloro-4-pirimidinol (Aldrich n.2 A4702-
8; registro CAS 00000-00-0) y 2-amino-6-hidroxi-4-pirimidinol (Aldrich n.® A5040-1; registro CAS 56-09-7). Otros 2-
amino-4-pirimidinoles 30 utiles como materiales de partida en el esquema (lll) estan disponibles de General
Intermediates of Canada, Inc., Edmonton, Alberta, CA y/o Interchim, Francia o pueden prepararse usando técnicas
convencionales. Mas adelante se proporciona una miriada de referencias a libros de texto que ensefian métodos
sintéticos adecuados.
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Aln en otra realizacién a modo de ejemplo, los compuestos de 2,4-pirimidindiamina de la invencion pueden
prepararse a partir de 2-cloro-4-aminopirimidinas o 2-amino-4-cloropirimidinas tal como se ilustra en el esquema (lll),
a continuacion:

Esquema (ll1)

R

8
Rﬁ 2 1 Ra 6
=~
Cl™ 4 l:l 2 "NH, R4 H “\N 2 NHz
50

En el esquema (lll), R?, R* R® y R® son tal como se definieron para el esquema (l) y Z es un grupo saliente tal como,
por  ejemplo, un halégeno, metanosulfoniloxilo,  trifluorometanosulfoniloxilo, p-toluenosulfoniloxilo,
bencenosulfoniloxilo, etc. Haciendo referencia al esquema (lll), se hace reaccionar 2-amino-4-cloropirimidina 50 con
amino 10 para proporcionar 4N-sustituido-2-pirimidinamina 52 que, tras reaccién con compuesto 31 o amina 6,
proporciona una 2,4-pirimidindiamina segun la formula estructural (V). Alternativamente, puede hacerse reaccionar
2-cloro-4-amino-pirimidina 54 con el compuesto 44 seguido por amina 6 para proporcionar un compuesto segun la
férmula estructural (V).

Una variedad de pirimidinas 50 y 54 adecuadas para su uso como materiales de partida en el esquema (V) estan
comercialmente disponibles, incluyendo a modo de ejemplo y no de limitacién, 2-amino-4,6-dicloropirimidina (Aldrich
n.2 A4860-1; registro CAS 56-05-3); 2-amino-4-cloro-6-metoxi-pirimidina (Aldrich n.? 51.864-6; registro CAS 5734-64-
5); 2-amino-4-cloro-6-metilpirimidina (Aldrich n.? 12.288-2; registro CAS 5600-21-5); y 2-amino-4-cloro-6-
metiltiopirimidina (Aldrich n.? A4600-5; registro CAS 1005-38-5). Hay materiales de partida de pirimidina adicionales
disponibles de General Intermediates of Canada, Inc., Edmonton, Alberta, CA y/o Interchim, Francia o pueden
prepararse usando técnicas convencionales. Mas adelante se proporciona una miriada de referencias a libros de
textos que ensefian métodos sintéticos adecuados.

Alternativamente, pueden prepararse 4-cloro-2-pirimidinaminas 50 tal como se ilustra en el esquema (1V):

Esquema (IV)
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50 O
55

En el esquema (IV), R® y R® son tal como se definieron anteriormente para la formula estructural (V). En el esquema
(IV), se hace reaccionar dicarbonilo 53 con guanidina para proporcionar 2-pirimidinamina 51. La reacciéon con
peracidos tales como acido m-cloroperbenzoico, acido trifluoroperacético o complejo de urea-peréxido de hidrégeno
proporciona N-6xido 55, que entonces se halogena para dar 4-cloro-2- pirimidinamina 50. Las correspondientes 4-
halo-2-pirimidinaminas pueden obtenerse usando reactivos de halogenacion adecuados.

Tal como reconoceran los expertos en la técnica, también pueden usarse espiro-2,4-pirimidindiaminas, sintetizadas
mediante métodos a modo de ejemplo descritos anteriormente o mediante otros medios bien conocidos, como
materiales de partida y/o productos intermedios para sintetizar compuestos de espiro-2,4-pirimidindiamina
adicionales. Un ejemplo especifico se ilustra en el esquema (V), a continuacion:

Esquema (V)

Tj’;;;ﬂlﬁzl:::[igr_iin? lh;F‘ :I:l:l‘ ’[:::[:;>_Jz

100 104

O

NHR®

Sy J,\ﬁ

R“—-ﬁ .
108

R
R® 2 0
LA, —
4o
H ;\'N/IZ.\H X _I(OR'
106

En el esquema (V), R*, R®, R® y R? son tal como se definieron anteriormente para la formula estructural (V). Cada R*
es independientemente un Ra, y puede ser igual o diferente del Ra ilustrado. Haciendo referencia al esquema (V),
puede convertirse acido o éster carboxilico 100 en amida 104 mediante reaccién con amina 102. En la amina 102,
Rao puede ser igual o diferente de Ra del acido o éster 100. De manera similar, puede convertirse éster carbonato
106 en carbamato 108.

Un segundo ejemplo especifico se ilustra en el esquema (VI), a continuacioén:

Esquema (VI)
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En el esquema (VI), R*, R°, R® y R® son tal como se definieron anteriormente para la férmula estructural (V).
Haciendo referencia al esquema (VI), puede convertirse amida 110 6 116 en amina 114 6 118, respectivamente,
mediante reduccién con borano con complejo de metilsulfuro de borano 112. Otras reacciones adecuadas para
sintetizar compuestos de espiro-2,4-pirimidindiamina a partir de materiales de partida de 2,4-pirimidindiamina
resultaran evidentes para los expertos en la técnica.

El esquema (V1) describe la preparamon de espiro-arilaminas heterociclicas correspondientes al compuesto 10 (es
decir, R*NHy). En el esquema (VII), mas adelante, U es -SH, -NHR® o -OH, V es -NO2, NHR®, -OR® o -SR®, D es
hidrégeno, -NO» o NHR®, cada R® es independientemente un grupo protector o hidrégeno, B es un grupo saliente tal
como halégeno, mesilato, tosilato, etc., T y P son independientemente -NR°-, -S- o -O-, cada M es
independientemente un grupo saliente tal como halégeno, mesilato, tosilato, etc. u OR®, R*", R*, X, Y, Z y o son tal
como se definieron anteriormente, mas arriba.

Esquema VII
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132 130

Haciendo referencia al esquema (VII), se alquila el compuesto 120 con éster 132 para proporcionar, tras la ciclacion
intramolecular, el producto de anelacion 134. La alquilacién de 134 con agente bifuncional 124 proporciona el
producto de monoalquilo 136 que puede ciclarse intramolecularmente para proporcionar 130 que puede convertirse
en compuesto 132 mediante métodos convencionales conocidos por el experto en la técnica. Por ejemplo, pueden
convertirse sulfuros (es decir, en los que T y/o P son azufres) y aminas (es decir, en las que T y/o P son nitrdgeno)
en sulféxidos, sulfonatos, sulfonamidas, alquilaminas, arilaminas y aminas protegidas mediante métodos sintéticos
de rutina. Las diversas realizaciones de sustituyente D de compuesto 130 pueden interconvertirse, ya que H puede
convertirse en NO. mediante nitracion, NO> en NH. mediante reduccion, etc. Finalmente, tal como también se
conoce en la técnica, el grupo carbonilo en el compuesto 130 puede convertirse en el compuesto de dihidro
mediante reduccién con reactivos convencionales (por ejemplo, hidruro de litio y aluminio). En algunas realizaciones
del compuesto 124, un M es halégeno y el otro M es OR®. Por consiguiente en algunas realizaciones, el grupo M en
el compuesto 136 o bien es un grupo saliente o bien puede convertirse en un grupo saliente (es decir, cuando M es
OR®) mediante métodos convencionales.

Aungue muchos de los esquemas sintéticos comentados anteriormente no ilustran el uso de grupos protectores, los
expertos en la técnica reconoceran que en algunos casos los sustituyentes R%, R*, R® y/o R® pueden incluir grupos
funcionales que requieren proteccion. La identidad exacta del grupo protector usado dependera, entre otras cosas,
de la identidad del grupo funcional que esta protegiéndose y las condiciones de reacci6on usadas en el esquema
sintético particular, y resultard evidente para los expertos en la técnica. Pueden encontrarse directrices para
seleccionar grupos protectores y quimicas para su union y eliminacion adecuadas para una aplicacién particular, por
ejemplo, en Greene & Wuts, Protective Groups in Organic Synthesis, 32 edicién, John Wiley & Sons, Inc., Nueva
York (1999).

Pueden prepararse profadrmacos segun la férmula estructural (Il) mediante modificacién de rutina de los métodos
descritos anteriormente. Alternativamente, tales profarmacos pueden prepararse haciendo reaccionar una 2,4-
pirimidindiamina protegida de manera adecuada de férmula estructural (V) con un progrupo adecuado. Las
condiciones para llevar a cabo tales reacciones y para desproteger el producto para proporcionar un profarmaco de
férmula (1) se conocen bien.

En la técnica se conoce una miriada de referencias que ensefian métodos Utiles para sintetizar pirimidinas de

manera general, asi como materiales de partida descritos en los esquemas (l)-(VIll). Para directrices especificas, se
remite al lector a Brown, D. J., “The Pirimidines”, en The Chemistry of Heterocyclic Compounds, volumen 16
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(Weissberger, A., Ed.), 1962, Interscience Publishers, (una division de John Wiley & Sons), Nueva York (“Brown I”);
Brown, D. J., “The Pirimidines”, en The Chemistry of Heterocyclic Compounds, volumen 16, suplemento |
(Weissberger, A. y Tailor, E. C., Ed.), 1970, Wiley-Interscience, (una divisién de John Wiley & Sons), Nueva York
(Brown 1I"); Brown, D. J., “The Pirimidines”, en The Chemistry of Heterocyclic compounds, volumen 16, suplemento Il
(Weissberger, A. y Tailor, E. C., Ed.), 1985, An Interscience Publication (John Wiley & Sons), Nueva York (“Brown
II”); Brown, D. J., “The Pirimidines” en The Chemistry of Heterocyclic Compounds, volumen 52 (Weissberger, A. y
Tailor, E. C., Ed.), 1994, John Wiley & Sons, Inc., Nueva York, pags. 1-1509 (“Brown IV”); Kenner, G. W.y Todd, A.,
en Heterocyclic Compounds, volumen 6, (Elderfield, R. C., Ed.), 1957, John Wiley, Nueva York, capitulo 7
(pirimidinas); Paquette, L. A., Principles of Modern Heterocyclic Chemistry, 1968, W. A. Benjamin, Inc., Nueva York,
pags. 1 - 401 (sintesis de uracilo pags. 313, 315; sintesis de pirimidina pags. 313-316; sintesis de amino-pirimidina
pag. 315); Joule, J. A., Mills, K. y Smith, G. F., Heterocyclic Chemistry, 32 edicion, 1995, Chapman and Hall, Londres,
R.U., pags. 1 - 516; Vorbriiggen, H. y Ruh-Pohlenz, C., Handbook of Nucleoside Synthesis, John Wiley & Sons,
Nueva York, 2001, pags. 1-631 (proteccion de pirimidinas mediante acilacion pags. 90-91; sililaciéon de pirimidinas
pags. 91-93); Joule, J. A., Mills, K. y Smith, G. F., Heterocyclic Chemistry, 42 edicion, 2000, Blackwell Science, Ltd,
Oxford, R.U., pags. 1 - 589; y Comprehensive Organic Synthesis, volimenes 1-9 (Trost, B. M. y Fleming, I., Ed.),
1991, Pergamon Press, Oxford, R.U.

El experto en la técnica debe entender que en los esquemas | a VI, el nitrégeno N4 puede estar sustituido con R*
tal como se describe a lo largo de la memoria descriptiva y en los ejemplos proporcionados en el presente
documento.

6.5 Inhibicion de cascadas de sefiales de receptores de Fc

Los compuestos de espiro-2,4-pirimidindiamina activos descritos en el presente documento pueden inhibir cascadas
de senalizacién de receptores de Fc que conducen, entre otras cosas, a desgranulacion de células. Como ejemplo
especifico, los compuestos inhiben las cascadas de sefales de FceRl y/o FcyRI que conducen a la desgranulacién
de células inmunitarias tales como neutréfilos, eosinéfilos, mastocitos y/o basoéfilos. Tanto los mastocitos como los
baséfilos desempefnan un papel fundamental en trastornos inducidos por alérgenos, incluyendo, por ejemplo, rinitis
alérgica y asma. Haciendo referencia a la figura 1, tras la exposicién a alérgenos, que pueden ser, entre otras cosas,
polen o parasitos, se sintetizan anticuerpos IgE especificos de alérgenos por células B activadas por IL-4 (0 IL-13) y
otros mensajeros que para cambiar a la sintesis de anticuerpos especificos de clase IgE. Estas IgE especificas de
alérgenos se unen al FceRI de alta afinidad. Tras la unién de antigeno, las IgE unidas a FceRI se reticulan y se activa
la ruta de transduccion de sefiales de receptores de IgE, que conduce a la desgranulacién de las células y
consiguiente liberacién y/o la sintesis de una gran cantidad de mediadores quimicos, incluyendo histamina,
proteasas (por ejemplo, triptasa y quimasa), mediadores lipidicos tales como leucotrienos (por ejemplo, LTC4), factor
activador de plaquetas (PAF) y prostaglandinas (por ejemplo, PGD2) y una serie de citocinas, incluyendo TNF-a, IL-
4, IL-13, IL-5, IL-6, IL-8, GMCSF, VEGF y TGF-B. La liberacion y/o la sintesis de estos mediadores a partir de
mastocitos y/o basofilos representan las respuestas de fase temprana y tardia inducidas por alérgenos, y esta
directamente asociada con acontecimientos posteriores que conducen a un estado inflamatorio sostenido.

Los acontecimientos moleculares en la ruta de transduccion de sefnales de FceRI que conducen a la liberacion de
mediadores formados previamente mediante desgranulacion y liberacion y/o la sintesis de otros mediadores
quimicos se conocen bien y se ilustran en la figura 2. Haciendo referencia a la figura 2, el FceRIl es un receptor
heterotetramérico compuesto por una subunidad alfa de unién a IgE, una subunidad beta, y dos subunidades
gamma (homodimero gamma). La reticulacién de IgE unida a FceRl mediante agentes de unién multivalentes
(incluyendo, por ejemplo alérgenos especificos de IgE o anticuerpos anti-IgE o fragmentos) induce la rapida
asociacion y activacion de la cinasa Lyn relacionada con Src. Lyn fosforila motivos de activacion basados en tirosina
de inmunorreceptor (ITAM) en las subunidades beta y gamma intracelulares, lo que conduce al reclutamiento de Lyn
adicional en la subunidad beta y cinasa Syk en el homodimero gamma. Estas cinasa asociadas con receptor, que se
activan mediante fosforilacion intra e intermolecular, fosforilan otros componentes de la ruta, tales como la cinasa
Btk, LAT, y fosfolipasa C-gamma PLC-gamma. La PLC-gamma activada inicia rutas que conducen a la activacion de
la proteina cinasa C y la movilizacion de Ca®*, ambas de las cuales se requieren para la desgranulacion. La
reticulaciéon de FceR1 también activa las tres clases principales de proteinas cinasas activadas por mitogenos (MAP),
es decir ERK1/2, JNK1/2, y p38. La activacién de estas rutas es importante en la regulacion transcripcional de
mediadores proinflamatorios, tales como TNF-a e IL-6, asi como el mediador lipidico leucotrieno CA (LTC4).

Aunque no se ilustra, se cree que la cascada de sefializacion de FcyRI comparte algunos elementos comunes con la
cascada de sefalizacién de FceRI. De manera importante, al igual que FceRI, FcyRI incluye un homodimero gamma
que se fosforila y recluta Syk, y al igual que FceRl, la activacion de la cascada de sefalizacion de FcyRl conduce,
entre otras cosas, a la desgranulacion. Otros receptores de Fc que comparten el homodimero gamma, y que pueden
regularse mediante los compuestos activos de 2,4-pirimidindiamina, incluyen, pero no se limitan a, FcaRl y FcyRlll.

La capacidad de los compuestos de espiro-2,4-pirimidindiamina para inhibir cascadas de sefalizacion de receptores

de Fc puede determinarse o confirmarse sencillamente en ensayos in vitro. En la seccién de ejemplos se
proporcionan ensayos adecuados para confirmar la inhibicién de la desgranulacion mediada por FceRI. En un
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ensayo tipico, en primer lugar se hacen crecer células que pueden experimentar desgranulacion mediada por FceRl,
tales como mastocitos o basofilos, en presencia de IL-4, factor de células madre (SCF), IL-6 e IgE para aumentar la
expresion del FceRl, se exponen a un compuesto de prueba de 2,4-pirimidindiamina de la invencién y se estimulan
con anticuerpos anti-IgE (o, alternativamente, un alérgeno especifico de IgE). Tras la incubacion, puede cuantificarse
la cantidad de un mediador quimico u otro agente quimico liberado y/o sintetizado como consecuencia de la
activacion de la cascada de sefializacion de FceRI usando técnicas convencionales y compararse con la cantidad del
mediador o agente liberada de células control (es decir, células que se estimulan pero que no se han expuesto a
compuesto de prueba). La concentracion de compuesto de prueba que proporciona una reduccién del 50% en la
cantidad del mediador o agente medida en comparacién con células control es la Clso del compuesto de prueba. El
origen de los mastocitos o baséfilos usados en el ensayo dependera, en parte, del uso deseado para los
compuestos y resultara evidente para los expertos en la técnica. Por ejemplo, si los compuestos se usaran para
tratar o prevenir una enfermedad particular en seres humanos, una fuente conveniente de mastocitos o baséfilos es
un ser humano u otro animal que constituye un modelo clinico conocido o aceptado para la enfermedad particular.
Por tanto, dependiendo de la aplicacion particular, los mastocitos o baséfilos pueden derivarse de una amplia
variedad de fuentes animales, que oscilan entre, por ejemplo, mamiferos inferiores tales como ratones y ratas, y
perros, ovejas y otros mamiferos cominmente empleados en pruebas clinicas, y mamiferos superiores tales como
monos, chimpancés y simios, y seres humanos. Ejemplos especificos de células adecuadas para llevar a cabo los
ensayos in vitro incluyen, pero no se limitan a, basoéfilos de roedor o humanos, lineas celulares de leucemia de
baséfilos de rata, mastocitos de ratén primarios (tales como mastocitos de ratén derivados de médula 6sea “BMMC”)
y mastocitos humanos primaros aislados de sangre de cordén umbilical (“CHMC”) u otros tejidos tales como pulmon.
Métodos para aislar y cultivar estos tipos de célula se conocen bien o se proporcionan en la secciéon de ejemplos
(véase, por ejemplo, Demo et al., 1999, Cytometry 36(4):340-348 y la solicitud estadounidense en tramitacién junto
con la presente con n.2 de serie 10/053.355, presentada el 8 de noviembre de 2001, cuyas descripciones se
incorporan en el presente documento como referencia). Evidentemente, también pueden usarse otros tipos de
células inmunitarias que se desgranulan tras la activacion de la cascada de sefalizacion de FceRl, incluyendo, por
ejemplo, eosinofilos.

Tal como reconoceran los expertos en la técnica, el mediador o agente cuantificado no es critico. El Unico requisito
es que sea un mediador o agente liberado y/o sintetizado como consecuencia de iniciar o activar la cascada de
sefalizacion de receptores de Fc. Por ejemplo, haciendo referencia a la figura 1, la activacion de la cascada de
sefalizacion de FceRI en mastocitos y/o basofilos conduce a numerosos acontecimientos posteriores. Por ejemplo,
la activacion de la cascada de sefiales de FceRl conduce a la liberacion inmediata (es decir, en el plazo de 1-3 min.
tras la activacion del receptor) de una variedad de agentes y mediadores quimicos formados previamente mediante
desgranulacién. Por tanto, en una realizacién, el mediador o agente cuantificado puede ser especifico para los
granulos (es decir, esta presente en granulos pero no en el citoplasma celular de manera general). Ejemplos de
mediadores 0 agentes especificos de granulos que pueden cuantificarse para determinar y/o confirmar la actividad
de un compuesto de 2,4-pirimidindiamina de la invencién incluyen, pero no se limitan a, enzimas especificas de
granulos tales como hexosaminidasa y triptasa y componentes especificos de granulos tales como histamina y
serotonina. Se conocen bien ensayos para cuantificar tales factores, y en muchos casos estan comercialmente
disponibles. Por ejemplo, la liberacion de triptasa y/o hexosaminidasa puede cuantificarse incubando las células con
sustratos que pueden escindirse que fluorescen tras la escision y cuantificando la cantidad de fluorescencia
producida usando técnicas convencionales. Tales sustratos fluorogénicos escindibles estan comercialmente
disponibles. Por ejemplo, pueden usarse los sustratos fluorogénicos Z-Gly-Pro-Arg-AMC (Z=benciloxicarbonilo;
AMC=7-amino-4-metilcumarina; BIOMOL Research Laboratories, Inc., Plymouth Meeting, PA 19462, n.® de catalogo
P-142) y Z-Ala-Lys-Arg-AMC (Enzyme Systems Products, una division de ICN Biomedicals, Inc., Livermore, CA
94550, n.2 de catdlogo AMC-246) para cuantificar la cantidad de triptasa liberada. El sustrato fluorogénico 4-
metilumbeliferil-N-acetil-B-D-glucosaminida (Sigma, St. Louis, MO, n.° de catélogo 69585) para cuantificar la cantidad
de hexosaminidasa liberada. La liberacion de histamina puede cuantificarse usando un ensayo de inmunoabsorcion
asociado a enzimas (ELISA) comercialmente disponible tal como el ensayo de ELISA de histamina de Immunotech
n.2 IM2015 (Beckman-Coulter, Inc.). En la seccion de ejemplos se proporcionan métodos especificos de
cuantificacion de la liberacion de triptasa, hexosaminidasa e histamina. Cualquiera de esos ensayos puede usarse
para determinar o confirmar la actividad de espiro-2,4-pirimidindiamina.

Haciendo de nuevo referencia a la figura 1, la desgranulacion sélo es una de varias respuestas iniciadas por la
cascada de sefalizacién de FceRI. Ademas, la activacion de esta ruta de sefializacion conduce a la sintesis de novo
y liberacién de citocinas y quimiocinas tales como IL-4, IL-5, IL-6, TNF-a, IL-13 y MIP1-0, y la liberacion de
mediadores lipidicos tales como leucotrienos (por ejemplo, LTC4), factor activador de plaquetas (PAF) y
prostaglandinas. Por consiguiente, los compuestos de 2,4-pirimidindiamina de la invencion también pueden
someterse a ensayo para detectar la actividad cuantificando la cantidad de uno o mas de esos mediadores liberados
y/o sintetizados por células activadas.

Al contrario que los componentes especificos de granulos comentados anteriormente, estos mediadores de “estadio
tardio” no se liberan inmediatamente tras la activacion de la cascada de sefializacion de FceRI. Por consiguiente,
cuando se cuantifican estos mediadores de estadio tardio, debe tenerse cuidado para asegurarse de que se incuba
el cultivo de células activadas durante un tiempo suficiente para dar como resultado la sintesis (si es necesario) y
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liberacion del mediador que esta cuantificandose. Generalmente, PAF y mediadores lipidicos tales como leucotrieno
C4 se liberan 3-30 min. tras la activacion de FceRI. Las citocinas y otros mediadores de estadio tardio se liberan
aproximadamente 4-8 h. tras la activacién de FceRIl. Los tiempos de incubacién adecuados para un mediador
especifico resultaran evidentes para los expertos en la técnica. En la seccion de ejemplos se proporcionan
directrices y ensayos especificos.

La cantidad de un mediador de estadio tardio particular liberado puede cuantificarse usando cualquier técnica
convencional. En una realizacion, la(s) cantidad(es) puede(n) cuantificarse usando ensayos de ELISA. Hay kits de
ensayo de ELISA adecuados para cuantificar la cantidad de TNFa, IL-4, IL-5, IL-6 y/o IL-13 liberada disponibles, por
ejemplo, de Biosource International, Inc., Camarillo, CA 93012 (véanse, por ejemplo, n.°® de catalogo KHC3011,
KHC0042, KHC0052, KHC0061 y KHC0132). Hay kits de ensayo de ELISA adecuados para cuantificar la cantidad
de leucotrieno C4 (LTC4) liberada de células disponibles de Cayman Chemical Co., Ann Arbor, MI 48108 (véase, por
ejemplo, n.? de catélogo 520211).

Normalmente, los compuestos de espiro-2,4-pirimidindiamina activos presentaran Clso con respecto a la liberacion o
sintesis de mediador y/o desgranulaciéon mediada por FceRI de aproximadamente 20 uM o inferior, medida en un
ensayo in vitro, tal como uno de los ensayos in vitro descritos anteriormente o en la seccién de ejemplos.
Evidentemente, los expertos en la técnica apreciaran que los compuestos que muestran Clsg inferiores, por ejemplo
del orden de 10 uM, 1 uM, 100 nM, 10 nM, 1 nM, o incluso inferiores, son particularmente Utiles.

Los expertos en la técnica también apreciaran que los diversos mediadores comentados anteriormente pueden
inducir diferentes efectos adversos o presentar diferentes potencias con respecto al mismo efecto adverso. Por
ejemplo, el mediador lipidico LTC4 es un potente vasoconstrictor (es aproximadamente 1000 veces mas potente en
la induccién de la vasoconstriccién que la histamina). Como otro ejemplo, ademas de mediar en reacciones de
hipersensibilidad de tipo | o atépicas, las citocinas también pueden provocar remodelacion tisular y proliferacion
celular. Por tanto, aunque los compuestos que inhiben la liberacién y/o la sintesis de uno cualquiera de los
mediadores quimicos comentados anteriormente son Utiles, los expertos en la técnica apreciaran que compuestos
que inhiben la liberacion y/o la sintesis de una pluralidad, o incluso todos, de los mediadores descritos anteriormente
encuentran uso particular, ya que tales compuestos son Utiles para mejorar o evitar completamente una pluralidad, o
incluso todos, de los efectos adversos inducidos por los mediadores particulares. Por ejemplo, compuestos que
inhiben la liberacion de los tres tipos de mediadores (especificos de granulos, lipidicos y citocinas) son utiles para
tratar o prevenir reacciones de hipersensibilidad tipo | inmediatas asi como los sintomas crénicos asociados con las
mismas.

Los compuestos descritos en el presente documento que pueden inhibir la liberacion de mas de un tipo de mediador
(por ejemplo, especifico de granulos o de estadio tardio) pueden identificarse determinando la Clsp con respecto a un
mediador representativo de cada clase usando los diversos ensayos in vitro descritos anteriormente (u otros
ensayos in vitro equivalentes). Los compuestos que pueden inhibir la liberacion de mas de un tipo de mediador
presentaran normalmente una Clso para cada tipo de mediador sometido a prueba inferior a aproximadamente 20
uM. Por ejemplo, un compuesto que muestra una Clsp de 1 uM con respecto a la liberacion de histamina (Clso para
histamina) y una Clso de 1 nM con respecto a la sintesis y/o liberacién de leucotrieno LTC4 (Clso para LTC4) inhibe la
liberacion de mediador tanto inmediata (especifico de granulos) como de estadio tardio. Como otro ejemplo
especifico, un compuesto que presenta una Clsp para triptasa de 10 uM, una Clso para LTC4 de 1 uM y una Clso para
IL-4 de 1 uM inhibe la liberacion de mediador inmediata (especifico de granulos), lipidico y de citocina. Aunque los
ejemplos especificos anteriores usan las Clsp de un mediador representativo de cada clase, los expertos en la
técnica apreciardn que pueden obtenerse las Clsp de una pluralidad, o incluso todos, los mediadores que
comprenden una o mas de las clases. La(s) cantidad(es) e identidad(es) de mediadores para los que deben
determinarse datos de Clsg para un compuesto y aplicacion particulares resultaran evidentes para los expertos en la
técnica.

Pueden usarse ensayos similares para confirmar la inhibicion de cascadas de transduccion de sefales iniciadas
mediante otros receptores de Fc, tales como senalizacion de FcoRI, FcyRI y/o FcyRlll, con modificacién rutinaria.
Por ejemplo, la capacidad de los compuestos para inhibir la transduccién de senales de FcyRI puede confirmarse en
ensayos similares a los descritos anteriormente, con la excepcion de que la cascada de senalizacion de FcyRI se
activa, por ejemplo, incubando las células con IgG y un anticuerpo o alérgeno especifico de IgG, en vez de IgE y un
anticuerpo o alérgeno especifico de IgE. Tipos de células adecuadas, agentes activadores y agentes para cuantificar
para confirmar la inhibicion de otros receptores de Fc, tales como receptores de Fc que comprenden un homodimero
gamma, resultaran evidentes para los expertos en la técnica.

Una clase particularmente util de compuestos incluye los compuestos de espiro-2,4-pirimidindiamina que inhiben la
liberacion de mediadores especificos de granulos inmediatos y mediadores de estadio tardio con Clsp
aproximadamente equivalentes. Por aproximadamente equivalente quiere decirse que las Clsp para cada tipo de
mediador estan dentro de aproximadamente un intervalo de 10 veces entre si. Otra clase particularmente Util de
compuestos incluye los compuestos de espiro-2,4-pirimidindiamina que inhiben la liberacion de mediadores
especificos de granulos inmediatos, mediadores lipidicos y mediadores de citocina con Clsy aproximadamente
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equivalentes. En una realizacién especifica, tales compuestos inhiben la liberacion de los siguientes mediadores con
Clso aproximadamente equivalentes: histamina, triptasa, hexosaminidasa, IL-4, IL-5, IL-6, IL-13, TNFa y LTC4. Tales
compuestos son particularmente Utiles, entre otras cosas, para mejorar o evitar completamente respuestas tanto de
estadio temprano como tardio asociadas con reacciones de hipersensibilidad de tipo | inmediatas o atopicas.

De manera ideal, la capacidad para inhibir la liberacién de todos los tipos deseados de mediadores se encontrara en
un Unico compuesto. Sin embargo, también pueden identificarse mezclas de compuestos que logran el mismo
resultado. Por ejemplo, puede usarse un primer compuesto que inhibe la liberacion de mediadores especificos de
granulos en combinacién con un segundo compuesto que inhibe la liberacion y/o la sintesis de mediadores de
citocina.

Ademas de las rutas de desgranulacién de FceRl o FcyRl comentadas anteriormente, la desgranulacion de
mastocitos y/o baséfilos puede inducirse por otros agentes. Por ejemplo, ionomicina, un ion6foro de calcio que evita
la maquinaria de transduccién de sefales temprana de FceRIl o FcyRI de la célula, induce directamente un flujo de
calcio que activa la desgranulacion. Haciendo de nuevo referencia a la figura 2, la PLCy activada inicia rutas que
conducen, entre otras cosas, a la movilizacion del i6n y posterior desgranulacion. Tal como se ilustra, esta
movilizacion de Ca®* se activa tarde en la ruta de transduccién de sefales de FceRI. Tal como se menciond
anteriormente, y tal como se ilustra en la figura 3, la ionomicina induce directamente la movilizacién de Ca®* y un
flujo de ca® que conduce a la desgranulacién. Otros ion6foros que inducen la desgranulacién de esta manera
incluyen A23187. La capacidad de ion6foros que inducen granulacion tales como ionomicina para evitar los estadios
tempranos de las cascadas de senalizacion de FceRI y/o FcyRI puede usarse como contraseleccién para identificar
compuestos activos de la invenciéon que ejercen especificamente su actividad inhibidora de la desgranulacién
blogueando o inhibiendo las cascadas de senalizacion de FceRl o FcyRl tempranos, tal como se comentd
anteriormente. Compuestos que inhiben especificamente tal desgranulacion mediada por FceRI o FcyRI tempranos
no sélo inhiben la desgranulacion y posterior liberacion rapida de histamina, triptasa y otros contenidos de granulos,
sino que también inhiben las rutas de activacion proinflamatoria que provocan la liberacion de TNFa, IL-4, IL-13 y los
mediadores lipidicos tales como LTC4. Por tanto, compuestos que inhiben especificamente tal desgranulacion
mediada por FceRl y/o FcyRI tempranos no solo bloquean o inhiben reacciones de hipersensibilidad de tipo | o
atdpicas agudas, sino también respuestas tardias que en las que participan mdultiples mediadores inflamatorios.

Compuestos descritos en el presente documento que inhiben especificamente desgranulacion mediada por FceRI
y/o FcyRI tempranos son los compuestos que inhiben la desgranulacion mediada por FceRI y/o FcyRI (por ejemplo,
tienen una Clso inferior a aproximadamente 20 uM con respecto a la liberacion de un mediador especifico de
granulos o componente medido en un ensayo in vitro con células estimuladas con un agente de unién a IgE o 1gG)
pero que no inhiben de de manera apreciable la desgranulacién inducida por ionéforo. En una realizacién, se
considera que los compuestos no inhiben de manera apreciable la desgranulacion inducida por ion6foro si muestran
una Clsp de desgranulacién inducida por ion6foro superior a aproximadamente 20 uM, medida en un ensayo in vitro.
Evidentemente, compuestos activos que presentan Clsp incluso superiores de desgranulacion inducida por ionéforo,
0 que no inhiben la desgranulacién inducida por ionéforo en absoluto, son particularmente Gtiles. En otra realizacién,
se considera que los compuestos no inhiben de manera apreciable la desgranulaciéon inducida por ionoforo si
presentan una diferencia de mas de 10 veces en sus Clsp de desgranulacién mediada por FceRl y/o FcyRl y
desgranulacién mediada por ionéforo, medido en un ensayo in vitro. Ensayos adecuados para determinar la Clso de
desgranulacién inducida por ionéforo incluyen cualquiera de los ensayos de desgranulacién descritos anteriormente,
con la modificacion de que las células se estimulan o se activan con un ionéforo de calcio que induce desgranulacion
tal como ionomicina o A23187 (A.G. Scientific, San Diego, CA) en vez de anticuerpos anti-IgE o un alérgeno
especifico de IgE. Ensayos especificos para evaluar la capacidad de un compuesto de espiro-2,4-pirimidindiamina
particular de la invencion para inhibir la desgranulacion inducida por ion6foro se proporcionan en la seccién de
ejemplos.

Tal como reconoceran los expertos en la técnica, los compuestos que presentan un alto grado de selectividad de
desgranulacién mediada por FceRI encuentran uso particular, ya que tales compuestos se dirigen selectivamente a
la cascada de FceRI y no interfieren con otros mecanismos de desgranulacion. De manera similar, los compuestos
que presentan un alto grado de selectividad de la desgranulaciéon mediada por FcyRI encuentran un uso particular,
ya que tales compuestos se dirigen selectivamente a la cascada de FcyRl y no interfieren con otros mecanismos de
desgranulacién. Los compuestos que presentan un alto grado de selectividad son generalmente 10 veces o mas
selectivos para la desgranulacién mediada por FceRl o FcyRl con respecto a la desgranulacién mediada por
ionéforo, tal como desgranulacion inducida por ionomicina.

Por consiguiente, la actividad de compuestos de espiro-2,4-pirimidindiamina también puede confirmarse en ensayos
bioquimicos o celulares de actividad de cinasa Syk. Haciendo de nuevo referencia a la figura 2, en la cascada de
sefalizacion de FceRI en mastocitos y/o basdfilos, la cinasa Syk fosforila LAT y PLC-gamma, lo que conduce, entre
otras cosas, a la desgranulacion. Cualquiera de estas actividades puede usarse para confirmar la actividad de
compuestos de espiro-2,4-pirimidindiamina. En una realizacion, la actividad se confirma poniendo en contacto una
cinasa Syk aislada, o un fragmento activo de la misma, con un compuesto de espiro-2,4-pirimidindiamina en
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presencia de un sustrato de cinasa Syk (por ejemplo, un péptido sintético o una proteina que se sabe que se
fosforila mediante Syk en una cascada de sefalizacion) y evaluando si la cinasa Syk fosforild el sustrato.
Alternativamente, el ensayo puede llevarse a cabo con células que expresan una cinasa Syk. Las células pueden
expresar la cinasa Syk de manera enddgena o pueden modificarse mediante ingenieria para expresar una cinasa
Syk recombinante. Las células también pueden expresar opcionalmente el sustrato de cinasa Syk. Células
adecuadas para realizar tales ensayos de confirmacion, asi como métodos de modificacion mediante ingenieria de
células adecuadas, resultaran evidentes para los expertos en la técnica. En la seccién de ejemplos se proporcionan
ejemplos especificos de ensayos bioquimicos y celulares para confirmar la actividad de compuestos de espiro-2,4-
pirimidindiamina.

Generalmente, compuestos que son inhibidores de cinasa Syk presentaran una Clso con respecto a una actividad de
cinasa Syk, tal como la capacidad de la cinasa Syk para fosforilar un sustrato sintético o endégeno, en un ensayo in
vitro o celular en el intervalo de aproximadamente 20 uM o menos. Los expertos en la técnica apreciaran que los
compuestos que presentan Clsg inferiores, tales como en el intervalo de 10 puM, 1 uM, 100 nM, 10 nM, 1 nM, o
incluso inferiores, son particularmente Utiles.

6.6 Usos y composiciones

Tal como se comenté anteriormente, los compuestos activos inhiben cascadas de sefnalizacion de receptores de Fc,
especialmente los receptores de Fc que incluyen un homodimero gamma, tales como las cascadas de sefalizacion
de FceRI y/o FcyRI, que conducen, entre otras cosas, a la liberacion y/o la sintesis de mediadores quimicos a partir
de células, o bien mediante desgranulacién o bien otros procesos. Tal como también se comentd, los compuestos
activos también son potentes inhibidores de cinasa Syk. Como consecuencia de estas actividades, los compuestos
activos de la invencion pueden usarse en una variedad de contextos in vitro, in vivo y ex vivo para regular o inhibir la
cinasa Syk, cascadas de sefalizacién en las que la cinasa Syk desempeifia un papel, cascadas de sefalizacién de
receptores de Fc, y las respuestas biologicas realizadas por tales cascadas de sefalizacion. Por ejemplo, en una
realizacién, los compuestos pueden usarse para inhibir la cinasa Syk, o bien in vitro o bien in vivo, en practicamente
cualquier tipo de célula que exprese la cinasa Syk. También pueden usarse para regular cascadas de transduccién
de sefiales en las que la cinasa Syk desempefia un papel. Tales cascadas de transduccion de sefales dependientes
de Syk incluyen, pero no se limitan a, las cascadas de transduccion de sefiales de FceRI, FcyRI, FcyRlll, BCR e
integrina. Los compuestos también pueden usarse in vitro o in vivo para regular, y en particular inhibir, respuestas
celulares o bioldgicas provocadas por tales cascadas de transduccion de senales dependientes de Syk. Tales
respuestas celulares o bioldgicas incluyen, pero no se limitan a, explosién respiratoria, adhesion celular,
desgranulacién celular, propagacién celular, migracion celular, agregacion celular, fagocitosis, sintesis y liberacion
de citocinas, maduracion celular y flujo de Ca®*. De manera importante, los compuestos pueden usarse para inhibir
la cinasa Syk in vivo como enfoque terapéutico frente al tratamiento o la prevenciéon de enfermedades mediadas, o
bien completa o bien parcialmente, por una actividad de cinasa Syk. Ejemplos no limitativos de enfermedades
mediadas por cinasa Syk que pueden tratarse o prevenirse con los compuestos son las comentadas con mas detalle
a continuacion.

En otra realizacién, los compuestos activos pueden usarse para regular o inhibir las cascadas de sefalizacion de
receptores de Fc y/o desgranulacion mediada por FceRl y/o FcyRI como enfoque terapéutico frente al tratamiento o
prevencion de enfermedades caracterizadas por, provocadas por y/o asociadas con la liberacion o sintesis de
mediadores quimicos de tales cascadas de sefalizacion de receptores de Fc o desgranulacién. Tales tratamientos
pueden administrarse a animales en contextos veterinarios o a seres humanos. Las enfermedades que estan
caracterizadas por, provocadas por o asociadas con tal liberacién, sintesis o desgranulacién de mediadores, y que
por tanto pueden tratarse o prevenirse con los compuestos activos, incluyen, a modo de ejemplo y no de limitacién,
reacciones alérgicas o de hipersensibilidad anafilactica o de atopia, alergias (por ejemplo, conjuntivitis alérgica, rinitis
alérgica, asma atdpica, dermatitis atopica y alergias a alimentos), cicatrizacién de bajo grado (por ejemplo, de
esclerodermia, fibrosis aumentada, queloides, cicatrices postquirdrgicas, fibrosis pulmonar, espasmos vasculares,
migrafa, lesién por reperfusion y tras infarto de miocardio), enfermedades asociadas con destruccion tisular (por
ejemplo, de EPOC, cardiobronquitis y tras infarto de miocardio), enfermedades asociadas con inflamacién tisular
(por ejemplo, sindrome del intestino irritable, colon irritable y enfermedad inflamatoria del intestino), inflamacion y
cicatrizacion.

Ademas de la miriada de enfermedades comentadas anteriormente, los compuestos de espiro-2,4-pirimidindiamina
descritos en el presente documento también pueden ser Utiles para el tratamiento o prevencion de enfermedades
autoinmunitarias, asi como los diversos sintomas asociados con tales enfermedades. Los tipos de enfermedades
autoinmunitarias que pueden tratarse o prevenirse con los compuestos de 2,4-pirimidindiamina incluyen
generalmente los trastornos que suponen lesidn tisular que se produce como resultado de una respuesta humoral
y/o mediada por células frente a inmundgenos o antigenos de origen endégeno y/o exdgeno. Tales enfermedades se
denominan con frecuencia enfermedades que implican las reacciones de hipersensibilidad no anafilacticas (es decir,
tipo I, tipo Ill y/o tipo 1V).

Tal como se comentd anteriormente, las reacciones de hipersensibilidad de tipo | resultan generalmente de la
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liberacion de sustancias farmacoldgicamente activas, tales como histamina, a partir de mastocitos y/o basdfilos tras
el contacto con un antigeno exdégeno especifico. Tal como se menciond anteriormente, tales reacciones de tipo |
desempefian un papel en numerosas enfermedades, incluyendo asma alérgica, rinitis alérgica, etc.

Las reacciones de hipersensibilidad de tipo Il (también denominadas reacciones de hipersensibilidad citotdxicas,
dependientes de complemento citolitico o estimulantes de células) se producen cuando inmunoglobulinas
reaccionan con componentes antigénicos de células o tejido, o con un antigeno o hapteno que se acopla
intimamente a células o tejido. Las enfermedades que estan comuUnmente asociadas con reacciones de
hipersensibilidad de tipo Il incluyen, pero no se limitan a, anemia hemolitica autoinmunitaria, eritroblastosis fetal y
enfermedad de Goodpasture.

Las reacciones de hipersensibilidad de tipo Ill, (también denominadas reacciones de hipersensibilidad de complejo
toxico, de complejo soluble o de complejo inmunitario) resultan de la deposicién de complejos antigeno-
inmunoglobulina circulantes solubles en vasos o en tejidos, con reacciones inflamatorias agudas acompafnantes en
el sitio de deposicién de complejo inmunitario. Los ejemplos no limitativos de enfermedades de reaccion de tipo llI
prototipicas incluyen la reaccion de Arthus, artritis reumatoide, enfermedad del suero, lupus eritematoso sistémico,
determinados tipos de glomerulonefritis, esclerosis multiple y penfigoide ampolloso.

Las reacciones de hipersensibilidad de tipo IV (denominadas con frecuencia reacciones de hipersensibilidad de tipo
celular, mediadas por células, retrasadas o de tuberculina) se provocan por linfocitos T sensibilizados que resultan
del contacto con un antigeno especifico. Ejemplos no limitativos de enfermedades que se menciona que implican
reacciones de tipo 1V son dermatitis de contacto y rechazo de aloinjerto.

Las enfermedades autoinmunitarias asociadas con cualquiera de las reacciones de hipersensibilidad no anafilacticas
anteriores pueden tratarse o prevenirse con espiro-2,4-pirimidindiamina. En particular, los métodos pueden usarse
para tratar o prevenir las enfermedades autoinmunitarias caracterizadas con frecuencia como trastornos
autoinmunitarios de tipo de células individuales u érganos individuales incluyendo, pero sin limitarse a: tiroiditis de
Hashimoto, anemia hemolitica autoinmunitaria, gastritis atréfica autoinmunitaria de anemia perniciosa,
encefalomielitis autoinmunitaria, orquitis autoinmunitaria, enfermedad de Goodpasture, trombocitopenia
autoinmunitaria, oftalmia simpatica, miastenia grave, enfermedad de Graves, cirrosis biliar primaria, hepatitis
agresiva cronica, colitis ulcerosa y glomerulopatia membranosa, asi como las enfermedades autoinmunitarias
caracterizadas con frecuencia como que implican trastorno autoinmunitario sistémico, que incluyen, pero no se
limitan a: lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide, sindrome de Sjogren, sindrome de Reiter, polimiositis-
dermatomiositis, esclerosis sistémica, poliarteritis nudosa, esclerosis multiple y penfigoide ampolloso.

Los expertos en la técnica apreciardn que muchas de las enfermedades autoinmunitarias indicadas anteriormente
estan asociadas con sintomas graves, cuya mejora proporciona un beneficio terapéutico significativo incluso en
casos en los que no puede mejorarse la enfermedad autoinmunitaria subyacente. Muchos de estos sintomas, asi
como sus estados patolégicos subyacentes, resultan como consecuencia de la activacion de la cascada de
sefalizacion de FcyR en células monociticas. Como los compuestos de 2,4-pirimidindiamina descritos en el presente
documento son potentes inhibidores de tal sefalizacién de FcyR en monocitos y otras células, los métodos
encuentran uso en el tratamiento y/o la prevenciéon de una miriada de sintomas adversos asociados con las
enfermedades autoinmunitarias indicadas anteriormente.

Como ejemplo especifico, la artritis reumatoide (AR) da normalmente como resultado hinchamiento, dolor, pérdida
de movimiento y sensibilidad a la presién de articulaciones afectadas en todo el cuerpo. AR se caracteriza por un
sinovio inflamado de manera crénica que esta densamente poblado con linfocitos. La membrana sinovial, que
normalmente tiene el grosor de una capa celular, se vuelve de muchas células y adopta una forma similar al tejido
linfoide, incluyendo células dendriticas, células T, B y NK, macréfagos y agrupaciones de células plasmaticas. Este
proceso, asi como una gran cantidad de mecanismos inmunopatolégicos que incluyen la formacion de complejos de
antigeno-inmunoglobulina, da eventualmente como resultado la destruccién de la integridad de la articulacion, dando
como resultado deformidad, pérdida permanente de funcidon y/o erosion 6sea en o cerca de la articulacion. Los
métodos pueden usarse para tratar 0 mejorar un cualquiera, varios o todos de esos sintomas de AR. Por tanto, en el
contexto de AR, se considera que los métodos proporcionan un beneficio terapéutico (comentado mas
generalmente, mas adelante) cuando se logra una reduccién o mejora de cualquiera de los sintomas comunmente
asociados con AR, independientemente de si el tratamiento da como resultado un tratamiento concomitante de la AR
subyacente y/o una reduccion en la cantidad de factor reumatoide (“RF”) circulante.

Como otro ejemplo especifico, lupus eritematoso sistémico (“LES”) estd normalmente asociado con sintomas tales
como fiebre, dolor en las articulaciones (artralgias), artritis, y serositis (pleuresia o pericarditis). En el contexto de
LES, se considera que los métodos proporcionan beneficio terapéutico cuando se logra una reducciéon o mejora de
cualquiera de los sintomas comunmente asociados con LES, independientemente de si el tratamiento da como
resultado un tratamiento concomitante del LES subyacente.

Como otro ejemplo especifico, la esclerosis mdltiple (“‘EM”) incapacita al paciente alterando su agudeza visual;
estimulando una doble visién; alterando funciones motoras que afectan al andar y al uso de las manos; produciendo
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incontinencia del intestino y la vejiga; espasmos; y déficits sensoriales (sensibilidad al tacto, al dolor y a la
temperatura). En el contexto de EM, se considera que los métodos proporcionan beneficio terapéutico cuando se
logra una mejora o una reduccion en la progresién de uno cualquiera o mas de los efectos incapacitantes
comunmente asociados con EM, independientemente de si el tratamiento da como resultado un tratamiento
concomitante de la EM subyacente.

Cuando se usan para tratar o prevenir tales enfermedades, los compuestos activos pueden administrarse de manera
individual, como mezclas de uno 0 mas compuestos activos o en mezcla o combinacion con otros agentes Utiles
para tratar tales enfermedades y/o los sintomas asociados con tales enfermedades. Los compuestos activos
también pueden administrarse en mezcla o en combinacién con agentes Utiles para tratar otros trastornos o
enfermedades, tales como esteroides, estabilizantes de membrana, inhibidores de 5LO, inhibidores de sintesis y
receptor de leucotrieno, inhibidores de cambio a isotipo IgE o sintesis de IgE, cambio a isotipo IgG o sintesis de IgG,
B-agonistas, inhibidores de triptasa, aspirina, inhibidores de COX, metotrexato, farmacos anti-TNF, retuxina,
inhibidores de PD4, inhibidores de p38, inhibidores de PDE4, y antihistaminicos, por nombrar unos pocos. Los
compuestos activos pueden administrarse en si mismos en forma de profarmacos o como composiciones
farmacéuticas, que comprenden un compuesto activo o profarmaco.

Composiciones farmacéuticas que comprenden los compuestos activos descritos en el presente documento (o
profarmacos de los mismos) pueden fabricarse por medio de procedimientos convencionales de mezclado,
disolucién, granulacion, formacion de grageas, trituracion, emulsién, encapsulacion, atrapamiento o liofilizacion. Las
composiciones pueden formularse de una manera convencional usando uno o mas portadores, diluyentes,
excipientes o compuestos auxiliares fisioldégicamente aceptables que facilitan el procesamiento de los compuestos
activos para dar preparaciones que pueden usarse farmacéuticamente.

El compuesto activo o profarmaco puede formularse en las composiciones farmacéuticas en si mismo, o en forma de
un hidrato, solvato, N-6xido o sal farmacéuticamente aceptable, tal como se describié anteriormente. Normalmente,
tales sales son mas solubles en disoluciones acuosas que los correspondientes &cidos y bases libres, pero también
pueden formarse sales que tienen una solubilidad menor que los correspondientes acidos y bases libres.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién pueden adoptar una forma adecuada para practicamente cualquier
modo de administracién, incluyendo, por ejemplo, tdpica, ocular, oral, bucal, sistémica, nasal, mediante inyeccion,
transdérmica, rectal, vaginal, etc., o una forma adecuada para su administracion mediante inhalacién o insuflaciéon.

Para la administracion tdpica, el/los compuesto(s) activo(s) o profarmaco(s) puede(n) formularse como disoluciones,
geles, pomadas, cremas, suspensiones, etc. tal como se conoce bien en la técnica.

Las formulaciones sistémicas incluyen aquellas disefiadas para su administracién mediante inyeccién, por ejemplo,
inyeccion subcutanea, intravenosa, intramuscular, intratecal o intraperitoneal, asi como las disefiadas para
administracién transdérmica, transmucosa, oral o pulmonar.

Preparaciones inyectables Utiles incluyen suspensiones, disoluciones o emulsiones estériles del/de los compuesto(s)
activo(s) en vehiculos acuosos o aceitosos. Las composiciones también pueden contener agentes de formulacion,
tales como agentes de suspension, estabilizacion y/o dispersion. Las formulaciones para inyeccion pueden
presentarse en forma farmacéutica unitaria, por ejemplo, en ampollas o en recipientes de mdltiples dosis, y pueden
contener conservantes arnadidos.

Alternativamente, la formulacioén inyectable puede proporcionarse en forma de polvo para su reconstitucién con un
vehiculo adecuado, incluyendo, pero sin limitarse a, agua libre de pirégenos, tampén, disolucién de dextrosa, etc.,
antes de su uso. Para ello, el/llos compuesto(s) activo(s) puede(n) secarse mediante cualquier técnica conocida en la
técnica, tal como liofilizacion, y reconstituirse antes de su uso.

Para la administracién transmucosa, se usan agentes de penetracion apropiados para la barrera que va a penetrarse
en la formulacién. Tales agentes de penetracion se conocen en la técnica.

Para la administracién oral, las composiciones farmacéuticas pueden adoptar la forma, por ejemplo, de pastillas para
chupar, comprimidos o capsulas preparados por medios convencionales con excipientes farmacéuticamente
aceptable tales como aglutinantes (por ejemplo, almidéon de maiz pregelatinizado, polivinilpirrolidona o
hidroxipropilmetilcelulosa); cargas (por ejemplo, lactosa, celulosa microcristalina o hidrogenofosfato de calcio);
lubricantes (por ejemplo, estearato de magnesio, talco o silice); disgregantes (por ejemplo, almidén de patata o
glicolato sédico de almidén); o agentes humectantes (por ejemplo, laurilsulfato de sodio). Los comprimidos pueden
recubrirse mediante métodos bien conocidos en la técnica, por ejemplo, con azucares, peliculas o recubrimientos
entéricos.

Las preparaciones liquidas para administracién oral pueden adoptar la forma, por ejemplo, de jarabes, disoluciones,

siropes 0 suspensiones, o pueden presentarse como producto seco para su constitucién con agua u otro vehiculo
adecuado antes de su uso. Tales preparaciones liquidas pueden prepararse mediante medios convencionales con
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aditivos farmacéuticamente aceptables tales como agentes de suspensién (por ejemplo, sirope de sorbitol, derivados
de celulosa o grasas comestibles hidrogenadas); agentes emulsionantes (por ejemplo, lecitina o goma arabiga);
vehiculos no acuosos (por ejemplo, aceite de almendra, ésteres grasos, alcohol etilico, Cremophore™ o aceites
vegetales fraccionados); y conservantes (por ejemplo, p-hidroxibenzoatos de metilo o propilo o acido sérbico). Las
preparaciones también pueden contener sales tamponadas, conservantes, aromatizantes, colorantes y agentes
edulcorantes segln sea apropiado.

Las preparaciones para administracion oral pueden formularse adecuadamente para proporcionar liberacion
controlada del compuesto activo o profarmaco, tal como se conoce bien.

Para la administracion bucal, las composiciones pueden adoptar la forma de comprimidos o pastillas para chupar
formuladas de manera convencional.

Para las vias de administracién rectal y vaginal, el/los compuesto(s) activo(s) puede(n) formularse como disoluciones
(para enemas de retencién), supositorios 0 pomadas que contienen bases de supositorio convencionales tales como
manteca de cacao u otros glicéridos.

Para la administracion nasal o administracion mediante inhalaciéon o insuflacion, el/los compuesto(s) activo(s) o
profarmaco(s) puede(n) administrarse convenientemente en forma de una pulverizacion de aerosol a partir de
envases presurizados o un nebulizador con el uso de un propelente adecuado, por ejemplo, diclorodifluorometano,
triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, fluorocarbonos, didxido de carbono u otro gas adecuado. En el caso de
un aerosol presurizado, la unidad de dosificacion puede determinarse proporcionando una valvula para administrar
una cantidad medida. Pueden formularse capsulas y cartuchos para su uso en un inhalador o insuflador (por ejemplo
capsulas y cartuchos que comprenden gelatina) que contienen una mezcla en polvo del compuesto y una base en
polvo adecuada base tal como lactosa o almidoén.

Un ejemplo especifico de una formulacién de suspension acuosa adecuada para su administracién nasal usando
dispositivos de pulverizacion nasal comercialmente disponibles incluye los siguientes componentes: compuesto
activo o profarmaco (0,5-20 mg/ml); cloruro de benzalconio (0,1-0,2 mg/mL); polisorbato 80 (TWEEN® 80; 0,5-
5 mg/ml); carboximetilcelulosa sédica o celulosa microcristalina (1-15 mg/ml); feniletanol (1-4 mg/ml); y dextrosa (20-
50 mg/ml). El pH de la suspension final puede ajustarse para oscilar entre aproximadamente pH 5 y pH 7, siendo
tipico un pH de aproximadamente pH 5,5.

Otro ejemplo especifico de una suspension acuosa adecuada para la administracion de los compuestos mediante
inhalacién, y en particular para tal administracion de un compuesto de la invencion, contiene 1-20 mg/mL del
compuesto o profarmaco, de polisorbato 80 al 0,1-1% (v/v) (TWEEN®80), citrato 50 mM y/o cloruro de sodio al 0,9%.

Para la administracion ocular, el/los compuesto(s) activo(s) o profarmaco(s) puede(n) formularse como una
disolucién, emulsion, suspension, etc. adecuada para la administracion en el ojo. En la técnica se conoce una
variedad de vehiculos adecuados para administrar compuestos al ojo. Ejemplos especificos no limitativos se
describen en la patente estadounidense n.° 6.261.547; patente estadounidense n.®. 6.197.934; patente
estadounidense n.° 6.056.950; patente estadounidense n.? 5.800.807; patente estadounidense n.? 5.776.445;
patente estadounidense n.® 5.698.219; patente estadounidense n.® 5.521.222; patente estadounidense n.°
5.403.841; patente estadounidense n.2 5.077.033; patente estadounidense n.2 4.882.150; y patente estadounidense
n.? 4.738.851.

Para una administracion prolongada, el/los compuesto(s) activo(s) o profarmaco(s) puede(n) formularse como una
preparacion de deposito para administracion mediante implantacién o inyeccion intramuscular. El principio activo
puede formularse con materiales poliméricos o hidréfobos adecuados (por ejemplo, como una emulsién en un aceite
aceptable) o resinas de intercambio i6nico, o como derivados poco solubles, por ejemplo, como una sal poco
soluble. Alternativamente, pueden usarse sistemas de administracién transdérmica fabricados como un parche o
disco adhesivo que libera lentamente el/los compuesto(s) activo(s) para su absorcion percutanea. Para ello, pueden
usarse potenciadores de la penetracion para facilitar la penetracién transdérmica del/de los compuesto(s) activo(s).
Se describen parches transdérmicos adecuados por ejemplo, en la patente estadounidense n.® 5.407.713; patente
estadounidense n.° 5.352.456; patente estadounidense n.? 5.332.213; patente estadounidense n.? 5.336.168;
patente estadounidense n.® 5.290.561; patente estadounidense n.2 5.254.346; patente estadounidense n.°
5.164.189; patente estadounidense n.? 5.163.899; patente estadounidense n.? 5.088.977; patente estadounidense
n.? 5.087.240; patente estadounidense n.% 5.008.110; y patente estadounidense n.° 4.921.475.

Alternativamente, pueden emplearse otros sistemas de administracion farmacéutica. Liposomas y emulsiones son
ejemplos bien conocidos de vehiculos de administracion que pueden usarse para administrar compuesto(s) activo(s)
o profarmaco(s). También pueden usarse determinados disolventes organicos tales como dimetilsulfoxido (DMSO),
aunqgue habitualmente a costa de una toxicidad superior.

Si se desea, las composiciones farmacéuticas pueden presentarse en un envase o dispositivo dispensador que
puede contener una o mas formas farmacéuticas unitarias que contienen el/los compuesto(s) activo(s). El envase
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puede comprender, por ejemplo, lamina de metal o plastico, tal como un envase tipo blister. El envase o dispositivo
dispensador puede ir acompafado por instrucciones para la administracion.

6.7 Dosificaciones eficaces

El/los compuesto(s) activo(s) o profarmaco(s), o composiciones de los mismos, se usaran generalmente en una
cantidad eficaz para lograr el resultado pretendido, por ejemplo en una cantidad eficaz para tratar o prevenir la
enfermedad particular que esta tratandose. El/los compuesto(s) puede(n) administrarse terapéuticamente para lograr
un beneficio terapéutico o profilacticamente para lograr un beneficio profilactico. Por beneficio terapéutico quiere
decirse erradicacion o mejora del trastorno subyacente que esta tratandose y/o erradicacion o mejora de uno o mas
de los sintomas asociados con el trastorno subyacente de modo que el paciente notifica una mejora en cémo se
siente o su estado, independientemente de que el paciente todavia esté afectado por el trastorno subyacente. Por
ejemplo, la administracién de un compuesto a un paciente que padece una alergia proporciona beneficio terapéutico
no sélo cuando se erradica 0 mejora la respuesta alérgica subyacente, sino también cuando el paciente notifica una
disminucion en la gravedad o duracién de los sintomas asociados con la alergia tras la exposicion al alérgeno. Como
otro ejemplo, beneficio terapéutico en el contexto del asma incluye una mejora en la respiracién tras el comienzo de
un ataque asmatico, o una reduccién en la frecuencia o gravedad de episodios asmaticos. El beneficio terapéutico
también incluye detener o ralentizar la progresion de la enfermedad, independientemente de si se logra una mejora.

Para la administracion profilactica, el compuesto puede administrarse a un paciente con riesgo de desarrollar una de
las enfermedades descritas anteriormente. Por ejemplo, si se desconoce si un paciente es alérgico a un farmaco
particular, el compuesto puede administrarse antes de la administraciéon del farmaco para evitar o mejorar una
respuesta alérgica al farmaco. Alternativamente, puede aplicarse administracién profilactica para evitar la aparicion
de sintomas en un paciente con diagndéstico de un trastorno subyacente. Por ejemplo, puede administrarse un
compuesto a un paciente que padece alergia antes de una exposiciéon anticipada al alérgeno. También pueden
administrarse compuestos de manera profilactica a individuos sanos que se exponen de manera repetida a agentes
conocidos para una de las enfermedades descritas anteriormente para prevenir la aparicion del trastorno. Por
ejemplo, puede administrarse un compuesto a un individuo sano que se expone repetidamente a un alérgeno que se
sabe que induce alergias, tal como latex, en un esfuerzo por prevenir que el individuo desarrolle una alergia.
Alternativamente, puede administrarse un compuesto a un paciente que padece asma antes de emprender
actividades que activan ataques de asma para reducir la gravedad de, o evitar completamente, un episodio
asmatico.

La cantidad de compuesto administrado dependera de una variedad de factores, incluyendo, por ejemplo, la
indicacion particular que esta tratdndose, el modo de administracion, si el beneficio deseado es profilactico o
terapéutico, la gravedad de la indicacién que esta tratandose y la edad y el peso del paciente, la biodisponibilidad del
compuesto activo particular, etc. La determinacion de una dosis eficaz esta dentro de las capacidades de los
expertos en la técnica.

Pueden estimarse dosificaciones eficaces inicialmente a partir de ensayos in vitro. Por ejemplo, puede formularse
una dosificacion inicial para su uso en animales para lograr una concentraciéon en suero o sangre circulante de
compuesto activo que es de, o superior a, una Clsy del compuesto particular medida en un ensayo in vitro, tal como
el ensayo de CHMC o BMMC in vitro y otros ensayos in vitro descritos en la seccién de ejemplos. Calcular
dosificaciones para lograr tales concentraciones en suero o sangre circulante teniendo en cuenta la biodisponibilidad
del compuesto particular esta dentro de las capacidades de los expertos en la técnica. Para directrices, se remite al
lector a Fingl & Woodbury, “General Principles”, In: Goodman and Gilman’s The Pharmaceutical Basis of
Therapeutics, capitulo 1, pags. 1-46, ultima edicién, Pergamon Press, y las referencias citadas en el mismo.

También pueden estimarse dosificaciones iniciales a partir de datos in vivo, tales como modelos animales. En la
técnica se conocen bien modelos animales Utiles para someter a prueba la eficacia de compuestos para tratar o
prevenir las diversas enfermedades descritas anteriormente. Modelos animales adecuados de reacciones de
hipersensibilidad o alérgicas se describen en Foster, 1995, Allergy 50(21 Sup.): 6-9, discusién 34-38 y Tumas et al.,
2001, J. Allergy Clin. Immunol. 107(6):1025-1033. Modelos animales adecuados de rinitis alérgica se describen en
Szelenyi et al., 2000, Arzneimittelforschung 50(11):1037-42; Kawaguchi et al., 1994, Clin. Exp. Allergy 24(3):238-244
y Sugimoto et al., 2000, Immunopharmacology 48(1):1-7. Modelos animales adecuados de conjuntivitis alérgica se
describen en Carreras et al., 1993, Br. J. Ophthalmol. 77(8):509-514; Saiga et al., 1992, Ophthalmic Res. 24 (1):45-
50; y Kunert et al, 2001, Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 42(11):2483-2489. Modelos animales adecuados de
mastocitosis sistémica se describen en O’'Keefe et al., 1987, J. Vet. Intern. Med. 1(2):75-80 y Bean-Knudsen et al.,
1989, Vet. Pathol. 26(1):90-92. Modelos animales adecuados de sindrome de hiper IgE se describen en Claman et
al.,, 1990, Clin. Immunol. Immunopathol. 56(1):46-53. Modelos animales adecuados de linfoma de células B se
describen en Hough et al., 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:13853-13858 y Hakim et al, 1996, J. Immunol.
157(12):5503-5511. Modelos animales adecuados de trastornos atopicos tales como dermatitis atépica, eczema
atdpico y asma atopica se describen en Chan et al., 2001, J. Invest. Dermatol. 117(4):977-983 y Suto et al., 1999,
Int. Arch. Allergy Immunol. 120 (Sup. 1): 70-75. Los expertos en la técnica pueden adaptar de manera rutinaria tal
informacién para determinar dosificaciones adecuadas para la administracion a seres humanos. En la seccién de
ejemplos se describen modelos animales adecuados adicionales.
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Las cantidades de dosificacion estaran normalmente en el intervalo de desde aproximadamente 0,0001 6 0,001 6
0,01 mg/kg/dia hasta aproximadamente 100 mg/kg/dia, pero pueden ser superiores o inferiores, dependiendo, entre
otros factores, de la actividad del compuesto, su biodisponibilidad, el modo de administraciéon y diversos factores
comentados anteriormente. La cantidad de dosificacion y el intervalo pueden ajustarse individualmente para
proporcionar niveles en plasma del/de los compuesto(s) que son suficientes para mantener un efecto terapéutico o
profilactico. Por ejemplo, los compuestos pueden administrarse una vez por semana, varias veces por semana (por
ejemplo, cada dos dias), una vez al dia o multiples veces al dia, dependiendo, entre otras cosas, del modo de
administracion, la indicacién especifica que esta tratandose y el criterio del médico encargado. En casos de
administracion local o captacion selectiva, tal como administracion tépica local, la concentracion local eficaz de
compuesto(s) activo(s) puede no estar relacionada con la concentracion en plasma. Los expertos en la técnica
podran optimizar las dosificaciones locales eficaces sin excesiva experimentacién.

Preferiblemente, el/los compuesto(s) proporcionara(n) beneficio terapéutico o profilactico sin provocar toxicidad
sustancial. La toxicidad del/de los compuesto(s) puede determinarse usando procedimientos farmacéuticos
convencionales. La razén de dosis entre el efecto toxico y terapéutico (o profilactico) es el indice terapéutico. Se
prefiere(n) el/los compuestos(s) que presenta(n) indices terapéuticos superiores.

Habiéndose descrito la invencion, los siguientes ejemplos se ofrecen a modo de ilustracién y no de limitacién.

7. Ejemplos

7.2 Compuestos de espiro-2,4-pirimidindiamina

7.2.1 2-(2-t-Butildimetilsiloxietil)-6-nitro-3-oxo-4H-benz[1,4]oxazina racémica
TBOMS!

N NO
H 2

A una disolucién de 4,8 g de 2-(2-hidroxietil)-6-nitro-3-oxo-4H-benz[1,4]oxazina racémica en dimetilformamida (100
mL) y 3,4 mL de dietilisopropilamina a 0°C se le afnadieron 4,7 g de cloruro de terc-butildimetilsililo. Se agité la
mezcla de reaccion a 0°C durante 20 minutos, a temperatura ambiente durante 3 horas, se concentré y se reparti6 el
residuo resultante entre disolucion de bicarbonato de sodio y EtOAc. Se extrajo la fase acuosa con EtOAc y se
lavaron las fases organicas combinadas con agua, salmuera, después se secaron sobre MgSQO,. Se elimin6 el
disolvente a vacio y se purific6 el material bruto mediante cromatografia en columna (hexanos/EtOAc)
proporcionando 1 g del producto deseado 2-(2-t-butildimetilsiloxietil)-6-nitro-3-oxo-4H-benz[1,4]Joxazina racémica;
EM (m/e): 353 (MH").

7.2.2 2-2-t-Butildimetilsiloxietil-6-nitro-3-oxo-4-p-metoxibencil-benz[1,4]oxazina racémica

RS St
O NO

Me

2

Se agitd durante 2 h una disolucion de 450 mg de 2-(2-t-butildimetilsiloxietil)-6-nitro-3-oxo-4-(p-metoxibencil)-
benz[1,4Joxazina racémica en 25 mL de HCI concentrado al 1% en EtOH. Se elimin6 el disolvente mediante
evaporacion rotatoria proporcionando 370 mg del producto deseado 2-(2-hidroxietil)-6-nitro-3-o0xo-4-(p-metoxibencil)-
benz[1,4]oxazina racémica. EM (m/e): 357 (MH").

7.2.3 2-2-Metanosulfoniletil-6-nitro-3-oxo-4-p-metoxibencil-benz[1,4]oxazina racémica
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A una disolucién de 640 mg de 2-(2-hidroxietil)-6-nitro-3-oxo0-4-(p-metoxibencil)-benz[1,4Joxazina racémica en THF
(30 mL) y 1 mL de DIEA a 0°C se le anadieron 330 uL de MsCI. Se agit6 la mezcla de reaccion a 0°C durante
20 minutos, a temperatura ambiente durante 3 horas y después se concentrd. Se repartié el residuo resultante entre
disolucién de bicarbonato y EtOAc. Se extrajo la fase acuosa con EtOAc y se lavaron las fases organicas
combinadas con agua, salmuera, después se secaron sobre MgSOs. Se eliminé el disolvente a vacio y se purifico el
material bruto mediante cromatografia en columna (hexanos/EtOAc) proporcionando 1 g del compuesto del titulo.
EM (m/e): 437 (MH").

7.2.4 2-2-Ciclopropil-6-nitro-3-ox0-4-p-metoxibencil-benz[1,4]oxazina

2,

Me

A una disolucién de 500 mg de 2-(2-metanosulfoniletil)-6-nitro-3-oxo-4-(p-metoxibencil)-benz[1,4]oxazina racémica
en THF (30 mL) a -15°C se le afiadieron lentamente (gota a gota) 2,5 mL de una disoluciéon de hexametilsililazida de
litio 1,0 M y se agit6 la mezcla de reaccion a -15°C durante 3 horas. Se concentré la mezcla de reaccion y se repartio
el residuo resultante entre disolucion de bicarbonato y EtOAc. Se extrajo la fase acuosa con EtOAc y se lavaron las
fases organicas combinadas con agua, salmuera, después se secaron sobre MgSOs. Se eliminé el disolvente a
vacio y se purifico el material bruto mediante cromatografia en columna (hexanos/EtOAc) proporcionando 150 mg
del producto deseado 2-2-ciclopropil-6-nitro-3-oxo-4-(p-metoxibencil)-benz[1,4]oxazina; EM (m/e): 341 (MH").

7.2.5 2-(2-Ciclopropil)-6-nitro-3-oxo0-4H-benz[1,4]oxazina

o) NO,

N
H

A una disolucién de 400 mg de 2-(2-ciclopropil)-6-nitro-3-ox0-4-(p-metoxibencil)-benz[1,4]Joxazina en acetonitrilo /
agua (50 mL) se le afadieron 2,5 eq. de nitrato de amonio cérico. Se agité la mezcla de reacciéon a temperatura
ambiental durante 18 horas, se filir6, se concentr6 y se reparti6 el residuo resultante entre disolucién de bicarbonato
y EtOAc. Se extrajo la fase acuosa con EtOAc y se lavaron las fases organicas combinadas con agua, salmuera y
después se secaron sobre MgSQOs. Se elimind el disolvente a vacio y se purifico el material bruto mediante
cromatografia en columna (hexanos/EtOAc) proporcionando 250 mg del producto deseado 2-(2-ciclopropil)-6-nitro-3-
oxo-4H-benz[1,4]oxazina. EM (m/e): 341 (MH").

7.2.6 6-Amino-2-(2-ciclopropil)-3-oxo-4H-benz[1,4]oxazina

7,

A una disolucién de 200 mg de 2-(2-ciclopropil)-6-nitro-3-ox0-4H-benz[1,4]Joxazina (1 g) en EtOH/agua (20 mL; 2:1
v/v) se le afiadieron 5 eq. de hierro y 5 eq. de cloruro de amonio y se calenté la reaccion a 90°C durante 4 h. Se
enfrié la mezcla de reaccién hasta temperatura ambiente, se diluy6é con diclorometano y se filtr6. Se separaron las
fases, se extrajo la acuosa una vez con diclorometano, se secaron las fases organicas combinadas sobre sulfato de
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magnesio, se filtro la disolucién y se evapord el filtrado a vacio proporcionando el producto deseado 6-amino-2-(2-
ciclopropil)-3-oxo-4H-benz[1,4]. EM (m/e): 191 (MH™).

7.2.7 2,3-Dimetil éter de 1-bencenosulfonato de pirogalol

OMe
OMe
Oz

o-S

A una disolucion de 10 mL de 2,3-dimetoxifenol y 13,3 mL de TEA en 150 mL de DCM a 0°C se le afhadieron
11,25 mL de cloruro de bencenosulfonilo lentamente gota a gota con agitacion. Se dejo calentar la mezcla de
reaccion hasta temperatura ambiente y se agitd durante la noche. Se filtré la mezcla de reaccion y se redujo el
volumen mediante evaporacién rotatoria. Se lavé la disolucién de DCM con disolucion de HCI diluida, disolucién de
bicarbonato saturada al 50% y después salmuera, se secé con sulfato de magnesio, se filtr6 y se evaporo el
disolvente proporcionando 11 g del producto deseado 2,3-dimetil éter de 1-bencenosulfonato de pirogalol. EM (m/e):
295 (MH").

7.2.8 2,3-Dimetil éter de 1-bencenosulfonato de 5-nitro-pirogalol

OMe
OMe

O,N 0-S02

A una disolucion de 6,26 g de 2,3-dimetil éter de 1-bencenosulfonato de pirogalol en 60 mL de &cido acético glacial a
0°C se le anadieron 12 mL de acido nitrico fumante. Se dej6 calentar la mezcla de reacciéon hasta temperatura
ambiente y se agitdé durante la noche y después se afnadié a 400 mL de agua helada. Se neutraliz6 la disolucion con
bicarbonato de sodio solido y se extrajo con acetato de etilo. Se lavaron las fases organicas combinadas con
disolucion de bicarbonato saturada, salmuera, se secaron sobre sulfato de magnesio, se filtraron y se evaporaron y
se purifico el residuo resultante mediante cromatografia en columna de gel de silice (hexanos/EtOAc 85:15)
proporcionando 6 g del producto deseado 2,3-dimetil éter de 1-bencenosulfonato de 5-nitro-pirogalol. EM (m/e): 340
(MH").

7.2.9 2,3-Dimetoxi-5-nitrofenol

OMe
OMe

O,N OH

Se calenté a 50 grados centigrados durante 30 minutos con agitacion una suspension de 6 g de 2,3-dimetil éter de
1-bencenosulfonato de (+)-5-nitro-pirogalol en 60 mL de metanol y 36 mL de disolucion acuosa de KOH al 20% en
peso, después se enfrid, se diluyd con 350 mL de agua D.l. y se acidifico con HCI conc. en exceso proporcionando
un precipitado que se recogié mediante filtracion por succién y se sec6 proporcionando 4,6 g del producto deseado
2,3-dimetoxi-5-nitrofenol. EM (m/e): 200 (MH").

7.2.10 4,5-Dimetoxi-3-hidroxianilina

36



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2380550 T3

OMe
OMe

H,N OH

Se hidrogend bajo un globo de hidrégeno durante la noche una disolucién de 1,1 g de 2,3-dimetoxi-5-nitrofenol en
45 mL de metanol anhidro con 200 mg de Pd al 10% /C (Degussa). Se filtrd la reaccion a través de un lecho de
Celite y se evapord y se sometié el residuo a cromatografia sobre gel de silice (gradiente de acetato de
etilo/hexanos 3:2 hasta el 100% de acetato de etilo). Se evaporaron las fracciones apropiadas hasta sequedad
proporcionando un aceite que se llevo a metanol al que se le afadié una disolucién metandlica de HCl y se evapor6
el disolvente proporcionando 1,0 g del producto deseado cloruro de 4,5-dimetoxi-3-hidroxianilina. EM (m/e): 170
(MH™).

7.2.11 2-Cloro-N4-[2-(2-ciclopropil)-3-ox0-4H-benz[1,4]oxazin-6-il]-5-fluoro-4-pirimidinamina

| |
07N N \N’km
H H

Se calent6 durante la noche a 80°C una mezcla de 325 mg de 2,4-dicloro-5-fluoropirimidina y 124 mg de 6-amino-2-
(2-ciclopropil)-3-oxo0-4H-benz[1,4]oxazina en 20 mL de metanol/agua 1:1 y tras enfriarse se diluy6 con una disolucion
de HCI 1 N. Se recogi6 el precipitado mediante filtracién por succién, se secd, se trituré6 con hexanos y se secé de
nuevo proporcionando 170 mg del producto deseado 2-cloro-N4-[2-(2-ciclopropil)-3-oxo-4H-benz[1,4]oxazin-6-il]-5-
fluoro-4- pirimidinamina. 'H-RMN (DMSO-d6): & 8,24 (d, 1H), 7,22 (d, 1H), 7,19 (dd, 1H), 6,83 (d, 2H), 1,20 (m, 2H);
CL-EM: tiempo de retencién 11,30 min.; pureza del 94%; EM (m/e): 321 (MH").

7.2.12 N4-[2-(2-Ciclopropil)-3-ox0-4H-benz[1,4]oxazin-6-il]-5-fluoro-N2-[3-(N-metilamino)carbonilmetilenoxifenil]-2,4-
pirimidindiamina (compuesto 1)

0:©\FI/\N /@\

! |

0O N N N N (&)

H H H /Ir

Se calent6 en el microondas a 180°C durante 4200 segundos una mezcla de 40 mg de 2-cloro-N4-[2-(2-ciclopropil)-
3-0x0-4H-benz[1,4]oxazin-6-il]-5-fluoro-4-pirimidinamina y 48 mg de 3-(N-metilamino)carbonilmetilenoxianilina en
700 uL de EtOH. Se recogié el precipitado formado mediante filtracién por succién, se seco, se suspendié en una
disolucién de bicarbonato diluida, se sometié a sonicacion, se recogid mediante filtracion por succién y se secé
proporcionando 25 mg del producto deseado N4-[2-(2-ciclopropil)- 3-oxo0-4H-benz[1,4]oxazin-6-il]-5-fluoro-N2-[3-(N-
metilamino)carbonilmetilen-oxifenil]-2,4-pirimidindiamina. 'H-RMN (DMSO-d6): & 8,08(d, 1H), 7,92 (m, 1H), 7,32 (m,
4H), 7,04 (t, 1H), 6,81 (d, 1H), 6,43 (dd, 1H), 4,33 (s, 2H), 2,62 (d, 3H), 1,19 (m, 4H); CL-EM: tiempo de retencién
9,35 min; pureza del 96%; EM (m/e): 465 (MH").

7.2.13 N4-[2-(2-Ciclopropil)-3-oxo-4H-benz[1,4]oxazin-6-il]-5-fluoro-N2-(indazol-6-il)-2,4-pirimidindiamina (compuesto

2)
T O
\ ’
0”" "N N~ NN N
H H H H

De una manera similar a la preparacion de N4-[2-(2-ciclopropil)-3-ox0-4H-benz[1,4]oxazin-6-il]-5-fluoro-N2-[3-(N-
metilamino)carbonilmetilenoxifenil]-2,4-pirimidindiamina, se hicieron reaccionar 2-cloro-N4-[2-(2-ciclopropil)-3-oxo-
4H-benz[1,4]oxazin-6-il]-5-fluoro-4-pirimidinamina y 6-aminoindazol proporcionando el producto deseado N4-[2-(2-
ciclopropil)-3-oxo-4H-benz[1,4]oxazin-6-il]-5-fluoro-N2-(indazol-6-il)-2,4-pirimidindiamina. 'H-RMN (DMSO-d6): & 8,06
(m, 2H), 7,82 (s, 1H), 7,53 (d, 4H), 7,39 (dd, 1H), 7,22 (m, 2H), 6,83(d, 1H), 1,19 (m, 4H); CL-EM: tiempo de
retencion 9,29 min; pureza del 90%; EM (m/e): 418 (MH").
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7.2.14 N4-[2-(2-Ciclopropil)-3-ox0-4H-benz[1,4]oxazin-6-il]-5-fluoro-N2-(3-hidroxifenil)-2,4-pirimidindiamina
(compuesto 3)

] |
0 N N \NAN OH
H H H

De una manera similar a la preparacion de N4-[2-(2-ciclopropil)-3-ox0-4H-benz[1,4]oxazin-6-il]-5-fluoro-N2-[3-(N-
metilamino)carbonilmetilenoxifenil]-2,4-pirimidindiamina, se hicieron reaccionar 2-cloro-N4-[2-(2-ciclopropil)-3-oxo-
4H-benz[1,4] oxazin-6-il]-5-fluoro-4-pirimidinamina y 3-hidroxianilina proporcionando el producto deseado N4-[2-(2-
ciclopropil)-3-oxo-4H-benz[1,4]oxazin-6-il]-5-fluoro-N2-(3-hidroxifenil)-2,4-pirimidindiamina. 'H-RMN (DMSO-d6): &
8,09 (d, 1H), 7,23 (m, 2H), 7,01 (m, 3H), 6,82 (d, 1H), 6,39 (m, 1H), 1,20 (m, 4H); CL-EM: tiempo de retencién 9,30
min; pureza del 96%; EM (m/e): 394 (MH™).

7.2.15 N4-[2-(2-Ciclopropil)-3-oxo0-4H-benz[1,4]oxazin-6-il]-5-fluoro-N2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2,4-pirimidindiamina
(compuesto 4)

e
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|
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De una manera similar a la preparacion de N4-[2-(2-ciclopropil)-3-ox0-4H-benz[1,4]oxazin-6-il]-5-fluoro-N2-[3-(N-
metilamino)carbonilmetilenoxifenil]-2,4-pirimidindiamina, se hicieron reaccionar 2-cloro-N4-[2-(2-ciclopropil)-3-oxo-
4H-benz[1,4] oxazin-6-il]-5-fluoro-4-pirimidinamina y 3,4,5-trimetoxianilina proporcionando el producto deseado N4-
[2-(2-ciclopropil)-3-ox0-4H-benz[1,4]oxazin-6-il]-5-fluoro-N2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2,4-pirimidindiamina. 'H-RMN
(DMSO-d6): 6 8,12 (d, 1H), 7,21 (m, 2H), 6,87 (s, 2H), 6,77 (d, 1H), 3,58 (s, 6H), 3,56 (S, 3H), 1,20 (m, 4H); CL-EM:
tiempo de retencidn 10,25 min; pureza del 96,5%; EM (m/e): 468 (MH™).

7.2.16 N4-[2-(2-Ciclopropil)-3-ox0-4H-benz[1,4]oxazin-6-il]-5-fluoro-N2-(3,4-dimetoxi-5-hidroxifenil)-2,4-
pirimidindiamina (compuesto 5)

OMe
ZiO]@Ff\'” o
07 N N \N/]\N OH
H H H

De una manera similar a la preparacion de N4-[2-(2-ciclopropil)-3-0x0-4H-benz[1,4]oxazin-6-il]-5-fluoro-N2-[3-(N-
metilamino)carbonilmetilenoxifenil]-2,4-pirimidindiamina, se hicieron reaccionar 2-cloro-N4-[2-(2-ciclopropil)-3-oxo-
4H-benz[1,4] oxazin-6-il]-5-fluoro-4-pirimidinamina y clorhidrato de 5-dimetoxi-3-hidroxianilina proporcionando el
producto deseado N4-[2-(2-ciclopropil)-3-0x0-4H-benz[1,4]oxazin-6-il]-5-fluoro-N2-(3-hidroxi-4,5-trimetoxifenil)-2,4-
pirimidindiamina. '"H-RMN (DMSO-d6): & 8,22 (s, 1H), 8,02 (d, 2H), 7,33 (m, 2H), 6,83 (m, 3H), 3,56 (S, 6H), 1,20 (m,
4H); pureza del 99%; EM (m/e): 454 (MH").

7.3 Ensayos para determinar si los compuestos de espiro-2,4-pirimidindiamina inhiben la desgranulacién mediada
por receptor FceRI

La capacidad de los compuestos de espiro-2,4-pirimidindiamina para inhibir la desgranulacién inducida por IgE
puede demostrarse en una variedad de ensayos celulares con mastocitos humanos en cultivo (CHMC) y/o células
derivadas de médula 6sea de ratén (BMMC). La inhibicién de la desgranulacién se mide a densidad celular tanto
baja como alta cuantificando la liberacién de los factores especificos de granulos triptasa, histamina y
hexosaminidasa. La inhibicion de la liberacion y/o la sintesis de mediadores lipidicos se somete a ensayo midiendo
la liberacion de leucotrieno LTC4 y la inhibicion de la liberacién y/o la sintesis de citocinas se monitorizé
cuantificando TNFa, IL-6 y IL-13. Se cuantifican la triptasa y la hexosaminidasa usando sustratos fluorogénicos tal
como se describe en sus ejemplos respectivos. Se cuantifican la histamina, TNFa, IL-6, IL-13 y LTC4 usando los
siguientes kits de ELISA comerciales: histamina (Immunotech n.® 2015, Beckman Coulter), TNFo (Biosource n.°
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KHC3011), IL-6 (Biosource n.2 KMC0061), IL-13 (Biosource n.2 KHC0132) y LTC4 (Cayman Chemical n.® 520211). A
continuacion se proporcionan los protocolos de los diversos ensayos.

7.3.1 Cultivo de mastocitos y basofilos humanos

Se cultivan mastocitos y basoéfilos humanos a partir de células progenitoras negativas para tal como se describe a
continuacion (véanse también los métodos descritos en la solicitud estadounidense en tramitacién junto con la
presente con n.% de serie 10/053.355, presentada el 8 de noviembre de 2001).

7.3.2 Preparacién de medio completo STEMPRO-34

Para preparar medio completo STEMPRO-34 (“CM”), se afiaden 250 mL de medio libre de suero STEMPRO-34™
(“SFM”; GibcoBRL, n.% de catalogo 10640) a un matraz de filtracion. A esto se le afiaden 13 mL de complemento de
nutrientes STEMPRO-34 (“NS”; GibcoBRL, n.° de catdlogo 10641) (preparado tal como se describe mas
detalladamente a continuacién). Se aclara el recipiente de NS con aproximadamente 10 mL de SFM y se afade el
liquido de aclarado al matraz de filtracion. Tras la adicién de 5 mL de L-glutamina (200 mM; Mediatech, n.% de
catalogo MT 25-005-Cl y 5 mL de 100X penicilina/estreptomicina (“pen-strep”; HyClone, n.% de catalogo SV30010),
se lleva el volumen a 500 mL con SFM y se filtra la disolucion.

El aspecto mas variable de preparar el CM es el método mediante el cual se descongela el NS y se mezcla antes de
la adicién al SFM. El NS debe descongelarse en un bafio de agua a 37°C y se gira en circulos, sin vértice ni
agitacion, hasta que esta en disolucion. Mientras se gira en circulos, obsérvese si hay algin lipido que adn no esta
en disolucién. Si hay lipidos presentes y el NS no tiene un aspecto uniforme, se devuelve al bafio de agua y se repite
el proceso de girar en circulos hasta que su aspecto es uniforme. Algunas veces este componente pasa
inmediatamente a disolucién, algunas veces tras un par de ciclos de girar en circulos, y algunas veces no se
consigue. Si tras un par de horas el NS todavia no esta en disolucién, se desecha y se descongela una nueva
unidad. No debe usarse un NS que parece no ser uniforme tras descongelarse.

7.3.3 Expansion de células CD34+

Se expande una poblacion inicial de células positivas para CD34 (CD34+) de numero relativamente pequefio (1-5 x
10° células) hasta un nimero relativamente grande de células progenitoras negativas para CD34 (aproximadamente
2-4 x 10° células) usando los medios de cultivo y métodos descritos a continuacion. Las células CD34+ (de un Gnico
donante) se obtienen de Allcells (Berkeley, CA). Dado que hay un grado de variacién en la calidad y el nimero de
células CD34+ que Allcells proporciona normalmente, se transfieren las células recién entregadas a un tubo cénico
de 15 mL y se llevan a 10 mL en CM antes de su uso.

En el dia 0, se realiza un recuento celular sobre las células viables (fase brillante) y se centrifugaron las células a
1200 rpm hasta sedimentacion. Se resuspenden las células hasta una densidad de 275.000 células/mL con CM que
contiene 200 ng/mL de factor de células madre humano recombinante (“SCF”; Peprotech, n.? de catalogo 300-07) y
20 ng/mL de ligando flt-3 humano (Peprotech, n.? de catélogo 300-19) (“medio CM/SCF/flt-3"). Aproximadamente en
el dia 4 6 5, se comprueba la densidad del cultivo realizando un recuento celular y se diluye el cultivo hasta una
densidad de 275.000 células/mL con medio CM/SCF/flt-3 nuevo. Aproximadamente en el dia 7, se transfiere el
cultivo a un tubo estéril y se realiza un recuento celular. Se centrifugan las células a 1200 rpm y se resuspenden
hasta una densidad de 275.000 células/mL con medio CM/SCF/flt-3 nuevo.

Se repite el ciclo, comenzando desde el dia 0, un total de 3-5 veces a lo largo del periodo de expansion.

Cuando el cultivo es grande y esta manteniéndose en multiples matraces y va a resuspenderse, se combina el
contenido de todos los matraces en un Unico recipiente antes de realizar un recuento celular. Esto garantiza que se
logra un recuento celular preciso y proporciona un grado de uniformidad de tratamiento para toda la poblacion. Cada
matraz se comprueba por separado para detectar contaminacion con el microscopio antes de combinarlos para
impedir la contaminacién de toda la poblacion.

Entre los dias 17-24, el cultivo puede comenzar a disminuir (es decir, aproximadamente el 5-10% del nimero total
de células mueren) y no logra expandirse tan rapidamente como antes. Entonces se monitorizan las células
diariamente durante este tiempo, ya que un fallo completo del cultivo puede tener lugar en tan sélo 24 horas. Una
vez que ha comenzado la disminucion, se cuentan las células, se centrifugan a 850 rpm durante 15 minutos, y se
resuspenden a una densidad de 350.000 células/mL en medio CM/SCF/flt-3 para inducir una o dos divisiones mas
del cultivo. Se monitorizan las células diariamente para evitar un fallo del cultivo.

Cuando es evidente mas del 15% de muerte celular en el cultivo de células progenitoras y hay algo de residuo
presente en el cultivo, las células progenitoras negativas para CD34 estan listas para diferenciarse.

7.3.4 Diferenciacion de células progenitoras negativas para CD34 en mastocitos de la mucosa
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Se realiza una segunda fase para convertir las células progenitoras negativas para CD34 expandidas en mastocitos
de la mucosa diferenciados. Estos mastocitos humanos cultivados (“CHMC”) de la mucosa se derivan de células
CD34+ aisladas de sangre del cordéon umbilical y se tratan para formar una poblaciéon proliferada de células
progenitoras negativas para CD34, tal como se describié anteriormente. Para producir las células progenitoras
negativas para CD43, el ciclo de resuspension para el cultivo es el mismo que el descrito anteriormente, excepto
porque se siembra el cultivo a una densidad de 425.000 células/mL y se afade un 15% de medios adicionales
aproximadamente en el dia cuatro o cinco sin realizar un recuento celular. Ademas, se modifica la composicién de
citocina del medio de modo que contiene SCF (200 ng/mL) e IL-6 humana recombinante (200 ng/mL; Peprotech, n.°
de catalogo 200-06 reconstituida hasta 100 ug/mL en acido acético 10 mM estéril) (“medio CM/SCF/IL-6”).

Las fases | y Il juntas abarcan aproximadamente 5 semanas. Algo de muerte y residuo en el cultivo resulta evidente
durante las semanas 1-3 y hay un periodo durante las semanas 2-5 durante el cual un pequefio porcentaje del
cultivo ya no esta en suspensién, sino que en vez de eso esta fijado a la superficie del recipiente de cultivo.

Como durante la fase I, cuando el cultivo tiene que resuspenderse en el dia siete de cada ciclo, se combina el
contenido de todos los matraces en un Unico recipiente antes de realizar un recuento celular para garantizar la
uniformidad de toda la poblacién. Se comprueba cada matraz por separado para detectar contaminacién con el
microscopio antes de la combinacion para impedir la contaminacién de toda la poblacion.

Cuando se combinan los matraces, aproximadamente el 75% del volumen se transfiere al recipiente comun, dejando
atras aproximadamente 10 mL mas o menos en el matraz. El matraz que contiene el volumen restante se golpea
brusca y lateralmente para desplazar las células fijadas. El golpeo se repite con un angulo recto con respecto al
primer golpe para desplazar completamente las células.

Se inclina el matraz a un angulo de 45 grados durante un par de minutos antes de transferir el volumen restante al
recipiente de recuento. Se centrifugan las células a 950 rpm durante 15 min antes de sembrar a 35-50 mL por
matraz (a una densidad de 425.000 células/mL).

7.3.5 Diferenciacion de células progenitoras negativas para CD34 en mastocitos de tipo tejido conjuntivo

Se prepara una poblacién proliferada de células progenitoras negativas para CD34 tal como anteriormente y se trata
para formar un fenotipo positivo para triptasa / quimasa (tejido conjuntivo). Los métodos se realizan tal como se
describidé anteriormente para los mastocitos de la mucosa, pero con la sustitucién de IL-6 por IL-4 en el medio de
cultivo. Las células obtenidas son tipicas de mastocitos de tejido conjuntivo.

7.3.6 Diferenciacion de células progenitoras negativas para CD34 en basofilos

Se prepara una poblacion proliferada de células progenitoras negativas para CD34 tal como se describié en la
seccién 7.2.1.3, anteriormente, y se usa para formar una poblacion proliferada de baséfilos. Las células negativas
para CD34 se tratan tal como se describi6é para mastocitos de la mucosa, pero con la sustitucién de IL-6 por IL-3 (a
20-50 ng/mL) en el medio de cultivo.

7.3.7 Activacion mediante IgE a baja densidad celular CHMC: ensayos de triptasa y LTC4

A placas de fondo en U de 96 pocillos por duplicado (Costar 3799) se les afiaden 65 ul de diluciones de compuesto o
muestras control que se han preparado en MT [NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, CaClz 1,8 mM, MgCl> 1,0 mM, glucosa
5,6 mM, Hepes 20 mM (pH 7,4), aloumina de suero bovino al 0,1%, (Sigma A4503)] que contenia MeOH al 2% y
DMSO al 1%. Se sedimentan células CHMC (980 rpm, 10 min.) y se resuspenden en MT previamente calentado. Se
anaden 65 ul de células a cada placa de 96 pocillos. Dependiendo de la actividad de desgranulacion para cada
donante de CHMC particular, se cargan 1000-1500 células/pocillo. Se mezclan cuatro veces seguido por una
incubacién de 1 h a 37°C. Durante la incubacién de 1 h, se prepara una disolucién de anticuerpo anti-IgE 6X
[anticuerpo de conejo anti-IgE humana (1 mg/ml, Betil Laboratories A80-109A) diluido 1:167 en tamp6n MT]. Se
estimulan las células afadiendo 25 ul de disolucién de anticuerpo anti-IgE 6X a las placas apropiadas. Se afiaden
25 ul de MT a pocillos control no estimulados. Se mezcla dos veces tras la adicién del anticuerpo anti-IgE. Se incuba
a 37°C durante 30 minutos. Durante la incubacién de 30 minutos, se diluye la disolucién madre de sustrato triptasa
20 mM [(Z-Ala-Lys-Arg-AMC2TFA; Enzyme Systems Products, n.2 AMC-246)] 1:2000 en tampén de ensayo triptasa
[Hepes 0,1 M (pH 7,5), glicerol 10% p/v, heparina 10 uM (Sigma H-4898) 0,01 NaNs]. Se centrifugan las placas a
1000 rpm durante 10 min para sedimentar células. Se transfieren 25 ul de sobrenadante a una placa de fondo negro
de 96 pocillos y se afiaden 100 ul de disolucion de sustrato triptasa recién diluida a cada pocillo. Se incuban las
placas a temperatura ambiente durante 30 min. Se lee la densidad Optica de las placas a 355 nm/460 nm en un
lector de placas espectrofotométrico.

También se cuantifica leucotrieno C4 (LTC4) usando un kit ELISA en muestras de sobrenadante diluidas

apropiadamente (determinado empiricamente para cada poblacién de células de donante de modo que la medicién
de la muestra se encuentra dentro de la curva patrdn) siguiendo las instrucciones del proveedor.
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7.3.8 Activacién mediante IgE a alta densidad celular CHMC: ensayos de desgranulacion (triptasa, histamina),
leucotrieno (LTC4), y citocina (TNFalfa, IL-13)

Se sensibilizan mastocitos humanos cultivados (CHMC) durante 5 dias con IL-4 (20 ng/ml), SCF (200 ng/ml), IL-6
(200 ng/ml), e IgE humana (CP 1035K de Cortx Biochem, 100-500 ng/m| dependiendo de la generacién) en medio
CM. Tras la sensibilizacion, se cuentan las células, se sedimentan (1000 rpm, 5-10 minutos), y se resuspenden a
1-2 x10° células/ml en tampén MT. Se afiaden 100 ul de suspension celular a cada pocillo y 100 ul de diluciones de
compuesto. La concentracion de vehiculo final es del 0,5% de DMSO. Se incuban a 37°C (CO: al 5%) durante 1
hora. Tras 1 hora de tratamiento de compuesto, se estimulan las células con anticuerpo anti-IgE 6X. Se mezclan los
pocillos con las células y se dejan incubar las placas a 37°C (CO; al 5%) durante una hora. Tras una incubacién de 1
hora, se sedimentan las células (10 minutos, 1000 RPM) y se recogen 200 ul por pocillo del sobrenadante, con
cuidado de no alterar el sedimento. Se coloca la placa de sobrenadante sobre hielo. Durante la etapa de 7 horas
(véase a continuacion) se realiza un ensayo de triptasa con el sobrenadante que se ha diluido 1:500. Se resuspende
el sedimento celular en 240 ul de medios CM que contienen el 0,5% de DMSO y una concentracion correspondiente
de compuesto. Se incuban células CHMC durante 7 horas a 37°C (CO: al 5%). Tras la incubacién, se sedimentan
células (1000 RPM, 10 minutos) y se recogen 225 ul por pocillo y se colocan a -80°C hasta que estan listas para
realizar ensayos ELISA. Se realizan ensayos ELISA en muestras diluidas apropiadamente (determinado
empiricamente para cada poblaciéon de células de donante de modo que la mediciéon de la muestra se encuentra
dentro de la curva patrdn) siguiendo las instrucciones del proveedor.

7.4 Los compuestos de 2,4-pirimidindiamina de la invencién pueden inhibir selectivamente la cascada del receptor
de IgE aguas arriba

Los compuestos de espiro-2,4-pirimidindiamina pueden someterse a prueba en ensayos celulares para determinar la
desgranulacién inducida por ionomicina, tal como se describe a continuacion, para determinar si bloquean o inhiben
la cascada de transduccién de senales del receptor de IgE de manera temprana.

7.4.1 Activacion mediante ionomicina a baja densidad celular de CHMC: ensayo de triptasa

Se llevan a cabo ensayos para determinar la desgranulacion de mastocitos inducida por ionomicina tal como se
describié para los ensayos de activacion mediante IgE a baja densidad de CHMC (seccion 7.2.2, citado
anteriormente), con la excepcion de que durante la incubaciéon de 1 hora, se prepara una disolucion de ionomicina
6X [ionomicina 5 mM (Sigma 1-0634) en MeOH (disolucién madre) diluida 1:416,7 en tamp6n MT (2 oM final)] y se
estimulan las células afiadiendo 25 pl de la disolucion de ionomicina 6X a las placas apropiadas.

7.5 Los compuestos de espiro-2,4-pirimidindiamina inhiben la cascada de sefalizacion del receptor de IgE

Se sometieron a prueba los compuestos 1-5 para determinar su capacidad para inhibir la cascada de sefializacién
del receptor de IgE en un ensayo de 8 puntos con células CHMC. Para el ensayo se midié la cantidad de liberacion
de triptasa. Los cinco compuestos mostraron Clsg inferiores a 100 nM.

7.6 Los compuestos de 2,4-pirimidindiamina inhiben la cinasa Syk en ensayos bioquimicos

Pueden someterse a prueba los compuestos de espiro-2,4-pirimidindiamina para determinar su capacidad para
inhibir la fosforilacion catalizada por la cinasa Syk de un sustrato peptidico en un ensayo de polarizacion de
fluorescencia bioquimico con cinasa Syk aislada. En este experimento, se diluyen compuestos hasta DMSO al 1%
en tampon cinasa (HEPES 20 mM, pH 7,4, MgClz 5 mM, MnCl; 2 mM, DTT 1 mM, gamma-globulina bovina acetilada
0,1 mg/mL). Se mezclan compuestos en DMSO al 1% (0,2% de DMSO final) con disolucion de ATP/sustrato a
temperatura ambiente. Se afiade cinasa Syk (Upstate, Lake Placid NY) hasta un volumen de reaccion final de 20 uL,
y se incuba la reaccion durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las condiciones de reaccion enzimatica finales
son HEPES 20 mM, pH 7,4, MgCl> 5 mM, MnCl, 2 mM, DTT 1 mM, gamma-globulina bovina acetilada 0,1 mg/mL,
0,125 ng de Syk, ATP 4 uM, sustrato peptidico 2,5 uM (biotina-EQEDEPEGDYEEVLE-CONH2, SynPep
Corporation). Se anfade EDTA (10 mM final)/anticuerpo anti-fosfotirosina (1X final)/indicador fosfopeptidico
fluorescente (0,5X final) en tampon de dilucion FP para detener la reaccién hasta un volumen total de 40 uL segln
instrucciones del fabricante (PanVera Corporation). Se incuba la placa durante 30 minutos en la oscuridad a
temperatura ambiente. Se leen las placas en un lector de placas de polarizacién de fluorescencia Polarion (Tecan).
Se convierten los datos en una cantidad de fosfopéptido presente usando una curva de calibracion generada
mediante competicién con el competidor fosfopeptidico proporcionado en el kit de ensayo de tirosina cinasa, Green
(PanVera Corporation).

Se sometieron a prueba los compuestos 1-4 en este ensayo. Todos los compuestos mostraron una Clsg de inhibicion
de Syk inferior a 125 nM.

7.7 La eficacia in vivo de compuestos frente a enfermedades autoinmunitarias puede demostrarse en un modelo de
ratén de artritis inducida por anticuerpo frente al colageno (CAIA).
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7.7.1 Modelo

La artritis inducida por colageno (CIA) en roedores se usa con frecuencia como uno de los modelos experimentales
para lesion tisular mediada por IC. La administracion de colageno tipo Il en ratones o ratas da como resultado una
reaccién inmunitaria que implica de manera caracteristica la destruccion inflamatoria de cartilago y hueso de las
articulaciones distales con hinchamiento concomitante de tejidos circundantes. La CIA se usa cominmente para
evaluar compuestos que pueden tener un uso potencial como farmacos para el tratamiento de artritis reumatoide y
otros estados inflamatorios cronicos.

En los Ultimos afos, surgié una nueva técnica en la modelizaciéon de CIA, en la que se aplican los anticuerpos anti-
colageno tipo Il para inducir una CIA mediada por anticuerpos. Las ventajas del método son: tiempo corto para la
induccion de enfermedad (que se desarrolla en el plazo de 24-48 h tras una inyeccién intravenosa (i.v.) de
anticuerpos); la artritis puede inducirse en cepas de raton tanto susceptibles de CIA como resistentes a CIA; y el
procedimiento es ideal para una seleccion rapida de agentes terapéuticos antiinflamatorios.

Se administra céctel de anticuerpos monoclonales inductores de artritis Arthrogen-CIA® (Chemicon International
Inc.) por via intravenosa a ratones Balb/c (2 mg/raton) en el dia 0. Cuarenta y ocho horas después, se inyectan por
via intraperitoneal 100 ul de LPS (25 ug). En el dia 4, los dedos pueden aparecer hinchados. En el dia 5, una o dos
patas (particular las patas traseras) comienzan a aparecer rojas e hinchadas. En el dia 6, y posteriormente, seguira
habiendo patas rojas e hinchadas durante al menos 1-2 semanas. Durante el estudio, se puntuan los signos clinicos
de inflamacién para evaluar la intensidad de edema en las patas. Se registra la gravedad de artritis como la
puntuacion suma de ambas patas traseras para cada animal (puntuacion maxima posible de 8). Se evalla el grado
de inflamacion con patas afectadas midiendo el diametro de las patas. Se monitorizan cambios en el peso corporal.

Pueden tratarse los animales en el momento de induccion de artritis, comenzando en el dia 0. Pueden administrarse
compuestos de prueba y compuestos control una vez al dia (q.d.) o dos veces al dia (b.i.d.), por via oral (v.0.),
dependiendo de perfiles de PK previamente establecidos.

Al final del estudio (1-2 semanas tras la induccion de artritis), se sacrifican los ratones y se transeccionan las patas
en la tibia distal usando una guillotina y se pesan. Se determina la media + error estdndar de la media (EEM) para
cada grupo cada dia a partir de puntuaciones clinicas de animales individuales, y se calculan pesos de pata trasera
para cada grupo experimental y se registran al terminar el estudio. Se obtiene una evaluacion histopatolégica de las
patas.

7.7.2 Resultados

La reduccién de la inflamacion y el hinchamiento debe ser evidente en animales tratados con compuestos descritos
en el presente documento, y la artritis avanzard mas lentamente. El tratamiento con compuestos (b.i.d.) debe reducir
significativamente la artritis clinica en comparacion con animales tratados sélo con vehiculo.

7.8 Los Compuestos pueden ser eficaces en la artritis inducida por colageno en ratas

Puede demostrarse la eficacia in vivo de compuestos descritos en el presente documento frente a enfermedades
autoinmunitarias en un modelo de rata de artritis inducida por colageno (CIA).

7.8.1 Descripcion del modelo

La artritis reumatoide (AR) se caracteriza por inflamacién de articulaciones cronica que conduce eventualmente a
una destruccion irreversible del cartilago. IC que contiene IgG son abundantes en el tejido sinovial de pacientes con
AR. Aunque todavia se debate qué papel desempefian estos complejos en la etiologia y patologia de la enfermedad,
IC se comunica con las células hematopoyéticas mediante el FcyR.

La CIA es un modelo animal ampliamente aceptado de AR que da como resultado sinovitis inflamatoria crénica
caracterizada por formacion de pafo y degradacion de articulaciones. En este modelo, la inmunizaciéon por via
intradérmica con colageno tipo Il nativo, emulsionado con adyuvante incompleto de Freund, da como resultado una
poliartritis inflamatoria en el plazo de 10 u 11 dias y posterior destruccién de las articulaciones en de 3 a 4 semanas.

7.8.2 Protocolo del estudio

Se inmunizan ratas LOU sinérgicas en el dia 0 con CIl de pollo nativo/IFA (realizado en UCLA; E. Brahn,
investigador principal). Comenzando en el dia de aparicién de la artritis (dia 10), se traté un total de 59 ratas o bien
con un control de vehiculo o bien con un compuesto descrito en el presente documento a uno de cuatro niveles de
dosis (1, 3, 10 y 30 mg/kg, g.d. mediante alimentacion por sonda v.o.).

7.8.3 Resultados
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Se puntian diariamente las extremidades traseras para la gravedad de la artritis clinica usando un método
normalizado basado en el grado de inflamacion de articulaciones. Pueden obtenerse radiografias digitales de alta
resolucion de las extremidades traseras al terminar el estudio (dia 28). Estas extremidades también pueden
analizarse para detectar cambios histopatolégicos. Pueden medirse anticuerpos de IgG frente a CII nativo por
cuadriplicado mediante ELISA.

Aunque se ha descrito la invencion anterior en cierto detalle para facilitar su comprension, resultard evidente que
pueden realizarse determinados cambios y modificaciones dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas. Por
consiguiente, las realizaciones descritas deben considerarse como ilustrativas y no limitativas, y la invencién no
debe limitarse a los detalles facilitados en el presente documento, sino que pueden modificarse dentro del alcance
de las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto segun la formula estructural (V):

RB
5
R4 X | _R2
H H
W)

incluyendo sales, hidratos, solvatos y N-6xidos del mismo, en el que:

R? se selecciona del grupo que consiste en arilo (Cs-C+s) opcionalmente sustituido con uno o mas de los grupos R®
iguales o diferentes, y heteroarilo de 5 a 15 miembros opcionalmente sustituido con uno o mas de los grupos R®
iguales o diferentes;

R* es

Vt/,W)o Y- Z

|
R35
R35 2 S

cada W es, independientemente del otro, -CR*'R*'-;
X se selecciona del grupo que consiste en -N- y -CH-;

Y y Z se seleccionan cada uno independientemente entre si del grupo que consiste en -O-, -S-, -SO-, -SO»-, -
SONR®-, -NH-, y -NR*-;

R® se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, -ORY, -SRY, haloalquiloxilo (C+-C3), perhaloalquiloxilo (C1-Cg),
-NR°R®, haldgeno, haloalquilo (C1-C3), perhaloalquilo (C1-Cs), -CN, -NC, -OCN, -SCN, -NO, -NO,, -N3, -S(O)Rd, -
S(0)2R%, -S(0)20R", -S(O)NRR’; -S(0)2NR°R’, -OS(0)R?, -OS(0)2R?, -0S(0):0R?, -OS(O)NR°R’, -0S(0):NR°R?, -
C(O)RY, -C(O)OR", -C(O)NR°R’, -C(NH)NR°R®, -OC(O)R®, -SC(O)R?, -OC(O)OR", -SC(O)OR®, -OC(O)NR°R®, -
SC(O)NR°R®,  -OC(NH)NR°R®, -SC(NH)NR°R®, -[NHC(O)l,R?, -[NHC(O)],OR?, -[NHC(O)l.NR°R® y -
[NHC(NH)].NR°R®, arilo (Cs-C10) opcionalmente sustituido con uno o mas de los grupos R® iguales o diferentes,
arilalquilo (Ce-C16) opcionalmente sustituido con uno o mas de los grupos R® iguales o diferentes, heteroarilo de 5 a
10 miembros opcionalmente sustituido con uno o mas de los grupos R" iguales o diferentes y heteroarilalquilo de 6 a
16 miembros opcionalmente sustituido con uno o mas de los grupos R® iguales o diferentes, alquilo (C+-Ce)
opcionalmente sustituido con uno o mas de los grupos R® iguales o diferentes, alcanilo (C1-Cs) opcionalmente
sustituido con uno o mas de los grupos R® iguales o diferentes, alquinilo (Co-Cs) opcionalmente sustituido con uno o
mas de los grupos R® iguales o diferentes y alquenilo (C2-C4) opcionalmente sustituido con uno o mas de los grupos
R® iguales o diferentes;

R® se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, -OR?, -SR haloalquiloxilo (Ci-Ca),
perhaloalquiloxilo (C1-Cs), -NR°R°, halégeno, haloalquilo (C1-Cs), perhaloalquilo (C1-C3c), -CN, -NC, -OCN, -SCN, -
NO, -NO, -Ns, -S(O)R%, -S(0)2R%, -S(0)20R°, -S(O)NR°R®; -S(0).NR°R%; -OS(O)R°, -0S(0).%, -OS(0).0R?, -
OS(O)NRR®, -OS(0)2NR°R®, -C(O)R?, -C(O)OR"’, -C(O)NR°R°, -C(NH)NR°R®, -OC(O)R?, -SC(O)R", -OC(O)OR", -
SC(O)OR?Y, -OC(O)NR°R®, -SC(O)NR°R®, -OC(NH)NR°R®, -SC(NH)NR°R®, -[NHC(O)].R% -[NHC(O)].ORY, -
[INHC(0)In.NR°R® y -[NHC(NH)].NR°R®, arilo (Cs-C1o) opcionalmente sustituido con uno o mas de los grupos R®
iguales o diferentes, arilalquilo (Ce-Ct6) Opcionalmente sustituido con uno o mas de los grupos R® iguales o
diferentes, heteroarilo de 5 a 10 miembros opcionalmente sustituido con uno o mas de los grupos R® iguales o
diferentes y heteroarilalquilo de 6 a 16 miembros opcionalmente sustituido con uno o mas de los grupos R® iguales o
diferentes;

R® se selecciona del grupo que consiste en R?, R®, R? sustituido con uno o mas de R* o R® iguales o diferentes, -OR?

sustituido con uno o mas de R? o R® iguales o diferentes, -B(OR?)z, -B(NR°R®)z, -(CHz)m-R®, -(CHRa)m-Rbs -O-(CHa)m-
R®, -S-(CH2)m-R®, -O-CHR®R®, -O-CR?R")2, -O-(CHR®);-R®, -O-(CHz)m-CH[(CH2)mR°|R®, -S-(CHR®)m-R®, -C(O)NH-
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(CH2)m- ( JNH-(CHR)m -R®, -O-(CH2)m-C(O)NH-(CHz)m-R®, -S-(CHz2)m-C(Q)NH-(CHz)m-R®, -O-(CHR?)m-C(O)NH-
(CHR? ) S-(CHR® - (O)NH-(CHRa)m-Rb, -NH-(CHg)m-R®, -NH-(CHR®)n-R, -NH[(CH2)mR"], -N[(CHz2)mR"]2, -NH-
C(0)-NH- (CH2) -R®, -NH-C(O)-(CH2)m-CHR®R® y -NH-(CHz)m-C(O)-NH-(CHz)m-R®;

cada R*' es, |ndependlentemente de los demas, hidrégeno o alquilo (C4-Cs) opcionalmente sustituido con uno o mas
de los grupos R? iguales o diferentes;

cada R* se selecmona independientemente del otro del grupo que conS|ste en hidrogeno y R®, o, alternativamente,
los dos grupos R* se toman juntos para formar un grupo oxo (=0) o =NR*

cada R*® se selecciona independientemente de los demas del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo (C+-Cs);

R se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo (C1-Cg) y arilo (Cs-Cia);

cada R? se selecciona independientemente de los demas del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo (C4-Ce),
cicloalquilo (Cs-Cg), cicloalquilalquilo (Cs-C+4), arilo (Cs-C1o), arilalquilo (Ce-C1s), heteroalquilo de 2 a 6 miembros,
cicloheteroalquilo de 3 a 8 miembros, cicloheteroalquilalquilo de 4 a 11 miembros, heteroarilo de 5 a 10 miembros y
heteroarilalquilo de 6 a 16 miembros;

cada R° se selecmona mdependlentemente de los demas del grupo que consiste en =0, -ORY, haloalquiloxilo (C1-
Cs), S(; -SRY =NR? =NOR® -NR°R’, halégeno, -CFs, -CN, -NC, -OCN, -SCN, -NO, -NO,, —N2, -Ns, -S(O)RY,
S(0)2RY, -S(0),0R?, -S(O)NR°R®, -S(O)o:NR°R’, -OS(O)RY, -0S(0):R’, -0S(0),0R", -0S(0):NR°R®, -C(O)R", -
C(O)OR®, -C(OINR'R®, -C(NH)NRR®, -C(NRYNR°R®, -C(NOH)R®, -C(NOH)NR°R®, -OC(O)R, -OC(O)OR?, -
OC(O)NR°R®, -OC(NH)NR°R®, -OC(NR)NR°R°, -[NHC(O)]an, -[NRaC(O)]an, -[NHC(O)]nORd, -[NRaC(O)]nORd, -
[NHC(0)]nNR°R®, -[NR*C(0)]-NR°R®, -[NHC(NH)].NR°R° y -[NR*C(NR?].NR°R®;

cada R° es, independientemente de los deméas, R?, o, alternativamente, cada R® se toma junto con el dtomo de
nitrégeno al que esta unido para formar un cicloheteroalquilo o heteroarilo de 5 a 8 miembros que puede incluir
opcionalmente uno o mas de los heteroatomos adicionales iguales o diferentes y que puede estar opcionalmente
sustituido con uno o mas de los grupos R®o R® iguales o diferentes;

cada R¢ es, independientemente de los demas, R?;

cada m es, independientemente de los demés, un nimero entero desde 1 hasta 3;

cada n es, independientemente de los demds, un nimero entero desde 0 hasta 3;y

es un numero entero desde 1 hasta 6.

2. Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R® es halo o -CFs.

3. Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R es fluoro.

4. Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R® es hidrégeno.

5. Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que Y y Z se seleccionan independientemente del grupo que consiste
en Oy NH.

6. Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que X es -CH-.

7. Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que cada R* es hidrégeno.

8. Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que los dos grupos R*® forman un grupo oxo.

9. Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que Y es Oy Z es NH.

10. Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que o es un nimero entero desde 1 hasta 4.

11. Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que o es 1.

12. Compuesto segun la reivindicacién 1, en el que cada R®*' es independientemente hidrégeno o alquilo (C1-C).

13. Compuesto segun la reivindicacién 1, en el que cada R®*' es hidrégeno.

14. Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R® es fenilo opcionalmente sustituido con uno o mas de los

grupos R® iguales o diferentes.
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15. Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R® es un grupo fenilo disustituido con dos grupos R° 0 R? es un
grupo fenilo trisustituido con tres grupos R®.

16. Compuesto segun la reivindicacion 1 en el que R? es

OMe
OMe

"'H. OMe

17. Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R® es halo o -CF3 y R® es hidrogeno.
18. Compuesto segn la reivindicacion 1, en el que R’ es fluoro y R® es hidrégeno.

19. Compuesto segun la reivindicacién 1, en el que los dos grupos R forman un grupo oxo, Yes O, Zes NH, X es
CHy cada R*' es hidrogeno.

20. Compuesto segun la reivindicacion 19, en el que R’ es fluoro y R® es hidrégeno.

21. Compuesto segun la reivindicacion 20, en el que R® es fenilo opcionalmente sustituido con uno o mas de los
grupos R® iguales o diferentes.

22. Compuesto segun la reivindicacion 21, en el que R? es un grupo fenilo disustituido con dos grupos R° 0 R? es un
grupo fenilo trisustituido con tres grupos R".

23. Compuesto segun la reivindicacion 21, en el que R® es

OMe OMe
OMe OMe

HIL OMe ILHE OH

yoes.

24. Compuesto segun la reivindicacion 1, que comprende ademas un excipiente, diluyente o portador
farmacéuticamente aceptable.

25. Compuesto de 2,4-pirimidindiamina segun la reivindicacién 1, para su uso en un método de tratamiento o

prevencion de una enfermedad autoinmunitaria y/o uno o més sintomas asociados con la misma, en un sujeto que
padece una enfermedad autoinmunitaria o en riesgo de desarrollar una enfermedad autoinmunitaria.
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